
Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

vorgelegt von 

Melanie Wehmöller 

aus Recklinghausen 

Oktober 2018 

Das Fto-Protein nimmt Einfluss auf den Verlauf eines 
Myokardinfarkts  



 

 

aus dem Institut für Enwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gedruckt mit der Genehmigung der 

Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät der 

Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

 

Berichterstatter: 

1. Prof. Dr. Ulrich Rüther 

2. Prof. Dr. Axel Gödeck 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 12.12.2018 

 



  

 

Inhaltsverzeichnis  

1. Einleitung ......................................................................................................................... 1 

1.1. Herz-Kreislauf-Erkrankungen ................................................................................ 1 

1.2. Der akute Myokardinfarkt ....................................................................................... 2 

1.3. Das “Fat mass and obesity associated“-Gen (Fto) ............................................. 5 

1.4. Die FTO-Funktion .................................................................................................... 6 

1.5. Der Verlust von FTO im Menschen ....................................................................... 8 

1.6. Die Fto-Mausmutanten ........................................................................................... 9 

1.7. Der mTOR- (mechanistic target of rapamycin) Signalweg ............................... 11 

1.8. Einfluss der Fto-Defizienz auf dem Myokardinfarkt .......................................... 15 

2. Zielsetzung ..................................................................................................................... 17 

3. Material und Methoden ................................................................................................. 18 

3.1. Antikörper .............................................................................................................. 18 

3.2. Chemikalien ........................................................................................................... 20 

3.3. Oligonukleotide ..................................................................................................... 23 

3.4. Geräte .................................................................................................................... 24 

3.5. Kits ......................................................................................................................... 25 

3.6. Puffer und Lösungen ............................................................................................ 27 

3.7. Versuchsmaterial .................................................................................................. 31 

3.8. Arbeit mit Mäusen ................................................................................................. 33 

3.8.1. Tierschutz ....................................................................................................... 33 

3.8.2. Tierhaltung und Verpaarung ........................................................................... 33 

3.8.3. Behandlung von Mäusen ................................................................................ 33 

3.8.4. Induktion der Ischämie/Reperfusion unter Verwendung des „close-chest“-

Models………. ................................................................................................................ 34 

3.8.5. Echokardiographie .......................................................................................... 37 

3.8.6. Präparation von Mäusen ................................................................................. 37 



 Verzeichnis 

 

3.8.7. Isolation von Kardiomyozyten aus dem Herzen .............................................. 37 

3.9. Molekularbiologische Methoden ......................................................................... 38 

3.9.1. DNA-Isolation aus Schwanzspitzen ................................................................ 38 

3.9.2. RNA-Isolation aus Mausherzen ...................................................................... 38 

3.9.3. Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren ....... 39 

3.9.4. Polymerase-Kettenreaktion ............................................................................. 39 

3.9.5. Agarose-Gelelektrophorese ............................................................................ 41 

3.9.6. Reverse Transkription ..................................................................................... 41 

3.9.7. Quantitative „real time“-PCR (q-RT-PCR) Analyse ......................................... 42 

3.9.8. Mikroarray-Analyse ......................................................................................... 43 

3.9.9. Dot-Blot-Analyse ............................................................................................. 44 

3.10. Histologie .............................................................................................................. 45 

3.10.1. Die TTC/ Evans Blue–Färbung ....................................................................... 45 

3.10.2. Fixierung von Mausherzen in Paraffin ............................................................ 46 

3.10.3. Anfertigung von Paraffin-Schnitten ................................................................. 46 

3.10.4. Anfertigung von Kryoschnitten ........................................................................ 46 

3.10.5. Gömöri-Trichrom-Färbung .............................................................................. 47 

3.10.6. TUNEL-Färbung .............................................................................................. 48 

3.11. Protein-biochemische Methoden ........................................................................ 49 

3.11.1. Extraktion von Proteinen ................................................................................. 49 

3.11.2. Bestimmung der Proteinkonzentration ............................................................ 49 

3.11.3. SDS-PAGE ..................................................................................................... 49 

3.11.4. Western-Blot ................................................................................................... 50 

3.11.5. Immunodetektion ............................................................................................ 51 

3.11.6. Stripping von Western-Blot Membranen ......................................................... 52 

3.12. Statistische Auswertung ...................................................................................... 52 

4. Ergebnisse ..................................................................................................................... 53 

4.1. Der Einfluss des Fto-Verlustes auf die Myokardinfarktgröße .......................... 53 



 Verzeichnis 

 

4.1.1. Untersuchung der Herzfunktion Fto-/--Tieren nach kardialer Ischämie ........... 53 

4.1.2. Analyse des Myokardinfarkts 24 Stunden nach einer Ischämie/Reperfusion . 55 

4.1.3. Untersuchung der Apoptose 24 Stunden nach kardialer Ischämie ................. 56 

4.1.4. Untersuchung der Infarktnarbe von Fto+/+- und Fto-/--Herzen drei Wochen nach 

kardialer Ischämie .......................................................................................................... 58 

4.2. Der Einfluss des Fto-Verlustes auf die mRNA-Expression .............................. 59 

4.2.1. Die Expression von pro-inflammatorischen Markern in Fto+/+- und Fto-/--Herzen 

24 Stunden nach kardialer Ischämie .............................................................................. 59 

4.2.2. Mikroarray-Analyse Fto+/+- und Fto-/--Herzen 24 Stunden nach kardialer I/R . 61 

4.3. Der Fto-Verlustes führt zu Veränderungen im mTOR-Signalweg .................... 69 

4.3.1. Fto-defiziente Tiere wiesen eine reduzierte mTORC1-Aktivität auf ................ 69 

4.3.2. Der Fto-Verlust führt zu einer verstärkten Proteinexpression von TSC2 und 

PRAS40……… ............................................................................................................... 71 

4.3.3. Fto-/--Tiere zeigen im Herzen eine erhöhte Tsc2 und Akt1s1 (PRAS40) mRNA-

Expression ...................................................................................................................... 72 

4.3.4. Analysen der Fto-/--Herzen weisen auf eine gesteigerte Autophagie hin ........ 73 

4.4. Einfluss eines Fto-Inhibitors auf den Verlauf eines Myokardinfarkts ............. 75 

4.4.1. Analyse der Behandlung von wildtypischen Mäusen mit dem Fto-Inhibitor 

Rhein………….. .............................................................................................................. 75 

4.4.2. Untersuchung der Herzfunktion von Rhein behandelten Tieren nach kardialer 

Ischämie…. ..................................................................................................................... 76 

4.4.3. Analyse der Infarktgröße von Rhein behandelten Tieren 24 Stunden nach 

kardialer Ischämie .......................................................................................................... 78 

4.4.4. Bestimmung der Infarktnarbengröße der Rhein behandelten Tiere 3 Wochen 

nach kardialer Ischämie .................................................................................................. 78 

4.4.5. Auswirkungen der postoperativen Rhein-Behandlung auf die Herzfunktion 

nach kardialer Ischämie .................................................................................................. 79 

4.4.6. Auswirkung der postoperativen Rhein-Behandlung nach Myokardinfarkt auf 

die Infarktnarben-Bildung ............................................................................................... 80 

4.5. Analyse eines Kardiomyozyten-spezifischen Fto-Verlustes im I/R-Modell ..... 81 



 Verzeichnis 

 

4.5.1. Erstellung einer Mauslinie zur Induzierung eines Kardiomyozyten-spezifische 

Fto-Verlustes .................................................................................................................. 81 

4.5.2. Analyse der Herzfunktion von Kardiomyozyten-spezifischen Fto-defizienten 

Tieren nach kardialer Ischämie ...................................................................................... 83 

4.5.3. Analyse der Myokardinfarktgröße in den Kardiomyozyten-spezifischen Fto-

defizienten Tieren 24 Stunden nach kardialer Ischämie ................................................. 84 

4.5.4. Untersuchung der Infarktnarbe in Ftofl/fl- und Cre;Ftofl/fl-Herzen 3 Wochen nach 

kardialer Ischämie .......................................................................................................... 84 

5. Diskussion ..................................................................................................................... 86 

5.1. Einfluss des Fto-Verlustes auf den I/R-Schaden ............................................... 86 

5.1.1. Der Verlust von Fto wirkt kardioprotektiv auf den I/R-Schaden ...................... 86 

5.1.2. Der Fto-Verlust führte zu einer Reduktion in der Expression von Mcp1 und 

Mmp9 ……………………………………………………………………………………….87 

5.1.3. Der Fto-Verlust führte zu einer reduzierten Aktivierung des mTORC1-

Signalwegs ..................................................................................................................... 87 

5.1.4. Der Fto-Verlust führte zu einer Zunahme der Autophagie .............................. 92 

5.1.5. Zusammenfassung der bisherigen Erkenntnisse zum Einfluss von Fto auf den 

Myokardinfarkt ................................................................................................................ 93 

5.2. Einfluss der prä- und postoperativen Rhein-Behandlung auf den I/R-Schaden
 ……………………………………………………………………………………………..96 

5.3. Der Kardiomyozyten-spezifische Fto-Verlust hatte keinen Einfluss auf den 
I/R-Schaden ....................................................................................................................... 96 

5.4. Ausblick ................................................................................................................. 97 

6. Zusammenfassung ........................................................................................................ 99 

7. Abstract ........................................................................................................................ 100 

8. Literaturverzeichnis .................................................................................................... 101 

9. Abkürzungsverzeichnis .............................................................................................. 116 

 

 

  



 Verzeichnis 

 

 

Abbildungsverzeichnis 

 

Abbildung 1.	 Die häufigsten Todesursachen in Deutschland im Jahr 2015. ...................... 1	

Abbildung 2.	 Die drei Phasen des Heilungsprozesses nach einem akuten 

Myokardinfarkt.. ................................................................................................................ 4	

Abbildung 3.	 Die oxidative Demethylase-Funktion von FTO. ............................................ 8	

Abbildung 4.	 Der anatomische Vergleich von wildtypischen Mäusen (Fto+/+) mit Fto-

defizienten Mäusen (Fto-/-). ............................................................................................. 10	

Abbildung 5.	 Schematische Darstellung des mTOR-Signalweges. ................................. 14	

Abbildung 6.	 Ligatur der proximalen linken Koronararterie. ............................................. 35	

Abbildung 7.	 Ausschnitte eines Elektrokardiogramms (EKG) eines Mausherzens. ......... 36	

Abbildung 8.	 Echokardiographische Untersuchung von Fto-/-- und Fto+/+-Mäusen zum 

Zeitpunkt vor I/R (Baseline; BL) und 24 h, 1 und 3 Wochen nach kardialer Ischämie-

Induktion. …………………………………………………………………………………….54	

Abbildung 9.	 Fto-/--Herzen wiesen im Vergleich zu Fto+/+-Herzen eine verringerte 

Infarktgröße 24 Stunden nach der Ischämie/Reperfusion auf. ....................................... 55	

Abbildung 10.	 Fto-/--Herzen wiesen eine reduzierte Apoptose im Vergleich zu Fto+/+-

Herzen auf. …………………………………………………………………………………….57	

Abbildung 11.	 Fto-/--Tiere wiesen eine kleinere Infarktnarbe und höhe Wanddicke auf. 

Darüber hinaus zeigten die Fto-/- Tiere in der Narbenregion weniger Fibrose sowie eine 

erhöhte Anzahl an Kardiomyozyten. ............................................................................... 59	

Abbildung 12.	 Expressionsanalyse pro-inflammatorischer Marker im ischämischen und 

nicht ischämischen Bereich. ........................................................................................... 61	

Abbildung 13.	 Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den 

höchsten Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von Sham-operierter Fto-/--Herzen 

verglichen mit Fto+/+-Herzen. .......................................................................................... 64	

Abbildung 14.	 Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den 

höchsten Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von Sham-operierter Fto+/+-Herzen 

verglichen mit I/R-operierte Fto+/+-Herzen. ..................................................................... 65	



 Verzeichnis 

 

Abbildung 15.	 Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den 

höchsten Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von Sham-operierter Fto-/--Herzen 

verglichen mit I/R-operierte Fo-/--Herzen. ....................................................................... 66	

Abbildung 16.	 Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den 

höchsten Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von I/R-operierter Fto+/+-Herzen 

verglichen mit I/R-operierte Fto-/--Herzen.. ..................................................................... 68	

Abbildung 17.	 In Fto-/--Herzen findet eine verminderte mTORC1-Signalwegs-Aktivierung 

statt………………………… ............................................................................................. 70	

Abbildung 18.	 In Fto-/--Herzen wurde eine verstärkte Expression von TSC2 und PRAS40 

gemessen…………… ..................................................................................................... 72	

Abbildung 19.	 In Fto-/- Herzen konnte eine erhöhte mRNA-Expression von TSC2 und 

AKT1S1 gemessen werden. ........................................................................................... 73	

Abbildung 20.	 Fto-/- Herzen wiesen eine gesteigerte Autophagie auf. ............................... 74	

Abbildung 21.	 Die Rhein-Behandlung führte zu einer gesteigerten m6A-RNA-Methylierung 

im Herzen………. ........................................................................................................... 76	

Abbildung 22.	 Echokardiographische Untersuchung von Fto+/+; Tris und Fto+/+; Rhein 

behandelten Mäusen zum Zeitpunkt vor I/R (Baseline; BL), 24 Stunden, 1, 2 und 3 

Wochen nach Induktion der Ischämie…. ........................................................................ 77	

Abbildung 23.	 Die Rhein behandelten Tiere wiesen eine signifikant reduzierte Infarktgröße 

auf…………………… ...................................................................................................... 78	

Abbildung 24.	 Die Behandlung mit Rhein führte zu einer kleineren Infarktnarbe 3 Wochen 

nach kardialer Ischämie.. ................................................................................................ 79	

Abbildung 25.	 Echokardiographische Untersuchung von Fto+/+; Tris und Fto+/+; Rhein 

behandelten Mäusen zum Zeitpunkt vor I/R (Baseline; BL), 1, 2 und 3 Wochen nach 

Induktion der Ischämie. .................................................................................................. 80	

Abbildung 26.	 Die postoperative Rhein-Behandlung führte zu keiner Veränderung der 

Infarktnarbe. ................................................................................................................... 81	

Abbildung 27.	 Analyse der Kardiomyozyten-spezifischen Fto-Inaktivierung. .................... 82	

Abbildung 28.	 Echokardiographische Untersuchung von Ftofl/fl- und Cre;Ftofl/fl-Mäusen zum 

Zeitpunkt vor I/R (Baseline; BL), 24 Stunden, 1, 2 und 3 Wochen nach Induktion der 

Ischämie…………… ....................................................................................................... 83	

Abbildung 29.	 Der Kardiomyozyten-spezifische Fto-Verlust führte zu keiner Reduktion der 

Infarktgröße.. .................................................................................................................. 84	



 Verzeichnis 

 

Abbildung 30.	 Der Kardiomyozyten-spezifische Fto-Verlust führte zu keiner Reduktion der 

Infarktnarbe 3 Wochen nach kardialer Ischämie. ........................................................... 85	

Abbildung 31.	 Schematische Darstellung des mTOR-Signalweges. ................................. 89	

Abbildung 32.	 Der Fto-Verlust führte zu einer erhöhten Proteinexpression von TSC2 und 

PRAS40, welches eine Inhibierung des mTORC1-Signalweges bewirkt. ...................... 94	

 

  



 Verzeichnis 

 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1. Primäre Antikörper ................................................................................................. 18	

Tabelle 2. Sekundäre Antikörper ............................................................................................ 19	

Tabelle 3. Chemikalien ........................................................................................................... 20	

Tabelle 4. Oligonukleotide ...................................................................................................... 23	

Tabelle 5. Geräte .................................................................................................................... 24	

Tabelle 6. Kits ......................................................................................................................... 25	

Tabelle 7. Verbrauchsmaterial ............................................................................................... 31	

Tabelle 8. Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel .................................................... 50	



 Einleitung 
 

           1   

1. Einleitung 

1.1. Herz-Kreislauf-Erkrankungen 

 Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) waren im Jahre 2016 die drei häufigsten 

Todesursachen weltweit ischämische Herzerkrankungen, Schlaganfälle und Infektionen der 

Atemwege. Von weltweit 56.874 Millionen Todesfällen im Jahre 2016 starben 9.433 Millionen 

an den Folgen einer ischämischen Herzerkrankung. Damit nehmen diese den ersten Platz der 

häufigsten Todesursachen ein. Vorwiegend waren hier die westlichen Industrienationen 

betroffen (WHO, 2018). Auch in Deutschland waren 2015 die häufigsten Todesursachen die 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Abbildung 1). An zweithäufigster Stelle wurde der akute 

Myokardinfarkt genannt. An erster und dritter Stelle stehen die chronischen ischämischen 

Herzerkrankungen und die Herzinsuffizienz (Statistisches Bundesamt, 2017). Diese 

Erkrankungen können unter anderem Langzeitfolgen eines akuten Myokardinfarkts sein. 

Aufgrund der hohen Anzahl an Todesfällen ist die Erforschung und Entwicklung neuer 

Medikamente und Therapien von besonderer Bedeutung. 

 

 

Abbildung 1. Die häufigsten Todesursachen in Deutschland im Jahr 2015. Insgesamt führten im 

Ischämische Herzerkrankungen sind die 
häufigste Todesursache

4

Chronisch ischämische
Herzkrankheit 

Akuter Myokardinfarkt 
(Herzinfarkt)

Herzinsuffizienz 
(Herzschwäche)

Lungen- und Bronchialkrebs

Nicht näher bezeichnete 
Demenz

Chronische obstruktive 
Lungenkrankheiten

Hypertensive Herzkrankheiten

Pneumonie

Vorhofflimmern

Brustdrüsenkrebs

Häufigste Todesursachen 2015
In Tsd.

Männer Frauen 
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Jahre 2015 Erkrankungen des Kreislaufsystems am häufigsten zum Tode. Vor allem chronisch 

ischämische Herzerkrankungen und der akute Myokardinfarkt waren, sowohl bei Frauen als auch 

bei Männer, die häufigste Todesursache (Quelle: Statistisches Bundesamt, Jahr 2017).  

 

1.2. Der akute Myokardinfarkt 
Durch Arteriosklerose hervorgerufene Gefäßveränderungen oder die hieraus resultierende 

Thrombusbildung in den Koronargefäßen, kann es zu einer Durchblutungsstörung des 

Myokards (Herzmuskel) kommen. Hierbei wird ein Teil des Myokards ischämisch, was zur 

Unterversorgung der Zellen und letztendlich zum Absterben von Kardiomyozyten führt (Alpert 

et al., 2008; Thygesen et al., 2007). Aufgrund des Sauerstoffmangels können die 

Mitochondrien über oxidative Phosphorylierung nicht genügend Adenosintriphosphat (ATP) 

bereitstellen. Auch das Umstellen des Stoffwechsels auf die anaerobe Glykolyse kann den 

Energiebedarf der Kardiomyozyten, der nötig ist um die Herzfunktion aufrecht zu erhalten, 

nicht abdecken. (Jennings et al., 1990a; Jennings et al., 1990b). Um den Myokardschaden 

möglichst gering zu halten, ist es daher von großer Bedeutung, den Gefäßverschluss 

möglichst schnell zu öffnen (Brodie, 2008). 
Nach Einsetzen der Reperfusion, durch Wiederherstellen des Blutflusses, beginnt der 

Heilungsprozess des durch die Ischämie geschädigten Myokards. Dieser kann grundlegend in 

drei Phasen unterteilt werden: Die inflammatorische-, die proliferative- und die Heilungsphase. 

Die inflammatorische Phase beginnt nach Einsetzen der Reperfusion (Dobaczewski et al., 

2010; Liehn et al., 2010; Prabhu and Frangogiannis, 2016). Nekrotische und apoptotische 

Zellen setzten sogenannte Gefahrensignale (DAMPs; damage-associated molecular patterns) 

frei, zu denen z.B. IL1-α (Interleukin1-α), Fibronektin, ATP oder mitochondriale DNA zählen. 

Diese Moleküle binden an spezielle Rezeptoren, wie unter anderem an TLRs (toll-like 

receptors) und den IL-1R (IL-1 Rezeptor) (Bujak et al., 2008; de Haan et al., 2013; Rohde et 

al., 2014; Satoh et al., 2006; Tian et al., 2007; Timmers et al., 2012; Timmers et al., 2008). 

Dieser Vorgang führt zur Aktivierung der MAPKs- (mitogen-activated protein kinase) und des 

NF-κB- (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)Signalweges (Prabhu 

and Frangogiannis, 2016). Vor allem letzterer führt zu einer weiteren Aktivierung der 

Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-α (Tumornekrosesfaktor-α), IL-1β 

(Interleukin-1β), IL-6 (Interleukin-6) und verschiedener chemotaktischer Zytokine wie z.B. 

MCP-1/CCL2 (monocyte chemoattractant protein-1/chemokine (C-C motif) ligand 2) (Bujak et 

al., 2008; Gwechenberger et al., 1999; Liehn et al., 2010; Maekawa et al., 2002; Timmers et 

al., 2012). Hierdurch kommt es zur Einwanderung erster Immunzellen, vorwiegend neutrophile 

Granulozyten, die für die Beseitigung toter und nekrotischer Zellbestandteile notwendig sind. 
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Jene wiederum sekretieren weitere Zytokine, wodurch die Einwanderung anderer 

Immunzelltypen, wie Monozyten und Lymphozyten, gefördert wird (Abbildung 2 A) (Liu et al., 

2016; Prabhu and Frangogiannis, 2016). Nach Beseitigung von toten und nekrotischen 

Kardiomyozyten sowie Bestandteilen der extrazellulären Matrix, kommt es zur Inhibition der 

Inflammation und zum Übergang in die proliferative Phase. Dazu werden unter anderem große 

Mengen an TGF-β (transforming growth factor-β ), TIMP-1 (tissue Inhibitor of 

metalloproteinases 1) und IL-10 (Interleukin-10) freigesetzt (Dobaczewski et al., 2010; Ikeuchi 

et al., 2004; Rainer et al., 2014; Yang et al., 2000). TGF-β induziert die Einwanderung und 

Transdifferenzierung von Myofibroblasten. Diese sekretieren große Mengen an extrazellulären 

Matrixproteinen, wie z.B. Kollagen, um eine stabile Narbe zu bilden und Rupturen zu 

verhindern (Dobaczewski et al., 2010; Hashimoto et al., 2001). TIMP-1 ist ein 

Metalloproteinasen-Inhibitor, der zur Narbenbildung den weiteren Abbau der extrazellulären 

Matrix inhibiert (Creemers et al., 2001; Hirohata et al., 1997; Phatharajaree et al., 2007). IL-10 

hingegen ist ein anti-inflammatorisches Zytokin und unterdrückt die weitere Sekretion der 

zuvor sekretierten pro-inflammatorischen Zytokine und Chemokine. Dies führt zur 

Rekrutierung spezifischer anti-inflammatorischer Monozyten und Lymphozyten (Ammirati et 

al., 2012; Fiorentino et al., 1991; Timmers et al., 2012). Abschließend folgt die Heilungsphase, 

in der es zur Ausbildung der Infarktnarbe kommt. Hierbei kommt es unter anderem zur 

weiteren Vernetzung der extrazellulären Matrixproteine wie Kollagen, Fibronektin und der 

Hyaluronsäure (Dobaczewski et al., 2010). Bei den Myofibroblasten, welche in großen Mengen 

die genannten extrazellulären Proteine sekretiert haben, kommt es zur Aktivierung der 

Apoptose. Hierdurch werden am Ende der Heilungsphase alle Myofibroblasten beseitigt 

(Takemura et al., 1998; Zhao et al., 2004). Außerdem kann es noch zur Apoptose weiterer 

myokardialer Zellen kommen, was zur Atrophie der Herzwand und zur Dilatation des Ventrikels 

führt. Letztendlich entsteht in der Narbenregion eine zellarme sowie metabolisch inaktive 

Ventrikelwand (Abbildung 2 C). Da innerhalb des Narbengebiets sehr wenige bis keine 

Kardiomyozyten mehr vorhanden sind, kann innerhalb dieser Region keine effiziente 

Herzkontraktion stattfinden. Zudem kommt es durch den hohen Anteil an Matrixproteinen zur 

weiteren Versteifung der Narbenregion, was letztendlich zu einer eingeschränkten 

Herzfunktion führt. Ist die Herzfunktion so stark reduziert, dass nicht genügend Blut in den 

Blutkreislauf gepumpt wird, spricht man von einer Herzinsuffizienz, welche im schlimmsten 

Fall zum Tod führen kann (Benjamin et al., 2017; Dobaczewski et al., 2010; Gerczuk and 

Kloner, 2012; Prabhu and Frangogiannis, 2016).  

 

Derzeit ist die effizienteste Behandlung eines Myokardinfarktes die frühe Reperfusion des 

Myokards mittels Fibrinolyse oder perkutanen koronaren Intervention (PCI) (Benjamin et al., 

2017; Brodie, 2008; Hausenloy et al., 2017). Dennoch wird durch die Ischämie, sowie den 
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nachfolgenden Reperfusionsschaden, eine beträchtliche Verletzung am Myokard verursacht 

(Verma et al., 2002; Yellon and Hausenloy, 2007). Viele weitere Therapieansätze zur 

Reduktion der Infarktgröße und des Ischämie-/Reperfusionsschaden wurden in klinischen 

Studien untersucht. Leider erwies sich ein großer Teil dieser Studien als nicht erfolgreich 

(Benjamin et al., 2017; Kloner et al., 2017). Daher ist es von besonderer Bedeutung, neue 

molekulare Ziele zu identifizieren, die einen Einfluss auf den Myokardschaden haben und als 

neue therapeutische Intervention genutzt werden können. Das “fat mass and obesity 

associated gene” (FTO) könnte hierfür ein interessantes Target sein. Dieses Gen ist vor allem 

dadurch bekannt geworden, dass es mit der Entwicklung von Adipositas in Verbindung 

gebracht wurde (Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007; Hinney et al., 2007; Scuteri et al., 

2007). Dies ist ein wichtiger Faktor, der an der Entstehung eines Myokardinfarktes beteiligt 

sein kann. Zusätzlich ist bekannt, dass Adipositas den Heilungsprozess eines 

Myokardinfarktes verschlechtern kann (Kazlauskiene et al., 2015; Yusuf et al., 2005; Yusuf et 

al., 2004). 

 
 
Abbildung 2.  Die drei Phasen des Heilungsprozesses nach einem akuten Myokardinfarkt. A) In 

der inflammatorischen Phase kommt es zur Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen und 

Chemokinen. Dieses führt zur Einwanderung von Immunzellen, die an der Beseitigung von toten 

und nekrotischen Zellbestanteilen beteiligt sind. B) In der proliferativen Phase kommt es zur 

Ausschüttung anti-inflammatorischer Zytokine, um die inflammatorische Phase zu beenden. Nun 

werden speziell von Myofibroblasten große Mengen an extrazellulären Matrixproteinen sekretiert, 

um die Herzwand zu stabilisieren und die fibrotische Narbe zu bilden. C) In der Heilungsphase 

kommt es zur weiteren Vernetzung der extrazellulären Matrixproteine, um ein stabile Infarktnarbe 

auszubilden. Modifiziert nach (Yan et al., 2012). 

 

 

Inflammatorische Phase Proliferative Phase Heilungsphase

A B C
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1.3. Das “Fat mass and obesity associated“-Gen (Fto)  

Erstmals wurde das Fto-Gen (Fat mass and obesity-associated) 1999 in der „Fused toes“ (Ft)-

Mausmutante beschrieben (Peters et al., 1999). Bei dieser Mausmutante lag eine Deletion von 

1,6 Mb im Ft-Lokus auf Chromosom 8 vor, welche 6 verschiedene Gene umfasste. Dazu 

zählen Fts, Ftm (Fantom), Irx3 (Iroquois 3), Irx5 (Iroquois 5), Irx6 (Iroquois 6) und Fto (Peters 

et al., 2002). Heterozygote Ft-Mausmutanten wiesen eine Syndaktylie in den 

Vordergliedmaßen und eine Hyperplasie des Thymus auf (van der Hoeven et al., 1994). 

Homozygote Träger waren hingegen embryonal letal und starben zwischen Embryonaltag 

E10,5 und E12,5 aufgrund von schweren Entwicklungsdefekten. Fto war das Größte der 6 

deletierten Gene. Es besteht aus neun Exons und hat eine Länge von 250 kb. Das Gen codiert 

für ein 502 Aminosäuren langes Protein, welches sowohl in Vertebraten als auch in Algen 

konserviert vorliegt (Robbens et al., 2008). In Invertebraten, Pilzen und Grünpflanzen kann es 

hingegen nicht nachgewiesen werden. Das Fto-Gen ist in Mäusen sowohl embryonal als auch 

im adulten Gewebe ubiquitär exprimiert. Die höchste Expression liegt vor allem in endokrinen 

Geweben, dem Gehirn sowie dem Skelettmuskel vor (Frayling et al., 2007; Fredriksson et al., 

2008; Gerken et al., 2007; Peters et al., 2002; Peters et al., 1999).  Allerdings wuchs das 

Interesse an dem Fto-Gen erst in Jahre 2007, als vier verschiedene Gruppen unabhängig 

voneinander mittels genomweiter Assoziationsstudien, einen Zusammenhang mit dem 

Auftreten von Fettleibigkeit und dem Body-Mass-Index (BMI) nachwiesen (Dina et al., 2007; 

Frayling et al., 2007; Hinney et al., 2007; Scuteri et al., 2007). Homozygote Träger eines SNPs 

(single nucleotid polymorphisms) im ersten Intron wiegen durchschnittlich 3-4 kg mehr und 

haben hierdurch ein 1,67-fach erhöhtes Risiko an Adipositas zu erkranken. In zahlreichen 

weiteren Studien wurde gezeigt, dass weitere SNPs in Zusammenhang mit verschiedenen 

metabolischen Symptomen stehen. Dazu zählen Änderungen im Leptin-, Insulin- und 

Glukosespiegel, Plasma-HDL-Cholesterol-Spiegel, Diabetes mellitus Typ 2 und ein 

verändertes Sättigungsgefühl. Erste Symptome und Gewichtsunterschiede können bereits im 

frühen Kindesalter, zwei Wochen nach der Geburt, beobachtet werden (Andreasen et al., 

2008; Cecil et al., 2008; den Hoed et al., 2009; Freathy et al., 2008; Haupt et al., 2009; 

Jacobsson et al., 2008a; Jacobsson et al., 2008b; Lopez-Bermejo et al., 2008; Speakman et 

al., 2008; Tanofsky-Kraff et al., 2009; Vasan et al., 2013; Vasan et al., 2014; Wardle et al., 

2009). Die Verbindung des FTO-Gens mit der Entstehung von Adipositas konnte bereits in 

zahlreichen Populationen mit unterschiedlichem Geschlecht, Alter und ethnischer Herkunft 

belegt werden (Cornes et al., 2009; Jacobsson et al., 2012; Kamura et al., 2016; Reuter et al., 

2016a; Reuter et al., 2016b; Saldana-Alvarez et al., 2016; Tonjes et al., 2010). Eine Studie 

von 2014 zeigte, dass die Introns des FTO-Gens direkt mit dem Promotor von IRX3  

interagieren. Verschiedene SNPs in dem humanen FTO-Gen führten zu einer veränderten 
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Expression von IRX3. Eine veränderte Expression von FTO hingegen konnte nicht 

beobachtete werden. Interessanterweise zeigen Irx3-defiziente Mäuse ebenfalls ein 

reduziertes Körpergewicht. Dies führte zu der Annahme das Irx3 möglicherweise auch an der 

Entstehung von Adipositas beteiligt ist und durch Fto reguliert werden kann (Osorio, 2014; 

Smemo et al., 2014). 

1.4. Die FTO-Funktion 

Mittels bioinformatischer Analysen konnte das FTO-Protein der Fe(II)- und 2-Oxoglutarat-

abhängigen Dioxygenasen-Superfamilie zugeordnet werden. Die größte Sequenzhomologie 

wurde zwischen dem DNA-Reparatur-Protein AlkB aus Escherichia coli (E. coli) und den 

Säugetierhomologen ALKBH2 und ALKBH5 gefunden (Gerken et al., 2007; Han et al., 2010a; 

Han et al., 2010b; Sanchez-Pulido and Andrade-Navarro, 2007). Wenig später konnte in vitro 

gezeigt werden, dass FTO die Demethylierung von 3-Methylthymidin und 3-Methyluridin in 

einzelsträngiger RNA (ssRNA) und DNA (ssDNA) in Abhängigkeit von Fe2+-Ionen und 2-

Oxoglutarat katalysieren kann (Gerken et al., 2007; Jia et al., 2008). Allerdings scheint FTO 

eine zweimal so hohe Affinität zu ssRNA als zu ssDNA (ss, single-stranded) aufzuweisen. 

Dieses Phänomen wurde nach Aufklärung der Kristallstruktur von FTO näher analysiert. Am 

C-terminalen Ende von FTO liegt eine bis zum heutigen Zeitpunkt unbekannte Tertiärstruktur 

vor, die den Zugang zum aktiven Zentrum am N-terminalen Terminus für doppelsträngige und 

nicht-methylierte RNA sowie DNA, verhindert (Han et al., 2010a; Han et al., 2010b). Kurz 

darauf konnten Jia et al. zeigen, dass N6-Methlyadenosin (N(6)-methyl-2'-O-Methyladenosin; 

(m6A)), welches an RNA oder DNA gebunden war, ein weiteres Substrat von FTO darstellt, 

welches zudem ein 50-fach höhere Affinität als 3-Methyluridin aufwies (Jia et al., 2011). m6A-

Methylierungen sind die häufigsten Nukleotid-Modifizierungen von RNA, 3-Methyluridin 

hingegen liegt vor allem bei ribosomaler RNA vor (Desrosiers et al., 1974; Kowalak et al., 

1993). Mittels FTO–Überexpression sowie Expressionsreduktion konnte in Zellen gezeigt 

werden, dass die m6A-Methylierung von mRNA beeinflusst werden kann (Jia et al., 2011). Bei 

einer Reduktion von FTO kam es somit zu einer Erhöhung der m6A-RNA-Methylierung und bei 

Überexpression folglich zu einer Reduktion der m6A-Methylierungsstellen. Im Jahr 2012 hatten 

zwei Gruppen unabhängig voneinander eine Methode entwickelt, um m6A-Methylierungstellen 

in mRNA näher zu untersuchen. Hierzu wurde ein spezifischer m6A-Antikörper verwendet, 

über den die m6A-methylierte mRNA mittels Immunpräzipitation isoliert werden konnte. Die 

isolierte RNA wurde anschließend durch Sequenzierung analysiert. Diese Datensätze zeigten, 

dass es vor allem im Bereich des Stop-Codons und der 3’-UTR (untranslated region) von 

mRNAs zu einer spezifischen Anreicherung der m6A-Methylierungen kam (Dominissini et al., 

2012; Meyer et al., 2012). Aber auch in langen Intron-Bereichen konnten m6A-Methylierungen 

gefunden werden. Diese Methylierungsmuster sind evolutionär hoch konserviert und wurden 
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sowohl im Menschen als auch in der Maus nachgewiesen (Dominissini et al., 2012). In der 

Studie von Meyer et al. wurde 2012 erstmals der direkte Einfluss von FTO auf das RNA-

Methylom belegt. Die Überexpression von FTO in HEK293T- (human embryonic kidney) Zellen 

führt zu einer deutlichen Abnahme der m6A-Methylierung im gesamten Transkriptom (Meyer 

et al., 2012). Überaschenderweise widerlegten Mauer et al. Anfang 2017 die zuvor 

beschriebene Annahme, dass m6A das primäre Target von FTO ist (Mauer et al., 2017). In 

dieser Studie konnte mittels Chromatograpghie und Massenspektrometrie belegt werden, 

dass FTO mit einer signifikant höheren Effizienz m6Am mRNA demethyliert. Diese 

Basenmodifikation liegt in 30 % aller mRNAs vor und tritt nur in Verbindung mit einem N7-

Methylguanin (m7G, Cap-Struktur) am 5’-Ende der RNA auf. Nach dem N7-Methylguanin folgt, 

verbunden über ein Triphosphat, ein 2’-O-Methyladenosin (Am) oder ein N6,2’-O-

Diemethyladenosin (m6Am). Hierbei handelt es sich um eine zweite Methylierung an der 6-

Position des Stickstoffatoms (N6). Tritt nun die Basenabfolge m7G-ppp-m6Am auf, kann FTO 

die Methylierung am sechsten Stickstoffatom entfernen (m7G-ppp-m6A) (siehe Abbildung 3). 

Gleichzeitig konnten Mauer et al. zeigen, dass die m6A-Modifizierung das spezifische Target 

der ALKBH5 Demethylase ist (Mauer et al., 2017).  

Zudem konnten Mauer et al. erste Auswirkungen der m6Am-Modifikation auf die mRNA 

beschreiben. So wurde gezeigt, dass durch die Basenabfolge m7G-ppp-m6Am die mRNA 

stabilisiert und die Halbwertszeit im Durchschnitt um 2,5 Stunden erhöht wurde. Diese 

Stabilisierung wurde vor allem durch eine reduzierte mRNA-Degradation bewirkt. Dies erfolgte 

zum einem durch ein vermindertes Entfernen der m7G-ppp-Cap-Struktur und zum anderen 

durch eine Inhibierung des microRNA-induzierten Abbaus. Zusammenfassend lässt sich 

sagen, dass es bei einem FTO-Verlust zu einer Stabilisierung von 30 % der mRNAs kommt, 

wodurch letztendlich eine erhöhte Proteintranslation vorliegen kann. Da FTO fälschlicherweise 

zuvor für eine m6A-Demethylase gehalten wurde, kann zum einen dadurch erklärt werden, 

dass es bei einer starken Überexpression zu einem geringen Anteil auch die m6A-Methylierung 

demethylieren kann. Allerdings tritt dieser Zustand physiologisch nicht auf (Mauer et al., 2017). 

Zum anderen scheint der Verlust von FTO auch indirekt einen Einfluss auf die m6A-

Methylierung zu nehmen (Jia et al., 2011). Durch die Kontrolle des mRNA-Abbaus beeinflusst 

FTO einen großen Teil des Transkriptoms, was wiederum zu sekundären Effekten führen 

kann, die schließlich die m6A-Methylierungen der RNA beeinflussen. Die zuvor entwickelte 

Technik, um m6A-Methylierungstellen zu analysieren, nutzte einen Antikörper, der sowohl die 

m6A- als auch die m6Am-Metylierungen erkannte. Dies erklärt, warum zuvor angenommen 

wurde, dass FTO einen spezifischen Einfluss auf das m6A-Methylom ausüben kann. Allerdings 

muss beachtet werden, dass in den zuvor erstellten Methylomdaten auch m6A-mRNA Targets 

vorhanden waren, auf die FTO keinen direkten Einfluss nimmt (Mauer et al., 2017).  
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Abbildung 3. Die oxidative Demethylase-Funktion von FTO. FTO kann in Abhängigkeit von 

Eisen(ll) und a-Ketoglutarat N6, 2’O-Diemethyladenosin (m6Am) zu 2’-O-Methyladenosin (Am) 

demethylieren. Dies destabilisiert die mRNA und führt zu deren Abbau. Modifiziert nach (Mauer et 

al., 2017). 

1.5. Der Verlust von FTO im Menschen 

Bisher sind zwei Berichte von Mutationen im FTO-Gen bekannt, die zu einem Verlust oder zur 

Reduktion der Demethylase-Aktivität im Menschen führen. In der Studie von Boissel et al. 

wurde eine große palästinensisch-arabische Familie untersucht (Boissel et al., 2009). Hierbei 

zeigte sich, dass neun Individuen von dem polymalformativen Syndrom betroffen waren. Eine 

genetische Analyse belegte, dass es zu einer Mutation an der Position kam, welche im 

codierenden Bereich des FTO-Gens liegt. Der Austausch einer Base (Guanin zu Adenin) 

bewirkte, dass in der Aminosäuresequenz an Position 316 die Aminosäure Arginin durch 

Glutamin ausgetauscht (Arg316Gln) wurde. Dieser Aminosäureaustausch erfolgte in der 2-

Oxoglutarat-Bindedomäne, welche zur Katalyse der Demethylierung benötigt wird. Folglich 

führte die Mutation zu einem kompletten Verlust der Demethylase-Aktivität. Die neun 

Betroffenen zeigten postnatale Wachstumsretardationen, psychomotorische Retardationen, 

Mikrozephalie, funktionelle Gehirndefizite und faziale Dysmorphismen. Einige Individuen 

wiesen noch weitere morphologische Gehirnfehlbildungen, proportionale Fehlbildungen des 

Gesichts, hypertrophe Kardiomyopathien und eine postnatale Sterblichkeit nach drei Jahren 

auf (Boissel et al., 2009). Einige Jahre später wurde eine weitere im Menschen vorkommende 

FTO-Mutation entdeckt (Daoud et al., 2016). Bei einem tunesischen Mädchen wurde eine 

Mutation an Position 956 (Cytosin zu Thymin) in Exon 5 identifiziert. Im Protein führte dies an 

Position 316 zum Austausch von Serin zu Phenylalanin (Ser319Phe). Aufgrund dessen kam 

es zu einer Reduktion der Demethylase-Aktivität und zum reduzierten Umsatz des 2-

Oxoglutarat. Die Patientin wies ebenfalls Wachstums- und funktionelle Gehirndefizite auf. 

FTO

FeII/⍺-KG

H

N6,2‘-O-dimethyladenosine (m6Am) 2‘-O-methyladenosine (Am)
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Zusätzlich war sie von einer reduzierten Sehkraft und beidseitigem Hörverlust betroffen 

(Daoud et al., 2016).  

1.6. Die Fto-Mausmutanten 

Zur näheren Untersuchung der physiologischen Funktion von Fto wurden verschiedene 

Mausmutanten erstellt. Mit Hilfe dieser Mutanten war es möglich, genauere Erkenntnisse über 

die in vivo Funktion im gesamten Organismus zu erlangen. Die erste Mausmutante wurde im 

Institut für Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere an der Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf generiert (Fischer et al., 2009). Die Inaktivierung des Fto-Gens wurde durch eine 

Deletion der Exons 2 und 3 sowie das Einsetzen einer Neomycin-Resistenzgenkassette 

erzeugt. Die Fto+/--Tiere wiesen keinen signifikanten Unterschied bezüglich des Phänotyps 

verglichen mit den Fto+/+-Tieren auf. Die Fto-/--Mausmutanten hingegen zeigten eine postnatale 

Sterblichkeit von 50 %, verglichen mit den Fto+/-- sowie Fto+/--Mäusen. Embryonal als auch 

direkt nach der Geburt, lagen keine Unterschiede in der Größe und dem Gewicht zwischen 

den Fto-/-- und den Fto+/-- sowie Fto+/+-Tieren vor. Doch bereits zwei Tage nach der Geburt 

kam es zu einer signifikanten Wachstumsretardation der Fto-/--Tiere. Im Vergleich zu den 

Fto+/+-Tieren war bereits nach 6 Wochen eine Gewichtreduktion von 30-40 % in den weiblichen 

und männlichen Fto-/--Tiere nachweisbar. Weiterhin zeigten die Fto-/--Mäuse eine verringerte 

Körpergröße von 10,1 cm auf 8,6 cm bei Männchen und von 10,3 cm auf 9,4 cm bei Weibchen. 

Die Gewichtsreduktion der Fto-/--Tiere wurde primär auf die Reduktion der Muskelmasse sowie 

des weißen Fettgewebes zurückgeführt. Mit Hilfe von MRI- (magnetic resonance imaging) 

Messungen konnte eine Reduktion des Fettgewebes von 60 % in Männchen und 30 % in 

Weibchen ermittelt werden. Im braunem Fettgewebe lag hingegen kein Unterschied zwischen 

den Fto-/-- und Fto+/+-Tieren vor. Auch unter einer hochkalorischen Diät waren die Fto-/--Tiere 

im Vergleich zu den Fto+/+-Tieren vor einer Gewichtszunahme geschützt. Zusätzlich konnte 

hier eine Reduktion der Gewichtszunahme in den Fto+/--Tieren gemessen werden. Weitere 

Analyse-Parameter zeigten, dass die Fto-/--Tiere sogar mehr Nahrung aufnahmen und eine 

geringere Bewegungsaktivität aufwiesen. Allerdings zeigten sie einen erhöhten 

Sauerstoffverbrauch und eine erhöhte Kohlendioxidproduktion. Dies führte zu der Annahme, 

dass Fto-/- Tiere einen gesteigerten Energieumsatz besitzen, welcher vor der 

Gewichtszunahme schützt (Fischer et al., 2009). 
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Abbildung 4.  Der anatomische Vergleich von wildtypischen Mäusen (Fto+/+) mit Fto-defizienten 

Mäusen (Fto-/-). Fto-/--Mäuse zeigten im Alter von 20 Wochen eine deutlich reduzierte Körpergröße, 

sowie eine Reduktion des viszeralen Fettgewebes. Modifiziert nach (Fischer et al., 2009) 

In einer weiteren Mausmutante wurde im Fto-Protein die Aminosäure Phenylalanin für 

Isoleucin an Position 367 substituiert (Phe367Ile), wodurch es zu einer verringerten 

katalytischen Aktivität des Fto-Proteins kam. Diese Tiere zeigten ebenfalls eine geringere 

Gewichtszunahme und eine Reduktion des weißen Fettgewebes. Die Futteraufnahme und die 

Aktivität waren nicht verändert, allerdings zeigten die Mausmutanten ebenfalls einen erhöhten 

Stoffwechsel. Alle weiteren phänotypischen Ausprägungen, wie die Wachstumsretardation 

und die postnatale Mortalität der Fto-/--Tiere, konnten bei dieser Mausmutante nicht beobachtet 

werden. Insgesamt lag im Vergleich zu den zuvor beschriebenen Mäusen, mit einem 

vollständigen Fto-Verlust, ein deutlich abgeschwächter Phänotyp vor, welcher vermutlich auf 

die Restaktivität des Fto-Proteins zurückzuführen war (Church et al., 2009). 

2010 wurde von Church et al. eine weitere Fto-Mausmutante beschrieben. Hierbei handelte 

es sich um eine „Knock-in“-Mutante, die ein bis zwei zusätzliche Kopien des Fto-Gens trugen 

(Church et al., 2010). Diese Tiere zeigten eine drastisch erhöhte Nahrungsaufnahme, welche 

zu einer Zunahme des Gewichts und des Fettgewebes führte. Allerdings zeigten diese Tiere 

keinen Unterschied im Stoffwechsel und in der physischen Aktivität. Diese Daten wurden 

sowohl unter einer normalen als auch einer hochkalorischen Diät ermittelt. Unter der 

hochkalorischen Diät wiesen die Tiere mit erhöhter Fto-Expression zusätzlich eine deutlich 

verschlechterte Glukose-Toleranz auf. Im Weiteren wurde die Leptin- und 

Adiponektinkonzentration unter einer normalen sowie hochkalorischen Diät untersucht. Beide 

Fto
+/+

 Fto
-/-
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Hormone sind maßgeblich an der Regulation des Hungergefühls beteiligt. Leptin führt zu einer 

Hemmung des Hungergefühls und ist zusätzlich am Fettstoffwechsel beteiligt. In beiden 

Versuchsbedingungen wiesen die Tiere mit den zusätzlichen Fto-Genkopien eine verringerte 

Leptin- und Adiponektin-Konzentration auf. Dies führte zu der Annahme, dass vor allem die 

Verringerung der Leptin-Konzentration zu der erhöhten Nahrungsaufnahme und der hieraus 

resultierenden Zunahme an Gewicht und Fettgewebe beiträgt. Über den genaueren 

molekularen Mechanismus, der zu den beschriebenen Phänotypen führte, ist bisher nichts 

bekannt (Church et al., 2010).  

In einer weiteren Studie wurden Fto-defiziente Mäuse mit Leptin-defizienten Mäusen (Lepob/ob) 

gekreuzt. Die Leptin-Defizienz führt zu einem Verlust des Sättigungsgefühls, folglich 

entwickeln die Tiere eine starke Adipositas. Die Tiere, die zusätzlich einen Fto-Verlust 

besaßen, waren jedoch vor der Gewichtszunahme geschützt und wiesen eine verbesserte 

Glukosetoleranz auf. Bisher ist nicht genau bekannt, wie der Fto-Verlust vor Adipositas schützt 

(Ikels et al., 2014). Einige Studien zeigten, dass der Fto-Verlust zu einer gestörten Adipozyten-

Differenzierung führte. Ebenso scheint Fto auch eine Rolle beim Erhalt der Lipide in 

Adipozyten zu spielen (Martin Carli et al., 2018). Nach einem durch Tamoxifen induzierten Fto-

Verlust in Adipozyten, kam es zum Abbau und Verlust von bereits bestehenden Adipozyten 

(Zhao et al., 2014). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Fto einen Einfluss auf den mTOR- 

(mechanistic target of rapamycin) Signalweg hat (Gulati et al., 2013; Li et al., 2018; Wang et 

al., 2017). Dieser Signalweg spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation von vielen 

physiologischen Prozessen, wozu auch die Lipidsynthese zählt (Saxton and Sabatini, 2017; 

Sciarretta et al., 2018a; Sciarretta et al., 2014).  

 

1.7. Der mTOR- (mechanistic target of rapamycin) Signalweg 

Wie bereits erwähnt ist der mTOR- (mechanistic (zuvor mammalian genannt) target of 

rapamycin) Signalweg ein bedeutender Regulator von vielen zellulären Prozessen, zu denen 

die Proteinbiosynthese, der Metabolismus, die Lipidsynthese, die Zellproliferation, die 

Autophagie, die Mitochondrienbiogenese und die akute Stressantwort zählen (Brown et al., 

1994; Laplante and Sabatini, 2009; Sabatini et al., 1994; Sabers et al., 1995; Saxton and 

Sabatini, 2017; Sciarretta et al., 2018a). mTOR selbst interagiert mit mehreren spezifischen 

Adapterproteinen, um zwei verschiedene makromolekulare Komplexe zu bilden: mTORC1 

(mTOR complex 1) und mTORC2 (mTOR complex 2). mTORC1 besteht aus den Proteinen 

Raptor (regulatory-associated protein of mTOR), mLST8 (mammalian lethal with SEC13 

protein 8), Tel2 (Tel 2 interacting protein 1), PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 kDa) 

und DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interacting protein). Raptor und mLST8 sind 
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hierbei die Hauptkomponenten, die nach Interaktion zur Aktivierung des Komplexes führen 

(Hara et al., 2002; Kaizuka et al., 2010; Kim et al., 2002; Kim et al., 2003; Nojima et al., 2003; 

Schalm et al., 2003). PRAS40 und DEPTOR haben dagegen eine inhibierende Wirkung und 

regulieren hierdurch die mTORC1-Aktivität (Abbildung 5) (Peterson et al., 2009; Sancak et al., 

2007; Wang et al., 2007). mTORC2 beinhaltet ebenfalls mLST8, Tel2 und DEPTOR. 

Zusätzlich gehören mSin1 (mammalian stress-activated protein kinase-interaction protein 1), 

Protor1/2 und Rictor (rapamycin-insensitive com- panion of mTOR) zum mTORC2-Komplex 

(Abbildung 5) (Jacinto et al., 2004; Saxton and Sabatini, 2017; Sciarretta et al., 2018a). 

mTORC1 fördert vor allem anabolische Prozesse, wie die Nukleotid-, Protein- und Lipid-

Synthese und fördert hierdurch das Zellwachstum. Vor allem die Proteinsynthese wird über 

die Aktvierung der p70S6K (70 kDa ribosomal S6 kinase beta 1) reguliert. Mit der mTORC1-

Aktivierung werden gleichzeitig katabolische Prozesse, wie die Autophagie inhibiert (Sciarretta 

et al., 2018a; Wullschleger et al., 2006). Dies erfolgt über Phosphorylierung der ULK1- (Unc-

51 like autophagy activating kinase) Kinase. Bei der Autophagie handelt es sich um einen 

evolutionär hochkonservierten Prozess, bei dem fehlgefaltete Proteine und nicht funktionale 

Organellen von einem Membranvesikel, Autophagosom genannt, umschlossen werden. Diese 

Autophagosomen fusionieren mit Lysosomen und zerlegen die Proteine und Organellen in ihre 

einzelnen Komponenten. Die entstandenen Aminosäuren, Lipide und Kohlenhydrate können 

so gerade bei Nährstoffmangel und Zellstress dem Zellmetabolismus wieder zur Verfügung 

gestellt werden (Bravo-San Pedro et al., 2017a; Galluzzi et al., 2017). Kommt es zum 

Nährstoff- oder Sauerstoffmangel, wird mTORC1 inhibiert und hierdurch die Autophagie 

aktiviert. Zwei Hauptsignalwege, die zur Regulation von mTORC1 führen, sind der AKT- 

(Proteinkinase B) und der AMPK- (AMP-activated protein kinase) Signalweg (Laplante and 

Sabatini, 2013). AKT ist vorwiegend unter nährstoffreichen Bedingungen aktiv und inhibiert 

durch Phosphorylierung PRAS40 und den TSC (tuberous sclerosis protein) 1/2-Komplex. Zur 

vollständigen Inhibition des TSC-Komplexes müssen 4 Aminosäurereste (Ser939, Ser981, 

Ser1130 und Ser1132) des TSC2-Proteins phosphoryliert werden. PRAS40 wird durch 

Phosphorylierung an Thr246 durch AKT sowie am Ser183 und Ser221 durch mTOR selber 

inhibiert (Inoki et al., 2002; Manning et al., 2002; Potter et al., 2002; Sancak et al., 2007; 

Vander Haar et al., 2007; Wang et al., 2008). Der TSC1/2-Komplex ist ein indirekter Inhibitor 

von mTORC1, indem er das GTP-Bindeprotein Rheb (Ras homolog enriched in brain), einen 

positiven Regulator von mTORC1, inhibiert (Castro et al., 2003; Garami et al., 2003; Manning 

and Cantley, 2003; Zhang et al., 2003). Die Inhibierung von PRAS40 und dem TSC1/2-

Komplex führt folglich zur Aktivierung von mTORC1 (Garami et al., 2003; Sancak et al., 2007). 

Die AMPK hingegen wird vorwiegend durch Nährstoffmangel und Hypoxie aktiv und 

phosphoryliert Raptor und den TSC1/2-Komplex (Gwinn et al., 2008; Inoki et al., 2006). Der 

TSC1/2-Komplex wird diesmal jedoch aktiviert und inhibiert wiederrum mTORC1 (Tee et al., 
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2003). Die Phosphorylierung von Raptor verhindert ebenfalls die mTORC1-Aktivierung (Gwinn 

et al., 2008; Hara et al., 2002; Nojima et al., 2003). Die Aktivierung von mTORC2 ist bisher 

noch nicht genau charakterisiert. Diese scheint allerdings unabhängig vom Nährstoffmangel 

zu erfolgen (Kapahi et al., 2010; Zinzalla et al., 2011). Vielmehr führen verschiedene 

Wachstumsfaktoren sowie der Insulin/PI3K- (phosphoinositide3-kinase) Signalweg zu dessen 

Aktivierung (Huang et al., 2008; Liu et al., 2015; Zinzalla et al., 2011). Die Aktivierung von 

mTORC2 fördert das Zellüberleben und die Zellpolarität, durch Phosphorylierung von AKT, 

SGK1 (serum- and glucocorticoid-induced protein kinase 1) und PKC-α (protein kinase C-α) 

(siehe Abbildung 5) (Braz et al., 2004; Garcia-Martinez and Alessi, 2008; Guertin et al., 2006; 

Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2005). In Abbildung 5 ist eine schematische Darstellung 

des mTOR-Signalweges dargestellt. 
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Abbildung 5. Schematische Darstellung des mTOR-Signalweges. mTORC1 (mTOR complex 1) 

wird aus den Komponenten Raptor (regulatory-associated protein of mTOR), mLST8 (mammalian 

lethal with SEC13 protein 8), PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 kDa) und DEPTOR (DEP 

domain-containing mTOR-interacting protein) gebildet. Dieser Komplex aktiviert die 

Proteinbiosynthese über Phosphorylierung der p70S6K (70 kDa ribosomal S6 kinase beta 1) und 

inhibiert die Autophagie über Phosphorylierung der ULK1(Unc-51 like autophagy activating kinase). 

Hingegen setzt sich mTORC2 (mTOR complex 2) aus Komponenten mLST8, DEPTOR, mSin-1 
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(mammalian stress-activated protein kinase-interaction protein 1), Protor1/2 und Rictor (rapamycin-

insensitive com- panion of mTOR) zusammen. Dieser ist für die Organisation der Zellpolarität, das 

Zellüberleben und das Zytoskelett zuständig, welches unter anderem durch die Phosphorylierung 

von PKCα (protein kinase C-α) und AKT (protein kinase B) erfolgt. Die Aktivierung von AKT führt 

wiederum zur Aktivitätsregulation von mTORC1, indem PRAS40 und der TSC (tuberous sclerosis 

protein) 1/2-Komplex phosphoryliert werden. Bei beiden Proteinen handelt es sich um Inhibitoren 

von mTORC1, welche durch die AKT-Phosphorylierung inaktiviert wenden. Ein weiterer Regulator 

des mTORC1 ist die AMPK (AMP-activated protein kinase), welche hingegen über 

Phosphorylierung den TSC1/2-Komplex aktiviert und hierdurch mTORC1 inhibiert. Zusätzlich kann 

die AMPK die Autophagie auch direkt über ULK-Phosphorylierung aktivieren.  

Bezüglich Fto wurde bisher gezeigt, dass in vitro in MEFs (mouse embryonic fibroblasts) sowie 

in Neuronen und Myozyten von Fto-/--Tieren, eine verringerte mTORC1-Aktivierung vorlag 

(Gulati et al., 2013; Li et al., 2018; Wang et al., 2017). Wie zuvor beschrieben, ist dieser 

Komplex für die Regulation der Proteinbiosynthese sowie den Lipidmetabolismus 

verantwortlich und kann hierdurch das Zellwachstum maßgeblich steigern (Laplante and 

Sabatini, 2009; Saxton and Sabatini, 2017). Unter Betrachtung des Phänotyps der Fto-

defizienten Mäuse, bei denen eine postnatale Wachstumsretardation und eine Störung im 

Fettstoffwechsel vorliegt, scheint der mTORC1-Komplex einen bedeutenden Einfluss zu 

haben (Fischer et al., 2009). Auch bei kardiovaskularen Erkrankungen spielt mTOR eine 

wichtige Rolle. Besonders während einer akuten kardialen Ischämie ist die Regulation des 

mTOR-Signalwegs ein wichtiger Faktor (Sciarretta et al., 2018a; Sciarretta et al., 2014). So 

konnte bereits gezeigt werden, dass während einer kardialen Ischämie die Minderung der 

mTORC1-Aktivität, mittels spezifischer Inhibitoren, zu einer Reduktion der Infarktgröße sowie 

der Apoptose von Kardiomyozyten führte. Folglich führte dies zu einem Erhalt der Herzfunktion 

(Buss et al., 2009; Das et al., 2012; Volkers et al., 2013). 

 

1.8. Einfluss der Fto-Defizienz auf dem Myokardinfarkt 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Fto einen großen Einfluss auf viele physiologische 

Prozesse hat, wie auf das Zellwachstum und den Fettmetabolismus. Durch seine RNA-

Demethylase-Funktion hat es zudem einen bedeutenden Einfluss auf das gesamte 

Transkriptom. Diese Eigenschaften machen Fto zu einem interessanten Target, um dessen 

Einfluss auf einen Myokardinfarkt zu untersuchen. Im Jahr 2018 zeigte eine Gruppe, dass bei 

einer chronischen Herzinsuffizienz, nach einem akuten Myokardinfarkt, es zu einer 

verminderten Expression von Fto im Herzen kam (Mathiyalagan et al., 2018). Dieses konnte 

sowohl in den Herzen von Mäusen, Schweinen und auch im Menschen beobachtet werden. 
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Mittels der zuvor beschriebenen m6A-Immunpräzipitation konnte diese Gruppe zeigen, dass 

viele detektierte mRNA-Targets am Erhalt der Herzkontraktion beteiligt sind. Es wurde daher 

angenommen, dass die Reduktion der Fto-Expression ebenfalls zu einer reduzierten 

Expression dieser Targets führte und die Herzfunktion hierdurch verschlechtert wurde. Mit 

Hilfe einer adenoviralen Überexpression von Fto in der Maus konnte die Herzfunktion nach 

einer kardialen Ischämie deutlich verbessert werden. 

In dieser Arbeit wurden hingegen Fto-defiziente Mäuse genutzt, um den Einfluss der Fto-

Demethylase im Myokardinfarkt näher zu untersuchen. Hierzu wurde sowohl bei Fto-/-- als 

auch bei Fto+/+-Tieren ein myokardialer Ischämie-/Reperfusionsschaden (I/R) induziert. Erste 

Analysen zeigten bereits, dass der Verlust von Fto zu einem Erhalt der Herzfunktion nach I/R 

führte (Simone Gorressen, Ulrich Rüther, unpublizierte Daten). 

 



 Zielsetzung 
 

           17   

 

2. Zielsetzung 

Erste Untersuchungen konnten zeigen, dass eine globale Fto-Defizienz in Mäusen zu einem 

Erhalt der Herzfunktion nach kardialer Ischämie/Reperfusion führte (Simone Gorressen, Ulrich 

Rüther, unpubliziert). Diese Tiere wiesen eine signifikant bessere Ejektionsfraktion und ein 

deutlich verbessertes fractional shortening auf. Daher soll in der vorliegenden Arbeit der 

Einfluss des Fto-Verlustes auf den Myokardinfarkt in Mäusen näher untersucht werden. Hierzu 

soll zunächst die Infarktgröße in der akuten sowie der subakuten Phase analysiert werden. Da 

Fto als RNA-Demethylase direkt auf das RNA-Transkriptom wirkt, soll mittels Mikroarray-

Analyse der Fto-Verlust auf das Herztranskriptom nach Myokardinfarkt untersucht werden. 

Eine nachfolgende Signalweganalyse der erhaltenen Daten soll die molekularen Unterschiede 

in den Fto-defizienten zu den wildtypischen Mäusen verdeutlichen. Die hieraus erhobenen 

Daten sollen mittels Western-Blot-Analyse geprüft und näher untersucht werden.  

Bei den bisher erhobenen Daten, zur verbesserten Herzfunktion nach Myokardinfarkt, wurden 

ausschließlich Tiere verwendet, die einen globalen Fto-Verlust vorliegen hatten. Daher ist es 

auch von Interesse zu analysieren, ob der positive Effekt des Fto-Verlustes herzspezifisch ist. 

Dazu werden Mäuse generiert, bei denen durch Tamoxifen-Gabe ein spezifischer Fto-Verlust 

in den Kardiomyozyten verursacht wird. Auch hier soll nach kardialer Ischämie die 

Infarktgröße, die Infarktnarbe sowie die Herzfunktion analysiert werden. 

Von besonderem Interesse ist es, neue Therapieansätze zur Behandlung eines 

Myokardinfarktes zu entwickeln. Daher soll in einem ersten Versuch, vor sowie nach 

Induzierung einer kardialen Ischämie, wildtypischen Mäusen ein Fto-Inhibitor verabreicht 

werden. Um die Wirksamkeit der Behandlung zu untersuchen, wurde auch hier die 

Infarktgröße in der akuten sowie subakuten Phase analysiert, als auch die Herzfunktion mittels 

Echokardiographie untersucht. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1. Antikörper 

 

Tabelle 1. Primäre Antikörper 

Antikörper Beschreibung 

non-phospho-Akt Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

non-phospho-mTOR Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

non-phospho-PRAS40 Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

non-phospho-S6 

ribosomal protein 
Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

non-phospho-TSC2 Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

phospho-(Ser2448)-
mTOR 

Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

phospho-(Ser473)-Akt 

 

Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

phospho-(Ser939)-TSC2, Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  
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phospho-(Thr246)-

PRAS40 
Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology 

phosphor-(Ser235/236)-

S6 ribosomal protein 
Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

SQSTM1/p62 Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

α-Actin  Verwendete Verdünnung 1:2000 (Western-Blot), Sigma-
Aldrich, A2066 

α-Actinin  
Verwendete Verdünnung 1:500 (Färbung auf Kryoschnitten), 
Abcam, ab 18061 

α-Fatso Verwendete Verdünnung 1:100 (Western-Blot), Santa Cruz 
Biotechnology, sc-271713 

α-LC3B Verwendete Verdünnung 1:1000 (Western-Blot), Cell 
Signaling Technology  

α-m6A 
Verwendete Verdünnung 1:250 (Dot-Blot), Synaptic System 
Nr. 202003 

 
 

Tabelle 2. Sekundäre Antikörper 

Antikörper Beschreibung 

α-mouse-HRP 

 

Verwendete Verdünnung 1:5000 (Western-Blot), 
DakoCytomation, P0260 

 

α-rabbit-HRP 

 

Verwendete Verdünnung 1:5000 (Western-Blot), 
DakoCytomation, P0448 
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α-rabbit-Cy®3  

 

Verwendete Verdünnung 1:500 (Färbung), Dianova, 711-165-
152. 

 

3.2. Chemikalien 

Tabelle 3. Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

4-Hydroxytamoxifen H6278-50MG, Sigma Aldrich GmbH, München 

Acrylamid-Mix 30 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 

Ammoniumpersulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt 

Betaisodona Mundipharm GmbH, Limburg, Deutschland 

Bouin ́s Lösung  Sigma Aldrich, GmbH, München, # HT10132-1l  

BSA Invitrogen, Oregon, USA 

Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche Holding GmbH, Mannheim 

Di-Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

DMEM Life Technologies GmbH, Darmstadt 

Erdnussöl P2144 Sigma Aldrich 

Eselserum Millipore #S30100ML 
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Ethanol Merck KGaA, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) AppliChem #A2937.1000 

Evans Blue - Lösung  AppliChem, # A4388,0025  

FBS Invitrogen, Oregon, USA 

Glycerol Serva Electrophoresis, Heidelberg 

GW280264X Glaxo Smith Kline, Stevenage, UK 

Heparin ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 

Isofluran  Pirmala critical care  

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt 

Kaliumchlorid VWR International BVBA 

Kaliumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt 

Ketamin Ketaset 100 mg / ml; Zoetis; # 21283 

Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA, Darmstadt 

Rhein 275611-50MG, Sigma Aldrich 
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Schwefelsäure AppliChem GmbH, Darmstadt 

ß-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Streptavidin-HRP Lösung R&D Systems, Wiesbaden 

Sucrose Merck KGaA, Darmstadt 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, München 

Trypan Blue Dye, 0,4 % Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Tween-20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Ultraschallgel  Aquasonic 100 Gel, Parker Laboratories 

Xylazin 2 % Xylazinhydrochlorid; Serumwerk Bernburg 
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3.3. Oligonukleotide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins Scientific 

oder Sigma–Aldrich synthetisiert.  

 

Tabelle 4. Oligonukleotide 

Gen Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 

HPRT AGGGATTTGAATCACGTTTG TTTACTGGCAACATCAACAG 

IL1α CATAACCCATGATCTGGAAG ATTCATGACAAACTTCTGCC 

MCP1 CAAGATGATCCCAATGAGTAG TTGGTGACAAAAACTACAGC 

TNFα CTATGTCTCAGCCTCTTCTC CATTTGGGAACTTCTCATCC 

TGFβ GAGATTTGCAGGTATTGATGG CAACAACATTAGCAGGAGATG 

MMP9 CTTCCAGTACCAAGACAAAG ACCTTGTTCACCTCATTTTG 

IL6 GTCTATACCACTTCACAAGTC TGCATCATCGTTGTTCATAC 

AKT1S1 GAGGAGGAAGATGAGGAC TGAAGAGACCTCCATTATCG 

TSC2 CTCTGTTCATTATCACCCTG TCTTCCATGTAGGATCTGTC 

FTO CGCCTCTCCCCCATCTAAATCCT AAGCCAAGAACAAGTCCATACCTG 

NEO CTGTGCTCGACGTTGTCACTG GATCCCCTCAGAAGAACTCGT 

Cre GTAGCCTATGCTGTGTCTGG CCCACCAGCCTTGTCCTAAT 

Flox site TCAATCCTGGGCTAACATTTACCA TTTATGGCCTTCGGCTTCAC 
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3.4. Geräte 

 

Tabelle 5. Geräte 

Geräte Hersteller 

Beatmungsgerät 
Minivent Mircoventilator, Hugo Sachs 
Elektronik-Harvard Apparatur GmbH, 
March-Hugstetten, Deutschland  

Binokular Discovery.V8, Zeiss, Oberkochen 

Fotokamera Axiocam MRm, Zeiss, Oberkochen 

Fotoprogramm „AxioVision“ Zeiss, Oberkochen 

Gelelektrophoresekammer Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Heizbad Julabo sw21 Julabo GmbH, Seelbach 

Heizblock: Stuart Block Heater Bibby Scientific, Staffordshire, England 

Heraeus Function Line T6 Trockenschrank 
Thermo Fischer Scientific ,Perbio Science 

Deutschland, Bonn 

Kryostat Leica CM 2050S, Wetzlar 

Kühlschrank Liebherr GmbH, Rostock 

Laborfuge 400R Heraeus GmbH, Hanau 

Luminescence Image Analyser  
LAS-4000 mini, Fujifilm #8692184, Tokyo, 

Japan 

Mikroskop Axio Imager.A2, Zeiss, Oberkochen 

Mikrotom Leica, Wetzlar 

NanoDrop ND-1000 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
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Peqstar 2x Twin Block Thermal Cycler PEQLAB Ltd, Crableck Lane, UK 

Pipetten Eppendorf GmbH, Hamburg 

Pipetus®-Akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt  

Scanlaf Mars Safety Class 2 Weiss Labortechnik GmbH, Heroldsberg 

Schüttler CH-4103 INFORS AG, Bottmingen 

Spannungsquelle Western-Blot: Power Pac 

300 
BioRad Laboratories GmbH, Hercules, USA 

StepOne Real-Time PCR System Thermal 

Cycling Block 

Applied Biosystems, Foster City, 

Karlifornien USA,  #4376357 

Ultraschallgerät & Schallkopf  
Vevo2100 bzw. Vevo 3100, VisualSonics 

Inc.  

UV-Tisch Bio-Budget Technologies GmbH 

Vortexer  IKA Labortechnik GmbH, Staufen  

Waage Precisa 100M-300C   Hartenstein GmbH, Würzburg  

Zentrifuge: Centrifuge 5417R  Eppendorf AG, Hamburg  

 

 

3.5. Kits 

Tabelle 6. Kits 

Funktion Hersteller 

Bioanalyzer Assay Eukaryote Total RNA Nano, Agilent 

Color Prestained Protein Standard NEB, P7712S 
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Detektion von apoptotischen Zellen 

im Gewebe 

Click-iTTM Plus TUNEL Assay for In Situ Apoptosis 

Detection (Invitrogen) 

Detektion von Chemilumineszenz 
ECL Prime Western-Blotting Detection Reagent (GE 

Healthcare, München) 

Erstellen von cDNA aus RNA Proben 
QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen 

(#205311) 

Erstellen von cDNA aus RNA Proben 

zur weiteren Analyse im Microarray 

GeneChip® WT PLUS Reagent Kit 902462; Thermo 

Fisher Scientific 

Färbelösung zur H&E Färbung 
Weigerts Eisen Hämatoxylin Lösung (Dr. K. Hollborn 

& Söhne) 

Isolation von RNA aus 

Gewebeproben 
RNeasy Lipid Tissue Mini Kit von Qiagen (#74804) 

Microarray Analyse Assay 
Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST Gene Expression 

Microarray 

Qubit Assay RNA HS, Thermo Fisher Scientific 

SYNR Green RT-PCR Mastermix 
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) von 

Thermo Fischer Scientific (#K0221) 
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3.6. Puffer und Lösungen 

 

Blocking Puffer   5 % BSA in TBS-T 

(Western-Blot) 

 

DNA-Probenpuffer 6x   20 % (m/V) Glycerol in TBE-Puffer 

für Agarosegele   0,1 % (m/V) Bromphenolblau 

 

Laemmlipuffer 5x   10 % (m/V) SDS 

     5 % (m/V) β-Mercaptoethanol 

     50 % (m/V) Glycerol 

     125 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

     1 Spatelspitze Bromphenolblau 

Puffer 1    26 mM Natriumchlorid (NaCl)  

4,4 mM Kaliumchlorid (KCl)   

1,0 mM Magnesiumchlorid (MgCl2)  

ad 500 ml ddH2O (Millipore Wasser)   

 

Puffer 2     4 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)  

10 mM N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N``- [2-ethane     
sulfonic acid] (HEPES) 

30 mM 2,3 Butanedione monoxime (BDM) 

11 mM Glukose 

50 ml Puffer1  

1 L ddH2O (Millipore Wasser) 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Puffer 3     4 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)  

10 mM N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N``- [2-ethane 
sulfonic acid] (HEPES)  

11 mM Glukose 

50 ml Puffer1  

1 L ddH2O (Millipore Wasser) 

   

Ladepuffer     137 mM Natriumchlorid (NaCl)  

5,4 mM Kaliumchlorid (KCl)   

0,5 mM Magnesiumchlorid (MgCl2) 

1 L ddH2O (Millipore Wasser)   

5 µl 1 M CaCl2 auf 10 ml frisch dazugeben 

 

Phosphate Buffered Saline  150 mM NaCl 

(PBS)     8 mM Na2HPO4 (pH 7,4) 

     1,7 mM NaH2PO4 (pH 7,4) 

10 mM HEPES 

5,5 mM Glucose 

 

PBS-T     0,05 % (V/V) Tween-20 in PBS 

 

Proteaseinhibitoren   „COMPLETE“ Tabletten, Roche (Mannheim) 

Eine Tablette gelöst in 2 ml PBS ergibt eine 25-fache 

Stocklösung.  
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Sammelgelpuffer (5 %)  1,72 ml H2O 

(SDS-PAGE)    0,5 ml 30 % Acrylamid-Mix 

     380 µl 1M Tris-HCl (pH 6,8) 

     50 µl 10 % SDS 

     30 µl APS 

     3 µl TEMED 

 

SDS-Laufpuffer   25 mM Tris-HCl (pH 8,3) 

(SDS-PAGE)    192 mM Glycin 

     0,1 % (m/V) SDS 

 

Probenpuffer    8 M Urea 

     2M Thiourea  

     12 ml 50 mM Trsi-HCl (pH 8) 

     3 % SDS 

     15 g Serva Blue 

10 % Glycerol 

     ad 50 ml mit 50 mM Tris-HCl (pH8) 

 

Stripping Puffer   62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

(Western-Blot)    2 % (m/V) SDS 

     0,1 % β-Mercaptoethanol 

 

TAE Puffer 50x   2 M Tris-HCl (pH 8,0) 

(Agarosegele)    100 mM EDTA 

     1 M Essigsäure 

     ad 1000 ml H2O  
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TBE-Puffer    88 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

     88 mM Borsäure 

     2,5 mM EDTA (pH 8,0) 

Transferpuffer    25 mM Tris 

(Western-Blot)    0,1 % SDS 

     20 % Methanol 

     192 mM Glycin 

     ad 100 ml H2O 

 

Trenngelpuffer (10%)   4 ml H2O  

(SDS-PAGE)    3,3 ml Acrylamid-Mix 

     2,5 ml Tris (pH 6,8) 

     100 µl APS 

     100 µl 10 % SDS 

     4 µl TEMED 

 

Tris Buffered Saline   10 mM Tris-HCl (pH 8,0)  

(TBS)     150 mM NaCl 

 

TBS-T     0,05 % (V/V) Tween-20 in TBS 
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3.7. Versuchsmaterial 

Tabelle 7. Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

1 ml Spritze  Braun, Melsungen, # 9166017V 

20 ml Spritze Braun, Melsungen, # 4606205V 

27 G Kanüle Sterican 100, Braun, Melsungen, # 3200120  

5/0 Prolene 
Johnson & Johnson Ethicon, Norderstedt, 
Deutschland  

7/0 Prolene 
Johnson & Johnson Ethicon, Norderstedt, 
Deutschland  

BD Falcon 5 ml Polystyrene Round-

Bottom 
BD Bioscience Discovery Labware, Bedford 

Blunt retractor 2,5 mm Fine Science Tools, Heidelberg, 18200-10 

Blunt retractor 5 mm 
 

Fine Science Tools, Heidelberg, 18200-11 
 

Einmalspitzen Braun, Melsungen 

Eppendorf Tubes (1,5 und 2 ml) Eppendorf AG, Hamburg 

Falcon Röhrchen (15 und 50 ml) BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 

Handschuhe Nitra Tex Ansell Healthcare, Brüssel, Belgien 

Micro-Mosquito 
 

Fine Science Tools, Heidelberg, 13011-12 
 

Mikro-Nadelhalter AESCULAP, Tuttlingen FD31R 
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Mikro-Schere 
 Fine Science Tools, Heidelberg,15000-00 

Nadelhalter Fine Science Tools, Heidelberg,12003-15 
 

Pinzette 
 Fine Science Tools, Heidelberg, 11051-10 

Pinzette Dumont Fine Science Tools, Heidelberg, 11251-35 

Polyethylenring  

 
P-10 

PVDF-Membran (Porengröße 0,45 µm) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Schere Fine Science Tools, Heidelberg, 14088-10 

Skalpell  Neolab,Heidelberg, # 11566  

Sterilpipetten Costar Stripette Corning Incorporated, Coming, USA 

SuperFrost Plus Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Veterinary Fluosorber  Fluovac Harvard Apparatur, Edenbridge, Kent, UK  
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3.8. Arbeit mit Mäusen 

3.8.1. Tierschutz 

Alle Analysen an Mäusen, die in dieser Arbeit durchgeführt wurden, sind nach § 8 Abs. 1 des 

Deutschen Tierschutzgesetzes in der Neufassung des Tierschutzgesetzes vom 18.05.2006, 

BGBl. I S. 1206 von Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (LANUV) 

genehmigt worden. Ebenfalls wurde für die Durchführung der beschriebenen Analysen eine 

ordnungsbehördliche Ausnahmegenehmigung gemäß § 9 Abs. 1 Satz 4 des 

Tierschutzgesetzes in der Neufassung vom 25.05.1998, BGBl. I S. 1105 erteilt. Alle 

durchgeführten Tierversuche wurden über das Aktenzeichen 84-02.04.2013.A396 sowie 84-

02.04.2016.A507 genehmigt 

 

3.8.2. Tierhaltung und Verpaarung 

Alle in dieser Arbeit genutzten Tiere wurden in der zentralen Einrichtung für Tierforschung und 

wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-

Universität Düsseldorf gezüchtet und gehalten. Gezüchtet wurden die Fto-/-- (internationaler 

Name: C57BL/6J.129Sv(CB6F1)-Ftotm1JV) und Fto+/+- (internationaler Name: C57BL/6J) Tiere 

aus einer Kreuzung männlicher und weiblicher Fto-/+-C57BL/6J-Mäusen. Diese wurden im 

Institut für Entwicklungs- und Molekularbiologie der Tiere an der Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf generiert. Zusätzlich wurden Ftofl/fl-Mäuse (C57BL/6N.Cg-Ftotm1a(EUCOMM)Wtsi) und 

Cre; Ftofl/fl-Tiere (internationaler Name: C57BL/6;Cg-Tg(Ftofl/fl)(MHCMerCreMer)) aus der 

Kreuzung mit einer hemizygoten α–MHC-MerCreMer-Maus sowie einer homozygoten Ftofl/fl-

Maus. Gehalten wurden die Tiere in Makrolon-Käfigen des Typs 2 bzw. 3, welche mit 

entstaubtem sowie entkeimtem Weichholzgranulat (Fa. Altromin, Lage/Lippe) ausgestreut 

waren. Die Haltung erfolgte bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-80 %, 22-24°C sowie 

einen 12 stündigen Tag-Nacht-Rhythmus. Zudem hatten die Tiere dauerhaften Zugang zu 

Futter und Wasser ad libitum.  

 

3.8.3. Behandlung von Mäusen 

In dieser Arbeit wurden die Tiere in einem Alter von 8 Wochen mit 4-Hydroxytamoxifen 

(H6278-50MG, Sigma Aldrich) behandelt. Dieses wurde in einem Ultraschallbad in 10 ml 

Erdnussöl (P2144 Sigma Aldrich) gelöst und den Tieren intraperitoneal (i.p.) injiziert. Der 

Behandlungszeitraum lag bei 10 Tagen. Die Lagerung der Tamoxifen-Lösung erfolgte 

bei -20°C. 
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Eine weitere Behandlung erfolgte mit dem Anthranoid Rhein (275611-50MG, Sigma Aldrich). 

Es wurde in 10 ml einer 100 mM Tris Lösung pH 7,4 für 4 Stunden im Wasserbad (37°C) 

gelöst. Die Verabreichung erfolgte oral mit Hilfe einer Schlundsonde (50 mg/kg). Die 

Behandlung wurde für drei Wochen vor Infarkt-Induzierung oder drei Wochen nach 

Induzierung der Ischämie durchgeführt. Die Lagerung der Rhein-Lösung erfolgte bei -20°C. 

 

3.8.4. Induktion der Ischämie/Reperfusion unter Verwendung des „close-chest“-
Models 

 

3.8.4.1. Anlage der Ligatur 

Für die Induktion der Ischämie/Reperfusion wurden ausschließlich männliche Mäuse im Alter 

von 16-17 Wochen verwendet.  

Zunächst wurden die Tiere gewichtsadaptiert mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin 

(100 mg/kg BW) und Xylazin (10 mg/kg BW) anästhesiert. Anschließend wurden die Mäuse 

mittels einer peripheren Venenverweilkanüle (20G; Braun) intubiert und an der 

Beatmungsmaschine angeschlossen (1/3 100 %iger Sauerstoff und 2/3 Raumluft). Das 

Hubvolumen hierzu betrug 250 μl mit einer Atemfrequenz von 140 Atemzügen/min. Zusätzlich 

wurde zum Erhalt der Narkose 1,5 % Isolfluran hinzugeführt. Zur konstanten Erhaltung der 

Körpertemperatur von 37°C während des gesamten Eingriffes wurden die Tiere auf einer 

elektrischen Heizplatte fixiert. Nun wurde die linke Thoraxhälfte rasiert und mittels eine 

Jodlösung (Betaisodona Lösung, Mundipharma) desinfiziert. Die Haut wurde durch einen ca. 

1 cm langen Schnitt geöffnet, um anschließend eine Thorakotomie im 3. Intercostalraum 

durchzuführen. Nach Freipräparation des Herzens wurde eine Ligatur der proximalen linken 

Koronararterie mit einem 7-0 Prolenefaden (Ethicon) angelegt (Abbildung 6 A und B). Die 

beiden Enden des Prolenefadens wurden anschließend durch einen Polyethylen-Schlauch/-

Ring (PE-10) geführt (Abbildung 6 C). Danach erfolgt der Thoraxverschluss mit 5/0 

Prolenefaden (Ethicon). Dabei wurden die beiden Enden des vorherigen 7-0 Prolenenfaden 

an beiden Seiten des Knotens aus den Thorax geführt. Danach wurden die 7-0 Prolenefäden 

durch die Muskelschicht (M. pectoralis major) geführt und in eine zuvor präparierte Hauttasche 

platziert. Der Verschluss der Haut erfolgte ebenfalls mit dem 5/0 Prolenefaden. Abschließend 

erfolgte eine weitere Desinfektion der Haut mit der Jodlösung und die Isofluran Narkose wurde 

beendet. Sobald die Reflexe der Tiere wieder vorhanden waren, wurde dieses extubiert und 
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zum Aufwachen auf eine Wärmeplatte gelegt. Zur weiteren postoperativen Analgesierung 

wurden alle 6-8 Stunden den Tieren Buprenorphin (0,05-0,1 mg/kg, s.c.) injiziert.  

 

Abbildung 6.  Ligatur der proximalen linken Koronararterie. A) Schematische Darstellung der 

Lager der proximalen linken Koronararterie (LAD= left anterior descending artery). B) Unterstechen 

der LAD. C) Anlegen der Ligaturschlaufe mittels eines kleinen Polyethylen-Schlauchs. Modifiziert 

nach (Dewald et al., 2004; Tarnavski et al., 2004) 

 

3.8.4.2. Induktion der Ischämie 

Die Ischämie wurde 3-4 Tage nach Anlage der Ligatur bei geschlossenem Thorax induziert. 
Dazu wurden die Tiere mit Isofluran (3 % Isofluran, 1/3 100 % Sauerstoff, 2/3 Raum-Luft) 
mittels Inhalations-Narkosekammer narkotisiert. Anschließend wurden die Tiere auf dem 
beheizten Operationstisch fixiert und über eine Maske weiter anästhesiert (2 % Isofluran, 1/3 
100 % Sauerstoff, 2/3 Raumluft). Um den konstanten Erhalt der Körpertemperatur zu 
gewährleisten, wurde eine rektale Temperaturmessung während der gesamten Operation 
durchgeführt. Die Haut der Tiere wurde erneut mit Jodlösung (Betaisodona Lösung, 
Mundipharma) desinfiziert und zur Kontrolle der Narkose sowie der Ischämie, wurde ein EKG 
an den Extremitäten angeschlossen. Nun erfolgte das erneute Öffnen des Hautschnittes und 
die Entnahme der Prolenefäden aus der Hauttasche. Diese werden rechts und links zur Seite 
weggeführt und an zwei Magnethaltern locker befestigt. Die EKG-kontrollierte Induzierung der 
Ischämie erfolgte durch einen leichten Zug an den rechts und links befindlichen Magnethaltern. 
Dies führte zu einer Okklusion der LAD, was im EKG durch eine sofortige ST-
Streckenerhebung kontrolliert wurde (Abbildung 7 B). Die Ischämie wurde für 45 min aufrecht 
gehalten und durch das Zerschneiden der Prolenefäden beendet. Die erfolgreiche Reperfusion 
wurde ebenfalls im EKG durch Abnahme der ST-Streckenerhebung kontrolliert. Die Haut 
wurde anschließend wieder mit (5/0) Prolenefäden verschlossen. Während der Aufwachphase 

LAD (proximale linke 
Koronararterie )

A
B C
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wurden die Tiere mit 100 % Sauerstoff beatmet und zur Schmerzstillung Temgesic (0.05 – 
0.1mg/kg, s.c.) subkutan injiziert. Anschließend erfolgte eine postoperative Beobachtung über 
24 Stunden mit 6-8 stündiger Gabe von Temgesic (0.05 – 0.1mg/kg, s.c.).  

 

Abbildung 7. Ausschnitte eines Elektrokardiogramms (EKG) eines Mausherzens. A) EKG zum 

basalen Zustand, vor Induzierung der Ischämie. Die P-Welle entspricht der Depolarisation der 

Vorhöfe. Der QRS-Komplex entspricht der Depolarisation der Herzkammer. B) EKG nach 

Induzierung der Ischämie. Die Ischämie-Induktion wurde über die ST-Hebung kontrolliert. 

Zur Kontrolle wurden Sham-Tiere operiert. In dieser Gruppe wurde keine Ischämie induziert. 

Die Prolenefäden wurden lediglich aus der Hauttasche entfernt und mittels EKG wurde 

kontrolliert das es zu keiner ST-Streckenerhebung kam.  

Die Anlage der Ligatur und die Induzierung der Ischämie wurden von speziell ausgebildeten 

und zugelassenen Mitgliedern (Dr. Simone Goressen, Dominik Semmler) des SFB 1116 

(„Serviceprojekt“) für die Rhein-Behandlung sowie ein Teil der Fto-defizienten Tiere im 

chronischen Modell durchgeführt. 

P

Q

QRS-Komplex

S

ST-Hebung

R
A

B
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3.8.5. Echokardiographie 

Die linksventrikuläre Funktionsanalyse des Herzens erfolgte mittels Echokardiographie. Dazu 

wurde ein Ultraschallgerät mit einem 18–38 MHz Schallkopf (Vevo2100 bzw. Vevo 3100, 

VisualSonics Inc.) verwendet. Die Tiere wurden, wie zuvor beschrieben, mittels Isofluran 

narkotisiert und auf eine beheizte Elektroden–Kontakt–Platte gelegt. Die Narkose wurde 

während des Versuchs mittels eine Atemmaske mit einem Gemisch aus 1-1,5 Vol % Isofluran 

und 100 % Sauerstoff aufrechterhalten. Die Temperatur, Atmung und Herzfrequenz der 

Versuchstiere wurden über spezielle Drucksensoren der Platte kontinuierlich überwacht. Um 

eine gute Bildgebung zu gewährleisten, wurde der komplette Thorax von Haaren befreit und 

ein Schallgel (Aquasonic 100 Gel, Parker Laboratories) aufgetragen. Untersucht wurden die 

Zeitpunkte präoperativ als Baseline (BL) und postoperativ im Verlauf von 24 h, 1 Woche, 2 

Wochen und 3 Wochen nach Ischämie. Analysiert wurde das endsystolische Volumen (ESV), 

das enddiastolische Volumen (EDV), die linksventrikuläre Ejektiontsfraktion (EF) und das 

„fractional shortening“ (FS). 

Die Echokardiographischen Untersuchungen wurden von zugelassenen Mitgliedern (Dr. 

Simone Goressen, Dominik Semmler) des SFB 1116 („Serviceprojekt“) durchgeführt und 

ausgewertet. Die statistische Auswertung zu den gewonnenen Daten erfolgte durch den 

Experimentator (Melanie Wehmöller).  

 

3.8.6. Präparation von Mäusen 

Die Tiere wurden zunächst durch Einleiten eine Inhalationsnarkose mit Isofluran in einer 

Kammer getötet. Danach wurde der Thorax geöffnet und das Herz freipräpariert. Mit Hilfe einer 

Flügelkanüle wurde das Herz anschließend mit PBS perfundiert und entnommen. Wurden die 

Herzen für weitere Protein- oder RNA-Analysen verwendet, so wurden diese in RNAlater 

(Qiagen) überführt und in Flüssigstickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Zur 

histologischen Analyse wurden die Herzen zunächst in PFA fixiert.  

 

3.8.7. Isolation von Kardiomyozyten aus dem Herzen  

Vor Entnahme der Herzen wurde den Tieren 400 U Heparin-Natrium 25 000 (I.E./ 5 ml) 

(Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) i.p. injiziert. 10 min später erfolgte durch zervikale 

Dislokation die Tötung des Tieres. Das Herz wurde entnommen und anschließend mit der 

Aorta über eine Kanüle gehangen und mit einem Seidenfaden fixiert. Mit Hilfe einer Spritze 
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wurde das Herz über die Kanüle mit PBS perfundiert. Anschließend wurde das Herz über die 

Kanüle an ein Schlauchsystem angeschlossen und nochmals mit Puffer 2 durchspült, um das 

restliche Blut zu entfernen. Danach erfolgte eine Inkubation mit einer Kollagenaselösung für 6 

min bei 30°C (2,8 ml/ min). Anschließend wurde das Herz von der Kanüle genommen und in 

eine Petrischale überführt, die mit Puffer 1 gefüllt war. Die Vorhöfe wurden abgetrennt und 

verworfen. In einem 50 ml Reaktionsgefäß wurde danach das Herz für 10 min bei 37°C in 

Puffer 1 inkubiert. Danach wurde das verdaute Herzgewebe wieder in eine Petrischale 

überführt und mit einer feinen Schere zerkleinert. Um die Kardiomyozyten aus dem Gewebe 

zu lösen, wurden die Gewebestücke mit Hilfe einer Pasteurpipette aufgesaugt und langsam 

wieder herausgelassen. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt. Das erhaltene Lysat 

wurde durch ein Nylonnetz (Porengröße 150 µm) gegeben, um die Zellen von den 

übergebliebenen Geweberesten zu trennen. Anschließend erfolgte eine 10 min Sedimentation 

der Zellen. Das entstandene Pellet enthielt die Kardiomyozyten, da diese größer und schweren 

sind als die anderen Zelltypen. Der Überstand wurde abgenommen und verworfen. Das 

Zellpellet wurde in Puffer 1 resuspendiert und gewaschen. Abschließend folgten zwei weitere 

Waschschritte mit Puffer 2 und 3. Die isolierten Zellen wurden zum Schluss in den 

Probenpuffer zur nachfolgenden Western-Blot-Analyse überführt. 

 

3.9. Molekularbiologische Methoden 

3.9.1. DNA-Isolation aus Schwanzspitzen 

Zunächst wurde die Schwanzspitzenbiopsie mit 750 µl Dottersackpuffer und 30 µl 

Proteinkinase K (10 mg/ml) versetzt und über Nacht bei 56°C inkubiert. Am nächsten Tag 

wurden 250 µl gesättigte NaCl-Lösung (>6 M) hinzugegeben und bei 13000 U/min 

zentrifugiert. Hierdurch werden ausgefallene Proteine sowie Haare pelletiert. Anschließend 

wurden 750 µl des Überstandes in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt und mit 500 µl 

Isopropanol versetzt. Die DNA wurde durch eine Zentrifugation für 20 min bei 13000 U/min 

pelletiert und der Überstand verworfen. Anschließend wurde das DNA-Pellet mit 500 µl 70 % 

Ethanol gewaschen und für 10 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und das DNA-Pellet getrocknet bevor es nachfolgend in 250 µl ddH2O resuspendiert 

wurde. Die Lagerung der DNA erfolgte bei 4°C. 

 

3.9.2. RNA-Isolation aus Mausherzen 

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem RNeasy Lipid Tissue Mini Kit von Qiagen (#74804). Dazu 
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wurden die zuvor bei -80°C gelagerten Herzen mit Hilfe des Precellys24-Dual-Systems 

(Peqlab Biotechnologie, #EQ03119.200.RD000.0) homogenisiert. Es wurden in 2 ml Gefäßen, 

befüllt mit Keramikkügelchen (Precellys® Keramik-Kit 1,4 mm, 432-3751DE), maximal 50 mg 

Herzgewebe mit 1 ml QIAzol Lysis Reagenz versetzt. Zusätzlich wurde der Precellys24-Dual 

mittels Cryolys (Peqlab Biotechnologie, EQ05068-200-RD000.0) auf 4°C gekühlt. Die 

Homogenisierung erfolgte bei 5000 U/min für 30 Sekunden für zwei Durchläufe. Anschließend 

wurde das Homogenisat in ein Eppendorfgefäß überführt, mit 200 µl Chloroform versetzt und 

für 15 Sekunden vermischt. Die Trennung der RNA von Proteinen und DNA erfolgte bei 12,000 

x g für 15 min bei 4°C. Die weitere Aufreinigung der RNA über eine Säule erfolgte gemäß den 

Herstellerangaben. Um eine Kontamination durch genomische DNA zu verhindern, wurde ein 

zusätzliche DNase-Verdau durchgeführt (RNase-Free DNase Set, Qiagen #79254). Auch 

dieser erfolgte gemäß Herstellerangaben. Die Konzentration der isolierten RNA wurde im 

Anschluss spektralphotometrisch bestimmt. Die weitere Lagerung der RNA erfolgte wieder bei 

-80°C. 

  
3.9.3. Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren  

Die Konzentration und die Reinheit von Nukleinsäuren wurde photometrisch mittels Eppendorf 

Biophotometers bestimmt. Die optische Dichte der Probe wurde bei 230 nm (Polysaccharide), 

260 nm (Nukleinsäuren) und 280 nm (Proteine) gemessen. Lag ein Verhältnis von OD230 : 

OD260 : OD280 = 1 : 2 : 1 vor, wurde die Nukleinsäure Probe als „rein“ bezeichnet. Zusätzlich 

sollte der Quotient aus OD260/OD280 zwischen 1,7 und 2 liegen. 

 

3.9.4. Polymerase-Kettenreaktion 

Die PCR (polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion) ist eine 

molekularbiologische Methode zur Amplifizierung von DNA-Abschnitten (Mullis et. al., 1987). 

Durch Verwendung einer spezifischen thermostabilen DNA-Polymerase, werden spezifische 

DNA-Sequenzen exponentiell vervielfältigt. Zu Beginn des Zyklus wird die Matrizen-DNA bei 

98°C denaturiert. Die führt zur Spaltung der DNA-Stränge. Anschließend folgt eine 

Erniedrigung der Temperatur, hierdurch können sich die Oligonukleotide an die homologen 

Bereiche der Matrizen-DNA anlagern (Annealing). Die Annealing-Temperatur ist abhängig von 

der Schmelztemperatur der verwendeten Oligonukleotide. Diese wird unter anderem durch die 

Länge der Oligonukleotide, deren GC-Gehalt und der Salzkonzentration beeinflusst. Um die 

optimale Annealing-Temperatur zu bestimmen, wurde eine Gradienten-PCR durchgeführt. 

Nach dem Anlagern der Primer an den Matrizen-Strang, wird die Temperatur auf 72°C erhöht, 
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30-40 Zyklen 

welches der optimalen Temperatur der verwendeten DNA-Polymerase entsprach. Diese 

beginnt vom 3‘OH-Ende des angelagerten Oligonukleotides den DNA-Abschnitt zu verlängern 

(Elongation), welches am Ende zu einem doppelsträngigen DNA-Abschnitt führt. Durch die 

Wiederholung dieser drei Schritte wird die DNA exponentiell amplifiziert. Die PCR wurde im 

Thermocycler (PEQLAB Ltd) durchgeführt und verwendet wurde eine Taq-Polymerase.  

 

 

Standard PCR-Ansatz 

 

 

Standard PCR-Programm 

 

 

 

 

 

 

 

Die PCR-Produkte wurden im Anschluss mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese 

nachgewiesen und analysiert. 

Template DNA 

10 mM dNTPs 

10 µM Forward Primer 

10 µM Reverse Primer 

5x Green Taq-Polymerase Puffer 

(Promega) 

Taq DNA-Polymerase 

 

H2O 

100 ng 

0,4 µl 

1 µl 

1 µl 

4 µl 

1U (0,2 µl) 

 

ad 20 µl 

 

98°C 

98°C 

Tm -5°C 

72°C 

72°C 

30 s 

10 s 

10 s 

15-30 s/kb 

5 min 

Initial Denaturierung 

Denaturierung 

Annealing 

Elongation 

Finale Elongation 
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3.9.5.  Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode um DNA-Fragmente in einem elektrischen 

Feld ihrer Größe nach aufzutrennen. Agarose ist ein Polysaccharid, welches aus Galactose 

und 3,6-Anhydrogalactose besteht. Diese wurde in TAE-Puffer (40 mM Tris-Actetat, 2 mM 

EDTA pH 8,2) aufgekocht. Beim Abkühlen kommt es zur Vernetzung der Galactose-Moleküle 

und es bilden sich Agarose-Fäden aus, so dass es zu Porenbildung im Gel kommt. Aufgrund 

der negativen Ladung an der Phosphatgruppe der Nukleinsäuren wandern diese beim 

Anlegen eines elektrischen Feldes zur Anode. Da die Wanderungsgeschwindigkeit von der 

Größe der Nukleinsäuren abhängt, führt dies folglich zur Trennung der DNA-Fragmente nach 

ihrem Molekulargewicht. 

Um die Nukleinsäuren im Gel sichtbar zu machen, wurde dem Agarosegel 0,05 μl/ml GelRed 

hinzugegeben. Dieses interkaliert zwischen den Basenpaaren der DNA und emittiert Licht 

nach Bestrahlung mit UV-Licht (256 nm), welches eine Detektion ermöglicht. Zur DNA-

Größentrennung wurden 1-2 %ige Agarose-Gele verwendet. Die entsprechende Menge 

Agarose wurde abgewogen und mit TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkühlen 

auf 60°C wurde das GelRed hinzugegeben und das Gel in den Gelschlitten gegossen. 

Nachdem das Gel vollständig auspolymerisiert war, wurde der Gelschlitten in die 

Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TAE-Puffer überschichtet. Die Nukleinsäureproben 

wurden in die Taschen des Agarosegels pipettiert. Die Gelelektrophorese wurde bei einer 

Spannung von 100 V bis zur gewünschten Auftrennung durchgeführt. Die anschließende 

Dokumentation erfolgte mit dem INTAS iX Imager (INTAS Science Imaging Instruments 

GmbH, Göttingen). 

 

3.9.6. Reverse Transkription 

Bei der reversen Transkription wird RNA mittels einen speziellen Polymerase in eine 

komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Die hierzu verwendete Polymerase stammt aus 

Viren und besitzt eine RNA-abhängige DNA-Polymerase-Aktivität, wodurch ein 

komplementärer DNA-Strang gebildet werden kann. Hierdurch entsteht ein RNA-DNA-

Hybridstrang, welcher durch eine unspezifische Endoribonuklease-Aktivität hydrolysiert wird, 

sodass ein freier DNA-Einzelstrang vorliegt. Dieser wird durch die zusätzliche DNA-

Polymerase-Aktivität der reversen Transkriptase zu einem DNA-Doppelstrang synthetisiert. 

In der vorliegenden Arbeit wurde zur reversen Transkription das QuantiTect Reverse 
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Transcription Kit von Qiagen (#205311) verwendet. Zur cDNA Synthese wurde 1 µg der zuvor 

aus dem Herzen isolierten RNA eingesetzt. Die weitere Durchführung erfolgte nach den 

Herstellerangaben. Die erhaltenen cDNA Proben wurden bei -20°C gelagert. 

 

3.9.7. Quantitative „real time“-PCR (q-RT-PCR) Analyse 

Bei der quantitative „real time“-PCR handelt es sich um eine spezielle PCR-Methode zur 

relativen Analyse der RNA-Expression. Die Quantifizierung des jeweiligen Targets erfolgt 

während der exponentiellen Phase, am Ende jedes Elongations-Zyklus mittels 

Fluoreszenzmessung. Die neu synthetisierten DNA-Stränge werden Fluoreszenz-markiert, so 

dass mit Zunahme der DNA-Stränge auch die Fluoreszenz-Intensität steigt. In dieser Arbeit 

wurde zur Fluoreszenz-Markierung der SYBR-Green Farbstoff verwendet. Hierbei handelt es 

sich um ein Cyanin-Farbstoff, der in die kleine Furche der DNA interkaliert. Dieser emittiert bei 

Anregung grünes Licht bei einer Wellenlänge von 521 nm. Kommt es zu einer exponentiellen 

Zunahme der DNA-Amplifikate, kommt es folglich auch zu einer exponentiellen Zunahme der 

Fluoreszenz.  

Zur Durchführung der qRT-PCR wurde der SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) von 

Thermo Fischer Scientific (#K0221) genutzt und im „StepOne Real-Time PCR System Thermal 

Cycling Block“ (Applied Biosystems #4376357) angewendet. Die hierzu verwendeten Primer 

sind in Tabelle 3 aufgelistet. Alle Messwerte wurden in Triplikaten gemessen und zur 

Quantifizierung wurden der CT-Wert (Cycle Threshold/ Schwellenwert-Zyklus) genutzt. Diese 

Angabe beschreibt den Zyklus, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant über der 

Hintergrund-Fluoreszenz gemessen werden kann. Zur Normalisierung wurde zu jedem 

gemessenen Gen zusätzlich ein konstitutives Gen („house keeping gen“/ Haushalts-Gen) 

gemessen. In der vorliegenden Arbeit wurde hierzu HPRT (Hypoxanthin-Guanin-

Phosphoribosyl-Transferase) verwendet. Bei diesem Referenzgen wird davon ausgegangen, 

dass es konstant in den Zellen exprimiert wird und daher als Abgleich genutzt werden kann. 

Der Ansatz der qRT-PCR, sowie das verwendete Programm wurde nach den 

Herstellerangaben durchgeführt. Die anschließende Auswertung erfolgte nach der ΔΔCT 

Methode. Zunächst wurden dazu die CT-Werte des Haushalts-Gens von den CT-Werten des 

zu untersuchenden Gens abgezogen. Hierdurch ergab sich der ΔCT-Wert, welcher für die 

Zielgruppe als auch die Referenzgruppe ermittelt wurde (Fto-negative Herzen und Fto-

wiltypische Herzen). Die erhaltenen ΔCT-Wert der einzelnen Gruppen wurden nachfolgen 

nochmals voneinander subtrahiert, wodurch der ΔΔCT-Wert gebildet wurde. Der relative 
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Expressionsunterschied einer Probe zwischen Fto-/-- Herzen und Fto+/+-Herzen (Ratio) ergibt 

sich aus 2-
ΔΔ

CT. 

 

ΔCT = CT Zielgen – CT Referenzgen 

ΔΔCT = ΔCT Zielgruppe – ΔCT Referenzgrupp 

Ratio = 2-
ΔΔ

CT 

 

3.9.8. Mikroarray-Analyse 

Die Mikroarray-Analyse wurde von dem BMFZ des Universitätsklinikums Düsseldorf 

durchgeführt. 

Für die Transkriptom-Analyse wurden jeweils eine Anzahl von vier Mausherzen je Genotyp 

(Fto +/+ und Fto-/-) und Kondition (Sham operiert und I/R) genutzt. Die genaue Konzentration 

der RNA-Proben wurde fluorometrisch mit dem Qubit Assay (RNA HS, Thermo Fisher 

Scientific) bestimmt und die Qualität der RNA über Kapillarelektrophorese mittels Bioanalyzer 

Assay (Eukaryote Total RNA Nano, Agilent) untersucht. Für die Transkriptom-Analyse wurden 

nur RNA-Proben genutzt, die einen hohen „RNA Integrity Numbers” (RIN; median = 10) -Wert 

aufwiesen. Von diesen Proben wurden insgesamt 100 ng RNA in cDNA umgeschrieben und 

mit Biotin markiert. Hierzu wurde das Kit GeneChip® WT PLUS Reagent Kit 902462 von 

Thermo Fisher Scientific genutzt. Die Durchführung erfolgte nach den Herstellerangaben. 

Anschließend wurde die cDNA fragmentiert und an den Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST Gene 

Expression Microarray für 16 Stunden bei 45°C hybridisiert. Die Durchführung wie die 

Detektion erfolgten nach Herstellerangaben. 

 

3.9.8.1. Statistische Transkriptom-Analyse 

Die Datenanalyse der erhaltenen Affymetrix CEL Daten wurden mit der GeneSpring GX 

Software (Vers. 12.5; Agilent Technologies) durchgeführt. Alle Proben wurden auf eine 

Signalintensität normalisiert, um die Variabilität unter den verschiedenen Arrays zu 

minimieren. Alle Probengruppen wurden mit dem GeneSprings ExonRMA16 Algorithmus 

zusammengefasst (Bolstad et al., 2003). Die Vorprozessierung der Daten wurde durch die 

Normalisierung aller Proben zur Kontrolle (baseline transformation) abgeschlossen. 
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Anschließend wurden die Proben nach den verschieden experimentellen Konditionen 

gruppiert (z B. Sham und I/R operierte Herzen). Für den weiteren paarweisen Vergleich muss 

im jeweiligen Probensatz ein Signal detektierbar sein, dass oberhalb des Hintergrundsignals 

liegt: 

1) Die unterschiedliche Genexpression wurde statistisch mittels eines Moderator T-Tests 

ermittelt. Für die erhaltenen p-Werte wurde keine Alphafehler-Kumulierung 

durchgeführt. Ein p-Wert von ≤0.01 wurde als signifikant angenommen. 

2) Die unterschiedlichen Genexpressionen wurden statistisch mittels einer einfaktoriellen 

ANOVA getestet. Für die erhaltenen p-Werte wurde keine Alphafehler-Kumulierung 

durchgeführt. Ein p-Wert von ≤0.01 wurde als signifikant angenommen. 

Die anschließende hierarchische Clusteranalyse wurde mit der Euklidischen-Distanz und dem 

Ward’s Verfahren durchgeführt. 

 

3.9.8.2. Signalweg-Analyse  
Aus den ermittelten Transkriptomdaten wurde eine Signalwegs-Analyse angewendet. Dazu 

wurde die Ingenuity Pathway Analyse Software von Quiagen Bioinformatics genutzt. 

Durchgeführt wurde eine Core-Analyse unter Verwendung eines Fold change von Fto+/+ Sham 

vs. Fto-/- Sham, von Fto+/+ I/R vs. Fto-/- I/R, Fto+/+ Sham vs. Fto+/+ I/R und Fto-/- Sham vs. Fto-/- 

I/R. Zusätzlich wurde eine Vergleichsanalyse von Fto+/+ Sham vs. Fto+/+ I/R und Fto-/- Sham 

vs. Fto-/- I/R durchgeführt. Hierdurch können nochmals deutlich die Unterschiede zwischen 

Fto+/+- und Fto-/- -Herzen nach I/R veranschaulicht werden.  

 

3.9.9. Dot-Blot-Analyse 

Zur Untersuchung der m6A/m6Am-Methylierung der RNA wurde eine Dot-Blot-Analyse 

durchgeführt. Aus den isolierten RNA-Proben wurde eine Verdünnung von 500 ng/µl 

hergestellt und für 3 min bei 95°C inkubiert. Dies führte zum Aufbrechen von 

Sekundärstrukturen. Danach wurden 2 µl der Verdünnungen auf eine PVDF-Membran (Carl 

Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) aufgetragen und bei Raumtemperatur trocknen gelassen. 

Das Vernetzen der RNA mit der Membran erfolgte durch UV-Bestrahlung für 60 Sekunden. 

Danach wurde die Membran für 5 min in PBS-T gewaschen. Das Abblockieren der Membran 

erfolgte mit 5 % BSA, gelöst in PBS-T für 1 Stunde. Die Inkubation mit den anti-m6A-Antikörper 

(1:250 gelöst in 5 % BSA in PBS-T; Synaptic System Nr. 202003) erfolgte über Nacht bei 4°C. 

Am nächsten Tag folgten 3 Wachschritte mit PBS-T für je 5 min. Die Inkubation mit dem 

Zweitantikörper anti-rabbit IgG-HRP (1:10 000 gelöst in 5 % BSA in PBS-T) wurde bei RT für 

eine Stunde durchgeführt. Abschließend wurde die Membran nochmals 3x mit PBS-T für je 5 
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min gewaschen. Zur Detektion wurde das ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE 

Healthcare, München) nach Herstellerangaben verwendet und im Luminescence Image 

Analyser (LAS-4000 mini, Fujifilm #8692184) gemessen. Zur Kontrolle, dass überall die 

gleichen RNA-Mengen vorlangen, wurde anschließend eine Methylblau-Färbung 

durchgeführt. Dazu wurde die Membran 1 min in der Färbelösung inkubiert und danach mit 

PBS-T gewaschen. In dem Bereich, wo die RNA an der Membran gebunden war, trat eine 

Blaufärbung auf. Die anschließende Quantifizierung erfolgte mittels der Software „ImageJ“ des 

National Institute of Health (NIH) USA.  

 

3.10. Histologie 

3.10.1. Die TTC/ Evans Blue–Färbung  

Zur Bestimmung der Infarktgröße wurde die TTC (2, 3, 5 - Triphenyltetrazoliumchlorid)/ Evans 

Blue-Färbung angewendet. Nach einer Reperfusions-Zeit von 24 Stunden wurde eine tiefe 

Narkose durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (90 mg / kg) und Xylazin (15 mg / kg) 

induziert. Zusätzlich wurden 400 U Heparin-Natrium 25 000 (I.E./ 5 ml) (Ratiopharm GmbH, 

Ulm, Deutschland) i.p. injiziert, um die Blut-Agglutination zu verhindern. Anschließend erfolgte 

die Entnahme des Herzens. Die Aorta des Herzens wurde über eine Kanüle gezogen und mit 

einem Seidenfaden fixiert. Die Perfusion des Herzens erfolgte mittels 0,9 % NaCl-Lösung. 

Danach erfolgte eine erneute Ligatur der Koronararterie und eine 1 %-Evans Blue-Lösung 

wurde über die Aorta injiziert. Nach ausreichender Blaufärbung wurde das Herz in 0,9 % NaCl-

Lösung gewaschen und für 1 Stunde bei -20°C eingefroren. Danach konnte das Herz vom 

Apex an in 1- 1,5 mm dünne Scheiben geschnitten werden, wodurch 6-8 Scheiben entstanden. 

Es folgte die Gewichtsbestimmung der Herzscheiben und die anschließende Überführung in 

die TTC-Lösung. Die Inkubation wurde bei 37°C für 3 min durchgeführt. Anschließend wurden 

direkt Aufnahmen von den gefärbten Herzschnitten angefertigt. Das durch Evans Blue 

angefärbte Gewebe war nicht von der Ischämie betroffen. Die Bereiche unterhalb der Ligatur 

waren weiß oder rot gefärbt. Hierbei handelte es sich um das Risikogebiert (area at risk, AAR). 

Bei den rötlichen Bereichen handelte es sich um noch lebendes Gewebe, welches mittels der 

TTC-Lösung gefärbt wurde. Durch Dehydrogenasen kommt es zu einer Redox-Reaktion, die 

die Umwandlung der farblosen Substanz Triphenyltetrazoliumchlorid zu 2, 3, 5 –

Triphenyltetrazoliumchlorid bewirkt. Im toten Gewebe liegen keine aktiven Dehydrogenasen 

vor, wodurch es zu keiner Färbung kommt. Daher erschien das tote Gewebe weiß. Hierbei 

handelte es sich um das Infarktgebiet. Zur Auswertung der Infarktgröße wurden die 

verschiedenen Bereiche prozentual in Relation zur Masse des Herzschnittes gesetzt. 
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Verwendet wurde hierzu die Diskus Software von Hilgers. 

3.10.2. Fixierung von Mausherzen in Paraffin  

Zur histologischen Analyse des Myokardinfarkts wurden die Herzen 21 Tage nach Induzierung 

der Ischämie, wie in Abschnitt 2.11.5 beschrieben, präpariert. Nach 24 stündiger Fixierung bei 

4°C in 4 % PFA wurden die Herzen kurz in fließendem Leitungswasser gewaschen und 

anschließend durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe (70 %, 80 %, 90 % und 100 % Ethanol) 

entwässert. Die Inkubation in der jeweiligen Ethanol-Lösung erfolgte für je 2 Stunden. Danach 

wurden die Herzen in ein Paraffinbad gegeben und für 4 Stunden inkubiert. Nachfolgend wurde 

ein Vakuum angeschlossen und die Proben wurden für weitere 4 Stunden inkubiert. Zum 

Schluss wurden die Proben im flüssigen Paraffin (Roth) in Einweg-Ausgießformen eingebettet 

und für 24 Stunden ausgehärtet.  

 

3.10.3. Anfertigung von Paraffin-Schnitten 

Von den in Paraffin eingebetteten Herzen wurden mittels eines Mikrotoms (Leica) 5 µm dicke 

Schnitte angefertigt. Zu Vergleichbarkeit wurde jedes Herz vom Apex cordis aus begonnen zu 

schneiden und in 10 Ebenen unterteilt. Dazu wurden jeweils 20 Schnitte auf einem 

Objektträger (SuperFrost Plus, Roth #H867.1) aufgenommen und anschließend 150 µm 

verschnitten. Zur Aufnahme der Schnitte wurden diese zuvor in ein 40°C erwärmtes 

Wasserbad gegeben, bis die Schnitte keine Wellungen mehr aufwiesen. Anschließend folgte 

zur Fixierung eine weitere Inkubation der Objektträger bei 50°C für 30 min. Die vollständige 

Trocknung der Schnitte geschah über Nacht bei 37°C. 

3.10.4. Anfertigung von Kryoschnitten 

Nach 24 stündiger Reperfusion wurden die Herzen, wie in Abschnitt 2.11.5 beschrieben, 

entnommen und für 24 Stunden bei 4°C in PFA-fixiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation 

in eine 30 %igen Saccharose Lösung, für mindestens 24 Stunden bei 4°C, um das Gewebe 

zu entwässern. Danach wurden die Organe in Einweg-Ausgießformen mittels O. C. T. (Sakura 

Finetechnical #4583) eingebettet und bei -20°C eingefroren. Die Lagerung der Blöcke erfolgte 

bei -80°C. 

Für die nachfolgende Anfertigung der Gefrierschnitte wurden die Proben zunächst im Kryostat 

(Leica CM 2050S) bei -20°C für 20 min inkubiert. Die Fixierung der Blöcke auf dem 

Objektträger geschah mittels des O.C.T. Mediums. Wie bereits in Abschnitt 2.13.3 beschrieben 

wurden zur Vergleichbarkeit die Herzen vom Apex cordis aus in 10 Ebenen geschnitten 
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(Aufnahme von 20 Schnitten und anschließend 150 µm Verschnitt). Die Dicke der Schnitte 

betrug 8 µm. Diese wurden auf SuperFrost Plus (Roth #H867.1) Objektträgern aufgenommen. 

Die Lagerung der Kryoschnitte erfolgte bei -20°C.  

 

3.10.5. Gömöri-Trichrom-Färbung 

Zur Analyse der Kollagennarbengröße nach 21 Tagen Reperfusion wurde die Gömöri-

Trichrom-Färbung verwendet. Hierzu wurden Paraffinschnitte genutzt, die wie in den 

Abschnitten 3.10.2 und 3.10.3 beschrieben angefertigt wurden. Für die nachfolgende Analyse 

wurde aus jeder der 10 Ebenen ein Schnitt für die Färbung verwendet. Zu Beginn wurden die 

Schnitte für 2 mal 15 min in Xylol vom Paraffin befreit. Anschließend wurde eine absteigende 

Alkoholreihe (100 %, 90 %, 80 % und 70 %ige Ethanol-Lösung) für jeweils 5 min durchgeführt. 

Zuletzt wurden die Schnitte für 5 min in destilliertem Wasser inkubiert. Danach folgte die 

nächste Inkubation in einer auf 56°C erwärmten Bouin ́s Lösung (Sigma) für 15 min. 

Drauffolgend wurden die Schnitte unter fließendem Leistungswasser für 5 min gewaschen. 

Zur ersten Färbung wurden die Schnitte für 5 min in Weigerts Eisenhämatoxylin Lösung (Dr. 

K. Hollborn & Söhne) inkubiert und anschließend erneut für 5 min unter fließendem 

Leitungswasser gewaschen. Im zweiten Färbeschritt wurden die Paraffinschnitte für 25 min in 

die Gömöri-Lösung (0,6 g Chromotrope, 0,3 g Anilinblau, 1 % Essigsäure, 0,8 g 

Wolframatophosporsäure-Hydrat) gegeben. Der nachfolgende Waschschritt erfolgte diesmal 

in einer 0,5 %igen Essigsäure-Lösung (in dest H2O), um die überschüssige Gömöri-

Färbelösung zu entfernen. Die Fixierung der gefärbten Präparate wurde über eine 

aufsteigende Ethanol-Reihe (70 %, 80 %, 90 % und 2x 100 %ige Ethanol-Lösung) für jeweils 

2 min erreicht, sowie einer abschließenden Inkubation für 5 min in Xylol. Die Muskelfasern 

wurden rot angefärbt und die Zellkerne blau angefärbt. Die Kollagennarbe wurde ebenfalls 

durch eine Blaufärbung deutlich. Die Dokumentation erfolgte über ein Binokular (Discovery.V8, 

Zeiss) und ein Mikroskop (Axio Imager A2, Zeiss). Genutzt wurde dazu das Fotoprogramm 

„AxioVision“ (Zeiss) und die Kamera Axiocam MRm. Analysiert wurde die 

Kollagennarbengröße in Relation zum linken Ventrikel, der Fibrose-Gehalt sowie die Anzahl 

der Kardiomyozyten im Narbengewebe. Dies wurde mit Hilfe des Programms „ImageJ“ vom 

National Institute of Health (NIH) USA durchgeführt. 
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3.10.6. TUNEL-Färbung 

Zu Analyse von apoptotischen Zellen wurde eine TUNEL- (terminal deoxynucleotidyl 

transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling) Färbung durchgeführt. Kommt es zur 

Apoptose einer Zelle, wird die DNA im Zellkern durch Endonukleasen fragmentiert. Hierdurch 

werden die Hydroxygruppen (3’-OH Gruppe) freigelegt, an denen eine terminale Transferase 

(terminal deoxynucleotidyl transferase) speziell markierte Nukleotide anfügen kann. Dies 

ermöglicht z.B. mittels Fluoreszenz die Zellkerne der apoptotischen Zellen sichtbar zu machen. 

 

Untersucht wurden Kryoschnitte von Herzen 24 Stunden nach Reperfusion. Zur statistischen 

Auswertung wurde jeweils ein Schnitt aus den 10 Ebenen gefärbt. Diese wurden zunächst mit 

einem Fettstift (ImmEdge Pen, Vektor Laboratories) umrandet und anschließend dreimal für 

jeweils 10 min mit PBS-T gewaschen, um das restliche Einbettmedium zu entfernen. Für die 

TUNEL-Färbung wurde der Click-iT Plus TUNEL Assay von Invitrogen verwendet. Die 

Detektion erfolgte über einen Alexa Flour 488 Farbstoff. Die weitere Durchführung geschah 

nach den Herstellerangaben. Zusätzlich wurden nach der TUNEL-Färbung die 

Kardiomyozyten mittels eines Aktinin-Antikörpers (Abcam) angefärbt und die Zellkerne mittels 

DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) sichtbar gemacht. Zur Färbung der Kardiomyozyten 

wurden die Präparate zunächst mit 10 % Eselsserum (Millipore #S30100ML) in PBS-T für 1 

Stunde inkubiert. Danach wurde der Erstantikörper α-Aktinin (1:200) in 1% Eselserum in PBS-

T auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C, unter Verwendung 

einer feuchten Kammer, um das Austrocknen der Schnitte zu verhindern. Am nächsten Tag 

wurde die Lösung entfernt und die Schnitte dreimal für 10 min in 3 % BSA in PBS gewaschen. 

Danach wurde der Zweitantikörper α-rabbit-Cy®3 (Dianova; 711-165-152) 1:200 in 1 % 

Eselserum in PBS-T auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation geschah für 2 Stunde bei 

Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Danach folgten erneut drei Waschschritte für je 

10 min in 3 % BSA in PBS. Zum Anfärben der Zellkerne wurden 10 µl DAPI (0,1 µg/ml) zu dem 

Mowiol (5 g Mowiol in 20 ml PBS gelöst mit 10 ml Glyzerin) gegeben. Zum Schluss wurden 

die Objektträger mit dem DAPI versetzten Mowiol abgedichtet. Nach dem Aushärten des 

Mowiols erfolgte die Lagerung im Dunkeln bei 4°C. Alle zuvor beschriebenen Schritte wurden 

ebenfalls in abgedunkelten Räumen oder lichtundurchlässigen Kammern durchgeführt, um ein 

vorzeitiges Ausbleichen der fluoreszierenden Zweitantikörper zu verhindern. Die Aufnahme 

der Färbungen erfolgte mittels eines Fluoreszenzmikroskops (Axio Imager.A2, Zeiss). Die 

Bilder wurden mit dem zugehörigen Fotoprogramm „AxioVision“ (Zeiss) und der Kamera 

Axiocam MRm Top (Zeiss) erfasst. Zur Überlagerung der Farbkanäle sowie der nachfolgenden 

Analyse wurde das Programm „ImageJ“ des National Institute of Health (NIH) USA genutzt.  
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3.11. Protein-biochemische Methoden 

3.11.1. Extraktion von Proteinen 

Nach Isolation der Mausherzen, wie in Abschnitt 3.8.6 beschrieben, wurde mittels eines 

Skalpells ein kleines Stück Gewebe abgetrennt und mit Hilfe eines weiteren Skalpells 

zerkleinert. Anschließend wurde Lämmli-Puffer oder Urea-Puffer hinzugegeben und die 

Proben bei 95°C für 3 min aufgekocht.  

 

3.11.2. Bestimmung der Proteinkonzentration 

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde ein BCA Assay verwendet. Hierfür wurde 

das Pierce BCA Protein Assay Kit, von Thermo Fisher Scientific genutzt. Die Standardreihe 

sowie die Durchführung wurde nach Herstellerangaben durchgeführt.  

 

3.11.3.  SDS-PAGE 

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode um 

Proteine nach ihrem Molekulargewicht voneinander aufzutrennen (Laemmll et al., 1970). 

Zunächst werden hierzu die Proteine in einem Sammelgel konzentriert, bevor diese in das 

Trenngel übergehen, um nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt zu werden. Dabei gilt, je 

höher die Acrylamid-Konzentration im Trenngel, desto kleinere Proteine können sauber 

voneinander aufgetrennt werden. In dieser Arbeit wurden SDS-Gele mit einer Acrylamid-

Konzentration von 10 % bis 15 % verwendet (siehe Tabelle 7). Die Herstellung der SDS-

Polyacrylamid-Gele erfolgte mittels zwei abgedichteten Glasplatten, zwischen denen das 

Trenn- bzw. Sammelgel gegossen wurde. Die Zugabe von Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) als Polymerisierungskatalysator und Ammoniumpersulfat (APS) als Radikalstarter 

bewirkt eine radikalische Polymerisation, wodurch Acrylamid und N,N‘-Methylenbisacrylamid 

(im Verhältnis 37,5:1) sich miteinander vernetzen. Nach dem Aushärten der Gele wurden diese 

in eine Elektrophorese-Apparatur eingespannt und mit den Proteinproben beladen. Es wurden 

5 µl oder 50 µg Gesamtprotein auf das Gel aufgetragen. Als Referenz wurde in die erste 

Kammer ein Proteingrößenstandard gegeben (Color Prestained Protein Standard, P7712S, 

NEB). Das im Puffer enthaltene SDS bewirkte eine einheitliche negative Ladung der Proteine, 

wodurch diese im elektrischen Feld zur Anode wanderten. Die Größentrennung der Proteine 

erfolgte bei 95 V (konstanter Ampere-Wert). 
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Tabelle 8. Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 

 Trenngel 
10 % 

Trenngel 
12 % 

Trenngel 
15 % 

Sammelgel 
5 % 

ddH2O 0,95 ml 0,6 ml – 1,75 ml 

1M Tris/HCl pH 6,8 – – – 0,3 ml 

1M Tris/HCl pH 8,8 2,8 ml 2,8 ml 2,8 ml – 

20 % SDS 30 µl 30 µl 30 µl 12,5 µl 

Acrylamid 1,9 ml 2,25 ml 2,8 ml 0,4 ml 

TEMED 3,75 µl 3,75 µl 3,75 µl 2,5 µl 

10X APS 30 µl 30 µl 30 µl 12,5 µl 

 

3.11.4. Western-Blot 

Die Durchführung basiert auf der erstmaligen Beschreibung dieser Methode von (Renart et al., 

1979).  

Der Western-Blot ist eine Methode, um Proteine die zuvor in der SDS-Page aufgetrennt 

wurden, elektrophoretisch auf eine Membran zu übertragen. In der vorliegenden Arbeit wurde 

eine PVDF-Membran (Roth) verwendet, welche eine hohe Bindungskapazität besitzt. 

Hierdurch können die aufgetrennten Proteine später für weitere Untersuchungen genutzt 

werden. Für den Transfer der Proteine auf die Membran wurde ein spezielles Semi-Dry-Blot 

System genutzt. Es wurden dazu sechs Lagen Whatman 3 MM-Papier und eine PVDF-

Membran (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) auf die Maße des SDS-Gels zugeschnitten. 

Auf die Anode der Blotkammer wurden anschließend sechs Lagen in Anodenpuffer getränktes 

Whatman 3 MM-Papier (VWR, #732-0591) aufgelegt. Dabei waren jeweils 3 Whatman 3 MM-

Papiere in Anodenpuffer 1 (0,3 M Tris-Base, 20 % Methanol, pH 10,4) und 3 Whatman 3 MM-

Papiere in Anodenpuffer II (25 mM Tris-Base, 20 % Methanol, pH 10,4) getränkt. Danach folgte 

die PVDF-Membran, welche zuvor für 1 min in Methanol aktiviert und anschließend in 
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Transferpuffer gewaschen wurden. Das SDS-Gel wurde aus der Gelapparatur entnommen 

und ebenfalls für 1 min in Transferpuffer geschwenkt und danach auf die Membran aufgelegt. 

Nachfolgend wurden drei weitere Lagen Whatman 3 MM-Papier in Kathodenpuffer III (25 mM 

Tris-Base, 20 % Methanol, pH 9,4; 40 mM Aminokapronsäure) getränkt aufgelegt. Beim 

Auflegen der Schichten wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen entstehen, die den 

Transfer der Proteine behindern könnten. Anschließend wurde die Kathode aufgelegt und bei 

54 mA pro 9 cm2 für 70 min (Bio-Rad Power Supply) wurden die Proteine auf die Membran 

transferiert. Der Transfer der Proteine wurde anschließend mittels Ponceau-S-Färbung (0,2 % 

(w/v) Ponceau-S; 3 % Trichloressigsäure (w/v) in ddH2O) überprüft. Dafür wurde die Membran 

in die Ponceau-S-Lösung gegeben und kurz geschwenkt. Danach wurde die Membran direkt 

mit H20 gewaschen, um die Proteinbanden voneinander zu differenzieren. 

 

3.11.5. Immunodetektion 

Zum Nachweis spezifischer Proteine wurde die PVDF-Membran mit den jeweiligen Antiköpern 

behandelt. Dazu wurde die Membran für 10 min mit TBS-T gewaschen und anschließend bei 

RT für 1 Stunde mit 5 % BSA in TBS-T geblockt. Dadurch wurden freie Bindungsstellen der 

Membran gesättigt und unspezifische Bindungen der Antikörper konnten vermieden werden. 

Der primären Antikörper wurde danach über Nacht bei 4°C unter ständigem schütteln inkubiert. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Primärantiköper und deren Verdünnung sind in Tabelle 1 

aufgelistet. Die Verdünnung der Antikörper geschah in 5 % BSA in TBS-T. Anschließend 

folgten erneut drei Waschschritte mit TBS-T für jeweils 10 min. Die sekundären Antikörper 

(Antikörper 1:5000 verdünnt in 5 % in TBS-T, Tabelle 2) wurden für 1 Stunde bei RT inkubiert. 

An den verwendeten sekundären Antikörpern war eine Peroxidase gekoppelt, welche eine 

Oxidation von Luminol mittels Wasserstoffperoxid katalysierte. Durch die Detektion der 

Chemilumineszenz konnte das Protein auf der Membran sichtbar gemacht werden. Danach 

wurde zweimal für 10 min mit TBS-T und einmal für 10 min mit TBS gewaschen. Zur Detektion 

des Signals wurde das ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, 

München) nach den Herstellerangaben verwendet. Die Chemilumineszenz wurde mit Hilfe 

eines Luminescence Image Analyser (LAS-4000 mini, Fujifilm #8692184) detektiert und 

visualisiert. Die anschließende Quantifizierung erfolgte mittels der Software „ImageJ“ des 

National Institute of Health (NIH) USA.  
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3.11.6.  Stripping von Western-Blot Membranen 

Um sicher zu stellen, dass eine gleichmäßige Beladung der Proteinproben vorlag, wurde nach 

der Detektion des phosphorylierten Proteins mit einem weiteren Antikörper die Gesamtmenge 

an Protein analysiert. Dazu mussten zunächst die zuvor gebundenen Antikörper entfernt 

werden. Die Membran wurde nach der Detektion einmal für 5 min mit TBS-T gewaschen und 

danach in 50 ml des Stripping-Puffer (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 2 % (m/V) SDS; 0,1 % β-

Mercaptoethanol) überführt und für 30 min bei 60°C inkubiert. Danach wurde die Membran 

dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen, um alle Reste des Stripping-Puffers zu entfernen. 

Nachfolgend wurde die Membran erneut für 1 Stunde in Blocking-Puffer inkubiert und für die 

weitere Immunodetektion, wie zuvor beschrieben in Abschnitt 3.11.5, verwendet. 

 

3.12. Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm Excel von Microsoft sowie die GraphPad 

Prism 6 Software genutzt. Die dargestellten Ergebnisse wurden als Mittelwert± SEM (engl. 

standard error of mean) angegeben. Wurden wiederholte Messreihen durchgeführt (z.B. 

Echokardiographische Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten), erfolgte die 

Signifikanzanalyse über eine zweifaktorielle ANOVA gefolgt von einem Tukey post-hoc Test. 

Wurden mehr als drei Gruppen miteinander analysiert, wurde die einfaktorielle ANOVA gefolgt 

von einem Tukey post-hoc Test angewendet. Bei dem Vergleich von zwei Gruppen 

miteinander wurde ein Students T-Test angewendet. Die Signifikanzen wurden in folgende 

Kategorien eingeteilt * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.
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4. Ergebnisse 

4.1. Der Einfluss des Fto-Verlustes auf die Myokardinfarktgröße  

4.1.1. Untersuchung der Herzfunktion Fto-/--Tieren nach kardialer Ischämie 

Erste Analysen unserer Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass Fto-/--Tiere eine verbesserte 

Herzfunktion nach kardialer Ischämie mit Reperfusion aufwiesen (Simone Gorressen, Ulrich 

Rüther, unpublizierte Daten). In der vorliegenden Arbeit soll im genaueren die Auswirkungen 

des Fto-Verlustes auf eine Ischämie/Reperfusions-Schaden untersucht werden.  

Die Untersuchung der Herzfunktion erfolgte mittels Echokardiographie, über einen Zeitraum 

von drei Wochen. Zur genaueren Analyse und weiteren Unterstützung der zuvor erhobenen 

Daten wurde die n-Zahl der Tiere erhöht sowie weitere Parameter untersucht. In Abbildung 8 

sind die Analysen des enddiastolischen Volumens (EDV), des endsystolischen Volumens 

(ESV), der Ejektionsfraktion (EF) und des „fractional shortening“ (FS) dargestellt. Der erste 

untersuchte Parameter war das EDV, dies ist das maximale Blutvolumen, das am Ende der 

Diastole im Ventrikel vorliegen kann. Die Diastole ist hierbei die Füllungssphase des Herzens, 

bei der sich der Ventrikel ausdehnt. Für das EDV wurde bereits in der Untersuchung vor 

Myokardinfarkt (baseline; BL) ein signifikant geringeres Volumen in den Fto-/--Tieren 

gemessen. Dies war jedoch auf die Größe der Fto-defizienten Mäuse zurückzuführen. Im 

Vergleich zu wildtypischen Mäusen war diese geringer und somit war auch die Größe des 

Herzens reduziert. Über den Verlauf von 24 h, 1 Woche und 3 Wochen wurde dieser 

Unterschied in den Fto-/--Tieren im Vergleich zu den Fto+/+-Tieren deutlich größer. Besonders 

drei Wochen nach kardialer Ischämie kam es zu einer klaren Erhöhung des EDV von 25 % in 

den Fto+/+-Tieren im Vergleich zum BL-Wert. In den Fto-/--Tieren hingegen konnte nur eine 

geringe Zunahme von 15 % gemessen werden (Abbildung 8 A). Das ESV hingegen ist das 

Blutvolumen, das am Ende der Systole, somit nach Kontraktion des Herzens im Ventrikel 

vorliegt. Dieses war in den Fto-/--Mäusen nach kardialer Ischämie kaum erhöht im Vergleich 

zu den Fto+/+-Mäusen, wo ein sehr deutlicher Anstieg zu beobachten war. Drei Wochen nach 

kardialer Ischämie war das ESV in den Fto-/--Tieren, verglichen zu den Fto+/+ Tieren, um 57 % 

weniger erhöht (35,7 µl ± 4,9 µl zu 61,8 µl ± 6,2 µl) (Abbildung 8 B). Die nachfolgende EF 

berechnet sich aus dem EDV und dem ESV. Sie bezeichnet das Blutvolumen in Prozent, 

welches nach Kontraktion des Herzens ausgeworfen wird, bezogen auf das Gesamtvolumen. 

Dieses war in den Fto-/--Mäusen nach einer und 3 Wochen um 148 % und 133 % höher als in 

den Fto+/+-Mäusen (49,4  ± 2,1 % versus 33,3 ± 3 % und 46,8 ± 3,3 % versus 35,1 ± 2,7 %) 
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(Abbildung 8 C). Als letzter Parameter wurde das FS untersucht. Es beschreibt die Verkürzung 

des Ventrikels während der Kontraktion des Herzens. Dies ist ein relativer Wert der in Prozent 

angegeben wird und sich aus dem systolischen und diastolischen Diameter der linken 

Herzkammer berechnet. In den wildtypischen Mäusen kam es 24 Stunden nach Induktion der 

Ischämie zu einem deutlichen Abfall des FS, welcher nach 1 und 3 Wochen noch stärker 

wurde. In den Fto-/--Mäusen konnte hingegen nach Induktion der Ischämie keine Abnahme des 

FS beobachtet werden. Drei Wochen nach der Ischämie wiesen die Fto-/--Tiere ein um 375 % 

besseres FS als die Fto+/+-Tiere auf (19,81 ± 3,4 % versus 5,21 ± 1,7 %) (Abbildung 8 D). 

Zusammenfassend zeigten diese Analysen, dass die Fto-/--Tiere eine deutlich bessere 

Herzfunktion nach kardialer Ischämie aufwiesen als die Fto+/+-Tiere. Zudem deutete der 

geringere Anstieg des EDV und ESV in den Fto-/--Mäusen darauf hin, dass eine geringere 

Dilatation des linken Ventrikels erfolgte. Demzufolge scheint Fto einen bedeutenden Einfluss 

auf den Verlauf eines Ischämie-/Reperfusionsschadens zu nehmen. In der weiterführenden 

Arbeit soll nun im genaueren der Einfluss des Fto-Verlustes auf den Myokardinfarkt untersucht 

werden. 

 

 

 

Abbildung 8. Echokardiographische Untersuchung von Fto-/-- und Fto+/+-Mäusen zum Zeitpunkt 
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vor I/R (Baseline; BL) und 24 h, 1 und 3 Wochen nach kardialer Ischämie-Induktion. Untersucht 

wurde das enddiastolische Volumen (A), das endsystolische Volumen (B), die Ejektionsfraktion (C) 

und das „fractional shortening“ (D). Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM. n= 9 für beide Gruppen. 

Die statistische Analyse wurde mittels zweifaktorieller ANOVA und anschließenden Tukey‘s post 

hoc Test durchgeführt. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 

 

4.1.2. Analyse des Myokardinfarkts 24 Stunden nach einer Ischämie/Reperfusion 

Aufgrund der signifikant besseren Herzfunktion der Fto-/--Tiere, wurde nachfolgend die 

Infarktgröße 24 Stunden nach Ischämie mittels TTC-/Evans Blue-Färbung analysiert 

(Abschnitt 3.10.1). Als Kontrolle wurden wie zuvor Fto+/+-Tiere verwendet. Die murinen Herzen 

wurden nach 24 Stunden Reperfusion entnommen und das Risikogebiet (area at risk; AAR) 

durch Evans Blue-Färbung sichtbar gemacht. Durch die erneute Okklusion der LAD wurde das 

ischämische Gebiet (AAR) nicht blau eingefärbt (Abbildung 9 A). In den Fto+/+- sowie den Fto-

/--Herzen wurde eine gleich große AAR im Verhältnis zum linken Ventrikel (LV), gemessen 

(Abbildung 9 B). Daher ist eine veränderte Infarktgröße nicht auf einen Unterschied in dem 

Risikogebiet zurückzuführen, sondern auf den Einfluss des Fto-Verlustes. Die Infarktgröße 

wurde im nächsten Schritt durch die TTC-Färbung sichtbar gemacht. Bei den weißen 

Bereichen handelte es sich um totes Gewebe, welches im gesamten das Infarktgebiet 

umfasste. Die rot eingefärbten Bereiche stellten das lebende Gewebe dar, welches durch die 

TTC-Lösung angefärbt wurde. Beim Vergleich der Fto-/--Herzen mit den Fto+/+-Herzen zeigte 

sich, dass die Fto-/--Herzen einen kleineren Infarkt bezogen auf das Risikogebiet aufwiesen 

(62.36 Infarkt/AAR ± 2.942 % versus 42.61 ± 5.507 % Infarkt/AAR, Abbildung 9 C). Da das 

Risikogebiet, wie oben beschrieben, bei beiden Genotypen im Verhältnis zum linken Ventrikel 

gleich war, zeigt dieses Ergebnis, dass der Verlust von Fto in der akuten Phase zu einem 

signifikant reduzierten Gewebeschaden führte.  

 

 

Abbildung 9. Fto-/--Herzen wiesen im Vergleich zu Fto+/+-Herzen eine verringerte Infarktgröße 24 
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Stunden nach der Ischämie/Reperfusion auf. (A) Repräsentative Darstellung der TTC-Färbung 24 

Stunden nach einer Ischämie. (B) Quantifizierung der AAR (area at risk) im Verhältnis zum LV 

(linken Ventrikel). (C) Quantifizierung der Infarktgröße im Verhältnis zur AAR. Dargestellt ist der 

Mittelwert ± SEM, Fto+/+ n= 11; Fto-/- n= 9 Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. 

 

4.1.3. Untersuchung der Apoptose 24 Stunden nach kardialer Ischämie 

Da ein reduzierter Gewebeschaden möglicherweise auf eine Reduktion der Apoptose 

zurückzuführen ist, wurde eine TUNEL-Färbung 24 Stunden nach der kardialen Ischämie 

durchgeführt (Abschnitt 3.10.6). Hierbei werden spezifisch Zellkerne von apoptotischen Zellen 

angefärbt (Abbildung 10 A). Mittels eines 𝛼–Aktinin Antikörpers wurden zusätzlich die 

Kardiomyozyten gefärbt. Bei der Quantifizierung der Fto-/--Herzen, im Vergleich zu den Fto+/+-

Kontrollherzen wurde deutlich, dass signifikant weniger TUNEL-positive Zellen vorlagen 

(Abbildung 10 B). Zusätzlich wurde eine Western-Blot-Analyse unter Verwendung eines 

cleaved Caspase 3 Antikörpers durchgeführt. Gehen Zellen in die Apoptose über, kommt es 

zur proteolytischen Spaltung der Caspase 3. Für die Western-Blot-Analyse wurde 

Myokardgewebe aus dem ischämischen Bereich, unterhalb der LAD Ligatur, verwendet. Als 

Ladekontrolle wurde Aktin genutzt. In den Fto-/--Tieren wurde im Vergleich zu den Fto+/+-Tieren 

eine signifikant schwächere Bande für die cleaved Caspase 3 detektiert (Abbildung 10 C). Bei 

Betrachtung des Verhältnisses von cleaved Caspase 3 zu Caspase 3 zeigte sich, dass dieses 

in den Fto-/--Herzen signifikant geringer war, als in den Fto+/+-Herzen (Abbildung 10 D). Sowohl 

die TUNEL-Färbung, als auch die Western-Blot-Analyse der Caspase 3-Aktivierung, wiesen 

auf eine reduzierte Apoptose in den Fto-/--Herzen hin.  
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Abbildung 10. Fto-/--Herzen wiesen eine reduzierte Apoptose im Vergleich zu Fto+/+-Herzen auf. 

(A) Repräsentative Abbildungen der TUNEL-Färbung. Die Kardiomyozyten wurden mit einem α-

Aktinin Antikörper gefärbt. (B) Quantifizierung der TUNEL-positiven Zellen. In Fto-/--Herzen waren 

deutlich weniger TUNEL-positive Zellen zu detektieren als in Fto+/+-Herzen. n=5 (C) Western-Blot-

Analyse von Proteinlysaten aus dem infarzierten Bereich des LV 24 h nach kardialer Ischämie von 

Fto+/+- und Fto-/--Herzen. Repräsentative Abbildungen der Ladekontrolle Aktin, sowie der Caspase 

3 und dessen gespaltener Form, der cleaved Caspase 3. (D) Quantitative Auswertung des cleaved 

Caspase 3/Caspase 3 Verhältnisses. Die Normalisierung erfolgte zu der Fto+/+-Kontrolle und wurde 

in Prozent (%) dargestellt. In den Gewebeproben der Fto-/--Herzen lag signifikant weniger cleaved-

Caspase 3 vor als in den Fto+/+-Herzen. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, n=6. Die statistische 

Analyse erfolgte mittels t-Test. 
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4.1.4. Untersuchung der Infarktnarbe von Fto+/+- und Fto-/--Herzen drei Wochen nach 
kardialer Ischämie 

Nach der zuvor beobachteten Reduktion der Apoptose und der Infarktgröße in Fto-/--Tieren in 

der akuten Phase, wurde nachfolgend in der chronischen Phase die Infarktnarbe drei Wochen 

nach Ischämie untersucht. Zudem wurde die Herzstruktur näher analysiert, um weiter 

Informationen zum kardialen Remodeling zu erhalten. Dazu wurde eine Gömöri-Trichrom-

Färbung durchgeführt (Abschnitt 3.10.5), um vor allem extrazelluläre Matrix-Bestandteile, wie 

beispielsweis Kollagen anzufärben (Abbildung 11 A). Zunächst wurde die Infarktgröße relativ 

zum LV bestimmt. Hierbei wurde deutlich, dass in den Fto-/--Tieren eine deutlich kleinere 

Infarktnarbe/LV im Vergleich zu den Fto+/+ Tieren vorlag (Abbildung 11 B). Nachfolgend wurde 

die Wanddicke des linken Ventrikels im Infarktbereich analysiert. Dabei zeigte sich, dass die 

Fto-/--Herzen in den Ebenen 3 bis 10 eine deutlich dickere Ventrikelwand besaßen als die 

Fto+/+-Herzen der Kontrolltiere (Abbildung 11 C). In den nächsten beiden Analysen wurde der 

Narbenbereich um das 400-fache vergrößert, um die Gewebestruktur zu untersuchen. 

Betrachtet wurden die Fibrose sowie die Anzahl an Kardiomyozyten im Narbengewebe. Die 

Fibrose beschreibt die Vermehrung von Bindegewebsfasern welches zu einer 

Gewebeverhärtung des LV führt. Hierdurch sowie dem Verlust von Kardiomyozyten wird die 

Kontraktionsfähigkeit des LV stark beeinträchtigt (Prabhu and Frangogiannis, 2016). In den 

Fto-/--Herzen war eine geringere Fibrose messbar als in den Fto+/+-Herzen (Abbildung 11 D 

und E). Dies zeigte sich dadurch, dass der blau gefärbte extrazelluläre Matrix-Anteil in den 

Fto+/+-Kontrolltieren deutlich höher war als in den Fto-/--Tieren. Zudem konnte eine höhere 

Anzahl an Kardiomyozyten im Narbengewebe nachgewiesen werden (Abbildung 11 D und F). 

Demzufolge scheint es in den Fto-/--Tieren zu einer geringeren Ausdünnung der linken 

Ventrikelwand während des Remodelings zu kommen. Die erhöhte Anzahl der 

Kardiomyozyten kann zusätzlich zum Erhalt der Kontraktionsfähigkeit beitragen. 
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Abbildung 11. Fto-/--Tiere wiesen eine kleinere Infarktnarbe und höhe Wanddicke auf. Darüber 

hinaus zeigten die Fto-/- Tiere in der Narbenregion weniger Fibrose sowie eine erhöhte Anzahl an 

Kardiomyozyten. (A) Repräsentative Bilder der Gömöri-Trichrom-Färbung 3 Wochen nach 

kardialer Ischämie. (B) Quantifizierung der Infarktnarbengröße in Prozent zur Größe des LV. (C) 

Quantifizierung der Wanddicke des LV in µm. (D) 400-fache Vergrößerung der Gömöri-Trichrom-

Färbung. Der Maßstab entspricht 50 µm. (E) Quantifizierung der Fibrose in der Infarktnarbe. (F) 

Quantifizierung der Kardiomyozyten-Anzahl in der Infarktnarbe. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

SEM, n=9. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. 

 

4.2. Der Einfluss des Fto-Verlustes auf die mRNA-Expression 

4.2.1. Die Expression von pro-inflammatorischen Markern in Fto+/+- und Fto-/--Herzen 24 
Stunden nach kardialer Ischämie 

Die inflammatorische Antwort und die Zytokinexpression sind wichtige Prozesse zur Heilung 

eines Myokardinfarktes. Zytokine und Chemokine werden kurz nach Auftreten des 

Gewebeschadens sekretiert und können an der Apoptose oder dem Überleben von 

Kardiomyozyten beteiligt sein (de Haan et al., 2013; Prabhu and Frangogiannis, 2016). Daher 

wurde eine Expressionsanalyse verschiedener Zytokine und Chemokine nach 24 stündiger 

Reperfusion durchgeführt (Abschnitte 3.9.2, 3.9.6 und 3.9.7.) Untersucht wurde der 

ischämische sowie nicht ischämische Bereich von Sham- und I/R-operierten Herzen von 

Fto+/+- und Fto-/--Mäusen. Bei den Sham Kontrol-Tieren wurde wie in Abschnitt 3.8.4.1 die 
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zu den Fto+/+ Sham-Kontrollen und in Prozent angegeben. Analysiert wurden die Gene Il-1α, 

Il-6, Mcp1, Tnf-α, Tgf-β und Mmp9. Bei allen untersuchten Genen lag eine erhöhte Expression 

in den infarzierten Herzen, im ischämischen, als auch in dem nicht ischämischen Bereich vor 

(Abbildung 12). Allerdings lag in den Sham-operierten Herzen der Fto-/--Tiere verglichen zu 

den Sham Fto+/+-Kontrollen bereits eine erhöhte Expression der Gene Il-1α, Il-6 und Tnf-α vor 

(Abbildung 12 A, B und D). Bei Mmp9 konnte hingegen in den Fto-/--Herzen eine deutliche 

Reduktion in der Expression sowohl in der Sham-Gruppe, als auch in der I/R-Gruppe 

beobachtet werden (Abbildung 12 F). Nach kardialer Ischämie konnte eine signifikante 

Reduktion in der Expression von Mcp1 und Tgf-β im ischämischen Bereich von Fto-/--Herzen 

gemessen werden (Abbildung 12 C, E und F). Auch für Il-1α konnte eine verminderte 

Expression in Fto-/--Herzen beobachtet werden (Abbildung 12 A). Für die Expression von Il-6 

und Tnf-α konnte hingegen kein Unterschied zwischen Fto-/-- und Fto+/+-Herzen gemessen 

werden (Abbildung 12 B und D). Zusätzlich wurde die Expression im nicht ischämischen 

Bereich, dass heißt oberhalb der LAD Ligatur, des LV analysiert. Hier wurde eine signifikante 

Reduktion in der Expression von Il-6 und Mcp1 in den Fto-/--Herzen detektiert (Abbildung 12 B 

und C). Für die anderen Zielgene Il-1α, Tnf-α, Tgf-β und Mmp9 konnte im nicht ischämischen 

Bereich kein Expressions-Unterschied in den Fto-/--Herzen, verglichen zu den Fto+/+-Herzen, 

beobachtet werden. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in den Fto-/--Herzen insgesamt 

eine verringerte Expression von Mcp1, Tgf-β und Mmp9 vorlag. 
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Abbildung 12. Expressionsanalyse pro-inflammatorischer Marker im ischämischen und nicht 

ischämischen Bereich. Mittels qRT-PCR wurden die Gene Il-1α, Il-6, Mcp1, Tnf-α, Tgf-β und Mmp9 

untersucht. Als Kontrolle dienten Sham operierte Herzen in denen keine Ischämie induziert wurde. 

Analysiert wurde der ischämische Bereich (Gewebe des LV unterhalb der LAD Ligatur) sowie der 

nicht ischämische Bereich (Gewebe des LV oberhalb der LAD Ligatur). Das Herzgewebe wurde 

24 Stunden nach Myokardinfarkt entnommen und die RNA isoliert. Die Expression wurde in Bezug 

zu den Fto+/+ Sham-Kontrollen in Prozent angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Fto+/+ 

n=6; Fto-/- n=7. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA mit anschließendem 

Tukey’s post-hoc Test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001 

 

4.2.2. Mikroarray-Analyse Fto+/+- und Fto-/--Herzen 24 Stunden nach kardialer I/R 

Es ist bekannt, dass 30 % aller mRNAs eine potentielle m6Am-Methylierungsstelle in 

Verbindung mit einem N7-Methylguanin (m7G, Cap-Struktur) am 5’-Ende der RNA aufweisen 
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(Mauer et al., 2017). Wird diese spezifische Methylierungsstelle von Fto-demethyliert, wird die 

mRNA destabilisiert und abgebaut. Demzufolge kann der Verlust von Fto bis zu 30 % der 

gesamten mRNA-Expression beeinflussen und hierdurch zu weiteren indirekten 

Expressionsveränderungen anderer Gene führen (Mauer et al., 2017). Dies kann letztendlich 

die Proteintranslation beeinflussen und folglich zu Abweichungen in der Signalwegs-

Aktivierung führen. Daher wurde im Weiteren eine Mikroarray-Analyse durchgeführt, deren 

Daten nachfolgend zur Signalwegs-Analyse genutzt wurden. Dazu wurde die gesamte RNA 

aus dem infarzierten LV von Sham- sowie I/R-operierten Tieren isoliert (Abschnitte 3.9.2). 

Anschließend folgte die Qualitätskontrolle der RNA und die Durchführung des Mikroarrays 

(Abschnitt 3.9.8). Dabei wurden nur RNA-Proben mit einem RIN Faktor von mindestens 9 

verwendet. In der statistischen Auswertung wurden insgesamt vier Vergleiche durchgeführt 

(Fto+/+ Sham vs. Fto-/- Sham; Fto+/+ I/R vs. Fto-/- I/R und Fto+/+ Sham vs. Fto+/+ I/R; Fto-/- Sham 

vs. Fto-/- I/R) (Abschnitt 3.9.8.1). Aus den hieraus erhaltenen Datensätzen wurde anschließend 

eine Signalwegs-Analyse durchgeführt (Abschnitt 3.9.8.2). Die Ergebnisse dieser Analyse 

wurden in Abbildung 13 bis 16 aufgeführt. Aufgelistet wurden die Signalwege nach ihren 

berechneten p-Werten, angefangen mit dem höchsten p-Wert. In dem zugehörigen 

Balkendiagramm wurde der Anteil der betroffenen Gene in Prozent dargestellt. Durch farbliche 

Markierung wurde zusätzlich angegeben, wie viele Gene hoch- bzw. runterreguliert sind. Beim 

basalen Vergleich von Fto+/+ Sham- mit Fto-/- Sham-Herzen konnten erste Signalwege 

identifiziert werden, welche eine Fto-abhängige veränderte Aktivität aufwiesen (Abbildung 13).  

In den weiteren Vergleichen zwischen Fto+/+ Sham vs. Fto+/+ I/R und Fto-/- Sham vs. Fto-/- I/R 

wurde deutlich, dass es 24 Stunden nach einem I/R-Schaden zu einer Hochregulation vieler 

Gene kam. Dies deutete auf eine Aktivitätsänderung in den aufgelisteten Signalwegen hin 

(Abbildung 14 und Abbildung 15). Dabei war auffällig, dass in beiden Gruppen ähnliche 

Signalwege betroffen waren, allerdings mit unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten. Der 

deutlichste Unterschied lag bei den Signalwegen „elF2 Signaling“, „Regulation of elF4 and 

p70S6K Signaling“ und „mTOR Signaling“ vor. Bei der Analyse der Fto+/+-Herzen (Fto+/+ Sham 

vs. Fto+/+ I/R) waren die Signalwege „elF2 Signaling“ und „Regulation of elF4 and p70S6K 

Signaling“ am signifikantesten verändert (Abbildung 14). In der Analyse des Datensatzes der 

Fto-/--Herzen (Fto-/- Sham vs. Fto-/- I/R) hingegen schienen diese Signalwege unterschiedlich 

stark verändert zu sein, verglichen zu der Fto+/+-Gruppe und ordneten sich erst an Position 9 

und 20 ein (Abbildung 15). Der mTOR-Signalweg wurde in der Fto+/+-Gruppe an Position 5 

gelistet ist, nahm aber in der Fto-/--Gruppe nur Position 10 ein.  
Im letzten Vergleich zwischen Fto+/+- und Fto-/--Tieren nach I/R wurden ebenfalls die zuvor 

auffälligen Signalwege genannt. Besonders bei der Betrachtung der Signalwege „elF2 

Signaling“ und „Regulation of elF4 and p70S6K Signaling“ war der überwiegende Anteil der 
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Gene runterreguliert (Abbildung 16). Diese Signalwege sind vor allem an der Proteinsynthese 

und deren Regulation beteiligt. Auch im mTOR-Signalweg wurde ein geringerer Anteil an 

runterregulierten Genen berechnet. Die Proteinsynthese und die Regulation des Signalwegs 

„Regulation of elF4 and p70S6K Signaling“ erfolgt über den mTOR-Signalweg. Zudem ist es 

bekannt, dass der mTOR-Signalweg einen entscheidenden Einfluss auf den Verlauf eines 

Myokardinfarkts haben kann. Daher wurde in den nachfolgenden Analysen die Aktivität des 

mTOR-Signalwegs auf Proteinebene genauer untersucht.  
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Abbildung 13. Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den höchsten 

Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von Sham-operierter Fto-/--Herzen verglichen mit Fto+/+-

Herzen. Die RNA wurde 24 Stunden nach Sham-Operation aus dem LV unterhalb der Ligatur-

Schlaufe isoliert und für die Mikroarray-Analyse genutzt. Die nachfolgende Signalwegs-Analyse 

erfolgte mittels der IPA Software von Qiagen. Dargestellt wurden die berechneten veränderten 

Signalwege, sortiert nach ihren p-Werten. Die Zahlen rechts neben dem Balkendiagramm geben 

die gesamte Anzahl aller Gene an, welche zu dem angegebenen Signalweg gehören. Im 

Balkendiagramm wurde der Anteil an Genen in Prozent dargestellt, welche in ihrer Expression 
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abwichen. 

 

Abbildung 14. Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den höchsten 

Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von Sham-operierter Fto+/+-Herzen verglichen mit I/R-

operierte Fto+/+-Herzen. Die RNA wurde 24 Stunden nach Sham-Operation bzw. nach Induktion 

der Ischämie aus dem LV unterhalb der Ligatur-Schlaufe isoliert und für die Mikroarray-Analyse 

genutzt. Die nachfolgende Signalwegs-Analyse erfolgte mittels der IPA Software von Qiagen. 

Dargestellt wurden die berechneten veränderten Signalwege, sortiert nach ihren p-Werten. Die 
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Zahlen rechts neben dem Balkendiagramm geben die gesamte Zahl aller Gene an, welche zu dem 

angegebenen Signalweg gehören. Im Balkendiagramm wurde der Anteil an Genen in Prozent 

dargestellt, welche in der Expression abweichen. Der rote Kasten markiert jene Signalwege, die 

beim Vergleich von Fto+/+- und Fto-/--Herzen vor und nach I/R, die größten Unterschiede in den 

Wahrscheinlichkeiten aufwiesen. 

 

 

Abbildung 15. Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den höchsten 

Fto-/- Sham vs. Fto-/- I/R
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Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von Sham-operierter Fto-/--Herzen verglichen mit I/R-

operierte Fo-/--Herzen. Die RNA wurde 24 Stunden nach Sham-Operation bzw. nach Induktion der 

Ischämie aus dem LV unterhalb der Ligatur-Schlaufe isoliert und für die Mikroarray-Analyse 

genutzt. Die nachfolgende Signalwegs-Analyse erfolgte mittels der IPA Software von Qiagen. 

Dargestellt wurden die berechneten veränderten Signalwege, sortiert nach ihren p-Werten. Die 

Zahlen rechts neben dem Balkendiagramm geben die gesamte Zahl aller Gene an, welche zu dem 

angegebenen Signalweg gehören. Im Balkendiagramm wurde der Anteil an Genen in Prozent 

dargestellt, welche in der Expression abweichen. Der rote Kasten markiert jene Signalwege, die 

beim Vergleich von Fto+/+- und Fto-/--Herzen vor und nach I/R, die größten Unterschiede in den 

Wahrscheinlichkeiten aufwisen. 
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Abbildung 16. Graphische Darstellung der ersten 20 veränderten Signalwege, mit den höchsten 

Wahrscheinlichkeiten für Änderungen von I/R-operierter Fto+/+-Herzen verglichen mit I/R-operierte 

Fto-/--Herzen. Die RNA wurde 24 Stunden nach Sham-Operation bzw. nach Induktion der Ischämie 

aus dem LV unterhalb der Ligatur-Schlaufe isoliert und für die Mikroarray-Analyse genutzt. Die 

nachfolgende Signalwegs-Analyse erfolgte mittels der IPA Software von Qiagen. Dargestellt 

wurden die berechneten veränderten Signalwege, sortiert nach ihren p-Werte. Die Zahlen rechts 

neben dem Balkendiagramm geben die gesamte Zahl aller Gene an, welche zu dem angegebenen 

Fto+/+ I/R vs. Fto-/- I/R
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Signalweg gehören. Im Balkendiagramm wurde der Anteil an Genen in Prozent dargestellt, welche 

in der Expression abweichen. Der rote Kasten markiert jene Signalwege, die beim Vergleich von 

Fto+/+- und Fto-/--Herzen vor und nach I/R, die größten Unterschiede in den Wahrscheinlichkeiten 

aufwiesen. 

 

4.3. Der Fto-Verlustes führt zu Veränderungen im mTOR-Signalweg 

4.3.1. Fto-defiziente Tiere wiesen eine reduzierte mTORC1-Aktivität auf 

Für die genauere Untersuchung der Ergebnisse aus der Mikroarray-gestützten Signalwegs-

Analyse, wurde zunächst auf Proteinebene die Aktivität des mTORC1- und mTORC2-

Komplexes analysiert. Hierzu wurde der Phosphorylierungs-Status der Zielproteine mittels 

Western-Blot-Analyse quantifiziert (Abschnitt 3.11.3, 3.11.4, 3.11.5). Dazu wurden 

Proteinlysate aus dem infarzierten Bereich des LV 24 Stunden nach Myokardinfarkt 

verwendet. Als Kontrolle dienten wie zuvor die Sham-operierten Herzen, in denen keine 

Ischämie induziert wurde. Der mTORC2-Komplex ist für die Aktivierung von AKT 

(serine/threonine-protein kinase) über Phosphorylierung des Ser 473 verantwortlich 

(Sarbassov et al., 2005; Saxton and Sabatini, 2017). Bereits in Sham-operierten Fto-/--Herzen 

konnte ein signifikant erhöhtes Phosphorylierungs-Verhältnis von phospho-(Ser473)-AKT/AKT 

im Vergleich zur Fto+/+-Kontrolle gemessen werden. 24 Stunden nach kardialer Ischämie kam 

es zu einem Anstieg des phospho-AKT-Anteils in den Fto+/+-Herzen. In den Fto-/--Herzen 

konnte hingegen keine erhöhte Menge an phosphoryliertem AKT beobachtet werden 

(Abbildung 17 A). Insofern kann davon ausgegangen werden, dass es zu keiner 

Beeinträchtigung des mTORC2-Signalweges kam. Stattdessen schien eine erhöhte Aktivität 

vorzuliegen. Der mTORC1-Komplex reguliert unter anderem die Proteinsynthese und aktiviert 

den elF4 und p70S6 Kinase 1 Signalweg (Nojima et al., 2003; Saxton and Sabatini, 2017). Ein 

nachfolgendes Target der p70S6 Kinase 1 ist das ribosomale Protein S6 (rib-S6). Dessen 

Aktivierung wurde über einen Antikörper analysiert, der spezifisch die Phosphorylierung am 

Ser235/236 des ribosomalen S6-Proteins detektiert. In den Sham-operierten Fto-/--Herzen 

konnte eine signifikant verringerte Phosphorylierungs-Verhältnis nachgewiesen werden. Nach 

I/R kam es in Fto+/+- als auch in Fto-/--Herzen zu einer Zunahme des phospho-rib-S6/rib-S6 

Verhältnisses. Allerdings war das Verhältnis von phospho-rib-S6/rib-S6 in den Fto-/--Herzen 

geringer, als in den Fto+/+-Herzen (Abbildung 17 B). Diese Beobachtungen zeigen, dass es in 

den Fto-/--Herzen bereits basal zu einer verminderten mTORC1-Signalwegsaktivierung kam, 

im Vergleich zu Fto+/+-Herzen. mTOR selbst besitzt ebenfalls mehrere Phosphorylierungs-

Stellen, über die verschiedene Signalwege aktiviert werden können. Die Phosphorylierung am 

Ser2448 ist spezifisch für die mTORC1-Komplex-Aktivierung. In der Western-Blot-Analyse 
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wurde hingegen kein Unterschied in dem phospho-(Ser2448)-mTOR/mTOR Verhältnis von 

Fto+/+ zu Fto-/-Sham- als auch I/R-operierten Herzen beobachtet (Abbildung 17 C). Einerseits 

wäre aufgrund des reduzierten phospho-rib-S6/rib-S6 Verhältnisses eine verminderte mTOR-

Aktivierung zu erwarten gewesen. Andererseits sollte die erhöhte AKT-Aktivierung zu einer 

gesteigerten mTORC1-Aktivierung führen und somit indirekt auch eine erhöhte 

Phosphorylierung von mTOR am Ser2448 bewirken (Laplante and Sabatini, 2013; Saxton and 

Sabatini, 2017). Entgegen der Erwartungen wurde jedoch keine Änderung in der mTOR-

Phosphorylierung in Fto-/--Herzen beobachtet. Dies könnte darauf hindeuten, dass es zu einer 

Einschränkung des mTORC1-Signalweges erst nach mTOR-Phosphorylierung kam.  

 

 

Abbildung 17. In Fto-/--Herzen findet eine verminderte mTORC1-Signalwegs-Aktivierung statt. 

Dargestellt wurde das relative Phosphorylierungs-Verhältnis von AKT, dem ribosomalen S6 Protein 

und mTOR. Untersucht wurde das infarzierte Myokard 24 Stunden nach Ischämie, verglichen zu 

den Sham-Kontrollen. (A) Quantifizierung und repräsentative Western-Blots der AKT-

Phosphorylierung von Ser473. (B) Quantifizierung und repräsentative Western-Blots der 

Phosphorylierung des ribosomalen S6 Protein von Ser235/236. (C) Quantifizierung und 

repräsentative Western-Blots der mTOR-Phosphorylierung von Ser2488. Die Expression wurde zu 

den Fto+/+ Sham-Kontrolle normalisiert und in Prozent (%) angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert 

± SEM, Fto+/+ n=6 I/R; Fto-/- n=4 I/R; Fto+/+ n=8 I/R; Fto-/- n=7 I/R. Die statistische Analyse erfolgte 

mittels einfaktorieller ANOVA mit anschließendem Tukey’s post-hoc Test. * p<0.05 

 

A

p-mTOR

mTOR

+/+ –/– +/+ –/–

p-Rib-S6

Rib-S6

+/+ –/– +/+ –/–

p-AKT

AKT

+/+ –/– +/+ –/–

B C

0

50

100

150

200

250

Sham                 I/R

p-
A

K
T/

 A
K

T 
(%

) *

*

0

50

100

150

Sham                 I/R

p-
m

TO
R

/ m
TO

R
 (%

 )

Fto+/+

Fto-/-
*

*

0

50

100

150

200

250

Sham                 I/R                   

p-
R

ib
-S

6/
 R

ib
-S

6 
(%

)

*



 Ergebnisse 

 

           71   

4.3.2. Der Fto-Verlust führt zu einer verstärkten Proteinexpression von TSC2 und 
PRAS40 

Um die zuvor beschriebene Vermutung zu bestätigen, wurde als nächstes die Aktivierung der 

AKT-Zielproteine untersucht. Dazu zählen TSC2, welches von AKT am Ser939 phosphoryliert 

wird und PRAS40, das durch Phosphorylierung am Thr246 durch AKT inhibiert wird (Inoki et 

al., 2002; Manning et al., 2002; Vander Haar et al., 2007). Bei TSC2 handelt es sich um einen 

indirekten Inhibitor des mTORC1-Komplexes (Abschnitt 1.7 und Abbildung 5) (Inoki et al., 

2002). Bei der Betrachtung der TSC2-Expression in Sham-operierten Herzen konnte eine 

erhöhte Proteinexpression in Fto-/--Herzen gemessen werden. Beim Verhältnis von phospho-

TSC2/TSC2 lag hingegen zwischen den beiden Genotypen kein Unterschied vor. In den I/R-

operierten Herzen konnten keine Expressionsunterschiede sowie Veränderungen in den 

Phosphorylierungs-Verhältnissen der Fto+/+- und Fto-/--Tieren detektiert werden. Da keine 

Veränderung im phospho-TSC2/TSC2-Verhältnis bestand war davon auszugehen, dass keine 

verstärkte Inhibition des TCS-Komplexes auftritt und daher die mTOR-Phosphorylierung nicht 

eingeschränkt war (Abbildung 18 A). Das zweite Zielprotein von AKT ist PRAS40, dieses 

bindet an den mTORC1-Komplex und inhibiert dessen Signalweiterleitung. Durch AKT-

Phosphorylierung kommt es zu einer Dissoziation von PRAS40 vom mTORC1-Komplex, 

welches zu einer verstärkten Signalaktivierung des mTORC1-Komplexes führt (Abschnitt1.7) 

(Sancak et al., 2007; Wang et al., 2007). In Sham- als auch in I/R-operierten Fto-/--Herzen 

wurde signifikant mehr PRAS40-Protein detektiert, verglichen zu Fto+/+-Herzen. Bei der 

Analyse des Phosphorylierungs-Verhältnisses wurde in den Fto-/--Herzen in der Sham-

Kontrolle, sowie in den I/R-Herzen signifikant weniger p-PRAS40/PRAS40 gemessen 

(Abbildung 18 B). Die erhöhte PRAS40-Menge könnte die verstärkte Aktivierung von AKT 

möglicherweise kompensieren. Das vermehrte Vorliegen von PRAS40 könnte daher den 

mTORC1-Komplex weiter inhibieren und die Aktvierung der Zielproteine (ribosomales S6 

Protein; Abbildung 18 B) vermindern. 
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Abbildung 18. In Fto-/--Herzen wurde eine verstärkte Expression von TSC2 und PRAS40 

gemessen. Analysiert wurde die Proteinexpression, sowie das relative Phosphorylierungs-

Verhältnis von TSC2 und PRAS40. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet. (A) Quantifizierung 

und ein repräsentativer Western-Blot der TSC2-Expression sowie dessen Phosphorylierung am 

Ser939. (B) Quantifizierung und ein repräsentativer Western-Blot der PRAS40-Expression sowie 

dessen Phosphorylierung am Thr246. Die Expression wurde zu der Fto+/+ Sham-Kontrolle 

normalisiert und in Prozent (%) angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Fto+/+ n=6 I/R; 

Fto-/- n=4 I/R; Fto+/+ n=8 I/R; Fto-/- n=7 I/R. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktorieller 

ANOVA mit anschließendem Tukey’s post-hoc Test. * p<0.05 
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dessen Genname Akt1s1 ist. Hier konnte ein Expressionsanstieg in den Sham-Kontrollen, als 

auch in den infarzierten Herzen der Fto-/--Herzen gemessen werden (Abbildung 19 B).  

Die hier gemessene mRNA-Expression stimmte mit den vorherigen Ergebnissen aus der 

Analyse der Proteinexpression überein (Abbildung 18 A und B). Beide Analysen zeigten für 

Tsc2 eine erhöhte Expression in Sham-operierten Fto-/--Herzen, sowie eine erhöhte 

Expression von Akt1s1, sowohl in Sham- als auch in I/R-operierten Fto-/--Herzen.  

 

 
Abbildung 19. In Fto-/- Herzen konnte eine erhöhte mRNA-Expression von TSC2 und AKT1S1 

gemessen werden. Die mRNA-Expression wurde mittels qRT-PCR untersucht. Genutzt wurde 

Herzgewebe aus dem ischämischen Bereich des LV. Als Kontrolle dienten Sham-operierte Herzen 

in denen keine Ischämie induziert wurde. Die Expression wurde zu der Fto+/+ Sham-Kontrolle 

normalisiert und in Prozent (%) angegeben. (A) mRNA-Expression von Tsc2. (B) mRNA-

Expression von Akt1s1. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Fto+/+ Sham n=8; Fto-/- Sham n=5; 

Fto+/+ I/R n=6; Fto-/- I/R n=7. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA mit 

anschließendem Tukey’s post-hoc Test. * p<0.05 

 

4.3.4. Analysen der Fto-/--Herzen weisen auf eine gesteigerte Autophagie hin 

Wie zuvor beschrieben, reguliert der mTORC1-Komplex bedeutende physiologische 

Prozesse, wie das Zellwachstum und die Proliferation über die Steigerung der Proteinsynthese 

und Minderung der Autophagie (Abschnitt 1.7). Mittels Western-Blot-Analyse wurde die Menge 

an LC3B-I (microtubule-associated protein light chain 3) und p62 (sequestosome-1) analysiert. 

Während der Autophagie wird das cytosolische LC3B-I an Phosphatidylethanolamin konjugiert 

und bildet die LC3B-II Form. Diese Form wird zum Autophagosom rekrutiert und ist an dessen 

Aufbau beteiligt. P62 markiert jene Proteine, die mittels Autophagie degradiert werden sollen. 
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Das Protein kann unter anderem an LC3B und Ubiquitin binden und wird dadurch Teil des 

Autophagosoms. Durch die spätere Fusion des Autophagosoms mit den Lysosomen kommt 

es zum Abbau des p62-Proteins. Daher kann p62 unter anderem als Autophagie-Marker 

genutzt werden (Galluzzi et al., 2017; Mizushima and Yoshimori, 2007). In der Western-Blot-

Untersuchung von Sham-operierten Herzen zeigte sich, dass in Fto-/--Herzen mehr von der 

LC3B-II Form vorlag als in Fto+/+-Herzen. Insgesamt führt dies zu einer Steigerung des LC3B-

II/LC3B-I Verhältnis. Nach Durchführung der I/R wurde dieser Unterschied noch deutlicher 

aufgrund einer signifikanten Zunahme des LC3B-II/LC3B-I Verhältnis in den Fto-/--Herzen 

(Abbildung 20 A und B). Bei der Quantifizierung der p62-Proteinmenge wurde sowohl in Fto-/- 

Sham-, als auch in I/R-operierten Herzen eine Reduktion von p62 beobachtet. Allerdings 

konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden. In den Fto-/- I/R-Herzen war die 

Abnahme p62-Proteinmenge im Vergleich zu den Fto+/+ I/R-Herzen deutlicher. Der p-Wert lag 

bei 0,067, nahe am Signifikanzniveau von 0,05 (Abbildung 20 A und C). Das erhöhte LC3B-

II/LC3B-I Verhältnis deutete darauf hin, dass mehr des cytosolischen LC3B-I in die LC3B-II 

Form umgewandelt wurde, um diese in die Autophagosomen einzubauen. Allerdings kann es 

auch bedeuten, dass es zu einem gestörten Autophagosomen-Abbau kam. Dies würde 

bedeutet, dass eine Beeinträchtigung in der Lysosomenfusion mit den Autophagosom vorlag. 

Auch dies würde zu einer Zunahme der LC3B-II Form führen. Allerdings wurde eine Reduktion 

des p62-Proteins beobachtet, was für einen lysosomalen Abbau des p62-Proteins sprechen 

würde. Zusammenfassend deuteten die Ergebnisse auf eine gesteigerte Autophagie in den 

infarzierten Herzen der Fto-/--Tiere hin. 

 

 

Abbildung 20. Fto-/- Herzen wiesen eine gesteigerte Autophagie auf. Western-Blot-Analyse des 

LC3B-II/LC3B-I (microtubule-associated protein light chain 3) Verhältnis sowie die der 

Proteinmenge von p62 (Sequestosome 1). Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet (A) 

Repräsentativer Western-Blot der LC3B und p62 Expression. (B) Quantifizierung der LC3B-

II/LC3B-I Ratio. (C) Quantifizierung der p62-Proteinmenge. Die Menge an Protein wurde zu der 
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Fto+/+ Sham-Kontrolle normalisiert und in Prozent (%) angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert ± 

SEM, Fto+/+ Sham n=6; Fto-/- Sham n=4; Fto+/+ n=8 I/R; Fto-/- n=7 I/R. Die statistische Analyse 

erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA mit anschließendem Tukey’s post-hoc Test. * p<0.05 

4.4. Einfluss eines Fto-Inhibitors auf den Verlauf eines 
Myokardinfarkts 

4.4.1. Analyse der Behandlung von wildtypischen Mäusen mit dem Fto-Inhibitor Rhein 

Ein bekannter Fto-Inhibitor ist Rhein, welcher aus der Rhababerpflanze Rheum palmatum 

stammt. Er gehört zu der Gruppe der Anthranoide. In einigen Ländern ist Rhein als Arzneimittel 

mit den Namen Diacerein zugelassen und wird zur Behandlung von degenerativen 

Gelenkerkankungen (Arthrosen) eingesetzt. Bekannt ist, dass Rhein entzündungshemmend 

und schmerzlindernd wirkt, welches durch Hemmung der Zytokinexpression hervorgerufen 

werden kann (Sun et al., 2016). Von Chen et al. wurde Rhein erstmals als Fto-Inhibitor 

beschrieben, welches im aktiven Zentrum von Fto bindet und hierdurch dessen Demethlylase-

Aktivität inhibiert. Ein Einfluss auf die Expression von Fto wurde allerdings nicht beobachtet 

(Chen et al., 2012).  

In einem ersten Versuchsansatz wurde unter Verwendung von Rhein untersucht, ob die 

Reduktion der Fto-Demethylase-Aktivität eine Auswirkung auf den Verlauf eines 

Myokardinfarkts hatte. Dazu wurden zunächst wildtypische Mäuse im Alter von 10-11 Wochen 

für 3 Wochen mit Rhein behandelt. Die Gabe erfolgte oral mittels einer Schlundsonde 

(Abschnitt 3.8.3). Als Kontrollgruppe wurden zusätzlich Tiere mit 100 mM Tris-HCl pH 7,4 

ebenfalls durch orale Gabe behandelt, da das Rhein in diesem Puffer gelöst war. Ob die 

Verabreichung von Rhein eine Auswirkung auf die Fto-Aktivität hatte, wurde über den 

Methylierungs-Status der RNA überprüft. Hierzu wurde eine Dot-Blot-Analyse unter 

Verwendung eines m6A-Antikörpers durchgeführt (Abschnitt 3.9.9). Sollte die Fto-

Demethylase-Aktivität durch Rhein inhibiert werden, sollte es zu einer Zunahme der RNA-

Methylierung kommen. Hierzu wurde nach einer 3 wöchigen Behandlung die RNA aus dem 

Herzen isoliert und auf eine Nylonmembran aufgetragen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines 

m6A-Antikörpers. Dieser erkannte sowohl die m6A- als auch die m6Am-Methylierung. Ein 

Antikörper der spezifisch an die m6Am-Methylierung bindet ist derzeit noch nicht vorhanden. 

Als vergleichende Kontrolle wurde zusätzlich die RNA aus Fto-defizienten Mäusen genutzt. 

Die RNA aus den Herzen von Fto-/--Tieren wies die stärkste m6A/m6Am-Methylierung auf, im 

Vergleich zur RNA aus Fto+/+-Tieren die mit 100 mM Tris behandelt wurden. In den Rhein 

behandelten Tieren wurde außerdem eine Zunahme der m6A/m6Am-RNA-Methylierung 

nachgewiesen. Jedoch zeigten die Proben der Rhein-behandelten Tiere eine größere Varianz, 
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im Vergleich zu den Kontrollgruppen (Fto-/- und Fto+/+; Tris) (Abbildung 21 A und B). Da es 

insgesamt zu einer eindeutigen Zunahme der RNA-Methylierung kam, ist davon auszugehen, 

dass die Rhein-Behandlung die Fto-Demethylase-Aktivität inhibierte.  

 

Abbildung 21. Die Rhein-Behandlung führte zu einer gesteigerten m6A-RNA-Methylierung im 

Herzen. Hierzu wurden Fto+/+-Tiere für 3 Wochen mit Rhein oder als Kontrolle mit 100 mM Tris-

HCl pH 7,4 (Lösungsmittel) behandelt. Die RNA wurde anschließen aus den Herzen isoliert und 

mittels Dot-Blot-Analyse auf die m6A/m6Am-Methylierung untersucht. Als zusätzliche Kontrolle 

wurde RNA aus den Herzen von Fto-/--Tieren verwendet. (A) Dot-Blot-Analyse unter Verwendung 

eines m6A-Antikörpers. (B) Quantifizierung der m6A/m6Am-RNA-Methylierung. Die RNA- 

Methylierung wurde zu der Fto-/--Kontrolle normalisiert und in Prozent (%) angegeben. Die 

statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. * p<0.05, ** p<0.01 

 

4.4.2. Untersuchung der Herzfunktion von Rhein behandelten Tieren nach kardialer 
Ischämie 

Nach Behandlung der Tiere mit Rhein über einen Zeitraum von 3 Wochen wurde eine 

Ischämie/Reperfusion durchgeführt und die Herzfunktion mittels Echokardiographie 

beobachtet (Abschnitt 3.8.5). Analysiert wurden dazu die Zeitpunkte 24 Stunden, 1, 2, und 3 
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Wochen nach kardialer Ischämie. Als Parameter wurde das enddiastolische Volumen (EDV), 

das endsystolische Volumen (ESV), die Ejektionsfraktion (EF) und das fractional shortening 

(FS) betrachtet. 1 Woche nach kardialer Ischämie konnte in den Rhein behandelten Tieren 

eine signifikant geringere Zunahme des EDV im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet 

werden (111,27 ± 6,404 µl versus 84,746 ± 3,097 µl) (Abbildung 22 A). Auch 2 und 3 Wochen 

nach kardialer Ischämie kam es nur zu einer geringfügigen Zunahme des Ventrikelvolumens 

(110,53 ± 6,156 versus 85,653 ± 3,277 und 120,76 ±4,86 versus 85,82 ±3,225) (Abbildung 22 

A). Im ESV war bereits 24 Stunden nach kardialer Ischämie eine signifikant geringere 

Zunahme in den Rhein behandelten Tieren messbar (52,322 ± 3,27 µl versus 39,832 ± 2,46 

µl). Besonders 1, 2 und 3 Wochen nach kardialer Ischämie kam es in der Kontrollgruppe zu 

einem deutlichen Anstieg des ESV. In der Rhein behandelten Gruppe hingegen wurde nur ein 

leichter Anstieg beobachtet (Abbildung 22 B). Nach 3 Wochen war die Vergrößerung des ESV 

in der Rhein behandelten Gruppe um 24,5 % geringer als in der Kontrollgruppe (77,258 ±2,352 

versus 51,902 ± 2,892). Die Beobachtungen des EDV und ESV deutete auf eine geringere 

Dilatation des LV in den Rhein behandelten Tieren hin. In der Ejektionsfraktion als auch im 

fractional shorteining lag hingegen keine signifikante Verbesserung vor (Abbildung 22 C und 

D).  

  

Abbildung 22. Echokardiographische Untersuchung von Fto+/+; Tris und Fto+/+; Rhein behandelten 

Mäusen zum Zeitpunkt vor I/R (Baseline; BL), 24 Stunden, 1, 2 und 3 Wochen nach Induktion der 
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Ischämie. Untersucht wurde das enddiastolische Volumen (A), das endsystolische Volumen (B), 

die Ejektionsfraktion (C) und das fractional shortening (D). Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, 

Fto+/+; Tris n=8; Fto+/+; Rhein n=14. Die statistische Analyse wurde mittels zweifaktorieller ANOVA 

und anschließendem Tukey‘s post-hoc Test durchgeführt. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** 

p<0.0001 

4.4.3. Analyse der Infarktgröße von Rhein behandelten Tieren 24 Stunden nach 
kardialer Ischämie  

Die echokardiographischen Daten deuteten auf eine geringere Dilatation des LV hin. Dies 

könnte unter anderem einhergehen mit einer veränderten Infarktgröße. Um dies zu überprüfen 

wurde erneut eine TTC- und Evans Blue-Färbung durgeführt. Das Risikogebiet war in beiden 

Gruppen identisch (Abbildung 23 B). In der Rhein behandelten Gruppe konnte allerding eine 

sichtbare Verringerung der Infarktgröße/AAR gemessen werden (49,11 ±2,762 % versus 

37,61 ± 2,78 %) (Abbildung 23 A und C).  

 

 

Abbildung 23. Die Rhein behandelten Tiere wiesen eine signifikant reduzierte Infarktgröße auf. 

(A) Repräsentative Darstellung der TTC-Färbung 24 Stunden nach kardialer Ischämie. (B) 

Quantifizierung der AAR (area at risk) zum LV (linken Ventrikel). (C) Quantifizierung der 

Infarktgröße zur AAR. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Fto+/+; Tris n=8; Fto+/+; Rhein n=7. Die 

statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. 

4.4.4. Bestimmung der Infarktnarbengröße der Rhein behandelten Tiere 3 Wochen 
nach kardialer Ischämie 

Da die Rhein-Behandlung zu einem verbesserten EDV und ESV sowie einer kleineren 

Infarktgröße führte, wurde nachfolgend die Größe der Infarktnarbe 3 Wochen nach kardialer 

Ischämie untersucht. Durch die Gömöri-Trichrom-Färbung zeigte sich, dass die Rhein-

Behandlung auch zu einer signifikant kleiner Infarktnarbe im LV führte (29,94 ± 2,618 % versus 

21,85 ± 1,444 %). Dies entsprach einer Reduktion der Infarktgröße von 27 % (Abbildung 24 A 

und B). Zusätzlich wiesen die Rhein behandelten Tiere eine höhere Wanddicke innerhalb der 
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Narbenregion auf, im Vergleich zur Kontrollgruppe (661,0 ± 46,44 µm versus 832,2 ± 56,88 

µm) (Abbildung 24 A und C).  

 

Abbildung 24. Die Behandlung mit Rhein führte zu einer kleineren Infarktnarbe 3 Wochen nach 

kardialer Ischämie. (A) Repräsentative Bilder der Gömöri-Trichrom-Färbung 3 Wochen nach 

kardialer Ischämie. (B) Die Quantifizierung der Infarktnarbengröße wurde in Prozent zur Größe des 

LV angegeben. (C) Die Wanddicke des LV wurde in µm angegeben und in den Ebenen 3 bis 10 

gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Fto+/+; Tris n=8; Fto+/+; Rhein n=9. Die statistische 

Analyse erfolgte mittels t-Test. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung mit dem Fto-Inhibitor 

Rhein kardioprotektiv wirkte. Es wurde eine geringere Zunahme des EDV und ESV in den 

echokardiographischen Untersuchungen gemessen, sowie eine kleinere Infarktgröße 24 

Stunden und 3 Wochen nach kardialer Ischämie. Allerdings konnte nach der Rhein-

Behandlung keine verbesserte Herzfunktion beobachtet werden, da es keine signifikanten 

Abweichungen in der EF sowie dem FS von der Kontrollgruppe gab. Dennoch deutete die 

geringere Zunahme des EDV und ESV, die reduzierte Infarktgröße, sowie die größere 

Wanddicke innerhalb der Infarktnarbe auf eine reduzierte Dilatation und geringere Atrophie 

des LV hin. Dies zeigt, dass die präoperative Rhein-Behandlung eine kardioprotektive Wirkung 

hat. 

4.4.5. Auswirkungen der postoperativen Rhein-Behandlung auf die Herzfunktion nach 
kardialer Ischämie 

Da die Vorbehandlung mit Rhein eine kardioprotektive Wirkung auf den Myokardinfarkt hatte, 

sollte in einer abschließenden Versuchsreihe die Wirkung von Rhein nach Induktion der 

Ischämie untersucht werden. Dazu wurde wildtypischen Tieren, eine Stunde nach kardialer 

Ischämie, das Rhein mittels einer Schlundsonde verabreicht (Abschnitt 3.8.3). Die Behandlung 

erfolgte täglich über den Versuchszeitraum von drei Wochen. Die echokardiographische 

Untersuchung wurde zu den Zeitpunkten 1, 2 und 3 Wochen nach der Ischämie durchgeführt. 

Allerdings konnte in keinem der vier gemessenen Parameter ein Unterschied zwischen Rhein 

und Kontroll behandelten Tieren gemessen werden (Abbildung 25). Folglich scheint die 
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Behandlung mit Rhein nach Myokardinfarkt in der Maus keinen Einfluss auf die Herzfunktion 

zu haben.  

 

  

Abbildung 25. Echokardiographische Untersuchung von Fto+/+; Tris und Fto+/+; Rhein behandelten 

Mäusen zum Zeitpunkt vor I/R (Baseline; BL), 1, 2 und 3 Wochen nach Induktion der Ischämie. Die 

postoperative Rhein-Behandlung nach Myokardinfarkt führte zu keiner Verbesserung der 

Herzfunktion. Untersucht wurde das enddiastolische Volumen (A), das endsystolische Volumen 

(B), die Ejektionsfraktion (C) und das fractional shortening (D). Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, 

Fto+/+; Tris n=6; Fto+/+; Rhein n=7. Die statistische Analyse wurde mittels zweifaktorieller ANOVA 

und anschließendem Tukey‘s post-hoc Test durchgeführt. 

4.4.6. Auswirkung der postoperativen Rhein-Behandlung nach Myokardinfarkt auf die 
Infarktnarben-Bildung 

Abschließend wurde die Infarktnarbe mittels Gömöri-Trichrom-Färbung quantifiziert. Auch hier 

konnte kein Unterschied in der Größe der Infarktnarbe zwischen den zwei behandelten 

Gruppen beobachtet werden (Abbildung 26 A und B).  

Dementsprechend führte die Behandlung mit dem Fto-Inhibitor Rhein nach einem 

Myokardinfarkt weder zu einem besseren Erhalt der Herzfunktion, noch zu einer verringerten 
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Infarktgröße. Hingegen führte die Inhibition der Fto-Demethylase-Funktion vor Induktion der 

Ischämie zu einer kardioprotektive Wirkung. 

 

 

 

Abbildung 26. Die postoperative Rhein-Behandlung führte zu keiner Veränderung der 

Infarktnarbe. (A) Repräsentative Bilder der Gömöri-Trichrom-Färbung 3 Wochen nach kardialer 

Ischämie. (B) Die Größe der Infarktnarbe wurde in Prozent vom LV angegeben. (C) Dargestellt ist 

der Mittelwert ± SEM, Fto+/+; Tris n=7; Fto+/+; Rhein n=7. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-

Test 

 

4.5. Analyse eines Kardiomyozyten-spezifischen Fto-Verlustes im 
I/R-Modell 

4.5.1. Erstellung einer Mauslinie zur Induzierung eines Kardiomyozyten-spezifische 
Fto-Verlustes 

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein globaler Fto-Verlust oder die 

Inhibierung der Fto-Demethylase Funktion den I/R-Schaden verringerte und die Herzfunktion 

verbesserte. Daher wurde in weiteren untersucht, ob ein Kardiomyozyten-spezifischer Verlust 

von Fto ausreichend ist, um den Erhalt der Herzfunktion, sowie eine Reduktion der 

Infarktgröße nach kardialer Ischämie zu bewirken. Dazu wurden zwei verschieden 

Mausstämme miteinander gekreuzt. Der eine Mausstamm trug zwei loxP-Sequenzen (locus 

of X-over P1), die einen Teil des Fto-Gens flankieren. Der andere hingegen besaß ein Cre 

(causes recombination)-Rekombinasegen, welches unter einem kardiomyozyten-spezifischen 

sowie Tamoxifen induzierbaren Promotor exprimiert wurde (α–MHC-MerCreMer). Durch die 

Kreuzung dieser beiden Stämme waren alle Nachkommen der F3-Generation homozygot für 

die LoxP-Sequenzen und einige trugen zusätzlich das Cre-Rekombinasegen (Cre;Ftofl/fl). 

Durch 10-tägige Injektion von Tamoxifen wurde die Expression der Cre-Rekombinase in den 
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Kardiomyozyten induziert. Dieses Enzym erkennt die beiden loxP-Stellen und schneidet die 

DNA-Sequenz innerhalb dieser Sequenzen aus. Hierdurch kam es zu einer Inaktivierung des 

Fto-Gens ausschließlich in den Kardiomyozyten. Der Erfolg des induzierten Gen-Verlustes 

wurde mittels qRT-PCR und Western-Blot-Analyse überprüft. Hierzu wurde Cre;Ftofl/fl- und 

Ftofl/f- Tieren für 10 Tage Tamoxifen i.p. (intraperitoneal) injiziert (Abschnitt 3.8.3). Die Ftofl/fl-

Tiere wurden als Kontrolle genutzt. Da diese Tiere kein Cre-Rekombinasegen besaßen, sollte 

es zu keiner Inaktivierung des Fto-Gens kommen. In Zusammenarbeit mit Annette 

Kronenbitter (Institut für Pharmakologie und Klinische Pharmakologie der Heinrich-Heine-

Universität Düsseldorf; AG Schmitt) wurden die Kardiomyozyten aus den Herzen der 

behandelten Tiere 2 Wochen später isoliert und für die RNA- sowie Proteinanalysen verwendet 

(Abschnitte 3.8.7, 3.9.7, 3.11.3, 3.11.4, 3.11.5). In der Western-Blot-Analyse wurde kein Fto-

Protein in den Cre;Ftofl/f-Kardiomyozyten detektiert (Abbildung 27 A). Hingegen wurde in der 

qRT-PCR Analyse eine Fto-mRNA-Expression gemessen, welche allerdings im Vergleich zu 

den Ftofl/fl-Tieren um die Hälfte reduziert war (Abbildung 27 B). Da kein Protein in der Western-

Blot-Analyse detektiert werden konnte, ist davon auszugehen, dass die Fto-Inaktivierung 

bezüglich der Proteinexpression in den Kardiomyozyten erfolgreich war. 

 

  

Abbildung 27. Analyse der Kardiomyozyten-spezifischen Fto-Inaktivierung. Zur Induzierung des 

Fto-Verlustes wurden Cre;Ftofl/fl- und Ftofl/fl- Tiere für 10 Tage mit Tamoxifen mittels i.p. Injektion 

behandelt. 2 Wochen später wurden die Kardiomyozyten aus dem Herz isoliert und mittels 

Western-Blot-Analyse (A) und qRT-PCR (B) untersucht. (A) Quantifizierung und ein repräsentativer 
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Western-Blot der Fto-Proteinexpression. Als Ladekontrolle wurde GAPDH genutzt. (B) qRT-PCR 

Analyse der Fto-mRNA-Expression in Kardiomyozyten. Die Expression wurde zu den Ftofl/fl-

Kontrollen normalisiert und in Prozent (%) angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Ftofl/fl 

n=4; Cre;Ftofl/f n=4. Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 

4.5.2. Analyse der Herzfunktion von Kardiomyozyten-spezifischen Fto-defizienten 
Tieren nach kardialer Ischämie 

Da die Induzierung des Fto-Verlustes in den Kardiomyozyten erfolgreich verlief, wurde als 

nächstes die Herzfunktion nach Durchführung der Ischämie/Reperfusion mittels 

Echokardiographie untersucht (Abschnitt 3.8.5). Dazu wurde 24 Stunden, 1, 2 und 3 Wochen 

nach der Ischämie das enddiastolisches Volumen (EDV), das endsystolisches Volumen 

(ESV), die Ejektionsfraktion (EF) und das „fractional shortening“ (FS) bestimmt. In keinem der 

untersuchten Parameter konnte ein Unterschied zwischen Ftofl/fl und Cre; Ftofl/f Herzen 

beobachtet werden (Abbildung 28 A-D). Über den gesamten Untersuchungszeitraum wurde 

eine identische Herzfunktion ermittelt. 

 

  

Abbildung 28. Echokardiographische Untersuchung von Ftofl/fl- und Cre;Ftofl/fl-Mäusen zum 

Zeitpunkt vor I/R (Baseline; BL), 24 Stunden, 1, 2 und 3 Wochen nach Induktion der Ischämie. 
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Untersucht wurde das enddiastolische Volumen (A), das endsystolische Volumen (B), die 

Ejektionsfraktion (C) und das „fractional shortening“ (D). Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Ftofl/fl 

n=10; Cre;Ftofl/fl n=12. Die statistische Analyse wurde mittels zweifaktorieller ANOVA und 

anschließendem Tukey‘s post-hoc Test durchgeführt.  

4.5.3. Analyse der Myokardinfarktgröße in den Kardiomyozyten-spezifischen Fto-
defizienten Tieren 24 Stunden nach kardialer Ischämie 

Da in den zuvor untersuchten Herzfunktionsanalysen kein Unterschied festgestellt wurde, 

wurde als nächstes untersucht, ob die Kardiomyozyten-spezifische Fto-Inaktivierung einen 

Einfluss auf die Infarktgröße hatte. Dies erfolgte mittels TTC- und Evans Blue-Färbung 

(Abschnitt 3.10.1). Dazu wurden zunächst die Herzen 24 Stunden nach I/R entnommen und 

mit Hilfe der Evans Blue-Färbung wurde das Risikogebiet (area of risk; AAR) bestimmt. Dieses 

war in beiden Gruppen identisch ausgeprägt (Abbildung 29 B). Mittels der TTC-Färbung wurde 

anschießend zwischen metabolisch aktivem und nicht aktivem Gewebe unterschieden und 

somit die Infarktgröße bestimmt. Bei der Quantifizierung der Infarktgröße war ebenfalls kein 

Unterschied messbar (Abbildung 29 A und C). 

 

  

Abbildung 29. Der Kardiomyozyten-spezifische Fto-Verlust führte zu keiner Reduktion der 

Infarktgröße. (A) Eine repräsentative Darstellung der TTC-Färbung 24 Stunden nach kardialer 

Ischämie. (B) Quantifizierung der AAR (area at risk) zum LV (linken Ventrikel). (C) Quantifizierung 

der Infarktgröße zur AAR. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Ftofl/fl n=6; Cre;Ftofl/fl n=7. Die 

statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. 

 

4.5.4. Untersuchung der Infarktnarbe in Ftofl/fl- und Cre;Ftofl/fl-Herzen 3 Wochen nach 
kardialer Ischämie 

In einem abschließenden Versuch wurde nochmals mittels Gömöri-Trichrom-Färbung die 

Kollagennarbengröße 3 Wochen nach kardialer Ischämie untersucht (Abschnitt 3.10.5). Dazu 

wurde die Größe der Kollagennarbe relativ zum LV bestimmt. Auch hier konnte kein 
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signifikanter Unterschied in der Infarktgröße zwischen den Ftofl/fl- und Cre;Ftofl/fl-Herzen 

festgestellt werden (Abbildung 30A und B). Allerdings konnte in den Cre;Ftofl/fl-Herzen eine 

leichte Verringerung der Infarktnarbengröße gemessen werden (Abbildung 30 B). 

 

Abbildung 30. Der Kardiomyozyten-spezifische Fto-Verlust führte zu keiner Reduktion der 

Infarktnarbe 3 Wochen nach kardialer Ischämie. (A) Repräsentative Bilder der Gömöri-Trichrom-

Färbung 3 Wochen nach kardialer Ischämie. (B) Die Größe der Infarktnarbe wurde in Prozent zu 

der Größe des LV angegeben. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM, Ftofl/fl n=10; Cre;Ftofl/fl n=12. 

Die statistische Analyse erfolgte mittels t-Test. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Kardiomyozyten-spezifische Verlust von Fto 

keinen Einfluss auf die Herzfunktion oder auf die Myokardinfarktgröße hatte. Der reine Verlust 

von Fto in den Kardiomyozyten ist demzufolge nicht ausreichend, um den 

Ischämie/Reperfusionsschaden zu mindern.  

.

A B

Ftofl/fl Cre; Ftofl/fl

0

10

20

30

40

50

In
fa

rk
tn

ar
be

/ L
V 

(%
) Ftofl/fl 

Cre; Ftofl/fl

0,0721



 Diskussion 

 

           86   

 

5. Diskussion 

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zählten im Jahre 2016 die ischämischen 

Herzerkrankungen zu den häufigsten Todesursachen weltweit. So starben 9,433 Millionen 

Menschen an einer ischämischen Herzerkrankung (WHO, 2018). In klinischen Studien wurden 

bereits viele Therapien zur Reduktion der Infarktgröße und zum den Erhalt der Herzfunktion 

getestet. Jedoch erwiesen sich viele dieser Studien als nicht erfolgreich (Benjamin et al., 2017; 

Kloner et al., 2017). Demzufolge ist es dringend notwendig neue Therapieansätze zu 

entwickeln.  

In dieser Arbeit wurde daher im näheren der Einfluss des Fto-Verlustes auf den kardialen I/R-

Schaden untersucht. FTO steht in Zusammenhang mit der Entwicklung von Adipositas im 

Menschen (Scuteri et al., 2007). Dies ist ein bekannten Risikofaktor, der an der Entstehung 

eines Myokardinfarktes beteiligt sein kann (Yusuf et al., 2005; Yusuf et al., 2004). Bereits in 

ersten Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von Fto zu einer signifikant 

besseren Herzfunktion nach einem I/R-Schaden in Mäusen führt. 

5.1. Einfluss des Fto-Verlustes auf den I/R-Schaden 

5.1.1. Der Verlust von Fto wirkt kardioprotektiv auf den I/R-Schaden 

In den ersten Analysen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass Fto-/--Tiere eine kleinere 

Infarktgröße/AAR 24 Stunden nach kardialer Ischämie aufwiesen (Abbildung 9). Dies war 

vermutlich vor allem auf die Reduktion der Zell-Apoptose in den Fto-/--Herzen zurückzuführen 

(Abbildung 10). Die Apoptose ist an dem Ausmaß der Gewebeschädigung nach I/R beteiligt 

(Hochhauser et al., 2007; Kajstura et al., 1996; Lee et al., 2003). Während eines 

Herzversagens kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Zell-Apoptose (van Empel et al., 

2005). Die Verminderung des Gewebeschadens kann unter anderem zum Erhalt der 

Herzfunktion beitragen (Chiong et al., 2011; Hochhauser et al., 2007). Besonders in der akuten 

Phase nach einem Myokardinfarkt kommt es zu den meisten Todesfällen (Chitnis et al., 2014). 

Daher ist eine Reduktion der Infarktgröße sowie eine bestmögliche Aufrechterhaltung der 

Herzfunktion bereits in der frühen Phase nach der Ischämie von großer Bedeutung, um die 

Überlebenschance der Patienten zu erhöhen. Aber auch auf lange Sicht kann dies die 

Sterberate reduzieren und die Lebensqualität der Patienten erhöhen (Atlas Writing et al., 2018; 

Hausenloy et al., 2017; Lloyd-Jones et al., 2010). 3 Wochen nach Myokardinfarkt konnte in 

den Fto-/--Tieren eine kleinere Infarktnarbe gemessen werden (Abbildung 11 A und B). Zudem 

wiesen diese Tiere ein signifikant dickeres linksventrikuläres Myokard auf (Abbildung 11 C). 
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Dies spricht für eine geringere Dilatation und Atrophie des LV, was zur Verbesserung der 

Herzfunktion beitragen kann. Die echokardiographischen Voranalysen belegen einen 

signifikanten Erhalt der Herzfunktion, was vorrangig an der kaum beeinträchtigten 

Ejektionsfraktion (EF) sowie dem fractional shortening (FS) deutlich wurde (Abbildung 8). 

Zusammenfassend führt der Verlust von Fto zu einer reduzierten Schädigung des Myokards, 

welches mit einer kleineren Infarktnarbe und einem Erhalt der Herzfunktion einhergeht.  

5.1.2. Der Fto-Verlust führte zu einer Reduktion in der Expression von Mcp1 und Mmp9 

Die Inflammation ist ein wichtiger Prozess der am Remodeling des Ventrikels nach 

Myokardinfarkt beteiligt ist. Hierdurch hat die Inflammation Auswirkungen auf die Wundheilung 

und die Herzfunktion. Gesteuert wird die inflammatorische Antwort durch die Sekretion 

verschiedener Zytokine (Huang and Frangogiannis, 2018). Diese werden als Biomarker 

genutzt, da sie Prognosen zum Heilungsverlauf eines Myokardinfarkt liefern können (Huang 

and Frangogiannis, 2018; Kaptoge et al., 2014; Seropian et al., 2016). Aufgrund dessen wurde 

die Expression von pro-inflammatorischen Markern im Herzen von Fto-/-- und Fto+/+-Tieren 

untersucht. Bei der Analyse fielen besonders die Marker Mcp1 und Mmp9 auf, da deren 

Expression sowohl im ischämischen, als auch nicht ischämischen Bereich reduziert war. 

Bezüglich Mcp1 wurde bereits in Mäusen gezeigt, dass ein Verlust oder die Inhibierung von 

Mcp1, die Infiltration von Monozyten und Makrophagen nach Myokardinfarkt verringerte. 

Zusätzlich führte dies zu einer geringeren Fibrose, sowie einer kleineren Infarktgröße (Dewald 

et al., 2005; Frangogiannis et al., 2007; Liehn et al., 2010). Hinsichtlich Mmp9 bewirkte der 

Verlust in Mäusen ebenfalls eine reduzierte Einwanderung vom Makrophagen in das 

infarzierte Myokard. Weiterhin kam es zu einer verminderten Kollageneinlagerung und 

Dilatation des LV (Ducharme et al., 2000; Lindsey et al., 2006). Auch in weiteren Studien 

konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte Infiltration pro-inflammatorischer Monozyten und 

Makrophagen den kardialen Gewebeschaden verringerte (Chan et al., 2013; Gao et al., 2011; 

Kaikita et al., 2004; Zhao et al., 2013). Da Fto als RNA–Demethylase fungiert, kann es die 

Expression verschiedener mRNAs beeinflussen. Daher könnte der Fto-Verlust zu einer 

verringerten Expression von Mcp1 und Mmp9 geführt haben, was zu einer Minderung des I/R-

Schadens beiträgt. Die verringerte Mcp1- und Mmp9-Expression könnte hierzu beigetragen 

haben. 

5.1.3. Der Fto-Verlust führte zu einer reduzierten Aktivierung des mTORC1-Signalwegs  

Um im näheren die molekularen Ursachen zu untersuchen, die ausschlaggebend am 

verbesserten Ausgang nach Myokardinfarkt in Fto-/--Tieren beteiligt sind, wurde eine 

Mikroarray-Analyse durchgeführt. Hierdurch wurde der Einfluss von Fto auf transkriptioneller 

Ebene genauer untersucht. Aufgrund der Demethylase-Funktion von Fto war zu erwarten, 
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dass die ersten Auswirkungen des Fto-Verlustes auf transkriptioneller Ebene im mRNA-

Expressionsprofil auftreten. Mit Hilfe der Signalwegs-Analyse sollten Signalwege ermittelt 

werden, welche aufgrund der mRNA-Expressionsunterschiede eine veränderte Aktivität 

aufweisen könnten (Abschnitt 4.2.2). Hierbei fiel besonders auf, dass es nach einem 

Myokardinfarkt zu einer vergleichbaren Signalwegs-Änderungen in Fto+/+- und Fto-/--Tieren 

kam, allerdings mit unterschiedlichen Wahrscheinlichkeiten. Der deutlichste Unterschied lag 

beim Signalweg „Regulation of elF4 and p70S6K Signaling“ vor. Dieser Signalweg ist vor allem 

an der Regulation der Proteinsynthese beteiligt (Laplante and Sabatini, 2013). Beim Vergleich 

zwischen Fto+/+ Sham vs. Fto+/+ I/R wurde dieser Signalweg an zweiter Stelle gelistet, 

wohingegen der Signalweg beim Vergleich mit den Fto-/--Herzen erst an zwanzigster Stelle 

genannt wurde (Abbildung 15 und 16). Beim Vergleich der Fto+/+-Herzen mit den Fto-/--Herzen 

nach I/R wurde nochmals deutlich, dass der überwiegende Anteil der veränderten Gene 

runterreguliert war (Abbildung 16). Die Regulation des elF4 und p70S6K Signalwegs ist ein 

wichtiger Prozess nach dem ischämischen Gewebeschaden. Mit dem Einsetzen der 

Reperfusion beginnt der Heilungsprozess, dabei kommt es zur Aktivierung oder Umschaltung 

vieler verschiedener Signalwege. Dies führt zu einer erhöhten Expression verschiedener 

Gene, die für Proteine kodieren, welche am Heilungsprozess beteiligt sind (Liehn et al., 2011; 

Prabhu and Frangogiannis, 2016). Daraus folgt ein erhöhter Proteinsynthesebedarf, welcher 

unter anderem über den eIF4 und p70S6K Signalweg reguliert wird (Sciarretta et al., 2018a). 

Daher kam es vermutlich nach I/R in den Fto+/+-Herzen zu einer überwiegenden 

Hochregulierung von Genen aus diesem Signalweg. Beim Vergleich der Sham- und I/R-

operierten Fto-/--Herzen kam es ebenfalls zu einer Änderung des eIF4- und p70S6K-

Signalwegs. Jedoch lag hier ein geringerer p-Wert vor als in Fto+/+-Herzen. Die beiden 

Signalwege des elF4 sowie der p70S6K werden über den mTOR-Signalweg reguliert, wobei 

dies speziell durch die Aktivierung des mTORC1-Komplexes erfolgt (Saxton and Sabatini, 

2017). Demzufolge könnte eine verringerte mTORC1-Aktivierung in den Fto-/--Herzen für die 

geringere Aktivität des elF4- und p70S6K-Signalweges verantwortlich sein. Eine Inhibierung 

des mTORC1-Komplexes während eines Myokardinfarktes kann die Apoptose sowie die 

Infarktgröße reduzieren und zum Erhalt der Herzfunktion beitragen (Buss et al., 2009; Volkers 

et al., 2013). Daher wurde der mTOR-Signalweg mittels Western-Blot-Analyse genauer 

untersucht. In Abbildung 31 wurde hierzu die Interaktion der analysierten Zielproteine 

untereinander schematisch dargestellt. 
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Abbildung 31. Schematische Darstellung des mTOR-Signalweges. Die Aktivität des mTORC1-

Komplexes kann durch den TSC-Komplex und PRAS40 inhibiert werden. Der TSC1/2-Komplex ist 

ein indirekter Inhibitor von mTORC1, indem es das GTP-Bindeprotein Rheb, ein positiver Regulator 

von mTORC1, inhibiert. AKT kann durch Phosphorylierung die inhibitorische Wirkung des TSC-

Komplexes und PRAS40 aufheben. Dies führt zu einer gesteigerten Aktivität des mTORC1-

Komplexes und zur Erhöhung der Proteinbiosynthese über Aktivierung der p70S6K und zur 

Reduktion der Autophagie über Inhibierung der ULK1. 

 

In den entsprechenden Western-Blot-Analysen konnten die Beobachtungen aus der 

Mikroarray-Analyse bestätigt werden (Abschnitte 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3). Insbesondere in den 

Sham-operierten Herzen der Fto-/--Tiere zeigte sich eine signifikante Reduktion in der 

ribosomalen S6 Protein-Phosphorylierung, was auf eine verringerte p70S6K-Aktivierung 

zurückzuführen ist (siehe Abbildung 31 und Abbildung 18 B). Interessanterweise konnte 
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allerdings keine verminderte mTOR-Aktivierung beobachtet werden (Abbildung 18 C). Daher 

kann vermutet werden, dass eine Inhibierung des mTORC1-Komplexes nach der mTOR-

Phosphorylierung geschieht. Bei der Analyse der mTORC2-Aktivität zeigte sich, dass eine 

erhöhte Phosphorylierung von AKT in Sham-operierten Fto-/--Herzen vorlag (Abbildung 18 A). 

AKT inhibiert über Phosphorylierung TSC2 und PRAS40, welche beide den mTORC1-

Signalweg inhibieren. Demzufolge wäre eine erhöhte mTORC1-Aktivierung zu erwarten 

gewesen (Abbildung 31) (Laplante and Sabatini, 2013). Daher wurden im nächsten Schritt die 

beiden AKT-Zielproteine TSC2 und PRAS40 untersucht. Hierbei wurde deutlich, dass eine 

erhöhte Proteinmenge von TSC2 und PRAS40 in den Fto-/--Herzen vorlag. Insbesondere bei 

der Quantifizierung des phospho-PRAS40/PRAS40-Verhältnis zeigte sich eine Reduktion des 

phospho-PRAS40 Anteils, verglichen zu den Fto+/+-Herzen (Abbildung 18 B). Vermutlich ist 

dies auf die erhöhte Proteinexpression von PRAS40 zurückzuführen, da trotz erhöhter AKT-

Aktivität immer noch ein Überschuss an nicht-phosphoryliertem PRAS40 vorlag. PRAS40 

bindet direkt am mTORC1-Komplex und inhibiert damit dessen Aktivität. Erst nach 

Phosphorylierung durch AKT dissoziiert PRAS40 von dem mTORC1-Komplex und ermöglicht 

die Signalweiterleitung (Sancak et al., 2007; Vander Haar et al., 2007; Wang et al., 2007). 

Durch die erhöhte Menge an PRAS40 ist vermutlich mehr im mTORC1-Komplex gebunden 

und inhibiert dessen Signalweiterleitung. Der TSC-Komplex, zu welchem TSC2 gehört, ist ein 

indirekter Inhibitor vom mTORC1-Komplex, da es das GTP-Bindeprotein Rheb inhibiert. Rheb 

wiederum ist ein positiver Regulator des mTORC1-Komplexes und führt zu dessen Aktivierung 

(Castro et al., 2003; Manning and Cantley, 2003; Potter et al., 2002). In der Analyse des 

phospho-TSC2/TSC2-Verhältnis wurde kein Unterschied in den Fto-/-- zu den Fto+/+-Herzen 

beobachtet. In den Sham-operierten Fto-/--Herzen wurde allerdings eine gesteigerte 

Expression von TSC2 gemessen (Abbildung 18 A). Diese könnte ebenfalls die erhöhte Aktivität 

von AKT kompensieren, sodass es letztendlich zu keinem Unterschied im Verhältnis von 

phosphorylierter Form zu nicht-phosphorylierter Form kam. Vermutlich konnte aufgrund 

dessen keine Änderung in der mTOR-Phosphorylierung gemessen werden, da die Aktivierung 

von mTOR selber nicht inhibiert wurde. 

Darauffolgend wurde die Expression der mRNA von Tsc2 und Akt1s1 (PRAS40) untersucht. 

Auch hier zeigte sich für Tsc2 in Fto-/- Sham-operierten Herzen eine erhöhte Expression. 

Äquivalent zur Proteinexpression von PRAS40 wies Akt1s1 in den Sham- sowie I/R-operierten 

Herzen eine gesteigerte Expression auf (Abbildung 19). Die erhöhte mRNA-Expression der 

beiden Targets kann möglicherweise direkt auf den Fto-Verlust zurückgeführt werden. Mauer 

et al. zeigte 2017, dass Fto als m6Am-RNA-Demethylase fungiert und die Entfernung dieser 

Methylgruppe die mRNA-Stabilität negativ beeinflusste. Die m6Am-Methylierung bewirkte eine 

gewisse Stabilität gegen das DCP2-Decappingenzym, welches am mRNA-Abbau beteiligt ist. 
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Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass durch diese Methylierungen auch der microRNA-

vermittelte Abbau inhibiert werden kann. Folglich bewirkt die m6Am-Methylierung eine 

Stabilisierung der mRNA und führt letztendlich zu einer erhöhten Proteintranslation (Mauer et 

al., 2017). Mittels einer transkriptionsweiten Markierung von m6Am-mRNA-Targets, konnte 

gezeigt werden, dass auch Tsc2 und Akt1s1 verschiedene m6Am-Methylierungen aufweisen 

(Linder et al., 2015; Mauer et al., 2017). Durch das Fehlen von Fto kommt es zu keiner 

Demethylierung der beiden mRNAs. Die hieraus resultierende erhöhte mRNA-Stabilität kann 

zu einer erhöhten Menge von Tsc2 und Akt1s1 führen, welches schließlich eine Zunahme der 

Proteintranslation bewirkt. Interessanterweise wurde in Fto-/--Mäusen auch in Myozyten, MEFs 

und im Gehirn eine Reduktion des mTORC1-Signalweges beobachtet. In allen drei Studien 

konnte eine verringerte p70S6K-Aktivierung gezeigt werden (Gulati et al., 2013; Li et al., 2018; 

Wang et al., 2017). Dies führt zu der Annahme das Fto scheinbar einen globalen Effekt auf 

den mTOR-Signalweg in der Maus hat. 

 

Der Einfluss des mTOR-Signalwegs auf einen Myokardinfarkt wurde bereits genauer 

untersucht. Während einer Ischämie kommt es zu einem Mangel an Nährstoffen. Die 

Reduktion der mTORC1-Aktivität führt zu einer Reduktion des Energieverbrauches und zur 

Aktivierung der Autophagie (Sciarretta et al., 2014). Während der Ischämie wird hierdurch das 

Zellüberleben bis zu einem gewissen Maß gewährleistet. Demensprechend ist eine Reduktion 

der mTORC1-Aktivität während einer kardialen Ischämie protektiv. Die reduzierte Zell-

Apoptose führt zu einer verringerten Infarktgröße und resultiert in einer verbesserten 

Herzfunktion (Buss et al., 2009; Das et al., 2012; Di et al., 2012; Volkers et al., 2013; Wu et 

al., 2013a). In einer Studie von Volkers et al. wurde gezeigt, dass während einer permanenten 

Ischämie eine spezifische Inhibition des mTORC1-Komplexes durch Überexpression von 

PRAS40, die Apoptose sowie Infarktgröße reduzierte und die Herzfunktion verbesserte. Eine 

Inhibierung des mTORC2-Signalweges durch einen Knockdown von Rictor führte hingegen zu 

einer deutlichen Zunahme des ischämischen Schades und zu einer Verschlechterung der 

Herzfunktion. Um den ischämischen Schaden zu verringern sollte folglich eine Reduktion des 

mTORC1-Signalweges initiiert werden, die mTORC2-Aktivität jedoch erhalten bleiben (Volkers 

et al., 2013). In den Fto-/- Sham-operierten Herzen konnte das beschriebene Verhältnis 

beobachtet werden, welches vermutlich zu einer Reduktion des ischämischen Schadens 

geführt hat und sich in der reduzierten Infarktgröße zeigte. Welche Auswirkung die Inhibition 

des mTORC1-Komplexes nach einer Reperfusion hat, ist zum jetzigen Zeitpunkt unklar. So 

konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die Verabreichung von Rapamycin mit dem 

Einsetzen der Reperfusion eine protektive Wirkung hatte (Filippone et al., 2017). Eine andere 

Studie zeigte hingegen, durch einen Eingriff in die Gsk-3β (Glycogen synthase kinase 3 beta) 



 Diskussion 

 

           92   

Kinase Expression, dass eine Inhibierung des mTORC1-Komplexes den I/R-Schaden erhöhte 

(Zhai et al., 2011). Erfolgte die mTORC1-Inhibierung allerdings vor Beginn der Ischämie, 

resultierte dies eindeutig in einer Minderung des I/R-Schadens (Andres et al., 2014; Das et al., 

2012). In den Fto-/--Mäusen konnte bereits eine Minderung des mTORC1-Signalweges in 

Sham-operierten Herzen beobachtet werden. Dies lässt darauf schließen, dass bereits vor der 

Ischämie eine verminderte mTORC1-Aktivität vorlag, was mit der Vorbehandlung mit einem 

mTOR-Inhibitor vergleichbar ist. Dies könnte eine Verringerung der Zell-Apoptose bewirken, 

was die kleinere Infarktgröße der Fto-/--Tiere bedingen könnte. Nach Reperfusion kam es in 

den Fto-/--Herzen wie bei den Fto+/+-Herzen zu einer Steigerung der mTORC1-Aktivität, jedoch 

war diese in den Fto-/--Tieren etwas geringer als in den Fto+/+-Tieren. Ob dies einen Einfluss 

auf den weiteren Heilungsprozess hat, ist aufgrund der widersprüchlichen Studien nicht 

eindeutig. Allerdings wurden über den Zeitraum von drei Wochen keine negativen 

Auswirkungen beobachtet werden. 

 

5.1.4. Der Fto-Verlust führte zu einer Zunahme der Autophagie 

Im Weiteren wird durch den mTORC1-Komplex die Autophagie reguliert. Bei der Inhibierung 

von mTORC1 kommt es zu einer Steigerung der Autophagie (Laplante and Sabatini, 2013; 

Levine et al., 2011). In den Fto-/--Herzen wurde nach kardialer I/R eine erhöhte Menge an 

LC3B-II/LC3B-I gemessen, was ein Indikator für eine Zunahme an Autophagosomen ist 

(Abbildung 20 A). Kommt es zu einer Steigerung der Autophagie wird die LC3B-I Form in 

LC3B-II umgewandelt und in die Autophagosomenmembran eingebaut. Als weiterer 

Autophagie-Marker diente p62. Dieses markiert die Proteine, welche mittels Autophagie 

degradiert werden sollen. Bei der Fusion des Autophagosom mit den Lysosomen kommt es 

zum Abbau des p62-Proteins. Daher wies die Reduktion von p62 in den Fto-/--Herzen auf einen 

erhöhten lysosomalen Abbau der Autophagosomen hin (Abbildung 20 B). Allerdings ist p62 

kein ausreichender Marker um den autophagosomalen Abbau zu analysieren (Mizushima and 

Yoshimori, 2007). p62 interagiert mit vielen weiteren Signalmolekülen, die dessen Expression 

beeinflussen können. Unter anderem ist es an der proteasomalen Proteindegradation beteiligt 

(Myeku and Figueiredo-Pereira, 2011; Pankiv et al., 2007). Um eine genauere Aussage über 

den Autophagosomenabbau treffen zu können, müsste eine Behandlung der Sham- und I/R-

operierten Tiere mit einem Autophagie-Inhibitor, wie z.B. Chloroquine oder Bafilomycin A, 

durchgeführt werden. Diese inhibieren die Fusion der Autophagosomen mit den Lysosomen 

(Mauthe et al., 2018). In einer anschließenden Western-Blot-Analyse sollte es aufgrund der 

Behandlung zu einer weiteren Zunahme der LC3B-II Form im Verhältnis zur LC3B-I Form 

kommen. Dies würde darauf hindeuten, dass der lysosomale Abbau nicht gestört ist. Kommt 
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es jedoch zu keiner weiteren Zunahme des LC3B-II im Verhältnis zum LC3B-I, lag zuvor schon 

eine Störung im Autophagosomenabbau vor. Infolgedessen würde es zu einer Akkumulation 

von Autophagosomen kommen, was zur Aktivierung der Apoptose führen könnte (Loos et al., 

2014; Mauthe et al., 2018; Tal et al., 2009). Andererseits ist zu beachten, dass eine 

Behandlung der Tiere mit einem Autophagie-Inhibitor auch die Infarktgröße und Herzfunktion 

nach Myokardinfarkt beeinflussen kann (Bravo-San Pedro et al., 2017a; Sciarretta et al., 

2018b). Einige Studien zeigten bereits, dass eine Zunahme der Autophagie den kardialen 

Gewebeschaden minimieren kann (Bravo-San Pedro et al., 2017b; Riquelme et al., 2016; Wu 

et al., 2013c; Xie et al., 2014). Eine Inhibition hingegen kann die Apoptose fördern und den 

Gewebeschaden hierdurch erhöhen (Sciarretta et al., 2012; Wu et al., 2014). Besonders 

während der Ischämie wirkt eine gesteigerte Autophagie kardioprotektiv (Kanamori et al., 

2011). Den Zellen können hierdurch Aminosäuren und Monosaccharide zur ATP-Produktion 

bereitgestellt werden. Dies ermöglicht den Kardiomyozyten, zumindest für eine gewisse Zeit, 

den Nährstoffmangel besser zu bewältigen. Zudem scheint die Autophagie, sowie einige 

Autophagie-assoziierte Proteine, eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort zu 

spielen. Durch den kontrollierten Abbau von zerstörten Mitochondrien oder Zellbestandteilen 

kann vermutlich eine erhöhte Inflammation im Gewebe vermieden werden (Egan et al., 2011; 

Levine et al., 2011; Matsui et al., 2007; Sciarretta et al., 2018b; Wu et al., 2013b; Xie et al., 

2014; Zhang et al., 2017). Aufgrund dessen kann die vermutlich erhöhte Autophagie, welche 

durch die erhöhte Menge an LC3B-II/LC3B-I nachgewiesen wurde, in den Fto-/--Tieren zur 

Reduktion des Gewebeschadens beitragen. 

 

5.1.5. Zusammenfassung der bisherigen Erkenntnisse zum Einfluss von Fto auf den 
Myokardinfarkt 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die m6Am-Methylierung der Tsc2- und Akt1s1-

mRNA wahrscheinlich zu einer Zunahme der mRNA-Menge in den Fto-/--Mäusen führte. Diese 

wiederum erhöhte die Menge der Proteine TSC2 und PRAS40, welche zu einer reduzierten 

Aktivierung des mTORC1-Signalweges führen. Infolgedessen kam es zu einer Steigerung der 

Autophagie (Abbildung 32). In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass beide Prozesse 

den I/R-Schaden verringern (Buss et al., 2009; Das et al., 2012; Dhingra et al., 2013; Filippone 

et al., 2017; Kanamori et al., 2011; Sciarretta et al., 2012; Volkers et al., 2013; Wu et al., 

2013c). Somit könnte die reduzierte Aktivität des mTORC1-Signalwegs, sowie die daraus 

resultierende gesteigerte Autophagie für die reduzierte Apoptose, Infarktgröße, Infarktnarbe 

und die verbesserte Herzfunktion in Fto-/--Tieren verantwortlich sein.  
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Abbildung 32. Der Fto-Verlust führte zu einer erhöhten Proteinexpression von TSC2 und 

PRAS40, welches eine Inhibierung des mTORC1-Signalweges bewirkt. Dies führte zu einer 

Aktvierung der Autophagie und Inhibierung der Proteinbiosynthese. Die Aktivität des mTORC2-

Komplexes war erhöht und fördert das Zellüberleben. Zusammenfassend bewirkte dies eine 

Reduktion der Apoptose, der Infarktgröße und Fibrose sowie einen verbesserten Erhalt der 

Herzfunktion nach kardialer I/R in der Fto-/--Tieren. 

In einer früheren Studie wurde ebenfalls der Einfluss von Fto auf einen Myokardinfarkt 

untersucht. Mathiyalagan et al. zeigten mittels einer m6A-Immunpräzipitation, dass viele der 

mRNA-Transkripte die eine Funktion in der Herzkontraktion besitzen, eine m6A/m6Am-

Methylierung aufweisen. Nach Myokardinfarkt wurde eine Verringerung der Fto-Expression in 

FTO

TSC2 PRAS40

mTORC1

ElF4 und p70S6K 
Signalweg Autophagie

Reduktion der Apoptose, Infarktgröße und 
Fibrose sowie Verbesserung der Herzfunktion
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Herzen von Mäusen, Schweinen sowie Menschen beobachtet, welches gleichzeitig zu einer 

Zunahme der m6A/m6Am-Methylierung führte. Daraufhin wurde von den Autoren die Hypothese 

aufgestellt, dass die Zunahme der mRNA-Methylierung zu einem erhöhten Abbau der 

Transkripte führte, die vor allem am Erhalt der Herzkontraktion beteiligt waren. Mittels AAV9 

(Adeno-associated virus serotype 9), sowie adenoviraler Überexpression von Fto sollte es den 

Autoren zufolge zu einer Demethylierung der Transkripte kommen und damit zu einer erhöhten 

Stabilität (Mathiyalagan et al., 2018). Dies ist jedoch wiedersprüchlich zu der Arbeit von Mauer 

et al(Mauer et al., 2017). Tatsächlich führt die Überexpression von Fto zu einer verbesserten 

Herzfunktion sowie einer kleineren Infarktnarbe 4 Wochen nach kardialer Ischämie 

(Mathiyalagan et al., 2018). Dieser Studie zufolge hätte in den Fto-/--Tieren hingegen eine 

deutlich schlechtere Herzfunktion sowie ein vergrößerter Infarkt nach kardialer Ischämie 

auftreten sollen. Dies war jedoch nicht der Fall. Eine mögliche Erklärung für die 

widersprüchlichen Ergebnisse könnte sein, dass in der erwähnten Studie eine permanente 

kardiale Ischämie durchgeführt wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen das 

Ischämie/Reperfusions-Modell verwendet. Während einer dauerhaften Ischämie bestehen 

andere physiologische Bedingungen als nach Einsetzen der Reperfusion. Folglich führt dies 

zu einer unterschiedlichen Genexpression und Signalwegs-Aktivierung (Buja, 2005; Yellon 

and Hausenloy, 2007). Daher könnte es möglich sein, dass in beiden physiologischen 

Konditionen die Expression von Fto unterschiedliche Auswirkungen hat. Des Weiteren wurde 

die Immunpräzipitation der mRNA mittels des m6A-Antikörpers durchgeführt. Mit diesem ist es, 

wie schon zuvor erwähnt, nicht möglich zwischen der m6A- und m6Am-Methylierung zu 

unterscheiden (Mauer et al., 2017). Daher könnte es sein, dass einige der detektierten 

Transkripte nicht direkt durch Fto reguliert wurden. Zudem wurde angenommen, dass die 

erhöhte m6A-Methylierung die mRNA destabilisiert. Vorausgesetzt das einige der detektierten 

Transkripte auch eine m6Am-Methylierung aufwiesen, würde dies nach Mauer et al. jedoch zu 

einer Stabilisierung der mRNAs führen (Mauer et al., 2017). Daher wäre direkt durch eine 

erhöhte Fto-Expression keine erhöhte Expression der mRNA-Transkripte, die an der 

Herzkontraktion beteiligt sind, zu erwarten. Eine Möglichkeit wäre, dass es durch sekundäre 

Effekte, welche die m6A-Methylierungen der RNA beeinflussen, zu einer Erhöhung der 

Expression der Target-Transkripte kommt. Bezüglich der Ergebnisse aus dieser Arbeit wäre 

bei einer Überexpression von Fto eine Zunahme der mTORC1-Aktivität zu erwarten. 

Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dass eine erhöhte mTOR-Aktivität während 

der Reperfusion das kardiale Remodeling reduziert (Bezzerides et al., 2016; Dhingra et al., 

2013; Lu et al., 2010; Zhai et al., 2011). Dies könnte ebenfalls erklären warum eine 

Überexpression von Fto ebenfalls zu einer verbesserten Herzfunktion führt.  
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5.2. Einfluss der prä- und postoperativen Rhein-Behandlung auf 
den I/R-Schaden 

In einem ersten Versuch zur Analyse von Fto als ein mögliches therapeutisches Target, 

wurden wildtypische Mäuse mit dem Fto-Inhibitor Rhein behandelt (Sun et al., 2016). Mittels 

einer Dot-Blot-Analyse wurde gezeigt, dass die Behandlung zu einer signifikanten Zunahme 

der m6A/m6Am-Methylierung im Herzen führte. Diese war jedoch nur halb so hoch wie in Fto-/-

-Herzen. Möglicherweise konnte keine vollständige Inhibition der Fto-Demethylase-Funktion 

erreicht werden. Jedoch ist zu beachten, dass aufgrund der Antikörperspezifität keine präzise 

Annahme über den m6Am Methylierungs-Status möglich ist (Mauer et al., 2017). 

Nichtsdestotrotz bewirkte die präoperative Behandlung eine Reduktion der Infarktgröße, sowie 

eine geringere Zunahme des EDV und ESV. Auch in einer Studie von 2015 konnte die 

kardioprotektive Wirkung einer Diacerein-Behandlung während einer permanenten Ischämie 

gezeigt werden (Torina et al., 2015). Hierbei handelt es sich um eine diacetylierte Form des 

Rheins, welches als Medikament genutzt wird. In der Leber wird das Diacerein zu Rhein 

deacetyliert (Nicolas et al., 1998). Die Diacerein-behandelten Tiere wiesen ebenfalls eine 

kleinere Infarktnarbe und ein verbessertes des EDV und ESV auf (Torina et al., 2015).  

Die postoperative Behandlung zeigte hingegen keinen Erfolg. Es kam weder zu einer 

verminderten Infarktgröße noch zu einer verbesserten Herzfunktion. Bezüglich der mTOR-

Inhibierung, nach Einsetzen der Reperfusion, gibt es bisher widersprüchliche Studien (Andres 

et al., 2014; Das et al., 2012; Zhai et al., 2011). Daher ist keine eindeutige Einschätzung zu 

der Effizienz der postoperativen Rhein-Behandlung möglich. Eine weitere Möglichkeit wäre es, 

dass die Behandlung nicht effizient genug ist, um die Demethylase-Funktion von Fto zu 

hemmen. In der präoperativen Behandlung konnte zwar ein positiver Effekt auf die 

Infarktgröße beobachtet werden, aber keine Verbesserung der EF und des FS, wie vorab bei 

den Fto-/--Tieren. In der zuvor genannten Studie von Torina et al. 2015, zur Rhein-Behandlung 

während eines akuten Myokardinfarktes, wurde den Tieren eine höhere Dosis verabreicht. In 

der vorliegenden Arbeit wurde eine Dosis von 50 mg/kg appliziert, während in der Studie von 

Torina et al. 80 mg/kg appliziert wurde.  

 

5.3. Der Kardiomyozyten-spezifische Fto-Verlust hatte keinen 
Einfluss auf den I/R-Schaden 

Der Fto-Verlust konnte spezifisch in Kardiomyozyten durch Tamoxifen-Zugabe erfolgreich 

induziert werden. Allerdings schien dieser Zelltyp-spezifische Fto-Verlust keinen Einfluss auf 

den I/R-Schaden zu haben. Weder in der Infarktgröße, noch in der Herzfunktion, konnte ein 
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Unterschied verglichen zu den Kontrolltieren beobachtet werden. Der gesamte Anteil des 

Herzens besteht zu 60 % aus Kardiomyozyten, welche für die Herzkontraktion zuständig sind. 

Dennoch ist deren Überleben von weiteren Zellen abhängig (Pinto et al., 2016). Das Herz 

besteht zusätzlich zu einem großen Anteil aus anderen Zelltypen, wie Endothelzellen und 

Fibroblasten. Diese können bis zu 40 % der gesamten Herzmasse ausmachen und sind unter 

anderem für die intrazelluläre Kommunikation und den vaskulären Transport zuständig (Pinto 

et al., 2016; Zhou and Pu, 2016). Daher könnte der Fto-Verlust in Endothelzellen oder 

Fibroblasten ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf den I/R-Schaden haben. Weiterhin 

könnte der Fto-Verlust in anderen Organen und Geweben ebenfalls Auswirkungen auf den 

Myokardschaden haben. Beispielweise wurde gezeigt, dass Fto einen großen Effekt auf die 

Bildung und den Erhalt des Fettgewebes hat (Fischer et al., 2009; Ikels et al., 2014; Martin 

Carli et al., 2018; Wang et al., 2015). Dieses ist wiederum für die Sekretion von Adipokinen 

verantwortlich, welche unter anderem die Immunzellantwort regulieren (Fasshauer and Bluher, 

2015; Nakamura et al., 2014). So konnte bereits in Abhängigkeit von Fto eine veränderte 

Leptin- und Adiponektin-Sekretion beobachtet werden (Church et al., 2009; Labayen et al., 

2011). Beide Adipokine können zudem den Ausgang eines Myokardinfarktes über 

verschiedenen Mechanismen positiv beeinflussen (McGaffin et al., 2009; Shibata et al., 2005; 

Tao et al., 2007). Auch der mTORC1-Komplex hat Auswirkungen auf das Fettgewebe, da 

dieser an der Regulation der Lipid-Synthese und des Metabolismus beteiligt ist (Saxton and 

Sabatini, 2017). Es wurde bereits gezeigt, dass Fto den mTORC1-Signalweg in 

unterschiedlichen Geweben und Zellen inhibiert (Gulati et al., 2013; Li et al., 2018; Wang et 

al., 2017). Daher könnte Fto ebenfalls einen Effekt auf den mTOR-Signalweg im Fettgewebe 

haben.  

Da der Kardiomyozyten-spezifische Fto-Verlust keinen Einfluss auf den I/R-Schaden hatte, ist 

davon auszugehen, dass der positive Effekt des Fto-Verlustes nicht von den Kardiomyozyten 

abhängig ist. 

 

5.4. Ausblick 

Fto beeinflusst über die mRNA-Stabilität die Expression einer großen Anzahl verschiedener 

Gene. Dies hat letztendlich Auswirkungen auf die Aktivierung verschiedener Signalwege und 

beeinflusst hierdurch die Regulation verschiedener physiologischer Prozesse. In dieser Arbeit 

konnten die Auswirkungen des Fto-Verlustes auf den mTOR-Signalweg gezeigt werden. 

Vermutlich werden noch weitere Signalwege durch Fto reguliert. In den Daten der Signalwegs-

Analyse wurden zahlreiche weitere Signalwege aufgeführt, in denen eine Änderung in der 

Genexpression vorlag. Beim Vergleich von Fto+/+ zu Fto-/- I/R-operierten Herzen wurden 
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folgende weitere Signalwege aufgelistet: „IL 8 Signaling“, „Role of macrophages, Fibroblasts, 

Endothelial Cells in rheumatoid Arthritis“, “Fcy receptor mediated phagocytosis in 

macrophages and monocytes“ und „Leukocyte extravasation signaling“. Alle genannten 

Signalwege sind an der inflammatorischen Antwort, der Einwanderung von Immunzellen sowie 

dessen Funktion beteiligt. Auch die Expressionsanalyse 24 Stunden nach kardialer Ischämie 

zeigte eine geringere Expression der Gene Mcp1 und Mmp9. In früheren Studien konnte 

gezeigt werden, dass eine Inhibition oder Verlust dieser Gene zu einer verminderten Infiltration 

von Monozyten und Makrophagen führte (Dewald et al., 2005; Ducharme et al., 2000; Lindsey 

et al., 2006). Des Weiteren wurde in einigen Studien gezeigt, dass der mTOR-Signalweg 

Auswirkungen auf die Aktivierung des NF-κB-Signalwegs hat (Chen et al., 2014; Dan et al., 

2008; Dhingra et al., 2013; Gao et al., 2015). Der NF-κB-Signalweg ist an der Regulation der 

Immunantwort beteiligt (Gordon et al., 2011). Daher ist zu vermuten, dass Fto auch einen 

Einfluss auf die Regulation des Immunsystems hat (Liu et al., 2016; Prabhu and 

Frangogiannis, 2016). Die Immunantwort ist ausschlaggebend für den Heilungsprozess nach 

Einsetzen der Reperfusion und kann die Infarktgröße sowie Herzfunktion entscheidend 

beeinflussen (Liu et al., 2016). Daher könnte es in nachfolgenden Studien auch von Bedeutung 

sein die Immunzellaktivierung und Einwanderung in das infarzierte Gewebe zu untersuchen.
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6. Zusammenfassung 
Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) gehören ischämische Herzerkrankungen zu den 

häufigsten Todesursachen weltweit. Adipositas ist einer der häufigsten Risikofaktoren für die 

Bildung eines Myokardinfarktes und kann zudem dessen Heilungsprozess verschlechtern. 

Das fat mass and obesity associated gene (FTO) steht in Verbindung mit der Entwicklung von 

Adipositas in Mäusen und im Menschen. Bei Fto handelt es sich um eine m6Am-RNA-

Demethylase, welche die RNA-Stabilität und damit die Translation beeinflussen kann. 

Hierdurch hat Fto eine große Auswirkung auf die Regulation des gesamten Transkriptoms. 

Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss von Fto auf molekulare Prozesse nach einem 

Myokardinfarkt untersucht. Hierzu wurde in Fto-defizienten Mäusen eine 

Ischämie/Reperfusions-Schaden induziert und analysiert. Die Fto-defizienten Tiere wiesen 24 

Stunden nach kardialer Ischämie im Vergleich zu wildtypischen Mäusen eine reduzierte 

Apoptose und Infarktgröße auf. Auch die Herzfunktion war in den Fto-defizienten Tieren über 

einen Zeitraum von 3 Wochen deutlich besser erhalten. Zudem wurde 3 Wochen nach 

Ischämie eine signifikant kleinere Infarktnarbe verglichen zu den wildtypischen Tieren 

beobachtet. Zur näheren Untersuchung des Einflusses von Fto auf molekularer Ebene wurde 

eine Mikroarray-Analyse durchgeführt. Die Daten der Signalwegs-Analyse deuteten darauf 

hin, dass Fto einen Einfluss auf den mTOR-Signalweg hat. In weiteren molekularen Analysen 

zeigte sich eine erhöhte Expression von TSC2 und PRAS40, welche zu einer Reduktion der 

mTORC1-Aktivität führten, aber keinen Einfluss auf den mTORC2-Signalweg hatten. Die 

verringerte Aktivität des mTORC1-Komplexes führte infolgedessen zu einer erhöhten 

Autophagie. Beide Beobachtungen wirken besonders während der Ischämie kardioprotektiv.  

Aufgrund der signifikant verbesserten Herzfunktion wurde das therapeutische Potential von 

Fto auf den Myokardinfarktschaden mittels eines Inhibitors namens Rhein untersucht. Die 

präoperative Behandlung führte zu einer Reduktion der Infarktgröße und zu einer verbesserten 

Herzfunktion. Die postoperative Behandlung hatte hingegen keinerlei Einfluss auf den 

Heilungsprozess. 

In einem abschließenden Versuch wurde untersucht ob der kardioprotektive Effekt des Fto-

Verlustes auf die Kardiomyozyten zurückzuführen war. Dazu wurden Tiere verwendet bei 

denen ein Kardiomyozyten-spezifischer Fto-Verlust induziert wurde. Allerdings konnte in 

diesen Tieren keine Reduktion des Gewebeschadens, noch eine verbesserte Herzfunktion 

beobachtet werden.  

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der globale Verlust von Fto, 

über die verminderte mTORC1-Aktivität und die Erhöhung der Autophagie, zu einer Reduktion 

des Ischämie/Reperfusions-Schaden führte.



 Abstract 
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7. Abstract 

According to the World Health Organization (WHO), ischemic heart diseases are still a leading 

cause of death worldwide. Particularly obesity is one of the major risk factors that can lead to 

a myocardial infarction and negatively influence subsequent cardiac remodeling. The “fat mass 

and obesity associated gene” (FTO) is related to the development of obesity in mice and 

humans. In addition, it is known that Fto acts as a specific m6Am RNA demethylase, whereby 

it can influence mRNA stability and translation. Thereby it has a huge impact on the whole 

transcriptome. Therefore, the functional role of Fto on myocardial infarction was investigated 

in the present thesis. We used Fto deficient mice that undergo myocardial 

ischemia/reperfusion injury via coronary artery ligation. 24 h after myocardial ischemia the Fto 

negative mice exhibited a reduced cell apoptosis and infarct size. Furthermore, over the time 

of three weeks the Fto deficient mice had preserved heart function and a reduced scar size 

compared to the control mice. To further uncover the molecular relevance of Fto a microarray 

was performed. The pathway analysis revealed a reduction in the mTORC1 signaling. Further 

molecular analyses showed an increased protein expression of PRAS40 and TSC2, which 

consequently leads to a reduced mTORC1 complex activation but has no effect on mTORC2 

signaling. Consequently, the decreased activity of the mTORC1 complex resulted in increased 

autophagy. Both processes are cardioprotective, especially during ischemia. 

Due to the significantly improved cardiac function the therapeutic potential of Fto was analyzed 

using an inhibitor called Rhein. The pretreatment resulted in a reduction in infarct size and 

improved cardiac function. On the other hand the post-treatment had no influence on the 

healing process. 

In an last experiment it was further investigated, if the protective effect of the Fto loss is  locally 

attributable to the cardiomyocytes. Therefore animals were used, where a specific Fto loss in 

cardiomyocytes was induced by tamoxifen injection. However, these mice revealed no reduced 

infarct size neither preserved a heart function.  

In summary, this study showed that a global Fto deficiency decreased the mTORC1 activity 

and simultaneously increased autophagy, thereby leading to a reduced ischemia/ reperfusion 

injury.  
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9. Abkürzungsverzeichnis 

°C  Grad Celsius 

3’-UTR untranslated region 

AAR Area at risk 

AAV9 Adeno-associated virus serotype 9 

ADAM  A disintegrin and metalloprotease 

Akt/PKB Proteinkinase B 

AMP Adenosinmonophosphat 

AMPK AMP-activated protein kinase 

APR  Akute-Phase-Reaktion 

APS Ammoniumpersulfat 

AS  Aminosäure(n) 

ATP Adenosintriphosphat 

BMI Body-Mass-Index 

bp  Basenpaare 

BSA  Bovines Serumalbumin 

CBM  Zytokin-bindendes Modul (Cytokine-binding modules) 

CT Cycle Threshold 

CTF  C-terminales Fragment 

DAMPs Damage-associated molecular patterns 

DEPTOR DEP domain-containing mTOR-interacting protein 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 
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E. coli Escherichia coli 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

EDV enddiastolisches Volumen 

EF Ejektionsfraktion 

EGF  Epidermal growth factor 

EKG Elektrokardiogramm 

elF4 E74 like ETS transcription factor 4 

ESV endsystolisches Volumen 

f.c.  Endkonzentration (final concentration) 

FCS  Fötales Kälberserum 

FS fractional shortening 

Ft Fused toes 

Fto fat mass and obesity associated  

GFP  Grün fuoreszierendes Protein 

GSK-3β Glycogen synthase kinase 3 beta 

h  Stunde 

HEK293T Human embryonic kidney 

HPRT Hypoxanthine phosphoibosyltranferase 1 

I/R Ischämie/Reperfusion 

ICD  Intrazelluläre Domäne (Intracellular Domain) 

IFNβ  Interferon β 

Ig Immunglobulin 
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IgG  IgG-ähnliche Domäne 

IL  Interleukin 

IL-10 Interleukin-10 

IL-1R  Interleukin-1-Rezeptor 

i.p. Intraperitoneal 

IRX Iroquois 

JAK  Janus-Kinase 

kb Kilobasen 

kg Kilogramm 

LAD left anterior descending 

LC3B Microtubule-associated protein light chain 3 

LIFR  LIF-Rezeptor 

LPS Lipopolysaccharide 

LV Linker Ventrikel 

m  murine 

m/V  Masse pro Volumen 

m6A (N(6)-methyl-2'-O-Methyladenosin 

m6Am N6,2’O-Diemethyladenosin 

MAPK Mitogen activated protein kinase 

MCP1 Monocyte chemoattractant protein-1/chemokine 

MEFs Mouse embryonic fibroblasts 

MI Myokardinfarkt 
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min  Minuten 

ml  Milliliter 

mLST8 Mammalian lethal with SEC13 protein 8 

MRI Magnetic resonance imaging 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 

mSin1 
Mammalian stress-activated protein kinase-interaction 

protein 1 

mTOR Mechanistic target of rapamycin 

mTORC1 mTOR complex1 

mTORC2 mTOR complex 2 

NF-κB 
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 

activated B-cells 

ng  Nanogramm 

OD Optical density 

p70S6K1 Ribosomal protein S6 kinase beta-1  

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS  Phosphate buffered Saline 

PCI perkutanen koronaren Intervention 

PCR  Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction) 

PE  Phytoerythrin 

pg  Picogramm 

pH Potential Hydrogenic 

PI3K  Phosphoinotinositol-3-Kinase 
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PIAS  Protein inhibitor of activated STAT 

PIP2  Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat 

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat 

PKC Proteinkinase C 

POD  Peroxidase 

PRAS40 Proline-rich Akt substrate of 40 kDa 

PVDF  Polyvinyliden Fluorid 

Raptor Regulatory-associated protein of mTOR 

RAS Rat sarcoma 

Rheb Ras homolog enriched in brain 

Rictor rapamycin-insensitive companion of mTOR 

RIN RNA integrity numbers 

Rpm  Rotationen pro minute 

RT  Raumtemperatur 

s.c. subkutan 

sec  Sekunden 

SGK1 Serum and glucocorticoid-induced protein kinase 1 

sIL-6R  Löslicher (soluble) Interleukin-6-Rezeptor 

SNPs Single nucleotid polymorphisms 

ss Sinle-stranded 

STAT  Signal transducer and activator of transcription 

TACE  Tumour necrosis-α converting enzyme 
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TBS Tris buffered saline 

Tel2 Tel 2 interacting protein 1 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

TIMP-1 Tissue inhibitor of metalloproteinases 1 

TLRs Toll-like receptors 

TMD  Transmembrandomäne 

TNF-α  Tumour necrosis factor-α 

TSC tuberous sclerosis protein 

U  Units 

ULK1 Unc-51 like autophagy activating kinase 

V  Volt 

V/V  Volumen pro Volumen 

WHO Weltgesundheitsorganisation 

ZETT 
Zentralen Einrichtung für Tierforschung und 

wissenschaftlichen Tierschutzaufgaben 

µl  Mikroliter 
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