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Abklrzungen:

EF Ejektionsfraktion

ESC European Society of Cardiology

EZM Extrazellulare Matrix

HINEF Herzinsuffizienz mit normaler Ejektionsfraktion
HIREF Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion
IL-1-beta Interleukin-1-beta

MMP Matrix Metalloproteinasen

TGF-beta Transforming Growth Faktor-beta

TNF-alpha Tumor Nekrose Faktor-alpha

VCAM Vaskulares Adhasionsmolekdl
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Einleitung:

Etwa 50% aller Patienten mit den Symptomen einer Herzinsuffizienz haben eine
normale linksventrikulare Ejektionsfraktion (EF)." Diese Erkrankung nennt man daher
Herzinsuffizienz mit normaler Ejektionsfraktion (HINEF) im Gegensatz zu Patienten
mit Herzinsuffizienz und reduzierter EF (HIREF). Die Mortalitat der Patienten mit
HINEF ist ahnlich eingeschrankt wie bei Patienten mit HIREF und verglichen mit der
erwarteten Sterblichkeit von etwa 2-3% in einem gleichalten Kontrollkollektiv ohne
Herzinsuffizienz mit 16-22% bei beiden Erkrankungen sehr hoch.? Damit stellt die
Herzinsuffizienz generell die kardiovaskulare Erkrankung mit der héchsten Todesrate
dar.

Die Zahl der Patienten mit HINEF steigt verglichen zu denen mit HIREF jahrlich um
etwa 1% an und man geht daher davon aus, dass die HINEF im nachsten Jahrzehnt
die haufigste Manifestationsart der Herzinsuffizienz darstellen wird.®> Auch die
Morbiditat ist bei Patienten mit HINEF ahnlich hoch wie bei Patienten mit HIREF, was
durch eine 1-Jahres Hospitalisierungsrate von etwa 50% bei beiden Formen
augenscheinlich wird.*

Die medikamentése Therapie der Herzinsuffizienz generell erscheint gut belegt und
durch viele klinische Studien validiert zu sein. Interessanterweise beziehen sich aber
fast alle grof3en klinischen Herzinsuffizienzstudien nur auf Patienten mit HIREF.
HINEF galt lange als Ausschlusskriterium in den grof3en Studien zur Herzinsuffizienz,
da die Pravalenz der Erkrankung und ihr schlechte Prognose lange Zeit unterschatzt
wurden und so zu einem Ausschluss aus den gro3en doppelblind randomisierten
klinischen Studien fuhrte. Die medikamentdse Therapie der HIREF hat in den letzten
Jahrzehnten zu einer Verbesserung der 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit
gefuhrt. Im Gegensatz dazu hat die momentane medikamentdése Therapie bei
Patienten mit HINEF nicht zu einer Verbesserung der Uberlebenswahrscheinlichkeit
gefuhrt, so dass im Umkehrschluss die Halfte aller Patienten mit Herzinsuffizienz
nicht mit einer Evidenz basierten und wirksamen Therapie behandelt werden

kénnen.?

Dieses fehlende Ansprechen auf aktuelle Therapeutika und das Fehlen von
Alternativen wird u.a. auch durch unser noch geringes Verstandnis der
Pathophysiologie der HINEF erklart. Im Gegensatz zu der HIREF ist die genaue

Genese der HINEF unklar. Aus klinischen Daten weil3 man allerdings, dass neben
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dem Lebensalter auch das weibliche Geschlecht als Risikofaktor fir die HINEF gilt.
Zusatzlich sind die Erkrankungen arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus und
Adipositas und damit das metabolische Syndrom wegweisend fur die HINEF und
sind hier wesentlich haufiger als in einem Kontrollkollektiv ohne Herzinsuffizienz.>®
Neben diesen haufigen pradisponierenden Erkrankungen gibt es auch seltenere
Erkrankungen, die zur HINEF fuhren konnen. So kann zum Beispiel die akute virale
Myokarditis nach der Ausheilung der akuten Inflammation auch zu einer chronischen

Herzinsuffizienz im Sinne einer HINEF fiihren.®

Diagnose der HINEF

Die Kriterien der Diagnosestellung der HINEF sind trotz der Haufigkeit der
Erkrankung lange umstritten gewesen. Erst kirzlich sind durch eine Empfehlung der
.european Society for Cardiology“ (ESC) die Diagnosekriterien genauer definiert
worden und gelten heute vor allem im europdischen Raum als Richtlinien." Dabei

sind 3 Punkte als wesentlich erachtet worden:

1. Vorliegen von Zeichen und/oder Symptomen der Herzinsuffizienz.

2. Eine normale oder allenfalls gering eingeschrankte LV-Funktion (EF Uber
50%) mit normalen kardialen Dimensionen (LV enddiastolischer
Volumenindex unter 97 ml/m?)

3. Vorhandensein einer diastolischen Fullungsstérung (invasiv oder nichtinvasiv

dokumentiert)

Pathophysiologie der HINEF

Die diastolische Dysfunktion ist eines der Hauptmerkmale der HINEF.'®"" Dabei geht
man davon aus, dass eine Verlangsamung der aktiven Relaxation einerseits und
eine erhOhte passive Steifigkeit andererseits das Fullungsverhalten des linken
Ventrikels beeintrachtigt.''® Ersteres wird vor allem auch durch Veranderungen des
Kalzium-Stoffwechsels verursacht."* Eine Unterschiedliche Phosphorylierung des
Proteins Titin, dass im Herzen wie eine Feder wirkt, ist dagegen vor allem mit
Veranderungen der passiven Steifigkeit beschrieben worden. Ein weiterer
wesentlicher Modulator der passiven Steifigkeit ist die Akkumulation und

Veranderung der extrazellularen Matrix."
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Zudem werden auch nicht diastolische Funktionseinschrankungen als Ursache flr
die HINEF diskutiert. Vor allem die chronotrope Inkompetenz scheint bei Patienten
mit HINEF eine Rolle zu spielen und limitiert die kardiale Leistungsfahigkeit und fuhrt
so zu den Symptomen der Herzinsuffizienz.'®'” Aktuelle Studien zeigen auch, dass
bei Patienten mit HINEF eine endotheliale Dysfunktion nachzuweisen ist und das

ventrikular-arterielle Coupling verschlechtert ist.

Insgesamt kommt es durch diese Veranderungen zu einer deutlichen Limitation der
Leistungsfahigkeit der HINEf Patienten bei schon geringer Belastung (20 Watt)
verglichen mit Patienten ohne HINEF aber ahnlichen Nebenerkrankungen wir

arterielle Hypertonie und Adipositas.'®

Kardiale extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) besteht aus fibrillaren und nicht-fibrillaren Proteinen,
die vor allem von Fibroblasten sezerniert werden und unterschiedlichen Aufgaben
dienen.’ Wihrend z.B. in Knochen und Sehnen die EZM im Vergleich zu den
jeweiligen Zellen deutlich mehr Raum einnimmt und die extrazellulare Architektur
dominiert, nimmt die EZM unter physiologischen Bedingungen im Herzen einen
deutlich geringeren Raum ein. Dennoch ist die kardiale EZM flr die strukturelle
Integritdt des Herzens von entscheidender Bedeutung und beeinflusst wesentlich
Form und Funktion des Herzens.?>? Diese strukturelle Integritét ist hauptsachlich
von den fibrillaren Makromolekilen wie z.B. Kollagenfasern vom Typ | und Il
abhangig. Wir wissen aber, dass auch Veranderungen an den nicht-fibrillaren
Proteinen, z.B. an Proteoglykanen die u.a. fur die Vernetzung von fibrillaren
Protienen wesentlich sind, die Integritat der Matrix verandern kénnen.?* Unter
pathophysiologischen Bedingungen kann es zu einer Akkumulation der fibrillaren
Proteine kommen, so dass sich die Eigenschaften der EZM wesentlich verandert
konnen. Nach diesen pathologischen Stimuli wie z.B. einem akutem Herzinfarkt aber
auch einer chronischen Herzinsuffizienz kommt es einerseits zu einer gesteigerten
Produktion dieser Proteine durch Fibroblasten. Dieses zeigt sich auch durch den
erhdhten Nachweis von Kollagenprodukten im Serum, welche daher auch als
Biomarker des EZM Remodeling eingesetzt werden.?® Andererseits geht man davon
aus, dass das Abbausystem der EZM Proteine, das sogenannte Matrix

Metalloproteinasen (MMPs) System unterschiedlich exprimiert und in geringerem
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Male aktiviert wird, so dass der Kollagengehalt im Herzen durch einen geringeren
Abbau erhoht wird. Diese Akkumulation von Kollagenfasern vor allem des Typs |,
welcher biochemisch eine ahnliche Steifigkeit wie Stahl aufweist, fuhrt vor allem zu
einer verschlechterten Dehnbarkeit der EZM. Zusatzlich erscheint eine erhdhte
Quervernetzung der Kollagenfasern gerade bei Patienten mit Herzinsuffizienz
verstarkt zu sein und so die kardiale Funktion zusatzlich vermindert zu sein.®
Wesentlich fur diese unterschiedliche Expression von Kollagenfasern und MMPs sind
vor allem pathologisch aktivierte Fibroblasten, die zu sogenannten Myofibroblasten
transdifferenzieren.’’?° Warum diese Zellen transdifferenzieren ist bisher im Herzen

nur ungenugend verstanden.

Kardiale Inflammation bei Herzinsuffizienz

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass fur die Progression der
Herzinsuffizienz auch eine inflammatorische Komponente mitverantwortlich sein
kénnte.® Initial wurden erhéhte systemische Biomarker der Inflammation, wie z.B.
der Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-alpha) mit einer Progression der

Herzinsuffizienz  assoziiert.3"3

Im weiteren Verlauf zeigten verschiedene
Tiermodelle, dass neben der systemischen auch kardiale Inflammation wesentlich fur
den Verlauf von Herzinsuffizienz sein konnte und anti-inflammatorische Strategien

erfolgreich erscheinen.®**’

So konnte gezeigt werden, dass eine erhohte
transendotheliale Migration von Monozyten in das Herz mit einer Veranderung der
EZM und folgender Progression der Herzinsuffizienz assoziiert war.>>*” Wahrend die
Genese der Inflammation bei einer viralen Myokarditis durch das Pathogen definiert
ist, sind die Trigger fur die kardiale Inflammation bei unterschiedlichen Formen der
chronischen Herzinsuffizienz noch unverstanden. Hier koénnten auch die
Risikofaktoren fur die Herzinsuffizienz wie Diabetes mellitus als auch Hypertonie eine
Rolle spielen. Zusatzlich sind die genauen Zusammenhange zwischen
inflammatorischen Zellen und der Dysregulation der kardialen EZM weiter unklar.
Einerseits geht man davon aus, dass proinflammatorische Zytokine die kardiale
Funktion direkt durch eine Veranderung der Myozyten beeinflussen, andererseits
konnen diese Zytokine auch den Umbau der EZM beeinflussen und so indirekt die

Progression der Erkrankung vorantreiben.
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Anti-inflammatorische klinische Studien, die den Effekt einer TNF-alpha Blockade bei
Patienten mit Herzinsuffizienz untersuchten, zeigten allerdings bisher enttauschende
Ergebnisse.®* Dennoch erscheinen moderne und gezieltere anti-inflammatorische
Strategien als mogliche zukinftige Therapieoptionen, wie ein Statement der
Européaischen Gesellschaft fiir Kardiologie herausstellt.*® So werden heute bereits
antiinflammatorische Wirkstoffe, wie z.B. Antagonisten von Interleukin-1-beta in der
Primarpravention getestet. Ob solche Therapien auch bei Patienten mit

Herzinsuffizienz sicher und wirksam sind, wird in Zukunft getestet werden mussen.

Fragestellung und Zielsetzung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Charaktersierung von Veranderungen der
extrazellularen Matrix anhand experimenteller Tiermodelle im Sinne einer HINEF.
Weiterhin wurden humane endomyokardiale Proben von Patienten mit HINEF
untersucht. Dabei wird besonders die Einwirkung von kardialer Inflammation auf die
Veranderung der Matrix berlcksichtigt. Weiterhin werden die mdglichen
Auswirkungen dieser Veranderungen auf die diastolische Funktion erneut im

experimentellen Tiermodell aber auch an Patienten untersucht.

Die folgenden Originalpublikationen bilden dabei eine kumulative Habilitationsschrift.
Eine abschlieende Zusammenfassung stellt den thematischen Zusammenhang der

einzelnen Publikationen dar.
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Ergebnisse (Eigene Arbeiten)

1. Kardiale Inflammation und Aktivierung der Matrix Metalloproteinasen bei
diabetischer Kardiomyopathie: Rolle der AT1 Rezeptor Antagonisten
Originalarbeit:
Contributions of inflammation and cardiac matrix metalloproteinase activity to cardiac
failure in diabetic cardiomyopathy: the role of angiotensin type 1 receptor
antagonism. Diabetes. 2007;56:641-646.

Westermann, D*., Rutschow, S*., Jager, S., Linderer, A., Anker, S., Riad, A., Unger,
T., Schultheiss, H.P., Pauschinger, M. Tschope, C.

Diabetes mellitus ist einer der Risikofaktoren fur die HINEF. In dieser Arbeit wurde in
einem Mausmodell eine diabetische Kardiomyopathie durch die Gabe von
Streptozotocin induziert. Streptozotocin zerstort die Betazellen im Pankreas und fuhrt
so zu einer kontinuierlichen Hyperglykamie durch eine Hypoinsulinamie. Wir konnten
zeigen, dass nach 8 Wochen diese hyperglykdmische diabetische Stoffwechsellage
zu einer Vermehrung der kardialen Fibrose flhrte. Dieses ging zusatzlich mit einer
erhdhten Expression des pro-inflammatorischen Zytokin Interleukin-1B (IL-1B) einher.
Die Aktivitat der Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2), einer Gelatinase und damit
auch fur den Abbau von Kollagenbruchsticken zustandig, war reduziert. Zusammen
mit einer erhdhten Expression des Tissue Growth Factor- B (TGF-B) flhrte das zu
einer Akkumulation von Kollagen | und Kollagen Il in den Herzen der diabetischen
Tiere. Diese Veranderungen fuhrten zu einer LV Funktionsstorung. Sowohl die
systolische als auch die diastolische Funktion waren eingeschrankt, wobei die
Ejektionsfraktion nicht eingeschrankt war und keine kardiale Dilatation vorlag. Eine
medikamentose Therapie mit einem AT1 Rezeptor Antagonisten konnte in diesem
experimentellen Modell sowohl die Expression von IL-13, von TGF- und zusatzlich
die MMP-2 Aktivitat auf Kontrollniveau normalisieren. Dieses ging auch mit einer
Reduktion der kardialen Kollagenakkumulation einher. Dadurch konnte die kardiale
Dysfunktion, vor allem auch die LV Steifigkeit, reduziert werden. Diese Daten zeigen
das Zusammenspiel von IL-18 und von TGF- im Hinblick auf die Entwicklung der
kardialen Fibrose. Hier konnte eine pharmakologische Inhibition des Renin-
Angiotensin Systems sowohl kardiale Inflammation als auch Fibrose reduzieren und

so die LV Dysfunktion verbessern.
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2. Kardioprotektive und anti-inflammatorische Effekte eines Interleukin
Converting Enzym Inhibitors auf die diabetische Kardiomyopathie.
Originalarbeit:

Cardioprotective and anti-inflammatory effects of interleukin converting enzyme

inhibition in experimental diabetic cardiomyopathy. Diabetes. 2007;56:1834-1841.

Westermann, D., Van Linthout, S., Dhayat, S., Dhayat, N., Escher, F., Bucker-
Gartner, C., Spillmann, F., Noutsias, M., Riad, A., Schultheiss, H.P. Tschope, C.

In einem ahnlichen Modell der diabetischen Kardiomyopathie wurde erneut der Effekt
von Inflammation auf das kardiale Remodeling untersucht. Hier konnten wir zeigen,
dass neben 1I-13 auch die pro-inflammatorischen Zytokine Tumor Nekrose Faktor-
alpha (TNF-a), Interleukin-18 und Interferon-beta in der diabetischen
Kardiomyopathie erhoht exprimiert werden. Zusatzlich waren in diesem Modell die
Adhasionsmolekule VCAM-1 und ICAM-1 erhoht exprimiert. Diese ging mit einer
erhdhten Anzahl von inflammatorischen Zellen (Makrophagen und Leukozyten) im
Myokard einer. Hier konnte auch gezeigt werden, dass inflammatorische Zellen vor
allem auch fur die Zytokinproduktion im Herzen verantwortlich sind. Weiterhin zeigte
sich eine vermehrte kardiale Apoptose in den diabetischen Tieren. Wieder waren
diese Veranderungen mit einer Vermehrung des kardialen Kollagen und einer
folgenden kardialen Dysfunktion ohne Dilatation assoziiert. Durch die Gabe eines
Interleukin Converting Enzyme Inhibitors konnte die Expression von IL-1B reduziert
werden. Dieses war mit einer Reduktion der kardialen Inflammation
(Inflammatorische Zellen und pro-inflammatorischen Zytokine) verbunden und
gleichzeitig war das kardiale Remodeling mit nur noch geringer
Kollagenakkumulation normalisiert. Durch diese Veranderung konnte auch die LV

Funktion in den behandelten Tieren verbessert werden.

Diese Daten zeigen den Zusammenhang von inflammatorischen Zellen als
wesentliche Quelle von Zytokinen und kardialem Remodeling in der diabetischen
Kardiomyopathie auf. Eine Reduktion dieser inflammatorischen Zellen fihrte zu einer
Verbesserung des kardialen Remodeling und damit zu einer Verringerung der LV
Dysfunktion.
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3. Die Rolle der LV Steifigkeit bei Patienten mit HINEF

Originalarbeit:

Role of left ventricular stiffness in heart failure with normal ejection fraction.
Circulation. 2008;117:2051-2060

Westermann, D., Kasner, M., Steendijk, P., Spillmann, F., Riad, A., Weitmann, K.,
Hoffmann, W., Poller, W., Pauschinger, M., Schultheiss, H.P. Tschope, C.

In dieser Arbeit konnten wir erstmals die LV Funktion bei Patienten mit HINEF invasiv
durch Messung mit Druck-Volumen Kurven bestimmen. Bisher gab es keine Arbeit
die diese Technik an einem gréReren Patientenkollektiv angewendet hatte, um die
hamodynamische Situation bei Patienten mit Herzinsuffizienz zu untersuchen.
Generell gingen Arbeiten, die nicht invasive oder semi-invasive Techniken nutzen
von einer Erhohung der LV Steifigkeit aus. Wir konnten zeigen, dass bei Patienten
mit Herzinsuffizienz und normaler EF verglichen mit Kontroll-Patienten ohne
Herzinsuffizienz die diastolische Funktion gestort ist. Neben den Parametern der
diastolischen Funktion, die abhangig vom Volumenstatus der Patienten sind (LV
enddiastolischer Druck und die diastolische Relaxation) war vor allem auch die
invasiv gemessene LV Steifigkeit erhoht. Zur Messung der Steifigkeit kam erstmals
an diesem Patientenkollektiv eine Technik zum Einsatz, die mehrere Druck-Volumen
Kurven wahrend einer Last -Reduktion durch das Aufblasen eines Ballonkatheters in
der Vena cava untersucht und so die LV Steifigkeit direkt aufzeichnet. Andere
Untersuchungen, vor allem echokardiographische, konnen diese Steifigkeit nur
indirekt abschatzen. Weiter waren die systolischen Parameter, die wir durch die
Messung der Druck-Volumen Kurven analysierten, zwischen beiden Gruppen nicht
signifikant unterschiedlich. Die Steifigkeit beeinflusste auch das Verhalten bei einer
Tachykardie, die durch einen atrialen Pacemaker ausgeodst wurde. So senkte sich bei
diesen Patienten das Schlagvolumen ab und es kam nicht zu einem Herzfrequenz
bedingten Anstieg der kardialen Auswurfleistung. Dieser hamodynamische Phanotyp
konnte ein wesentlicher Grund fur die Belastungsintoleranz der Patienten mit HINEF

sein.
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4. Pharmakologische Aktivierung der endothelialen NO Synthase

Originalarbeit:

Enhancement of the endothelial NO synthase attenuates experimental diastolic heart
failure. Basic Res Cardiol. 2009;104:499-509.

Westermann, D., Riad, A., Richter, U., Jager, S., Savvatis, K., Schuchardt, M.,
Bergmann, N., Tolle, M., Nagorsen, D., Gotthardt, M., Schultheiss, H.P. Tschope, C.

In einem weiteren Tiermodell untersuchten wir den Einfluss der NO Synthase auf die
Entwicklung der HINEF. Im Gegensatz zu den diabetischen Tiermodellen der
vorhergegangenen Studien nutzten wir hier ein Modell der Hypertonie bedingten
Herzinsuffizienz. Wir untersuchten die Ratten mit einem salzbedingten Hypertonus
zu einem Zeitpunkt, an dem noch keine LV Dilatation nachzuweisen war. Auch
dieses Modell zeigte eine diastolische Dysfunktion ohne LV Dilatation bei
hypernormaler systolischen Funktion. Diese Tiere zeigten ebenfalls Veranderungen
im kardialen Remodeling mit erhdhter kardialer Fibrose als auch Hypertrophie der
Kardiomyozyten. Neben Veranderungen in denen mit Hypertrophie und Remodeling
assoziierten intrazellularen Kinasen wie Calcineurin, AKT und ERK1/2 waren hier
interessanterweise keine Veranderungen in den unterschiedlich steifen Isoformen
des Titins aufzuzeigen, obwohl dieses von anderen Gruppen beobachtet wurde. Eine
pharmakologische Behandlung mit AVE3085 fiuhrte zu einer Aktivierung der
endothelialen NO Synthase und dadurch zu einer Verbesserung der kardialen
Hypertrophie und des kardialen Remodeling. So kdnnte eine Aktivierung der bei
HINEF supprimierten endothelialen NO Synthase eine Therapieoption fur HINEF
sein. Interessanterweise konnten wir hier auch die Erhéhung des oxidativem Stress
im Herzen in diesem Modell der HINEF zeigen. Eine Therapie war auch hier mit einer
Normalisierung assoziiert. Die Verbesserung der Hypertrophie, des kardialen
Remodeling und des oxidativen Stress durch die Aktivierung der endothelialen NO
Synthase flihrte zu einer Verbesserung der LV diastolischen Funktion und der
Steifigkeit ohne dass die Blutdruckwerte in diesem Modell der salzbedingten
Hypertonie verandert gewesen waren. Zukunftige Studien werden zeigen, ob diese

Therapieoption auch fur Patienten mit HINEF in Frage kommt.
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5. Kardiale Inflammation fuhrt zur Veranderung in der extrazellularen Matrix
bei Patienten mit HINEF
Originalarbeit:

Cardiac inflammation contributes to changes in the extracellular matrix in patients

with heart failure and normal ejection fraction. Circ Heart Fail. 2011;4:44-52.

Westermann, D., Lindner, D., Kasner, M., Zietsch, C., Savvatis, K., Escher, F., von
Schlippenbach, J., Skurk, C., Steendijk, P., Riad, A., Poller, W., Schultheiss, H.P.
Tschope, C.

In dieser Arbeit zeigen wird nun, dass analog zu den Tiermodellen auch bei
Patienten mit HINEF der Anteil des kardialen Kollagens in endomyokardialen
Biopsien verglichen zu Kontrollpatienten erhoht ist. Zusatzlich war die kardiale
Kollagenase (Matrixmetalloproteinase-1, MMP-1) in den Biopsien von Patienten mit
HFENEF verringert exprimiert. Dabei korrelierte das Ausmall der diastolischen
Funktionsstorung (erneut durch Druck-Volumen Kurven gemessen) signifikant mit
dem Anteil von kardialem Kollagen, so dass diese Akkumulation von Proteinen der
EZM ein wichtiger Faktor in dieser Erkrankung sein konnte. Weiterhin zeigten wir,
dass in den Biopsien von HINEF Patienten signifikant mehr inflammatorische Zellen
vorhanden waren. Wir konnten zeigen, dass diese inflammatorischen Zellen den pro-
fibrotischen Wachstumsfaktor TGF-beta ausschitteten. Fur weitere in vitro
Untersuchungen nutzten wir erstmals ein neu etabliertes Zellkultursystem, in dem wir
humane kardiale Fibroblasten aus endomyokardialen Biopsien kultivierten. Diese
Fibroblasten wurden jetzt in vitro mit TGF-beta stimuliert. Durch diese Stimulation
wurden normale Fibroblasten zu sogenannten Myofibroblasten transdifferenziert. Wir
konnten zeigen, dass diese Transdifferenzierung vor allem mit einer pathologischen
Expression von alpha-smooth muscle-Aktin einhergeht. Diese pathologisch
aktivierten Myofibroblasten produzierten u.a. vermehrt Kollagen und weniger MMP-1,
so dass wir in vitro die in vivo an den Biopsien gewonnen Daten bestatigen konnten.
So konnten wir erstmals zeigen, dass bei Patienten mit HINEF kardiale Inflammation
vorhanden ist und diese inflammatorischen Zellen im Herzen Uber parakrine
Mechanismen die Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten férdern.
Damit kdnnten anti-inflammatorische Therapien flr diese Patienten, die bisher nicht

Evidenz-basiert therapiert werden konnen, eine neue maogliche Option sein.
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Diskussion

Die Herzinsuffizienz mit normaler EF ist eine wesentliche Problematik im klinischen
Alltag und ihre Pathogenese ist noch nicht ganzlich geklart. In der vorgelegten
kumulativen Habilitationsschrift wird anhand finf ausgewahlten Publikationen eine
pathophysiologische Verbindung zwischen kardialem Remodeling im Sinne einer
Akkumulation von Kollagen und der Entwicklung einer diastolischen Dysfunktion mit
einer Erhdhung der LV Steifigkeit diskutiert. Im Weiteren wird die kardiale
Inflammation als ein Ausléser der Veranderung des kardialen Remodeling bei
diesem Krankheitsbild diskutiert.

Alle hier vorgestellten Arbeiten beschaftigen sich mit der Herzinsuffizienz mit
normaler EF. Sowohl die experimentellen Arbeiten, die das kardiale Remodeling
anhand der diabetischen Kardiomyopathie als auch anhand der hypertensiven
Kardiomyopathie untersuchen, zeigen, dass eine Veranderung der EZM mit einer
Verschlechterung der LV Funktion einhergeht. Dabei fihrt vor allem eine
Akkumulation von Kollagen Typ | zu einer Veranderung der diastolischen Funktion.
Alle Arbeiten nutzen die Methode der Druck-Volumen Kurven zur Analyse der
hamodynamischen Funktion. Hier kommt vor allem der invasiven Messung der LV
Steifigkeit die Hauptbedeutung zu. Diese Messung untersucht anhand mehrerer LV
Druck-Volumen Kurven, die wahrend einer Reduktion der Vorlast aufgezeichnet
werden, die Dehnbarkeit des LV, so dass sich aus diesen invasiv gemessenen Daten
die tatsachliche Steifigkeit des LV errechnen lasst. Diese Methode ist auch in den
beiden letzten Arbeiten an Patienten mit HINEF genutzt worden. Hier konnte
ebenfalls die erhdhte LV Steifigkeit als wesentliche Pathologie der Patienten mit
HINEF herausgearbeitet werden und so der hamodynamische Phanotyp der HINEF
beschrieben werden. Interessanterweise Kkorreliert dabei das Ausmal} der
Kollagenakkumulation, untersucht an endomyokardialen Biopsien von Patienten mit
HINEF oder im kardialen Gewebe der Tiermodelle direkt mit der invasiv gemessenen
LV Steifigkeit. So kann geschlussfolgert werden, dass das kardiale Remodeling
wichtig fur die Genese der HINEF ist. In weiteren Arbeit konnten wir zeigen, dass der
echokardiographische Parameter E/E” (ein Ratio aus konventionellem Mitraleinfluss
und der Geweberelaxation gemessen im Gewebedoppler) mit der invasiv

gemessenen Steifigkeit korreliert®. Auch hier war das AusmaR der Fibrose mit dem



Habilitationsschrift Dr. med. Dirk Westermann Seite 15

echokardiographische Parameter E/E" als nicht invasiv gemessener Steifigkeit
korreliert.”® Die invasiven Messungen an Patienten mit HINEF tragen also zum
besseren Verstandnis der Pathophysiologie einerseits aber auch zur Validierung von
anderen Messmethoden, die weniger invasiv und daher leichter durchzuflhren sind,
bei.

Andere Arbeiten zeigen an Patienten mit HINEF auch Einschrankungen in der
systolischen Funktion, wobei vor allem spezielle Echokardiographie Messungen, wie

das ,Speckle Tracking* verwendet wurden.*'*2

In der hier vorgestellten invasiven
hamodynamischen Messung konnte keine Einschrankung der systolischen LV
Funktion nachgewiesen werden. Erklarend fur diese Unterschiede kdnnte auch das
relativ junge Alter des untersuchten Patientenkollektivs sein. Insgesamt ist eine
systolische Funktionsveranderung bei Patienten mit HFNEF nicht unwahrscheinlich;
wesentlich ist aber, dass insgesamt die Pumpfunktion nicht deutlich eingeschrankt

ist.

Die bisher vorhanden Tiermodelle und auch hier genutzten Modelle flir HINEF sind
nicht optimal. In dem Modell der diabetischen Kardiomyopathie handelt es sich am
ehesten um einen Diabetes mellitus vom Typ |, der in der HINEF Bevolkerung
deutlich seltener ist als Diabetes mellitus Typ Il, der als einer der wesentlichen
Risikofaktoren gilt. Es kommt in diesem Tiermodell aber auch durch die starke
Dehydration der Tiere zu einem geringen Abfall der systolischen Funktion, wobei
allerdings die EF im Tiermodell nicht eingeschrankt wird. Dieses ist im Einklang mit
den Leitlinien, wo eine normale systolische Funktion oder nur geringe Einschrankung
der systolischen Funktion fur die Diagnose der HINEF gefordert wird. Auch das
Modell der Salz-sensitiven Ratten, die eine arterielle Hypertonie entwickeln ist nicht
optimal. Man weil3, dass dieses Tiermodell im Verlauf nach einer HINEF eine HIREF
entwickelt. Diese Transition von HINEF zu HIREF kommt bei Patienten nur selten
vor. Rame et al zeigten, dass eine solche Transition fast ausschlieBlich durch das
Neuauftreten eines Myokardinfarktes bedingt war. Bei Patienten mit HINEF ohne
ischamisches Ereignis kam es im Verlauf nur sehr selten (14%) zu einer
Einschrankung der EF.** Longitudinale Langzeitstudien an groRen Kollektiven mit
HINEF stehen aber bisher noch aus. Die gewahlten Tiermodelle sind also nicht ideal,
aber durch die hier aufgezeigten Gemeinsamkeiten in der Hdmodynamik, vor allem

der normalen EF und der erhdhten LV Steifigkeit, eine Maoglichkeit die
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Pathophysiologie der HINEF zu untersuchen. Alle anderen verfigbaren Modelle der
HINEF haben ebenfalls deutliche Limitationen, so dass heute vor allem auch an der
Entwicklung von besseren Tiermodellen geforscht wird. Wie bei allen
tierexperimentellen Studien mussen die Ergebnisse natarlich erst auf ihre
Ubertragbarkeit auf den Patienten geprift werden. Wir nutzten dafir die

Hamodynamik und die endomyokardialen Proben von Patienten mit HINEF.

In den tierexperiementellen Arbeiten konnten wir zeigen, dass das Ausmal} kardialer
Inflammation, gemessen an der Anzahl der in das kardiale Gewebe infiltrierten
inflammatorischen Zellen mit dem kardialen Remodeling assoziiert war. In allen hier
vorgestellten Arbeiten zeigte sich, dass eine Reduktion der kardialen Inflammation
auch zu einer Verringerung der Fibrose flhrte. Dieses war immer auch mit einer
Verbesserung der hamodynamischen Situation verbunden. Die transendotheliale
Migration von inflammatorischen Zellen in das kardiale Gewebe konnte somit ein
wesentlicher Punkt in der Genese der HINEF im Sinne des kardialen Remodeling
sein. Hier konnten wir zeigen, dass die endothelialen Adhasionsmolekile (vor allem
VCAM-1) in den Tiermodellen der diabetischen Kardiomyopathie hochreguliert
waren. Dieses konnten wir erstmals auch bei Patienten mit HINEF zeigen, wo sich
ein ahnliches Bild an endomyokardialen Biopsien zeigte. Bisher ist der genaue Grund
fur diese Hochregulation, die ja auch der initiale Ausldoser der Inflammation sein
konnte, noch unklar. Es spricht allerding einiges dafur, dass neben den spezifischen
Risikofaktoren der HINEF (z.B. Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie) auch
andere Mechanismen, die direkt mit der HINEF (erhdhte Steifigkeit und Wandstress)
verbunden sind, hierfur verantwortlich sein konnten. Diese Problematik soll in
zukunftigen Arbeiten aufgearbeitet werden. Inflammation ist nicht spezifisch fur
HINEF sondern kann auch bei anderen Formen der Herzinsuffizienz nachgewiesen
werden. Ob die Genese fur diese Inflammation unterschiedlich ist, muss ebenfalls in

zuklnftigen Studien untersucht werden.

In den Tiermodellen konnten wir weiterhin zeigen, dass die inflammatorischen Zellen
im Myokard proinflammatorische Zytokine sowie Wachstumsfaktoren exprimierten.
Andere experimentelle Arbeiten zeigen auf, dass diese proinflammatorischen
Zytokine direkt und indirekt die LV Funktion beeinflussen kénnen. Dabei kann z.B.
die Kalzium-Homdostase in den Myozyten verandert werden und so direkt die

Kontraktilitdt und Relaxation beeinflusst werden. Ob dieses auch fir die HINEF gilt ist
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bisher noch unklar. Anhand der letzten Arbeit zeigen wir einen weiteren Weg auf, in
dem inflammatorische Zellen das kardiale Remodeling beeinflussen konnen. Analog
zu den tierexperimentellen Arbeiten zeigen wir an endomyokardialen Biopsien von
Patienten mit HINEF, dass die inflammatorischen Monozyten im kardialen Gewebe
u.a. TGF-beta exprimierten. Diese TGF-beta mMRNA und Proteinproduktion erfolgte
vor allem nach Aktivierung der inflammatorischen Zellen, was charakteristisch fur
den Zustand von Zellen nach einer transendothelialen Migration ist. Um die
Assoziation von inflammatorischen Zellen und Veranderung der EZM weiter zu
untersuchen, zeigten wir in der letzten hier vorgestellten Arbeit, dass sich primare
humane kardiale Fibroblasten, die aus endomyokardialen Biopsien von Patienten mit
HINEF gewonnen wurden nach der Stimulation mit TGF-beta von normalen
Fibroblasten zu sogenannten  Myofibroblasten transdifferenzierten. Diese
Myofibroblasten produzieren nun vermehrt Kollagen und fluhren so nach ihrer
Transdifferenzierung zu einer Akkumulation von kardialen Kollagen in den Herzen
der HINEF Patienten. Bisher gab es keine Daten zu Myofibroblasten und HINEF und
wenig Daten zu diesem Zelltyp an humanen kardialen Proben. Ahnlich wie aus
anderen fibrotischen Organerkrankungen an der Lunge und Niere bekannt, war die
Transdifferenzierung mit einer erhdhten Expression von alpha-smooth musle actin
begleitet. So konnte die aus den Tiermodellen gewonnen Assoziation zwischen
kardialer Inflammation und Fibrose erweitert und erste mogliche pathophysiologische
Erklarungen gefunden werden. Allerdings kann auch ein direkter Zell-Zellkontakt zu
Veranderungen an den Fibroblasten flihren. Diese Mdglichkeit soll in zukinftigen

Studien untersucht werden.

In diesem Zusammenhang ist wesentlich, dass anti-inflammatorische Strategien, wie
eine Inhibition des Interleukin-Converting Enzyms, eine Reduktion der Fibrose und
der kardialen Inflammation im diabetischen Tiermodell bewirkten und so auch die
kardiale Funktion verbessert werden konnte. Diese Therapiestrategien wurden
bereits an Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 getestet und es zeigte sich ein
generell anti-inflammatorisch und anti-diabetogener Effekt.** Eine Analyse der
Herzfunktion fand bei dieser Studie allerdings nicht statt, so dass eine
Ubertragbarkeit zu Patienten im Sinne einer kardialen Funktionsverbesserung erst
noch getestet werden muss. Interessanterweise wird diese Substanz jetzt auch in
klinischen Praventionsstudien getestet, da wir wissen, dass Inflammation zur

Progression der Arteriosklerose beitragt.
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Neben der verstarkten Kollagenproduktion kam es in den Tiermodellen auch zu einer
Inhibition der Matrix Metalloproteinasen (im diabetischen Modell wurde die MMP-2
untersucht), welche u.a. fur den Abbau der Kollagenfasern verantwortlich sind und so
die Akkumulation von Kollagen im Herzen weiter erklaren kann. Auch anhand der
humanen Biopsien konnte gezeigt werden, dass im Menschen die humane
Kollagenase MMP-1 herunter reguliert war, beziehungsweise ihre Aktivitdt gemessen
durch Expression von MMP-1 zu ihrem Inhibitor TIMP-1 (tissue inhibitor of
metalloproteinase-1) reduziert war. Erneut wurde diese Dysregulation nach der
Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten beobachtet, so dass
wieder kardiale Inflammation als ein Ausloser herausgearbeitet werden konnte. In
einem hier vorgestellten diabetischen Tiermodell konnte diese Dysregulation durch
die Gabe eines Angiotensin Rezeptor Blockers (Irbesartan) normalisiert und so die
diastolische Dysfunktion verbessert werden. Eine kleinere Studie an Patienten mit
HINEF zeigte durch Irbesartan eine Verbesserung®®, wahrend in einer groRen
doppelblind randomisierten klinischen Studie an Patienten mit HINEF Irbesartan nur

einen neutralen Effekt auf das Uberleben von Patienten mit HINEF hatte.*64

Eine weitere therapeutische Option, die wir im Tiermodell erfolgreich testeten, war
die Aktivierung der NO Synthase. Wir zeigten, dass kardiales Remodeling sich nach
der Gabe eines pharmakologischen NO Aktivators verbesserte. Neben der kardialen
Fibrose konnte so auch der oxidative Stress, der sich vermutlich aufgrund hoher
Wandspannung bildete, verbessert werden. Dieser therapeutische Ansatz wird
momentan in weiteren Tiermodellen aber auch in einer gro3en doppelblind
randomisierten klinischen Studie untersucht. In der RELAX Studie wird die Wirkung
von Phospodiesterase-5 Inhibitoren, die u.a. auch einen NO donatorischen Effekt
haben bei Patienten mit HINEF untersucht. Weitere laufende Studien untersuchen
den Einfluss von Aldosteronantagonisten, von Renin-Inhibitoren und die Wirkung

von Schrittmachern auf die Progression der HINEF.

Die Zukunft wird zeigen, ob diese neuen Strategien erfolgreich sind und wir damit
unseren Patienten mit HINEF eine wirksame Therapie anbieten konnen, die das

kardiovaskulare Outcome der Patienten verbessert.
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Zusammenfassung

Im Mittelpunkt dieser kumulativen Habilitationsschrift stehen Arbeiten, die die
Veranderung der extrazellularen Matrix und der kardialen Inflammation sowie den
Einfluss dieser Faktoren auf die LV Funktion an tierexperiementellen Modellen der
Herzinsuffizienz mit normaler Ejektionsfraktion als auch an endomyokardialen

Biopsien von Patienten mit Herzinsuffizient mit normaler Ejektionsfraktion untersucht.

In allen hier vorgelegten Arbeiten zeigte sich, dass die Steifigkeit des LV mit einer
Erhohung des Kollagens im Herzen assoziiert ist. In den humanen endomyokardialen
Biopsien von Patienten mit HINEF zeigte sich in diesem Sinne eine positive
Korrelation. Weiterhin zeigten die diabetischen Tiermodelle der HINEF als auch die
endomyokardialen Biopsien den Hinweis, dass kardiale Inflammation im Sinne von
einwandernden inflammatorischen Zellen im bei HINEF vermehrt zu dokumentieren
sind. Eine hier vorgestellte Moglichkeit der Interaktion von Inflammation mit kardialen
Remodeling ist der parakrin wirkende Transforming Growth Factor beta, der die
Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten induziert und so zu einer
kardialen Kollagenakkumulation fuhrt. Weiterhin war in den Modellen der HINEF als
auch bei Patienten das Degradationssystem des Kollagen weniger aktiv, so dass
vorhandenes Kollagen nicht oder langsamer abgebaut werden kann. Auch hier
konnte der hemmende Einfluss von Inflammation auf das Degradationssystem

anhand humaner Proben dokumentiert werden.

Die Quintessenz der vorgelegten Arbeiten ist es, dass kardiale Inflammation den
Umbau der extrazellularen Matrix mit einer Kollagenakkumulation fordert und so die
LV ~ Funktion Dbeeinflusst. Einer der mdglichen Mechanismen ist die
Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, welche durch

inflammatorische Zellen gefordert wird.
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