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Zusammenfassung

Patient*innen mit Diabetes mellitus haben ein erhdhtes Risiko eine Herzinsuffizienz
zu entwickeln und haben zudem bei Vorliegen einer Herzinsuffizienz eine
schlechtere Prognose als Patient*innen mit Herzinsuffizienz ohne Diabetes mellitus.
Zahlreiche Mechanismen dieses als diabetische Herzerkrankung bezeichneten
Phanomens wurden postuliert, von denen man annimmt, dass sie zu strukturellen
Veranderungen im Herz fuhren. In dieser Arbeit wurde linksventrikulares Myokard
von drei Patient*innengruppen hinsichtlich der Merkmale Kardiomyozyten-
Hypertrophie und myokardiale Fibrose untersucht. Eine Gruppe mit Diabetes
mellitus Typ 2 und normaler Ejektionsfraktion (Db-pEF) soll einen milden Phanotyp
der diabetischen Herzerkrankung reprasentieren und wurde mit einer
Kontrollgruppe ohne Diabetes mellitus (Non-Db-pEF) und einer Gruppe mit
Diabetes mellitus Typ 2, ischamischer Kardiomyopathie und reduzierter
Ejektionsfraktion (Db-ICM) verglichen.

Die mittlere Kardiomyozyten-Querschnittsfliche betrug 620 £ 141 ym? in der
Gruppe Non-Db-pEF, 602 + 88 ym? in der Gruppe Db-pEF und 730 £ 195 pm? in
der Gruppe Db-ICM, wobei kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
nachgewiesen werden konnte (ANOVA, F(2, 16) = 1,342, p = 0,289).

Der Bindegewebsanteil war 0,67 +0,45% in der Gruppe Non-Db-pEF,
1,83 £ 0,86 % in der Gruppe Db-pEF und 11,42 + 12,92 % in der Gruppe Db-ICM.
Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen detektiert werden
(Welch-ANOVA, F(2, 7,899) = 5,845, p = 0,028, n? = 0,340). Die Gruppe Db-pEF
zeigte signifikante Fibrose gegeniber der Gruppe Non-Db-pEF (Games-Howell-
Post-hoc-Test, p = 0,048, +1,15, 95 %-CI [0,01, 2,30]).

Die Veranderungen konnten Ausdruck einer diabetischen Herzerkrankung sein,
wobei insbesondere die arterielle Hypertonie als moglicher Storfaktor bericksichtigt

werden muss.



Abstract

Diabetes mellitus increases the risk of developing heart failure and diabetic patients
with heart failure have poorer prognosis compared to non-diabetic patients.
Numerous mechanisms of diabetic heart disease have been proposed, which are
thought to cause structural changes in the heart. In this thesis, left ventricular
myocardium of three patient groups was analyzed for cardiomyocyte hypertrophy
and myocardial fibrosis. A group of patients with type 2 diabetes and normal ejection
fraction (Db-pEF) was designed to represent a mild phenotype of diabetic heart
disease and was compared with a control group of non-diabetic patients
(Non-Db-pEF) and a patient group with type 2 diabetes, ischemic cardiomyopathy
and reduced ejection fraction (Db-ICM).

Mean cross-sectional area of cardiomyocytes was 620 + 141 ym? in group
Non-Db-pEF, 602 + 88 ym? in group Db-pEF and 730 + 195 pm? in group Db-ICM.
There was no statistically significant difference in cardiomyocyte cross-sectional
area between groups (one-way ANOVA, F(2, 16) = 1.342, p = 0.289).

Connective tissue portion was 0.67 £ 0.45 % in group Non-Db-pEF, 1.83 £ 0.86 %
in group Db-pEF and 11.42 + 12.92 % in group Db-ICM. A statistically significant
difference between groups was revealed (Welch-ANOVA, F(2, 7.899) = 5.845,
p = 0.028, n? = 0.340). Significant fibrosis was detected in group Db-pEF in contrast
to group Non-Db-pEF (Games-Howell post-hoc test, p = 0.048, +1.15, 95 %-ClI
[0.01, 2.30]).

The alterations could be a result of diabetic heart disease, but confounding factors

such as hypertension must be considered when interpreting the data.
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4 Einleitung

4.1 Hintergrund
Die Pravalenz von Diabetes mellitus nimmt weltweit zu (Ong et al., 2023).

Schatzungen zufolge litten 828 Millionen Menschen im Jahr 2022 an Diabetes
mellitus (Zhou et al., 2024). Diabetes mellitus Typ 2 macht mit Gber 90 % der Falle
den Hauptanteil aus. Beta-Zell-Dysfunktion, Insulinresistenz und chronische
Inflammation fuhren hierbei zu einer Stérung der Glukose-Homoostase und
Hyperglykamie. Hauptrisikofaktor fur Diabetes mellitus Typ 2 ist ein hoher BMI
(DeFronzo et al., 2015).

Diabetes mellitus beeinflusst das Herz auf vielfaltige Weise. Zum einen ist Diabetes
mellitus ein unabhangiger Risikofaktor fur Atherosklerose und atherosklerotisch
bedingte kardiovaskulare Erkrankungen (Fruchart et al., 2004). In Beobachtungs-
studien konnte flir Patient*innen mit Diabetes mellitus aber auch ein 2- bis 4-fach
hdheres Risiko fur Herzinsuffizienz gegeniber Patient*innen ohne Diabetes mellitus
gezeigt werden (Dunlay et al., 2019). Diabetes mellitus ist dariiber hinaus mit einer
schlechteren Prognose bei Herzinsuffizienz assoziiert (Marx et al., 2023).

4.2 Diabetische Kardiomyopathie
Die bidirektionale Assoziation von Diabetes mellitus und Herzinsuffizienz hat zum

Konzept der diabetischen Kardiomyopathie gefuhrt, bei dem direkte Effekte
diabetesassoziierter Stoffwechselveranderung auf die myokardiale Funktion
angenommen werden (Maack et al., 2018). Die Definition der diabetischen
Kardiomyopathie ist in der Literatur nicht einheitlich, umfasst aber meist eine
abnorme myokardiale Struktur und Funktion bei Diabetes mellitus, in Abwesenheit
anderer kardialer Risikofaktoren wie koronarer Herzkrankheit, arterieller Hypertonie
oder signifikanten Klappenerkrankungen (Ritchie und Abel, 2020, Gollmer et al.,
2019, Jia et al., 2018, Rydén et al., 2013). Die ESC definierte die diabetische
Kardiomyopathie im Jahr 2018 als myokardiale Dysfunktion bei Patient*innen mit
langjahrigem und/oder schlecht kontrollietem Diabetes mellitus Typ 2 und
Ausschluss einer signifikanten koronaren Herzkrankheit, arteriellen Hypertonie,
Klappenerkrankungen, angeborenen Herzerkrankung sowie familiaren, viralen,

toxischen oder infiltrativen Kardiomyopathie (Maack et al., 2018).

13



Gleichwohl fasste die ESC im Jahr 2023 zusammen, dass es trotz der
Forschungsbestrebungen der letzten Jahrzehnte bis dato nicht gelungen ist, die
Existenz der diabetischen Kardiomyopathie zu beweisen (Marx et al., 2023).

Der Nachweis einer eigenstandigen diabetischen Kardiomyopathie gestaltet sich
insofern schwierig, als oft Storfaktoren wie arterielle Hypertonie, mikrovaskulare

Dysfunktion und autonome Neuropathie vorliegen (Marwick et al., 2018).

4.3 Diabetische Herzerkrankung
Da Diabetes mellitus haufig mit Komorbiditaten wie arterieller Hypertonie und

koronarer Herzkrankheit vergesellschaftet ist, wurde die Definition der diabetischen
Kardiomyopathie in den letzten Jahren zunehmend hinterfragt. Es wurde unter
anderem der Ausdruck ,diabetic heart disease” als alternative Bezeichnung fur
dieses Phanomen vorgeschlagen (Ritchie und Abel, 2020). Im Folgenden werden
der Phanotyp des diabetischen Herzens sowie mogliche Mechanismen der

diabetischen Herzerkrankung zusammengefasst.

4.4 Phanotyp des diabetischen Herzens

4.4.1 Funktionelle Veranderungen
Eine linksventrikulare diastolische Dysfunktion wird als typisches Merkmal des

diabetischen Herzens angesehen. Hierbei kommt es zu einer Stérung der
linksventrikularen Relaxation und Fuillung, die unter anderem mittels
Echokardiographie nachgewiesen werden kann (Ritchie und Abel, 2020, Negishi,
2018). Im Rahmen von echokardiographischen Untersuchungen bei
229 Patient*innen mit Diabetes mellitus Typ2 konnten bei 72% der
Studienteilnehmer*innen Auffalligkeiten detektiert werden. Es konnte bei 48 % der
Patient*innen eine diastolische und bei 16 % eine kombinierte systolisch-
diastolische Dysfunktion nachgewiesen werden (Srivastava et al., 2008). Auf Basis
einer Metaanalyse wurde die Haufigkeit der diastolischen Dysfunktion auf 47 % bei
Patientinnen bzw. 46 % bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 geschatzt
(Bouthoorn et al., 2018). Im Gegensatz dazu kann eine linksventrikulare systolische
Dysfunktion oftmals erst im Verlauf nachgewiesen werden. Myokardiale Strain-
Analyse kann dabei helfen, auch milde Veranderungen der systolischen Funktion
zu detektieren (Marwick et al., 2018, Negishi, 2018).
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Insgesamt bleibt die kardiale Dysfunktion bei Patient*innen mit Diabetes mellitus

haufig lange asymptomatisch (Ritchie und Abel, 2020).

4.4.2 Strukturelle Veranderungen
Es wird angenommen, dass Diabetes mellitus Uber verschiedene Mechanismen zu

kardialen Umbauprozessen fuhrt, die in weiterer Folge zur funktionellen
Beeintrachtigung des Herzens beitragen (Ritchie und Abel, 2020).

Diabetes mellitus fuhrt im Tiermodell zu kardialer Fibrose (Bowden et al., 2015,
Huynh et al., 2012, Huynh et al., 2010, Van Linthout et al., 2008, Mizushige et al.,
2000). In humanen Autopsie- und Biopsie-Studien konnte bei Patient*innen mit
Diabetes mellitus interstitielle und perivaskulare Fibrose gezeigt werden (Shimizu
et al., 1993, van Hoeven und Factor, 1990, Regan et al., 1977). Diffuse myokardiale
Fibrose ist charakterisiert durch Ubermalige interstitielle und perivaskulare
Ablagerung von quervernetzten Kollagenfasern und anderen Komponenten der
extrazelluldren Matrix und kann bei Herzerkrankungen unterschiedlicher Atiologie
beobachtet werden. Eine solche muss von fokalen fibrotischen Narben abgegrenzt
werden, die als Folge einer ischamischen Myokardnekrose auftreten kénnen (Lépez
et al., 2021). Diabetes mellitus war in cMRT-Untersuchungen mit einer erhéhten
extrazellularen Volumenfraktion assoziiert, was auch auf eine Zunahme der

extrazellularen Matrix im Myokard hindeutet (Wong et al., 2013).

Bei Patient*innen mit Diabetes mellitus konnte auflerdem eine Zunahme der
linksventrikularen Masse bzw. eine linksventrikulare Hypertrophie gezeigt werden
(Negishi, 2018, Srivastava et al., 2008, Dawson et al., 2005, Devereux et al., 2000,
Lee et al., 1997). Eine kardiale Hypertrophie gilt als typisches Merkmal der
diabetischen Herzerkrankung. Hierbei ist aber zu beachten, dass dies nicht mit einer
Kardiomyozyten-Hypertrophie gleichzusetzen ist, da sich sowohl extrazellulare
Matrix als auch Anzahl der Kardiomyozyten auf die Masse des linken Ventrikels
auswirken (Ritchie und Abel, 2020). Eine Kardiomyozyten-Hypertrophie ist auf
zellularer Ebene durch eine Zunahme der ZellgroRe, verstarkte Proteinbiosynthese
und sarkomere Veranderungen gekennzeichnet (Samak et al., 2016, Frey et al.,
2004). Eine Kardiomyozyten-Hypertrophie konnte in verschiedenen Tiermodellen
fir Diabetes mellitus beobachtet werden (Bowden et al., 2015, Huynh et al., 2012,
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Desrois et al., 2004). Ob Diabetes mellitus auch zu einer Hypertrophie humaner

Kardiomyozyten fuhrt, ist noch nicht hinreichend geklart.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, fihrt die diabetische Stoffwechsellage zu oxidativem
Stress. Es wird vermutet, dass reaktive Sauerstoffspezies und Stickstoffspezies in
den Endothelzellen zu einer verminderten Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid
fuhren. Uber Hemmung des sGC-cGMP-PKG-Pfads kommt es zu einer
Aktivitatsminderung der vor Hypertrophie schitzenden Proteinkinase G (Tan et al.,
2020).

Es wird angenommen, dass Inflammation und Advanced-Glycation-End-Products
wichtige Reize fur Umbauprozesse der extrazellularen Matrix sind. Aktivierte
Immunzellen sezernieren profibrotische Zytokine wie Transforming-Growth-
Factor-B, wodurch Fibroblasten und Myofibroblasten aktiviert sowie deren
Umwandlung gefordert wird. Eine ahnliche Wirkung hat auch die Interaktion von
AGEs mit ihrem Rezeptor. In der Folge werden vermehrt Fibronektin und Kollagene
gebildet, die in der extrazellularen Matrix akkumulieren. AGEs fordern aul3erdem
die Quervernetzung von Fasern der extrazellularen Matrix und beintrachtigen die
Funktion der Matrix-Metalloproteinasen (Tan et al., 2020). Eine Dysregulation der
Kollagen abbauenden Matrix-Metalloproteinasen und deren Gewebsinhibitoren
begtinstigt die Entwicklung einer myokardialen Fibrose zusatzlich (Westermann et
al., 2007).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der kardialen Umbauprozesse bei
diabetischer Herzerkrankung (adaptiert nach Tan et al., 2020 und erstellt mit
BioRender.com)

Ein wichtiges Bindeglied zwischen den funktionellen und strukturellen
Veranderungen ist die myokardiale Steifigkeit. Die Verformbarkeit des Myokards
durch auf3ere Krafte ist eine zentrale Determinante der kardialen Funktion und wird
insbesondere  durch das Zytoskelett der Kardiomyozyten wund die
Zusammensetzung der extrazelluldaren Matrix bestimmt (Villalobos Lizardi et al.,
2022).
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4.5 Zugrundeliegende Mechanismen
Diskutierte Pathomechanismen sind reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer

Stress, Entzindung, veranderte Insulin-Sensitivitdt und -Signaltransduktion,
Beeintrachtigung des kardialen Fettsdure- und Glukose-Stoffwechsels,
Lipotoxizitat, Advanced-Glycation-End-Products, mitochondriale Dysfunktion,
O-GIcNAcylierung, Zelltod, Autophagie, RAAS-Aktivierung, autonome Dysfunktion,
beeintrachtigtes Calcium-Handling, mikrovaskulare Dysfunktion, ER-Stress, Micro-
RNAs und epigenetische Phanomene (Ritchie und Abel, 2020, Gollmer et al., 2019,
Jia et al., 2018, Bugger und Abel, 2014). Abbildung 2 gibt eine Ubersicht tber
weithin anerkannte Mediatoren der diabetischen Herzerkrankung.

D-\abe'“SChe HerzerkrankUng

Oxidativer Stress

Veranderungen im

L kardialen Stoffwechsel

Mitochondriale

0-GlcNAcylierung Dysfunktion

AGEs Zelltod

Veranderungen der
Insulin-Signalkaskade

Autonome Dysfunktion

Neurohumorale
Mechanismen

Abbildung 2: Mediatoren der diabetischen Herzerkrankung (adaptiert nach
Ritchie und Abel, 2020 und erstellt mit BioRender.com)
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4.6 Zielsetzung der Arbeit
Studien in Tiermodellen eines Diabetes mellitus Typ 2, die spontan keine

Erkrankung der Herzkranzgefalle entwickeln konnen, weisen darauf hin, dass
Diabetes mellitus auch ohne ischamische Komponente eine Kardiomyozyten-
Hypertrophie und Fibrose im Herzmuskel induzieren kann. Ob dies auch beim
Menschen der Fall ist, ist bislang unklar. Ziel dieser Arbeit ist es daher,
KardiomyozytengroRe und myokardialen Bindegewebsanteil bei einer
Patient*innengruppe mit Diabetes mellitus Typ 2 und erhaltener Ejektionsfraktion,
aber ohne relevante koronare Herzkrankheit (Db-pEF, n = 6) zu untersuchen. Als
Kontrolle dient eine Patient*innengruppe ohne Diabetes mellitus, ohne koronare
Herzkrankheit mit erhaltener Ejektionsfraktion (Non-Db-pEF, n=7). Um den
relativen Anteil eines Diabetes mellitus bei Patient*innen mit gleichzeitig
vorliegender ischamischer Kardiomyopathie beurteilen zu kbénnen, werden
Kardiomyozytengrolle und Bindegewebsanteil zusatzlich in einer dritten
Patient*innengruppe mit Diabetes mellitus Typ 2, ischamischer Kardiomyopathie
und reduzierter Ejektionsfraktion (Db-ICM, n = 6) untersucht.

4.7 Hypothese
Patient*innen mit Diabetes mellitus Typ 2 und erhaltener Ejektionsfraktion

(Db-pEF), aber ohne ischamische Herzerkrankung, weisen bereits eine

Kardiomyozyten-Hypertrophie und myokardiale Fibrose auf.
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5 Material und Methoden

5.1 Materialien

5.1.1 Laborausstattung
Bezeichnung

Microm HM 560 Cryostat

Farbekasten
Farbegestelle

Farbekammer StainTray®,
Deckel schwarz

Tabelle 1: Laborausstattung

5.1.2 Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung

Objekttrager Superfrost® WEISS
geschnitten

Deckglaser Starke 1, 24 x 50 mm
Super Pap Pen

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Simport Scientific, Beloeil, QC Canada

Hersteller
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Biocare Medical, Pacheco, CA USA
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5.1.3 Chemikalien
Bezeichnung

Tissue Plus® O.C.T. Compound
PBSpH7,2-7,3

Paraformaldehyd (PFA) 4 % in PBS
pH 7.4

Intvitrogen® Wheat Germ Agglutinin
(WGA) Alexa Fluor 488

Dako Fluorescence Mounting Medium

Bouin’sche Losung

Weigert’'s Eisen-Hamatoxylin-Losung
Teil A

Weigert’'s Eisen-Hamatoxylin-Losung
Teil B

Biebrich-Scharlachrot-Saurefuchsin-
Losung

Phosphormolybdansaure-Losung
Phosphorwolframsaure-Losung
Anilinblau-Lésung

Ethanol EMSURE® 100 %
Essigsdure ROTIPURAN® 100 %
Roticlear®

Roti®-Mount

Tabelle 3: Chemikalien

Hersteller
Scigen Scientific, Gardena, CA USA

Gatt-Koller, Absam, Osterreich

Morphisto, Offenbach am Main,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

USA

Agilent Technologies, Santa Clara, CA

USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA

Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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5.1.4 Mikroskop
Bezeichnung

BX51 Systemmikroskop
UPlanApo 4x/0,16 Objektiv
UPlanApo 10x/0,40 Objektiv
UPlanApo 20x/0,70 Objektiv
UPlanApo 40x/0,85 Objektiv
U-TV0.5XC-2 C-Mount-Adapter
DP71 Digitalkamera

U-RFL-T Mercury Burner

Tabelle 4: Mikroskop

5.1.5 Software
Bezeichnung

cellSens Standard
Fiji (ImageJ2)
Microsoft Excel
SPSS Statistics

Tabelle 5: Software

5.1.6 Probenmaterial

Hersteller
Olympus, Tokyo, Japan

Olympus, Tokyo, Japan
Olympus, Tokyo, Japan
Olympus, Tokyo, Japan
Olympus, Tokyo, Japan
Olympus, Tokyo, Japan
Olympus, Tokyo, Japan

Olympus, Tokyo, Japan

Hersteller
Olympus, Tokyo, Japan

Open Source
Microsoft, Redmond, WA USA

IBM, Armonk, NY USA

Bei den Herzen handelt es sich entweder um Spenderorgane, die aufgrund

unterschiedlicher Faktoren nicht transplantiert werden konnten, oder um die

versagenden Herzen von Empfanger*innen einer Herztransplantation. Das

Probenmaterial wurde zwischen 2008 und 2018 gesammelt und bis zur

Verwendung bei —80 °C gelagert. Ein positives Votum durch die Ethikkommission
der Medizinischen Universitat Graz liegt vor (28-508 ex 15/16 1274-2016).
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5.2 Methoden
Zur Vermeidung systematischer Fehler erfolgten Probenverarbeitung, Farbung und

Quantifizierung in zufalliger Reihenfolge und ohne Kenntnis der Gruppen-

zugehorigkeit.

5.2.1 Kryotomie
Die gefrorenen Gewebestlcke wurden auf einem Probenhalter in OCT-Compound

eingebettet und so ausgerichtet, dass die Kardiomyozyten moglichst quer
angeschnitten wurden. Als Objekttemperatur und Messertemperatur wurden jeweils
—20 °C am Kryostaten gewahlt. Nach dem Trimmen (Schnitte mit 30 ym Dicke bis
zur gewulnschten Ebene des Praparats) wurden unter Zuhilfenahme eines
Schnittstreckers 10 ym dicke Gewebeschnitte angefertigt und jeweils 4 Schnitte auf
einen Objekttrager transferiert. Nach dem Trocknen bei Raumtemperatur wurden
die Objekttrager bei —20 °C fur die Weiterverwendung gelagert.

5.2.2 WGA-Farbung
Bei Wheat-Germ-Agglutinin handelt es sich um ein Lektin, das an die

Zellmembranbestandteile N-Acetylglucosamin und Sialinsaure bindet. WGA ist an
einen grunen Fluoreszenzfarbstoff konjugiert, der bei der folgenden Mikroskopie
eine Darstellung der Zellmembranen und Vermessung der Kardiomyozyten erlaubt.
WGA wurde als Aliquot zu 0,1 mg in 100 pl PBS bei —20 °C gelagert.

Die Objekttrager wurden aufgetaut und die einzelnen Schnitte mit einem Fettstift
umrandet. Zur Gewebefixierung wurden die Objekttrager fur 15 Minuten in eine
Farbeklvette mit PFA 4 % in PBS gestellt. In der Zwischenzeit wurde ein WGA-
Aliquot aufgetaut und mit PBS im Verhaltnis 1:100 weiter verdinnt (4 ml WGA-
Arbeitslésung entsprechen 3960 yl PBS und 40 yl WGA-Stamml6sung). Die
Vorbereitung der WGA-L6sung erfolgte wie die nachfolgenden Schritte vor Licht
geschutzt im abgedunkelten Raum. Nach der Fixierung wurden die Objekttrager fur
3 mal 3 Minuten in Farbeklvetten mit PBS gewaschen. Danach wurden die
Objekttrager in eine Farbekammer gelegt und WGA-Lésung auf die einzelnen
Schnitte pipettiert (800 pl Lésung pro Objekttrager entsprechend 200 ul pro Schnitt).
Die Farbekammer wurde mit einem schwarzen Deckel verschlossen. Nach 60
Minuten wurden die Objekttrager herausgenommen und nochmals fur
3 mal 3 Minuten in Farbekuvetten mit frischem PBS gewaschen. Die Objekttrager

wurden jeweils mit einem Tropfen Fluorescence-Mounting-Medium und einem
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Deckglas eingedeckt und bis zur Mikroskopie lichtgeschitzt im Kuhlschrank

gelagert.

5.2.3 MTC-Farbung
Die Masson-Trichrom-Farbung erlaubt durch die Kombination mehrerer Farbstoffe

eine differenzierte Bindegewebsdarstellung. Durch Quantifizierung der mit
Anilinblau gefarbten Kollagenfasern ist ein Ruckschluss auf Fibrose im Gewebe
moglich.

Die Objekttrager wurden hierfur aufgetaut und die einzelnen Schnitte mit einem
Fettstift umrandet. Zur Gewebefixierung wurden die Objekttrager zuerst fir
60 Minuten in eine Farbekuvette mit PFA 4 % in PBS und danach Uber Nacht in
einer Farbekuvette mit Bouin'scher Losung behandelt. Am nachsten Tag wurden
die Objekttrager fur 1 bis 2 Minuten unter flieRendem lauwarmem Leitungswasser
und danach kurz mit destilliertem Wasser gewaschen. Als erster Farbeschritt wurde
Weigerts-Eisen-Hamatoxylin-Arbeitslosung auf die Schnitte pipettiert, sodass diese
vollstandig bedeckt waren. Nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten wurden die
Objekttrager fur 10 Minuten unter flieRendem warmem Leitungswasser und fur eine
Minute mit destilliertem Wasser gewaschen. Es folgte ein zweiter Farbeschritt in
einer Kuvette mit Biebrich-Scharlachrot-Saurefuchsin-Lésung. Danach wurden die
Objekttrager 3 mal 1 Minute in destilliertem Wasser gewaschen. Als nachstes
wurde fur 10 Minuten mehrmals Phosphorwolfram-/Phosphormolybdan-Saure-
Arbeitslésung auf die Objekttrager pipettiert. Nach kurzem Abtropfen wurden die
Objekttrager flir 5 Minuten in einer Kuvette mit Anilinblau-Lésung gefarbt. Im
Anschluss wurden die Objekttrager 3 mal 1 Minute in destilliertem Wasser, danach
2 Minuten in Essigsaure 1 % und dann nochmals 2 mal 1 Minute in destilliertem
Wasser gewaschen. Zur Entwasserung wurden die Objekttrager nacheinander
jeweils fur 3 Minuten in Farbekuivetten mit 70 %, 90 % und 100 % Ethanol gestellt.
Im Anschluss folgten noch 5 Minuten in einer Kivette mit dem Intermedium
Roticlear®. Im letzten Arbeitsschritt wurden die Objekttrager mit Roti®-Mount und
Deckglasern eingedeckt und fur 10 Minuten gepresst. Die Trocknung erfolgte Uber
Nacht bei Raumtemperatur.
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5.2.4 Quantifizierung
Die Bestimmung der Kardiomyozytengrof3e erfolgte durch Vermessung der WGA

gefarbten Kardiomyozyten. Zur Fluoreszenz-Mikroskopie wurden ein Objektiv mit
40-facher Vergrolerung und Laser mit einer Wellenlange von 488 nm verwendet.
In 12 zufallig ausgewahlten Arealen pro Patient*in (4 Gewebeschnitte mit 3 Arealen)
wurde die Flache von jeweils 20 mdoglichst quergeschnittenen Kardiomyozyten
vermessen. Hierzu kam das Polygon-Werkzeug in cellSens Standard zur
Anwendung, mit dem die Zellmembranen der Kardiomyozyten umfahren wurden.

Die so ermittelte Kardiomyozyten-Querschnittsflache wird in um? angegeben.

Die Quantifizierung des Bindegewebes erfolgte mittels stereologischer
Punktzahlung. Hierfir wurden pro Patient*in 16 zufallig ausgewahlte Areale
(4 Gewebeschnitte mit 4 Arealen) untersucht. Die Mikroskopie erfolgte mit einem
Objektiv mit 20-facher VergroRerung. Mithilfe der Software Fiji wurde Uber jedes
Areal ein Punktgitter mit 266 Kreuzen gelegt und die Anzahl der Punkt-
Bindegewebe-Uberschneidungen ermittelt. Hierfir wurde ein dimensionsloser
Punkt auf dem Kreuz definiert und fur die gesamte Auswertung beibehalten. Der
Bindegewebsanteil ergibt sich aus der Anzahl der Punkt-Bindegewebe-
Uberschneidungen geteilt durch die Anzahl der Referenz-Punkte (Mouton, 2011).

Die Ergebnisse werden als Prozentwerte angegeben.

5.2.5 Statistik
Die Daten wurden in Microsoft Excel erfasst. Die Datenanalyse erfolgte mit der

Software IBM SPSS Statistics. Fiir die Uberpriifung der Voraussetzungen kamen
der Shapiro-Wilk-Test und der Levene-Test zur Anwendung. Als Testverfahren
wurden eine ANOVA bzw. Welch-ANOVA gewahlt. Als Post-hoc-Tests wurden
Tukey HSD bzw. Games-Howell-Test durchgefluhrt. Das Signifikanzniveau bei allen
Tests war a = 0,05. Die Ergebnisse werden als Mittelwert mit Standardabweichung

dargestellt.
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6 Ergebnisse

6.1 Patient*innencharakteristika

Non-Db-pEF| Db-pEF Db-ICM
n 7 6 6
Alter [Jahre] 63,3+4,2 | 62,0+10,5 | 62,2+6,2
Weiblich [%] 28,6 33,3 0,0
BMI [kg/m2] 28,8+ 8,6 291+28 28,0+4,15
EF [%] 63,9+4,0 65,3+5,5 26,2+9,2
Diabetes mellitus Typ 2 [%] 0,0 100,0 100,0
Relevante KHK [%] 0,0 0,0 100,0
Arterielle Hypertonie [%] 40,0 # 83,3 100,0
Signifikante Klappenerkrankung [%] 0,0 0,0 0,0

Tabelle 6: Ubersicht liber die Charakteristika der drei Gruppen

(unvolistiandige Daten: § n=5/6, # n =

5/7)

Die Gruppen Non-Db-pEF (n=7), Db-pEF (n=6) und Db-ICM (n=6) sind
annahernd gleich grol3. Lebensalter und Body-Mass-Index sind zwischen den
in der Db-ICM Gruppe
unterreprasentiert. Ejektionsfraktion, Diabetes-Status und KHK-Status entsprechen

Gruppen vergleichbar. Frauen sind insbesondere
den gewahlten Definitionen der Gruppen. Der Anteil an arterieller Hypertonie als

Komorbiditat unterscheidet sich zwischen den drei Gruppen. Signifikante

Klappenerkrankungen waren bei den Patient*innen nicht bekannt.
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6.2 KardiomyozytengroRe

Non-Db-pEF Db-pEF Db-ICM

Abbildung 3: Reprasentative Bilder der WGA-Farbung (Objektiv mit
40-facher VergroRerung)
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Abbildung 4: Streudiagramm der Kardiomyozyten-Querschnittsflache

27



1.000

Querschnittsfliche (pm?)

200

Non-Db-pEF Db-pEF Db-ICM
Gruppe

Abbildung 5: Mittlere Kardiomyozyten-Querschnittsflache (Fehlerbalken:
+ 1 Standardabweichung)

Die mittlere Kardiomyozyten-Querschnittsfliche betragt 620 £ 141 ym? in der
Gruppe Non-Db-pEF, 602 + 88 um? in der Gruppe Db-pEF und 730 £ 195 ym? in
der Gruppe Db-ICM. Die Werte sind in allen drei Gruppen normalverteilt (Shapiro-
Wilk-Test, p > 0,05) und Varianzhomogenitat kann angenommen werden (Levene-
Test, p = 0,272). Die ANOVA zeigt keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen F(2, 16) = 1,342, p = 0,289.

28



6.3 Myokardiale Fibrose

Abbildung 6: Reprasentative Bilder der MTC-Farbung (Objektiv mit 20-facher
VergroBerung)

40

30

20

Bindegewebsanteil (%)

10

e
. g 8 °
Non-Db-pEF Db-pEF Db-ICM
Gruppe

Abbildung 7: Streudiagramm des Bindegewebsanteils

In der explorativen Datenanalyse mit SPSS sind keine Ausreil3er identifizierbar.
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Abbildung 8: Mittlerer Bindegewebsanteil im linksventrikuldaren Myokard
(Fehlerbalken: * 1 Standardabweichung, Post-hoc-Test: * p < 0,05)

Der mittlere Bindegewebsanteil betragt 0,67 £ 0,45 % in der Gruppe Non-Db-pEF,
1,83 £ 0,86 % in der Gruppe Db-pEF und 11,42 + 12,92 % in der Gruppe Db-ICM.
Die Werte sind in allen drei Gruppen normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test, p > 0,05)
und Varianzhomogenitat kann angenommen werden (Levene-Test, p = 0,001). Die
Welch-ANOVA zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
F(2, 7,899) = 5,845, p = 0,028, n?=0,340. Die Gruppe Db-pEF zeigt signifikante
Fibrose im Vergleich zur Gruppe Non-Db-pEF (Games-Howell-Post-hoc-Test,
p = 0,048, +1,15, 95 %-CI [0,01, 2,30]).
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7 Diskussion
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die histologischen Veranderungen im humanen

diabetischen Myokard nachzuweisen, die anhand von Tiermodellen postuliert

wurden.

Das Myokard von Patient*innen mit Diabetes mellitus Typ 2 und erhaltener
Ejektionsfraktion zeigte auch ohne begleitende ischamische Herzerkrankung
signifikante Fibrose gegenuber dem Myokard von Patient*innen ohne Diabetes
mellitus. Der mittlere Bindegewebsanteil war in der Gruppe Db-pEF mit
1,83 £ 0,86 % signifikant hdher als in der Kontrollgruppe mit 0,67 + 0,45 %.

Im Vergleich dazu wurde der Bindegewebsanteil in Tiermodellen der diabetischen
Kardiomyopathie mit 0,6 bis 1,5 % quantifiziert. In den Kontrollgruppen betrug der
Bindegewebsanteil in der Regel zwischen 0,3 und 0,5 % (Bowden et al., 2015,
Huynh et al., 2012, Huynh et al., 2010, Van Linthout et al., 2008). In der Literatur
finden sich nur vereinzelt quantitative Angaben zu Fibrose im humanen
diabetischen Myokard. In einer Autopsiestudie an Patient*innen mit hypertensiver,
diabetischer bzw. hypertensiv-diabetischer Herzerkrankung wurde der Grad an
Fibrose nur semiquantitativ beurteilt. AulRerdem waren die Patient*innen nicht
selektioniert und es konnte in der Halfte der Falle bei der Obduktion eine
Koronarstenose = 70 % festgestellt werden (van Hoeven und Factor, 1990). Durch
histologische Untersuchung von Endomyokardbiopsien einer Patient*innengruppe
mit Diabetes mellitus, aber ohne arterielle Hypertonie und ohne Koronarstenose,
konnte ein mittlerer Anteil an Fibrose von 17,0 % gegentber 7,2 % in der
Kontrollgruppe gezeigt werden. Mogliche Erklarungen fur den deutlich hoheren
Bindegewebsanteil im Vergleich zur vorliegenden Arbeit sind die Probengewinnung
aus dem rechtsventrikularen Septum und die Farbung mit Mallory-Azan anstelle von
Masson-Trichrom (Shimizu et al., 1993).

Auch in einer HFpEF-Kohorte, in welcher immerhin 63 % der Patient*innen an
Diabetes mellitus litten, war der mittlere Anteil an Fibrose mit 7 % deutlich héher als
in der vorliegenden Arbeit (Hahn et al., 2021). Hierbei ist allerdings zu
bertcksichtigen, dass eine kardiometabolische HFpEF, trotz vieler
Gemeinsamkeiten, nicht mit der diabetischen Herzerkrankung gleichgesetzt werden
kann. So umfasst das Spektrum der diabetischen Herzerkrankung unter anderem
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auch asymptomatische Patient*innen mit milden myokardialen Funktionsstdrungen.
Daruber hinaus handelte es sich beim Probenmaterial wiederum um

Endomyokardbiopsien aus dem rechtsventrikularen Septum.

Aufgrund des Designs dieser Diplomarbeit ist keine Aussage dartber maoglich, ob
der Effekt durch den Diabetes mellitus oder die arterielle Hypertonie als Storfaktor
bedingt ist. Myokardiale Fibrose ist neben der linksventrikularen Hypertrophie
wahrscheinlich auch eine entscheidende strukturelle Veranderung bei der
hypertensiven Herzkrankheit (Diez und Butler, 2023). Dieses Dilemma ergibt sich
zwangslaufig, wenn man die enge Definition der diabetischen Kardiomyopathie
verlasst und die diabetische Herzerkrankung betrachtet. Die Haufigkeit der
arteriellen Hypertonie betrug in dieser Arbeit 40 % in der Gruppe Non-Db-pEF und
83,3 % in Gruppe Db-pEF. Im Vergleich dazu betrug 2019 die weltweite
altersstandardisierte Pravalenz der arteriellen Hypertonie im Alter von 30 bis 79
Jahren 32 % bei Frauen und 34 % bei Mannern (Mancia et al., 2023). Dem
gegeniuber steht eine Pravalenz der arteriellen Hypertonie von 87 % bei
Patientinnen und 80 % bei Patienten mit Diabetes mellitus (Marx et al., 2023). Das
Vorkommen einer arteriellen Hypertonie ist bei Patient*innen mit Diabetes mellitus
Typ 2 somit eher die Regel als die Ausnahme. In Anbetracht dessen spiegelt die
Merkmalsverteilung in dieser Arbeit in etwa die Pravalenzen in der Grundgesamtheit
wider. Eine Untersuchung von Patient*innen mit isoliertem Diabetes mellitus Typ 2
ist dementsprechend schwierig, konnte in Zukunft aber durch einen entsprechend
grolRen Stichprobenumfang ermdglicht werden. Weiters konnte durch Vergleich mit
einer Gruppe mit isolierter arterieller Hypertonie der relative Effekt des Diabetes
mellitus abgeschatzt werden.

Der unmittelbare Zusammenhang dieser Krankheitsbilder wird auch dadurch
deutlich, dass die arterielle Hypertonie ein Risikofaktor fur die Entwicklung eines
Diabetes mellitus Typ 2 ist. Die Wechselwirkungen zwischen Insulinresistenz,
Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie werden unter anderem auf
unangemessene RAAS- und Sympathikus-Aktivierung, mitochondriale Dysfunktion,
oxidativen Stress und systemische Inflammation zurtickgefihrt (Jia und Sowers,
2021).
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Der Bindegewebsanteil in der Gruppe Db-ICM war sehr unterschiedlich und zeigte
dadurch eine groRe Streuung. Der Variabilitat konnte unter anderem
Narbengewebe als Folge ischamischer Myokardnekrosen zugrunde liegen.

In einer Arbeit wurden linksventrikuldren Endomyokardbiopsien aus Patient*innen
mit Herzinsuffizienz analysiert und unter anderem die Kollagen-Volumenfraktionen
bestimmt. In der Gruppe mit Diabetes mellitus und reduzierter Ejektionsfraktion
(LVEF <45 %) wurde diese mit 22,4 + 2,2 % angegeben. Im Gegensatz zur
vorliegenden Arbeit wurde bei den Patient*innen allerdings eine koronare
Herzkrankheit mittels Koronarangiographie ausgeschlossen und eine nicht-

ischamische Ursache flr die Herzinsuffizienz vermutet (van Heerebeek et al., 2008).

Zusammenfassend spricht viel dafir, dass Diabetes mellitus eine Fibrose im
menschlichen Herz induzieren kann. Aufgrund der nahezu regelhaft auftretenden
arteriellen Hypertonie stellt sich allerdings die Frage, inwieweit der isolierte Effekt

von Diabetes mellitus auf das Herz Gberhaupt von klinischer Relevanz ist.

Mit der angewandten Methode konnte keine signifikante Hypertrophie der
Herzmuskelzellen nachgewiesen werden. In den bereits erwahnten Studien mit
humanem Gewebe erfolgten keine Untersuchungen in Hinblick auf
Kardiomyozyten-Hypertrophie. Im Gegensatz dazu konnte in der bereits
diskutierten HFpEF-Kohorte neben myokardialer Fibrose auch eine
Kardiomyozyten-Hypertrophie gezeigt werden (Hahn et al., 2021). Hierbei gilt es

aber wiederum die bereits erwahnten Einschrankungen zu beachten.

Bei der in dieser Arbeit durchgefihrten Messung der Kardiomyozyten-
Querschnittsflache unter Zuhilfenahme von WGA handelt es sich um ein etabliertes
Verfahren zur Grof3enbeurteilung von Herzmuskelzellen (Dorn et al., 2003). Die
Methode hat aber insofern eine gewichtige Einschrankung, als es sich bei
Hypertrophie um eine Zunahme des Zellvolumens handelt, mit den
Querschnittsflachen aber nur 2 Dimensionen abgebildet werden. Die Lange der
Herzmuskelzellen konnte aufgrund des wenigen zur Verfigung stehenden
Probenmaterials nicht bestimmt werden. Die kleinen Gewebeproben konnten meist

nur fur eine Serie von Querschnitten ausgerichtet werden.
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Weitere Einschrankungen ergeben sich durch Ursprung und Beschaffenheit des
Probenmaterials. Alle Proben stammen aus dem linken Ventrikel. Es war jedoch
nicht nachvollziehbar, ob die Probenentnahme immer einer bestimmten Systematik
folgte und wie viel Zeit bis zum Einfrieren vergangen ist. Durch die langjahrige
Lagerung bei —80 °C ist es teilweise zu Gefrierartefakten gekommen.

Aulerdem stammt der Uberwiegende Teil der Herzen von Mannern. Frauen waren
in dieser Arbeit also unterreprasentiert. Dies ist insofern von Relevanz, als es
geschlechtsspezifische Unterschiede gibt und Frauen mit Diabetes mellitus ein
signifikant héheres Risiko fur Herzinsuffizienz haben als Manner (Ohkuma et al.,
2019). Ein weiteres Problem waren teilweise unvollstandige Patient*innendaten, die
zur Charakterisierung der Gruppen bendtigt wurden.

Neben den bereits diskutierten Komorbiditaten konnte Fibrose auch durch die
Dauermedikation der Patient*innen beeinflusst worden sein. So wurde zum Beispiel
fur ACE-Hemmer, Angiotensin-Rezeptorblocker und Mineralkortikoid-Rezeptor-
Antagonisten ein antifibrotischer Effekt gezeigt (Lopez et al., 2021).

Eine gunstige Beeinflussung von Fibrose wurde auch fur SGLT-2-Inhibitoren
beschrieben, die somit eine vielversprechende Wirkstoffklasse zur Therapie der
diabetischen Herzerkrankung darstellen. Fir Empagliflozin konnte im Mausmodell
ein antifibrotischer Effekt gezeigt werden, der von den Autor*innen unter anderem
auf eine Beeinflussung des sGC-cGMP-PKG-Pfads =zurtckgefuhrt wurde.
Db/Db-Mause hatten im Vergleich zu Db/m-Mausen eine hdhere relative mRNA-
und Proteinexpression von TGF-, Kollagen | und Kollagen lll. Diese konnte durch
eine 8-wdchige Therapie mit Empagliflozin abgeschwacht werden (Xue et al., 2019).
Auch Dapagliflozin fuhrte im Tiermodell zu einer Reduktion von myokardialer
interstitieller und perivaskularer Fibrose, Kardiomyozyten-Hypertrophie und
Apoptose (Shi et al., 2019). Als weitere Mechanismen der Kardioprotektion werden
eine gunstige Beeinflussung von kardialem Metabolismus und Inflammation sowie
indirekte Effekte durch Verbesserung von Nierenfunktion und Erythropoese
angenommen (Lopaschuk und Verma, 2020).
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Far Empagliflozin und Canaglifilozin konnte in Studien bei Patient*innen mit
Diabetes mellitus Typ 2 und atherosklerotischer kardiovaskularer Erkrankung eine
signifikante Reduktion kardiovaskularer Ereignisse belegt werden (Marx et al.,
2023). In einer Metaanalyse konnte gezeigt werden, dass Therapien mit SGLT-2-
Inhibitoren bei Patient*innen mit Diabetes mellitus Typ 2 unabhangig von
atherosklerotischen kardiovaskularen Vorerkrankungen zu einer signifikanten
Reduktion der Hospitalisierungen wegen Herzinsuffizienz fihren (Zelniker et al.,
2019). Empagliflozin und Dapagliflozin werden neben der Therapie des Diabetes
mellitus Typ 2 mittlerweile auch bei HFrEF, HFmrEF und HFpEF unabhangig vom

Vorliegen eines Diabetes mellitus eingesetzt (McDonagh et al., 2023).

Eine gunstige Beeinflussung des sGC-cGMP-PKG-Pfads konnte auch fur PDE-5-
Hemmer gezeigt werden. In diabetischen Zucker-Ratten fuhrte Vardenafil Uber eine
Erhdhung der cGMP-Verfugbarkeit und PKG-Aktivitdt zu einem Erhalt der
diastolischen Funktion sowie Verhinderung von Hypertrophie und Fibrose (Matyas
et al.,, 2017).

Eine weitere vielversprechende Wirkstoffgruppe zur Behandlung der diabetischen
Herzerkrankung ist jene der Inkretin-Mimetika. In mehreren Studien konnte unter
einer Therapie mit GLP-1-Rezeptor-Agonisten eine Reduktion kardiovaskularer
Ereignisse bei Patient*innen mit Diabetes mellitus Typ 2 gezeigt werden (Marx et
al., 2023). In der STEP-HFpEF-DM-Studie flihrte eine Therapie mit Semaglutid bei
Patient*innen mit Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 und HFpEF zu einer
Reduktion von Symptomlast, korperlichen Einschrankungen und Korpergewicht
(Kosiborod et al., 2024). Unter Therapie mit dem ersten Dual-Agonisten Tirzepatid
konnte bei Patient*innen mit Adipositas und HFpEF eine Risikoreduktion fur den
kombinierten Endpunkt aus kardiovaskularem Tod und Verschlechterung der
Herzinsuffizienz gezeigt werden. 48 % der Studienteilnehmer*innen litten an
Diabetes mellitus Typ 2, und der Effekt war auch in dieser Subgruppe nachweisbar
(Packer et al., 2025).

In Zukunft konnten Analysen von Zytokinen wie TGF-B, TNF und IL-6 und
Transkriptions-Faktoren wie NF-kB, TCF21 und AP-1 zu einem besseren
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Verstandnis der diabetischen Herzerkrankung und zur Entwicklung zielgerichteter
Therapien beitragen. Neben den bereits genannten Wirkstoffgruppen mit
antifibrotischen Effekten konnte gezielt mit Small-Molecules oder Biologika in die
Fibrogenese eingegriffen werden, um die Entstehung von Fibrose zu verhindern

oder rickgangig zu machen (Lépez et al., 2021).

8 Fazit

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das linksventrikulare Myokard von
Patient*innen mit Diabetes mellitus Typ 2 und erhaltener Ejektionsfraktion im
Vergleich zum Myokard von Patient*innen ohne Diabetes mellitus signifikante
Fibrose aufweist. Die Veranderungen konnten Ausdruck einer diabetischen
Herzerkrankung sein, wobei insbesondere die arterielle Hypertonie als moglicher
Storfaktor berucksichtigt werden muss. Mit der angewandten Methode konnte keine

signifikante Hypertrophie der Kardiomyozyten nachgewiesen werden.
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