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Zusammenfassung

Das Endothel stellt als einschichtige Zellschicht die Schnittstelle zwischen den Geweben
aller Organe und dem Blut dar und ist fiir einen Austausch von Néhrstoffen, Botenstoffen,
Blutgasen sowie den Abtransport der vom Gewebe gebildeten Stoffe maBgeblich. In
gestorten Reaktionen des Endothels auf lokale Gegebenheiten liegen zahlreiche
Fehlfunktionen und Pathologien begriindet. Eine endotheliale Dysfunktion ist
beispielsweise verantwortlich fiir Arteriosklerose. Hier sind unter anderem VEGEF,
Insulin und das eng verwandte Hormon IGF-1 beteiligt. Letzterem kommt bei der zudem
eine Bedeutung beim Remodelling nach Myokardinfarkt, der Tumorangiogenese oder der
Anpassung der Muskulatur an Training zu.

Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines endothelspezifischen Knock-Out Modells um
einen postulierten endogenen Effekt des IGFIR auf die Muskulatur von Skelett und
Herzen zu analysieren. Es erfolgte zundchst die Zucht transgener Méuse mit einem
endothelspezifischen Knockout fiir den IGF1R. Western Blot Analysen zeigten eine
deutliche Reduktion des IGF1-Rezeptors in verschiedenen Organen der KO-Tiere. Daten
der quantitativen PCR zeigen, dass der IGF1R in Endothelzellen des KO nicht mehr
exprimiert wurde.

Mittels freiwilligem Laufradlaufen {iber 16 Wochen als Modell fiir Ausdauertraining
wurde der Trainingseffekt auf die quergestreifte Muskulatur bei Méusen untersucht.
Laufstrecke und —geschwindigkeit wurde mittels Powerlab registriert. Kapillarisierung
des M. Plantaris sowie der Faserdurchmesser wurden mittels Immunfluoreszenz
analysiert und sowohl in trainierten als auch sedentéren Tieren untersucht.

Bei gleicher mittlerer Geschwindigkeit legten KO Tiere eine geringe Strecke zurlick.
Morphologisch zeigte sich eine Zunahme der Kapillaranzahl pro mm? in beiden Gruppen.
Bei WT Tieren wurde eine signifikante Steigerung des Kapillar-zu-Muskelfaser-
Verhiltnisses nach Ausdauertraining festgestellt, welche einherging mit einer Zunahme
des mittleren Muskelfaserquerschnitts. Im Gegensatz dazu war der Faserquerschnitt bei
KO-Tieren bereits basal erhoht und zeigte keinen weiteren Anstieg nach freiwilligem
Laufradtraining.

Unsere Daten zeigen, dass die endogene IGF1-Signaltransduktion keinen Einfluss auf die
Kapillarneubildung bei Ausdauertraining hat. Interessanterweise weisen unsere
Ergebnisse aber auf einen parakrinen, IGF1R vermittelten Effekt des Endothels auf die

Muskelfaserdurchmesser hin.



Summary

The endothelium as a single-layered cell surface, represents the interface between the
tissues of all organs and the blood and is essential for the exchange of nutrients,
messenger substances, blood gases and the removal of substances produced by the tissue.
Numerous malfunctions and pathologies are caused by disturbed reactions of the
endothelium to local conditions. Endothelial dysfunction, for example, is responsible for
arteriosclerosis. Among other things, VEGF, insulin and the closely related hormone IGF-
1 are involved here. The latter is also important in remodelling after myocardial
infarction, tumour angiogenesis or the adaptation of muscles to training.

The aim of this work was to develop an endothelium-specific knock-out model to analyze
a postulated endogenous effect of IGF1R on skeletal and cardiac muscle. First, transgenic
mice were bred with an endothelium-specific knockout for IGF1R. Western blot analyses
showed a significant reduction of the IGF1 receptor in various organs of the KO animals.
Data from quantitative PCR show that IGFIR was no longer expressed in endothelial
cells of the KO.

By means of voluntary running for 16 weeks as a model for endurance training, the
training effect on the striated muscles in mice was investigated. Running distance and
speed was registered by Powerlab. Capillarization of M. Plantaris as well as fiber
diameters were analyzed by immunofluorescence and examined in both trained and
sedentary animals. KO animals covered a shorter distance at the same average speed.
Morphologically, an increase in the number of capillaries per mm? was observed in both
groups. In WT animals, a significant increase in capillary to muscle fiber ratio was
observed after endurance training, which was accompanied by an increase in mean
muscle fiber cross section. In contrast, the fiber cross section in KO animals was already
basally increased and showed no further increase after voluntary walker training.

Our data show that endogenous IGF-1 signal transduction has no influence on capillary
formation during endurance training. Interestingly, however, our results indicate a

paracrine, IGF1R-mediated effect of the endothelium on muscle fiber diameters
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Einleitung

1 Einleitung

Die Versorgung der Zellen des menschlichen Korpers mit Sauerstoff, Nédhrstoffen und
Botenstoffen sowie der Abtransport von Stoffwechselendprodukten erfolgt iiber das Blut.
Damit der Transport des Blutes durch den menschlichen Korper gewéhrleistet ist, wird
ein feines Gefillnetz mit einer Gesamtoberfliche von etwa 1000 m? bendtigt.
Ausgekleidet wird diese betrichtliche Oberflache der Gesamtheit an Gefdllen von einer
einschichtigen ,,Zelltapete, dem Endothel. Das Endothel dient als Barriere zwischen Blut
und Gewebe und iibt somit zum einen eine lebensnotwendige Schrankenfunktion, zum
anderen eine ebenso lebensnotwendige Austauschfunktion zwischen diesen beiden
Kompartimenten aus. Die liber das Endothel hergestellte Barriere dient einer selektiven
Permeabilitdt und wird zum einen gebildet durch die Zellzwischenrdume, zum anderen
wird sie auch durch die Zelle selbst gewéhrleistet. Wie wichtig ein intaktes Endothel fiir
den Organismus ist, zeigt sich unter anderem bei einer Gefal3dysfunktion, ausgeldst durch
Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder Atherosklerose.

Gebildet wird das Endothel zundchst im Rahmen der Vaskulogenese wahrend der
Embryonalentwicklung in der Phase der Gastrulation. Hierbei entstehen aus dem
Mesoderm Angioblasten, Vorlduferzellen von Endothelzellen (Flamme et al., 1995). Aus
den Angioblasten entwickeln sich als erste Stufe der Gefdl3bildung primitive Blutgefilie,
spater kleiden die sich unter dem essentiellen Einfluss von vascular endothelial growth
factor (VEGF) differenzierenden Endothelzellen das gesamte Gefdsystem aus (Risau,
1997).

Generell konnen neue Gefdfle im weiteren Verlauf der Entwicklung des Menschen iiber
zweil Mechanismen entstehen: die sprossende Neovaskularisierung, auch Angiogenese
genannt, bei welcher aus einem bestehenden Gefa3lumen ein neues auswachst, und die
nicht-sprossende Neovaskularisierung (auch Intussusception genannt), bei welcher ein
bereits bestehendes GefaBBlumen sich teilt oder vergroBert (Risau, 1997, Potente et al.,
2011).

Die Neovaskularisation ist ein Prozess, bei welchem Endothelzellen durch Bildung von
pro-angiogenetischen Faktoren, von denen der wohl wichtigste der VEGF ist, in
unterversorgten Geweben zu Migration und Zellteilung angeregt werden (Maciag et al.,

1979). Dieser Prozess der Gefdallneubildung tritt im adulten Organismus physiologisch
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lediglich bei Wundheilung, bei Wachstum und in bestimmten Phasen des weiblichen
Zyklus in der Schleimhaut des Uterus auf.

Zusétzlich zu den Funktionen der Geféfneubildung und der selektiven Permeabilitit zum
angrenzenden Gewebe ist das Endothel in der Lage, eine Reihe an weiteren, flir die
Homoostase des Organismus notwendigen, Funktionen auszuiiben. So werden iiber das
Endothel bedeutende Anteile der Regulation der Organdurchblutung, der
Entziindungsreaktion und der Blutgerinnung initiiert und ausgefiihrt. Reguliert werden
diese Vorgidnge zum einen iiber im angrenzenden Gewebe anfallende Metabolite und
lokale physikalische Faktoren wie beispielsweise die Stromungsgeschwindigkeit des
Blutes, zum anderen erfolgt eine Regulation {iber eine hormonelle Steuerung.

Eine solche hormonelle Regulation des Endothels erfolgt unter vielen anderen auch iiber
den Insulin-dhnlichen-Wachstumsfaktor (Insulin like growth factor 1, 1im Folgenden IGF-
1 genannt). Damit das Hormon an seinem Zielgewebe eine Reaktion hervorrufen kann,
ist auf den Zellen des Zielgewebes die Expression eines flir IGF-1 spezifischen Rezeptors
essentiell. Damit folglich das Hormon IGF-1 eine Wirkung auf das Endothel entfalten
kann, muss dieses den Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor Rezeptor (IGFIR)
exprimieren. Historisch wurde der IGFIR erstmalig im Endothel von Schweineaorten
sowie deren Pulmonalarterien und Fettgewebskapillaren mittels Bindung radioaktiv
markierter Hormone nachgewiesen (Bar and Boes, 1984). Zusitzlich ergaben neuere
Untersuchungen der Expression des IGF1R auf molekularer Ebene, sowohl mittels DNA-
als auch Proteinnachweises, dass dieser im Endothel sogar stirker exprimiert wird als der
dem IGF1R stark verwandte Insulinrezeptor (Back et al., 2012).

Zunichst ging man davon aus, dass IGF-1 ausschlieBlich in der Leber gebildet wird und
seine Wirkung iiberwiegend auf das Wachstum von Knorpel und Knochen entfaltet
(Daughaday et al., 1976). Heute ist bekannt, dass IGF-1 in nahezu allen Geweben zu
einem geringen Anteil gebildet wird und dort eine sowohl para- als auch autokrine
Wirkung entfalten kann (Long et al., 1991, Delafontaine et al., 1996, Wang et al., 1997,
Le Roith et al., 2001). Auch der IGFIR wird, um die postulierte sowohl para- als auch
autokrine Wirkung vermitteln zu konnen, in verschiedenen Geweben exprimiert (Haskell
and Tucker, 1994).

Es konnte gezeigt werden, dass IGF-1 eine wichtige Rolle im kardiovaskuldren System

spielt. So wird am Herzen das kardiale Wachstum, die kardiale Kontraktilitit und eine
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verbesserte kardiale Funktion nach Myokardinfarkt {iber IGF-1 gefordert (Ren et al.,
1999, Jackson et al., 2015).

Auch andere Zellen im Herzen, wie beispielsweise kardiale Fibroblasten, werden iiber
den IGFIR zu einem verstarkten Wachstum angeregt (Reiss et al., 1995). Zusitzlich gibt
es Hinweise darauf, dass von nicht-myokardialen Zellen des Herzens, darunter auch
Endothelzellen, IGF-1 gebildet wird, welches dann wiederum para- und autokrin seine
Wirkung vermittelt (Long et al., 1991).

Im Endothel selbst ist eine erhdhte Aktivitit des IGF1R unter anderem verantwortlich fiir
eine herabgesetzte Insulinsensitivitit sowie eine erhohte Proliferationsrate in Rahmen
von Reparaturprozessen (Abbas et al., 2011, Imrie et al., 2012). Diese Daten lassen ein
hohes therapeutisches Potential des IGF-1 und des IGFIR im Bereich des

kardiovaskuldren Systems und insbesondere am Endothel vermuten (Ren et al., 1999).
1.1 Charakteristika des IGF-1

Der IGF-1 (frither auch Somatomedin C genannt) ist ein aus 70 Aminosiduren
bestehendes, 7,5 kDa kleines Wachstumshormon aus der Gruppe der Peptidhormone
welches eine 50%-ige Strukturhomologie zu dem anabolen Hormon Insulin aufweist
(Baxter, 2001, Clemmons, 2012, Tahimic et al., 2013). Gebildet wird IGF-1 zu grof3en
Teilen in der Leber und von dieser ins Blut abgegeben (Sjogren et al., 1999). Zusitzlich
wird IGF-1 wie bereits beschrieben auch von nahezu allen anderen Korperzellen gebildet.
Da es seine Wirkung hier jedoch para- oder autokrin entfaltet, macht die so ins Blut
gelangte Menge von IGF-1 lediglich einen geringen Anteil an der Konzentration des
zirkulierenden IGF-1 aus, wie in einem Mausmodell mit Leberspezifischen Knock Out
(KO) fiir die Bildung von IGF-1 gezeigt werden konnte (Sjogren et al., 2002a).

Im Blut zirkuliert IGF-1 zu groBBen Teilen gebunden an spezifische Transportproteine,
den IGF-bindenden Proteinen (IGF-BP). Zur Familie der IGF-BP gehoren sechs derzeit
bekannte Proteine, welche in Kombination mit einer sogenannten S&ure-instabilen
Untereinheit (acid-labil subunit) Komplexe mit IGF-1 eingehen und als solche im Blut
zirkulieren (Baxter, 2001, Bach et al., 2005). Vermutlich liegt nur 1% des im Korper
zirkulierenden IGFs in freier und somit bioaktiver Form vor (Livingstone, 2013).
Hierdurch wird das Hormon vor Proteolyse geschiitzt und so die Plasmahalbwertszeit von

15 Minuten auf circa 16 Stunden verldngert (Baxter, 2000, Clemmons, 2007).
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1.2 Regulierung des IGF-1

Der addquate Reiz fiir die Ausschiittung von IGF-1 ist die Ausschiittung des
Wachstumshormons (growth hormon = GH) aus dem Vorderlappen der Hypophyse. Die
Regulation unterliegt sowohl einem pulsatilen, Alters- und Tagesabhidngigem Profil als
auch einem komplexen Riickkopplungsmechanismus zur Feinregulation.

Lebensphasen, in welchen das Wachstum von Skelett und Muskulatur besonders hoch ist,
sind gekennzeichnet durch einen hohen Serumspiegel von Wachstumshormon. So finden
sich die hochsten Spiegel von GH wéhrend der Pubertét (Zadik et al., 1985) und sinkende
Serumspiegel von GH und IGF-1 mit zunehmendem Alter (Iranmanesh et al., 1991).
Zusitzlich zu diesen altersdingten Schwankungen unterliegt die Ausschiittung von GH
einem zirkadianen Rhythmus, bei dem die hochsten Werte wéhrend des Schlafens zu
verzeichnen sind. Diese tageszeitlichen Schwankungen scheinen allerdings keine
Auswirkung auf die Menge des zirkulierenden IGF-1 zu haben (Faje and Barkan, 2010).
Auf hormoneller Ebene wird die Sekretion von GH als Antwort auf die Sekretion von
GH-freisetzendem Hormon (GHRH) aus dem Hypothalamus stimuliert und wird
postprandial durch Somatostatin aus dem Pankreas sowie im Magen gebildetes Ghrelin
gebremst. Die Riickkopplung erfolgt des weiteren als negativer Feedback-Mechanismus
von IGF-1 auf die Hypophyse.

Eine zusitzliche Funktion in der Regulation des Wachstumshormons IGF-1 iibernehmen
die IGF-BP. Uber die Regulation der Menge der im Blut zirkulierenden spezifischen
Bindeproteine, wobei insbesondere das IGF-BP3 eine groBle Rolle zu spielen scheint,
wird indirekt die Menge des freien, bioaktiven IGF-1 herauf- oder herabreguliert (Baxter,
2000, Baxter, 2001). Da der grofite Teil des im Blut zirkulierenden IGF-1 an die
spezifischen IGF-BP gebunden ist, wird aktuell angenommen, dass eine Regulation des
bioaktiven IGF-1 groftenteils durch eine Verdnderung der Serumkonzentrationen der

entsprechenden Bindeproteine erfolgt (Baxter, 2000, Baxter, 2001).
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1.3 Der IGF1R

1.3.1 Aufbau des IGF1R

IGF-1 bindet in seiner freien Form extrazellulir in der Zellmembran verankerte
Rezeptoren auf der Zielzelle. Hauptsdchlich bindet IGF-1 an den IGF1R (Duan et al.,
2010). Durch seine grofle Strukturhomologie zum Insulin sowie eine grole Homologie
der jeweiligen Rezeptoren untereinander, welche in der Liganden-bindenden Doméne bis
zu 65% betrigt, ist IGF-1 in der Lage, sowohl den IGFIR als auch den IR zu binden
(Sarfstein and Werner, 2013).

Bei den beiden genannten Rezeptoren handelt es sich um transmembranire Molekiile mit
je zwei Untereinheiten, welche bei Ligandenbindung dimerisieren und so ein Tetramer
bilden. Dabei konnen sowohl zwei gleichartige Rezeptoren dimerisieren, als auch zwei
unterschiedliche, beispielsweise ein IR mit einem IGFIR (De Meyts and Whittaker,
2002). Diese heterodimeren Rezeptoren scheinen eine hohere Affinitdt zu IGF-1 als zu
Insulin zu haben, wobei die Rolle dieser Hybridrezeptoren zum Zeitpunkt dieser Arbeit
allerdings noch unklar ist (Soos et al., 1993, Surinya et al., 2002, Benyoucef et al., 2007,
Cabail et al., 2015, Cai et al., 2017).

Eine dieser Untereinheiten des IGFIR besteht wiederum selbst aus je zwei
Untereinheiten, einer extrazelluldren o-Untereinheit und einer transmembranédren [3-
Untereinheit. Der IGFIR hat in seiner aktiven Form eine Gesamtgrof3e von ca. 460 kDa
(Lee and Kim, 2018) und setzt sich aus je einer a-Untereinheit und einer -Untereinheit
zusammen. Die o und [ Untereinheiten sind {iber Disulfidbriicken miteinander
verbunden. Bindet ein IGF-1-Molekiil von extrazellulér an die a-Doménen des Rezeptors,
so dimerisieren zwei Halbrezptoren aus je zwei Untereinheiten und es entsteht der aktive,
tetramere IGFIR. Die [ —Untereinheiten verfligen jeweils iiber eine
Tyrosinkinaseaktivitdt. Die Aktivitit dieser Kinasen setzt ein, sobald durch die Bindung
des Hormons eine Konformationsédnderung der a-Untereinheiten stattgefunden hat und
diese nun nicht mehr sterisch die Aktivitit der Kinasen an den beiden § —Untereinheiten
hemmen. Zunéchst phosphoryliert die Kinase dann unter ATP-Verbrauch Tyrosinreste an
der intrazelluliren Domédne des Rezeptors selbst. Durch diese Autophosphorylierung
werden Bindungsstellen fiir weitere Proteine frei, welche wichtig flir die intrazelluldre

Weiterleitung des Signals sind.
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1.4 Vorkommen des IGF1R

Insulin und IGF-1 haben nicht nur in ihrer Struktur, sondern auflerdem in der durch den
Rezeptor hervorgerufenen Signaltransduktion eine hohe Analogie. Dieses Wissen
verleitet zu der Frage, worin der Unterschied zwischen Insulin und dem schon dem
Namen nach sehr dhnlichen Wachstumshormon IGF-1 besteht. Der Unterschied in der
Wirkung der beiden Hormone IGF-1 und Insulin wird zunéchst darin begriindet, dass eine
starkere Affinitdt der jeweiligen Hormone fiir den entsprechenden eigenen Rezeptor
besteht, zum anderen durch eine unterschiedliche Verteilung der Rezeptoren liber die
Gewebe. Dies ist wichtig, da ein Hormon generell nur dann seine Wirkung auf das
Zielgewebe entfalten kann, wenn der entsprechende Rezeptor von diesem exprimiert
wird.

So ist beispielsweise im Gegenteil zum Insulinrezeptor der IGF1R nicht oder nur in sehr
geringer Expression im Gewebe der Leber zu finden und ebenfalls weniger stark im
Fettgewebe exprimiert, wohingegen besonders hohe Expressionslevel in Geweben des
Zentralnervensystems nachzuweisen sind (Sarfstein et al., 2006, Dupont and LeRoith,
2001). Da der IGF1R nahezu ubiquitdr vorkommt sind mittlere Proteinspiegel in vielen
Organen zu finden (Sarfstein et al., 20006).

Wurde zunédchst angenommen, dass diese unterschiedliche Verteilung der Rezeptoren
zusammen mit der stirkeren Affinitdt der Hormone zu ihren jeweiligen Rezeptoren
hauptsédchlich fiir die Unterschiede in der Wirkung von Insulin und IGF-1 verantwortlich
ist, so weill man heute, dass auch in der Signalkaskade der Rezeptoren Unterschiede zu

finden sind (Gronborg et al., 1993, Najjar et al., 1997).

1.5 Die Signaltransduktion des IGF1R

IGF-1 entfaltet seine Wirkung auf die Zielzelle hauptsdchlich {iber Aktivierung des
IGFIR (Denley et al., 2005). Nach der Bildung eines Rezeptortetramers und der damit
aktivierten Autophosphorylierung werden die fiir die Signalkaskade ausschlaggebenden
Molekiile an den Rezeptor rekrutiert.

Die intrazelluldre Signalweiterleitung auf den Reiz des IGF-1 hin geschieht, so wie
derzeit bekannt, zu einem groB3en Teil {iber zwei fiir alle Rezeptortyrosinkinasen, darunter

auch der IR und der vascular endothelial growth factor Rezeptor (VEGF-R), wichtige
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Signalwege; den Ras-Kinase Signalweg und den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-
Kinase) Signalweg, beide in Abbildung 1 dargestellt.

MAP-Kinase Signalweg PI3-Kinase Signalweg

schnelle metabolische Effekts:

o ) Aminosaureaufname +
\\& Glukoseaufname +
Zellproliferation +

-Differenzierung +
-DNA-Synthese +
-Apoptose -

Abbildung 1 Autophosphorylierung und unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden nach
Dimerisierung des Tyrosinrezeptors nach Bindung von IGF-1, modifiziert nach (Le Roith et al., 2001)

Wie in Abbildung 1 nachzuvollziehen, werden zunichst durch die Autophosphorylierung
Proteine aus der Familie der Insulinrezeptorsubstrate (IRS 1-4) an die juxtamembranére
Doméne rekrutiert. Da die Mitglieder dieser Proteine unterschiedliche Funktionen in der
Signalweiterleitung ausiiben, sind bereits in diesem Schritt der Signalweiterleitung
Unterschiede zwischen IR und IGFIR zu finden. Es konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass die Mitglieder der IRS-Familie untereinander nicht in der Lage sind, die
Funktionen eines jeweils anderen Proteins der Familie bei dessen Fehlen zu ersetzen
(Winnay et al., 2000). Obwohl IRS-4 von Insulin wie auch von IGF-1 zu gleichen
Anteilen an die Membran rekrutiert wird, ist das Protein IRS-1 von hauptsidchlicher

Relevanz fir die IGF-1-Signalgebung (Patti et al., 1995, Fantin et al., 1998).
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IRS binden iiber sogenannte pYXXM-Doméne, einer spezifischen Aminosdureregion,
das Molekiill p85. p85 ist eine Untereinheit der PI3-Kinase. Die PI3-Kinase
phosphoryliert nach Translokation zum IGF1R und ihrer Aktivierung, welche ebenfalls
durch Phosphorylierung erfolgt, durch ihre katalytische Untereinheit p110 das in der
Membran verankerte Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) zZu
Phosphoinositoltrisphosphat (PIP3) (Backer et al., 1992). Dieses wiederum aktiviert
andere intrazelluldre Signalproteine wie die Proteinkinase B (PKB) und die
Phophatidylinositol abhéngigen Kinasen 1 und 2 (PDK1 und 2) (Alessi et al., 1997, Chan
et al., 1999). Uber PKB, synonym auch AKT, wird eine pro-proliferative und
antiapoptotische Signalwirkung generiert sowie die Glukoseaufnahme in die Zelle
gesteigert.

Ein anderer Weg der Signalweiterleitung nach Autophosphorylierung des Rezeptors fiihrt
iiber eine Bindung der IRS tiber Shc-bindende Doménen, den Sh2-Doménen, an Proteine
der Shc Familie. Diese She Proteine fungieren weiter als Bindungspartner von einem
Wachstumshormonrezeptor bindenden Protein-2 (growth factor Receptor binding
Protein-2, Grb2), welches wiederum das Protein son of sevenless (SOS) bindet. Dieses
SOS-Protein wiederum aktiviert ein kleines, membranstindiges G-Protein, die Ras-
Kinase. Durch den Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) zu Guanosintriphosphat
(GTP) an Ras durch das SOS-Protein wird ein Signalweg eingeleitet, der iiber die
Phosphorylierung von Rapidly growing fibrosarcoma protein (Raf) zur Aktivierung einer
mitogen aktivierten Protein Kinase (MAPK) fiihrt (Dupont and LeRoith, 2001). Dieser
Signalweg fiihrt tiber die ERK-Proteine (extracellular signal activated kinases), welche
direkt auf eine verdnderte Expression der von der Zelle synthetisierten Proteine wirken.
Die Zelle wird zur Teilung, Proliferation und Bildung von Extrazellularmatrix angeregt
und der Zelltod durch Apoptose gehemmt.

Unterbrochen wird der Signalweg, sobald die B-Untereinheit des IGF1R dephosphoryliert
wird (Taguchi et al., 2007).

1.6 Die Rolle des IGF-1 in der Angiogenese

Bei Gewebshypoxie wird im Zellkern der hypoxischen Zellen ein Transkriptionsfaktor
mit dem Namen Hypoxie-induzierter Transkriptionsfaktor o (HIF-1a) verstirkt. HIF-1a
verfiigt liber eine durch Sauerstoff regulierte Untereinheit und fiihrt bei dessen Fehlen
zum einen zu einer verstirkten Expression von Enzymen der Glykolyse, zum anderen zu
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einer vermehrten Expression des parakrin auf die Endothelzellen angrenzender Gefal3e
wirkenden VEGF (Semenza, 2009). Die Wirkung von VEGF iiber seinen Rezeptor
(VEGF-R) wird analog zu anderen Wachstumshormonrezeptoren, und insbesondere auch
analog dem IGFI1R, {iber eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit des Rezeptors
vermittelt. Eine bedeutende Rolle in der anschlieBenden Signalkaskade kommt dabei
jenem Signalweg zu, der mafigeblich liber das Enzym PI3-K iibertragen wird.

Es konnte in einer Studie an Fibrozyten in Zellkultur gezeigt werden, dass IGF-1 die
Expression von fliir VEGF kodierender mRNA steigert. Zusétzlich wurde gezeigt, dass
dieser Effekt nicht durch den PI3-K Inhibitor Wortmannin hemmbar ist, sondern iiber die
Blockade der Kinase MEK (Miele et al., 2000). IGF-1 scheint des weiteren einen Effekt
auf den iiber Sauerstoff (O2) gesteuerten HIF-1a zu haben, indem er die Expression von
HIF-1a sowohl in humanen Kolonkarzinomzellen als auch in Wildtypzellen mit
Uberexpression der Proteinkinase ERK steigert (Fukuda et al., 2002, Sutton et al., 2007).
Viele Tumoren, darunter Tumoren des Zentralnervensystems, der Lunge, des
Bewegungsapparates sowie des Kolon oder des Pankreas zeichnen sich durch eine
vermehrte Bildung von IGF-1 oder des IGF1R aus (Khandwala et al., 2000, Tricoli et al.,
1986, Bergmann et al., 1995, Burrow et al., 1998, Minuto et al., 1986, Zhang et al., 2010),
wobei insbesondere bei Gliomen eine positive Korrelation zwischen Malignitit und IGF-
1 Expression hergestellt werden konnte und dies auf die vermehrte Angiogenese im
Tumorgewebe zuriickgefiihrt wurde (Hirano et al., 1999, Zamykal et al., 2015).

Um die IGF1R Signalkaskade, welche fiir das Wachstum von Tumoren von Bedeutung
ist, zu inhibieren, wurden in verschiedenen Studien erfolgreich IGF1R inhibierende
Antikorper genutzt (Kalebic et al., 1994, Liu et al., 1998, Scotlandi et al., 2005, Tanno et
al., 2006). In einer dieser Studien wurde der anti-angiogenetische Effekt des IGF1R
Antikorpers SCH717454 in Tumor Xenograft Méusen untersucht. Es konnte in
immunhistochemischen Analysen festgestellt werden, dass mit dem AK behandelte
Maiuse diinnere Blutgefale sowie im Vergleich zu nicht behandelten Méusen weniger
Verzweigungen der Gefille aufwiesen (Wang et al., 2010). Genetisch verénderte Mause
mit einem Fehlen des Rezeptors fiir Insulin und IGF-1 im Endothel zeigten in
Wundheilungsversuchen an der Haut eine geringer ausgeprigte Angiogenese als
Kontrolltiere (Aghdam et al., 2012). Im Hinblick auf die vielfach postulierte Wichtigkeit
der Wirkung des IGF1 auf das Endothel und auch, da nach aktuellen wissenschaftlichen

Erkenntnissen eine genaue Quantifizierung des alleinigen Effekts von IGF-1 als Kofaktor
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auf die Neovaskularisierung bisher nicht moglich ist, ist die Erforschung des IGFIR im
Endothel mittels Knockout von groflem Interesse.

Die in Abbildung 2 dargestellten Effekte von HIF-1a auf die Angiogenese konnten zudem
in Studien nicht nur bei Tumorwachstum, sondern auch bei Ausdauertraining festgestellt

werden (Vogt et al., 2001, Tsai and Wu, 2012).

Ausdauertraining - ’
Tumorwachstum \

-

\\ . VEGF

2 5

Endothelzellwachstum

Abbildung 2 Ausdauertraining sowie Tumorzellwachstum fiihren zu einem Mehrbedarf an Sauerstoff in
den entsprechenden Geweben. Der resultierende Sauerstoffmangel fiihrt {iber die vermehrte Bildung von
Hif 1o zu einer erhdhten Expression von VEGF. Auch IGF-1 hat einen postulierten positiven Effekt auf
die Ausbildung von Hif 1a sowie VEGF.

1.6.1 Die Rolle der Angiogenese unter physiologischer

Belastung im Skelettmuskel

GH und IGF-1 spielen in der Entwicklung von Korpergrofle und Masse eine bedeutende
Rolle (Hyun, 2013). Da die Wirkung von GH sowohl durch das Hormon selbst als auch
indirekt iiber eine Produktion von IGF-1 hervorgerufen wird, ist es oftmals nicht einfach,
den alleinigen Effekt von IGF-1 auf den Organismus messbar zu machen. Wie wichtig
IGF-1 fiir die Entwicklung von Korpergewicht und die Organentwicklung ist, konnte in
einer Studie gezeigt werden, bei welcher der Effekt von IGF-1 auf den Organismus an
IGF-1- KO Mausen untersucht wurde (Liu and LeRoith, 1999). Die solcherart genetisch
verdnderten Mause zeigten ein um 35% verringertes Korpergewicht gegeniiber den
Kontrollen, welches zusétzlich auch durch Injektionen von GH nicht erhdht werden
konnte (Liu and LeRoith, 1999). Dass fiir die Entwicklung des Korpergewichts nicht das

aus der Leber stammende IGF-1 verantwortlich ist zeigt eine Studie an Mdusen mit einem
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induzierbaren KO fiir das in der Leber gebildete IGF-1, bei welcher gezeigt werden
konnte, dass die KO-Maiuse ein normales Korper- und Skelettwachstum in Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigten (Sjogren et al., 2002b).

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Plasmaspiegels von IGF-1 nach Training erhoht
sind (Poehlman and Copeland, 1990, Roelen et al., 1997). Dies hat insbesondere auf die
Skelettmuskulatur eine herausragende Wirkung, da eine Anpassung durch Wachstum der
Muskulatur nach Training {iber Stimulation mit IGF-1 erfolgt (Grandys et al., 2017). IGF-
1 hat anabole Effekte auf die Skelettmuskulatur, was durch eine erhéhte Aufnahme von
Aminosduren und Glukose, eine erhohte Glykogensynthese und eine erhohte
Proteinsyntheserate sowie eine verminderte Proteolyse gekennzeichnet ist (Woodhouse
et al., 2006, Guha et al., 2013). Auch in der Zellkultur wirkt IGF-1 auf Muskelzellen
proliferationssteigernd und fiihrt zu einer verstirkten Differenzierung (Florini et al.,
1986).

Bei Training kommt es zusétzlich zu den beschriebenen Effekten auf das Wachstum der
Skelettmuskulatur auch zu einer vermehrten Kapillarisierung dieser. So konnte gezeigt
werden, dass unter Training die Kapillarisierung im Muskel zunimmt und auch die
gemessenen Level von VEGF nach Training erhoht sind (Olenich et al., 2013).

Ob auch IGF-1, welches eine hohe Analogie in der Signalkaskade zu VEGF aufweist,
einen proangiogenetischen Effekt im Bereich der trainierten Skelettmuskulatur hat ist

zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht untersucht.

1.6.2 Die Rolle der Angiogenese unter physiologischer

Belastung im Herzmuskel

Bei Training kommt es in Anpassung an einen erhohten Sauerstoffbedarf der arbeitenden
Skelettmuskulatur gepaart mit einem erhohten Bedarf des Abtransports von Metaboliten
im Korper zu einer Zunahme des Herzzeitvolumens (HZV). Das HZV ist das Produkt von
Schlagvolumen und Herzfrequenz und ist beim Menschen ungefdhr um das Fiinffache
des Ruhe-HZV steigerbar. Dies entspricht einem Wert von durchschnittlich circa 30
L/min. Bei regelméBigem korperlichem Training kommt es folglich nicht nur zu einer
strukturellen Anpassung der Skelettmuskulatur, sondern auch der Herzmuskulatur. Die
Herzmuskulatur ist eine spezielle Form der quergesteiften Muskulatur, welche
histologisch durch eine dreidimensionale Verzweigung der Myozyten und meist

einzelnen, mittig angeordneten Zellkernen gekennzeichnet ist.
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RegelmiBiges korperliches Training fiithrt zu einer Reihe von Anpassungsmechanismen
des Herzens. So ist beispielsweise die Ruheherzfrequenz bei Sportlern deutlich niedriger
als bei nicht-Trainierten. Es gibt viele Hinweise darauf, dass aufgrund des erhohten
Herzzeitvolumens insbesondere das Myokard des linken Ventrikels, welcher fiir die
Versorgung des groBen Kreislaufs den hochsten Druck generieren muss, eine durch
Training hervorgerufene benigne kardialen Hypertrophie zeigt (Douglas et al., 1986,
Pelliccia et al., 1999, Rawlins et al., 2009). Diese benigne Hypertrophie zeichnet sich laut
Studien echokardiographisch durch eine VergroBerung des Kammervolumens (Douglas
et al., 1986, Pelliccia et al., 1999) oder der Myokarddicke (Abernethy et al., 2003) aus,
wobei dieser Effekt laut Metaanalysen die Funktion des Herzens nicht eingeschrinkt
(Pluim et al., 2000, Erickson, 2017). Wenn diese echokardiographischen messbaren
Verianderungen ohne pathologische Funktionen des Herzens auftreten, spricht man auch
von einem Sportherz (engl.: Athlete’s Heart) (George et al., 2012). Hierunter versteht
man alle durch Sport hervorgerufenen myokardialen Verdnderungen, wobei zudem
elektrokardiographische (EKG) Verédnderungen ohne kardiovaskuldre Erkrankung bei bis
zu 80 % aller Athleten auftreten (Corrado et al., 2010). Allerdings sind die
morphologischen Verdanderungen, also eben jene durch die Echokardiographie messbaren
Verinderungen, aktuelleren Ubersichtsartikeln zu Folge nur bei einem geringen Teil der
Athleten zu finden, sodass davon ausgegangen wird, dass nicht von einer generellen
Reaktion des Myokards in Form eines Sportherzens ausgegangen werden kann und bei
vielen Athleten keine morphologischen Verdnderungen festzustellen sind (Maron and
Pelliccia, 2006, Au et al., 2019).

Die Durchblutung des Myokards des linken Herzens erfolgt hauptséchlich wihrend der
Diastole, da wihrend der Systole eine Durchblutung durch die starke Kontraktion
desselben, einhergehend mit einem hohen intramuralen Druck, nicht méglich ist. Durch
eine Erhohung der Herzfrequenz unter Belastung verkiirzt sich die Dauer der Diastole
und damit auch der Durchblutungszeit des Myokards. Bereits unter physiologischen
Ruhebedingungen ist deshalb die Sauerstoffextraktion mit 70-80 % weitgehend erschopft.
Ist kurzfristig eine Steigerung der Durchblutung notwendig, erfolgt eine Tonusregulation
der Koronargefile. Dadurch ist die Durchblutung um bis zu 300-400% steigerbar
(sogenannte Koronarreserve).

Zu einer Zunahme der myokardialen Masse kommt es im Rahmen einer physiologischen

Hypertrophie beispielsweise nach hdufiger sportlicher Betdtigung oder im Rahmen einer
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pathologischen Hypertrophie bei Erkrankungen wie beispielsweise der koronaren
Herzkrankheit oder Herzklappenfehlern. Wegen der geringen koronaren Reserve muss
zusétzlich zu der kurzfristig wirksamen funktionellen Adaptation iiber eine
Tonusregulation der Koronargefifle eine dauerhafte strukturelle Anpassung im
Herzmuskel vonstattengehen (Laughlin et al., 2012). An trainierten Schweinen konnte
1997 gezeigt werden, dass diese strukturelle Adaptation bereits nach einer Woche
Training auftritt und einhergeht mit einer Zunahme der Kapillarisierung im Herzmuskel
(White et al., 1998). Es konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass eine
Neovaskularisierung auch im Herzen iiber den Expressionsfaktor HIF-1a induziert wird
(Walton et al., 2013, Semenza, 2013). Zum Zeitpunkt dieser Arbeit liegen keine
Kenntnisse dariiber vor, ob neben der Signaltransduktion iiber VEGF (Rengo et al., 2013)
analog zur Neovaskularisierung in anderen Geweben wie beispielsweise dem
Skelettmuskel, ein Einfluss von IGF-1 auf die Kapillarisierung des Myokards besteht.
Von besonderem Interesse sind die Wechselwirkungen zwischen Koronarendothel,
Angiogenese und Myokard im Hinblick darauf, dass eine Unterversorgung des Myokards
mit Sauerstoff im Rahmen der koronaren Herzkrankheit und zunehmender Inzidenz derer
mit dem Alter die hdufigste Todesursache in Deutschland darstellt. In Deutschland stehen
laut Gesundheitsberichterstattung des Bundes in der Todesursachenstatistik die
chronische sowie die akute Myokardischimie im Verlauf der Jahre 1998 bis 2015 an
erster Stelle.

Es handelt sich bei der koronaren Herzkrankheit um das Korrelat der Artherosklerose in
den Koronararterien, einhergehend mit endothelialer Dysfunktion. Die endotheliale
Dysfunktion wiederum wird durch Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Hypertonie,
Homozystindmie, Adipositas und Nikotinabusus ausgeldst. Sie zeichnet sich aus durch
einen Verlust der physiologischen Endothelfunktionen, unter anderem der Funktion der
Modulation des GefaBtonus iiber Stickstoffmonoxid (NO) (Feletou and Vanhoutte, 2006).
Normalerweise erfolgt eine schnelle Anpassung der Koronararterien an einen erhéhten
Sauerstoffbedarf zu groBen Teilen iiber eine Autoregulation der Gefille, den Bayliss
Effekt, eine dehnungsinduzierte Kontraktion der glatten Muskulatur, und tber eine
vermehrte Bereitstellung von Prostaglandinen und NO aus dem Endothel.

Im gesunden Endothel erfolgt die Produktion von NO unter anderem iiber eine Induktion
der endothelialen NO-Synthase (eNOS), aktiviert durch eine erhdhte Schubspannung
durch das vorbeistromende Blut an der GefiBwand. Die Aktivitit der eNOS wird
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zusitzlich entscheidend {iber ihre Phosphorylierung geregelt, wobei diese
Phophorylierung iiber verschiedene Kinasen erfolgen kann. Der redundante Effekt
verschiedener Faktoren auf die Koronardurchblutung erlaubt bei Ausfall eines Faktors
eine Kompensation iiber einen anderen (Deer and Heaps, 2013). Diese verschiedenen
Regulationsmechanismen sind bei der endothelialen Dysfunktion im individuellen
Ausmal} gestort, wobei es durch die bereits physiologisch nahezu ausgeschopfte
Sauerstoffreserve des Herzmuskels im Rahmen der koronaren Herzkrankheit zundchst bei
Belastung, spiter auch in Ruhe zu einer Unterversorgung des Myokards kommt. Hier ist
ein moglichst genaues Wissen um die verschiedenen Funktionen des Endothels
einschliefSlich der diese beeinflussenden Hormone von besonderem Interesse, um
mogliche neue, spezifische therapeutische Optionen zu finden und in Zukunft nutzen zu

konnen.

1.7 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines transgenen Mausmodells mit einem
Endothelzell- Knock-Out (KO) des IGFIR. Das Fehlen dieses Rezeptors in den
Endothelzellen der Tiere ermoglicht es, die Auswirkung von IGF-1 auf das Endothel zu
spezifizieren. Da der Gendefekt bereits in der Embryonalperiode der Entwicklung der
Maéuse vorhanden ist, kann im Vergleich der transgenen Tiere zu Wildtypmausen
untersucht werden, ob und inwieweit der Wachstumsfaktor IGF-1 eine Auswirkung auf
die Kapillarisierung im Herz- und/ oder im Skelettmuskel der Maus unter basalen
Bedingungen hat.

Zusitzlich soll der Beitrag von IGF-1 an der Angiogenese im quergestreiften Muskel
unter physiologischer Belastung definiert werden. Des weiteren stellt sich die Frage,
inwieweit eine Verdnderung in der Kapillarisierung der quergestreiften Muskulatur bei
Miusen mit dem Gendefekt diese funktionell beeintrachtigt. Um dies zu kldren, werden
Laufstrecke und —geschwindigkeit der Maéuse unter physiologischer Belastung
ausgewertet und mit Wildtyp-Tieren unter gleichen Bedingungen verglichen. Die
Gesamtheit der durchgefiihrten Versuche dient der Kldrung der Frage, ob und inwieweit
die Wirkung von IGF-1 auf das Endothel bei der Angiogenese unter basalen Bedingungen
und unter physiologischer Belastung beteiligt ist und welchen Effekt dies auf die
quergestreifte Muskulatur hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Hersteller

Realtime PCR System, StepOne Plus, Applied Biosystems
Zellkulturschrank, Function Line, Heraeus

Sterilbank, antair BSK, Kendro

Thermomixer comfort, Eppendorf

PCR Thermocycler, Mastercycler gradient, Eppendorf
Spektralphotometer, NanoDrop ND-1000, Peqlab
Infrarot-Bildgebungssystem, Odyssey, LI-COR Biosciences
Minizentrifuge, Roth

Tischzentrifuge, Centrifuge 5417R, 5810R, Eppendorf
Tischzentrifuge, ROTH

Zentrifuge ROTOFIX 32, Hettich

Sorvall Superspeed Zentrifuge, RC-5B, Du Pont Instruments
Electrophoresis Power Supply, Fischer Scientific POWER 608
Blotkammer Nassblot, Mini PROTEAN Tetra System, BIO RAD
Blotkammer Nasblot, Fischerbrand

Blotkammer Semidry, biometra

Blotkammer HoerferSE 600 Ruby™, Amersham Biosciences
Power Supply WKL 230 LAUDA

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 35, AxioCam MRC
Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9000, BIOREVO
Tischvortex Reax top, Heidolph

Wiairmeplatte safety control, IKA RCT basic

MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate (0,1ml), applied biosystems
TissueRuptor, QTAGEN

Inkubationsschrank Function Line, Heraeus
Inkubationsschrank mit Schiittler, INFORS HT Ecotron
Mikrotom mit Kryostat, LEICA CM 1850

Laborschiittler, Edmund Biihler GmbH

Waage, KERN
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Spannungsquelle Agarosegel Hoefer Scientific Instruments
LICOR, Odyssey-Scanner
Kapillarelektrophorese, 2100 Bioanalyser, Agilant Technologies

2.1.1 Chemikalien

Pierce™BCA Protein Assay Kit, Prod #23227, Thermo SCIENTIFIC
Laufpuffer 21: 200ml Tris-Glycerin 10x, 10ml 10% SDS ad 21 dH,O
Blottingpuffer Semidry: 200ml TrisGlycerin (10fach), 400ml Ethanol, 20ml 10%SDS ad
21 H20 (1:1 mit TBS)

Rotiphorese Gel 40%, gebrauchsfertige Losung, ROTH

TEMED 99% p.a. fiir Gelelektrophorese, ROTH

Insulin Insuman® Rapid 40 1.LE./ml

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, cOmplete Tablets, Mini, Roche
RNase-Free DNase Set 1500 Kunitz units, QTAGEN GmbH

Tripan Blue Solution, Sigma-Aldrich

Frozen Tissue Medium, KP-CryoCompound, Klinipath

RNA later, Qiagen

RNeasy Mini Kit, Qiagen

TRIzol reagent, Invitrogen

Tissue Freezing Medium ®, Leica Microsystems Nussloch GmbH
Zambonis Fixative: 4%Paraformaldehyd, 15% picric acid in 0,1M Na3PO4
Tagman® Gene Expression Assay KIT, Applied Biosystem

Liberase TH aus Liberase research grade Selection Kit, Roche
Benzonase® Nuclease Novagen

DNase Sigma

PBS mit Magnesium und Calcium als Puffer fiir Liberase nach Datenblatt
Zellkulturmedium: Endothel Cell Growth Medium, Promocell

mit 2,4ml/100ml Endothel Cell growth Supplement, Promocelll

und 20% FBS superior, biochrom AG sowie Penicillin/Streptomycin 1ml/100ml
Eindeckmedium ProLongGold antifade with DAPI, Invitrogen

MACS® Cell Separation Kit, Miltenyi Biotec

Anti-Rat IgG MicoBeads, MACS Miltenyi Biotec
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2.1.2 Antikorper

Primdre Antikorper: IGFIR Cell Signalling Technologies (#3027), IGF1R Cell
Signalling Technologies (#3018), IGFIR Abcam (ab32823)

Ratte anti Maus CD 102 (ICAM2) BD Pharmingen

Kaninchen anti Maus CD31 Abcam

2.1.3 Primer

IGF1R Exon3 5TTCACCAGTACCATGGGCTCC Vorwiértsprimer, Invitrogen
IGFIR Exon3 5"CTTCAGCTTTGCAGGTGCACG Riickwiértsprimer, Invitrogen
Hprt Applied Biosystems, Nr. Mm00446968 ml

IgflR Applied Biosystems, Nr. Mm 00802841 ml

2.1.4 Sonstige Materialien
Nitrocellulose Transfer Membran PROTRAN®, Whatman®
2.1.5 Verwendete Software

StepOne™ Software, Real Time PCR Systems, Version 2.2.2

Zellzahlung und Zellmessung mit Soft Imaging Solutions, Olympus

Gelauswertung mittels UV Tisch und Computerprogramm QuantityOne 4.5.2, Biorad
GraphPad Prism V4, Graphpad Software Inc.

SigmaPlot V10.0.Inc, Systat Software GmbH

2.2 Versuchstiere

Zum Ausschalten eines definierten Gens in den Korperzellen von Miusen wurde das
sogenannte cre/ loxP-System verwendet, welches zundchst an Zellen, spdter auch im
Tiermodell angewendet wurde (Orban et al., 1992, Sauer and Henderson, 1989). Hierbei
wird das Genom der Tiere durch das Enzym causes recombination (Cre) an zuvor
markierten Stellen gedndert (lox-P-Stellen). Das Enzym Cre ist eine Rekombinase, was
heil3t, dass es in der Lage ist, spezifische DNA-Sequenzen, die loxP-Stellen, zu erkennen

und diese unter Ringbildung aus der DNA zu exzidieren. Dies macht man sich zu Nutze,
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indem man das Zielgen mit diesen spezifischen DNA-Sequenzen markiert. Die
Markierung erfolgt {iber ein flankieren der zu deletierenden Region mit loxP (locus of
cross-over of PI) -Regionen. Diese Sequenzen sorgen dafiir, dass die Cre ihre
Rekombinasefunktion auf die DNA ausiibt, was heilit, dass es zwischen diesen
Genregionen zu einer Ringbildung und darauffolgender Exzision der
dazwischenliegenden Gensequenzen kommt. Bei den von loxP flankierten Gensequenzen
handelt es sich um die jeweils auszuschaltende Genregion. Folglich bendtigt man zur
Ausschaltung eines Gens zwei genetisch verdnderte Tiere. Zum einen ein Tier, welches
Cre exprimiert, zum anderen ein Tier, bei welchem eine fiir die Funktion wichtige Region
des auszuschaltenden Gens mit den fir die Cre als Zielsequenz erkennbaren
Aminosduresequenzen flankiert wurde. Um den KO (Knock-Out) in einem Tier nur einer
Gewebeart auszulosen, muss gewdihrleistet sein, dass die Cre in nur diesem Gewebe
exprimiert wird. Dies erreicht man dadurch, dass das Ablesen der fiir die Rekombinase

kodierenden DNA von einem Zelltyp-spezifischen Promotor kontrolliert wird.

A

I Cre-Rekombinase |

B
O  EECE

Exon 2 ALY Exon 4
Exon 3

Abbildung 3 Schematische Darstellung der Funktionsweise der Cre-Rekombinase: Expression der Cre-
Rekombinase(A) im Endothel in Kombination mit der gefloxten Region des Exon 3 der IGF1R (B) fiihrt
nach Anlagerung der LoxP Sites zur Exzision der Genregion (C) und somit in der Folge zu einer fehlenden
Expression des IGF1R in diesem Gewebe.
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Fiir die Endothelspezifitit der Expression der Cre wurde in dieser Arbeit das tie2 Gen
verwendet, da es ausschlieBlich im Endothel exprimiert wird (Kisanuki et al., 2001). Das
fiir die Cre-Rekombinase kodierende Genmaterial wurde direkt hinter die Promotorregion
des tie2 eingebaut. Wie in Abbildung 3 schematisch dargestellt ist, wurden die Tiere
entsprechend mit ebenfalls genetisch modifizierten Tieren, welche in ihrem Genmaterial
die loxP-Regionen um das Zielgen aufwiesen, gekreuzt. Fiir diese Arbeit wurde als
Zielgen das Exon 3 des IGF1R gewihlt, da dieses flir die intrazelluldr gelegene
Kinaseeinheit des Rezeptors kodiert und somit fiir die Funktionalitit des Rezeptors
essentiell ist (Stachelscheid et al., 2008). Bei den auf diese Weise geziichteten doppelt-
transgenen Tieren ist der IGF1R im Endothel nicht funktional exprimiert.

Beide Mauslinien wurden uns freundlicherweise von kooperierenden Arbeitsgruppen zur
Verfligung gestellt (Kisanuki et al., 2001, Romero et al., 2010).

Die fir die Untersuchungen verwandten Tiere entstammten der 7.
Riickkreuzungsgeneration aus dem Stamm C57BL/6. Alle Tiere wurden unter
konventionellen gehalten und hatten freien Zugang zu Trinkwasser sowie Standardfutter.
Die Méuse wurden durch Ohrlochnummern gekennzeichnet und 3 Wochen nach der
Geburt abgesetzt. Fiir diese Studie wurden fiir alle Versuche, in denen nicht in der
Beschreibung der Durchfiihrung genauer auf das Geschlecht eingegangen wird, sowohl
weibliche als auch ménnliche Méuse verwendet. Als Kontrolltiere wurden
Geschwistertiere eingesetzt, die nach Testung nur einfach transgen waren. Wahrend der
Versuche wurde der Gesundheitsstatus der Tiere kontinuierlich {iberwacht, alle
beteiligten Personen haben zuvor an einem Tierversuchskundekurs teilgenommen.

Organentnahmen erfolgten unter der durch das ZETT genehmigten Nummer O16/ 04.

2.3 Methoden

2.3.1 Genotypisierung der Mause mittels

Schwanzspitzenbiopsie

Fir die Bestimmung des Genotyps der Tiere der F2-Generation wurde aus den
Schwanzspitzen drei Wochen alter Tiere DNA gewonnen und mittels PCR-Methode
analysiert. Hierzu wurde den Maidusen 2-3mm der Schwanzspitze abgeschnitten und
zundchst als Vorbereitung zur DNA-Préiparation in Proteinase K Puffer iiber Nacht bei

55°C inkubiert.
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Um die wissrigen Bestandteile, welche die DNA enthalten, von der Proteinfraktion zu
trennen wurde anschlieend Phenol/Chloroform im Verhéltnis 1:1 hinzugegeben. Durch
Zentrifugation konnten nun die Phasen voneinander getrennt werden. Der DN A-haltige
wissrigen Phase wurde Isopropanol zugesetzt und diese anschlieend 10 Minuten bei
14.000 rpm bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das so erhaltene DNA-Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen. Nach dem Trocknen des Pellets wurde dieses iiber Nacht in 10mM Tris-
Puffer (pH: 7,8) mit ImM EDTA und 10pg/ml RNAse gelost.

Die DNA-Amplifikation erfolgte anschlieBend nach Zugabe von Nukleosidtriphosphat
und den entsprechenden in Tabelle 1 dargestellten komplementéren Primern im PCR-
Cycler iiber 40 Zyklen (jeweils 30 Sekunden bei 94°C, 1 Minute 55°C und 1 Minute
72°C).

Die so amplifizierte DNA wurde mittels Gelelektrophorese iiber ein 1%-iges Agarosegel
nach Zugabe von 0,003% Ethidiumbromid aufgetrennt. Hierbei erfolgt die Auftrennung
der DNA in Abhingigkeit von der Groe der DNA-Amplifikate. Die
Auftrennungsgeschwindigkeit ist abhéngig von der Stirke des iliber der Membran
angelegten Spannungsfeldes sowie der Dichte des Agarosegels. Das hinzugegebene
Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und ermdglicht durch seine Fluoreszenz ein

sichtbar werden der DNA-Fragmente unter UV-Licht nach dem Auftrennen.

Zielsequenz Sense-Strang Antisense-Strang
loxPsite TTCACCAGTACCATGGGCTCC TCGTTGTTCTCGGTGCAGGCT
Cre/ tie2 ATAACCAGTGAAACAGCATTGC CGTCCTCCTGCTGGTATAG

Tabelle 1 Darstellung der Nukleotidsequenzen der fiir die PCR zur Genotypisierung verwendeten Primer.

2.3.2 Wiegen der Mause

Tie2lGFRKO Maiuse sowie deren Geschwistertiere als Vergleichsgruppe wurden zu fiinf
verschiedenen Zeitpunkten gewogen. Das Gewicht mancher Maduse wurde zu mehreren
Zeitpunkten erfasst. Insgesamt wurden erfolgten 100 Messungen zu 3 Messzeitpunkten.

Verwendet wurde bei jeder Messung dieselbe Waage.
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2.3.3 Praparation der Organe fir Proteinanalysen

Die Mause wurden mittels Genickbruch getotet. Fiir Proteinanalysen mittels Western Blot
wurden die Tiere auf einem Préparationstisch fixiert, der Brustkorb entlang dem
Rippenbogen sowie entlang des Sternums mit der Priparierschere aufgeschnitten und
anschlieBend nach kranial verlagert. Um sowohl Herz als auch Lunge moglichst blutleer
praparieren zu konnen wurde mit einer Spritze iiber eine Kaniile physiologische
Pufferlosung (PBS, 3ml, 4°C) durch die rechte Herzkammer gespiilt. Hierfiir wurden
wéhrend der Priparation die Nierenarterien durchtrennt, damit das Blut abfliefen konnte.
Die Organe wurden entnommen und sofort in 4°C kalter physiologischer Kochsalzlosung

gewaschen. AnschlieBend erfolgt die weitere Verarbeitung zur Proteinextraktion.
2.3.4 Proteinextraktion aus Organen

Fiir die Proteinextraktion wurden die Organe in Rundbodenréhrchen mit 1ml Lysispufter,
welchem Phosphataseinhibitor, Proteaseinhibitor sowie PMSF jeweils 1:100 zugegeben
wurde, 1 Minute mit einem Ultra Turrax Gerdt homogenisiert. Das Gerit wurde nach
jedem Organ griindlich mit Leitungswasser sowie PBS gespiilt und die Organe die
gesamte Zeit auf Eis gekiihlt. Nachdem das Homogenat kurz in einer Zentrifuge
abzentrifugiert wurde, wurde der Uberstand mit einer entsprechend groBen Pipette in ein
2 ml Mikroreaktionsgefal iiberfiihrt um anschlieBend 15 Minuten bei 4°C auf hochster
Stufe zentrifugiert zu werden. Der Uberstand (= Proteinextrakt) wurde anschlieBend in
ein frisches Mikroreaktionsgefal3 iiberfiihrt.

Zur Proteinmengenbestimmung wurde ein BCA-Assay mit einem Protein Assay Kit mit
vorgegebenen Standards durchgefiihrt. Als Vergleich diente eine Messreihe mit Wasser.
Die Bestimmung erfolgte in dreifacher Ausfiihrung, berechnet wurde die Proteinmenge
fiir die Weiterverarbeitung mit Hilfe der Mittelwerte der jeweiligen Messungen.

Die Menge der jeweiligen Proben wurde so berechnet, dass eine Endkonzentration von 2
mg Protein pro ml Losung vorlag. Die Proben wurden jeweils mit 25% 4 x Lammlipuffer
versetzt. Das Gemisch wurde in Mikroreaktionsgefalen fiir 5-10 Minuten bei 99°C

aufgekocht und anschlieend erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels SDS PAGE.
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2.3.5 Western Blot — Auftrennung der Proteine

Die aus den Organen gewonnen und mit Probenpuffer versetzten Proteinproben wurden
auf SDS-PAGE Gele aufgetragen und in einer Kammer mit Laufpuffer iber Nacht durch
eine angelegte Stromspannung aufgetrennt. Ahnlich der Auftrennung von DNA wandern
hier die Proteine je nach ihrer Groe und Konfiguration zum entgegengesetzten Pol des
an das Gel angelegten Spannungsfeldes und die Laufgeschwindigkeit wird iiber die Hohe
der Spannung reguliert (hier: 70 Volt {iber Nacht). AnschlieBend wird die Gelmembran
aus der Kammer entfernt und so an eine Nitrozellulosemembran angelegt, dass die
Proteine aus den Proben sowie ein Proteinmarker zur Gréfenbestimmung entlang einer
daran angelegten Spannung auf die Membran an gleicher Lokalisation {ibertragen
werden. Auf Grund der Grof3e des darzustellenden Proteins (IGF1R ist liber 7,5 kDa grof3)
wurde hier im Versuch mittels NassBlot geblottet. Hierfiir wird das Gel am Minuspol der
Blotkammer und die Nitrozellulosemembran am Pluspol der Blotkammer direkt
hintereinander platziert und unter Kiihlung und Hinzugabe eines Blotting Puffer eine
Stromstirke von 300 mA erzeugt, sodass die Proteine iiber Nacht auf die

Nitrozellulosemembran iibertragen wurden.

2.3.6 Farben der Nitrozellulosemembran mit

spezifischem Antikorper —Proteinnachweis

Die Nitrozellulose Membran wird vorsichtig mit einer sauberen Pinzette aus der
Blotkammer entfernt und in einem sauberen, lichtgeschiitzten Gefdf fiir zwei Stunden in
Blotting Puffer (1:1 mit TBS) bedeckt auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wird
die Losung abgegossen und der 1. Antikorper (hier: Anti IGFIR) 1:1000 in 5% BSA in
I1xTBS/ Tween fiir 2h bei 4°C inkubiert. Anschlieend wird die Membran 3*5 Minuten
mit 1xXTBS/ Tween gewaschen und der zweite Antikérper (in 1:1 Blotting Puffer und
TBS, 1:10 000 verdiinnt) hinzugegeben. Hier ist aufgrund der Fluoreszenz darauf zu
achten, dass die Membran im Dunkeln inkubiert wird. Die Dauer der Markierung des
sekundéren Antikorpers betrug in unserem Fall 1 h bei Raumtemperatur. Die so spezifisch
durch den ersten Antikorper gebundenen und mittels zweitem Antikorper detektierten
Proteine konnen auf der Membran iiber einen Fluoreszenzscanner (hier: Odyssey-

Scanner) sichtbar gemacht werden und auf Grund des zu Beginn auf das Gel
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aufgetragenen Protein GroBenstandards anhand der GroBe der Proteine und der

spezifischen Anfarbung durch die Antikorper sicher identifiziert werden.
2.3.7 Histologie und Immunhistologie

2.3.7.1 Einzelzellen und Zellkultur

Fiir den Nachweis der Endothelspezifitit des Knock Outs wurden Endothelzellen aus der
Lunge von transgenen Tieren sowie von Wildtypgeschwistertieren entnommen. Die
Priparation erfolgte nach der oben bereits beschriebenen Methode. Als Positivkontrolle
dienten Endothelzellen der Linie bend2. Die Zellen wurden auf Kammerobjekttriger
iiberfihrt und zwei Tage mit entsprechendem Medium bei 37°C kultiviert bis
lichtmikroskopisch ein dichter Zellrasen zu sehen war. Zur Vorbereitung auf die Firbung
wurde das Medium abgezogen und die Zellen mit Zambonis Fixativ 10 Minuten auf dem
Boden der Kammern fixiert. Die weitere Verarbeitung erfolgte nach den im Weiteren

aufgefiihrten Schritten mittels immunhistochemischer Farbung.

2.3.7.2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Fir den Nachweis der Endothelspezifitit wurde transgenen Tieren sowie deren
Wildtypgeschwistertieren Muskeln entnommen, um Endothel in Gefdllen darstellen zu
konnen. Fiir die Untersuchung der Kapillardichte an Herz- und Skelettmuskel wurden den
Tieren diese Organe ebenfalls mittels sorgfaltiger Priparation entnommen und sowohl
die Muskelfasern als auch die Kapillaren spezifisch angeférbt.

Nach der Tétung der Tiere mittels Genickbruch und der Entnahme der jeweiligen Organe
wie oben beschrieben wurden diese auf fliissigem Stickstoff in wasserloslichem
Einblockmedium (TissueTec®) in Aluminiumschélchen eingefroren. Hierbei wurde die
Temperatur durch Isopentan konstant bei -40°C gehalten, um ein zu schnelles Einfrieren
zu verhindern und Gewebeschdden durch Gefrierbrand vorzubeugen. AnschlieBend
wurden die derart eingebetteten Organe unter Kiithlung im Mikrotom geschnitten und
vorsichtig auf vorgekiihlte Objekttrager aufgebracht.

Geschnitten wurde in einem Winkel von 0° bei -20°C. Der Dicke eines Schnittes lag bei
10um. Es wurde darauf geachtet, dass das zu untersuchende Gewebe aus der Mitte des
Blocks entnommen wurde, sodass ein moglichst groBer und zentraler Durchschnitt durch

das jeweilige Organ abgebildet wurde.
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Eine Lagerung der Schnitte erfolgte fiir kurze Zeit bei -20°C im Exsikkator. Fiir die
weitere Verarbeitung mittels histologischer und immunhistologischer Farbungen wurden
die Objekttrager auf Zimmertemperatur gebracht und zum Entzug der entstehenden
Feuchtigkeit kurzzeitig unter einem Kaltluft Fon getrocknet und so fixiert, zusétzlich
mikroskopisch auf mogliche Schiden hin nativ unter dem Lichtmikroskop kontrolliert.
AnschlieBend wurden die einzelnen Schnitte zur Minimierung der eingesetzten fliissigen
Substanzen mit einem Fettstift umrandet und anschlieBend entsprechend der jeweiligen

Fragestellung immunhistochemisch angeférbt.

2.3.7.3 Immunhistochemische Farbungen

Nach Fixierung sowohl der Einzelzellen als auch der Gefrierschnitte auf dem jeweiligen
Objekttrager wurde zundchst mit Normalgoat-serum in Saponin Losung fiir eine Stunde
inkubiert und so unspezifische Proteinbindungsstellen blockiert. AnschlieSend wurde der
entsprechende primére Antikorper in NGS/Saponin Losung auf die Objekttrager
aufgetragen und liber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde nach dreimaligem
Waschen der Objekttrager fiir jeweils zehn Minuten der entsprechende sekundére
Antikorper in  NGS/Saponin-Losung hinzugegeben und gegen Lichteinfluss
abgeschlossen fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach AbgieBen der
Antikorperlosung und abermaligem Waschen mit 3 ml PBS fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur wurde die Fliissigkeit abgezogen und 1 Tropfen Fixierkleber mit DAPI-
Kernfarbung je Schnitt oder Kammer aufgetragen und der Objekttrager luftleer mit einem
Deckglas verschlossen. AnschlieBend wurden die so angefertigten Objekttriger
mikroskopiert. Die Fotos wurden innerhalb der ersten beiden Tage nach den Farbungen
gemacht, da die Fluoreszenz der Farbstoffe durch Lichteinfliisse iiber lingere Zeit
nachlésst.

Durch eine Konjugation der sekundidren Antikorper mit Flurescein isothiocyanat (FITC)
oder alternativ mit tetramethyl isothiocyanat Rhodamin (TRIC), jeweils fluoreszierende
Farbstoffe, lassen sich mit dem priméren Antikorper markierte Proteine mittels
Fluoreszenzmikroskopie spezifisch darstellen.

Die im Fixiermittel enthaltene Kernfarbung erfolgt mit 4°-6-Diamidino-2‘-phenylindol
(DAPI), welches mit doppelstrangiger DNA interkaliert und somit eine fluoreszierende
Farbung der Zellkerne ermoglicht.

Das Fluoreszenzmikroskop verfiigt hierbei iiber verschiedene Filter, wodurch Licht

verschiedener Wellenlédngen die Fluorochrome anregt und ein entsprechender Filter Licht
24



Material und Methoden

anderer als der angeregten Wellenléngen herausfiltert. Entsprechend wird TRITC bei
einer Wellenldnge von 555 nm angeregt und erscheint im sichtbaren Licht rot, FITC wird
durch roten Laser einer Wellenldnge von 549nm angeregt und erscheint im sichtbaren
Licht griin, wohin gehend DAPI durch Licht der Wellenldnge 350-370 nm angeregt wird

und blau fluoresziert.
2.3.8 Praparation und Zellisolation aus Mauslunge

Um den Nachweis erbringen zu konnen, dass der Knock-Out im Bereich der
Endothelzellen vollstindig erfolgt ist wurden fiir diese Arbeit Endothelzellen aus den
Lungen der Maduse isoliert. Die Lunge eignet sich durch ihren auf Gasaustausch
spezialisierten Aufbau als Organ mit einer hohen Dichte an Endothel im Verhiltnis zum
Gesamtgewebe besonders gut fiir die Isolation von Endothelzellen (Kuhlencordt et al.,
2004, Fehrenbach et al., 2009)

Die Maiuse wurden mittels Genickbruch getotet und anschlieBend auf einem
Préparationstisch fixiert. Die Trachea wurde mit einer Butterfly-Nadel punktiert,
aufgefadelt und mit handelsiiblichem Néhgarn umwickelt. Hieriiber kann so mit einer
Spritze iiber die in der Trachea liegende Kaniile die Lunge mit 1 ml PBS/ Liberase
perfundiert werden. Es ist auf ein Aufbldhen der Lunge als Anzeichen dafiir, dass die
Perfusion funktioniert zu achten. Im Anschluss wurde der linke Ventrikel mit einer
Kaniile punktiert, diese entfernt und so ein Defekt hervorgerufen. Uber den rechten
Ventrikel erfolgte durch Punktion mit einer Nadel die Injektion von 3ml kaltem DMEM
zur Spiilung. Die Lunge wurde schnellstmoglich entnommen und auf eine Petrischale in
0°C kaltem PBS, welchem zusitzlich Calcium und Magnesium hinzugefiigt worden war.
Dieses wurde zum Waschen der Lunge von auen einmal gewechselt.

Unter sterilen Bedingungen wurde die Lunge mit einer Rasiermesserklinge manuell
mehrfach zerkleinert und in ein Falconrdhrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von 24 pl
Liberase TH, Iml/ ml Benzonase und 2ml PBS/ Ca/ Mg wurde die so zerkleinerte Lunge
iiber 40 Minuten bei 37°C im Wasserbad schrig gestellt geschiittelt, um das Gewebe von
der Liberase andauen zu lassen. Die Benzonase verhindert hier ein Verkleben der
Einzelzellen durch austretende DNA-Faden. Es wurde eine geringe Menge des
Zellgemisches fiir die Zahlung in der Zellzahlkammer entnommen und eine Kontrolle der

Lebendigkeit der Zellen mittels TrypanBlau Farbung vorgenommen.
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Das Gewebe-Zellgemisch wurde mit einer 1ml Pipette zur weiteren Mischung mehrfach
auf- und ab pipettiert und anschlieend iiber ein Sieb (CellStainer, 100pm Nylon Mesh)
in ein weiteres FalconRhrchen tiberfiihrt. Nach einmaligem Nachspiilen des Siebes mit
Sml PBS/ Ca/ Mg wurde das Rohrchen fiir 5 Minuten bei 700 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 10 ml PBS/Mg/Ca resuspendiert, abermals zentrifugiert und der Uberstand
abgezogen. Die so als Pellet isolierten Zellen wurden in 2 ml Ndhrmedium und Zugabe
von 20% FCS aufgenommen und auf zuvor mit 0,1% Gelatine bedeckten gekammerten
Objekttragern ausgesit.

Das Anwachsen der Zellen auf der Platte wurde tiglich Lichtmikroskopisch beobachtet.
Nach zwei Tagen wurden die Zellen sowohl fiir die bereits beschriebenen
immunhistochemischen Féarbungen als auch fiir eine weitere Isolation mittels

Zellsortierung mit Magnetischen beads verwendet.

2.3.9 Endothelzellisolation mit antikorperbehafteten

Kugeln

Fiir diesen Versuch wurden die wie oben beschrieben aus Lungen gewonnenen Zellen
von je zwei tie2lGFRKO und zwei WT Maiusen zwei Tage in Zellkultur gehalten.
AnschlieBend erfolgte die Selektion von Endothelzellen mittels magnetischer Kiigelchen.
Ziel war hierbei die Gewinnung einer moglichst reinen Endothelzellpopulation, um in
anschliefenden Analysen den Knock-out des IGFR nachweisen zu konnen.

Das Prinzip der Selektion besteht darin, ein Zellgemisch durch Zugabe von metallischen
Kiigelchen im GroBenbereich von wenigen nm, welche zuvor mit einem spezifischen
Antikorper fiir die Zielzellen konjugiert wurden, {iber einen Magneten zu trennen.

Ein spezifischer Antikorper gegen Endothelzellen, welcher hier zum Einsatz gekommen
ist, ist das Oberflachenantigen CD146 (Schrage et al., 2008).

Die mit CD146 beschichteten Metallkiigelchen wurden als gebrauchsfertige Losung
bezogen. Das Protokoll zur Isolation der Endothelzellen wurde nach Angaben des
Herstellers befolgt (Miltenyi biotec, MicroBeads® Isolation Kit, CD 146).

Die gewonnenen Zellen der KO-Tiere sowie der WT-Tiere wurden aufgrund der geringen
isolierten Menge an Endothelzellen gepoolt und sofort fiir den Einsatz zur Realtime PCR
weiterverarbeitet.

Die aus den Mauslungen gewonnen und auf 6-well Platten ausgeséiten Zellen wurden

zunichst von der Platte gelost und in Einzelzellsuspension gebracht.
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Hierfiir wurde das Medium abgezogen, der Zellrasen mit 4°C kaltem PBS gewaschen und
anschliefend die Zellen mit S-EDTA fiir eine Minute zweimalig gewaschen.

Zum Losen der Zellen wurde jeweils 0,6 ml Trypsin in jede Vertiefung der Platte
hinzugefiigt und dieses fiir 10 Minuten bei 37°C einwirken lassen. Anschliefend wurden
die Zellen in der Losung durch auf und ab pipettieren zusitzlich vereinzelt und im
Anschluss die enzymatische Aktivitit des Trypsins durch Zugabe von jeweils 10ml 4°C
kaltem MACS Puffer abgestoppt und die Losung in ein 15ml Zentrifugenrohrchen
tiberfiihrt.

Die folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt und es wurde auf eine ziigige
Durchfiihrung der einzelnen Schritte geachtet.

Mittels Zentrifugation bei 300g iiber 10 Minuten wurden die Zellen in den Roéhrchen
pelletiert und der jeweilige Uberstand mit einer Pipette abgezogen. Die Zellpellets
wurden in 1ml Pufferlésung resuspendiert und es erfolgte eine orientierende Zellzdhlung.
Nach erneuter Zugabe von 10ml Pufferlosung, Zentrifugation und Pelletierung erfolgte
die Resuspension unter Zugabe von 90ul MACS Pufferlosung und 10ul der die CD 146
gekoppelten magnetischen Kiigelchen enthaltenden Losung.

Die Suspension wurde fiir insgesamt 15 Minuten im Kiihlschrank inkubiert, wobei eine
Durchmischung durch regelméfiges hindisches Schiitteln alle 5 Minuten erreicht wurde.
Nach der Inkubationszeit wurden jeweils 2 ml MACS Pufferlosung zum Waschen der
Zellen hinzugegeben und erneut bei 4°C und 300 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Das Pellet wurde mit 500ul MACS Puffer
resuspendiert und auf die zuvor mit MACS Puffer angefeuchteten Sdulen zum Trennen
der mit metallischen Kiigelchen markierten CD 146 positiven Zellen {iber den Magneten
gegeben. Auf den Rest der auf der Sdule befindlichen Losung wurden jeweils dreimalig
zusitzlich 500ul der Pufferlosung gegeben um die Rohrchen entsprechend zu spiilen und
Uberstiinde, wie fehlerhaft haften gebliebene und nicht gebundene Zellen, auszuwaschen.
Anschlieend wurde 1ml Puffer auf die Sdulen gegeben und ein leeres R6hrchen unter
jede der Saulen gestellt. Die Sdulen wurden aus dem Magneten entfernt und mit dem
dafiir vorgesehenen Stempel die Pufferlosung ziigig durchgedriickt. Durch erneute
Zentrifugation wurden die CD 164 positiven Zellen pelletiert und fiir die nachfolgenden

Analysen weiterverwendet.
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Abbildung 4 zeigt unter 1. die schematische Darstellung der mit Antikérpern gekoppelten Metallkiigelchen
zu einer Zellsuspension, 2. zeigt die iiber die spezifischen Antikérper magnetisch markierten Zellen, welche
sich iiber einen Magneten von der iibrigen Zellsuspension trennen lassen
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2.3.10 mRNA Extraktion und Transkription

Aus tie2IGFRKO und WT Geschwistertieren gewonnenes Lungengewebe sowie im
Weiteren auch die mittels magnetischen Kiigelchen gewonnenen CD 146 positiven Zellen
aus dem Lungengewebe der tie2lGFRKO und WT Geschwistertiere wurden wie im
Folgenden beschrieben aufgearbeitet und die RNA der Zellen extrahiert und zur weiteren
Analyse mittels realtime PCR in DNA umgeschrieben.

Hierfiir wurde das Gewebe, beziehungsweise die isolierten Zellen, in RNA-
Stabilisationsreagenz aufgetaut, dieses nach dem Auftauen abpipettiert und das Gewebe,
bzw. die Zellen, in ein Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt. Es erfolgte dann die Zugabe
von jeweils 2ml Trizol pro 150mg Gewebe, bzw. entsprechend 1ml je Zellpellett und
Zentrifugationsrohrchen. AnschlieBend wurden 0,2ml Chloroform pro ml Trizol
hinzugegeben. Es erfolgte eine Durchmischung mittels Vortexmischer fiir 30 Sekunden.
AnschlieBend wurde das Gemisch fiir 15 Minuten bei 9000 rpm und 6°C zentrifugiert.
Der dabei abgetrennte wiissrige Uberstand wurde zur weiteren Verarbeitung in ein neues
Mikroreaktionsgefal3 iiberfiihrt. Es erfolgte die Zugabe von jeweils 1 ml Isopropanol
sowie eine erneute gute Durchmischung mittels Vortexmischer. AnschlieBend erfolgte
die Inkubation auf Eis fiir 30 Minuten.

Die im Gemisch enthaltene RNA wurde bei 12000 rpm und 6°C iiber 5 Minuten pelletiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und jedes Pellet mit 400 pl Ethanol (80%)
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation mit 12000 rpm bei 6°C iiber 5 Minuten wurde
der Uberstand abgenommen, das Pellet getrocknet und anschlieBend in RNAse freiem
H20 auf Eis gelost. Die geloste Menge an RNA wurde mittels Nanodrop™ gemessen und
anschlieBend eine Losung von 1pg RNA pro pl H20 errechnet und entsprechend erstellt.
Die RNA wurde in einem weiteren Schritt mittels RNeasy Clean up Mini Kit der Firma
Qiagen nach Herstellerangaben aufgereinigt. Hierbei wurden im Folgenden 350 pl RLT
Puffer sowie 250ul 96%-iges Ethanol je 100 ul Probe hinzugegeben. Nach
Durchmischung wurde die Losung auf die entsprechenden Séulen pipettiert und fiir eine
halbe Minute bei 13000 rpm pelletiert. Die durchgeflossene Losung wurde aufgefangen
und abermals iiber eine Sdule zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Sdulchen zweimalig
mit 500 pl des im Kit enthaltenen RPE Puffer gewaschen. Es erfolgte ein abschlieendes
Trocknen der Sédulchen sowie eine erneute einminiitige Zentrifugation bei 13000 rpm.

Die so aufgereinigte RNA wurde in 30 ul RNAse freiem H20O eluiert.
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Im Anschluss erfolgte als Vorbereitung auf die Durchfithrung der realtime PCR die
reverse Transkription in DNA mittels Reverse Transkriptions Kit. Entsprechend der
Herstelleranweisungen wurde je 1 pg RNA in 12pul H20 vorgelegt und je 2 ul DNA-
wipeout Puffer hinzugegeben. Es erfolgte die Inkubation bei 42°C {iber 2 Minuten und
anschlieBend sofortiges Kiihlen auf Eis. AnschlieBend wurden jeweils 6 pl des
Mastermix, bestehend aus RT Puffer, reverser Transkriptase sowie Primer Mix,
hinzugegeben. Es erfolgte eine Inkubation bei 42°C iiber 20 Minuten. Anschlieend
Abkiihlen und Lagerung auf Eis zur sofortigen Weiterverwendung, bzw. Einfrieren bei -

80°C der tlibrigen cDNA enthaltenden Losung fiir weitere Analysen.

2.3.11 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion
(qPCR)

Die  Quantifikation der gewonnen c¢cDNA  erfolgte mittels realtime
Polymerasekettenreaktion. Mit dieser Methode wird mittels Tagman-Sonden, welche
spezifisch fiir die Sequenz des Zielgens sind und iiber einen fluoreszierenden
Reporterfarbstoff im Bereich des 5° Endes der Nukleodtidsonde verfiigen sowie im
Bereich des 3¢ Endes iiber einen die Fluoreszenz unterdriickenden Loscherfarbstoff, den
Quencher, die Menge an DNA gemessen. Der Quencher sorgt durch rdumliche Ndhe zum
Reporterfarbstoff dafiir, dass dieser keine Photonen emittiert und somit keine Messung
durch den PCR-Zykler erfolgt. Lagert sich die Sonde an den entsprechenden Teil der zu
amplifizierenden DNA Zielsequenz an, kommt es durch die Amplifikation der DNA
durch die Tag-Polymerase zu einer Abtrennung des Reporterfarbstoffes und dies fiihrt zu
einer Trennung von Reporterfarbstoff und Quencher, was wiederum zu einer durch das
Gerat messbaren Photonenemission fiihrt.

Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurde ein Mastermix erstellt, welcher eine Taq-
Polymerase, eine Mischung Desoxynukleosidtriphosphate in einer Endkonzentration von
200 pg jedes Nukleosidtriphosphates, Taq-Polymerasepuffer sowie Primer, welche in
RNAse freiem Wasser gelost wurden, enthélt. Jeweils 1 pl der die zu amplifizierende
Ziel-DNA enthaltenden Probe wurde zu 19 pl des Mastermix hinzugefiigt.

Amplifiziert wurde bei 50°C iiber zwei Minuten, dann bei einer Temperatur von 95°C
iiber 10 Minuten und anschlieend jeweils 40-mal bei 95°C iiber 10 Sekunden mit 60°C

fiir eine Minute. Als Referenz-Gen, welches ubiquitdr homogen exprimiert werden muss,
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um als solches fungieren zu konnen, wurde die Hypoxanthine-guanine-
phosphoribosyltransferase (HPRT) genutzt.

Eine Auswertung erfolgt mittels durch das Gerit berechneter Werte, dem sogenannten
AACT-Wert. Dieser Wert beschreibt den Schwellenwert-Zyklus fiir jedes Produkt, also
den Punkt, an welchem das exponentielle Wachstum der Matrize beginnt. Hierliber lésst

sich die Menge der gesuchten DNA-Matrize im Vergleich zum Referenzgen bestimmen.
2.3.12 Laufrader und Bedingungen

Um herauszufinden, welchen Effekt der fehlende IGF1R im Endothel unter dauerhafter
Belastung aufweist, wurden 20 ménnliche Tiere gleichen Alters (8 Monate alt) zufillig
in Gruppen aufgeteilt und 10 Wochen entweder in einem Kéfig mit Laufrad oder in einem
Standardkéfig ohne Laufrad gehalten.

Das Prinzip des freiwilligen Laufradlaufens (voluntary cage running, VCR) beruht
darauf, dass die Maus freiwillig und ohne Antrieb von auflen das Rad bewegt. Die Rader
haben einen Umfang von 0,72 m und verfligen iiber ein angeschlossenes Messgerit auflen
am Kifig, welches die Umdrehungen des Rades misst und mittels eines angeschlossenen
Computers jede Umdrehung einer Tageszeit zuordnet.

Um einen moglichst natiirlichen, aber standardisierten Tagesrhythmus herbeizufiihren,
wurden die Lichtverhiltnisse kiinstlich mittels Zeitschaltuhr regelmifig gedndert. Das
Licht war von sechs Uhr morgens bis 18 Uhr abends eingeschaltet, die restliche Zeit war
es entsprechend fiir die Tiere dunkel.

Die Miuse wurden Wasser und Standartfutter ad libidum versorgt.
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Abbildung 5 Exemplarischer Auszug der Bildschirmanzeige der Aufzeichnungen der Messung der
Radbewegung. A zeigt einen Uberblick tiber die verschiedenen Kanéle aller Méuse, B zeigt die einzelnen
Messungen eines Rades. Gezéhlt wird jeder zweite Zyklus, hier markiert durch einen nicht-gefiillten Punkt
iiber den Ausschlagen.

Um die Geschwindigkeiten und Laufstrecken der Mause berechnen zu kdnnen, wurde das
Programm so eingestellt, dass entsprechende Ergebnisse auf dem Display angezeigt
wurden. Wie Abbildung 5 zeigt, wird je Umdrehung eines Laufrades viermal ein von
einem an jedem Viertel des Rades angebrachten Magneten ein Signal an das Programm
weitergeleitet. Die Einstellung bewirkt ein Zihlen jeder zweiten Passage einer Schraube,
entsprechend einer halben Laufradumdrehung, also 0,36 m. Zusétzlich zeichnet das
Programm die Zeit pro Strecke auf, in Abbildung 5 der Y-Achse entsprechend.

Die Berechnung der Laufstrecke erfolgte pro Tag (von 12h mittags bis zum
darauffolgenden Tag um 12h mittags). Die Berechnung der Geschwindigkeit erfolgte

entsprechend.

32



Material und Methoden

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Sigma Plot (Systat
Software GmbH), die Darstellungen als Graphen mit dem Programm Graphpad prism
(Graphpad Software Inc.). Die Signifikanz der Parameter wurde mittels t-test sowie, bei
Vergleich von mehr als zwei Gruppen, mittels ANOVA iiberpriift. Ein p-Wert von <0,05
wurde als signifikant betrachtet. Die arithmetischen Mittelwerte wurden mit

Standardabweichung angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis der Inaktivierung des IGF1 Rezeptors in

Endothelzellen

3.1.1 Genotypisierung

Nach der Geburt der KO Tiere erfolgte bei den Tieren der F2 Generation eine
Schwanzspitzenbiopsie. Die Schwanzspitzen wurden entsprechend der bereits
beschriebenen Methoden aufbereitet. Mittels Gelelektrophorese der DNA erfolgte eine
Differenzierung der beiden verschiedenen Genotypen. Die Differenzierung tliber die An-
oder Abwesenheit erfolgt tiber die Bande im GrofBenbereich der bei 404bp gelegenen
Bande der Cre-Rekombinase sowie iiber die An- oder Abwesenheit der Gensequenz,
welche fiir die loxP Sites um das Exon 3 des IGF1R kodiert erfolgen. Tiere ohne Cre-
Rekombinase wurden durchgehend als Kontrolltiere (im Folgenden als Wildtyp, WT
genannt) bei den Versuchen eingesetzt. Tiere, welche homozygot auf das Vorhandensein
von loxP Sites getestet wurden und bei welchen gleichzeitig die Anwesenheit der Cre-
Rekombinase festgestellt wurde, gelten als Untersuchungstiere mit endothelspezifischem
IGFIR-KO und werden im Folgenden als tie2IGFRKO (tie-2 IGF-1 Receptor Knock Out)

bezeichnet.

mloxP homozygot positiv

OloxP homozygot
negativ
Dtie2cre
OloxP heterozygot
Dohne

Abbildung 6 Darstellung der genetischen Informationen der tie2IGFRKO Tiere. Links ist der Anteil der
auf das gefloxte Gen homozygot positiv, negativ oder heterozygot getesteten Tiere am Gesamtanteil
aufgetragen; die rechte Graphik zeigt den Anteil der fiir die tie2 cre positiv getesteten Tiere am
Gesamtanteil getesteter Tiere. (n=416)
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Abbildung 6 zeigt die Daten der insgesamt 416 mittels Geletrophorese ausgewerteten
Schwanzspitzenbiopsien der Tiere. In Abbildung 6A ist zu sehen, dass 28% der
gestesteten Tiere homozygot fiir die lox P sites sind (fl/fl), 48% sind homozygot negativ
und ein Anteil von 24% der Tiere sind in diesem Verfahren heterozygot auf die
entsprechende Gensequenz gestestet. Abbildung 6B zeigt dasselbe fiir die genetische
Information der Cre-Rekombinase. Hier ist lediglich das Vorhandensein der Gensequenz
gegen das Fehlen derselben aufgetragen. Prinzipiell konnen die Tiere Cre** oder Cre™
sein. Es zeigt sich, dass 73% der Tiere die genetische Information der Cre-Rekombinase
besitzen, wahrend sie bei 27% fehlt.

Da die PCR jedoch nur aufzeigt, dass eine Rekombination stattgefunden hat, aber keine
Aussage zur Zelltypspezifitit machen kann, wurde im Weiteren versucht, die

Inaktivierung des IGFIR mittels Immunfluoreszenz ndher zu untersuchen.
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3.1.2 Immunhistologische Farbungen zur Darstellung
des Endothels

Abbildung 7 Lichtmikroskopische Bilder der immunhistochemischen Farbungen an Muskelschnitten des
M. plantaris. Rot dargestellt die Fluoreszenz des IGF1R AK, griin die Fluoreszenz des CD31 AK, blau
DAPIL. A-C WT, D-F tie2IGFRKO, A und D zeigen jeweils den Gesamtausschnitt der gezeigten
Muskelpartie mit einer Zusammenschau aller drei Farben, B und E zeigen eine Vergroflerung ohne
Darstellung der IGF1R Férbung, C und F zeigen den jeweils gleichen Ausschnitt ohne Darstellung des
Endothelzellmarkers. 40-fache VergroB3erung.
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Um den Nachweis der Endothelspezifitit des Rezeptorknockouts bestitigen zu konnen,
erfolgten Farbungen an Gefrierschnitten der Muskulatur der Méuse. Diese wurden mit
entsprechenden Antikorpern gefarbt und mittels Fluorezenzmikroskopie sichtbar
gemacht. Abbildung 7 zeigt eine Ubersicht iiber einen Skelettmuskelanschnitt einer
Kontrollmaus. Man erkennt die griin gefdrbten vaskuldren CD31 positiven Strukturen.
Daneben fillt auch eine Rotfiarbung der Skelettmuskelfaserumrisse auf, was dem
Vorkommen des IGF1R an den Muskelzellen entspricht. Die vergroferte Darstellung von
zwei Kapillaren in Abbildung 7B und 7C zeigt, dass mit den GefdaBen auch eine IGF1R
Expression existent ist.

Die vergleichende Analyse in tie2crelGFIRKO Méusen (7D-F) zeigt die vaskuldren
Elemente in griin und die Farbung des IGFIR auf der Oberflache der Muskelfasern. Der
vergroflerte Ausschnitt einer lings verlaufenden Kapillare zeigt, dass im Gegensatz zu

den Kontrolltieren keine IGF1R-Farbung mit den Endothelzellen mehr assoziiert ist.

3.1.3 WesternBlot Analysen ganzer Organe

Herz Lunge
" B I
B
100-
R 504 -'_

o e WT
o ecIGFRKO

He'rz Lurllge

Abbildung 8 Darstellung der Proteinmengenbestimmung mittels Western Blot aus den Organen Herz und
Lunge, A: Nachweis des IGFIR und die entsprechend ermittelten Fluoreszenzwerte, die beiden linken
Banden stellen die Fluoreszenz der aus dem Herzen gewonnen Proteine dar, die beiden rechten Banden die
der Lunge. Die jeweils linke Bande ist die des WT Tieres. B: gemittelte Proteinmenge des IGF1R, bezogen
auf den WT, welcher als 100% angegeben wird; Darstellung arithmetischer Mittelwerte mit
Standardabweichung, Analyse mit T-Test (n=9)

Mittels der im Methodenteil beschriebenen Western Blot Analysen der Organe Herz und
Lunge wurde iiberpriift, ob die Inaktivierung des IGFIR Gens einen wesentlichen Effekt
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auf die Gesamtmenge des IGF1R im Herzen, beziechungsweise in der Lunge der Tiere hat.
Unter Hinzuziehung einer Coomassie-Farbung und Messung der Gesamtproteinmenge
kann der Anteil des exprimierten IGF1R-Proteins im Verhiltnis ermittelt werden. Wird
der Anteil des IGFIR von WT und tie2lGFRKO ins Verhiltnis gesetzt, indem die
Proteinmenge des WT gleich 100% gesetzt wird, dann zeigt sich eine Verringerung des
Anteils des IGFIR im tie2IGFRKO auf 67% im Herzen und auf 55% in der Lunge.
Abbildung 8A zeigt exemplarisch das Ergebnis einer entsprechenden Analyse fiir Herz
und Lunge.

Da mit dieser Analyse lediglich eine Verringerung des Rezeptoranteils im
Gesamtproteinanteil der Organe, jedoch nicht spezifisch in einem Zelltyp, hier dem
Endothel, nachgewiesen werden kann, wurden im Folgenden Endothelzellen isoliert und

untersucht.

3.1.4 Endothelzellisolation und Quantifizierung des
Anteils von IGF1R im Endothel mittels realtime
PCR

Es erfolgte die Isolation von zunichst Einzelzellen aus den Organen sowie im Folgenden
von Endothelzellen in mehreren Schritten, sowie anschlieBend die Aufbereitung des
gewonnenen Zellmaterials und die Isolation von mRNA fiir weitere Analysen aus den
gewonnenen Zellen.

Mittels realtime PCR wurde die aufbereitete mRNA zunéchst auf Unterschiede in der
Expression des IGFIR im Gesamtorgan Lunge hin untersucht. Dabei ergab sich eine
Verringerung der Expression der IGF1IR mRNA von 100% im WT auf 57% in der Lunge
des tie2IGFRKO Tieres.

Um die Endothelspezifitit ndher eingrenzen zu konnen, wurden die tiber die Gewinnung
von Endothelzellen und Kultivierung dieser als Primidrkulturen sowie nachfolgender
weiterer Aufbereitung mit magnetischen Kiigelchen via MACS System Endothelzellen
aus den Lungen von insgesamt vier Tieren, dabei je zwei WT und zwei tie2lGFRKO,
isoliert. Nachfolgend erfolgte die vergleichende Analyse der mRNA von sowohl den
gewonnenen Endothelzellen im Vergleich zwischen Wildtyp und tie2IGFRKO Tieren als
auch im Vergleich zu den tibrigen, von Endothelzellen depletierten und iiber dieselbe

Methode gewonnen Zellen. Es ergab sich eine Differenz in der gemessenen Expression
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der mRNA fiir den IGFIR in der von Endothelzellen depletierten iibrigen Zellen im

Vergleich von bereits 63% geringerer Expression des Rezeptors im tie2l GFRKO.

Die entsprechenden Expressionsmessungen, graphisch zu sehen in Abbildung 9, des

IGFIR mittels PCR im Vergleich zwischen den aufgereinigten Endothelzellen aus

tie2IGFRKO Tieren sowie den aufgereinigten Endothelzellen aus Lungen der

Wildtyptiere ergaben einen Unterschied von 93,5%, also von 100% im WT auf lediglich

6,5% im tie2IGFRKO.

Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass durch Isolation von Endothelzellen aus der

Lunge sowie die zusitzliche Aufreinigung mittels magnetischer Kiigelchen eine sehr gute

Aufreinigung der Primérzellen aus der Lunge erfolgt ist, sowie zum anderen, dass der

tie2lGFRKO tatsdchlich endothelzellspezifisch erfolgt ist.
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Abbildung 9 qPCR der mittels MACS isolierten
Endothelzellen sowie des Uberstandes mit Vergleich
der Konzentration des IGFIR zwischen WT und
tie2CrelGF1R.

Als Uberstand wurden die Zellen bezeichnet, die
nicht mittels magnetischer Beads iiber die Sdulen
isoliert wurden (n=2)
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3.2 Phanotypisierung der tie2IGFRKO Maus

3.2.1 Gewicht der Mause unter basalen Bedingungen im

Vergleich

Um einen eventuellen Effekt des tie2IGFRKO auf das Korpergewicht der Tiere
feststellen zu konnen, wurden die Tiere gewogen und das Gewicht mit denen der WT
Tiere gleichen Alters verglichen. Wie in Abbildung 10 dargestellt ist, ldsst sich kein
Unterschied im Gesamtkdrpergewicht der Tiere feststellen. Ein signifikanter Unterschied
im Gewicht der méannlichen Tiere im Alter von sechs Monaten besteht zwar (41,6+1,9
WT vs. 31,57£2,6 tie2IGFRKO, p=0,02) wird jedoch in Zusammenschau der Ergebnisse
und bei einer Gruppengrofle in ausschlieBlich dieser Altersklasse von n=2 und n=3 bei
einer Gesamtzahl der untersuchten Tiere von n= 40 als nicht relevant gewertet.

Der Unterschied zwischen den jeweiligen Geschlechtern ist jedoch erwartungsgemal3
iiber die Gesamtheit der Altersklassen ab dem ersten Lebensmonat sowohl bei WT als
auch bei tie2IGFRKO vorhanden (21,65+3,9 WT weiblich vs. 26,8+6,7 WT mainnlich,

p=<0,001) (19,3+£3,6 KO weiblich vs. 28,8+4,4 KO méannlich, p=<0,001).
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Abbildung 10 Der unter A dargestellte Graph zeigt das Gewicht der mannlichen WT und KO Tiere in g

im Vergleich, unter B dargestellt das Gewicht der weiblichen Tiere. Basale Bedingungen. (Anzahl der
Tiere, n=40, Anzahl der Messungen n=100)
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3.2.2 Gewicht der Tiere mit und ohne Ausdauertraining

im Vergleich

Um den vermuteten Effekt des tie2lIGFRKO auf die Muskulatur der Tiere im Vergleich
zu Wildtyptieren zu untersuchen, erfolgte ein Training von jeweils fiinf Tieren mittels
freiwilligem Laufradlaufen. Hierfiir wurden fiinf Wildtyptiere sowie fiinf tie2lGFRKO
Tiere in einen Kéfig mit Laufrddern vereinzelt und umgesetzt, welche durch eine
Messeinrichtung mittels Magnetes eine Uberwachung der Laufradbewegungen méglich
machte. Insgesamt erfolgte eine Beobachtung iiber einen Zeitraum von 16 Wochen.
Zeitgleich wurden je fiinf Tiere der beiden Gruppen unter denselben Bedingungen in
Kéfige ohne Laufrad umgesetzt und vereinzelt, um einen Vergleich unter ansonsten
gleichen Bedingungen zu erméglichen. Zu Beginn und am Ende des sechzehnwchigen
Trainings der Mduse mittels freiwilligen Laufradlaufens wurden diese gewogen und das
Gewicht nach Gruppen sortiert ausgewertet. Wie in Abbildung 11 dargestellt, zeigte sich
in der Gruppe der WT Tiere eine signifikante Reduktion des Korpergewichtes von
35,0£1,9g vor Versuchsbeginn vs. 30,1+2,7g nach Training (p=0,02). Der Effekt des
Trainings zeigte sich auch in der Gruppe der tie2lGFRKO Tiere. Hier lag das Gewicht zu
Beginn des Trainings bei 34,66+4,3g, wohingegen am Versuchsende das Gewicht der
Tiere bei 30,7+2,8g, P=0,005 lag.

In der jeweiligen Kontrollgruppe ohne Mdoglichkeit zum Laufradlaufen blieb das Gewicht
tiber die Zeit konstant (35,1+5g WT ohne Training zu Versuchsbeginn vs. 33,6+3,1g WT
ohne Training bei Versuchsende, p=0,125 und 34,7+2¢g tie2lGFRKO ohne Training zu
Versuchsbeginn vs. 33,242 9¢ tie2l GFRKO ohne Training bei Versuchsende, p=0,087).
Ein Unterschied des Gesamtkorpergewichtes nach dem Training zwischen WT und
tie2l GFRKO bestand nicht (30,14+2,7g WT mit Training bei Versuchsende vs. 30,7+2,8g
tie2lGFRKO mit Training bei Versuchsende, p=0,72).

Zusammenfassend flihrte das freiwillige Laufradlaufen somit zu einer signifikanten
Gewichtsreduktion aller Tiere, sowohl im WT mit einer Reduktion um 14% als auch im

t1e2lGFRK O mit einer Gewichtsreduktion um 11%.
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Abbildung 11 dargestellt ist das Gewicht der Wildtyptiere (A) ohne und mit Training im Vergleich, B
zeigt das Gewicht der tie2IGFRKO Tiere mit und ohne Training im Vergleich. Gemessen wurde
zusitzlich jeweils vor und nach freiwilligem Laufradlaufen; Darstellung arithmetischer Mittelwerte mit
Standardabweichung, Analyse mit T-Test (n=5)

3.2.3 Herzgewicht, Herzindex und Tibialange der Tiere

mit und ohne Training im Vergleich

In weiteren Untersuchungen wurde die Bedeutung des endothelialen IGF1R-Signalwegs

fiir die Anpassung des Herzens an Ausdauerbelastung analysiert. Da sich das

Korpergewicht der Mause durch das Training &dnderte, wurde zur Normierung des

Herzgewichtes die Tibialinge herangezogen. Wie Abb.

Unterschied in den Tibialdngen bei den einzelnen Gruppen.
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Um einen Effekt des Trainings auf das Herz der Tiere zu untersuchen, erfolgte nach
Versuchsende die Analyse der Herzgewichte.

Das in Abbildung 12A dargestellte Herzgewicht der Tiere war sowohl fiir den genetischen
Hintergrund ohne Training (0,186+0,01g WT vs. 0,172+0,01g tie2IGFRKO, p=0,3) als
auch mit Training (0,17+0,02g WT vs. 0,166+0,01g tie2IGFRKO, p=0,7) gleich hoch.
Zusétzlich lieB sich weder bei den WT Tieren zwischen untrainierten und trainierten
Tieren (0,186+0,01g WT ohne Training vs. 0,17+£0,02g WT mit Training, p=0,2) noch
bei den tie2lGFRKO Tieren (0,172+0,01g tie2IGFRKO ohne Training vs. 0,166+0,01g
tie2lGFRKO mit Training, p=0,6) ein Einfluss des Trainings auf das gemessene
Herzgewicht feststellen. Es bestand demnach weder ein Einfluss des Lauftrainings noch
ein Einfluss des tie2IGFRKO auf das Herzgewicht der Tiere.

Um eine Hypertrophie feststellen oder ausschlieBen zu kdnnen wurde zusitzlich der
Herzgewichtsindex der Tiere ermittelt. Dieser stellt eine hdufig verwendete Grofle zur
Evaluation einer Hypertrophie dar (Aksakal et al., 2013, Radovits et al., 2013). Diese ist
in Abbildung 12 B dargestellt. Auch fiir die auf diese Art normierten Herzgewichte lie3
sich weder ein Einfluss des Lauftrainings noch des fehlenden IGF1-R auf das Verhéltnis

zwischen Herzmuskelmasse und Korpermasse feststellen.

3.2.4 Nutzung der Laufrader durch die WT und
tie2IGFRKO Tiere

Zuséatzlich zu dem Effekt des Lauftrainings auf das Herz und die Skelettmuskulatur
erfolgte eine Analyse der durch die Tiere im Laufrad zuriickgelegte Strecke sowie die
erreichten Geschwindigkeiten. Die Laufgeschwindigkeit und die im Laufrad
zuriickgelegte Strecke der Tiere wurde liber mit einem am Rad angebrachten Magneten
gemessen und aufgezeichnet.

So konnte mittels Héufigkeit und Anzahl der Radumdrehungen pro Zeit die
Geschwindigkeit und die zuriickgelegte Strecke errechnet werden, um mdgliche
funktionelle Unterschiede zwischen den transgenen Tieren und den Tieren der WT
Kontrollgruppe feststellen zu konnen.

Abbildung 13A und 13B zeigen exemplarisch fiir Woche 1, 8 und 16 die von den Méusen
zuriickgelegte Gesamtstrecke pro Woche in Metern und die mittleren Geschwindigkeiten

in dem entsprechenden Zeitraum, wobei die ersten vier Tage des Versuchsbeginns auf
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Grund von UnregelmiBigkeiten in der Nutzung der Laufrader, welche durch die fehlende

GewoOhnung der Méuse zu erklédren sind, nicht in die Rechnung einbezogen wurden.
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Abbildung 13 Geschwindigkeit und pro Woche zuriickgelegte Strecke der WT und tie2IGFRKO Tiere im
Vergleich, exemplarisch dargestellt fiir Woche 1, 8 und 16. A: mittlere Geschwindigkeit der Tiere in den
dargestellten Wochen, B: Gesamtlaufstrecke der Tiere in den dargestellten Wochen. Darstellung
arithmetischer Mittelwerte mit Standardabweichung, Analyse mit T-Test (n=5)

Ausgewertet wurden die Daten von jeweils einer Woche zu Beginn des Trainings (hier
als W1 bezeichnet), einer Woche in der Mitte des Lauftrainings (hier als W8 kenntlich
gemacht) und der letzten Woche des Lauftrainings (hier W16). Die Méuse sind wéhrend
der beiden erstgemessenen Wochen mit einer mittleren Geschwindigkeit von 4,4+0,3
km/h (WT) und 4,3+0,6 km/h (tie2lGFRKO) gelaufen, wobei kein statistischer
Unterschied zwischen W1 und W8 besteht, in beiden Gruppen aber eine geringere
Geschwindigkeit in der sechszehnten Laufwoche gemessen werden konnte (3,9+0,2 km/h
WT und 440,2 km/h tie2IGFRKO).

Statistisch ergaben sich in der Gesamtlaufstrecke pro Woche (35739+18665 m WT W1
vs. 2576516227 m tie2lGFRKO W1, p=0,42 / 34178218021 m WT W8 wvs.
2488845081 m tie2l GFRKO WS, p=0,69 / 32440+20261 m WT W16 vs. 23991+4670 m
tie2lGFRKO W16, p=0,45) keine Unterschiede. In der graphischen Auftragung der
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Daten, in Abbildung 13 B dargestellt, ist allerdings zu sehen, dass die tie2IGFRKO Tiere
eine geringere Strecke zuriickgelegt haben als die WT Tiere.

Zusammenfassend ldsst sich kein signifikanter Unterschied der korperlichen Aktivitit,
hier gemessen anhand von Laufstrecke und Geschwindigkeit, der WT im Vergleich zu

den tie2IGFRKO Tieren bei freiwilligem Laufradlaufen beobachten.

3.2.5 Die Kapillarisierung des Myokards nach Training

ohne Training mit Training

eclGFRKO

Abbildung 14 Kapillarisierung des linken Ventrikels, Immunfluoreszenz mit CD31 AK; A und B zeigen
den WT, C und D den tie2IGFRKO; jeweils links ohne Training und rechts nach Training im Vergleich.
40x Vergroferung.

In weiteren Untersuchungen wurde iiberpriift, ob das freiwillige Lauftraining einen
Einfluss auf die Kapillarisierung der Herzmuskulatur hatte.

Dazu wurden die Herzen der mittels freiwilligem Laufradlaufens trainierten Tiere wie im
Methodenteil beschrieben entnommen und immunhistologisch nach der dort erlduterten
Methode aufgearbeitet und das Endothel mit Antikdrpern gegen CD31 dargestellt.

Die Auszdhlung der Kapillaren erfolgte im Bereich von jeweils vier standardisierten
quadratischen Feldern je entnommenem Muskel im Bereich repriasentativer und
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moglichst quer geschnittene Muskelfasern. Abbildung 14 zeigt exemplarisch solche
Felder mit Kapillaren von WT sowie tie2IGFRKO Tieren nach freiwilligem

Laufradlaufen sowie der jeweils sendentéren Kontrollgruppen.
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Abbildung 15 Vergleich der Kapillarisierung im Myokard von trainierten und untrainierten Méusen,
jeweils WT und tie2IGFRKO Tiere; als signifikant wurde ein p-Wert von unter 0,05 definiert, graphisch
zir?ig;):stellt durch *; Darstellung arithmetischer Mittelwerte mit Standardabweichung, Analyse mit T-Test

Das in Abbildung 15 dargestellte Diagramm zeigt, dass zwischen transgenen Tieren und

der Kontrollgruppe sowohl ohne Training (3073,6+235,45 Kapillaren/ mm?> WT vs.

3197,60+272,22 Kapillaren/ mm? tie2IGFRKO, p=0,463) als auch mit Training

(3833,6+286,7 Kapillaren/ mm? WT vs. 3652,0+457,71 Kapillaren/ mm? tie2IGFRKO,

p=0,474) kein Unterschied in der Kapillarisierung des Myokards besteht.

Vergleicht man innerhalb der Kontrollgruppe der sedentiren Tiere mit Tieren mit

Lauftraining, so ist eine statistisch signifikante Zunahme der Kapillaranzahl pro mm? in

der Gruppe der Tiere mit Training zu erkennen (3073,6+210,59 Kapillaren/ mm? WT

ohne Training vs. 3833,64+256,43 Kapillaren/ mm? WT mit Training, p=0,002). Diese

Beobachtung ist innerhalb der Gruppe der tie2lGFRKO Tiere als Trend in dieselbe

Richtung zu verzeichnen (3197,60+243,48 Kapillaren/ mm? tie2IGFRKO ohne Training

vs. 3652,0+409,39 Kapillaren/ mm? tie2IGFRKO mit Training, p=0,093), jedoch nicht

statistisch signifikant.
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3.2.6 Die Kapillarisierung des Skelettmuskels nach

Training

Zusitzlich zur Herzmuskulatur wurde die Skelettmuskulatur der Tiere hinsichtlich der
Kapillarisierung untersucht.

Analog zu den Untersuchungen im Bereich des Myokards wurden jeweils vier
gleichgroBe Quadrate; einem mm? je Tier entsprechend, in Bereichen von quer
geschnittener und entsprechend immunhistologisch gefarbter Muskelfaserschnitte
untersucht und die Anzahl der Kapillaren pro Feld gezihlt.

Abbildung 16 zeigt exemplarisch die Kapillarisierung von Ausschnitten aus der

Plantarismuskulatur der Tiere, jeweils sedentdr sowie nach Lauftraining sowohl von

tie2lGFRKO als auch WT.

ohne Training mit Training

200um

Abbildung 16 Kapillarisierung des M. plantaris, Immunfluoreszenz mit CD31 AK; A und B zeigen den

WT, C und D den tie2IGFRKO; jeweils links ohne Training und rechts nach Training im Vergleich. 40x
Vergroferung.
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Die Abbildungen 16C bis 16D zeigen exemplarisch Ausschnitte von mittels CD 31
gefdarbten Muskelfaserschnitten des M. plantaris von ecIGFRKO Mdéusen, die
Abbildungen 16A und B im Vergleich die von WT Tieren. Zudem jeweils von Tieren
nach dem Lauftraining (B und D) sowie von sendentdren Tieren (A und C).

Die mit dem Antikorper markierten Endothelzellen markieren hier in Griin die Kapillaren,
welche groBtenteils quer verlaufend angetroffen sind. Mittels eines computerbasierten
Zihlprogrammes wurden je Muskel vier Schnitte ausgezdhlt, zusammen entsprechend
einer Fldche von insgesamt 1 mm?,

Die Anzahl der Kapillaren pro mm? Skelettmuskultur betrug in der Gruppe der
sendentéren WT Tiere 869,2+212,07 Kapillaren/mm? und in der Gruppe der sendentiren
ecIGFRKO Tiere 886,8+45,15 Kapillaren/'mm?, entsprechend ergab sich kein
Unterschied der verschiedenen Genotypen ohne Training (p=0,783).

Die Anzahl der Kapillaren pro mm? Skelettmuskulatur betrug in der Gruppe der WT Tiere
nach Ausdauertraining 1105,2+£129,92 Kapillaren/mm? und in der Gruppe der eclGFRKO
Tiere nach Ausdauertraining 1049,2+113,66 Kapillaren/mm?, es zeigte sich hier mit
p=0,489 ebenfalls kein Unterschied in der Kapillarisierung zwischen den beiden
Genotypen.

Im Vergleich der unterschiedlichen Genotypen untereinander, also der Effekt nach
Ausdauertraining gegeniiber den untrainierten Tiere zeigte, dass in der Gruppe der
Wildtyptiere eine Zunahme der Kapillarisierung der Skelettmuskulatur vorhanden ist,
diese jedoch einem Trend entspricht, welcher nicht signifikant ist (1105,2+£129,92
Kapillaren/mm? WT mit Training vs. 869,2+212,07 Kapillaren/'mm? WT ohne Training,
p=0,058).

In der Gruppe der ecIGFRKO Tiere zeigte sich eine deutliche Zunahme der
Kapillarisierung bei Tieren mit Ausdauertraining gegeniiber den sedentéren Tieren
(1049,2+113,66 Kapillaren/'mm? tie2IGFRKO mit Training vs. 886,84+45,15
Kapillaren/'mm? tie2IGFRKO ohne Training, p= 0,018)

Zusammenfassend zeigte sich ein Effekt von Ausdauertraining durch eine Zunahme der
Kapillaranzahl pro mm? bei beiden Genotypen. Es zeigte sich jedoch kein Effekt des
Knockouts auf die Anzahl der Kapillaren in der Skelettmuskulatur der Tiere. Dies traf
sowohl auf die basalen Bedingungen bei sedentiren Tieren zu als auch bei Tieren, welche

dem Reiz eines Ausdauerlauftrainings ausgesetzt waren.
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Abbildung 17 A:Graphische Darstellung der Kapillaranzahl pro mm? Muskel, B: Darstellung der
Muskelfaseranzahl derselben Areale, C: Darstellung des Kapillar-zu-Faser Verhéltnisses der
entsprechenden Areale. p<0,05 durch* markiert; Darstellung arithmetischer Mittelwerte mit
Standardabweichung, Analyse mit T-Test (n=5)

Neben der Anzahl der Kapillaren in der Skelettmuskulatur erfolge eine
immunhistologische Darstellung der Muskelfasern und analog zur Bestimmung der
Kapillaranzahl erfolgte die Auszdhlung der Muskelfaseranzahl pro mm? wie in Abbildung
17 dargestellt.

Hier zeigte sich kein Unterschied in der Anzahl der Muskelfasern zwischen tie2IGFRKO
Tieren und WT Tieren, weder in der Gruppe der Tiere mit Training noch in der Gruppe
der sedentiren Tiere ohne Training (444,2+83,36 WT ohne Training vs. 415,2+34,16
tie2lGFRKO ohne Training, p=0,492 und 487,4+48,54 WT mit Training vs. 464,4+51,72
tie2l GFRK O mit Training, p=0,489).

Ebenso konnte weder in der Gruppe der transgenen Tiere noch in der Gruppe der WT
Tiere ein durch Training hervorgerufener Effekt auf die Anzahl der Skelettmuskelfasern
pro mm? festgestellt werden (444,2+83,36 WT ohne Training vs. 487,4+48,54 WT mit
Training, p=0,346) sowie (415,2+£34,16 tie2lGFRKO ohne Training vs. 464,4+51,72
tie2lGFRKO mit Training, p=0,114). Abbildung 17 B zeigt die graphische Darstellung
der Muskelfaseranzahl je mm? der einzelnen Gruppen nebeneinander.
Zusammenfassend zeigte also weder ein Ausdauertraining noch der unterschiedliche

Genotyp einen Effekt auf die Muskelfaserdichte im Skelettmuskel der Tiere. Auch ein
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eventueller Unterschied auf den Effekt des Trainings gemessen an der Muskelfaserdichte
durch den Knockout des IGF1R wurde nicht gefunden.

Um einen eventuellen durch den Knockout hervorgerufenen Unterschied oder einen
Effekt des Trainings hinsichtlich eines Zusammenhangs der Kapillarisierung und der
Anzahl der Muskelfasern detektieren zu konnen, wurde der Quotient aus der Anzahl der
Kapillaren und der Anzahl der Muskelfasern je Tier gebildet. Durch das Auszdhlen der
Kapillaren und Muskelfasern im jeweils selben Abschnitt einer histologischen Farbung
war dies moglich. Abbildung 17 C zeigt graphisch aufgetragen das so ermittelte Kapillar-
zu-Faser Verhiltnis von WT und ecIGFRKO Tieren, sowohl der sedentiren Tiere sowie
auch der Tiere nach Ausdauertraining.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied durch eine Zunahme der Kapillaranzahl in
der Gruppe der WT Tiere nach Ausdauertraining gegeniiber der WT Tiere unter basalen
Bedingungen (1,91+£0,094 Kapillaren/Muskelfaser WT ohne Training vs. 2,28+0,12
Kapillaren/Muskelfaser WT mit Training, p=0,008).

Ein dhnlicher Trend zeigte sich fiir den Quotienten in der Gruppe der transgenen Tiere
nach Ausdauertraining im Vergleich zu der Gruppe der sedentdren transgenen Tiere
(2,14+0,08 Kapillaren/Muskelfaser ohne Training vs. 2,27+0,1 Kapillaren/Muskelfaser
mit Training, p=0,077).

Zwischen den genetisch unterschiedlichen Gruppen der WT und ecIGFRKO Tiere
bestand in den Gruppen der Tiere unter basalen Bedingungen ein statistisch signifikanter
Unterschied des Quotienten aus Kapillaren und Muskelfasern (1,910,094 WT ohne
Training vs. 2,1440,08 tie2lGFRKO ohne Training, p=0,005), wohingegen dieser
Unterschied zwischen den entsprechenden Gruppen der trainierten Tiere nicht
festzustellen war (2,28+0,12 WT mit Training vs. 2,27+0,1 tie2IGFRKO mit Training,
p=1,0).

Zusammenfassend liel sich somit, wie in Abbildung 17 C dargestellt, ein Effekt des
Knockouts auf das Kapillar-zu-Muskelfaserverhéltnisses messen, welcher lediglich unter
basalen Bedingungen nachweisbar war. Zwischen WT Tieren und ecIGFRKO Tieren

nach Ausdauertraining bestand kein Unterschied im Kapillar-zu-Muskelfaser Verhiltnis.

50



Ergebnisse

3.2.7 GroRe der Muskelfasern des Plantarismuskels

nach Training

Um einen moglichen Grund fiir den Unterschied im Kapillar-zu-Faser Verhéltnis des
Musculus Plantaris zwischen WT und tie2IGFRKO herausfinden zu konnen, wurde die
GroBe des Faserquerschnittes vermessen. Abbildung 18 zeigt exemplarische Ausschnitte,
in welchen die Fasergrof3en der WT und tie2IGFRK O Tieren unter basalen Bedingungen
sowie nach Ausdauertraining bestimmt wurden. Es erfolgte die Ausmessung der

Querschnitte von 100 Fasern je mm? je Tier.

ohne Training mit Training

eclGFRKO

Abbildung 18 Exemplarische Darstellung der Muskelfasern im Querschnitt. A und B zeigen jeweils
Ausschnitte eines WT Tieres, C und D eines tie2lGFRKO. Jeweils links abgebildet Tiere ohne Training,
rechts mit Training. 40x VergroBerung.
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Abbildung 19 Vergleich der Verteilung der GroBen der Muskelfasern im Querschnitt, es wurden
Querschnitte von 100 Muskelfasern je 1 mm? ausgemessen und die GroBe der Fasern in um? graphisch
aufgetragen. Abb. A: Vergleich der Verteilung der Fasergroflen zwischen WT mit und ohne Training, Abb.
B: KO Tiere mit und ohne Training; Abb. C: Vergleich untrainierter WT gegeniiber untrainierter KO Tiere;
Abb. D: Vergleich trainierter KO und WT Tiere; (n=5)

Abbildung 19 zeigt graphisch aufgetragen die Verteilung der Muskelfaserquerschnitte.
Es fdllt auf, dass die Verteilung der Fasergrofe innerhalb der tie2IGFRKO Gruppe
homogen ist, also sowohl mit als auch ohne Training eine sehr &dhnliche Verteilung der
Fasergrofe vorliegt. Dem Fasergrofenprofil der tie2IGFRKO Gruppe entspricht in etwa
auch das der WT Gruppe, welche das Training mittels freiwilligen Laufradlaufens
absolviert hat. Lediglich die Gruppe der WT Tiere ohne Training scheint eine
FasergroBenverteilung hin zu einem gréBeren Anteil an Fasern im Bereich von 500-1300
um zu haben. Ebenso ist der Bereich der Verteilungsbreite mit 1150,5 um deutlich groBer
als die der anderen Gruppen (zum Vergleich: Verteilungsbreite WT mit Training: 676
um; tie2lGFRKO ohne Training: 446 pm; tie2lGFRKO mit Training: 618 pm). Der
tie2lGFRKO fiihrte den erhobenen Daten nach zu einer Verdnderung der
Muskelfasergréf3en hin zu einer Verteilung, die der von trainierten WT Tieren entspricht

und sich durch Training nicht verénderte.
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4 Diskussion

4.1 Beeinflussung der Kapillarisierung von Skelett- und
Herzmuskulatur unter basalen Bedingungen und
unter physiologischer Belastung durch ein Fehlen
des IGF1R im Endothel der Maus

Nachdem die urspriinglich angenommene Hypothese, IGF-1 stamme ausschlieBlich aus
der Leber, wiederlegt werden konnte, ist es nun insbesondere interessant die para- und
autokrine Wirkung von IGF-1 in den verschiedenen Organsystemen nachzuvollziehen
(Sjogren et al., 2002b). Insbesondere das kardiovaskuldre System sowie der Einfluss von
IGF-1 auf die Endothelzelle stehen hier aufgrund der hohen klinischen Relevanz im
Vordergrund der aktuellen Forschung (Muniyappa and Sowers, 2012, Imrie et al., 2012,
Pizon et al., 2013, Higashi et al., 2019). Ahnlich dem VEGF-R vermittelt IGF-1 seine
Wirkung auf die Zelle iiber eine intrazelluldre Signalkaskade des IGF1R, bei welcher der
Signalweg tliber das Enzym PI3-K eine bedeutende Rolle spielt. VEGF ist der wichtigste
Wachstumsfaktor fiir die Angiogenese, und obwohl bereits vor einigen Jahren die
Existenz des IGFIR im Endothel nachgewiesen werden konnte, ist dessen tatsdchlicher
Einfluss auf das Endothel oder auch eine weitere Wirkung vermittelt iiber das Endothel,
insbesondere im Gesamtorganismus, noch wenig untersucht. Dies erstaunt insbesondere
im Hinblick darauf, dass die Neubildung von Gefdflen sowie deren Erkrankung in Form
beispielsweise einer endothelialen Dysfunktion nicht nur in jeder Region des Korpers
vorkommen konnen, sondern zusétzlich bei einer Vielzahl verschiedener Prozesse wie
beispielsweise der Tumorangiogenese, der Wund- und Knochenheilung sowie
unterschiedlichsten organspezifischen Erkrankungen, beispielsweise der proliferativen
Retinopathie, von grofiter Bedeutung sind. Ein positiver Effekt der IGF1R vermittelten
Angiogenese konnte in in vitro Versuchen an retinalen Endothelzellen des Schweines
nachgewiesen werden (Deissler et al., 2013). Ebenso konnte an Versuchen mit humanen
Endothelzellen aus der Umbilikalvene ein positiver Zusammenhang zwischen IGF-1 und
einer vermehrten Proliferation der Zellen bei gleichzeitiger Stimulation durch mit
Tumorfaktoren versetztes Medium festgestellt werden (Chen et al., 2012). In einem

Mausmodell mit einem induzierbaren endothelspezifischen KO des IGF1R konnte eine
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weitere Arbeitsgruppe zeigen, dass durch den induzierten KO keine Verdnderung der
basalen Kapillarisierung der Haut hervorgerufen wird, der Defekt jedoch zu einer
verminderten Angiogenese in der Wundheilung flihrt (Aghdam et al., 2012).

Ziel dieser Arbeit war daher die Etablierung eines Mausmodells mit einem konditionalem
und fiir das Endothel spezifischen KO fiir den IGFIR und die Untersuchung des Effekts
von dessen Fehlen auf den Organismus der Maus. Hierbei interessierte aufgrund der
bisherigen Datenlage insbesondere eine Untersuchung des Modells im Hinblick auf die
Kapillarisierung der quergestreiften Muskulatur sowohl des Herzens als auch des Skeletts
am adulten Tier unter basalen Bedingungen im Vergleich zu den Effekten unter
physiologischer Belastung sowie ein moglicher Effekt auf die Funktion des Herzens.
Durch ein Fehlen des Rezeptors bereits in der Embryonalentwicklung der Maus ist es
moglich, im Gegenteil zum induzierbaren KO, tiber den IGFIR hervorgerufene
eventuelle Verdnderungen im Organismus bereits vor der Geburt der Maus auszulosen
um dadurch einen Einfluss des Rezeptors bereits auf die Unterschiede in der Entwicklung
des Embryos detektieren zu konnen. Wesentliche Punkte, die gelungen sind, durch diese
Arbeit aufzuzeigen, lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e FEin erfolgreiches Etablieren des KO-Modells der tie2IGFRKO Maus mit dem
Nachweis des Vorhandenseins des KO im Endothel sind gelungen.

e Ein Fehlen des IGFIR im Endothel hat keinen Einfluss auf das Erreichen der
normalen Léinge der Rohrenknochen (hier repréisentiert durch die Tibia) der
tie2l GFRKO Méuse.

e Es kann eine geringere Leistungsfahigkeit der tie2lGFRKO Mause im Vergleich
zu WT Tieren vermutet werden.

e Die Kapillarisierung im Skelettmuskel sowie im Herzmuskel nimmt nach
Training mittels freiwilligen Laufradlaufens im WT Tier sowie im tie2lGFRKO
Tier zu. Der endotheliale IGFIR hat einen Einfluss auf das Kapillar-zu-Faser
Verhiltnis in der Skelettmuskulatur unter basalen Bedingungen im adulten Tier,
welches durch ein Verschieben der Muskelfasergro3en hin zu dem Profil eines
trainierten WT Tieres zustande kommen konnte.

Das Cre-loxP System stellt eine Mdglichkeit dar, einen sehr spezifischen KO im Tier zu
generieren und ganz gezielt zu untersuchen, ohne dass das jeweilige Genprodukt im
Gesamtorganismus deletiert ist und somit Nachkommen eventuell versterben. Fiir die

vorliegende Arbeit wurde mittels Cre-loxP-Modells im Organismus der Maus ein fiir
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Endothelzellen spezifischer KO des IGF1R induziert. Mittels aus Schwanzspitzenbiospie
gewonnenen Materials wurden {iber eine PCR die Tiere der F2 Generation genotypisiert
und entsprechend fiir die Versuche selektiert. Hierbei ist es fiir die genetische Information
der Cre-Rekombinase ausschlieBlich von Bedeutung, dass das jeweilige Gen exprimiert
und das Protein mit Cre-Rekombinase-Aktivitdt in der Zelle aktiv ist. Es ist dabei
unerheblich, ob die Erbinformation homo- oder heterozygot vorliegt, da es lediglich um
das Vorhandensein oder nicht-Vorhandensein der Rekombinase geht. Damit die
Rekombinase im Endothel die auf der DNA kodierte Information fiir den IGFIR
funktionell inaktivieren kann, miissen sowohl das vom Vater als auch das von der Mutter
stammende IGFIR Allel von den loxP-Sites flankiert sein, die Information muss also
homozygot vorliegen. Entsprechend liegt der KO nur bei den Tieren vor, bei denen
sowohl die Cre-Rekombinase als auch die homozygote Flankierung des IGFIR Genes
vorliegt. Betrachtet man die Anteile der entsprechend typisierten Tiere mit dem Cre-Gen,
dann entspricht der Cre-positive Anteil von 73% ungefdhr einem und drei Viertel der
Gesamtheit. Dies deckt sich mit den Werten, die man bei Annahme eines monogenen
Erbganges bei voller Penetranz des Genes nach den Mendelschen Regeln in der zweiten
Generation erwarten wiirde, wenn man die heterozygoten Tiere mit den homozygot
positiven Tieren addiert. Schaut man sich hingegen die anteilige Verteilung der
Vererbung des gefloxten Genes an, dann fiéllt auf, dass der Anteil der Heterozygoten bei
lediglich 24% der Gesamtheit liegt, wohingegen der der homozygot negativ getesteten
Tiere bei 48% liegt. Erwartet man wiederum einen monogenen Erbgang mit voller
Penetranz des Genes, so muss man den vorliegenden Werten entnehmen, dass fiir das
heterogene Vorhandensein des Genes ein Uberlebensnachteil besteht, welcher bereits vor
der Geburt fiir ein Absterben der Embryonen verantwortlich ist. Eine weitere Moglichkeit
ist die Annahme eines pleiogenen Erbganges, bei welchem das gefloxte Gen eine
verminderte Penetranz hat.

Dass die Cre-Rekombinase in den Endothelzellen aktiv und damit die Expression des
IGF1R verhindert ist, ist fiir die weiteren Versuche zur Phénotypisierung der Tiere von
immenser Bedeutung und wurde deshalb in dieser Arbeit mit verschiedenen Methoden
untersucht. Mittels Western Blot Analysen hat eine Untersuchung des
Gesamtproteingemisches des Herzens und der Lunge eine verminderte Expression der
Proteinmenge des IGF1R in beiden Organen ergeben. Es findet sich eine Verminderung

der Proteinexpression im Herzen auf 44% und in der Lunge auf 45%, es liegt also eine
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deutlich verminderte Expression des IGF1R im tie2IGFRKO Tier vor. Da die Methode
allerdings nicht geeignet ist, die Endothelspezifitit des KO nachzuvollziehen, wurde
mittels Immunfluoreszenz der IGF1R auf histologischen Schnitten der Muskulatur der
Tiere angefarbt und dort entsprechend das Kapillarendothel angeschaut. Hier sieht man
eine Verminderung der Fluoreszenz des IGF1R gekoppelten AK im tie2IGFRKO Tier.
Auf Grund der hohen Varianz der Bilder und einer nicht unerheblichen und je nach
Schnitt sehr unterschiedlichen Hintergrundfluoreszenz, zusétzlich zu einer fehlenden
Quantifizierbarkeit der Untersuchungen, wurden aullerdem Endothelzellen aus den
Lungen der Tiere isoliert und untersucht. Mittels realtime PCR Methode konnte der KO
weiter beschrieben werden und es stellte sich eine Reduktion der Expression der IGF1R
mRNA im Endothel der tie2lGFRKO Maéuse auf lediglich noch 6,5% gegeniiber dem WT
dar. In der Zusammenschau der Ergebnisse aller Methoden ist festzustellen, dass der
tie2lGFRKO in den entsprechend typisierten Tieren endothelspezifisch vorhanden ist.

IGF-1 ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fiir den sich entwickelnden Organismus von
Sdugetieren und nimmt im erwachsenen Organismus eine wichtige Rolle im
Metabolismus ein. Besonders eindrucksvoll ist sein Einfluss sowohl auf das
Liangenwachstum des Skeletts als auch auf das Wachstum der Muskulatur, wie in einem
KO-Modell von Miusen gezeigt werden konnte, deren Organismus kein IGF-1 bilden
kann (Liu and LeRoith, 1999) und dessen Folge eine um 35% verringerte Korpermasse
ist. Beim Menschen wird die Bedeutsamkeit einer intakten Funktion von IGF-1
insbesondere bei Defekten der GH /IGF-1 Achse anhand von Krankheitsbildern wie
beispielsweise der GH-Defizienz oder der Akromegalie im Erwachsenenalter deutlich.
Bei dem Krankheitsbild der Akromegalie kommt es durch eine iibermifBige Produktion
von GH und dadurch auch IGF-1 wegen des bereits erfolgten Epiphysenschlusses klinisch
zu einer VergroBerung und Vergroberung der akralen Skelettanteile. Entsprechend wird
durch ein Fehlen von GH, oder auch intaktem IGF-1 ohne Storung der GH-Sekretion, bei
Kindern ein proportionierter Minderwuchs hervorgerufen (Wit et al., 2012). In einem
Mausmodell mit konditionalem KO des IGFIR auf Adipozyten fand sich nach der
zehnten Lebenswoche eine Gewichts- und Korperlingenzunahme im Vergleich zu
Kontrolltieren (Kloting et al., 2008). Der in dieser Arbeit vorliegende, das Endothel
betreffende entsprechende tie2lGFRKO fiihrte nicht zu einer Verdnderung im basalen
Gewicht der Méuse und auch zu keiner Verdnderung hinsichtlich des Lingenwachstums

der Rohrenknochen, reprasentiert durch die Tibia. Hieraus lésst sich schlussfolgern, dass
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analog zu den bisherigen Forschungsergebnissen die Wirkung von IGF-1 auf das
Endothel keinen Einfluss auf das Korpergewicht und Skelettwachstum der Tiere hat.

Menschen mit einer Storung der GH-Produktion leiden der Literatur zufolge nicht nur an
einer Storung des Korperwachstums, sondern auBerdem an einer durch die
Skelettmuskulatur bedingten verminderten Leistungsfahigkeit. Nach der regelméBigen
Einnahme von rekombinantem GH in einer Placebo-kontrollierten Studie am Menschen,
welche an einer im erwachsenen Alter erworbenen GH Defizienz leiden, wurde ein Trend
in Richtung auf eine um 7% verbesserte Ausdauerleistung der behandelten Personen
gegentliber der Kontrollgruppe beobachtet (Svensson et al., 2003). Auch in anderen
Studien konnte eine verbesserte Leistungsfihigkeit, insbesondere im Bereich der
Muskelstéirke, der Patienten nach GH Therapie festgestellt werden (Cuneo et al., 1991,
Johannsson et al., 1997). Da GH in den Zellen sowohl einen eigens durch das Hormon
hervorgerufenen Effekt hervorruft als auch die vermehrte Bildung von IGF-1 bewirkt, ist
bei einem solchen Studiendesign mit an die IGF-1 Level angepassten Gabe von GH der
genaue Mechanismus des Effektes nicht berticksichtigt. Ob eine alleinige IGF-1 Rezeptor
Defizienz am Endothel ebenfalls eine Wirkung auf die Leistungsfdhigkeit der
Skelettmuskulatur hat, scheint bisher nicht untersucht worden zu sein. IGF-1 wird jedoch
auf Grund seiner anabolen Wirkung auf die Skelettmuskulatur als Dopingsubstanz
eingesetzt, sodass sich in dem vorliegenden tie2IGFRKO-Modell die Frage gestellt hat,
inwieweit auf das Endothel wirkendes IGF-1 einen Einfluss auf die Leistungsfahigkeit
der Skelettmuskulatur hat (Woodhouse et al., 2006, Brennan et al., 2011, Guha et al.,
2013). Das Laufverhalten der in dieser Arbeit untersuchten Tiere zeigt, dass in den ersten
acht Wochen WT und tie2IGFRKO Tiere mit einer mittleren Geschwindigkeit von 4,4
km/h (WT) bzw. 4,3 km/h (tie2IGFRKO) im Rad laufen. Allerdings nimmt die
Geschwindigkeit der Tiere in dieser Arbeit signifikant um 9% (WT) bzw. 7%
(tie2IGFRKO) in Woche sechszehn ab, ohne dass dies auf den genetischen Hintergrund
der Tiere zuriickzufiihren wire. Die WT Tiere laufen pro Tag im Schnitt 4,9 km weit, was
sich mit Ergebnissen anderer Untersuchungen deckt, bei welchen die Méause beim
freiwilligen Laufradlaufen ca. 5-6 km pro Tag gelaufen sind mit einer mittleren
Geschwindigkeit von ca. 3 km/h gleichbleibend mit der Dauer des Trainings (Olenich et
al., 2013). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten tie2lGFRKO Tiere liefen im
Mittel in allen drei ausgewerteten Wochen 1,3 km pro Tag weniger, entsprechend 27%

der Strecke der WT Tiere. Die Werte erreichten auf Grund der hohen Varianz in den vor
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allem durch die WT Tiere gelaufenen Strecken keine statistische Signifikanz, lassen
jedoch den Schluss zu, dass die Tiere aufgrund einer verminderten Leistungsfahigkeit
weniger ausdauernd gelaufen sein konnten als die entsprechenden Kontrollen.

Bei vermehrtem Training kommt es in Anpassung an die Belastung unter anderem zu
einer Zunahme der Kapillarisierung in der quergestreiften Muskulatur. Eine hierbei
involvierte Neubildung von Kapillaren ist unter physiologischen Bedingungen bei
Wachstum fiir das neu zu bildende Gewebe von Bedeutung und kommt unter
pathologischen Bedingungen bei der Wund- oder Knochenheilung sowie der
Tumorangiogenese vor. Unter den fiir die Angiogenese wichtigen pro-angiogenetischen
Faktoren befindet sich neben VEGF auch IGF-1, wobei die Evaluation dessen Effektes
auf die Angiogenese im Muskel und besonders nach Training im Tiermodell bisher nur
unzureichend untersucht wurde. Fiir diese Arbeit stellt sich deshalb die Frage, ob und
inwieweit ein Fehlen des IGFIR im Endothel einen Einfluss auf die Angiogenese im
Skelettmuskel und Herzmuskel hat. Um einen zusétzlichen physiologischen Stimulus auf
die Angiogenese auszuiiben wurden die Tiere einem Training mittels freiwilligen
Laufradlaufens unterzogen. Nach sechzehnwdchigem Training wurde die
Kapillarisierung der Muskulatur der tie2IGFRKO Tiere sowohl unter basalen
Bedingungen als auch nach Belastung mit als Kontrollen dienenden WT Tieren
verglichen. Ein Vergleich der Gruppen ohne Training erfolgte, um einen mdglicherweise
bereits vorbestehenden Unterschied in der Kapillarisierung erfassen zu kdnnen. Analog
zu der in der Literatur beschriebenen Zunahme der Kapillarisierung im Skelett- sowie
auch im Herzmuskel zeigt auch diese Arbeit eine Zunahme der Kapillarisierung in den
beiden Muskelentititen. Diese betrigt im Herzmuskel 25% im WT und 12% im
tie2IGFRKO Tier sowie im Skelettmuskel 29% bei den Kontrolltieren und 18% bei den
tie2lGFRKO Tieren.

In der hier vorliegenden Arbeit besteht kein statistisch erkennbarer Unterschied in der
Zunahme der Kapillarisierung zwischen WT Maéusen und tie2lGFRKO. Die Zahlen
decken sich mit Ergebnissen aus anderen Arbeitsgruppen, bei denen nach 28 Tagen
freiwilligen Laufradlaufens von Mdusen ohne verdnderten genetischen Hintergrund eine
Zunahme der Kapillaren im Gastrocnemiusmuskel um 22% gesehen wurde (Olenich et
al., 2013) und einer signifikanten Zunahme der Kapillarisierung im linken Ventrikel von
Maiuseherzen nach Training (Bellafiore et al., 2013). Aus den Daten einer dieser Arbeiten

geht aulerdem hervor, dass die Méuse zwar bis Tag 7 des Trainings an Kdrpergewicht
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zunehmen, nach einem 28-tégigen Training das Gewicht allerdings um 6-7% reduziert ist
(Olenich et al., 2013). Auch diese Beobachtungen konnten in der vorliegenden Arbeit
bestitigt werden, da eine Reduktion des Korpergewichts bei den trainierten Tieren bei
WT von 14% und bei tie2lGFRKO von 11% ermittelt werden konnte, wohingegen die
nicht trainierten Tiere beider Gruppen keine signifikante Verdnderung hinsichtlich des
Gewichts festgestellt wurde.

Allerdings kann in der hier vorliegenden Arbeit im Skelettmuskel ein Unterschied in der
Anzahl der Kapillaren pro Muskelfaser unter basalen Bedingungen zwischen
tie2lGFRKO und WT festgestellt werden, welcher sich durch ein Angleichen der
Kapillardichte der WT Tiere nach erfolgtem Training nicht mehr feststellen ldsst. Diese
Verdanderung des Kapillar-zu-Faser Verhéltnisses im WT wurde bereits beschrieben
(Olenich et al., 2013).

Neu ist die Tatsache, dass dieses Verhéltnis durch den tie2IGFRKO bereits unter basalen
Bedingungen vorzufinden ist. Die vorliegenden Daten lassen den Schluss zu, dass durch
die fehlende Signaltransduktion des IGFIR im Endothel ein Einfluss auf entweder die
Kapillardichte oder auch die Muskelfasergrof3e oder aber auf beide GroBBen gegeben ist.
Zieht man die Ergebnisse der graphisch dargestellten Verteilungsbreite der
Muskelfasergrofle hinzu, kann man aus den vorliegenden Daten schlussfolgern, dass auf
das Endothel wirkender IGF-1 einen Effekt auf die GroBe der Muskelfasern und damit
auf das Verhéltnis von Muskelfaser zu Kapillaren haben konnte. Einschrankend muss
hierbei allerdings festgehalten werden, dass eine Gruppengrofle von insgesamt fiinf
Tieren pro Gruppe allerhochstens als Hinweis dienen kann und es anschlieender
Untersuchungen groferer Kollektive bedarf, um einen endgiiltigen Schluss iiber das
Verhalten der Wirkung von IGF-1 iber das Endothel auf die Muskelfaserdichte
zuzulassen. Eine Arbeit zur Untersuchung einer Maus mit einem KO fiir die neuronale
NO-Synthase (nNOS) kommt bei Untersuchungen der Tiere unter basalen Bedingungen
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass eine Verdnderung des Kapillar-zu-Faser Verhéltnisses
vorliegt und dieses scheint in derselben Form vorzuliegen wie bei Tieren mit
tie2lGFRKO (Baum et al., 2013). Zusammen mit dem Wissen um einen Einfluss des
IGFIR auf die Phosphorylierung und damit Aktivierung der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) konnten sich hier neue Forschungsansitze hinsichtlich der Genese dieser
Beobachtungen des Kapillar-zu-Faser Verhéltnisses ergeben. Zusitzlich wurde in

Versuchen mit spezifisch fiir die Adipozyten IGF1R defizienten Mausen eine vermehrte
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Expression von IGF-1 mRNA in den Adipozyten beobachtet, was dadurch erklért wird,
dass normalerweise diese jetzt verstirkte Expression durch einen autokrinen negativen
Riickkopplungsmechanismus unterdriickt wird (Kloting et al., 2008). Ob auch bei einem
tie2l GFRKO dieser fehlende negative Riickkopplungsmechanismus zu einer verstiarkten
Expression von lokal wirksamen IGF-1 fiihrt und deshalb eine Anpassung der
Skelettmuskulatur dhnlich der nach Training beobachteten Anpassung induziert wird ist
sicherlich ein spannender Ansatz fiir weitere Untersuchungen an dem hier etablierten
tie2lGFRKO Modell.

Zusammenfassend kann man hinsichtlich der Kapillarisierung der Tiere nach den
durchgefiihrten Versuchen festhalten, dass adulte Tiere mit einem tie2IGFRKO ein
hoheres basales Kapillar-zu Faser- Verhdltnis im Plantarismuskel haben als
entsprechende Kontrolltiere und dass sie im Gegenteil zu diesen eine fehlende Anpassung
des Verhiltnisses an dauerhafte physiologische Belastung zeigen. Diese Tatsache ist
eventuell auf einen Einfluss von endothelialem IGF-1 auf die Muskelfasern der

Skelettmuskulatur zurtickzufiihren.
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