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Zusammenfassung (deutsch) 

Der Herzinfarkt (IR) und die sich oft daraus entwickelnde Herzinsuffizienz sind häufige 
Krankheitsbilder (1, 2). In vielen Fällen gehen diese zusätzlich mit einer 
Muskelschwäche einher (3, 4). Die beteiligten Mechanismen an diesem Prozess sind 
bisher unklar.  

In dieser Arbeit wurde eine veränderte Muskelmechanik zu einem frühen Zeitpunkt, 12 
Tage nach IR, bei der Maus charakterisiert. Das Sarkomerprotein Titin ist wesentlich für 
die passive Kraft einer Muskelzelle verantwortlich (5–8). Daher wurden zusätzlich 
bekannte mögliche Modifikationen des Titinproteins untersucht. Zur Betrachtung der 
Biomechanik wurden Einzelfaserkraftmessungen, zur Betrachtung von Signalwegen 
und der Proteindegradation Western blots und Gel-Färbungen durchgeführt. 

Der Diabetes mellitus ist ebenfalls eine verbreitete Krankheit, die sowohl auf 
Herzkreislauferkrankungen als auch auf die Muskelfunktion einen Einfluss nehmen 
kann (1, 2, 9–11). Eine mögliche Bedeutung auch im Rahmen einer Myokardischämie 
für die Funktion des Skelettmuskels wurde mit einem  spontanmutierten Leptin-
Rezeptor-defizienten Maus-Modell (dBdB) untersucht. Als Kontrolle dienten 
heterozygote Tiere (dB+). 

In dB+ Tieren waren 12 Tage nach IR sowohl die passive als auch die aktive Kraft der 
untersuchten Muskeln signifikant gesteigert. Bei dBdB war im Musculus psoas (M. 
psoas) die aktive und passive Kraft ohne IR bei dBdB bereits gegenüber der dB+-
Kontrolle erhöht. Nach IR war hingegen bei den dBdB Tieren keine weitere signifikante 
Kraftsteigerung zu erkennen. Nach IR nahm zudem mit zunehmender Vordehnung die 
aktive Kraft überproportional schnell zu. Zusätzlich zeigte sich die Kalzium (Ca2+)-
Sensitivität des M. psoas nach IR gesteigert. Die vermehrte Steifigkeit von Titin nach IR 
deckt sich mit Befunden, die am Herzen erhoben wurden, konnte aber im Rahmen 
dieser Arbeit erstmals am Skelettmuskel gezeigt werden (12–17). Wie bereits am 
Herzen gezeigt (18–21), ist die Steigerung der Steifigkeit bei dBdB auch im 
Skelettmuskel reduziert. 

Da für Titin auch eine Rolle in vielen Stoffwechselwegen der aktivitätsabhängigen 
Proteindegradation gezeigt wurde (22–33), könnten hier beobachtete frühe 
Modifikationen an Titin selbst, womöglich in ihrer Folge an der anschließenden 
Muskelatrophie ursächlich beteiligt sein. 

Anders als im Herzmuskel (34)., konnte nach IR keine vermehrte Phosphorylierung von 
Titin an Position S12022 festgestellt werden. Auch bei direkter Betrachtung der 
Proteinkinase C α (PKCα) fand sich eine verminderte aktivierende Phosphorylierung. 

Wir konnten zudem Veränderungen in der Titin-Degradation nachweisen. So kam es am 
ehesten zur Reduktion der Konzentration eines spezifischen frühen Titinabbauproduktes 
(T2) im Verhältnis zum Gehalt intakten Titins (T1) nach IR, was entweder Ausdruck 
einer reduzierten primären Degradation von T1 zu T2 oder einer beschleunigten 
sekundären Degradation mit Abbau von T2 ist. 
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Summary (English) 

In western countries myocardial infarction (IR) and heart failure are common 
morbidities (1, 2). In a large number of cases they occur together with skeletal muscle 
weakness (3, 4). The reason for the occurrence of this muscle weakness remains 
unclear. 

In this paper we characterise changes in skeletal muscle mechanics at an early stage 12 
days after IR in mice. Titin is a protein localised in the sarcomere, which is known to be 
of central importance for the passive force generated by muscle cells (5–8). This is why 
we investigated possible changes in the expression and modification of titin. Therefore 
we used western blots and acrylamide gel staining and studied biomechanical properties 
of different skeletal muscles using single fibre force measurements. 

Diabetes mellitus is also a common disease, which is known to influence diseases of the 
circulative system as well as skeletal muscle function (1, 2, 9–11). To investigate a 
possible influence on muscle function after IR we used a spontaneously mutated leptin 
receptor deficient mice model (dBdB), which we compared to heterozygote controls 
(dB+). 

In dB+ mice 12 days after IR passive as well as active force were both significantly 
elevated. Interestingly the force was already elevated in dBdB without IR in Musculus 
psoas (M. psoas) compared to dB+ and similar in Musculus tibialis anterior (M. tibialis 
ant.), but did not rise after IR. After IR active force rose disproportionally fast with 
rising prestretching. Additionally calcium sensitivity rose in M. psoas after IR.  

Increased titin based passive stiffness conforms to earlier observations in the heart after 
IR (12–17), but are characterised for the first time in skeletal muscle as well. In 
difference to earlier observations in the heart this change in passive force of Titin was 
not associated with a elevated phosphorylation at S12022 of Titin. Regarding protein 
kinase C α (PKCα) itself we found a reduction of kinase activating phosphorylation, 
which is the opposite of what was observed in the heart (34). As it was demonstrated in 
the heart (18–21), the increase of passive force after IR is reduced in dBdB in the 
skeletal muscle. 

As titin has been shown to interact with multiple regulators of activity-dependent 
protein degradation (22–33), changes in its properties observed here could also be a 
cause of subsequent protein degradation and muscle atrophy. 

Additionally we could show changes in the degradation of titin, but not of the 
phosphorylation we investigated at serine 12022. We saw a reduction of a specific and 
early degradation product of titin (T2) compared to the total amount of undegradated 
titin (T1) after IR. This could either be the result of a reduced primary titin degradation 
or an elevated secondary degradation of titin resulting in degradation of T2. 
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1 Einleitung 

1.1 Relevanz 

Sarkopenie, eine Form der Muskelschwäche, deren Ursache innerhalb der Skelettmuskulatur liegt, ist 
eine häufige Begleiterkrankung von Herzkreislauferkrankungen und geht mit erhöhter Sterblichkeit 
und einem erhöhten Risiko für Komplikationen einher. Die Zuckerkrankheit, Diabetes mellitus, kann 
ihrerseits sowohl das Auftreten von Herzkrauslauferkrankungen als auch das von Muskelschwäche 
provozieren. Gleichzeitig kann der Diabetes mellitus jedoch in seiner Ausprägung durch eben diese 
Erkrankungen deutlich verschlechtert werden. Durch die hohe Prävalenz dieser Erkrankungen ergeben 
sich häufige Überschneidungen mehrerer Krankheitsbilder bei einem Patienten (siehe Abb. 1.1.1). 

Herzkreislauferkrankungen zählen zu den 
größten Herausforderungen unseres 
Gesundheitssystems. In den Vereinigten 
Staaten von Amerika litten 2017 6,3% der 
über 20 Jährigen an einer kardiovaskulären 
Erkrankung. Im gleichen Jahr betrug die 
Prävalenz des Myokardinfarkts 3% (1). 

Ein nennenswerter Teil dieser Patienten 
entwickelt anschließend eine chronische 
Herzinsuffizienz. Dies betrifft circa 16% der 
Männer und 22% der Frauen über 45 (1). Dies 
verdeutlicht die Tatsache, dass 
kardiovaskuläre Erkrankungen einen der 
wichtigsten Risikofaktoren für die 
Entwicklung einer Herzinsuffizienz darstellen 
(2). Hervorzuheben ist außerdem, dass 
Patienten, deren Herzinsuffizienzen auf 
kardiovaskuläre Ursachen zurückzuführen 
sind, besonders schlechte Langzeitprognosen 
aufweisen (35, 36). 

Die chronische Herzinsuffizienz ist für sich betrachtet ebenfalls eine weltweit bedeutende, schwere 
Erkranung, die in ihrer Bedeutung bisher im Allgemeinen eher unterschätzt wird. So wurde im Jahr 
2017 geschätzt, dass weltweit 20 Millionen Menschen unter einer chronischen Herzinsuffizienz leiden, 
wobei die Zahlen tendenziell weiter steigen (37, 38).  

Die Sterbezahlen aufgrund chronischer Herzerkrankungen sind von 1990 bis 2010 um 40,8% 
gestiegen (39). Zudem ist durch die steigende Lebenserwartung in der Bevölkerung ein weiterer 
Anstieg der Inzidenz zu erwarten (40). In den Vereinigten Staaten von Amerika wird eine Steigerung 
um 46% in Jahr 2030 verglichen mit dem Jahr 2010 erwartet (41). In Deutschland beträgt die Inzidenz 
der Herzinsuffizienz 0,3% in der Gesamtbevölkerung mit einer Mortalität von 23% im ersten Jahr 
nach der Diagnosestellung (42). Zudem ist die Exazerbation, also die hämodynamische Entgleisung, 
bei der chronischen Herzinsuffizienz eine häufige Ursache für Krankenhausaufnahmen (43). Nach 
einer solchen Krankenhausaufnahme betrug die durchschnittliche Überlebenswahrscheinlichkeit für 
das anschließende Jahr lediglich 20 bis 40% (44). Trotz dieser weiten Verbreitung des 
Krankheitsbildes und seiner schwere, zeigte sich in der Allgemeinbevölkerung Deutschlands eine 
schlechte Kenntnis über die Herzinsuffizienz, was die Therapieeinsicht bei den betroffenen Patienten 
vermindert und deren Mitwirken an der Behandlung verschlechtert (45). 

Eine für den Krankheitsverlauf wichtige und häufige Begleiterkrankung der chronischen 
Herzinsuffizienz ist die Sarkopenie. Dabei handelt es sich um ein Krankheitsbild, das sich durch eine 
reduzierte körperliche Leistungsfähigkeit bei verminderter Muskelfunktion und Muskelmasse 

Abb. 1.1.1 Überschneidende Morbiditäten im typisch 
internistischen Patientenkollektiv. Schematische 
Darstellung häufiger Krankheiten und der sich hieraus 
ergebenden möglichen Komorbiditäten 
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auszeichnet (46). Dieses Krankheitsbild ist zudem in der älteren Bevölkerung generell weit verbreitet 
(47–52), zeigt jedoch eine besonders häufige Inzidenz bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz. 
Insbesondere dann, wenn die Herzinsuffizienz auf eine Myokardischämie zurückzuführen ist (3). 
Obwohl Veränderungen im Muskelstoffwechsel speziell bei herzinsuffizienten Patienten schon lange 
bekannt sind (4), wird der Sarkopenie in Medizin und Forschung erst seit kurzem größerer Raum 
eingeräumt. Dies zeigt sich beispielsweise daran, dass die Erkrankung erst 2016 in das internationale 
Klassifikationssystem für Krankheiten (ICD) aufgenommen wurde (53).  

Im Zusammenhang mit der 
Sarkopenie werden zudem noch 
weitere Symptomkomplexe 
beobachtet. So geht die 
Sarkopenie oft mit einer 
Kachexie, die bei vom Herzen 
ausgehenden Ursachen als 
kardiale Kachexie bezeichnet 
wird, einher (54). Das 
Krankheitsbild der Kachexie ist 
gekennzeichnet durch einen 
deutlichen Verlust an 
Körpergewicht, Muskelmasse 
und Fettgewebe (55). Auch die 
kardiale Kachexie ist eine 
häufige Begleiterkrankung der 
Herzinsuffizienz und konnte in 
einer Studie mit anschließender 
Datenanalyse bei 10% der 
herzinsuffizienten Patienten 
gezeigt werden (3, 56, 57). 
Zudem wird bei herzinsuffizienten Patienten mit kardialer Kachexie gehäuft eine Anorexie, also einen 
Appetitverlust trotz verminderter Nahrungsaufnahme, beobachtet, die ihrerseits die körperliche 
Leistungsfähigkeit weiter reduziert (58) (siehe Abb. 1.1.2). 

Von besonderer Bedeutung ist außerdem, dass sowohl die kardiale Kachexie als auch die Sarkopenie 
bei Patienten mit und Patienten ohne Herzinsuffizienz mit einem deutlich verschlechterten Outcome, 
das heißt, mit einem schlechteren Krankheitsverlauf sowie einer höheren Sterblichkeit einhergehen 
(59–61). Obwohl auch ein genereller Gewichtsverlust im Sinne einer Kachexie mit einem schlechten 
Outcome assoziiert ist, korreliert mit diesem insbesondere eine reduzierte Skelettmuskelmasse 
beziehungsweise eine verminderte Muskelfunktion im Sinne einer Sarkopenie (62–64). So verdoppelt 
Sarkopenie in einer Studie die Drei-Jahres-Sterblichkeit in einem Kollektiv älterer Patienten (65). 
Zudem ist sie ein eigenständiger Risikofaktor für das Entstehen körperlicher Behinderungen (66). 
Durch eine Verminderung des HDL-Cholesterinspiegels erhöht die Sarkopenie indirekt das Risiko für 
Herzkreislauferkrankungen (67). 

Für die bessere Korrelation eines schlechten Outcomes mit einer funktionalen Muskelschwäche, als 
mit der Skelettmuskelmasse, könnte ein Effekt verantwortlich sein, der sich auch beim 
physiologischen Alterungsprozess der Muskulatur findet. Bei älteren Patienten nimmt die 
durchschnittliche Muskelkraft jährlich um 3% ab, während die durchschnittliche Skelettmuskelmasse 
lediglich um 1% pro Jahr abnimmt (68). Folglich reduziert sich jährlich die Skelettmuskelqualität und 
dieser funktionale Qualitätsverlust scheint analog zu den bestehenden Stoffwechselveränderungen im 
Skelettmuskel bei der Herzinsuffizienz (4) für das Outcome entscheidend zu sein. Korrespondierend 
hierzu zeigte sich bei Krebspatienten mit guter Muskelfunktion ein längeres Gesamtüberleben (69). 
Diese Korrelationen verdeutlichen, dass bei schwerer Erkrankung mit Einfluss auf die 
Skelettmuskulatur, deren Physiologie von entscheidender systemischer Relevanz ist. 

Abb. 1.1.2 Phänotypisch verwandte Pathologien. Schematische 
Darstellung der sich durch die synergistischen Effekte ergebenden 
gegenseitigen Verstärkung der Krankheitsbilder mit resultierenden 
fließenden Übergängen 
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Es lässt sich also zusammenfassen, dass gemessen am klinischen Bild ischämische Erkrankungen des 
Herzens die Muskelfunktion und den Muskelstoffwechsel beeinträchtigen und diese wiederum für den 
Krankheitsverlauf und die Sterblichkeit betroffener Patienten von entscheidender Bedeutung sind. 

Eine weitere wichtige Komorbidität von Herzkreislauferkrankungen ist der Diabetes mellitus. Er stellt 
einen der wichtigsten Risikofaktoren für die Entwicklung einer Herzinsuffizienz dar (2) und ist daher 
und aufgrund seiner generellen Häufigkeit in der westlichen Bevölkerung für dieses Krankheitsbild 
von großer Bedeutung. So leiden in den Vereinigten Staaten von Amerika 23,4 Millionen Erwachsene 
an einen Diabetes mellitus und zusätzliche 81,6 Millionen Erwachsene zeigen Anzeichen eines 
Prädiabetes, also einer Vorform des Diabetes (1). Insbesondere in älteren Kollektiven graviert sich 
diese hohe Inzidenz weiter: Bei Patienten, mit einem Alter von über 65 Jahren, weisen 26,9% einen 
Diabetes mellitus und weitere 50% einen Prädiabetes auf (9).  

Zusätzlich scheint der Diabetes mellitus außerdem signifikanten Einfluss auf die Sarkopenie-
entwicklung im Rahmen einer Herzinsuffizienz zu nehmen. Auch bei diabetischen Patienten ohne 
Herzinsuffizienz lassen sich Veränderungen im Muskelstoffwechsel nachweisen. So konnte gezeigt 
werden, dass die Muskelstärke der Extremitäten bei Diabetikern verglichen mit Gesunden signifikant 
reduziert ist, während die Muskelmasse sich signifikant erhöht zeigt. Dieser Effekt ist umso 
ausgeprägter, je länger der Diabetes mellitus besteht und je schlechter der Blutzucker eingestellt ist 
(10). Gestützt wird eine eventuelle Analogie dieses Mechanismus zur Sarkopenie bei Herzinsuffizienz 
dadurch, dass die Sarkopenie funktional bei bestehender Insulinresistenz verstärkt war (11). Empirisch 
zeigt sich dieser Effekt zudem darin, dass bei Herzinsuffizienz insbesondere die Inzidenz der 
sarkopenischen Adiposität, also dem gleichzeitigen Vorliegen einer Sarkopenie mit einem krankhaften 
Übergewicht, erhöht ist (70). 

Umgekehrt scheinen die Stoffwechselveränderung in der Skelettmuskulatur bei Herzinsuffizienz 
ihrerseits den Verlauf des Diabetes mellitus ungünstig zu beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass 
die insulinabhängige Glucoseaufnahme im Skelettmuskel nach Herzmuskelischämie reduziert ist (71). 
Das gleiche Bild ergibt sich auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz. Hier ist die insulinabhängige 
Glucoseaufnahme der Skelettmuskeln gegenüber gesunden Probanden um 20% reduziert (72). 

Es wird also deutlich, dass sich das Krankheitsbild des Diabetes mellitus und das der Sarkopenie bei 
Patienten mit Herzinsuffizienz oder einer anderen ischämischen Herzerkrankung gegenseitig 
ungünstig beeinflussen, sodass sich auch hier pathophysiologische Interaktionen andeuten. Diese 
Wechselwirkungen sind von klinischer Relevanz und könnten zum Verständnis der Krankheitsbilder 
beitragen. 

Diese Arbeit widmet sich daher der Betrachtung funktioneller Veränderungen in Skelettmuskeln in 
Antwort auf eine Herzmuskel-Ischämie auch vor dem Hintergrund eines Diabetes mellitus. 

1.2 Interzelluläre Signalwege und Transmitter 

1.2.1 Übersicht 

Im Zusammenhang mit einer Muskelschwäche nach einem Herzinfarkt oder bei Herzinsuffizienz sind 
Veränderungen in einer Vielzahl von Signalwegen gefunden worden, die eine kausale Rolle bei dieser 
Erkrankung spielen könnten. Allerdings ist die genaue Pathogenese weiterhin unklar und es kann kein 
einzelner Botenstoff identifiziert werden, der die skelettmuskulären Veränderungen vollständig 
erklären könnte. Vielmehr legen die bisherigen Daten ein komplexes Zusammenspiel 
unterschiedlicher Signalwege nahe, die in ihrer Kombination für die skelettmuskulären Veränderungen 
und in der Folge für die Veränderungen in der Muskelmechanik verantwortlich zu sein scheinen. 

Das folgende Kapitel widmet sich den wesentlichen Signalwegen, die im Zusammenhang der Arbeit 
relevant erscheinen und eine mögliche Brücke zwischen infarktbedingten Stoffwechselveränderungen 
am Herzen und einem dadurch kausal veränderten Muskelstoffwechsel bilden. Dabei werden 
insbesondere die Wachstumshormon (GH)-Insuline like Growth Factor 1 (IGF1)-Achse, hormonelle 
Achsen wie Adiponektin, Ghrelin, Leptin und Apelin, inflammatorische Zytokine wie Tumor-
Nekrose-Faktor α (TNFα), Myostatin, die Angiotensin-Achse und zuletzt neuronale bzw. 
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neurohumorale Signalwege dargestellt. Die Beeinträchtigungen dieser Signalwege könnten im 
Zusammenspiel die Grundlage für die Veränderungen im Skelettmuskelstoffwechsel sein, die bei 
Herzinsuffizienz und nach Herzinfarkt gefunden werden, sind aber weiterhin Gegenstand von 
Diskussionen. 

Zudem werden insbesondere Parallelen und Unterschiede zu Veränderungen im Rahmen einer 
herkömmlichen Sarkopenie ohne Herzerkrankung sowie altersbedingte Veränderungen in den 
Signalwegen herausgearbeitet. Dies erscheint insbesondere vor dem Hintergrund der scheinbar oft 
ähnlichen Pathogenese und schwierigen Abgrenzbarkeit beider Mechanismen bei erkrankten Patienten 
relevant.  

1.2.2 GH/IGF-1-Achse  

Der Wachstumshormon (GH)-Insuline like Growth Factor 1 (IGF1)-Achse kommt eine wichtige 
Bedeutung bei der Regulation des Wachstums und des Anabolismus zu, indem sie den mechanistic 
target of rapamycin (mTOR)-Proteinkinase Bα (PKB/Akt)-Weg und die Calcineurin-Nuclear factor of 
activatet T-Cells (NFAT)-Achse aktiviert (73, 74) (siehe Abb. 1.2.1).  

Obwohl man in diesem Zusammenhang also eine verminderte Aktivität der Achse bei einer 
Muskelatrophie vermuten würde, konnte gezeigt werden, dass der GH-Spiegel bei kachektischen 
Herzinsuffizienz-Patienten erhöht ist 
(75). Da jedoch gleichzeitig das GH-
bindende Protein im Serum ebenfalls 
erhöht ist (76), das die Wirkung von 
GH-hemmt (77), ist unklar, ob die Achse 
vermehrt, vermindert oder gemessenen 
an ihrer Effektivität unvermindert aktiv 
ist. Ihr könnte also, wenn die Achse 
effektiv vermehrt aktiv ist, eine 
kompensatorische Rolle zukommen.  

Für eine möglicherweise defizitäre 
Aktivität spricht allerdings, dass ein 
künstlich erhöhter IGF-1-Spiegel die 
Myosin-Degradation im Skelettmuskel 
nach einem Herzinfarkt senken konnte 
(78). Zudem sind Herzmuskelzellen 
physiologischerweise in der Lage in 
Antwort auf Zelldehnung IGF1 zu 
sekretieren (79). Wenn es also analog 
dazu bei einem Herzinfarkt zu einer 
vermehrten mechanischen 
Beanspruchung des Herzmuskels und in 
der Folge zu einer erhöhten Freisetzung 
von IGF1 käme, könnte dies im Sinne 
einer Feedback-Inhibition (80) die 
Beeinträchtigung der GH-Aktivität 
erklären. 

Der IGF1-Signalweg interagiert 
scheinbar mit einer Reihe weiterer 
Signalwege, die im Kontext der 
Muskelschwäche relevant sein könnten. 
So korreliert bei Herzinsuffizienz der 
GH-Spiegel gut mit dem Leptinspiegel 
(76)., Während Angiotensin II die IGF1-
Expression im Skelettmuskel hemmt (81), hat Myostatin keinen direkten Einfluss auf IGF1 (82–84). 

Abb. 1.2.1 Der Growth-Hormon (GH)/ Insuline-like-
Growth-Factor (IGF-1)-Weg im Skelettmuskel. GH 
stimuliert in unterschiedlichen Geweben die Bildung von 
IGF-1 und wird seinerseits durch Leptin in seiner 
Freisetzung stimuliert. IGF-1 bindet im Serum an das IGF-
1-binding protein. Es wird in seiner Aktivität durch 
Angiotensin II stimuliert und hemmt die Aktivität von 
Myostatin. Es bindet auf Skelettmuskelzellen den IGF-1-
Rezeptor und stimuliert hierüber durch Signalkaskaden den 
mechanistic target of rapamycin (mTOR)-Proteinkinase Bα 
(PKB/Akt)-Weg und die Calcineurin-Nuclear factor of 
activated T-Cells (NFAT)-Achse 
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Andersherum konnte jedoch an Herzmuskelzellen gezeigt werden, dass IGF1 die Myostatinexpression 
als Antwort auf Dehnung reduziert (79). 

1.2.3 Hormonelle Achsen 

Auch für andere Hormone, insbesondere solche die mit der Stoffwechsel-, Körpergewichts- und 
Nahrungsaufnahmenregulation im Zusammenhang stehen, konnten Verbindungen zur kardial 
bedingten Muskelschwäche gezeigt werden. Dies betrifft Adiponektin, Ghrelin, Leptin und Apelin.  

Diese Beobachtung korrespondiert mit der Feststellung, dass bei Herzinsuffizienz besonders häufig 
eine Kachexie (85) oder aber eine sarkopenische Adiposität auftreten (70). Unterernährung im 
Allgemeinen korreliert bei Herzinsuffizienz mit einer vermehrten Muskelschwäche, erhöhten 
Sterblichkeit und Kachexie (86). Störungen in der Muskeltrophie korrelieren also mit Störungen im 
systemischen Energie- und Fettgewebshaushalt.  

Entgegen der Erwartungen konnte gezeigt werden, dass ein prämorbides Übergewicht bei kritischer 
Krankheit in einem gewissen Maße vor Muskelabbau und Muskelschwäche schützt (87). Vermeintlich 
liegt dies daran, dass in diesem Fall zunächst die Fettreserven mobilisiert werden. Diese Beobachtung 

wird auch als Obesity-Paradox bezeichnet. Auch unter 
physiologischen Bedingungen ist eine Korrelation von 
Körperfettmasse und Muskelmasse und Kraft bekannt (88). 
Daher kann vermutet werden, dass ein erhöhter 
Körperfettanteil bei Einstellung einer pathologisch-
katabolen Stoffwechsellage den Abbauprozess verlangsamt, 
pathophysiologisch aber das Zustandekommen einer solchen 
Stoffwechsellage begünstigt.  

Adiponektin ist ein Hormon, das physiologischerweise 
negativ mit dem Körpergewicht korreliert (89). Bei 
Herzinsuffizienz ist der Adiponektinspiegel erhöht (89, 90), 
korreliert mit deren Schwere und Mortalität der Erkrankung 
und ist bei kachektischen Patienten am höchsten (89, 91). 
Physiologisch ist bekannt, dass Adiponektin die Aktivität 
des Nukleären Faktors K der aktivierten B-Zelle (NFKB) 
reduziert (92), der insbesondere in entzündlichen 
Signalwegen eine Rolle spielt, und gleichzeitig über die 
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) den mTOR-Akt-Weg 
stimuliert (92) (siehe Abb. 1.2.2). Damit wirkt es 
mechanistisch am ehesten einem Muskelabbau entgegen. Im 
Unterschied zur Muskelschwäche bei Herzinsuffizienz ist es 
bei altersbedingter Sarkopenie reduziert (93) und daher dort 
womöglich mit ursächlich für den Muskelabbau. Da es bei 
Herzinsuffizienz erhöht ist, ist in diesem Zusammenhang am 
ehesten von einer kompensatorischen Funktion oder aber 
von einer beeinträchtigten Funktion seiner Effektorwege 
auszugehen. 

Auch der Ghrelin-Spiegel ist bei kachektischen 
Herzinsuffizienzpatienten erhöht (75). Nach einem 
Herzinfarkt reduziert es den skelettmuskulären 
Muskelverlust über eine Reduktion von Muskel-RING-
Finger-Protein 1 (MuRF1) und Atrogin 1 (94). Ghrelin 
reduziert im Skelettmuskel bei Herzinsuffizienz die 
Entzündung, hemmt die mitochondriale Dysfunktion und 
verbessert die reduzierte Insulinsensitivität (95, 96) (siehe 

Abb. 1.2.3). Der Einfluss scheint insbesondere in schnellen oder gemischten Muskeln ausgeprägt zu 
sein, in denen es den Triglyceridabbau stimuliert (95). Interessanterweise konnte für Ghrelin-Analoga 

Abb. 1.2.2 Der Adiponectin-abhängige 
Signalweg. Adiponectin bindet an den 
Adiponectin-Rezeptor. Hierüber hemmt es 
intrazellulär den Nukleären Faktors K der 
aktivierten B-Zelle (NFKB) und stimuliert 
über die Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) den 
mechanistic target of rapamycin (mTOR)-
Proteinkinase Bα (PKB/Akt)-Weg 
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bei Muskelschwäche im Rahmen anderer 
Kachexieformen wie bei einer malignen 
Erkrankung keine lindernde Wirkung 
nachgewiesen werden (97, 98). Diese 
Spezifität kann als Hinweis auf einen 
spezifischen mechanistischen Zusammenhang 
gedeutet werden. Allerdings scheint es sich in 
Anbetracht seiner Muskelatrophie-
reduzierenden Wirkung und seiner erhöhten 
Spiegel bei Herzinsuffizienz ebenfalls um 
einen Kompensationsmechanismus zu 
handeln. 

Ein weiteres Hormon, dessen Spiegel bei 
Herzinsuffizienz erhöht ist, ist das Leptin 
(76). Der Spiegel ist zudem auch bei 
Sarkopenie ohne Herzinsuffizienz erhöht 
(93). Leptin vermittelt ein Sättigungsgefühl 
und ist an der Regulation der 
Nahrungsaufnahme beteiligt (99). Es steigt 
bei erhöhter Fettmasse und mit steigendem 
Alter an und wird als entscheidender 
Signalstoff bei der verminderten 
Nahrungsaufnahme im Alter betrachtet (100–102), wobei der Spiegel normalerweise ab dem 65. 
Lebensjahr wieder sinkt (102). In diesem Zusammenhang kann man vermuten, dass bei älteren 
Patienten die Wirksamkeit von Leptin gesteigert ist, da niedrigere Konzentrationen scheinbar trotzdem 
zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme führen. Es vermittelt zudem die Inappetenz bei Entzündung, 
da der Spiegel durch TNFα und Interleukin-1 (IL-1) erhöht wird (99), während IL-1 gleichzeitig 

seinen Gegenspieler 
Neuropeptid Y und somit auch 
die Nahrungsaufnahme reduziert 
(103) (siehe Abb. 1.2.4). Da 
derartige inflammatorische 
Marker bei Kachexie vermehrt 
auftreten (75, 104, 105) könnte 
dies womögich die Korrelation 
erklären. 

Sowohl bei Herzinsuffizienz 
(106) als auch bei Sarkopenie ist 
der Spiegel eines anderen 
Hormons, des Apelins, reduziert 
(107). Bei Letzterer konnten 
zudem epigenetische 
Veränderungen in dessen 
Signalweg nachgewiesen 

werden (108). Physiologischerweise wird Apelin nach Muskelschäden hochreguliert und verbessert 
die Muskelregeneration, was bei älteren Probanden nur noch vermindert geschieht, wobei diese 
generell einen verminderten Apelin-Spiegel aufweisen (107).  

Für Apelin ist ein Einfluss auf mehrere Signalwege im Skelettmuskel bekannt. Die 
regenerationsfördernde Wirkung könnte darin begründet sein, dass es die mTOR-Akt/PKB-
Wachstumsachse stimuliert (107, 109, 110). Es induziert außerdem Angiopoetin-1 und dessen 
Rezeptor (111), welches seinerseis ebenfalls die Muskelkraft und Regeneration fördert (112). Es 
erhöht zudem die Adenosin-Monophosphat-abhängige Kinase-(AMPK)-Phosphorylierung, was einen 

Abb. 1.2.3 Der Ghrelin-abhängige Signalweg. Ghrelin 
bindet an den Ghrelin-Rezeptor. Über diesen werden eine 
zelluläre Entzündungsreaktion sowie Atrogin 1 und 
Muskel-RING-Finger-Protein 1 (MuRF1) gehemmt. Es 
stimuliert die zelluläre Mitochondrienfunktion und die 
Insulinsensitivität 

Abb. 1.2.4 Die Rolle von Leptin als Signalstoff. Die Leptinausschüttung 
wird abhängig von einem hohen Lebensalter sowie einer erhöhten 
Körperfettmasse gesteigert. Zudem wird es vom Tumor-Nekrose-Faktorα 
(TNFα) und Interleukin-1 (IL-1) stimuliert. Seinerseits steigert Leptin das 
subjektive Sättigungsgefühl und stimuliert die Growth Hormon (GH)-
Sekretion 
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kraftsteigernden Effekt hat (107, 113). Gleichzeitig stimuliert es aber auch die Expression von Genen, 
die für den intrazellulären Proteinabbau und die Autophagie relevant sind (107) (siehe Abb. 1.2.5).  

Die Ausschüttung wird neben der Aktivierung durch Muskelschaden auch durch körperliche Aktivität, 
erhöhtes intrazelluläres Calcium und cyklisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) stimuliert (107, 
114). Neben der Skelettmuskulatur erfolgt eine Synthese auch im Herzen (106) und in Adipozyten 
(115). Interessanterweise führt sowohl ein Mangel als auch eine Überexpression an Apelin zu einer 
Herzmuskelhypertrophie (116, 117). Im ersten Fall konnte eine verminderte Expression Apoptose-
relevanter Proteine nachgewiesen werden (116), in letzterem Fall ist die PI3K-ahängige 
Wachstumssignalachse hyperaktiv (117). Am Skelettmuskel führt ein Mangel an Apelin zu einer 
Faserhypoplasie und Muskelatrophie bei verminderter Kraft. (107).  

Während die Bildung von Apelin 
durch Insulin stimuliert wird, 
sodass es bei Hyperinsulinämie zu 
erhöhten Spiegel kommt, sind die 
Spiegel bei einem Insulinmangel 
reduziert (115). Apelin vermindert 
seinerseits im Modell ein 
ernährungsinduziertes Übergewicht 
(111). Womöglich durch Induktion 
einer erhöhten oxidativen und 
metabolischen Kapazität der 
Muskulatur bei durch die AMPK 
induzierter erhöhter 
Glucoseaufnahme (107, 111, 113). 
Es scheint also über seine Wirkung 

am Skelettmuskel für den 
systemischen Metabolismus von 
maßgeblicher Relevanz zu sein. 
Dies verdeutlicht die mögliche 
wechselseitige Beziehung zwischen 
durch eine systemische Erkrankung 
bedingten skelettmuskulären 
Pathologien, und dem Einfluss, den 
diese ihrerseits wiederum auf die 
systemische Erkrankung nehmen. 

1.2.4 Systemische Entzündungsreaktion 

Eine weitere wichtige Gruppe von Signalwegen bei der Herzinsuffizienz sind Mediatoren einer 
systemischen Entzündungsreaktion. Erhöhte TNFα-Spiegel konnten sowohl bei reiner chronischer 
Herzinsuffizienz (118, 119) als auch insbesondere bei Herzinsuffizienzpatienten mit Kachexie (118, 
119) nachgewiesen werden. Die erhöhten Spiegel finden sich auch in der Skelettmuskulatur (120). 
Neben TNFα finden sich bei Herzinsuffizienz auch erhöhte IL-1, C-reaktives Protein (CRP)-, löslicher 
ST2-Rezeptor- und IL-6-Spiegel. Hierbei sind der TNFα- und der Cortisonspiegel bei Kachexie 
verglichen mit denen bei nicht-kachektischen Patienten erhöht (121, 122). Teilweise lassen sich 
erhöhte Spiegel inflammationsassoziierter Mediatoren auch direkt nach Herzinfarkt nachweisen (123).  

Neben den proinflammatorischen Zytokinen, finden sich bei Herzinsuffizienz jedoch auch erhöhte 
Spiegel antiinflammatorische Zytokine wie Tumor Growth Factor β (TGFβ),löslicher ST2-Rezeptor 
und Interleukin 10 (IL-10), wobei jedoch deren Steigerung geringer ausfällt als die der 
proinflammatorischen Zytokine (124, 125). Für den ST2-Rezeptor ist nachgewiesen, dass dieser nach 
mechanischem Stress von Kardiomyozyten sekretiert wird und eine antiapoptotische Wirkung am 
Herzen zeigt (123, 126). Diese Daten suggerieren, dass es bei der Herzinsuffizienz systemisch zu einer 

Abb. 1.2.5 Das Apelin-abhängige Signaling. Die intrazelluläre 
Apelin-Synthese wird durch körperliche Aktivität und muskulären 
Schaden gesteigert. Zudem wird sie durch einen Insulin-abhängigen 
Signalweg, eine erhöhte intrazelluläre Calciumionen-Konzentration 
sowie cyklisches Adenosin-Mono-Phosphat (cAMP) stimuliert. Apelin 
seinerseits stimuliert indirekt die Angiopoetin-Aktivität und bindet 
zellulär am Apelin-Rezeptor. Dieser stimuliert den mechanistic target 
of rapamycin (mTOR)-Proteinkinase Bα (PKB/Akt)-Weg sowie über 
die Adenosin-Monophosphat-abhängige Kinase (AMPK) den 
zellulären Metabolismus. Zudem steigert es gleichzeitig die zelluläre 
Autophagie wie auch Proteinsynthese 
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Dysregulation der Enzündungssignalwege mit einer Begünstigung proinflammatorischer Wege 
kommt. 

Unabhängig von einer Herzerkrankung finden sich bei älteren Menschen generell erhöhte 
Zytokinspiegel (127), insbesondere beim Vorliegen einer Sarkopenie (11, 93, 128, 129) und 
korrelieren dann teilweise mit der Schwere des Krankheitsbildes (130, 131). Zudem konnte bei 
Sarkopenie-Patieten eine vermehrte Aktivität von NFKB und des Januskinaseweges nachgewiesen 
werden (132). Dieser Umstand verdeutlicht erneut die möglichen Interaktionen zwischen 
altersbedingter Sarkopenie und der kardialen Kachexie bei zusätzlicher Herzinsuffizienz, da es in 
beiden Fällen zu einer Aktivierung inflammatorischer Signalwege kommt. 

Viele der bei Herzinsuffizienz vermehrt gebildeten proinflammatorischen Zytokine aktivieren 
intrazellulär NFKB (133, 134), was auf die Skelettmuskulatur atroph wirkt (135) und über eine 
autokrine Interleukin 6 (IL-6)-Produktion AMPK induziert (136, 137). Diese autokrine Freisetzung 
wird über die ebenfalls vermehrt aktive Angiotensin-Achse verstärkt (138). Es kommt zu einer 
vermehrten Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (139) und zu einer reduzierten Expression 
von oxidativen Stoffwechselenzymen (140–142). Zudem induzieren Inflammatorische Wege 
Extracellular-Signal-Regulated Kinases 1/2 (Erk1/2) und die Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 
(143). Durch eine Stimulation der p38-Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (p38MAPK) kommt es 
zudem zu einer gesteigerten Myostatinexpression (120) (siehe Abb. 1.2.6). 

Ein weiterer Einfluss, der im 
Zusammenhang mit 
Muskelatrophie und Kachexie 
nicht vernachlässigt werden 
sollte, sind Veränderungen der 
Nahrungsaufnahme. Da eine 

verminderte 
Nahrungsaufnahme, sowie 
physiologische Störungen in 
der Nährstoffresorption im 
Darm zu einem vermehrten 
Katabolismus führen können, 
könnten auch diese einen 
relevanten Einfluss auf die 
Muskelatrophie bei 
Herzinsuffizienz haben. 

Dass der Appetitregulation bei 
der Kachexie eine 
entscheidende Bedeutung 
zukommt, konnte bereits für 
die Krebs-Kachexie gezeigt 
werden (144) und spielt 
vermutlich auch bei der 
kardialen Kachexie eine 
Rolle. Inflammatorische 
Mediatoren erhöhen den 
Leptinspiegel (99) und senken 
gleichzeitig den Neuropeptid 
Y-Spiegel (103), was beides 
zu einem verminderten 
Appetit und einer reduzierten 
Nahrungsaufnahme führt. 

Auch Veränderungen in der 

Abb. 1.2.6 Übersicht des Einflusses inflammatorischer Mediatoren auf 
die Muskeltrophie und Funktion bei Herzinsuffizienz. Dargestellt sind 
die proinflammatorischen Mediatoren Tumor-Nekrose-Faktorα (TNFα), das 
C-reaktive Protein (CRP), Interleukin-1 (IL-1) Cortison und Interleukin-6 
(IL-6). Diese Gruppe wird bei Herzinsuffizienz deutlich gesteigert aktiviert. 
Sie stimuliert indirekt die Leptin-Aktivität und IL-6 wird indirekt durch 
Angiotensin II stimuliert. Intrazellulär stimulieren sie zudem indirekt die 
Adenosin-Monophosphat-abhängige Kinase (AMPK) und nuclear factor 
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFKB), der seinerseits IL-
6 stimuliert. Zudem dargestellt ist die Gruppe der antiinflammatorischen 
Mediatoren Tumor-Growth-Factor β (TGFβ), löslicher ST2-Rezeptor 
(sST2R) und Interleukin-10 (IL-10), die ebenfalls bei Herzinsuffizienz leicht 
gesteigert aktiviert sind  und indirekt NFKB hemmen. NFKB stimuliert über 
die p38-Mitogen-aktivierte-Proteinkinase (p38MAPK), indirekt die 
Myostatinbildung sowie die Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP) und die 
Extracellular-Signal-Regulated Kinases 1/2 (ERK 1/2). Es fördert die 
Skelettmuskuläre Atrophie und Proteindegradation und hemmt den 
oxidativen Stoffwechsel 
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Darmphysiologie mit einem Einfluss auf die systemische Inflammation bei Herzinsuffizienz sind 
bekannt. So ist bei kachektischen Herzinsuffizienzpatienten die Mesenterialgefäß-Durchblutung 
reduziert und es kommt klinisch vermehrt zu Aufstoßen, Übelkeit und Erbrechen (145). Es findet sich 
zudem ein vermehrtes intestinales Bakterienwachstum, bei erhöhter Darmwanddicke, was als Korrelat 
eines entzündungs- oder stauuungsbedingten Ödems interpretiert werden kann, und vermehrten 
Immunglobulin A (IgA)-Antikörpern gegen Polysaccharide (145). Dies spricht für eine Störung des 
Mikrobioms beziehungsweise damit einhergehend für eine beeinträchtigte Immuntoleranz dessen. 

Von Darmbakterien produzierte Enterotoxine erhöhen die Konzentration inflammatorischer 
Mediatoren (146), was seinerseits die Nahrungsaufnahme reduziert (99). Ein weiterer Hinweis, dass 
derartige Entgleisungen der Darmfunktion auch bei der kardialen Kachexie eine Rolle spielen, besteht 
darin, dass eine proteinreiche hochkalorische Nahrungsergänzung sowohl bei der chronischen 
Herzinsuffizienz, als auch bei der Sarkopenie ohne Herzinsuffizienz die Konzentration systemischer 
Entzündungsmediatoren senken kann (147, 148). 

1.2.5 Myostatin-Signalweg 

Ein weiterer Signalstoff, für den ein Zusammenhang mit der kardialen Kachexie beschrieben ist, ist 
das Myostatin. Eine erhöhte Expression im Skelettmuskel konnte bei Herzinsuffizienz und ein 
erhöhter Spiegel im Serum bereits zehn Minuten nach einem Herzinfarkt nachgewiesen werden (84, 
149, 150). Bei Herzinsuffizienz wurden sowohl erhöhte als auch unveränderte Serum-Spiegel 
beschrieben, welche sich gleichermaßen im Skelettmuskel finden (150, 151). Bei gleichzeitig 
bestehender Kachexie sind zudem sogar verminderte Spiegel beschrieben worden (85). Gut etabliert 
ist, dass Myostatin im Skelettmuskel zu einer Atrophie führt (84, 120, 152). 

Physiologisch stimuliert Myostatin Mothers against decapentaplegic homolog 2 und 3 (SMAD2,3) 
und die Aktivität des Ubiquitin-Proteasom-Systems (83, 84). Es hemmt die p38 MAP-Kinase und Akt 
sowie den Regulator des G-
Protein-Signalwegs 2 
(RoGPS2). Dieser hemmt 
seinerseits die α-1 und β-
adrenergen Signalwege über die 
Hemmung von Gs und Gq-
Proteinen (82, 83, 153, 154). 
Somit bewirkt Myostatin die 
Enthemmung der adrenergen 
Stimulation. Gleichzeitig 
stimuliert Myostatin über 
SMAD2,3  die Aktivierung 
entzündungsassoziierter 
Januskinasen (155). Auf einem 
anderen Weg hemmt es 
zusätzlich die AMPK-Aktivität 

(153) (siehe Abb. 1.2.7).  Abb. 1.2.7 Das Myostatin-abhängige Signaling. Angiotensin II und 
Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) stimulieren die zelluläre Myostatin-
Synthese sowie auch eine adrenerge Stimulation über kleine G-Proteine 
(Gq,Gs). Die Synthese wird von Myostatin direkt gehemmt sowie indirekt 
über eine Enthemmung des Regulators des G-Protein-Signalwegs 2, der 
seinerseits zudem indirekt Januskinasen aktiviert. Myostatin bindet und 
aktiviert den Activin-Rezeptor IIB, der die zelluläre Proteindegradation 
fördert. Er stimuliert zudem Mothers against decapentaplegic homolog 2 
und 3 (SMAD2/3) und hemmt die p38-Mitogen-aktivierte-Proteinkinase 
(p38MAPK), die Proteinkinase Bα (PKB/Akt) und die Adenosin-
Monophosphat-abhängige Kinase (AMPK) 
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Am Herzmuskel kommt dem Signalwege eine wichtige Rolle in der Hypertrophievorbeugung zu. Es 
wird dehnungsabhängig in Herzmuskelzellen sekretiert und hemmt seine eigene Transkription (79, 83, 
156). Diese wird zudem auch von IGF-1 und der p38 MAP-Kinase gehemmt (79, 83, 156). Es wirkt 
einer hypertrophen Herzinsuffizienz entgegen (153). 

Im Rahmen eines Herzinfarktes scheint die Wirkung unterschiedlicher Signalwege in einem 
Missverhätltnis auf die Skelettmuskulatur übertragen zu werden. So konnte gezeigt werden, dass im 
Skelettmuskel zunächst sowohl der myostatinabhänigige Signalweg, als auch die p38 MAP-Kinase 
und Akt vermehrt aktiv sind. Bereits zwei Monate nach einem Infarkt war jedoch im Mausmodell die 
Aktivität der Akt-Achse deutlich reduziert und die Myostatin-Achse weiterhin aktiv (84). Der 
hemmende Einfluss von Myostatin auf die p38 MAP-Kinase und Akt ist schwächer ausgeprägt als die 
stimulierende Wirkung, die beispielsweise IGF-1 hierauf ausübt (82, 83). Dennoch gewinnt der Weg 
eine gewisse Zeit nach dem Herzinfarkt im Skelettmuskel die Oberhand. Verantwortlich dafür könnten 
hinzukommende wachstumshemmende oder aber der Wegfall oder die Inhibition 
wachstumsstimulierender Signalwege sein. 

Auch eine Rekrutierung des Myostatin-Weges durch andere bei Herzinsuffizienz relevante Mediatoren 
ist nachgewiesen. Eine vermehrte Expression wird über inflammatorische Zytokine wie TNFα 
induziert, konnte jedoch auch mit adrenerger Stimulation und der Wirkung von Angiotensin II in 
Verbindung gebracht werden (120, 157, 158). Da Myostatin die Effekte von Angiotensin II auf die 
Proteinsynthese hemmt, könnte es hier die Rolle einer negativen Feedback-Regulation übernehmen 
(157, 159).  

1.2.6 Angiotensin-Achse 

Es ist bekannt und von 
therapeutischer Relevanz, dass 
die Aktivität der Angiotensin-
Achse bei Herzinsuffizienz 
erhöht ist (104, 105, 119). Am 
Herzmuskel wird über 
Angiotensin-Rezeptor 1 (AT1-
Rezeptor) eine 

Herzmuskelhypertrophie 
induziert und systemisch führt 
Angiotensin II zu einer 
Unterdrückung von IGF-1 und 
kann Muskelschwäche und 
Gewichtsverlust bewirken (81, 
159, 160). 

Angiotensin induziert im 
Skelettmuskel den Abbau von 
Proteinen, fördert  die Apoptose 
und greift in den Zellstoffwechsel 
ein. Es steigert über eine erhöhte 
Expression von Ubiquitin-
Ligasen die Ubiquitin-Proteasom-
Aktivität und erhöht die 
Expression von Proteinen im 
Apoptose-Signalweg (81, 161–
163). Die Aktivierung dieser 
Signalwege im Skelettmuskel 
durch Angiotensin konnte bereits 
im Zusammenhang mit einer 
Herzinsuffizienz gezeigt werden 
(119). Es induziert im Herzen 

Abb. 1.2.8 Angiotensin-abhängiger Signalweg. Angiotensin wird 
entweder vom Angiotensin-converting-Enzyme (ACE) zu Angiotensin II 
oder durch das Angiotensin-converting-Enzyme 2 (ACE2) zu 
Angiotensin 1-7 umgesetzt. Angiotensin II stimuliert Interleukin 1 (IL-1) 
und den löslichen IL-1-Rezeptor (sIL-1R). Zudem bindet es an den 
Angiotensin 1-Rezeptor (AT1-Rezeptor). Dieser stimuliert die Insuline-
Like-Growth-Factor-1 (IGF-1)-Synthese sowie die Myostatin-Synthese. 
Zudem stimuliert er die p38-Mitogen-aktivierte-Proteinkinase 
(p38MAPK), die Proteinkinase Bα (Akt/PKB) sowie über die 
Extracellular-Signal-Regulated Kinases 1/2 (ERK 1/2), die Matrix-
Metallo-Proteinasen (MMP). Er hemmt den glykolytischen Stoffwechsel 
und stimuliert die Proteindegradation und Apoptose. Angiotensin-1-7 
bindet an den Massey1-Rezeptor (MAS1-Rezeptor), der seinerseits den 
glykolytischen Zellstoffwechsel stimuliert 
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außerdem Erk1/2 und dadurch die Expression von Matrix-Metalloproteasen (164, 165). Dennoch 
erhöht es gleichzeitig auch die Akt-Phosphorylierung und die der p38 MAP-Kinase (157, 159).  

Für die Eingriffe in den Zellstoffwechseln ist das Verhältnis der Aktivität der Angiotensin (AT)– AT-
konvertierendes-Enzym (ACE)-Angiotensin II (ATII)-Angiotensinrezeptor (ATR)-Achse zu der der 
AT-ACE2-Angiotensin 1-7 (AT1-7)-Mas-Rezeptorachse (MasR) entscheidend, die sich hier 
antagonisieren (166). Während die AT-ACE-ATII-ATR-Achse mit einer Insulinresistenz assoziiert ist, 
steigert die AT-ACE2-AT1-7-masR-Achse die skelettmuskuläre Glucoseaufnahme und fördert 
gleichzeitig den Wechsel hin zu glykolytischen Muskelfasern (119, 166). 

Am Herzen fördert die Wirkung von Angiotensin II insgesamt die Hypertrophie im Skelettmuskel 
induziert es hingegen Atrophie. Die im Herzen induzierte Hypertrophie, die Steigerung der Aktiven 
und die Reduktion der passiven Kraft sind auf eine vermehrte Akt-Aktivität und eine veränderte 
Aktivität der Proteinkinase C (PKC) zurückzuführen (81, 159, 167). Im Skelettmuskel reduziert es die 
IGF-1-Expression, was auch eine Muskelschwäche bewirkt (81, 162) (siehe Abb. 1.2.8). Die Ursache 
dieser unterschiedlichen Wirkung auf beide Gewebe ist noch unklar, könnte jedoch mit der 
Ausgangsexpression von Bestandteilen unterschiedlicher Signalwege zusammenhängen. 

Angiotensin stimuliert zudem noch andere Achsen, die im Zusammenhang mit einer Muskelatrophie 
stehen. So stimuliert es wie bereits oben beschrieben die Myostatin-Expression, was wiederum die 
Angiotensin-vermittelten Effekte auf die Expression hemmt und als negatives Feedback fungieren 
könnte (157, 159). Außerdem erhöht es bei Herzinsuffizienz-Patienten die Serumspiegel von IL-6 und 
dessen löslichen Rezeptor (138). 

Ob die vermehrte Aktivierung der Angiotensin-Achse bereits vor dem Einsetzen einer funktionalen 
Herzinsuffizienz wie als Folge einer akuten Myokardischämie auftritt und an dessen Entwicklung 
beteiligt ist, oder aber eine erst im Rahmen der Herzinsuffizienz hochreguliert wird, ist noch unklar. 
Es scheint jedoch bereits bei der myokardialen Narbenbildung nach einer Ischämie eine Rolle zu 
spielen (168). 

1.2.7 Neurogene/ neurohumorale Signalwege 

Ein weiterer nennenswerter 
Einfluss auf die Muskelfunktion 
bei Herzerkrankungen ist die 
Aktivität neuronaler 
beziehungsweise neurohumoraler 
Einflüsse, insbesondere durch das 
adrenerge System. 

Bei kachektischen 
Herzinsuffizienzpatienten finden 
sich erhöhte Adrenalin- und 
Noradrenalinspiegel (122). Im 
Rahmen einer krebsbedingten 
Kachexie konnte gezeigt werden, 
dass über Adrenorezeptoren im 
Skelettmuskel das Ubiquitin-
Proteasom-System und Apoptose-
Signalwege in ihrer Expression 
gesteigert werden (169). Am 
Herzen hingegen konnten 
Hypertrophie-induzierende 
Stimulationen der p38 MAP-
Kinase und von Akt gezeigt 
werden (82, 160). Am 
Skelettmuskel wirkt eine Aktivierung der α-Untereinheit des inhibitorischen G-Proteins 2 (GI2α) 

Abb. 1.2.9 Das adrenerge Signaling am Skelettmuskel. Myostatin 
stimuliert indirekt den Regulator of G-Protein-Signaling 2 (RoGPS2), 
der kleine G-Proteine (dargestellt GI2α) hemmt. Adrenalin und 
Noradrenalin binden an zelluläre Adrenorezeptoren. Der α2-
Adrenorezeptor steigert über ein inhibitorisches kleines G-Protein die 
Proteindegradation und Hypertrophie. Die β –Adrenorezeptoren 1 und 2 
(β1/2-Adrenorezeptor) stimulieren indirekt die Proteinkinase A (PKA), 
die Titin phosphoryliert, was die Muskelsteifigkeit reduziert 
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hypertroph und hemmt die Stimulation der Expression im Ubiquitin-Proteasom-System (170) (siehe 
Abb. 1.2.9). 

Es konnte zudem in einem Modell mit erhöhtem Sympathikotonus gezeigt werden, dass es bei Mäusen 
zunächst zu einer Muskelhypertrophie und dann später zu einer Muskelatrophie kommt (171). Am 
Herzen ist bekannt, dass im Rahmen der Herzinsuffizienz die Expression von β-Adrenorezeptoren 
reduziert wird, während die Expression von α1-Adrenorezeptoren unverändert bleibt (172, 173). Ob 
ein ähnlicher Mechanismus am Skelettmuskel eine Rolle spielt, ist unbekannt. Da Myostatin die 
Wirkung des α1-Adrenorezeptors sowie gleichzeitig über die Stimulation des Regulators des G-
Protein-Signalwegs 2 auch die β-Adrenorezeptor-Signalwege hemmt, könnte dies am Skelettmuskel 
die hypertrophen Effekte reduzieren (153, 174). 

Von weiterem Interesse im Sinne dieser Arbeit ist, dass ein Einfluss der adrenergen Stimulation auf 
die Mechanik des Titin-Proteins bekannt ist. Am Herzen kommt es durch eine β-Adrenorezeptor-
abhängige Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) zu einer Phosphorylierung sowohl der N2B-
Titinisoform als auch der N2BA-Titinisoform (175–177). Diese Phosphorylierung reduziert die 
Steifigkeit des Proteins, wobei dieser Effekt bei der N2B-Isoform ausgeprägter zu sein scheint (175–
177). Da diese Isoform jedoch herzspezifisch exprimiert wird (178), ist davon auszugehen, dass dieser 
Effekt am Skelettmuskel weniger stark ausgeprägt oder gar nicht vorhanden ist. 

1.3 Zelluläre Signalwege 

1.3.1 Übersicht 

Nachdem im vorherigen Kapitel die systemischen Signalwege thematisiert wurden, denen eine 
Bedeutung bei der Vermittlung einer skelettmuskulären Muskelschwäche bei Herzinsuffizienz 
beziehungsweise nach Herzinfarkt zukommen könnte, näher betrachtet wurden, sollen nun die auf 
diesen Wegen angestoßenen zellulären Mechanismen direkt im Skelettmuskel betrachtet werden. 
Dabei liegt der Fokus auf den Signalwegen, die im Zusammenhang mit einer Atrophie, einer 
Muskelschwäche und der Titinmechanik stehen. In diesem Rahmen werden der mTOR-Akt-Weg, die 
Proteindegradation über das Ubiquitin-Proteasom-System und Autophagie, die Regulation der 
Apoptose, Unterschiede und Einflüsse in verschiedenen Muskelfasertypen, oxidativer Stress innerhalb 
der Zelle, den peroxisome proliferator-activated receptor Gamma coactivator 1α (PGC1α)-Weg, der 
Calciumhaushalt, die Proteinkinase C (PKC), die AMP-Kinase (AMPK) und zuletzt Einflüsse am 
Titinprotein selbst besprochen. 

1.3.2 mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)-Komplex 

Der mTOR-Komplex hat eine zentrale Bedeutung in vielen zellulären Signalwegen insbesondere im 
Zusammenhang mit dem Zellwachstum und der Immunantwort. Er wird von Wachstumsfaktoren über 
die PI3-Kinase und Akt aktiviert (179, 180), fördert die Proteinsynthese und hemmt Apoptose und 
Autophagie (181–183). Der Weg ist für die physiologische Muskelhypertrophie entscheidend 
(183).Auch Erk1/2, Mitogen-aktivierten Kinase p70 ribosomale Kinase S6 (MAPKp70rKS6) und 
TNFα fördern die Aktivierung (180, 184, 185). Die AMPK hingegen hemmt die Aktivierung bei 
niedrigen zellulären Energieleveln (186, 187). Einige Signalstoffe haben einen Einfluss auf den 
Signalweg, indem sie die Akt-Aktivität beeinflussen. Apelin, Angiotensin II und TGF-β erhöhe die 
Akt-Aktivität, während Aktivin A sie hemmt und für Myostatin sowohl hemmende als auch 
stimulierende Wirkungen beschrieben wurden (81–84, 107, 109, 110, 188) (siehe Abb. 1.3.1). 
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Die Regulation des mTOR-
Signalwegs bei 
Muskelatrophie ist 
uneindeutig. Auch wenn man 
intuitiverweise im Rahmen 
einer Atrophie zunächst eine 
verminderte Rekrutierung des 
Signalweges vermuten würde, 
wurde sowohl eine reduzierte 
als auch in einem Fall eine 
erhöhte Aktivität bei 
altersbedingter Sarkopenie 
gefunden (132, 189, 190). In 
letzterem Fall erwies sich 
sogar eine Hemmung des 
Weges als förderlich für die 
Muskelfunktion (132, 189). 
Da allerdings mTOR in vielen 
Zellen und Systemen eine 
Rolle spielt, ist unklar, ob 
der therapeutische Effekt auf 
die Hemmung von mTOR 
im Muskel oder in einem 
anderen Gewebe zustande 
kam. Unterstrichen wird dies 
von dem Befund, dass eine 
komplette Blockade des 
mTOR-Weges ebenfalls zu 
einer Atrophie führt (191). In 
einer Studie zum Einfluss 

von aerobem körperlichen Training bei Herzinsuffizienz konnte gezeigt werden, dass das Training den 
mTOR-Weg im Skelettmuskel nicht wie beim Gesunden induzieren kann (192). Untersuchungen zum 
grundsätzlichen Aktivitätsniveau des mTOR-Weges im Skelettmuskel bei Herzerkrankung stehen 
noch aus. Da er aber wie oben beschrieben bei verwandten Krankheitsbildern von Relevanz ist und 
durch Wachstumsfaktoren, Hormone und inflammatorische Zytokine beeinflusst wird, die alle 
ihrerseits von Herzerkrankungen verändert werden, ist eine Bedeutung in diesem Zusammenhang 
naheliegend. Zudem ist bekannt, dass die insulinabhängige Aktivierung von mTOR das Titin-RNA-
Splicing direkt beeinflusst, was seinerseits bei Diabetes mellitus beeinträchtigt ist (193). 

1.3.3 Calcium-Calmodulin-Calcineurin-nuclear factor of activated T-cells (NFAT)-Achse 

Auch die Calcium-Calmodulin-Calcineurin-NFAT-Achse hat eine große Bedeutung in der Regulation 
des Zellwachstums und des Zellstoffwechsels. Sie spielt eine Rolle in der Hypertrophieregulation des 
Skelettmuskels durch IGF-1 und α-adrenerge Stimulation (74, 170, 183, 194, 195).  

Dabei bindet Calcium an Calmodulin, das die Calmodulinabhängige Kinase (CaMK) aktiviert, welche 
Rat Sarcoma Protein (Ras)  enthemmt, welches Mitogen-aktivierten Kinasen K 1 und 2 (MEK1/2) 
aktiviert, welche ERK1/2 aktivieren (195–198). Gleichzeitig aktiviert Calmodulin auch Calcineurin, 
welches den Transkriptionsfaktor Nuclear Factor of acitivated T-cells (NFAT) aktiviert (199, 200). 
Zudem aktiviert Calmodulin eine Calcium-Efflux-Pumpe, im Sinne eines negativen Feedbacks (201).  

Abb. 1.3.1 mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)-Signaling. 
Wachstumsfaktoren stimulieren die Phospho-Inositol-3-Kinase, die ihrerseits 
die Proteinkinase Bα (Akt/PKB) stimuliert. Diese wird zudem indirekt von 
Apelin, Angiotensin II und Tumor-Growth-Faktor β (TGF β) stimuliert und 
von Activin A indirekt gehemmt. Sie selbst stimuliert mTOR. Tumor-Nekrose-
Faktor α (TNFα) und körperliches Training stimulieren mTOR indirekt. 
Intrazellulär wird mTOR von der Adenosin-Monophosphat-abhängigen Kinase 
(AMPK) gehemmt und von der Mitogen-aktivierten Kinase p70 ribosomale 
Kinase S6 (MAPKp70rKS6) stimuliert. Es fördert die Proteinsynthese und 
hemmt die zelluläre Autophagie und Apoptose 
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Die CamK-Kaskade und die 
AMPK-Kaskade agieren 
synergistisch und aktivieren 
sich gegenseitig (202, 203). 
ERK1/2 hemmt den 
Forkhead-Box-Protein O3 
(FoxO3) -Transkriptionsfaktor 
und damit vermeintlich die 
Expression von 
Ubiquitinligasen (204). Dies 
könnte die 
hypertrophiefördernden 
Effekte des Signalweges 
teilweise erklären. Dennoch 
bewirkt Calpacin 3, eine 
Protease, die ebenfalls durch 
Calmodulin aktiviert wird, 
einen Abbau des 
Sarkomerproteins Titin (205). 

Darüber hinaus spielt der 
Signalweg auch bei der 
Regulation der Fasertypen 
eine Rolle. Die Aktivierung 
der Calcium-Calmodulin-
Calcineurin-NFAT-Achse 
fördert die Expression von 
langsamen, oxidativen Typ I 
Fasern, während eine 
Inhibition die Bildung 
schneller, glykolytischer 
Fasern fördert (206–208) (siehe Abb. 1.3.2). 

Im Zusammenhang mit Entzündungsreaktionen ist von Relevanz, dass Calcineurin NFKB aktiviert. 
(209–211) Die vermehrte Aktivität dieses Signalwegs in langsamen, oxidativen Typ I-Fasern könnte 
ihre erhöhte Empfindlichkeit gegenüber inflammatorischen Signalen und ihre Reduktion im Rahmen 
der Herzinsuffizienz erklären (212–214). Kommt es im Rahmen der Entzündungsreaktion zudem zu 
vermehrtem oxidativem Stress, könnte dies zu einer vermehrten Aktivierung der calciumaktivierten 
Signalwege führen, denn es wurde beobachtet, dass im Herzen über den microtubules dependent  
reactive oxygen species- (X-ROS)-Signalweg bei Dehnung der Calciumeinstrom erhöht wird (215). 

1.3.4 Proteindegradation und Apoptose 

Bei Herzinsuffizienz kommt es im Skelettmuskel zu einer gesteigerten Aktivität des Ubiquitin-
Proteasom-Systems und zu vermehrter Apoptose-Induktion (78, 94, 119, 171, 213, 216, 217). 
Interessanterweise konnte eine Untersuchung der generellen zellulären Proteindegradation bei 
Sarkopenie hier keine Veränderungen nachweisen (218). Allerdings ist physiologischerweise im Alter 
die muskuläre Proteinsynthese und Aminosäuretransporter-Expression reduziert (219). 

Abb. 1.3.2 Calciumabhängiges zelluläres Signaling. Intrazellulär binden 
Calcium-Ionen (Ca2+) an Calmodulin. Dieses aktiviert eine Calciumionen-
Efflux-Pumpe (Ca2+-Efflux Pumpe). Intrazellulär aktiviert es zudem die die 
Calmodulinabhängige Kinase (CaMK), welche das Rat Sarcoma Protein (Ras) 
enthemmt, welches die Mitogen-aktivierten Kinasen K 1 und 2 (MEK1/2) 
aktiviert, welche die Extracellular-Signal-Regulated Kinases 1 und 2 (ERK 
1/2) aktivieren. Letztere hemmen den intranukleären Transkriptions-faktor 
Forkhead-Box-Protein O3 (FoxO3), der seinerseits die Proteindegradation 
stimulieren würde, die somit also insgesamt verminder wird. Zudem aktiviert 
Calmodulin Calcineurin, das den nuclear factor of activated T-cells (NFAT) 
und den nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 
(NFKB) aktiviert, die im Skelettmuskel den oxidativen Stoffwechsel anregen. 
Zusätzlich aktiviert Calmodulin auch Calpacin 3, welche den Titinabbau 
fördert 



 

15 

 

Ubiquitinligasen, 
insbesondere muscle RING-
finger protein-1 (MuRF1), 
sind für die physiologische 
Funktion des Herz- und 
Skelettmuskels notwendig 
und am Abbau von 
Sarkomerproteinen beteiligt 
(218, 220–225). Spezifische 
Ziele dessen sind Myosin und 
Titin, wobei zudem bereits 
ein Abbau von Myosin im 
Skelettmuskel im 
Zusammenhang mit einem 
Herzinfarkt gezeigt werden 
konnte (78, 226). MuRF1 

bindet dabei Titin an einer 
spezifischen Stelle in der M-
Linie und ist an der 
Stabilisierung der 
Sarkomerstruktur beteiligt und 
rekrutiert unter anderem das 
Glucocorticoid modulatory 
element binding Protein 1 
(GMEB-1), einen 
Transkriptionsfaktor (32, 227, 
228). Dieser Komplex ist 
wesentlich für die Induktion 
von Apoptose, die Aktivität 

des Ubiquitin-Proteasom-Systems und die Reduktion der Proteinsynthese in Rahmen der 
Skelettmuskelatrophie bei Herzinsuffizienz (33). 

Für unterschiedliche Signalstoffe mit Relevanz im Rahmen der Herzinsuffizienz konnte die Induktion 
eines Proteinabbaus, eine Induktion von Autophagie oder der Apoptose nachgewiesen werden (siehe 
Abb. 1.3.3). Apelin induziert Gene, die im Zusammenhang mit dem Ubiquitin-Proteasom-System und 
der Autophagie stehen, auch wenn die anabolen Effekte zu überwiegen scheinen (107, 117, 229). 
Auch TNFα, Myostatin und Aktivin A induzieren die Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems 
und Aktivin A wirkt zudem proapoptotisch (83, 170, 188, 230, 231). Angiotensin induziert ebenfalls 
das Ubiquitin-Proteasom-System bei gleichzeitiger Hemmung der Expression antiapoptotischer 
Proteine (81, 119, 163). IGF-1 und PGC1α scheinen die Aktivität des Ubiquitin-Proteasom-Systems 
zu hemmen (78, 232). Eine Hemmung der adrenergen Stimulation hemmt die Aktivität des Ubiquitin-
Proteasom-Systems (158). Da zudem gezeigt wurde, dass im Modell eine sympathische Stimulation 
zunächst zu einer Muskelhypertrophie und erst später zu einer Atrophie führt (171), lässt sich 
vermuten, dass sich die Patienten, bei denen eine Hemmung vorteilhaft war, bereits im zweiten 
Stadium befanden. 

1.3.5 Veränderungen der Muskelfasertypen 

Für die Funktion und den Stoffwechsel eines Muskels sind die dort vorherrschenden Fasertypen von 
entscheidender Bedeutung. Man unterscheidet hierbei zwischen Typ I, Typ IIA, Typ IIB und Typ IIX-
Fasern, wobei auch Mischformen vorkommen, die jeweils spezifische Expressionsmuster 
insbesondere der Myosin-Schweren-Ketten (MHC) aufweisen (233–235).  Die Faserzusammensetzung 
eines Muskels ist zudem relativ spezifisch und steht in direktem Zusammenhang mit dessen Funktion. 

Abb. 1.3.3 Signalstoffe in der Muskeltrophieregulation. Titingebundenes 
muscle RING-finger protein-1 (MuRF1), rekrutiert den Transkriptionsfaktor 
Glucocorticoid modulatory element binding Protein (GMEB-1), der die 
Proteinsynthese hemmt un die Apoptose sowie Proteindegradation stimuliert. 
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 
(PGC1α) sowie der Wachstumsfaktor Insulin-like-Growth-Factor 1 (IGF-1) 
stimulieren die Proteinsynthese und hemmen die Proteindegradation. Aktivin 
A und Angiotensin II stimulieren die Apoptose und fördern die 
Proteindegradation. Myostatin, der Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) und 
Apelin stimulieren die Proteindegradation, während Apelin zusätzlich auch 
die Proteinsynthese und die Autophagie stimuliert. Adrenerge Signale 
beeinflussen ebenfalls die Proteindegradation, in welcher Weise ist noch nicht 
geklärt 
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Bei den in dieser Arbeit verwendeten Muskeln ergibt sich die folgende Zusammensetzung: Der 
Musculus psoas weißt vornehmlich Typ IIB-Fasern, der Musculus, der Musculus tibialis anterior weist 
vornehmlich Typ IIA-Fasern, der Musculus gastrocnemius weißt vornehmlich Typ IIB-Fasern, der 
Musculus soleus weißt vornehmlich Typ I-Fasern und der Musculus extensor digitorum longus weißt 
vornehmlich  Typ IIA- und IIB-Fasern auf (7). 

Typ I Fasern haben einen 
vornehmlich oxidativen 
Stoffwechsel, enthalten viel 
Myoglobin, viele 
Mitochondrien, einen hohen 
PGC1α-Spiegel, ein kleineres 
sarkoplasmatisches Retikulum 
und generieren auch bei 
längerer Stimulation 
gleichbleibende Kraft (236–
241). Typ IIA, IIX und in noch 
ausgeprägterer Form IIB-Fasern 
generieren schnell Kraft, sind 
vorwiegend glykolytisch, 
reagieren stärker auf den 
Insulin-Signalweg und ermüden 
rasch (232, 236–241). 
Langsame, oxidative Fasern 
haben kürzere Aktinfilamente, 
generieren eine geringere 
maximale Kraft, haben einen 
höheren Titingehalt und eine 
größere passive Kraft bei 
Dehnung als schnelle Fasern 
(242, 243). 

Die Fasertypen-Expression ist 
wesentlich von der Innervation 
abhängig (239), was 
vornehmlich durch die Aktivität 
der Calcium-Calmodulin-

Calcineurin-NFAT-Achse 
gesteuert wird. Diese fördert wie 
oben beschrieben das 
Expressionsmuster oxidativer 
Typ I Fasern, während eine 

Inhibition die Bildung schneller, glykolytischer Fasern fördert (206–208). Auch Muscle ankyrin 
repeat-Proteine (MARP) wie Cardiac ankyrin repeat protein (CARP), Diabetes Related Ankyrin 
Repeat Protein  (DARP) und Ankyrin repeat domain-containing protein 2 (Ankrd2/Arpp) nehmen 
Einfluss auf die Fasertypenexpression, indem sie die Wirkung des für die Induktion von schnellen 
Fasern notwendigen Transkriptionsfaktors Myogener Faktor 3 (MyoD) steigern (244–246).  

Ein weiterer wichtiger Signalweg in der Regulation des Muskelfaserstoffwechsels ist das 
Signalprotein Peroxisome proliferator-activated receptor γ Coactivator 1 α (PGC1α). Seine Aktivität 
ist ebenfalls bei Herzinsuffizienz, bei Sarkopenie und im Alter reduziert (132, 192, 232, 247). Es ist an 
der Bildung von Typ I Fasern beteiligt, in denen sein Spiegel erhöht ist (232, 248). Daber bewirkt er 
eine vermehrte Expression von Proteinen des oxidativen Stoffwechsels, Myoglobin und eine 
gesteigerte Mitochondriogenese (232, 248). Gleichzeitig verändert es auch das zelluläre 
Calciumfreisetzungsprofil, sodass die maximale Calciumfreisetzung reduziert wird, jedoch auch 
gleichzeitig die Mechanismen zur Calciumelimination aus dem Cytosol, sodass es zu einem 

Abb. 1.3.4 Die Determination von Fasertypen und deren 
unterschiedlicher Stoffwechsel. Eine hohe Aktivität der Calcium-
Calmodulin-Calcineurin-nuclear factor of activated T-cells (NFAT)-Achse 
fördert die Bildung von langsamen Typ I-Fasern mit vornehmlich 
oxidativem Stoffwechsel. Ebenso fördert proliferator-activated receptor γ 
Coactivator 1 α (PGC1α) die Bildung von Typ I Fasern und kommt in dieser 
in erhöhter Konzentration vor. Mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) 
stimuliert PGC1α. Einige Muscle ankyrin repeat-Proteine (MARP) 
stimulieren die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Myogener Faktor 3 
(MyoD), der für die Induktion schneller, gylkolytischer Typ II Fasern 
notwendig ist. In Typ I Fasern liegt eine höhere Titinkonzentration vor als 
in Typ II Fasern. Zudem besitzen Typ I Fasern ein langsameres Calcium 
(Ca2+)-Signaling bezogen auf die Zeit (t) mit langsamerem Ein- und 
Ausstrom jedoch höheren Spitzen- und Durchschnittskonzentrationen 
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insgesammt höheren Calciumspiegel über eine längere Dauer kommt (249) (siehe Abb 1.3.4). 
Derartige Veränderungen wurden im Skelettmuskel teilweise nach Herzmuskelischämie beschrieben 
(250). Das veränderte Cacliumfreisetzungsprofil könnte seinerseits die calciumabhängigen Signalwege 
beeinflussen, die wie oben beschrieben teilweise auch ihrerseits Einfluss auf den Fasertypen nehmen.  

Gleichzeitig spielt PGC1α eine Rolle bei der physiologischen Hypertrophie der Muskulatur und 
reduziert die Aktivität des Ubiquitin-Proteasom-Systems (192, 232, 247). Es wird von mTOR aktiviert 
und vermittelt dessen Wirkung auf die Mitochondriogenese (251). 

Bei Herzinsuffizienz-Patienten konnte ein verändertes Skelettmuskelfaser-Muster beobachtet werden. 
Während weniger langsame, oxidative Typ I-Fasern vorlagen, war er Anteil an schnellen, 
glykolytischen Typ IIA, Typ IIB und Typ IIX-Fasern erhöht (212–214). Für diesen Effekt scheint die 
AT-ACE-ATII-Achse relevant zu sein, da eine Hemmung die Veränderung verminderte (119).  

Zudem ist im Alter in oxidativen Muskeln die mitochondriale Koppulungseffizienz vermindert, bei 
erhöhter Expression von Atmungsketten-Proteinen und einer vermehrten Aktivierung der mTOR-Akt-
Achse und der p70SK-6 Kinase (190, 252–255). In schnellen-glykolytischen Muskeln ist ebenfalls die 
Aktivität der p70SK-6 Kinase erhöht und zusätzlich die der AMPK (190). Zudem konnten 
Veränderungen des oxidativen Phänotyps der Muskulatur sowohl mit einer systemischen 
Entzündungsreaktion, als auch mit einer Insulinresistenz beziehungsweise dem metabolischen 
Syndrom in Zusammenhang gebracht werden (142). Diese Veränderungen könnten sich also im 
klinischen Bild mit Veränderungen, die ursächlich auf die Herzinsuffizienz zurückzuführen sind 
überschneiden.  

Im Zusammenhang mit Signalwegen im Rahmen der Herzinsuffizienz, ist insbesondere zu nennen, 
dass Apelin die Bildung von Typ I-Fasern, die Vermehrte Expression von Atmungskettenproteinen 
und Mitochondrienenzymen sowie deren Aktivität stimuliert (107, 111). In einem Modell mit Apelin-
defizienten Mäusen zeigte es sich jedoch auch an der Bildung von Typ IIB und IIX-Fasern beteiligt 
(107). Da der Spiegel bei Herzinsuffizienz reduziert ist (106), könnte dies womöglich den 
Zusammenhang von Herzinsuffizienz und der Verminderung der Typ-I-Fasern begründen.  

1.3.6 Oxidativer Stress 

Oxidativer Stress kann in Zellen zu wesentlichen Schäden führen. Er kommt jedoch im Skelettmuskel 
physiologischerweise bei der Kontraktion vermehrt vor und ist an der Ermüdung des Muskels beteiligt 
(256). Er reduziert die hypertrophieförderde Akt-Aktivierung und die Rekrutierung von 
Glucosetransportern im Skelettmuskel (71). Eine verschlechterte Toleranz gegenüber oxidativem 
Stress könnte also die mechanische Funktionsfähigkeit des Muskels beeinträchtigen. Insbesondere vor 
den oben beschriebenen Veränderungen der oxidativen Kapazität der Skelettmuskulatur bei Älteren 
könnte diesem Einfluss eine besondere Rolle zukommen. 

Tatsächlich steigt im Rahmen einer Herzerkrankung der oxidative Stress im Skelettmuskel und in 
Folge dessen kommt es zu Zellschäden durch eine gesteigerte Lipidperoxidation (71, 171, 257). 
Hierbei sind die Mitochondrienfunktion und die Atmungskettenkopplung reduziert, was womöglich 
zum erhöhten oxidativen Stress beiträgt, während vermehrt Glutathion-Peroxidase und Mangan-
Peroxid-Dismutase gebildet werden, welche dem Abbau reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) dienen 
(214, 217, 257). Ähnliche Veränderungen finden sich auch im Herzmuskel selber, wo ein 
Zusammenhang des oxidativen Stresses mit einer Herzhypertrophie, einer verschlechterten Funktion 
und einer vermehrten Fibrose gezeigt werden konnte (258, 259). Am Herzen scheint der oxidative 
Stress sowohl durch Veränderungen der Mitochondrienfunktion als auch durch ein 
mikrotubulusabhängigen Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat-Oxidase 2(NOX2)-ROS-
Signalweg bedingt zu sein (215). Auch bei der altersbedingten Sarkopenie findet sich eine verminderte 
Mitochondrienfunktion im Skelettmuskel (132). 
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Es gibt unterschiedliche 
Mechanismen, die Zellen vor 
oxidativem Stress schützen. 
Besonders hervorzuheben sind in 
diesem Zusammenhang die Heat 
shock Proteine (HSP). Sie werden 
unter anderem direkt durch 
oxidativen Stress induziert, 
schützen andere Proteine durch 
Bindung vor der Denaturierung 
durch ROS und hemmen die 
Apoptose (260–262). Auch das 
Titinprotein wird durch HSP 
geschützt und stabilisiert. Das 
Heat shock Protein 27 (HSP27) 
bindet gemeinsam mit αB-
Cristallin an die Ig-Region von 
Titin (263, 264). Auch für das 

Heat shock Proteine 90 (HSP90) 
konnte eine Bindung von Titin 
gezeigt werden (265) (siehe Abb. 
1.3.5). Dies schützt das Protein 
und die Sarkomerstruktur vor 
einer Assoziation 
unterschiedlicher Titinfilamente 
untereinander im Rahmen vom 
Zellstress, was die Steifigkeit 
erhöhen würde (263, 264). Bei 
altersbedingter Sarkopenie konnte 
eine verminderte Expression von 
bestimmten HSP nachgewiesen 
werden (108).  

 Analog zu seinem förderlichen Einfluss auf die Bildung von Typ I Fasern, erhöht  Apelin die 
oxidative Kapazität und Mitochondrienaktivität im Skelettmuskel (107, 111). Daher könnte Apelin 
den oxidativen Stress potentiell senken, und seine reduzierten Spiegel (106) den vermehrten 
oxidativen Stress im Skelettmuskel bei Herzerkrankung teilweise erklären. 

1.3.7 Proteinkinase C α  

Ein weiteres Protein mit zentraler Bedeutung in der Regulation des Stoffwechsels und der Funktion 
von Skelettmuskelzellen ist die Proteinkinase C α (PKCα), deren Aktivität und Expression im Modell 
dieser Arbeit untersucht werden. Für ihre Aktivierung ist zunächst eine regulatorische 
Phosphorylierung durch eine andere Kinase nötig, die dann in Gegenwart der Coaktivatoren Calcium 
und Phosphatidylserin eine Autophosphorylierung von Serin 660 auslösen, was die Kinase in ihre 
aktive Form überführt (266–272). Sie aktiviert ihrerseits Erk1/2 (273) und NFKB (209, 211). 

PKCα beeinflusst wesentlich die Muskelmechanik. Es liegen kontroverse Ergebnisse darüber vor, ob 
es die aktive Kraft und Calciumsensitivität im Skelettmuskel steigert oder hemmt (13, 274–276). 
Dafür können möglicherweise Kreuzreaktionen mit Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase A 
(PKA) verantwortlich gemacht werden (275). Die passive Muskelmachanik am Herzen wird durch 
eine Phosphorylierung der elastischen PEVK-Region im Titinprotein an Serin 11878 und Serin 12022 
beeinflusst (16, 17) (siehe Abb. 1.3.6). Die Phosphorylierung in diesem Bereich erhöht die passive 
Steifigkeit (16, 17). Da die PEVK-Region auch im Skelettmuskel exprimiert wird, könnte die PKC 
auch hier im Rahmen der IR-Behandlung die Steifigkeit potenziell erhöhen. 

Abb. 1.3.5 Der Einfluss von oxidativem Stress auf den 
Skelettmuskelstoffwechsel. Oxidativer Stress stimuliert die Aktivität 
der Glutathion-Peroxidase und Mangan-Peroxid-Dysmutase, die durch 
ihre Aktivität beide ihrerseits oxidativen Stress reduzieren. Es stimuliert 
zudem die Protein- und Lipid-Peroxidation sowie die Heat Shock 
Proteine (HSP), die die Protein-Peroxidation reduzieren und die 
Apoptoseeinleitung hemmen. Es hemmt zudem die Proteinkinase Bα 
(Akt/PKB) und die Glucose-Transporter-Rekrutierung, was insgesamt 
die Stoffwechselaktivität herabsetzt. Apelin stimuliert unabhängig davon 
die Mitochondrienaktivität und Atmungskettenkopplung. Die durch 
oxidativen Stress verursachte Protein- und Lipidperoxidation führt zu 
allgemeinen Zellschäden, die ihrerseits die Apoptose begünstigen. Die 
Proteinperoxidation reduziert zudem die Atmungskettenkopplung sowie 
die Mitochondrienaktivität und die zelluläre Stoffwechselaktivität 
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In einem Herzinsuffizienzmodell konnte die reduzierte aktive Kraft des Herzens durch eine 
Antagonisierung der PKC mit der Proteinphosphatase 1 erhöht werden (13). Hiermit korrespondiert 

die Beobachtung, dass die PKC am 
Herzen die Myosin- 

Adenosintriphosphat-abhängige 
Kinase (ATPase) Rate reduziert 
(276) und die Sarcoplasmatic 
reticulum Calcium ATPase 
(SERCA)-Aktivität reduziert, was 
die Calciumspeicherwirkung des 
endoplasmatischen Reticulums 
verringert (277). Tatsächlich 
konnte bei Herzinsuffizienz eine 
verminderte SERCA-Aktivität 
beobachtet werden (250).  

 Ein Einfluss auf die passive 
Muskelmechanik bei 
Herzinsuffizienz konnte am 
Herzen gezeigt werden. Hier ist die 
PKC-Expression und Aktiviät 
initial unverändert, jedoch im 
Verlauf der Erkrankung erhöht 
(12, 13). Sie erhöht die 
Fasersteifigkeit durch eine erhöhte 
Phosphorylierung von Titin in der 
elastischen PEVK-Region an Serin 
11878, während die 
Phosphorylierung an Serin 12022 
scheinbar vermindert ist (14, 15). 

Im Zusammenhang mit 
Signalwegen im Rahmen einer 
Herzinsuffizienz sind 
Verbindungen zu Effekten 
adrenerger Stimmulation, der 
Angiotensinachse, Myostatin und 

Apelin bekannt. Die PKCα wird durch eine α1-adrenerge Stimulation aktiviert. Da bei der 
Herzinsuffizienz die Adrenalinspiegel erhöht sind und es zumindest am Herzen nicht zu einer 
Herunterregulation der α1-Rezeptoren kommt (122, 173, 278), könnte dies zu einer vermehrten 
Aktivität bei Herzinsuffizienz führen. Auch die Angiotensin-Achse aktiviert PKCα im Herzen über 
den AT-1-Rezeptor (279). Myostatin hemmt die PKCα-Aktivierung über den Regulator of G-Protein-
Signaling (153, 154). Zudem ist die PKC an der insulinabhängigen Verstärkung der Apelin-Bildung 
beteiligt (115). 

1.3.8 Adenosin-Monophosphat-abhängige Kinase (AMPK) 

Auch die Adenosin-Monophosphat-abhängige Kinase (AMPK) ist ein wichtiger Regulator für den 
Muskelzellstoffwechsel (280) und wird ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit am Modell im 
Skelettmuskel untersucht. Sie kommt in zwei synergistisch agierenden Formen, die sich in ihrer 
Untereinheitenzusammensetzung unterscheiden, vor: einerseits als AMPK-α1, die im Skelettmuskel 
vornehmlich eine Hypertrophie hemmt, und andererseits als AMPK-α2, die vornehmlich eine Atrophie 
begünstigt (280). Physiologischerweise wird sie in Antwort auf eine hohe Adenosin-Monophosphat 
(AMP) bzw. Adenosin-Diphosphat (ADP)-Konzentration relativ zur Adenosin-Triphosphat (ATP)-
Konzentration in der Zelle aktiviert und agiert so als Sensor für Energiemangel in der Zelle (281, 282). 
Im Skelettmuskel geschieht dies typischerweise im Rahmen von Muskelkontraktionen (283–285). 

Abb. 1.3.6 Regulation und Funktion der Proteinkinase C α (PKC). 
Adrenalin und Noradrenalin binden am α1-Adrenorezeptor, welcher 
über ein kleines Gq-Protein die PKC aktiviert. Myostatin bindet den 
Activin-Rezeptor IIB, der indirekt den Regulator of G-Protein-Signaling 
2 (RoGPS2) aktiviert, der das G1-Protein hemmt und damit die PKC-
Aktivierung vermindert. Angiotensin II bindet den Angiotensin 
Rezeptor 1 (AT1-Rezeptor), der indirekt die PKC-Aktivität steigert. Die 
PKC aktiviert sich selbst bei Bildung von Phosphatidylserin und 
Calcium (Ca2+). Sie hemmt die Sarcoplasmatic reticulum Calcium 
ATPase (SERCA), die Calcium aus dem Sarkoplasma in das 
sarkoplasmatische Retikulum exportiert. Sie hemmt die Myosin-
Leichte-Ketten-Kinasen-Aktivität (braun dargestellt) im Sarkomer und 
reduziert die Muskelsteifigkeit durch eine Phosphorylierung der PEVK-
Region von Titin (blau/schwarz dargestellt). PKC stimuliert zudem den 
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFKB) 
und die Extracellular-Signal-Regulated Kinases 1 und 2 (ERK 1/2) 
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Zusätzlich kann sie durch eine Phosphorylierung von Threonin 172 in ihrer Aktivität gesteigert 
werden, was klassischerweise durch die AMPK-Kinase geschieht (286).  

Sie agiert als 
Energiesensor der Zelle. 
Als Antwort auf einen 
Energiemangel reduziert 
sie vornehmlich die 

Aktivität 
energiebedürftiger 

Prozesse wie der 
Proteinsynthese durch eine 
Hemmung der mTOR-
Aktivität und der 
Elongation (287–291). 
Gleichzeitig erhöht sie die 

zelluläre 
Glucoseaufnahme, regt die 
Fettsäureoxidation an und 
stimuliert die Autophagie 
und die Proteindegradation 
über das Ubiquitin-
Proteasom-System (113, 
137, 292–303). Sie 
interagiert intrazellulär mit 
vielen weiteren 
Signalkaskaden. So 
kommt es zu einer 

gegenseitigen 
Kreuzaktivierung der 
AMPK-Kaskade und der 
CamK-Kaskade (202, 
203). Zusätzlich stimuliert 
die AMPK PGC1α (304). 
Sie wird von Akt 
gehemmt, von Erk1/2 
jedoch indirekt in ihrer 

Aktivität stimuliert (305–307) (siehe Abb. 1.3.7) und interagiert so mit weiteren wesentlichen 
Signalwegen der Muskeltrophieregulation. 

 Die AMPK ist wesentlich an der Regulation der Muskeltrophie beteiligt (308). Sie vermittelt die 
Atrophie bei Denervierung, ist bei Inaktivität vermindert, jedoch gleichzeitig für eine effiziente 
Muskel-regeneration notwendig (309–311). Dabei scheint der Effekt je nach Muskelfasertyp unter-
schiedlich zu sein. In oxidativen, langsamen Typ I-Fasern führt Inaktivität zu einer deutlichen 
Reduktion der AMPK-Aktivität, während die Reduktion in schnellen Fasertypen geringer aufällt 
(310). 

Für einige Signalwege im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz ist ein direkter Einfluss auf die 
AMPK bekannt. So erhöhen IL-6 und TGFβ die AMPK-Aktivität (137, 153). Apelin erhöht die 
AMPK-Aktivierung durch Phosporylierung, was für dessen kraftsteigerne Wirkung am Skelettmuskel 
essentiell ist (107, 113, 303). Zum Effekt von Myostatin auf die AMPK gibt es kontroverse 
Ergebnisse. Es konnte gezeigt werden, dass Myostatin im Skelettmuskel die Proteinsynthese AMPK-
vermittelt hemmt, während am Herzen die AMPK-Aktivität durch Myostatin gehemmt wurde (153, 
312). Ob dieser Effekt auf unterschiedliche Einflüsse auf die AMPK-Isoformen oder aber eine 
gewebespezifisch differente Regulation handelt, ist unklar.  

Abb. 1.3.7 Aktivität und Regulation Adenosin-Monophosphat-abhängige 
Kinase (AMPK). Die Adenosin-Monophosphat-abhängige Kinase wird bei 
einer Verschiebung des Verhältnisses von Adenosin-Monophosphat (AMP) und 
Adenosin-Diphosphat (ADP) zu Adenosin-Triphosphat (ATP) in Richtung der 
weniger phosphorylierten Varianten aktiviert. Sie unterteilt sich in zwei 
Subtypen, den Typen AMPK-α1 (α1) und AMPK-α2 (α2). Die AMPK-α1 
hemmt vornehmlich die Muskelhypertrophie und Proteinsynthese. Die AMPK-
α2 fördert die Apoptose, die Proteindegradation und die Autophagie. Die 
AMPK wird von der Adenosin-Monophosphat-abhängige Kinase Kinase 
(AMPKK) aktiviert. Es besteht eine Kreuzaktivierung durch die Calmodulin-
abhängige Kinase-Kaskade, bei der die Calmodulin-abhängige Kinase Kinase 
(CAMKK) neben der Calmodulin-abhängige Kinase (CAMK) auch die AMPK 
aktiviert und gleichzeitig die AMPKK ebenfalls die CAMK aktiviert. Zudem 
wird die AMPK indirekt durch die Extracellular-Signal-Regulated Kinases 1 
und 2 (ERK 1/2) aktiviert. Sie hemmt zudem mechanistic Target of Rapamycin 
(mTOR), das seinerseits die Proteinkinase Bα (Akt/PKB) aktiviert, die die 
AMPK hemmt. Zudem stimuliert die AMPK die Aktivität von Peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1α) 
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1.4 Kontraktiler Apparat in Skelettmuskelzellen 

1.4.1 Sarkomerstruktur 

Die durch die Skelettmuskelzellen ermöglichte mechanische Aktivität eines Muskels wird durch einen 
intrazellulären, kontraktionsfähigen makromolekularen Komplex gewährleistet, der als Sarkomer 
bezeichnet wird (313). 

 
den Zytoskelett verbunden werden. In der zweiten Vergrößerung sind die einzelnen Myosin-Köpfchen im 
Polymer (Dunkelbraune querliegende Struktur) dargestellt, die an dem repetitiven Aktinpolymer (gelbe, 
horizontale Doppelhelix) binden, welche wiederum auf der Z-Scheibe (vertikaler, dunkelbauner Balken) 
ansetzen. Hier ist zudem Titin (schwarzes Filament mit hellblauer PEVK-Region) dargestellt und 
unterschiedliche Interaktionspartner des Sarkomes sind angedeutet. 

Lichtmikroskopisch zeigten Skelettmuskelzellen einen hochstrukturierten, repetitiven Aufbau aus 
isotropen und anisotropen Bande im Sarkoplasma, wobei die Bandenkonraktion mit einer Annäherung 
und Verschmälerung der isotropen Banden zu einer Zellkontraktion führt (314). Diese Beobachtung ist 
durch das ineinanderschieben verschiedener, filamentöser Makromoleküle zu erklären, was unter dem 
Namen Sliding filament theory zusammengefasst wird (314). 

Die anisotrope Bande besteht dabei aus sterisch modifizierbaren Myosin-Filamenten, die isotrope 
Bande aus strukturgebenden Aktin-Filamenten, die an der Z-Scheibe in der Mitte der isotropen Bande 
aufgehängt sind (315). Die Z-Bande verbindet Aktinmoleküle und integriert das Sarkomer in das 
Zytoskelett (316). Zusätzlich spannen Titinmoleküle zwischen Z-Bande und Myosinfilamenten und 
vermitteln durch ihre Eigenelastizität die passive Muskelkraft bei Dehnung (317). 

Myosinproteine kommen in aus Myosinmultimeren gebildeten Filamenten vor. Jedes einzelne Protein 
beinhaltet eine Kopfregion, die mit Aktin interagieren kann (318), und eine Schwanzregion, die für die 
Polymerisation von mehreren Myosinmolekülen essentiell ist (319). Zusätzlich werden diese 
Multimere in der M-Bande entgegen der Kontraktionsrichtung mit weiteren Myosinmultimeren 
verbinden und sterisch in der anisotropen Bande stabilisiert (320). 

Abb 1.4.1 
Schematischer Aufbau 
des kontraktilen 
Apparates einer 
Skelettmuskelzelle.  
Dargestellt ist oben die 
mikroskopische 
Querstreifung aus 
dunklen, anisotropen 
Banden, in denen 
Myosinpolymere liegen 
und hellen, isotropen 
Banden, in denen die Z-
Scheibe und Aktin 
liegen. In der ersten 
Vergrößerung sind die 
Myosinpolymere als 
horizontale, hellbraune 
Balken dargestellt. Sie 
liegen zwischen 
Aktinfilamenten (gelbe, 
horizontale Balken), die 
über die Z-Scheibe 
(vertikaler, 
dunkelbrauner Balken) 
stabilisiert und mit 
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1.4.2  Chemomechanische Krafttransduktion 

Über die Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) im Sarkomer ist der Skelettmuskel eine aktive 
Kontraktion möglich. Hierbei spielt eine Konformationsänderung der einzelnen Myosinmoleküle 
innerhalb des Multimers bei gleichzeitiger Interaktion mit Aktin die entscheidende Rolle (321). 

Der Myosinkopf besitzt eine ATPase-Domäne und durchläuft im Rahmen der ATP-Hydrolyse eine 
Konformationsänderung in Interaktion mit Aktin, die zu einem Wechsel der Interaktionsstelle auf dem 
Aktinpolymer und mikroskopisch zu einem Ineinanderrutschen der Filamente führt (322). Dieser 
Vorgang läuft gleichzeitig an unterschiedlichen Moysinmolekülen ab und weiderholt sich an der 
nächsten Interaktionsstelle mit Aktin, was als Querbrückenzyklus bezeichnet wird. Bei niedriger 
intrazellulärer Calciumkonzentration blockiert das Molekül Tropomyosin durch Aktinbindung sterisch 
die Aktin-Myosin-Interaktion, hemmt so die ATP-Hydrolyse durch Myosin und ermöglicht eine 
Regulation der Kontraktionsaktivität (323). 

Innerhalb des Myosin-Multimers liegen 
Myosinmoleküle je nach Isotyp als Dimere 
oder Monomere vor. Bei Myosindimeren 
im Myosinmultimerkomplex ergibt sich 
durch einen Versatz des Querbrückenzyklus 
zwischen beiden Myosin-Köpfen ein 
Wechselspiel aus fester Bindung eines 
Kopfes, Repositionierung der 
Bindungsstelle des freien Kopfes, dann 
wiederum fester Bindung des Letzteren und 
Mobilisation des Ersteren, was als hand 
over hand-Modell bekannt ist (324). 
Einzelne Myosintypen zeigen eine hohe 
Bindungsaffinität für Aktin mit geringer 
ATP-Hydrolyserate, sodass eine 
Stabilisierung der Aktin-Myosin-Interaktion 
resultiert, die es anderen Myosinmolekülen 
ermöglicht weiter in Kontraktionsrichtung 
gelegene Bindungsstellen am Aktinpolymer 
zu binden (325). 

Für die chemomechanische Transduktion ist 
also die strukturell-festgelegte Interaktion 
von Aktin- und Myosin wie sie durch die 
Strukturmoleküle des Sarkomers 
vorgegeben wird entscheidend und kann 
einen Einfluss auf deren Regulation 
nehmen. Die Rolle des Titinmoleküls in 
diesem Rahmen soll als Gegenstand dieser 
Arbeit im folgenden Abschnitt näher 
beleuchtet werden. 

1.5 Titin 

1.5.1 Übersicht 

Das Titinprotein ist ein Sarkomerprotein 
von entscheidender Bedeutung für die 
Mechanik von Muskelzellen und für die 
Umsetzung mechanischer Reize in eine biochemische Zellantwort (siehe Abb. 1.5.1). Es ist 
Zielstruktur von Modifikationen induziert durch unterschiedliche Signalwege und interagiert mit einer 
Reihe von Proteinen, die in Antwort auf einen mechanischen Reiz den Zellstoffwechsel beeinflussen.  

Abb. 1.4.2 Schematischer Ablauf der Filamentverschiebung 
im Rahmen der Kontraktion.  Dargestellt sind Aktin (blaue 
Doppelhelix),  Z-Scheiben (vertikaler blauer Balken), Myosin 
(horizontaler Balken mit keulenförmigen Fortsätzen) und Titin 
(schwarzes Filament). Bei der Kontraktion wandern die 
Myosinköpfe dem Querbrückenzyklus folgend am Aktin entlang, 
was zu einer Annäherung der beiden Z-Scheiben führt. Diese 
Kontraktion wird über die Z-Scheibe an das Zytoskelett und somit 
die gesammte Muskelzelle weitergegeben. Gleichzeitig kommt es 
zu einer Verkürzung und mechanischen Vorspannung von Titin. 
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Im Folgenden werden relevante Erkenntnisse über die mechanischen Einflüsse von Titin dargestellt, 
anschließend mögliche Modifikationen am Titin-Protein erläutert, die die Mechanik beeinflussen 
können, und zuletzt ein Fokus auf mit Titin interagierende Signalwege mit Relevanz im Rahmen der 
Herz- und Skelettmuskelerkrankungen gelegt. 

1.5.2  Titinphysiologie und 
Mechanik 

Titin ist ein gigantisches 
Sarkomerprotein, das in einer klar 
strukturierten epitopenspezifischen 
Anordnung das halbe Sarkomer 
überspannt (326, 327). Es bindet in 
seiner Zwischen-Streifen (Z-

Streifen)-nahen Region an Aktin und 
in der anisotropen Bande (A-Bande) 
an Myosin (5, 328, 329). Dabei 
bildet es in der isotropen Bande (I-
Bande) symmetrische Hexamere 
(330). Am Z-Streifen interagiert es 
zusätzlich mit Nebulin, was eine 
Rolle bei der Koordination der 
Sarkomerstruktur spielt (331–333). 

Unter den Titinisoformen 
unterscheidet man je nach 
Vorhandensein von weiteren 
Domänen N2A-Titin, N2B-Titin 
oder bei gleichzeitigem Vorhandensein beider Domänen N2BA-Titin. Da die N2B-Sequenz nur im 
Herzen exprimiert wird, findet sich im Skelettmuskel ausschließlich N2A-Titin (178, 334). Dieses 
kann sich jedoch in der Länge und Steifigkeit seiner elastischen Domänen unterscheiden, wird also in 
skelettmuskelspezifischen Isoformen exprimiert. 

Innerhalb des Proteins befinden sich zwei elastische Domänen. Es gibt eine repetitive Immunglobulin-
like (Ig)-Domäne und die Prolin-, Glutamin-, Valin- und Lysinreiche Region (PEVK-Region), die 
beide bestimmte mechanische Funktionen erfüllen (335). In der Ig-Domäne finden sich 
Immunglobulin-ähnliche und Fibronektin-Strukturen in einem repetitiven Muster, die durch Linker-
Regionen miteinander verknüpft werden. Zwischen einander sind die Domänen dehnbar, wobei das 
Ausmaß dieser Dehnbarkeit von der Länge der Linker-Region abhängt (336, 337). 

Die größte Bedeutung kommt dem Protein im Zusammenhang mit der passiven Muskelmechanik zu. 
Es vermittelt gemeinsam mit Kollagen die passive Muskelfasersteifigkeit und ist entscheidend für die 
passive Steifigkeit des Sarkomers (5–8). Das Verhältnis, in dem Kollagen und Titin über die 
Muskelsteifigkeit bestimmen, ist je nach Muskel unterschiedlich wie auch die 
Titinisoformenexpression (7). Hierbei gibt es meistens nur eine Isoform pro Muskel, in manchen 
Muskeln wie dem Musculus psoas (M. psoas) kommen jedoch auch mehrere vor (7).  Die 
Titinisoformen in langsamen, oxidativen Muskelfasern sind größer als in schnellen Muskelfasern (7, 
338). Es wurde beobachtet, dass grundsätzlich in langsamen, oxidativen Muskelfasern die passive 
Steifigkeit bei Dehnung höher ist, als in schnellen Muskelfasern,  wohingegen der Anteil, den Titin an 
dieser Fasersteifigkeit hat, verglichen mit schnellen Fasern geringer ist (7, 338). 

Abb. 1.5.1 Schematischer Aufbau von Titin und Lokalisation am 
Sarkomer. Es bindet im Z-Streifen (vertikaler blauer Balken) an 
Aktin und in der anisotropen Bande an Myosin (horizontaler Balken 
mit keulenförmigen Fortsätzen). Es besitzt eine modifizierbare, 
elastische Domäne die Prolin-, Glutamin-, Valin- und Lysinreiche 
PEVK-Region (blaue Feder) und eine weitere mechanische Region 
die Immunglobulin-like Domains auf (schwarze Kreise). An der Z-
Scheibe bindet es zusätzlich an Muscle LIM (lin-11, islet-1, mec-3)-
Proteine (MLP, grünes Rechteck), in seiner interfilamentären 
Region bindet es an Muscle Ankyrin-Repeat Proteine (violettes 
Sechseck), und in der I Bande bindet es an muscle RING-finger 
protein-1 (MuRF1) (dunkelblaue Raute) und weist hier eine 
Kinasedomäne (hellblauer Kreis) auf 
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Für das Verhalten von Titin während einer Dehnung 
ist die sequenzielle Extensionstheorie etabliert. Nach 
dieser verlängert sich bei schwacher Dehnung 
zunächst die Immunglobuline-like-Domäne (Ig-
Domäne), ohne dabei in relevantem Maße passive 
Kraft zu generieren (335, 338–346). Bei weiterer 
mittelstarker bis starker Dehnung kommt es dann 
zusätzlich zu einer Dehnung der PEVK-Region, die 
dabei große passive Kraft erzeugt (335, 338–346). 
Demzufolge entscheidet die Länge der Ig-Domäne 
im Titin vornehmlich über die Sarkomerlänge und 
die Länge und Steifigkeit der PEVK-Region über die 
passive Steifigkeit des Sarkomers (335, 338–346) 
(siehe Abb. 1.5.2). Wird die Muskelfaser dann noch 
weiter gedehnt werden zunehmend extrasarkomere 
Strukturen für die passive Steifigkeit relevant (347). 

Bei einer aktiven Muskelkontraktion, wird der von 
Titin überbrückte Raum zwischen Myosin und dem 
Z-Streifen kleiner, wobei sich Titin elastisch 
mitbewegt (348). Hierbei konnte gezeigt werden, 
dass eine Calciumbindung an Titin im Rahmen der 

Kontraktion das Protein an der PEVK-Region verkürzt und versteift (349). Es konnte zudem gezeigt 
werden, dass Titin das Sarkomer bei einer Kontraktion stabilisiert (350). 

Besonders prominent ist die Rolle von Titin für die dehnungsinduzierte Kraftsteigerung am Herzen, 
bekannt als Frank-Starling-Mechanismus. Dort erhöht eine Dehnung der Herzmuskelfasern nicht nur 
die passive Kraft durch Titin, sondern auch die aktive Kraft bei 
gleichzeitig erhöhter Calciumsensitivität (18, 19). Dieser Effekt scheint 
nicht durch die Anzahl an Querbrückenbindungen erklärbar zu sein 
(351). Es konnte gezeigt werden, dass sich bei Dehnung die Dichte aus 
Myosin- und Aktinfilamenten erhöht, sodass sich der Abstand um die 
Querbrücken reduziert (20). Dieser Effekt ist bei längeren Titin-
Isoformen vermindert ausgeprägt, während Steifere ihn verstärken (20, 
21). Betrachtet man die Anordnung der Sarkomerproteine, leuchtet ein, 

Abb. 1.5.2 Aufbau der mechanisch relevanten 
Titindomänen im Rahmen der sequentiellen 
Extensionstheorie. Die Immunglobuline-like-
Domänen (Ig-Domänen) verlängern sich bis zu 
einem gewissen Grad ohne große passive 
Kraftentwicklung. Erst anschließend erfolgt die 
Dehnung der elastischen Prolin-, Glutamin-, Valin- 
und Lysinreiche PEVK-Region, bei deren Dehnung 
große passive Kraft entsteht 

Abb. 1.5.3 Schema zur 
mechanischen Grundlage des 
Frank-Starling-
Mechanismus. Links: 
Schematisiertes Sarkomer mit 
Aktin (hellblaue Doppelhelix), 
verankert in der Z-Linie 
(vertikaler Balken) und 
Myosin-Polymer (horizontaler 
Balken mit keulenförmigen 
Fortsätzen). Quer dazwischen 
verspannt liegen Titin-Proteine 
(schwarz-blaue Kette). Bei 
Dehnung wird durch begrenzte 
Verlängerbarkeit von Titin das 
Sarkomer insgesamt gestaucht, 
sodass sich Aktin- und 
Myosinfilamente annähern. 
Rechts: Schematischer 
Querschnitt durch das 
Sarkomer. Myosin (dunkelbaue 
Kreise) und Aktin (hellblaue 
Kreise) sind durch Titin 
(schwarze Linien) verbunden. 
Kommt es zu einer 
Sarkomerdehnung verringert 
sich der interfilamentäre 
Abstand durch die 
Titinfixierung in beiden 
Filamenten 
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dass Titin bei vermehrter Dehnung aufgrund seiner queren Verspannung zwischen Aktin und Myosin-
Filamenten diese zueinander zieht (siehe Abb 1.5.3). Bei Herzinsuffizienz ist der Mechanismus am 
Herzen eingeschränkt (351). Ob dieser Effekt auch im Skelettmuskel eine Rolle spielt is weniger gut 
untersucht, jedoch korrelieren auch hier längere Titinisoformen mit einer reduzierten aktiven Kraft, 
Calciumsensitivität und Dehnungsaktivierung (352). Aufgrund des analogen Aufbaus des Sarkomers 
im Herz- und im Skelettmuskel, könnte der Effekt also übertragbar sein. 

1.5.3 Titinmodifikationen 

Eine schnelle Regulation von Titin erfolgt durch die Phosphorylierung spezifischer Sequenzen. Für 
eine Vielzahl von Kinasen aus unterschiedlichen Signalwegen ist dabei gezeigt worden, dass sie Titin 
phosphorylieren. Außerdem ist bekannt, dass Titin insgesamt eine hohe Grundphosphorylierung 
aufweisen kann (17). Es sind Phosphorylierungen durch ERK1/2, die cdc-like-Proteinkinasen, 
Proteinkinase G (PKG) , Proteinkinase A (PKA) , Proteinkinase C (PKC) und CamKII bekannt. (17, 
175–177, 353–357).  

Die Proteinkinase G verringert abhängig von cyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP) die 
Steifigkeit kardialen Titins durch Phosphorylierung in der N2B-Region, was dessen Ruhelänge erhöht 
und bei Herzinsuffizienz vermindert abläuft (355). Auch wenn neben einer Phosphorylierung des 
herzspezifischen N2B-Titins auch eine Phosphorylierung des skelettmuskeltypisichen N2A-Titins 
durch die PKG in vitro nachgewiesen wurde, fand sich bei letzterem keine Veränderung der passiven 
Steifigkeit (355). Auch wenn also der cGMP-PKG-Signalweg bei Herzinsuffizienz beeinträchtigt ist, 
ist ein direkter Einfluss auf skelettmuskuläres Titin auf Grundlage dieser Daten nicht zu erwarten. 

Auch die Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert herzspezifisch Titin und reduziert so dessen 
Steifigkeit (175–177, 355). Es phosphoryliert sowohl N2B- als auch N2BA- Titin, wobei der Einfluss 
auf die Mechanik von N2B-Titin stärker ausgeprägt zu sein scheint, als der auf N2BA-Titin (176). Zu 
der Frage, ob die PKA auch das Skelettmuskuläre N2A-Titin phosphorylieren kann, gibt es 
kontroverse Ergebnisse (175, 358). Jedoch gelang selbst in der Arbeitsgruppe, die eine 
Phosphorylierung beobachtet hat, kein Nachweis eines Einflusses auf die mechanischen Eigenschaften 
von N2A-Titin (358). Daher spielt die PKA wohl bei der mechanischen Regulation von Titin im 
Skelettmuskel auf direktem Weg keine Rolle, könnte aber einen Einfluss auf andere Signalwege 
haben, die Sekundäreffekte verursachen. 

Eine weitere Kinase, die Titin am Herzen phosphoryliert und die passive Steifigkeit erhöht, ist die 
Calmodulin-abhängige Kinase IIδ (CamKIIδ). Dies erfolgt sowohl in der PEVK-Region an Serin 
12022 und Serin 12884, als auch in der N2B-Region (356, 357). Im Herzinsuffizienzmodell ist die 
Expression der CamKIIδ erhöht (359). In Antwort darauf kommt es zu einer vermehrten 
Phosphorylierung der N2B-Region, während die Phosphorylierung der PEVK-Region unverändert 
bleibt (357). Wie oben beschrieben könnte es bei einer Herzinsuffizienz zu einer vermehrten Aktivität 
der CamKII-Kaskade womöglich auch im Skelettmuskel kommen. Da allerdigs die PEVK-
Phosphorylierung im Herzen unbeeinträchtigt war, und lediglich diese Region auch im Skelettmuskel 
exprimmiert wird, ist hieraus kein zu erwartender Einfluss auf die Titinmechanik im Skelettmuskel 
abzuleiten. 

Im Skelettmuskel erhöht die PKCα die Steifigkeit von Titin. Sie phosphoryliert Titin in der PEVK-
Region an Serin 11878 und Serin 12022, was die passive Steifigkeit erhöht (16, 17). Wie oben 
beschrieben konnte zumindest am Herzen gezeigt werden, dass die PKCα bei Herzinsuffizienz 
vermehrt aktiv ist und es zu einer vermehrten Phosphorylierung von Serin 11878 kommt, während die 
Phosphorylierung von Serin 12022 scheinbar vermindert ist (12–15). Ob die PKCα auch am 
Skelettmuskel im Rahmen der Herzinsuffizienz einen Einfluss auf Titin nimmt, ist unklar. Da aber wie 
oben beschrieben PKCα-aktivierende Signalwege bei Herzinsuffizienz vermehrt aktiv sind, liegt diese 
Erwartung nahe. 
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1.5.4 Titinabbau 

Die Mechanismen und der 
genaue Vorgang, nachdem der 
Abbau des Titin-Proteins 
erfolgt, ist weiterhin 
Gegenstand aktueller 
Forschung. Hier soll nur ein 
Überblick über beteiligte und 
im Rahmen dieser Arbeit 
relevante Mechanismen 
gegeben werden. 

 Trotz seiner enormen Größe 
spielt auch beim Titin das 
Ubiquitin-Proteasom-System 
eine entscheidende Rolle in 
dessen Abbau. So wird Titin 
direkt von MuRF-Proteinen 
ubiquitiniert (226). 
Interessanterweise bindet 
MuRF1 an Titin in der Nähe der 
Titinkinasedomäne (228). Auch 
Muskel RING-finger Protein 2 
(MuRF2) interagiert vermittelt 
über das Zink-Finger-Protein 
nbr1 und Ubiquitin-assoziiertes 
p62 (SQSTM1) mit Titin (31). 
Dies könnte womöglich an der 
inaktivitätsgesteuerten 
Aktivierung der 
Proteindegradation im Muskel 
beteiligt sein (31). 

Auch für die Matrix-
Metalloproteasen konnte eine 
Funktion im Titinabbau 
beobachtet werden. Es ist 
zudem bekannt, dass der durch sie vermittelte Abbau nach einer Herzmuskelischämie und bei 
Herzinsuffizienz am Herzen verstärkt abläuft (360, 361). Mechanistisch konnte gezeigt werden, dass 
sowohl die AT-ACE-Aldosteronachse als auch inflammatorische Pathways über eine Aktivierung von 
Erk1/2 die Transkription von Matrix-Metalloproteasen induzieren (143, 164, 165) (siehe Abb 1.5.4). 
Da erhöhte Serumspiegel eines metalloproteasen-spezifischen Abbauprodukts von Titin mit 
Muskelatrophie korrelieren (362), ist anzunehmen, dass der Abbau auch im Skelettmuskel eine Rolle 
spielt. Da sowohl die AT-ACE-Aldosteronachse, als auch inflammatorische Pathways bei 
Herzinsuffizienz systemisch erhöht sind, könnten sie eine Aktivierung der Matrix-Metalloproteasen 
auch im Skelettmuskel induzieren (143, 164, 165). 

Auch für Calpaine ist eine Relevanz im Zusammenhang mit dem Titinabbau bekannt. Während 
Calpain 1 calciumabhängig hochaffin an die Ig-Domäne von Titin bindet, bindet Calpain 3 calcium- 
und calmodulinabhängig Titin an der N2A-Region und vermittelt dessen Abbau (205, 363, 364). Über 
diesen Weg können also die calciumabhängigen Signalwege den Abbau von Titin induzieren. 

An der Stabilisierung von Titin gegen Schaden und dessen Abbau sind Chaperone beteilitgt. Das Heat-
Shock-Protein 90 (Hsp90) bindet Titin, nachdem es von Smyd2-methyliert wurde. Es konnte gezeigt 
werden, dass dies Titin stabilisiert (265). Auch Hsp27 bindet stressabhängig an Titin (264). Eine 
Besondere Rolle am Herzen nmmt αB-Cristallin ein. Es bindet stressinduziert an N2B-Titin im 

Abb. 1.5.4 Prozesse beim Abbau von Titin. Im Rahmen einer 
Inflammation sowie durch die Aktivität von Angiotensin II kommt es 
zu einer gesteigerten Aktivität von Matrix-Metallo-Proteinasen 
(MMP). Diese sind am Abbau des Titinproteins (schwarz-blau 
dargestellt) beteiligt. Über das Zink-Finger-Protein nbr1 und 
Ubiquitin-assoziiertes p62 (SQSTM1) ist muscle RING-finger 
protein-2 (MuRF2) an Titin gebunden und an dessen Abbau beteilgt. 
Auch das muscle RING-finger protein-1 (MuRF1) bindet Titin und 
spielt eine Rolle in dessen Abbau. Über Calcium (Ca2+)-abhängige 
Signalwege kommt es zu einer Ca2+- und Calmodulin-abhängigen 
Aktivierung von Calpacin 1 und 3. Diese beteiligen sich ebenfalls am 
Abbau von Titin. SET and MYND Domain Containing 2 Protein 
(Smyd2) methyliert das Heat Shock Protein 90 (HSP 90). Dieses 
bindet und stabilisiert so Titin. Das Heat Shock Protein 27 (HSP27) 
bindet bei Zellstress vermehrt an Titin und trägt ebenfalls zu dessen 
Stabilisierung bei. Zusätzlich fördern MuRF1 und MuRF2 im 
Allgemeinen die zelluläre Proteindegradation 
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Herzen, erhöht so dessen passive Kraft bei Dehnung und hemmt womöglich dessen Abbau nach 
Ischämie. Es verhindert aber auch die Assoziation von unterschiedlichen Titinfilamenten bei Dehnung, 
was das Sarkomer versteifen würde (263, 365, 366). Es wird diskutiert, ob diese besondere Rolle von 
αB-Cristallin am Herzen im Skelettmuskel von Cardiac ankyrin repeat protein (CARP) eingenommen 
wird (358). 

1.5.5 Muscle Ankyrin Repeat Proteine (MARP) 

Neben ihrer diskutierten Funktion als Chaperone interagiert die Familie der Muscle ankyrin repeat 
proteins (MARP), zu der das cardiac ARP (CARP), das diabetes-related ARP (DARP) und das 
Ankyrin repeats containing domain 2 (Ankrd2) gehören, mit unterschiedlichen Signalwegen und dem 
Titinprotein. 

Die Interaktion mit Titin 
erfolgt spezifisch in der 
N2A-Region und 
beeinflusst deren 
Mechanik. Sowohl für 
CARP als auch für 
DARP ist eine 
spezifische Interaktion 
mit Titin nachgewiesen 
(367–369). Es ist ferner 
bekannt, dass CARP 
durch Bindung an Titin 
dessen Steifigkeit erhöht 
und dessen Modifikation 
durch Phosphorylierung 
beeinflusst (358, 369). 
Analog zu dieser 
Beobachtung führt ein 
Fehlen der MARP zu 
Fasern mit geringerer 
Steifigkeit, erhöhter 
Ruhesarkomerlänge und 

langsameren Fasern (245). 

 Der Titin-MARP-Komplex beeinflusst die skelettmuskuläre Trans-kription dehnungs-abhängig. 
Durch Dehnung kommt es zu einer vermehrten Expression von MARP und einer Translokation in den 
Kern (25). Ob dieser Effekt durch Titin vermittelt wird, ist unklar, jedoch erscheint es durch die 
Bindung der Proteine an Titin und die Tatsache, dass Titin im Rahmen der Dehnung seine Struktur 
ändert, einleuchtend, dass eine direkte Interaktion die Translokation veranlasst. Es sind 
unterschiedliche Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren belegt, die zu einer veränderten Expression 
führen (22–24). CARP stimuliert p53, einen wichtigen Regulator der Apoptose, der seinerseits 
wiederum die Expression von CARP stimuliert (23) (siehe Abb 1.5.5). Außerdem hemmt CARP 
NFKB, wobei gezeigt werden konnte, dass Calpain 3 diesen Einfluss hemmt (24). In der gleichen 
Studie konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass die Beeinträchtigung von NFKB auch die MuRF-
Expression beeinträchtigt (24). Dennoch ist die intrazelluläre CARP-Expression bei unterschliedlichen 
Formen der Muskelatrophie wie durch Denervierung oder genetische Defekte im Skelettmuskel erhöht 
und macht eine entscheidende Rolle dieses Regulationsproteins wahrscheinlich (24). 

MARP spielen außerdem eine Rolle im Muskelzellstoffwechsel und beeinflussen den Fasertypen. Sie 
werden von exzentrischen Kontraktionen induziert und begünstigen die Bidung von schnellen-
glykolytischen Fasern (244–246). Dennoch konnte in einer anderen Arbeit gezeigt werden, dass 
zumindest Ankrd2 in langsamen, oxidativen Typ I-Fasern vermehrt exprimiert wird (370). In 
Anbetracht dessen ist der genaue Zusammehang von MARP und den Fasertypen unklar und eine 
unterschiedliche Rolle für unterschiedliche MARP denkbar. 

Abb. 1.5.5 Lokalisation und Funktion der Muscle Ankyrin Repeat  Proteine 
(MARP). MARP binden spezifisch in der N2A-Region von Titin und beeinflussen 
dessen Mechanik. Gleichzeitig kommt es abhängig von der körperlichen 
muskulären Aktivität und Einflüssen wie Denervierungen zu einer Translokation 
von MARP in den Zellkern. Dort aktivieren sie das p53-Protein (p53) und hemmen 
die Aktivität von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 
(NFKB), wobei sie von Calpacin 3 gehemmt werden. Zudem stimulieren  MARP 
ein Expressionsmuster, das den glykolytische Stoffwechsel steigert 
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Zudem konnte unter unterschiedlichen Einflüssen eine veränderte Expression von MARP 
nachgewiesen werden. So kommt es einerseits im Skelettmuskel bei körperlicher Aktivität zu einer 
vermehrten Expression von CARP und ankrd2, während andererseits auch eine Denervierung zu einer 
vermehrten Expression von CARP und Ankrd2 führt (26, 370, 371). Die expressionsstimmulierenden 
Einflüsse körperlichen Trainings auf MARP scheint also nicht von der Innervation sondern von 
anderen Mechanismen abhängig zu sein. 

Am Herzen ist bei der dilatativen Kardiomypathie die Expression von CARP, DARP und ankrd2 
erhöht (372). Außerdem konnte gezeigt werden, dass DARP im Herzen bei Diabetes sowie vermehrter 
Glucosezufuhr hochreguliert und bei Nahrungsmangel herunterreguliert ist (373). Ob derartige 
Veränderungen bei Herzinsuffizienz oder Diabetes auch im Skelettmuskel ablaufen, ist unklar. 

1.5.6 LIM-Proteine 

Lin-11, Islet-1, and Mec-3-Proteine (LIM-Proteine) sind eine Familie von zellulären Signalproteinen, 
die Funktionen im Rahmen der zellulären Stressantwort, der Zelldifferenzierung und dem Erhalt eines 
intakten Zytoskeletts übernehmen und teilweise mit Titin interagieren. 

LIM-Proteine spielen eine besondere Rolle bei der Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen 
anderer Proteine (374). Es konnte für unterschiedliche LIM-Proteine nachgewiesen werden, dass sie 
für die Intaktheit der Zytoarchitektur am Herzen und am Skelettmuskel essenziell sind (29, 375, 376).  

Sie liegen in der Zelle 
assoziiert an das 
Zytoskelett in 
Oligomeren vor und 
können als Antwort auf 
bestimmte Stimuli in den 
Zellkern migrieren und 
dort die Transkription 
beeinflussen (27). Sie 
werden durch körperliche 
Aktivität in ihrer 
Expression stimuliert und 
bewegen sich dann 
vermehrt in den Zellkern 
(26, 28). Dort 
interagieren sie mit den 

Transkriptionfaktoren 
MyoD und Myogenin 
und erhöhen deren 
DNA-Bindungsaktivität, 
wobei dem Muskel-
LIM-Protein (MLP) eine 
besondere Bedeutung 
zukommt (377). Dieser 
Weg wird auch durch 

Muskelzellschäden 
induziert und es konnte 
gezeigt werden, dass die 
gesteigerte MyoD-

Aktivität umso stärker ausfiel, wenn die anderen LIM-Proteine neben MLP ausgeschaltet sind (245). 
Eine Hemmung der Myosin-ATPase-Aktivität, konnte jedoch die Translokation von MLP in den 
Zellkern hemmen (28, 378). 

MLP interagiert mit Titin und induziert neben den von ihm beeinflussten Transkriptionsfaktoren auch 
die Calcineurin-NFAT-Achse (29, 30). Die Interaktion mit Titin wird dabei zusätzlich durch 

Abb. 1.5.6 Lokalisation und Wirkung von Muscle Lin-11, Islet-1, and Mec-3-
Proteinen (MLP) im Skelettmuskel. MLP wird über Teletheonin (Tcap) an Titin 
(schematisch schwarz-blau dargestellt) rekrutiert. Tcap interagiert zudem mit dem 
murine double minute 2-Protein (MDM2), das von Relevanz in der Regulation der 
Apoptose ist. MLP stimuliert zudem Calcineurin, wobei es von protein kinase C-
interacting cousin of thioredoxin (PICOT) gehemmt wird, der seinerseits mit der 
PKC-Familie (PKC) interagiert. MLP hemmt die zelluläre Wirkung von Tumor-
Growth-Factor β (TGFβ). Zudem kann MLP in den Zellkern transferieren, was 
durch eine vermehrte Myosin-Kinase-Aktivität (schematisch braun dargestellt) 
stimuliert wird. Dort steigert es die Aktivität der Transkriptionfaktoren Myogener 
Faktor 3 (MyoD) und Myogenin und fördert einen oxidativen Stoffwechsel 
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Teletheonin (Tcap) konformationsabhängig stabilisiert, welches selbst auch eigenständig mit Titin 
interagiert (30, 379, 380). Tcap selbst stellt zudem eine weitere wichtige Brücke dar, da es mit murine 
double minute 2-Protein (MDM2) und damit dem Apoptosesignalweg interagiert (381). Die 
Interaktion von MLP mit Calcineurin wird durch protein kinase C-interacting cousin of thioredoxin 
(PICOT) gehemmt, der seinerseits mit der PKC-Familie, insbesondere PKCζ, interagiert (382–384). 
Neben dem Einfluss auf die Calcineurin-NFAT-Achse, den MLP ausübt, reduziert es zudem die 
TGFβ-Sensitivität der Muskulatur (29, 385) (siehe Abb 1.5.6). Für ein anderes LIM-Protein, das 
herzspezifisiche four and a half LIM-Protein, ist ein titinabhängig regulierter Einfluss auf den Raf-
MEK-Erk1/2-Weg bekannt (386, 387). Ob dieser Effekt am Skelettmuskel von einem anderen LIM-
Protein übernommen wird, ist unklar. 

Eine weitere wichtige Rolle kommt den MLP in der Fasertypenregulation und Muskeldifferenzierung 
zu. So ist MLP an der Muskeldifferenzierung beteiligt und kommt vermehrt in langsamen, oxidativen 
Fasern, als in schnellen, gylkolytischen Fasern vor (385, 388, 389). Dieser Effekt kann auch durch 
eine künstliche langsam frequente Muskelstimmuation erreicht werden (388). 

Nach einem Herzinfarkt und bei Herzinsuffizienz kommt es zu Veränderungen in der MLP-
Regulation. Nach einem Herzinfarkt wird MLP vermehrt in den Zellkern verschoben (27). Da dieser 
Effekt schon für andere Formen des Zellschadens beschrieben wurde, deckt sich dies mit den 
Erwartungen. Zudem wird jedoch auch die Expression von MLP im Herzmuskel nach Infarkt erhöht, 
ist aber bei Herzinsuffzienz deutlich reduziert, wobei jedoch die mRNA-Konzentration von MLP bei 
Herzinsuffizienz unverändert bleibt (29, 390, 391). Daraus ergibt sich, dass scheinbar die Stabilität 
von MLP im Herzen bei Herzinsuffizienz reduziert ist. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass 
MLP durch die Induktion der Calineurin-NFAT-Achse einen schützenden Effekt beim Herzinfarkt 
zeigt (29). Ob und in wie weit die MLP-Aktivität bei einer Herzerkrankung auch am Skelettmuskel 
beeinträchtigt ist, wurde bislang 
nicht untersucht. 

1.5.7 Titinkinase 

Die Titinkinase ist eine 
eigenständige Kinasedomäne 
innerhalb des Titinproteins. Sie ist 
für die Muskelphysiologie 
essenziell und liegt zunächst 
autoinhibiert vor (31, 392). Sie 
wird in ihrer Aktivität durch 
Dehnung, Calcium und Calmodulin 
und Phosphorylierung gesteigert 
(392–394). Durch Dehnung kommt 
es dabei zu einer ATP-Bindung der 
Kinase und anschließend zu einer 
Autophosphorylierung des 
inhibitorischen Tyrosinrestes, was 
zu einer Aktivierung führt (394) 
(siehe Abb 1.5.7). 

Sie interagiert mit Ubiqintinligasen 
und Apoptose-Pathways. Sie 
interagiert mit nbr1, das 
p62/SQSTM1 an das Sarkomer 
rekrutiert, welches wiederum mit 
MuRF2 interagiert (31). Bei 
motorischer Inaktivität, und damit vermeintlich reduzierter dehnungsabhängiger Aktivierung der 
Titinkinase, wird die Rekrutierung von MuRF2 an das Sarkomer gelöst und MuRF2 hemmt die 
Aktivität des Serum response Transkriptionsfaktors (SRF) im Zellkern (31). Letzter induziert ein 

Abb. 1.5.7 Zelluläre Funktion der Titinkinase. Die Titinkinase wird 
dehnungsabhängig durch Autophosphorylierung in Gegenwart von 
Calcium (Ca2+) und Calmodulin aktiviert. Diese werden durch Ca2+-
abhängige Signalwege induziert. Sie interagiert mit dem neighbour of 
BRCA1 Gene Proteine 1 (nbr1), welches mit Sequestosome-1 (SQSTM1) 
interagiert, das mit muscle RING-finger protein-2 (MuRF2) interagiert. 
MuRF2 kann in den Zellkern translozieren und dort den Serum response 
Transkriptionsfaktor (SRF) hemmen, der seinerseits die muskuläre 
Hypertrophie stimuliert, die somit ebenfalls gehemmt wird. 
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Hypertrophie-induzierendes Expressionsmuster (395), sodass eine Hemmung eine Atrophie 
begünstigt. 

Auch MuRF1 interagiert mit Titin in der Nähe der Kinasedomäne (32). Der MuRF1-Titinkomplex 
kann die Proteinsynthese hemmen, die Ubiquitin-Proteasom-Aktivität steigern, die Expression von 
Proteinen im Apoptose-Signalweg steigern und eine Muskelschwäche auslösen (32, 33). In diesem 
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass der Komplex aus Titin und MuRF1 an der Vermittlung 
von Skelettmuskelatrophie bei Herzinsuffizienz im Rahmen der kardialen Kachexie beteiligt ist und 
diese durch eine Hemmung der Komplexbildung gelindert werden kann (33) . Es lässt sich vermuten, 
dass auch dieser Komplex physiologischerweise einen inaktivitätsinduzierten Muskelabbau vermitteln 
soll. Die kürzlich nachgewiesene Veränderung dieses Weges im Skelettmuskel bei Herzerkrankung 
lässt vermuten, dass das Titinprotein nicht nur als Zielstruktur von Veränderungen im Rahmen der 
Muskelschwäche betroffen ist, sondern womöglich eine Rolle bei der Vermittlung dieser Pathologie 
spielen könnte.  

1.5.8 Pathologische Veränderungen am Herzen 

Für das Verständnis der Pathologien am Titinprotein im Skelettmuskel im Rahmen eines Herzinfarktes 
oder bei einer Herzinsuffizienz könnten die bereits bestehenden Erkenntnisse über Veränderungen des 
Titinproteins am Herzen nützlich sein. Dies gilt insbesondere vor dem Hintergrund, dass die bisher 
herausgearbeiteten möglichen Pathomechanismen oftmals Analogien eines pathologisch veränderten 
Skelettmuskelstoffwechsels zum pathologisch veränderten Herzmuskelstoffwechsel darstellen. 

Am Herzen ist die Titinsteifigkeit nach Herzinfarkt und bei unterschiedlichen Herzinsuffizienzen 
durch Kardiomyopathien erhöht. Es kommt im Modell teilweise bereits nach 12 Wochen zu einer 
reduzierten Gesamttitin-Expression bei gesteigerter Titindegradation, was vermeintlich zur 
Herzinsuffizienz beiträgt (396, 397).  

Bezüglich der titinvermittelten Steifigkeit gibt es unterschiedliche Befunde. Teilweise wird eine 
vermehrte Expression des längeren N2BA-Titins beschrieben, was mit einer dilatativen 
Kardiomyopathie und einer verminderten passiven Steifigkeit der Herzmuskelzellen einherging (372). 
In anderen Modellen kam es zu einer vermehrten Expression von kürzerem N2B-Titin bei einer 
erhöhten passiven Steifigkeit (14, 396, 398, 399). Zusammengefasst werden könnten diese 
unterschiedlichen Befunde unter der Beobachtung von Makarenko et al., dass es in jedem Fall zu einer 
vermehrten Varianz der Befunde und daraus folgend zumindest in jedem Fall zu einer Form von 
Regulation kommt (400). Diese Befunde entstanden jedoch gänzlich in einer Betrachung später 
mechanischer Veränderungen, also Veränderungen im Rahmen einer ausgeprägten funktionalen 
Herzinsuffizienz. Daten zur frühen postischämischen Mechanik sowie der Titinexpression 
beziehungsweise Modifikation liegen bislang nicht vor. 

Zudem ist bei Herzinsuffizienz die Funktion des Frank-Starling-Mechanismus eingeschränkt. Bei 
Herzinsuffizienz entwickelt der Herzmuskel eine geringere aktive Kraft bei Vordehnung (401). Diese 
Beobachtung deckt sich vor dem Hintergrund der bereits erläuterten Mechanismen besonders gut mit 
der Expression längerer, weniger steifer Titinisoformen bei Herzinsuffizienz. 

Bei Herzinsuffizienz kommt es zudem zu einer Veränderung der Titinphosphorylierung, was ebenfalls 
die Mechanik beeinflusst. So ist N2B-Titin an der N2B-Region und Serin 12022 in der PEVK-Region 
weniger phosphoryliert, während Serin 11878 in der PEVK-Region vermehrt phosphoryliert ist, was 
insgesamt die passive Steifigkeit der Zellen erhöht (14, 15, 34, 402). In einer anderen Untersuchung 
war dagegen auch die Phosphorylierung an Serin 12022 nach einem Herzinfarkt gesteigert (34). Hier 
war die gesteigerte Phosphorylierung von Serin 11878 und 12022 jedoch nur in der Frühphase zu 
beobachten und normalisierte sich rasch wieder (34). Im darauffolgenden Verlauf kam dann der 
Proteindegradation von Titin und der Aktivität des Ubiquitin-Proteasom-Systems eine größere 
Bedeutung zu (34).  

Interessanterweise war am Herzen für die Vermehrte PEVK-Phosphorylierung ein vermehrte IL-6 
Sekretion der Herzmuskelzellen notwendig (34, 403). Zudem ist bekannt, dass die PKG-abhängige 
Phosphorylierung sowohl von N2B- als auch von N2BA-Titin bei Herzinsuffizienz vermindert ist 
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(355). Die vermehrte Phosphorylierung von Serin 11878 in der PEVK-Region kann bei 
Herzinsuffizienz auf die PKC zurückgeführt werden (14, 15, 34). Deren Aktivität steigt insbesondere 
in der Frühphase nach einem Infarkt, korrespondierend mit der PEVK-Phosphorylierung an, und 
normalisiert sich dann wieder (34). Andere Kinasen, die Titin modifizieren könnten, für die eine 
veränderte Aktivität nach Herzinfarkt nachgewiesen wurde, sind die CamKII, deren Aktivität erhöht 
ist, und die Erk1/2, deren Aktivität vermindert ist (34, 404). Ob diese Veränderungen jedoch auch 
tatsächlich eine veränderte Titinphosphorylierung am Herzen im Rahmen einer Herzerkrankung 
verursachen, wurde bislang nicht untersucht. 

Weitere Veränderungen, die im Zusammenhang mit Titin bei Herzerkrankungen gezeigt werden 
konnten, sind vermehrte Disulfidbrücken und eine Induktion der Expression von MARP. Die 
Disulfidbrücken treten dabei in der N2B-Region auf und erhöhen die Steifigkeit des Proteins (405). 
Bei einer dilatativen Kardiomyopathie werden vermehrt CARP, DARP und ankrd2 gebildet, was 
ebenfalls mit einer erhöhten passiven Zellsteifigkeit einhergeht (372).  

Ob sich die hier dargestellten Veränderungen in ähnlicher Weise im Skelettmuskel bei 
Herzerkrankung finden, ist bislang unklar.  

1.6 Diabetes mellitus und Glucosestoffwechsel 

1.6.1 Übersicht 

Auch der Glucosestoffwechsel und dessen Veränderungen im Rahmen des Diabetes mellitus 
beeinträchtigen die Muskelfunktion. Zudem sind zahlreiche Wechselwirkungen zwischen einem 
Diabetes mellitus und Herz- bzw. Gefäßerkrankungen bekannt. Im Folgenden werden relevante 
Veränderungen des Muskelstoffwechsels bei Diabetes  mellitus vorgestellt und vor der Fragestellung 
eines Einflusses auf die Muskelfunktion bei Herzerkrankung wesentliche Interaktionen erläutert. 

1.6.2 Diabetische Muskelpathologie 

Eine Beeinträchtigung der Skelettmuskelfunktion bei Diabetes mellitus ist bekannt. Diese korreliert 
mit der Krankheitsdauer und mit einer schlechten Blutzuckereinstellung (10, 406). Es ist zudem 
bekannt, dass die Muskelschwäche ihre Ursache in den Muskelzellen selbst hat und kontraintuitiver 
Weise mit einer erhöhten Muskelmasse einhergeht (10, 407). Diskutiert werden in diesem Rahmen 
eine reduzierte oxidative Stoffwechselleistung der Muskulatur und intramuskuläre Fettablagerungen 
(10). 

Es sind zwar auch viele neuronale Veränderungen beim Diabetes mellitus beschrieben, diese sind 
jedoch nicht alleinige Ursache der Muskelfunktionsstörung. Es ist bekannt, dass die Weiterleitung 
durch eine erhöhte Sensitivität der N-/L-Typ-Calciumkanäle beeinträchtigt, die präsynaptische 
Acetylcholinfreisetzung reduziert und die Funktion der Natrium-Kalium-ATPase (Na/K-ATPase) 
ebenfalls reduziert ist (408–410). Dennoch ist die motorische Antwort der Muskelzelle auf elektrische 
Stimulation direkt an der Zelle und auf elektrische Stimulation vermittelt über einen Nerven gleich 
(407). Aufgrund dieser Beobachtung lässt sich also festhalten, dass eine beeinträchtigte 
Muskelzellfunktion selbst für die Muskelschwäche wesentlich ist. 

Die Acetylcholinsensitivität der Muskelzellen ist bei Diabetes mellitus vermindert. Dabei sind die 
Rezeptoren selbst desensitiviert und können auch nicht durch eine Inhibition der Proteinkinase C 
(PKC) wieder sensitiviert werden (411). Intrazellulär kommt es zu einer Mitochondrienschwellung 
und Defekten im T-Tubili-System (412). Die elektrochemische Transduktion ist also gestört. 

Zudem ist beim Diabetes mellitus der muskelzelluläre Calciumstoffwechsel beeinträchtigt. Die 
intrazelluläre Calciumkonzentration ist erhöht, was die Calciumfreisetzung aus dem 
sarkoplasmatischen Reticulum im Rahmen physiologischer Prozesse beeinträchtigen könnte (413–
415). Die Aktivität der sarkoplasmatischen Calcium-ATPase ist erhöht (416). Die Calciumsensitivität 
der einzelnen Muskelzellen ist im Musculus soleus (M. soleus) erhöht (406). 
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Es kommt im Rahmen 
des Diabetes mellitus 
zu weitreichenden 
Veränderungen der 
Transkription, die eine 

Muskelatrophie 
begünstigen. Während 

unterschiedliche 
wachstumsinduzierende 
Enzyme sowie die 

mTOR-Achse 
herunterreguliert 

werden, kommt es zu 
einer Hochregulation 
des Ubiquitin-

Proteasom-Systems 
(417, 418). Diese 
erfolgt jedoch 
spezifisch durch eine 
Hochregulation von 
MuRF1, während 

MuRF2 
herunterreguliert wird 
(419). Dies könnte also 
eine differenzierte 

Proteindegradation 
nach sich ziehen. Die 
Ubiquitinierung nimmt 
zudem bei körperlicher 
Belastung verglichen 
mit Gesunden vermehrt 
zu (420). Da Insulin 

physiologischerweise 
die 

Aminosäureaufnahme 
und Proteinsynthese 
stimuliert, könnte auch 
dies beim Diabetes 
mellitus beeinträchtigt 
sein (421). 

Zudem wird auch die Fasertypenexpression durch den Diabetes mellitus beeinträchtigt. Während 
schnelle, glykolytische Fasertypen atrophieren, kommt es zu einer vermehrten Bildung von langsam, 
oxidativen Typ I Fasern (422). Dies geht einher mit einer reduzierten Expression von MyoD, der 
bekanntermaßen für die Induktion von schnellen, glykolytischen Fasertypen notwendig ist (419). Der 
Befund deckt sich mit der Beobachtung, dass die diabetische Muskelschwäche schnelle Muskeln 
stärker betrifft als langsamere (406, 423). 

Ferner ist beim Diabetes mellitus die Aktivität der PKCα und der AMPK beeinträchtigt. Im 
Herzmuskel bei Diabetikern ist die PKCα-Aktivität erhöht (424). Da Insulin die PKCα-Aktivität im 
Skelettmuskel stimulieren kann (115), könnte eine Beeinträchtigung des Insulin-Haushaltes auch hier 
einen Einfluss nehmen. Dies würde seinerseits eine Modifikation der Muskelmechanik nach sich 
ziehen, da die PKCα an deren Regulation beteiligt ist (siehe Kapitel 1.3.7). Die Aktivität der AMPK 
im Skelettmuskel ist bei Diabetes erhöht und wird bei mechanischer Belastung stärker gesteigert als 
bei Gesunden (418, 420) (siehe Abb 1.6.1). Die AMPK ist entscheidend an der Regulation der 

Abb. 1.6.1 Einfluss eines Diabetes mellitus auf den skelettmuskulären 
Stoffwechsel. Ein Diabetes hemmt die Sensitivität des nikotinischen Acetylcholin-
Rezeptors für Acetylcholin und die des Insulinrezeptors für Insulin, wobei Letzterer 
die zelluläre Aminosäure-Aufnahme stimulieren würde, die somit bei einem 
Diabetes herabgesetzt ist. Zudem aktiviert der Insulinrezeptor die Proteinkinase Cα 
(PKC), die somit bei einem Diabetes ebenfalls vermindert aktiv ist. Es kommt 
zudem zu einer Mitochondrienschwellung, die die Aktivität des oxidativen 
Stoffwechsels hemmt. Zudem kommt es zu einer synergistischen Hemmung des 
Transkriptionsfaktoren Myogener Faktor 3 (MyoD), der eigentlich den oxidativen 
Stoffwechsel stimulieren würde. Zudem steigt beim Diabetes die zytosolische 
Calciumionenkonzentration (Ca2+), was die intrazelluläre Ca2+-Freisetzung hemmt 
und die Erregungsschwelle herabsetzt. Zudem kommt es zu einer Hemmung der 
mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)-Achse und zu Veränderungen in der 
Regulation des Ubiquitin-Proteasom-Systems mit einer Steigerung der Aktivität von 
muscle RING-finger protein-1 (MuRF1) und einer reduzierten Aktivität von muscle 
RING-finger protein-2 (MuRF2). Zudem kommt es zu einer Induktion spezifischer 
Muscle ankyrin repeat Proteine (MARP) 
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Muskeltrophie beteiligt und könnte somit diese und damit sekundär auch die Muskelmechanik 
beeinträchtigen (siehe Kapitel 1.3.8). 

Außerdem ist auch eine Beeinträchtigung der Phosphorylierung von Titin und dessen 
Bindungspartnern bekannt. Am Herzen ist die passive Steifigkeit von Titin bei Diabetes mellitus 
gesteigert, obwohl es zu einer vermehrten Expression des längeren N2BA-Titins kommt (424). Die 
Phosphorylierung der PEVK-Region an Serin11878 zeigte sich hier erhöht (424). Zudem ist im 
Skelettmuskel bekannt, dass bei Diabetes die Expression von Titin nicht beeinträchtigt ist, jedoch 
vermehrt bestimmte MARP exprimiert werden (419). Die tatsächliche proteomische Auswirkung 
dessen sowie deren Konsequenzen für die Skelettmuskuläre Mechanik sind bislang unbekannt und 
sollen im Rahmen dieser Arbeit näher betrachtet werden. Eine Überscheidende Betrachtung der 
Pathologien eines Diabetes mellitus auf der einen Seite und einer Herzmuskelischämie auf der anderen 
Seite lässt erstmals eine Betrachtung des sich hieraus ergebenden Interaktionspotentials zu und kann 
dazu beitragen, die Analogien dieser beiden Erkrankungen zu verstehen. 

1.6.3 Wechselwirkungen mit Herzerkrankungen 

Im Bezug auf die Funktion und 
den Stoffwechsel von 
Skelettmuskeln sind 
unterschiedliche Interaktionen 
zwischen 
Herzkreislauferkrankungen und 
einem Diabetes mellitus 
bekannt.  

So ist sowohl bei der 
Herzinsuffizienz als auch bei der 
altersbedingten Sarkopenie die 
insulinabhängige 
Glucoseaufnahme im 
Skelettmuskel reduziert. 
Während bei der Sarkopenie der 
Insulinsignalweg selbst gestört 
ist, ist dieser bei der 
Herzinsuffizienz im 
Skelettmuskel nicht 
beeinträchtigt (72, 93, 108, 
425). Der Effekt tritt im 
Tiermodell vier Wochen nach 
Ischämie mit anschließender 
Reperfusion (IR) auf und 
scheint zum Teil auf oxidativen 
Stress im Skelettmuskel 
zurückzuführen zu sein (71). 
Teilweise könnte jedoch auch 
der Cortisonspiegel eine Rolle 
spielen. Dieser ist bei der 
Sarkopenie erhöht und reduziert 
bekanntermaßen die 
Insulinsensitivität (11, 128, 426).  

Vice versa zeigt sich jedoch auch die Muskelschwäche bei Herzinsuffizienzpatienten ausgeprägter, 
wenn zusätzlich eine Insulinresistenz vorliegt (11, 72). 

Auch mit einigen Signalstoffen mit Relevanz im Rahmen der Herzinsuffizienz zeigen sich 
Wechselwirkungen mit dem Diabetes mellitus. Die skelettmuskuläre Expression von Myostatin ist bei 

Abb. 1.6.2 Wechselwirkungen zwischen Diabetes mellitus (Diabetes), 
der Herzinsuffizienz und der Sarkopenie am Skelettmuskel. Ein 
Diabetes hemmt die Myostatin-Synthese und führt zu einer vermehrten 
Muskelschwäche. Gleichzeitig kommt es zu einer vermehrten Apelin-
Aktivität, die ihrerseits die Glucose-Aufnahme steigert. Ein intakter 
Insulinsignalweg würde einem Diabetes entgegenwirken, aber genau 
dieser wird durch die Sarkopenie eingeschränkt. Zudem kommt es sowohl 
bei der Sarkopenie als auch bei der Herzinsuffizienz zu einer vermehrten 
Cortison-Bildung, die ihrerseits ebenfalls die Aktivität des 
Insulinsignalweges hemmt. Bei der Herzinsuffizienz kommt es zudem zu 
einer Rekrutierung der Angiotensin-Achse, die ebenfalls einen Einfluss 
auf die zelluläre Glucoseaufnahme nimmt. Bei der Herzinsuffizienz 
kommt es außerdem zu einer reduzierten Glucose-Aufnahme im 
Skelettmuskel und zu einer vermehrten Aktivierung von Interleukin-6 (IL-
6). Dieses stimuliert die Adenosinmonophosphat-abhängige Kinase 
(AMPK), welche die Glucoseaufnahme erhöht 
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Diabetes mellitus reduziert (419), hingegen ist der Apelinspiegel bei hyperinsulinämen Diabetes 
erhöht (115, 427). Hierbei könnte es sich um einen pathologieinternen Kompensationsmechanismus 
handeln, denn Apelin verbessert über eine vermehrte Aktivierung der endothelialen 
Stickstoffmonooxid-Synthase (eNOS) und der AMPK die skelettmuskuläre Glucoseaufnahme und regt 
die Fettsäureoxidation an (113, 137, 303). Dennoch könnte dies wie oben erläutert ach Einfluss auf die 
Muskelfunktion nehmen. 

Auch die für die Herzinsuffizienz relevante Angiotensin-Achse und IL-6 greifen in den 
skelettmuskulären Glucosestoffwechsel ein. So erhöht eine Aktivierung der ACE2-Ang1-7-MasR-
Achse die skelettmuskuläre Glucoseaufnahme, während eine Aktivierung der ACE/ATII/AT1R-Achse 
sie reduziert (166). IL-6 induziert die AMPK und erhöht so ebenfalls die Glucoseaufnahme (137) 
(siehe Abb. 1.6.2). 

Zusammenfassend scheinen sich also die Krankheitsbilder des Diabetes mellitus und der 
Herzinsuffizienz auf zum Teil komplexen Wegen gegenseitig zu beeinflussen. Vor diesem 
Hintergrund bietet sich also die interessante Fragestellung, ob die Interaktion dieser Pathologien auch 
im Kontext des Titinproteins eine Rolle spielen könnte. 

1.7  Ziele der Arbeit  

Im Rahmen dieser Arbeit sollen erstmals Veränderungen des Titinproteins im Skelettmuskel ausgelöst 
durch eine Myokardischämie und bei Diabetes mellitus betrachtet werden.  

Als Modell für eine Herzerkrankung dient ein Infarktmodell mit einer Koronararterienligatur bei 
Mäusen. Stellvertretend für unterschiedlich lokalisierte, in ihren Fasertypen verschieden 
zusammengesetzte und anders beanspruchte Muskeln sollen mehrere verschiedene Skelettmuskeln 
betrachtet werden. Dabei fiel die Wahl auf den Musculus psoas, den Musculus tibialis anterior, den 
Musculus gastrocnemius, den Musculus soleus und den Musculus extensor digitorum longus. 

Zunächst sollen in den Muskeln Musculus psoas und Musculus tibailis anterior mechanische 
Veränderungen betrachtet und charakterisiert werden. Dabei ist sowohl die passive Muskelmechanik, 
insbesondere vor dem hierfür entscheidenden Einfluss des Titin-Proteins relevant, als auch die aktive 
Muskelmechanik, da diese als symptomatisch entscheidend für eine Muskelschwäche zu betrachten 
ist. 

Des Weiteren sollen in einem ersten Ansatz zur Eingrenzung möglicher Signalwege mit Einfluss auf 
die Titinmechanik die Titinphosphorylierung und die Aktivierung und Expression bestimmter Kinasen 
vor dem Hintergrund des Infarktes in unterschiedlichen Skelettmuskeln betrachtet werden. Hierbei fiel 
die Wahl einerseits auf die PKCα, für die wie oben beschrieben innerhalb des Herzens eine 
entscheidende Bedeutung in der frühen Modifikation von Titin nach einem Herzinfarkt bekannt ist. 
Anderseits soll die AMPK als regulierbarer und für die Muskeltrophie entscheidender Energiesensor 
der Muskelzelle näher betrachtet werden. 

Aufgrund der Relevanz des Diabetes mellitus insbesondere im Hinblick auf Erkrankungen des 
Herzkreislaufsystems und auf eine Muskelschwäche, sollen zudem die oben beschriebenen 
Veränderungen vergleichend zwischen diabetischen und nicht-diabetischen Tieren betrachtet werden. 
Als Diabetes-Modell dient hier ein murines Modell mit Leptin-Rezeptor-Defizienz auf Grundlage 
einer Spontanmutation. 

Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse sollen zum besseren Verständnis der Muskelschwäche bei 
Herzerkrankung beitragen und der Grundlage für die Entwicklung neuer therapeutische Ansätze 
zuarbeiten. Einige bisherige Ansätze und mögliche Implikationen der hier erhobenen Befunde werden 
in der Diskussion erläutert. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Probenmaterial und Präparation 

Um eventuelle Veränderungen im Skelettmuskel nach Herzinfarkt zu adressieren, wurden Maus-
Modelle für die Simulation einer Myokardischämie und eines Diabetes mellitus verwendet. 

Die dabei verwendeten Muskelproben stammen von männlichen C57BL6/J Mäusen von Charles 
River. Es wurden zwei Genotypen verwendet. Der eine Genotyp wies eine heterozygote 
Leptinrezeptordefizienz (dB+) auf, der andere eine Homozygote (dBdB). Dies entspricht einem 
gängigen Modell für den menschlichen Diabetes mellitus (428, 429). Es wurden jeweils drei Tiere als 
sham-Kontrolle (sham) behandelt, und zehn Tiere erhielten im Alter von zehn bis zwölf Wochen eine 
Myokardischämie-Behandlung (IR). Bei letzteren Tieren wurde über einen implantierten Faden, der 
operativ um ein Herzkranzgefäß, den Ramus interventricularis anterior, gelegt wurde, eine Ischämie 
im Herzmuskel induziert. Nach 45-minütigem Gefäßverschluss wurde durch ein Lösen der Schlaufe 
eine Reperfusion eingeleitet. Dieser Tierversuch erfolgte unter Verantwortung und Aufsicht von Herrn 
Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Schmitt und Frau Prof. Dr. rer. nat. Martina Krüger entsprechend des 
genehmigten Tierversuchsvorhabens (LANUV Az. AZ 84-02.04.2017.A145) durch Herrn Dominik 
Semmler und Frau Dr. rer. nat. Simone Gorressen im ZETT (Zentrale Einrichtung für Tierforschung 
und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-Universität, Düsseldorf, Deutschland). 
Ein dBdB-Tier verstarb nach dem Eingriff. Die Tiere für die Sham-Behandlung, bei denen lediglich 
eine Fadenimplantation, jedoch keine anschließende Ischämieinduktion erfolgte, stammten von 
Charles River (Wilmington, Massachusetts, Vereinigte Staaten von Amerika). 

Die Präparation der Mäuse erfolgte zwölf Tage nach der Behandlung und wurde von Herrn Dr. rer. 
nat. David Barbosa, Frau Sabine Bongardt und Frau Prof. Dr. rer. nat. Martina Krüger durchgeführt. 
Zu diesem Zeitpunkt betrug das Alter der Tiere zwischen neun und zwölf Wochen. Dafür wurden die 
Tiere mit Isofluran betäubt und durch zervikale Dislokation getötet. Anschließend erfolgte die 
Organentnahme der Herzen und der in dieser Arbeit verwendeten Muskelproben. Dabei wurden bei 
allen Tieren Proben aus dem Musculus psoas (M. psoas) , dem Musculus tibialis anterior (M. tibialis 
ant.), dem Musculus gastrocnemius (M. gastrocnemius), dem Musculus soleus (M. soleus) und dem 
Musculus extensor digitorum longus (M. EDL) entnommen. Für die biochemischen Versuche wurden 
die Proben in ein Reaktionsgefäß überführt und mithilfe flüssigen Stickstoffs schockgefroren. Die 
anschließende Lagerung bis zur Bearbeitung erfolgte bei -80 °C. Zusätzlich wurden für die 
biomechanischen Messungen Proben von M. psoas und M. tibialis ant. auf einem in einer Sechs-Well-
Platte ausgebrachten Silikonboden mit Fixationsnadeln fixiert und in Glycerinfixationslösung bei -20 
°C gelagert. 

2.2 Verwendete biologische Reagenzien 

Die folgenden Tabellen fassen die Substanzen biologischen Ursprungs, die im Rahmen der Versuche 
dieser Arbeit verwendet wurden, zusammen (siehe Tabelle 1 und Tabelle 2). 

Zielstruktur 

O
rg

an
ism

us
 

Is
ot

yp
 

K
lo

na
lit

ät
 Verwendete 
Verdün-

nung 

Bezeichnung/Artikel
-nummer 

Hersteller Ort 

Adenosin-
monophosphat-
abhängige Kinase 
(AMPK) 

rb
 

Ig
G

 

m
on

o 1: 5 000 Anti-AMPK α 1 + 
AMPK α 2 antibody 
[EPR19549] 

Abcam Cambridge, 
Vereinigtes 
Königreich 

Glycerinaldehyd-
3-phosphat-
Dehydrogenase 
(GAPDH) 

m
 

Ig
G

 

m
on

o 1: 10 000 
oder 

1: 20 000 

Clone GAPDH-71.1 
(G8795) 

Sigma-
Aldrich, CO. 

Israel 
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Kaninchen-IgG g 

H
R

P 

po
ly

 

1:20000 
(PKC), 
1:5000 

(AMPK),  

Polyclonal Antibody 
to Rabbit IgG 
[H&L]-HRP 
(R1364HRP) 

Acris 
Antibodies 
GmbH 

Herford, 
Deutschland 

Maus-IgG h 

H
R

P 

po
ly

 

1:10 000 

(GAPDH) 

Anti-mouse IgG, 
HRP-linked Antibody 
(#7076) 

Cell 
Signaling 
Technologies 

Leiden, 
Niederlande 

PEVK-Titin rb
  

po
ly

 

1: 10 000 PEVK (EP113200) Kaneka 
Eurogentec 
S.A. 
Biologics 
Division 

Liege, 
Belgien 

Phospho -Serin-
12022-PEVK-
Titin 

rb
  

po
ly

 

 PEVKS12022 human 
(EP113201) 

Kaneka 
Eurogentec 
S.A. 
Biologics 
Division 

Liege, 
Belgien 

Phospho-Serin-
660-Proteinkinase 
C (PKC) 

rb
 

Ig
G

 

m
on

o 1:50 000 Anti-PKC (phospho 
S660) antibody 
[EP1902Y] ab75837 

Abcam Cambridge, 
Vereinigtes 
Königreich 

Phospho-
Threonin-172-
Adenosin-
monophosphat-
abhängige Kinase 
(AMPK) 

rb
  

po
ly

 

1: 2 000 Phospho-AMPK-Α 
(Thr172) (#2531) 

Cell 
Signaling 
Technologies 

Leiden, 
Niederlande 

Proteinkinase Cα 
(PKCα) 

rb
 

Ig
G

 

m
on

o 1: 10 000 Anti-PKC α antibody 
[Y124] ab32376 

Abcam Cambridge, 
Vereinigtes 
Königreich 

Tabelle 1: Für die Experimente dieser Arbeit verwendete Antikörper. Spalte 1 gibt die Zielstruktur an, 
Spalte 2 den Organismus, aus dem der Antikörper stammt (rb= Hase, m= Maus, g= Ziege, h= Pferd). Spalte 3 
gibt die Antikörperart an, falls vorhanden (IgG= Immunglobulin G, HRP= Horse raddish peroxidase-gekoppelt). 
Spalte 4 gibt die Klonalität der Antikörper an (mono= monoklonal, poly= Polyklonal). Spalte 5 gibt die 
verwendete Verdünung an, also das Verhältnis, in dem die Konzentration des Antikörpers in der 
Herstellerkonzentrierung zu der im verwendeten Medium steht). Spalte 6 gibt die Herstellerbezeichnung des 
Antikörpers an sowie die Artikelnummer. Spalte 7 gibt die herstellende Firma an und Spalte 8 Region der 
Herstellung 

Substanz Produkt-
Bezeichnung 

Hersteller Ort 

Bandenmarker PageRuler™ 
(#26619) 

Thermo Scientific Vilnius, Litauen 

Bovines Serumalbumin 
(BSA) 

BSA-1T Capricorn Scientific 
GmbH 

Ebsdorfergrund, 
Deutschland 

Tabelle 2: Für die Experimente dieser Arbeit verwendete biologische Substanzen. Spalte 1 gibt den 
Substanznamem an, Spalte 2 die Produktbezeichnung durch den Hersteller. Spalte 3 gibt die herstellende Firma 
an und Spalte 4 die Region der Herstellung. Antikörper finden sich in Tabelle 1. 
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2.3 Verwendete chemische Reagenzien 

Die folgenden Chemikalien wurden in den dieser Arbeit zugrundeliegenden Protokollen entweder 
direkt verwendet, oder dienten zur Erstellung der Lösungen, die in der Arbeit Verwendung fanden 
(siehe Tabelle 3). 

Substanz Produkt-
Bezeichnung 

Hersteller Ort 

2,3-Butanedionmonoxid 
(BDM) 

B0753-25G Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

2-Mercaptoethanol 2-Mercaptoethanol 
(M3148-250ML) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

6-Aminocapronsäure A2504-100G Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Acrylamid (29:1) 30% Acrylamid/ 
Bis (#1610156) 

Bio-Rad Laboratories, 
Inc. 

Shanghai, China 

Acrylamid (37,5:1) Rotiphorese® Gel 
30 (3029.1) 

Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Agarose Biozym LE 
Agarose 

Biozym Scientific 
GmbH 

Oldendorf, 
Deutschland 

Ammonium-Persulfat 
(APS) 

A3678-100G Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Bradford Reagenz B6916-500ML Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Dithiothreitol (DTT) #D0632 Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Elastosil A #2146290001A Kahmann & 
Ellerbrock GmbH & 
Co. KG 

Bielefeld, 
Deutschland 

Elastosil B #2146290001B Kahmann & 
Ellerbrock GmbH & 
Co. KG 

Bielefeld, 
Deutschland 

Essigsäure  Essigsäure 
Rotipuran® 100%, 
p.a. (3738.5) 

Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethanol (absolut) AnalaR 
NORMAPUR 

VWR Chemicals Pennsylvania, 
Vereinigte Staaten 
von Amerika 

Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-
N,N,N′,N′-tetraessigsäure 

 

Ethylene-Glycol-
bis(2-
aminoethylether)-
N,N,N‘,N‘-
tetracetic acid 
(E4378-100G) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Glycerol Glycerol (G5515-
500mL) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Glycin Glycin #3187 Carl Roth GmbH + Karlsruhe, 
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Co. KG Deutschland 

Guanidin-Hydrochlorid Guanidine 
Hydrochloride 
pure 
(144229.1214) 

AppliChem GmbH 

 

Darmstadt, 
Deutschland 

HRP-Reagenz Lösung A Immobilon®ECL 
Ultra Western 
HRP Substrate 
(CS222619) 

Merck Chemicals 
GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

HRP-Reagenz Lösung B Immobilon®ECL 
Ultra Western 
HRP Substrate 
(CS222618) 

Merck Chemicals 
GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Igepal® Igepal® CA-630 
(I3021-100ML) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Imidazol Imidazole (I5513-
100G) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Imperial™ Protein Stain TI271243 

 

Thermo Fisher 
Scientific  

 

Massachusetts, 
Vereinigte Staaten 
von Amerika 

Isopropanol 11193479 Otto Fischar GmbH 
und Co. KG 

Saarbrücken, 
Deutschand 

Kaliumhydroxid Honeywell 
Fluka™ Potassium 
Hydroxide 
Solution, 1.0M, 

(#1310-58-3) 

Fisher Scientific Oy Vantaa, Finnland 

Kaliumphosphat Potassium 
phosphate 
monobasic 
(P9791-100G) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Kalziumchloridlösung Honeywell 
Fluka™ Calcium 
Chloride Solution 

 

Fisher Scientific Oy Vantaa, Finnland 

Magnesiumdichlorid 
(MgCl) -hexahydrat  

Magnesium 
chloride 
hexahydrate 
M2293-100G 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Methanol 32213-2.5L-M Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Natrium-Magnesium-
Adenosin-Triphophat 
(NaMgATP) 

Adenosine 5‘-
Triphosphosphoric 
Acid Disodium 
Salt (A1348,0025) 

AppliChem GmbH 

 

Darmstadt, 
Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) P029.3 Carl Roth GmbH + Karlsruhe, 



 

39 

 

Co. KG Deutschland 

Natriumcreatinphosphat Creatine 
Phosphate, 
Disodium Salt 
(2380-25GM) 

Merck Chemicals 
GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Natriumhydroxid 6771.3 Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Natriumlaurylsulfat 

 (SDS) 

0183.3 Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail A+B 

B15002 Absource Diagnostics 
GmbH 

 

München, 
Deutschland 

Protease Inhibitor 2 cOmplete™ 
Protease Inhibitor 
Tabletten 
(#1187358001) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Protease-Inhibitor-Cocktail B14002 Absource Diagnostics 
GmbH 

 

München, 
Deutschland 

Salzsäure Salzsäure 
Rotipuran® 100%, 
p.a., ISO (P074.4) 

Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Serva Blue R 35051.02 SERVA 
Electrophoresis 
GmbH 

Heidelberg, 
Deutschland 

Temed TEMED 
(A1148,0100) 

AppliChem GmbH 

 

Darmstadt, 
Deutschland 

Thiourea T8656-500G Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Tricin Tricin Pufferan® 
(6977.3) 

Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Tris TRIS Pufferan® 
(AE15.3) 

Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Triton™ Triton™ X-100 
(T8787-50ML) 

Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Tween® 20 

 

 

P1379-500ML Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Urea 1.08488.1000 Merck Chemicals 
GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Tabelle 3: Für die Experimente dieser Arbeit verwendete chemische Substanzen. Spalte 1 gibt den 
Substanznamen wie er in dieser Arbeit Verwendung findet an, Spalte 2 die Produktbezeichnung durch den 
Hersteller. Spalte 3 gibt die herstellende Firma und Spalte 4 die Region der Herstellung an 
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2.4 Verwendete Lösungen 

Die folgenden Lösungen und Puffer wurden in Rahmen dieser Arbeit verwendet und innerhalb der 
Arbeitsgruppe hergestellt (siehe Tabelle 4).  

Name Zusammensetzung 

Adenosin-Triphosphat (ATP)-Lösung 50mM Natrium-ATP und 50mM 
Magnesiumdichlorid-hexahydrat wurden in 
vollentsalztem Wasser gelöst; der pH-Wert 
wurde langsam mit Kaliumhydroxid auf 7,0 
eingestellt; die Lösung wurde in 20ml-
Einheiten aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Agaroselösung 1,5% Agarose wurden in vollentsalztem 
Wasser gelöst; dazu wurde die Lösung in 
einer Mikrowelle erhitzt, bis keine Schlieren 
mehr sichtbar waren. 

Aktivierungslösung Wässrige Lösung mit 10mM Imidazol, 3mM 
Ca-EGTA, 10mM NaMgATP, 3mM MgCl2, 
47,7 mM Natriumcreatinphosphat und 2mM 
DTT (1ml der Imidazol-Lösung, 1,2ml der 
Calcium-EGTA-Lösung, 20ml der ATP-
Lösung, 3ml der 
Magnesiumdichloridhexahydrat-Lösung, 1,22 
g Natriumcreatinphosphat und 200 µl der 
DTT-Lösung wurden vermischt) der pH-Wert 
wurde mit einmolarer Salzsäure oder 
einmolarer Natronlauge auf 6,85 eingestellt. 
die fertige Lösung wurde auf 10ml aliquotiert 
und bei -20°C gelagert;  

Vor der Messung wurde zu einem Aliquod 
20µl DDT und jeweils 100µl Phosphatase-
Inhibitor-Cocktail A, Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail B und Protease-Inhibitor-Cocktail 
hinzugefügt. 

Ammoniumperoxidsulfat 

 (APS)-Lösung 

438mM wurden in vollentsalztem Wasser 
gelöst. 

Anodenpuffer 300 mM Tris, 100mM Tricine; der pH-Wert 
wurde mit Salzsäure auf 8,8 eingestellt; 
anschließend erfolgte die Lagerung bei RT. 

Dithiothreitol (DTT)-Lösung 1M DTT wurde in vollentsalztem Wasser 
gelöst; die Lösung wurde auf 500µl-Aliquots 
aufgeteilt und diese dann in einem nächsten 
Schritt auf 20µl-Aliquots aufgeteilt. 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA)-Lösung 

250mM EGTA und 500mM Kaliumchlorid 
wurden in vollentsalztem Wasser gelöst; der 
pH-Wert wurde mit Kaliumhydroxid auf 7,0 
eingestellt; anschließend wurde die Lösung 
bei 4°C gelagert. 

Glycerinfixationslösung Ein Puffer mit 75mM Kaliumchlorid, 10 mM 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
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hydrochlorid (TRIS-HCl), 2mM 
Magnesiumchlorid und 2mM EGTA in 
vollentsalztem Wasser wurde im pH-Wert auf 
7,1 eingestellt; dann wurden 24,5 mL Puffer 
mit 24,5 ml Glycerol und 1ml cOmplete™ 
Protease Inhibitor gemischt und anschließend 
verwendet. 

Imidazollösung 1M Imidazol wurde in VE-Wasser gelöst; die 
Lösung wurde bei 4°C gelagert. 

Kalium-Phosphat-Lösung 100mM Kaliumphosphat und 100mM 
Natriumazid wurden in vollentsalztem Wasser 
gelöst, der pH-Wert wurde mit Salzsäure auf 
7,0 eingestellt; anschließend wurde die 
Lösung bei 4°C gelagert. 

Kalzium-EGTA-Lösung 250mM EGTA wurde in 50mL vollentsalztem 
Wasser gelöst; der pH-Wert wurde mit 
Kaliumhydroxid auf 8,0 eingestellt; dann 
wurden 12,5 ml 1M Kalziumchloridlösung 
hinzugegeben (insgesamt 250mM), 
anschließend wurde der pH-Wert mit 
Kaliumhydroxid auf 7,0 eingestellt; die 
Lösung wurde bei 4°C gelagert. 

Kathodenpuffer 300 mM Aminocapronsäure, 30mM Tris; der 
pH-Wert wurde mit Salzsäure auf 8,7 
eingestellt. 

Laufpuffer Stocklösung: 250mM Tris, 2M Glycin und 
1% SDS wurden in vollentsalztem Wasser 
gelöst, der pH-Wert wurde kontrolliert und 
nur Lösungen mit pH>8,3 wurden verwendet; 
die Lagerung erfolgte bei RT; vor der 
Verwendung wurde die Lösung 1:10 mit 
vollentsalztem Wasser verdünnt und in einem 
Kanister gelagert. 

Magnesiumdichloridhexahydrat-Lösung 100mM Magnesiumdichloridhexahydrat 
wurden in vollentsalztem Wasser gelöst. 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Destain 10% Essigsäure, 40% Ethanol und 50% 
vollentsalztes Wasser wurden vermischt; 
anschließend erfolgte die Lagerung bei RT 

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Stain 0,075% Serva Blue wurden in Methanol 
gelöst; anschließend erfolgte die Lagerung bei 
RT  

Relaxationslöung Wässrige Lösung mit 10mM Imidazol, 3mM 
EGTA, 10mM NaMgATP, 3mM MgCl2, 
47,7mM Natriumcreatinphosphat und 2mM 
DTT; (1ml der Imidazol-Lösung, 1,2ml der 
EGTA-Lösung, 20ml der ATP-Lösung, 3ml 
der Magnesiumdichloridhexahydrat-Lösung, 
1,22 g Natriumcreatinphosphat und 200 µl der 
DTT-Lösung wurden gemischt) der pH-Wert 
wurde auf 6,85 mit einmolarer Salzsäure oder 
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einmolarer Natronlauge eingestellt; die fertige 
Lösung wurde auf 10ml aliquotiert und bei -
20°C gelagert. 

Vor der Messung wurde zu einem Aliquod 
20µl DDT und jeweils 100µl Phosphatase-
Inhibitor-Cocktail A, Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail B und Protease-Inhibitor-Cocktail 
hinzugefügt;  

Für die passiven Kraftmessungen wurden 
außerdem 3mg 2,3-Βutanedionmonoxid 
(BDM) hinzugefügt. 

Sammelgelpuffer 0,5M Tris und 0,4% SDS wurden in 
vollentsalztem Wasser gelöst und der pH-
Wert wurde mit Salzsäure auf 6,8 eingestellt; 
anschließend erfolgte die Lagerung bei 4°C. 

Silikonboden Elastosol A+B wurden zu gleichen Teilen 
vermischt. 

Stripping Puffer 6M Guanidin-Hydrochlorid, 20mM Tris, 
0,2% Igepal® m; der pH wurde auf 7,5 
eingestellt und die Lösung wurde bei 4°C 
gelagert. Zum Anfang der Woche wurde ein 
frischer Aliquot entnommen mit 0,1M 
Mercaptoethanol versetzt und innerhalb einer 
Woche mehrfach verwendet 

Titinprobenpuffer 50mM Tris wurde in vollentsalztem Wasser 
im Wasserbad bei 60°C gelöst, der pH-Wert 
wurde auf 6,8 eingestellt; 8M Urea, 2M 
Thiourea, 3% SDS, 0,035% Serva Blue und 
10% Glycerol wurden hinzugegeben; die 
Lösung wurde unter Bewegung erkalten 
gelassen, anschließend aliquotiert und bei -
20°C gelagert. 

Trenngelpuffer 1,5M Tris wurde in vollentsalztem Wasser 
gelöst und der pH-Wert mit Salzsäure auf 8,8 
eingestellt; anschließend wurden 0,4% 
Natriumlaurylsulfat (SDS) hinzugegeben und 
die Lösung wurde bei 4°C gelagert. 

Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween 20 
(TBST) 

Stocklösung: 0,2M Tris, 1,5M NaCl, 1% 
Tween-20 wurden in vollentsalztem Wasser 
gelöst; der pH-Wert wurde mit Salzsäure auf 
7,4 eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei RT; 
vor der Verwendung wurde die Lösung 1:10 
mit vollentsalztem Wasser verdünnt und in 
einem Kanister gelagert. 

Tabelle 4: Für die Experimente dieser Arbeit verwendete Lösungen. Spalte 1 gibt die Bezeichnung der 
Lösung innerhalb dieser Arbeit an. Spalte 2 beschreibt die Zusammensetzung und Herstellung. 

2.5 Materialien und Geräte 

Die folgenden Materialien und Geräte wurden zur Durchführung der Protokolle, Lagerung oder 
Inkubation der Proben sowie zur Erstellung der verwendeten Lösungen verwendet (siehe Tabelle 5): 
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Material Artikelbezeichnung Hersteller Ort 

0,2mL 
Reaktionsgefäß 

PCR Tubes 0,2 mL (0030 
124.332) 

Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

0,5mL 
Reaktionsgefäß 

Safe-Lock Tubes 0,5 mL 
(0030 120.023) 

Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

1,5mL 
Reaktionsgefäß 

Regiergefäß 1,5mL 
(72.690.001) 

Sarstedt AG & Co. 
KG 

Nümbrecht, 
Deutschland 

15mL 
Reaktionsgefäß 

Cellstar® Tubes (188 271) Greiner Bio-One 
International GmbH 

Frickenhausen, 
Deutschland 

2mL 
Reaktionsgefäß 

Regiergefäß 2mL (72.691) Sarstedt AG & Co. 
KG 

Nümbrecht, 
Deutschland 

50mL 
Reaktionsgefäß 

Cellstar® Tubes (227 261) Greiner Bio-One 
International GmbH 

Frickenhausen, 
Deutschland 

Binokularlupe 1 Visiscope SB350H VWR International 
s.r.l. 

Milano, Italien 

Binokularlupe 2 Leica s8 apo Leica Camera AG Wetzlar, 
Deutschland 

Biomechanische 
Messstation 

McMyoskin MyoTronic UG Heidelberg, 
Deutschland 

Blotting-Kammer Trans-Blot® Turbo™ 
Transfer System 

Kennedy Blvd. Bio-
Rad Laboratories Inc. 

München, 
Deutschland 

Elektrophorese-
Kammer 

Mini-PROTEAN® Tetra 
System 

Kennedy Blvd. Bio-
Rad Laboratories Inc. 

München, 
Deutschland 

Fixationsnadeln Austerlitz Insect Pins ® 
(Minutiens ⌀ 0,1mm) 

ENTOMORAVIA Slavkov u Brna, 
Tschechien 

Fixationsnadeln Austerlitz Insect Pins ® 
(Minutiens ⌀ 0,2mm) 

ENTOMORAVIA Slavkov u Brna, 
Tschechien 

Gefrierschrank (-
20°C) 

Ty 363044 (Seriennummer: 
34.566.771.5) 

Liebherr Ochsenhausen, 
Deutschland 

Gefrierschrank (-
80°C) 

RLE40086V 
(Seriennummer: 
149VR5C01M) 

Thermo Fischer 
Scientific 

Massachusetts, 
Vereinige Staaten 
von Amerika 

Gelformen Mini-PROTEAN® Tetra 
System 

Kennedy Blvd. Bio-
Rad Laboratories Inc. 

München, 
Deutschland 

Gel-Ständer Mini-PROTEAN® Tetra 
System 

Kennedy Blvd. Bio-
Rad Laboratories Inc. 

München, 
Deutschland 

Gewebe-Kammer Geschlossene 
Plexiglaskammer 

Hauseigene Werkstatt 
des 
Universitätsklinikums 
Düsseldorf 

Düsseldorf, 
Deutschland 

Heizblock Thermomixer compact 
5350 

Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

Heizplatte 1 IKA® RCT basic safety 
control 

IKA®-Werke GmbH 
& CO. KG 

Staufen, 
Deutschland 
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Heizplatte 2 97042-686 6000  VWR International 
GmbH 

Langenfeld, 
Deutschland 

Imager Fusion FX Vilber Collégien, 
Frankreich 

Kanüle Sterican® Braun Melsungen AG Melsungen, 
Deutschland 

Kühlschrank (4°C) Typ 261964 
(Seriennummer: 
84.656.704.0) 

Liebherr Ochsenhausen, 
Deutschland 

Küvetten 100 REF 67.742 Sarstedt AG & Co. 
KG 

Nümbrecht, 
Deutschland 

Linse für 
Binokularlupe 2 

Leica 10446335 Leica Camera AG Wetzlar, 
Deutschland 

Membran 

 

Roti®-PVDF, Porengröße 
0,45µm (T830.1) 

Carl Roth GmbH + 
Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Mikrowelle Micromat 115 AEG Frankfurt, 
Deutschland 

pH-Meter MP220 pH-Meter Mettler Toledo Ohio, Vereinigte 
Staaten von 
Amerika 

Photometer Ultrospec 1000 Pharmacia Biotech Uppsala, 
Schweden 

Pinzette Dumoxel 03 0103-4PO 
SN.858.49.2 

Manufactures 
D’Outils Dumont SA 

Montignez, 
Schweiz 

Pipetten PIPETMAN Classic Starter 
Kit 

Gilson International 
France 

Villiers Le Bel, 
Frankreich 

Pipetten Research® Plus Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

Rollbank 1  IKA Roller 10 digital 
(0004013000) 

IKA®-Werke GmbH 
& CO. KG 

Staufen, 
Deutschland 

Rollbank 2 RM5-30V CAT Ingenierbüro CAT, M. 
Zipperer GmbH 

Staufen, 
Deutschland 

Rollbank 2 RM10W-30V CAT Ingenierbüro CAT, M. 
Zipperer GmbH 

Staufen, 
Deutschland 

Schütteltisch Shaker DOS-10L NeoLab® Migge 
GmBH 

Heidelberg, 
Deutschland 

Schütteltisch 2 Kombischüttler KL 2 Edmund Bühler 
GmbH 

Bodelshausen, 
Deutschland 

Schütteltisch 3 Kombischüttler SM 30 Edmund Bühler 
GmbH 

Bodelshausen, 
Deutschland 

Signalverstärker Signalverstärker MyoTronic UG Heidelberg, 
Deutschland 

Skalpell Feather disposable scalpel Feather Safety Razor Osaka, Japan 
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Co., LTD. 

Spannungsquelle Standard Power Pack P25 
T, Biometra Product Line 

Bio Sciences Dublin, Irland 

Spatel Mini-PROTEAN® Tetra 
System 

Kennedy Blvd. Bio-
Rad Laboratories Inc. 

München, 
Deutschland 

Spritze Injekt® LL 10 ml, Lock-
Ansatz, zentrisch 
(4606728V) 

 

Braun Melsungen AG Melsungen, 
Deutschland 

Taschenkämme Mini-PROTEAN® Tetra 
System 

Kennedy Blvd. Bio-
Rad Laboratories Inc. 

München, 
Deutschland 

Vortexer 1 Reax Top (541-10000-00) Heidolph Instruments 
GmbH & CO. KG  

 
Schwabach, 
Deutschland 

Vortexer 2 444-1372 Vortex-Schüttler VWR International 
GmbH 

Langenfeld, 
Deutschland 

Vortexer 3 Vortex 2™ Bender & Hobein AG Zürich, Schweiz 

Wasserbad 3043 Kötterman GmbH Uetze, 
Deutschland 

Well-Plate Zellkultur Multiwellplatte, 
6 WELL PS, TRANSP.,  
CELLSTAR®, TC 
(657160) 

Greiner Bio-One 
International GmbH 

Frickenhausen, 
Deutschland 

Whatman®-Paper  2300916 Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, 
Frankreich 

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus 
instruments 

Heraeus Holding 
GmbH 

Hanau, 
Deutschland 

Zentrifuge 2 Mini Star Silverline VWR International 
GmbH 

Langenfeld, 
Deutschland 

Tabelle 5 Für die Experimente dieser Arbeit verwendete Materialien. Spalte 1 gibt die Materialbezeichnung 
wie sie in dieser Arbeit Verwendung findet an, Spalte 2 die Produktbezeichnung durch den Hersteller. Spalte 3 
gibt die herstellende Fima an und Spalte 4 die Region der Herstellung. 

2.6 Verwendete Software 

Die folgenden Programme wurden zum Imaging der Blots und Gelfärbungen verwendet, zur 
Visualisierung der Kräfte in den biomechanischen Messungen, sowie zur Auswertung und zur 
Erstellung dieser schriftlichen Arbeit (siehe Tabelle 6). 

Verwendung Programm Version Hersteller Ort 

Ansteuerung der 
biomechanischen 
Messstation 

Myodat 1.0 Heinrich-
Heine 
Universität 

Düsseldorf, 
Deutschland  

Auswertung Image Lab™ 6.0.1 build 34 
Standard Edition 

©2017, 
Biorad-
Laboratories 
Inc. 

Kalifornien, 
Vereinigte Staaten 
von Amerika 
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Auswertung GraphPad Prism Prism 9 for 
Windows 64-bit, 
Version 9.0.2 
(161) 

©1992-2021 
GraphPad 
Software, 
LLC 

Kalifornien, 
Vereinigte Staaten 
von Amerika 

Auswertung und 
Verschriftlichung 

Microsoft® Office 
Excel® und Word® 
2007 

(12.0.6787.5000) 
SP3 MSO 
(12.0.6785.5000) 

Microsoft 
Corporation 

Washington, 
Vereinigte Staaten 
von Amerika 

Imaging Fusion FX6 Edge 1.0 Vilber Collégien, 
Frankreich 

Zitationsverwaltung Citavi Citavi 6 for 
Windows 
Campus 

Swiss 
Academic 
Software 

Wädenswil, 
Schweiz 

Tabelle 6 Für die Erstellung dieser Arbeit verwendete Software. Spalte 1 gibt den Verwendungszweck der 
Software an, Spalte 2 deren Bezeichnung. Spalte 3 die Version, falls vorhanden, Spalte 4 die herstellende Firma 
und Spalte 5 die Region der Herstellung 

2.7 Biomechanik 

2.7.1 Gewebepräparation 

Die biomechanischen Messungen erfolgten als Einzelfaserkraftmessungen. Das für die Kraftmessung 
vorgesehene Gewebe wurde von der Präparation bis zur Messung in Glycerin-Fixationslösung bei -20 
°C gelagert. Dabei waren sie durch Fixationsnadeln auf einem Agaroseboden unter leichter Spannung 
befestigt.  

Die Faserhäutung als Vorbereitung für die Messung erfolgte in Anlehnung an Prado et al (7). Am 
Vortag der Messung wurde das Gewebe in eine Gewebekammer überführt und erneut durch 
Fixationsnadeln auf einem Agaroseboden fixiert. In diesem Gefäß wurde es mit einer 2,3-
Βutanedionmonoxid (BDM)-haltigen Relaxationslösung (RS) und einem Gehalt von 0,5% Triton über 
Nacht für circa 17 Stunden bei 4 °C auf einem Schütteltisch bei ca. 30rmp inkubiert. Das BDM diente 
dabei der Unterdrückung aktiver Kontraktionen in den Fasern (430) und ihrem Schutz vor Schaden 
durch diese (431). Die RS verhinderte ihrerseits Zelldepolarisationen an Membrandefekten und 
probeninterne Proteolyse (7). 

Vor der Messung erfolgten zwei mindestens 15-minütige Waschschritte in BDM-haltiger RS. Diese 
erfolgten zur Reduktion der Triton-Konzentration bei Raumtemperatur auf Eis auf einem Schütteltisch 
gelagert bei circa 50 rpm.  

Anschließend wurden die Muskelfasern unter einer Binokularlupe auf einem eisgekühlten Deckglas 
für die Messung präpariert. Dazu erfolgte eine Abtragung vorhandenen Fettgewebes und eventueller 
Faszienreste mit einer Pinzette sowie ein scharfer Ausschnitt von Sehnenmaterial im Muskel mittels 
Skalpell. Die eigentliche Faserpräperation erfolgte dann wieder Stumpf mit der Pinzette. Es wurde ein 
Faserdurchmesser von circa 0,05 bis 0,5 mm angestrebt und nicht über die Faserlänge intakte 
Bestandteile abgetragen. Bis zur Messung der Einzelfaser wurden diese erneut in BDM-haltiger RS 
gelagert. 

Für die Kraftmessung wurde jeweils eine einzelne Faser in die biomechanische Messstation 
eingespannt und mit Klemmen, von denen eine über ein Piezo-Element als Kraftmesser fungierte, 
befestigt (siehe Abb. 2.7.1). In kleinen Kunststoffschälchen, mit einem Fassungsvermögen von 900µl 
(Mikroliter) wurden die benötigten Umgebungslösungen für die Messungen vorgelegt. Durch ein 
Absenken der Einspannungsvorrichtung wurde die Faser vor der Messung in das entsprechende 
Medium bewegt. Zwischen den Messungen konnten die Lösungen über eine Revolverlagerung 
ausgetauscht werden. Vor der ersten Messung wurden die bis dahin auf Eis gelagerten Lösungen durch 
eine circa zehnminütige Wartezeit auf Raumtemperatur gebracht. Alle 2 bis 3 Stunden erfolgte ein 
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Austausch der Lösungen mit erneuter anschließender Wartezeit. Die bis zum Austausch gemessenen 
Fasern wurden in derselben Lösung inkubiert. 

Das Kraftsignal wurde mit einem Verstärker registriert und mit einem Computer über die 
Kraftmessungs-Software aufgezeichnet. Die so erhobenen Werte wurden manuell dokumentiert. Für 
alle Proben wurden jeweils drei oder vier Fasern eines Muskels gemessen und für die weitere Analyse 
das arithmetische Mittel dieser Messwerte gebildet.  

2.7.2 Passive Messungen 

Für die passiven Kraftmessungen wurden die Fasern in der Messstation in BDM-haltiger 
Relaxationslösung bei Raumtemperatur inkubiert. Auch hier diente das BDM der Prävention aktiver 
Muskelkontraktionen (430), wobei bereits gezeigt werden konnte, dass dies die passive Kraft einer 
Faser nicht beeinflusst (432). Unter Kontrolle mithilfe des Kraftmessers erfolgte eine Korrektur der 
Fasereinspannung auf genau die Länge, an der eine weitere Dehnung der Faser zur ersten deutlichen 
Kraftantwort führte. 

Die Länge der auf diese Weise eingespannten Faser wurde mithilfe einer Skala im Okular einer 
Binokularlupe geschätzt. Die so ermittelte Länge wurde dem anschließenden Messprotokoll zugrunde 
gelegt. 

Mithilfe der Kraftmessungs-Software wurde die Faser etappenweise um zunächst 10%, dann 20%, 
dann 30% dann 40% und zuletzt 50% ihrer Ausgangslänge gedehnt. Nach jedem Schritt wurde die 
erreichte Länge für 20 Sekunden gehalten und das Plateau der an der Faser anliegenden Kraft am Ende 
dieser Zeit gemessen. Die erste dieser Dehnungsreihen wurde lediglich als Vordehnung durchgeführt, 
erst die anschließenden zweiten bis vierten Reihenmessungen wurden aufgezeichnet. Von diesen 
ausgehend wurde das arithmetische Mittel der Kraft zu jeder Dehnungsstufe für jede Faser einzeln 
ermittelt. 

2.7.3 Aktive Messungen 

Die aktiven Messungen erfolgten mithilfe einer Verdünnungsreihe bestehend aus unterschiedlichen 
Mischverhältnissen von Aktivierungslösung (AS) und RS. Zunächst wurde die Faser für mindestens 
zehn Minuten in BDM-freier 
RS gewaschen. Anschließend 
erfolgte eine optisch-
kontrollierte Vordehnung der 
Faser um circa 20% ihrer 
Länge.  

Für eine initiale maximale 
Aktivierung wurde die Faser 
dann in reine AS mit einer 
Kalziumionenkonzentration 
(c(Ca2+)) von 3mmol/L 
überführt. Als die Faser ihre 
maximale aktive Kraft erreicht 
hatte und sich ein Plateau 
einstellte oder aber die Kraft 
begann abzufallen, wurde sie 
in sechzigprozentige AS 
(verdünnt mit RS) überführt. 
In dieser Lösung lag die 
c(Ca2+) bei 1,8mmol/L. Als 
sich dort erneut eine konstante 
Kraft eingestellt hatte, wurde 
sie in siebzigprozentige AS 
(c(Ca2+)=2,1 mmol/L) 

Abb. 2.7.1 Biomechanische Messstation Myotronic. Sichtbar sind die 
beiden Arme der Messstation, zwischen denen einzelne Muskelfaserbündel 
eingespannt werden können. Daraufhin kann durch den modulierbaren Arm 
(rechts) eine protokollbasierte Einspannung oder Dehnung der Faser 
erfolgen, während der Kraftmesser (links) die dazugehörige Kraft über die 
Faser misst. Im Revolverlager (runde Platte unten) können unterschiedlich 
zusammengesetzt Medien vorgelegt und schnell gewechselt werden 
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überführt. Dann wurde die Faser jeweils nach Erreichen des Plateaus als Nächstes in achtzigprozentige 
(c(Ca2+)=2,4mmol/L), dann in neunzigprozentige (c(Ca2+)=2,7mmol/L) und schließlich erneut in reine 
AS überführt.  

Als sich dann hier ein Plateau einstellte, wurde die Faser erneut um 20% vorgedehnt, also auf 40% 
Dehnung im Vergleich zur Ausgangslänge und erneut die Einstellung eines Plateaus abgewartet. Dann 
wurde die Faser in reiner RS bis zum Erreichen eines Plateaus relaxiert, um weitere 20% auf eine 
Dehnung von 60% über der Ausgangslänge vorgedehnt und erneut in reine AS überführt. Das sich 
einstellende Plateau wurde dokumentiert. Zuletzt wurde der Durchmesser der Faser mithilfe der Skala 
im Okular der Binokularlupe nach Drehung um 90° ermittelt und mit der Skala eines Messdeckglases 
abgeglichen. 

2.8 Protein-Biochemie 

2.8.1 Solubilisierung  

Zur proteomischen Analyse von Muskelgewebe wurde zunächst des Zellverbands der präparierten 
Gewebeproben zerstört, um die Proteine in Lösung zu bringen. Eine geringe Menge (circa 50mg) 
wurden von einer Muskelprobe mittels Skalpell abgetragen und auf ein auf Eis gelagertes und mit 
Trockeneis vorgekühltes Uhrglas überführt. Dort wurde zunächst Titin-Probenpuffers (circa 150µl) 
hinzugegeben. Dieser Puffer wurde bei -20 °C gelagert, zur Verwendung auf Raumtemperatur 
aufgewärmt, vor jeder Benutzung frisch mit 5 Volumenprozent Dithiothreitol (DTT) versetzt und 
mittels Vortexer vermischt. Anschließend wurde die Probe im durch die Kälte viskösen Puffer auf 
dem Uhrglas mittels beidhändiger Präparation mit Skalpellen zerkleinert, bis unter optischer Kontrolle 
keine Gewebestücke mehr zu erkennen waren. Daraufhin wurden die Proben in ein 1,5ml-
Reaktionsgefäß überführt. Anschließend erfolgte eine mindestens halbstündige Lagerung aller Proben 
auf Eis. Daraufhin wurden die Proben für drei Minuten auf 98°C erhitzt. Als danach die Proben wieder 
annähernd Raumtemperatur erreicht hatten, erfolgte eine dreiminütige Abzentrifugation bei 13 000 
rpm sowie eine Überführung des Überstandes in ein neues Versuchsgefäß, um eventuelle größere 
Bestandteile als Debris aus der Probe zu eliminieren.  

Die so generierten Proben wurden entweder bei Verwendung am gleichen oder darauffolgenden Tag 
bei 4 °C oder bei einer darüberhinausgehenden Zeit bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert. Ab 
dem zweiten Tag erfolgte vor der Verwendung eine Hinzugabe von 1µl frischem DDT, aufgrund der 
empirischen Beobachtung in der Arbeitsgruppe, dass dies die Bandenschärfe verbessert. 

2.8.2 Bradford-Proteinbestimmung  

Die Proteinkonzentration in den Proben wurde nach der klassischen Bradford-Proteinbestimmung 
(433) photometrisch durchgeführt. Für die Proteinbestimmung nach Bradford erfolgte zunächst eine 
Vorverdünnung im Verhältnis 1:5 mit Millipore Wasser, sodass 2µl Probe mit 8ml Wasser auf 10µl 
aufgefüllt wurden. Dies diente der Verringerung der Konzentration die Methode störender 
Bestandteile des Titin-Probenpuffers. Das photoaktive Bradford-Reagenz wurde in ein 50mL-Tube 
überführt und mittels Aluminumfolien-Ummantellung und Lagerung in einer geschlossenen Schublade 
lichtgeschützt auf Raumtemperatur gebracht. Daraufhin wurden jeweils 800µl Millipore-Wasser mit 
200µl Reagenz in ein 1,5ml-Eppendorf Reaktionsgefäß gegeben und eine Menge von 2µl 
vorverdünnter Probe in den Deckel pipetiert, sodass die Probe zunähst noch nicht in Kontakt mit dem 
Reagenz kam. Dieses Vorgehen dient der Vereinheitlichung der Reaktionszeit. Pro Probe wurden zwei 
derartige Versuchsansätze vorbereitet und anschließend mit der durchschnittlichen Absorption 
gerechnet. 

Zur Normierung der Messwerte wurde gleichzeitig eine Negativkontolle bestehend aus 1200µl Wasser 
und 300µl Bradford-Reagenz vorbereitet. Diese wurde in eine Küvette überführt und zur Kalibrierung 
des Photometers genutzt. Das größere Volumen im Vergleich zum Probenansatz bei dieser 
Negativkontrolle, stellte sich in der Handhabung des Photometers als nützlich heraus. Da jedoch das 
durchleuchtete Volumen im Photometer konstant ist und die Konzentrationen identisch sind, ist 
hierdurch keine eingeschränkte Vergleichbarkeit zu erwarten.  
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Die vorbereiteten Reaktionsgefäße wurden dann geschlossen, vierfach invertiert und anschließend für 
circa fünf Sekunden auf einem Vortexter vermischt. Daraufhin erfolgte die Überführung in eine 
Küvette und die Absorbtionsmessung bei 595nm Wellenlänge mit dem Photometer. Die ermittelten 
Extinktionen wurden notiert und anschließend mit einer am selben Photometer mit derselben 
Bradford-Reagenz-Charge angefertigten Standardkurve abgeglichen.  

Hierfür erfolgte die Messung einer Verdünnungsreihe basierend auf einer Lösung mit 2mg/ml BSA 
gelöst in Wasser. Von dieser Lösung wurden 3, 5, 7, 9, 10, 12, 15 und 17µl jeweils mit Wasser auf 
20µl aufgefüllt sowie in einem Ansatz auch 20µl unverdünnte Probe vorgelegt und eine 
Negativkontrolle bestehend aus 20µl Wasser vorbereitet. Die photometrischen Messungen der Proben 
im Reagenz erfolgten hierbei wie oben beschrieben. Aus den gemessenen Exstinktionen wurde in 
Auftragung mit der bekannten Proteinkonzentration in mg/ml eine Ausgleichsgerade erstellt, die die 
Punkte möglichst in einer linearen Funktion zueinander in Beziehung setzte. Für das in dieser Arbeit 
verwendete Bradford-Reagenz lautet die Funktion der Ausgleichgeraden: f(x)=0,0787x-0,0033. Die in 
diesem Abschnitt beschriebene Normierung erfolgte durch Frau Sabine Bongardt, die medizinisch 
technische Assistentin der Arbeitsgruppe.  

Basierend auf der oben beschriebenen Funktion wurden die Proteinkonzentrationen der Proben 
ermittelt. Aufgrund der 1:5-Verdünnung der Proben und des Einsatzes von 2µl liegt die Konzentration 
der eigentlichen Probe um den Faktor 2,5 höher als das entsprechende Ergebnis nach Berechnung 
anhand der Funktion. 

2.8.3 SDS-Page und Western Blot 

Das SDS-Page erfolgte nach eigenem Protokoll mit Anlehnung an das Lämmli-System (434). Hierbei 
werden die Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine durch das SDS aufgelöst und die Proteine 
denaturiert. Dies wird durch eine chemische Reduktion der Proteine durch das den Proben vorher 
hinzugegebene DDT begünstigt (435). Anschließend ist dann über das Anlegen einer Spannung 
aufgrund der negativen Netto-Gesamtladung der Proteine im verwendeten Puffersystem eine 
Elektrophorese möglich. Da diese durch ein Acrylamid-Polymergel erfolgt, das mit großen Proteinen 
stärker wechselwirkt als mit Kleineren und diese so verlangsamt, ermöglicht dies eine Auftrennung 
der Proteine in einer Probe nach deren Größe. Im Unterschied zum ursprünglichen Protokoll wurde 
lediglich dem Laufpuffer Glycin hinzugefügt, während Trenngel- und Sammelgelpuffer ohne Glycin 
verwendet wurden. Durchgeführt wurde das Protokoll mit dem Trans-Blot® Turbo™ Transfer 
System. 

Es wurden zunächst die SDS-Gele vorbereitet. Dies erfolgte direkt in den Gelformen des Trans-Blot® 
Turbo™ Transfer System in den dafür vorgesehenen Ständern. Für die Standardgele wurde zunächst 
ein Trenngel gegossen und anschließend darüber ein Sammelgel aufgebracht. Das verwendete 
Trenngel mit einem Gehalt von insgesamt 7,5% Acrylamid wurde wie folgt zusammengesetzt: 7,5%: 
25% Acrylamid (37,5:1), 50% vollentsalztes Wasser, 25% Trenngelpuffer, 0,05% Temed, 0,5% APS-
Lösung. Pro Gel wurden in diesem Verhältnis 7,5mL angesetzt und anschließend in Gelform gegeben. 
Nach oben hin wurde 2 bis 3cm Platz für das Sammelgel gelassen und das Gel mit einem Film aus 
Isopropanol abgeschlossen, um Blasenbildung zu vermeiden und eine glatte Gelgrenze zu 
gewährleisten. Nachdem das Trenngel vollständig erstarrt war, wurde das Isopropanol ausgeschüttet, 
eventuelle Reste mit einem Whatman®-Paper aufgenommen und das Sammelgel aufgebracht. Dieses 
setze sich zusammen aus 13,33% Acrylamid (37,5:1), 73% vollentsalztes Wasser, 12,5% 
Sammelgelpuffer, 0,3% Temed und 1% APS-Lösung. Die Gelform wurde bis zum oberen Rand gefüllt 
und direkt mit dem Taschenkamm versehen. Bis auch das Sammelgel erstarrt war, wurden die Ständer 
bei RT belassen, dann feucht eingeschlagen und bei 4 °C über Nacht gelagert. Die Verwendung 
erfolgte am Folgetag. 
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Für die Elektrophorese wurden die 
Gele aus den Ständern in die 
Elektrophoresekammer überführt 
und in der Halterung eingespannt 
(siehe Abb. 2.8.1). Die Kammer 
wurde mit Laufpuffer gefüllt und 
die Taschenkämme wurden 
vorsichtig entfernt. Anschließend 
wurden der Bereich oberhalb der 
Taschen mit einem Rasiermesser 
abgefahren und die einzelnen 
Taschen mithilfe einer Spritze mit 
Küvette mit Lautpuffer 
durchspült, um so eventuelle 
Gelreste aus den Taschen zu 
entfernen. In die erste Tasche 
wurden 8µl Bandenmarker 
gegeben. In die anderen Taschen 
wurden jeweils 12,5µg Protein aus 
den Proben gegeben. Die 25 
untersuchten Proben wurden dabei 
wie folgt auf drei Gele mit jeweils 
10 Taschen aufgeteilt (siehe 
Tabelle 7): 
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Tabelle 7 Beladungsmuster bei den Western-Blots. Die Gelnummer gibt getrennt geblottete Gele an, die 
anderen Spalten die Taschen innerhalb eines Gels. Die restlichen Zellen geben die eingesetzten 
skelettmuskulären Proben an. Dabei dient der Bandenmarker als Referenz. dB+ bezieht sich auf Ursprungstiere 
mit partieller Leptin-Rezeptor-Defizienz dBdB auf Ursprungstiere mit kompletter Leptin-Rezeptor- Defizienz. 
Die Nummerierung gibt die fortlaufende Nummer des Ursprungstiere, die im Rahmen dieser Arbeit Verwendung 
fanden, an. 

Wenn die letzte Tasche des Gels frei blieb und ausreichend Probe zur Verfügung stand wurde hier ein 
zweites Mal die dB+ sham Probe des jeweiligen Gels als Kontrolle aufgetragen. Mit dieser Beladung 
wurde die Elektrophorese in zwei Phasen durchgeführt. In einer ersten Einlaufphase wurden mit einem 
Strom von 7,5 mA pro Gel die Proben circa eine Stunde lang elektrophoriert, bis sich eine scharf 

Abb. 2.8.1 Elektrophoresekammer des Trans-Blot® Turbo™ 
Transfer System. Innerhalb des flüssigen Puffers werden die 
Acrylamidgele in eine Einspannungsvorrichtung eingespannt und einem 
definierten elektrischen Strom ausgesetzt, der eine ladungs- und 
größenabhängige Auftrennung der Proteine im Gel ermöglicht. Die 
Ladungskontrolle (blaue Linie) dien als Referenz für den Fortschritt der 
Elektrophorese 
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eingestellte Lauffront zeigte. Dann wurde der Strom auf 12,5 mA pro Gel erhöht. Die Elektrophorese 
wurde gestoppt, wenn die Lauffront gerade den Unterrand des Gels verlassen hatte. 

Die Übertragung auf eine Membran erfolgte mittels Trans-Blot® Turbo™ Transfer System in 
Anlehnung an Towbin et al. und Burnette (436, 437). Hierzu wurden vier Whatman®-Paper mit 
Anodenpuffer getränkt und übereinander glatt auf der Kammerunterseite ausgelegt. Darauf wurde eine 
proteinbindende Membran, die zuvor in Ethanol aktiviert wurde, gelegt. Das Gel wurde aus der 
Gelform genommen und vorsichtig auf die Membran überführt. Die Orientierung bei Draufsicht wurde 
dabei beibehalten. Nach oben abgeschlossen wurde der Stapel mit vier in Kathodenpuffer getränkten 
Whatman®-Papieren. Der Stapel wurde mit einer Rolle glattgestrichen und die Kammer verschlossen. 
Die Übertragung auf die Membran erfolgte bei 1,5A für 12 Minuten. Um Salzreste des hierbei 
verwendeten Puffers von der Membran zu entfernen, wurde sie anschließend einmal kurz in 
vollentsalztes Wasser getaucht. 

2.8.4 Coomassie-Membranfärbung  

Die im Western-Blot generierten Membranen wurden in einer Kunststoffschale mit Coomassie 
Brilliant Blue R-250-haltiger PVDF-Färbelösung für circa 10-20 Sekunden inkubiert und anschließend 
in PVDF-Entfärberlösung für 5-10 Minuten gewaschen. Dann wurde die Entfärberlösung verworfen 
und mit Tris-gepufferter Salzlösung mit Tween20 (TBST) einmal kurz und einmal für circa 10 
Minuten gewaschen. Die verwendete Färbelösung wurde dabei für unterschiedliche Membranen 
mehrfach wiederverwendet, bis sie farblich ausgeblichen war. 

2.8.5 Membran-Immunfärbung 

Zur Darstellung spezifischer Zielproteine wurden Antikörper verwendet in Anlehnung an Dunn(438). 
Für die Antikörpermarkierung von membrangebundenen Zielproteinen erfolgte nach einer kurzen 
Waschung mit TBST eine Blockierung der Membran. Hierzu wurde die Membran auf einem 
Schütteltisch in einer Schale bei circa 70 rpm oder alternativ in einem 50ml-Falcon auf einer 
Wendebank für ein bis eineinhalb Stunden in TBST mit 2% BSA inkubiert. Anschließend erfolgte 
eine Inkubation der Membran mit einem primären zielstrukturbindenden Antikörper gelöst ebenfalls in 
1xTBST mit 2% BSA. Diese Inkubation erfolgte über Nacht und dauerte damit zwischen 13 und 20 
Stunden. Anschließend wurde die Membran dreifach kurz mit TBST abgespült und dann für 30 
Minuten in TBST auf einer Wendebank inkubiert.  

Daraufhin erfolgte die Inkubation mit einem sekundären Antikörper. Dieser band spezifisch 
Immunglobuline des Organismus, aus dem der primäre Antikörper stammte und war an eine Horse 
Raddish Peroxidase (HRP) gekoppelt. Der Antikörper wurde dabei ebenfalls in TBST mit 2% BSA 
gelöst. Die Membran wurde für eineinhalb bis drei Stunden auf der Wendebank in der 
Antikörperlösung inkubiert. Danach wurde die Membran erneut dreifach mit TBST abgespült und 
anschließend für 30 Minuten in TBST inkubiert. 

2.8.6 Imaging  

Das dunkel gelagerte HRP-Reagenz wurde zum Imaging täglich frisch im Verhältnis 1:1 aus Lösung 
A und Lösung B angesetzt. Es erfolgte eine vollständige Benetzung der Membran und Überführung in 
einen Folien-Umschlag. 

In diesem wurde es in den Imager gelegt. Die Erstellung der Bilder erfolgte mit dem Imaging-
Programm. Bei der Belichtungszeit erfolgte eine Orientierung an der software-internen 
Sättigungskontrolle, bei der eine möglichst hohe Sättigung ohne Erreichen einer kritisch zu hohen und 
damit weniger aussagekräftigen Sättigung angestrebt wurde. 

Die so erstellten Bilder dienten als Grundlage der Auswertung. 

2.8.7 Stripping 

Nachdem zunächst die Antikörper gegen die phosphorylierten Zielstrukturen auf den Membranen 
inkubiert und anschließend eingelesen wurden, wurden diese für die Antikörperfärbung gegen das 
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Gesamtprotein von der Membran entfernt. Dazu wurde die Membran für circa 20 Minuten in 
Stripping-Puffer auf einer Rollbank inkubiert. Anschließend wurde der Puffer entfernt und es erfolgte 
ein Waschschritt, bei dem die Membran dreifach mit TBST überspült und anschließend für 30 
Minuten in TBST auf einer Rollbank inkubiert wurde. Dieser Waschschritt wurde anschließend ein 
zweites mal wiederholt. Daraufhin erfolgte eine erneute Blockierung der Membran in TBST mit 2% 
BSA für ein bis zwei Stunden und die nächste Antikörperfärbung konnte wie oben beschrieben 
durchgeführt werden. 

2.8.8 Gel Direktfärbung 

Bei der Geldirektfärbung erfolgte eine direkte Coomassie Färbung des Protein-Gels. Dieses Verfahren 
wurde gewählt, um Titin gemeinsam mit seiner Degradationsbande mit Myosin, einer vergleichbaren 
Ladekontrolle, darzustellen. 

Das Protein-Gel hatte insgesamt einen Acrylamid-(29:1)-Anteil von 2,6%. Es wurden 8,65% 
Acrylamid (29:1), 31,67% vollentsalztes Wasser, 25% Trenngelpuffer, 0,5% SDS-Lösung (20% SDS 
in vollentsalztem Wasser) und 0,0575% Temed gemischt und anschließend in einem Wasserbad auf 60 
°C erhitzt. Die Agarose-Lösung wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis sie vollständig flüssig war und 
keine Schlieren mehr aufwies, woraufhin sie ebenfalls in das Wasserbad gestellt wurde. Dann wurden 
der Gel-Lösung 0,75% APS sowie zügig 33,33% Agaroselösung hinzugefügt. Der Ansatz wurde im 
Wasserbad durch Auf-und-ab-Pipettieren vermischt und direkt in die Gel-Formen überführt. 
Anschließend wurde umgehend der Taschenkamm eingeführt. Nachdem das Gel bei RT erstarrt war, 
wurde es feucht eingeschlagen und bei 4 °C über Nacht gelagert. Die Verwendung erfolgte am 
Folgetag. 

Das Protein-Gel wurde analog zum oben beschriebenen Verfahren in einer Elektrophoresekammer 
elektrophoriert. Für jede Probe wurden jeweils 15µg eingesetzt. Es wurde kein Bandenmarker 
verwendet. Daraus ergab sich die Beladung (siehe Tabelle 8):  
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Tabelle 8 Beladungsmuster bei der Protein-Gel-Direktfärbung. Die Gelnummer gibt getrennt geblottete Gele 
an, die anderen Spalten die Taschen innerhalb eines Gels. Die restlichen Zellen geben die eingesetzten 
skelettmuskulären Proben an. dB+ bezieht sich auf Ursprungstiere mit partieller Leptin-Rezeptor- Defizienz. 
dBdB auf Ursprungstiere mit kompletter Leptin-Rezeptor- Defizienz. Die Nummerierung gibt die fortlaufende 
Nummer der Ursprungstiere, die im Rahmen dieser Arbeit Verwendung fanden, an 

Wenn die letzte Tasche des Gels frei blieb und ausreichend Probe zur Verfügung stand, wurde hier ein 
zweites Mal die dB+ sham Probe des jeweiligen Gels als Kontrolle aufgetragen. Die Spannung lag für 
eine Stunde bei 2mA pro Gel und anschließend bei 8mA pro Gel. Die Elektrophorese wurde gestoppt, 
als die Lauffront gerade aus der Unterkante des Gels ausgelaufen war. Das Gel wurde aus der Gelform 
in eine Kunststoffschale überführt. Hier erfolgte dann eine einstündige Inkubation mit Imperial™ 
Protein Stain auf einem Schütteltisch bei circa 50 rmp. Anschließend wurde der Stain abgeschüttet, 
das Gel mit vollentsalztem Wasser einmal abgespült und anschließend über Nacht in vollentsalztem 
Wasser auf einem Schütteltisch bei circa 50rpm inkubiert.  
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Ein Einlesen des Gels erfolgte am folgenden Tag im Imager mit dem Imaging-Programm unter der 
Einstellung „Coomassie“ und einer Belichtungszeit von 80ms. 

2.8.9 Western-Blot mit Titin als Target-Protein  

Der Western-Blot erfolgte mit dem Trans-Blot® Turbo™ Transfer System. Hierbei fand das Agarose-
Verstärkte SDS-Gel zur Darstellung besonders großer Proteine Anwendung nach der Entwicklung von 
Tatsumi und Hattori(439). Für das Titinprotein wurde diese Methode durch Linke et al. zum ersten 
Mal angewendet (5). 

Das verwendete Protein-Gel hatte insgesamt einen Acrylamid (29:1)- Anteil von 2,1%. Es wurden 7% 
Acrylamid (29:1), 33,33% vollentsalztes Wasser, 25% Trenngelpuffer, 0,5% SDS-Lösung (20% SDS 
in vollentsalztem Wasser) und 0,0575% Temed gemischt und anschließend in einem Wasserbad auf 60 
°C erhitzt. Die Agarose-Lösung wurde in der Mikrowelle erhitzt bis sie vollständig flüssig war, 
woraufhin sie ebenfalls in das Wasserbad gestellt wurde. Dann wurde der Gel-Lösung 0,75% APS 
sowie zügig 33,33% Agaroselösung hinzugefügt. Der Ansatz wurde im Wasserbad durch Auf-und-ab-
Pipettieren vermischt und direkt in die Gel-Formen überführt. Anschließend wurde umgehend der 
Taschenkamm eingeführt. Nachdem das Gel bei RT erstarrt war, wurde es feucht eingeschlagen und 
bei 4°C über Nacht gelagert. Die Verwendung erfolgte am Folgetag. 

Die Elektrophorese sowie die Gelbeladung entsprach der, die für die Geldirektfärbung beschrieben 
wurde. 

Die Übertragung auf eine Membran erfolgte mittels Trans-Blot® Turbo™ Transfer System. Hierzu 
wurden vier Whatman®-Paper mit Anodenpuffer getränkt und übereinander glatt auf der 
Kammerunserseite ausgelgt. Darauf wurde eine proteinbindende Membran, die zuvor in Ethanol 
aktiviert wurde, gelegt. Das Gel wurde mit einem Spatel in der Gelform mobilisiert und vorsichtig auf 
die Membran gestürzt. Die Orientierung bei Draufsicht wurde dabei beibehalten. Nach oben 
abgeschlossen wurde der Stapel mit vier in Kathodenpuffer getränkten Whatman®-Papern. Der Stapel 
wurde mit einer Rolle glattgestrichen und die Kammer verschlossen. Die Übertragung auf die 
Membran erfolgte bei 1A für 40 Minuten. Um Salzreste der hierbei verwendeten Puffer von der 
Membran zu entfernen, wurde sie anschließend einmal kurz in vollentsalztes Wasser getaucht. 

Ab diesem Schritt entsprach das weitere Vorgehen mit den Membranen dem oben beschriebenen 
Verfahren. 

2.9 Auswertung  

2.9.1 Biomechanik 

Zunächst wurden die Messwerte aus der Fasermessung auf den Querschnitt normiert. Dafür wurde für 
jede Faser eine Kreisfläche bestimmt, die denselben Durchmesser aufwies wie die Faser. Diese 
Kreisfläche diente als Annäherung des Querschnitts. Die absoluten Messwerte der Kraft in 
Millinewton (mN) aus den aktiven sowie passiven Messungen wurden durch den Querschnitt in 
Quadratmillimetern (mm2) geteilt. Zusätzlich wurden auch die maximalen aktiven Kräfte abhängig 
von der bestehenden Faservordehnung in dieser Weise auf den Faserquerschnitt normiert. Genauso 
wurde mit den initialen, also vor der Faserinkubation in der Verdünnungsreihe der 
Aktivierungslösung, und terminalen, also nach der Faserinkubation in der Verdünnungsreihe der 
Aktivierungslösung, Kraft verfahren. 

Für die Bestimmung der Kalziumsensitivität wurde die relative Kraftänderung auf die Differenz 
zwischen Ausgangswert und Maximum normiert. Bei einer Kalziumionenkonzentration von 1,8mM 
war noch bei keiner der gemessenen Fasern eine aktive Kraftgenerierung zu beobachten, jedoch war 
die absolute gemessene Kraft regelhaft größer als null, da die Faser bereits um 20% ihrer Länge 
vorgedehnt wurde. Der hier gemessene Kraftwert diente als Ausgangswert. Als Maximum wurde die 
aktive Kraft bei einer Kalziumionenkonzentration von 3mM betrachtet. 
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Für die Berechnung eines Einzelwertes in Prozent ergab sich daher die Formel: 

                   
                                    

                                     
 100[%] 

Die so für jede Faser ermittelten Einzelwerte wurden für jede Gewebeprobe über das arithmetische 
Mittel verrechnet. Dabei flossen bei jedem Gewebe zwischen drei und vier Fasern in das Mittel ein.  

Für die statistische Analyse der Daten wurden diese nach den Gruppierungskriterien des Genotyps, 
also dB+ gegen dBdB, sowie ihrer Behandlung also sham gegen IR aufgetragen. Angewendet wurde 
dabei ein Two-Way-Anova mit Full-Fit-Model in dem zwei Sidak’s multiple comparison Tests separat 
durchgeführt wurden. Der Erste verglich die beiden Genotypen, der Zweite verglich die beiden 
Behandlungen. Zugrunde gelegt wurden die Dehnungsreihe bei der passiven Kraftmessung sowie die 
Verdünnungsreihe bei der aktiven Kraftmessung und der Bestimmung der Kalziumsensitivität. Bei der 
maximalen aktiven Kraft bei variierter Vordehnung wurden die Werte für 20%, 40% und 60% 
Vordehnung auch im Sinne einer Dehnungsreihe gemeinsam analysiert. Bei dem Vergleich der 
initialen und terminalen Maxima wurde der Two-Way-Annova auf den Unterschied dieser beiden 
Werte innerhalb einer Gruppe durchgeführt. Intermuskulär wurden ebenfalls mittels Two-Way-Anova 
die Unterschiede innerhalb einer Gruppe mit identischem Genotyp bei gleicher Behandlung zwischen 
den beiden Muskeln betrachtet. 

2.9.2 Biochemie  

Die Auswertung der eingelesenen Bilder erfolgte mit Labview. Dabei wurde für die 
Antikörperfärbungen sowie auch für die Geldirektfärbungen gleichermaßen verfahren. Die zu 
analysierende Bande wurde mit einer rechteckigen Auswahl markiert. Dabei wurde möglichst die 
gesamte Bande markiert, ohne dass es zu Überschneidungen der Auswahl mit anderen Banden kam. 
Die Messwerte wurden als Excel-Tabelle exportiert. Verwendung fand dabei jeweils der Messwert des 
Adjusted volumes, das eine lokale Hintergrundkorrektur durch die Software durchläuft.  

Als Nächstes erfolgten die Bestimmung der Verhältnisse und die Normierung. Dafür wurden jeweils 
die Phosphoantikörperfärbungen durch das Signal der Dephosphoantikörperfärbungen aus dem 
gleichen Blot geteilt. Die Dephosphoantikörperfärbungen von PKC und AMPK wurden durch das 
GAPDH-Signal der Probe geteilt. Bei der Geldirektfärbung wurden die obere Titinbande (T1) und die 
untere Titinbande (T2 oder Degradationsbande) jeweils durch die entsprechende Myosinbande geteilt, 
sowie die T2-Bande auch durch die T1-Bande. Zur Normierung wurden die so bestimmten 
Verhältnisse durch das entsprechende Verhältnis der im selben Blot aufgetragenen Kontrolle (sham 
dB+) geteilt und mit 100 Prozent multipliziert. Wurde eine Probe oder ein Blot mehrfach bearbeitet, so 
fanden die arithmetischen Mittel der jeweiligen Verhältnisse der Signalstärke Anwendung und wurden 
jeweils vor der Normierung verrechnet. 

Zur Teilkorrektur der Varianzen zwischen den einzelnen Blots bei analoger Taschenbeladung erfolgte 
eine Faktorkorrektur in Anlehnung an Ruijter et all. (440) Das Verfahren dient der Elimination 
etwaiger multiplikativer Störfaktoren. Dazu wurde das geometrische Mittel aller normierten Werte in 
einer Blot-Serie ermittelt sowie das geometrische Mittel jedes einzelnen Blots innerhalb der Serie. Aus 
der Division des geometrischen Mittels über alle Werte durch das geometrische Mittel eines einzelnen 
Blots ergab sich ein Korrekturfaktor, der mit den normierten Verhältniswerten innerhalb des 
jeweiligen Blotes multipliziert wurde. So wurde mit allen Werten verfahren. Konnten die angefertigten 
Replikate der Blots vollständig verwendet werden, ist die Anwendung der Faktorkorrektur auf das 
arithmetische Mittel dieser unstrittig, da sich auch in diesem multiplikative Störfaktoren s1 und s2 
vollständig abbilden und so dem Korrekturverfahren als s3 zugeführt werden konnten, da gilt: 

  
         

 
    

 

 
   

 

 
         

Wenn nur einzelne Proben innerhalb eines Replikats verwendet werden konnten, verhinderte dies eine 
Isolation des Störfaktors, da bei fehlender Überschneidung der Probenzusammensetzung, das 
beschriebene Verfahren keine stellvertretenden Korrekturfaktoren bereitstellen kann. Daher wurden 
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diese Werte ausschließlich normiert und in das arithmetische Mittel einbezogen, um den relativen 
Fehler zu reduzieren und trotzdem vom Informationsgehalt solcher Daten zu profitieren. 

In der Analyse mit Prism erfolgte zunächst eine Bereinigung von Outliern. Es wurde die 
Programminterne Outlier-Analyse (ROUT (Q = 1%)) durchgeführt. Identifizierte Outlier wurden 
anschließend aus der Analyse sowie der Korrekturfaktorberechnung entfernt, sodass sich neue 
korrigierte Werte ergaben. 

Für die statistische Analyse der Daten wurden diese analog zum Vorgehen bei den Daten aus der 
Biomechanik nach den Gruppierungskriterien des Genotyps, also dB+ gegen dBdB, sowie ihrer 
Behandlung also sham gegen IR aufgetragen. Angewendet wurde dabei ein Two-Way-Anova mit Full-
Fit-Modell in dem zwei Sidak’s multiple comparison Tests separat durchgeführt wurden. Der Erste 
verglich die beiden Genotypen, der Zweite verglich die beiden Behandlungen. Für die intermuskuläre 
Analyse wurden die Daten zusammengetragen und nach Muskeln gruppiert. Innerhalb einer Gruppe 
mit identischem Genotyp und identischer Behandlung wurden die relativen Unterschiede untersucht. 
Zur Darstellung der unterschiedlichen Ausgangswerte und das Verhältnis der absoluten Werte 
zwischen den Muskeln erfolgte eine erneute Normierung auf den jeweiligen arithmetischen Mittelwert 
in der Gruppe Psoas db+ sham. Darauf bezogen wurde wie oben beschrieben ebenfalls eine 
Faktorkorrektur durchgeführt sowie eine erneute Outlier-Analyse vorgenommen. Diese Daten wurden 
gegeneinander aufgetragen und ebenfalls mittels Two-Way-Anova mit Full-Fit-Modell in einem 
Sidak’s multiple comparison Test für die jeweilige Gruppe zwischen den Muskel verglichen. 
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3  Ergebnisse  

3.1 Biomechanik 

3.1.1 passive Kraft 

Zunächst wurde die passive Kraftentwicklung bi stufenweiser Dehnung in den Muskeln M. psoas und 
M. tibialis anterior aus diabetischen (dBdB) und nicht-diabetischen Tieren (dB+) untersucht. Die 
passive Kraft zeigte sich in beiden Muskeln nach IR bei dB+ hochsignifikant gesteigert. Die 
Steigerung fiel in der dBdB-Gruppe deutlich geringer aus. Die relative Steigerung der 
Durchschnittskraft im M. psoas betrug in der dB+-Gruppe 207% (p<0,0001) und lediglich 46% in der 
dBdB Gruppe, wobei für diese keine Signifikanz nachgewiesen werden konnte (p=0,0801).  

Im M. tibialis ant. lag die 
relative Steigerung der 
Durchschnittskraft in der 
dB+-Gruppe bei 193% 
(p<0,0001) und lediglich 
98% in der dBdB Gruppe 
(p=0,0165) (siehe Ab. 
3.1.1).  

Im M. psoas war in der 
sham-Gruppe die passive 
Kraft der dBdB Tiere 
gegenüber der dB+-

Kontrollgruppe 
gesteigert. So lag im M. 
psoas die durchschnitt-
liche passive Muskel-
spannung bei einer 
Dehnung von 150% der 
Ausgangslänge 122% 
über der Kontrolle, was 
jedoch in diesen Daten 
keine Signifikanz 
aufweist (p=0,0879). Im 
M. tibialis ant. hingegen 
zeigte sich eine nahezu 
identische Kraft in den 
beiden sham-Gruppen 
mit einer durchschnittlich 
um 5% nicht signifikant 
erhöhten passiven 

Abb. 3.1.1 passive Kraft in der biomechanischen Fasermessung. Aufgetragen ist jeweils die in einer Gruppe 
gemessene durchschnittliche Kraft in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm2) auf der vertikalen Achse 
gegen die jeweils zugrundeliegende Dehnung der Fasern in Prozent (%) der Ausgangsfaserlänge. Oben dargestellt 
sind die Ergebnisse für den Musculus psoas  (M. psoas) unten dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus 
tibialis anterior (M. tibialis anterior). Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch 
partiellen Leptin-Rezeptor-Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor-
Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-
Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Die 
Messwerte wurden durch einen polynomialen Fit zweiter Ordnung korreliert. Auf der rechten Seite zeigen sich 
die P-Werte der statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz 
tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht 
P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001 
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Muskelspannung in dBdB. 

Nach IR erreichte die dBdB Gruppe im M psoas die gleiche passive Kraft wie die dB+ Gruppe mit IR, 
während sie im M. tibialis ant. signifikant schwächer war. Die Kraft lag durchschnittlich im M. psoas 
in der dBdB Gruppe mit IR um 5% unter der dB+ Gruppe, ohne dass diese Differenz eine Signifikanz 
aufwies. Im M. tibialis ant. zeigte sich die passive Kraft in der dBdB Gruppe mit IR, verglichen mit 
der dB+ Gruppe mit IR, um 29% reduziert. (p=0,0028).  

3.1.2 aktive Kraft 

Als nächstes wurde die 
Calcium-induzierte aktive 
Kraftentwicklung und die 
Calciumsensitivität 
untersucht. Auch die 
aktive Kraft zeigte sich 
nach IR in beiden 
Muskeln hochsignifikant 
gesteigert, wobei die 
Steigerung in der dBdB-
Gruppe deutlich geringer 
ausfiel. So steigerte sich 
in der dB+-Gruppe die 
Kraft im M. psoas um 
durchschnittlich 225% 
nach IR (p<0,0001) und 
im M. tibialis ant. um 
132% (p=0,0002). In der 
dBdB-Gruppe steigerte 
sich die Kraft nach IR im 
Psoas um 42% (p=0,0244; 
entspricht einem Anteil 
von 19% an der relativen 
Steigerung in der dB+-
Gruppe) und im M. 
tibialis ant. um 72% 
(p=0,4063; entspricht 
einem Anteil von 55% an 
der relativen Steigerung in 
der dB+-Gruppe), wobei 
letztere keine statistische 
Signifikanz aufwies 
(siehe Abb. 3.1.2).  

Muskeldifferent war die 
Kraft in der dBdB sham-
Gruppe gegenüber der 
dB+-Kontrollgruppe im 
Durchschnitt gesteigert, 
wobei diese Abweichung 
keine statistische 
Signifikanz aufwies. Im 
M. psoas lag die 
durchschnittliche Kraft so 
78% über der Kontrolle, 

Abb. 3.1.2 aktive Kraft in der biomechanischen Fasermessung. 
Aufgetragen ist jeweils die in einer Gruppe gemessene durchschnittliche Kraft 
in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm2) auf der vertikalen Achse 
gegen den jeweils zugrundeliegenden negativen dekadischen Logarithmus der 
Calciumionenkonzentration in der Messlösung (p(Ca2+)). Oben dargestellt 
sind die Ergebnisse für den Musculus psoas (M. psoas) unten dargestellt sind 
die Ergebnisse für den Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior). Die 
Messwerte wurden durch eine sigmoidale Dosis-Antwort-Kurve korreliert. 
Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen 
Leptin-Rezeptor- Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer 
kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum 
erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-
Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-Operation ohne 
Ischämieinduktion (sham). Auf der rechten Seite zeigen sich die P-Werte der 
statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die 
gemessene Differenz tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb einer 
homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht P≤0.05, ** 
entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001 
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was jedoch in diesen Daten keine Signifikanz aufwies (p=0,5352). Im M. tibialis ant. hingegen zeigte 
sich eine Reduktion um durchschnittlich 22% in der dBdB Gruppe verglichen mit dB+, wobei auch 
diese Differenz keine Signifikanz aufwies (p=0,9752) (siehe Abb. 3.1.2). 

Nach IR erreichte die dBdB Gruppe im Durchschnitt nicht die gleiche Kraft wie die dB+-Gruppe. Die 
Kraft lag durchschnittlich im M. psoas um 22% unter der Kraft der dB+ Gruppe, ohne dass diese 
Differenz eine Signifikanz aufwies (p=0,3335). Im M. tibialis ant. zeigte sich die aktive Kraft der 
dBdB Gruppe mit IR, verglichen mit der dB+ Gruppe mit IR, im Durchschnitt um 42% signifikant 
reduziert (p<0,0001).  

3.1.3 Maximale aktive Kraft unter Vordehnung 

Zudem bestimmten wir die 
maximale Kraft, die mit einer 
passiven Vorspannung in 
calciumreicher Aktivierungs-
lösung zu erzielen war. Dies 
diente zur Bestimmung der 

dehnungsvermittelten 
Kraftsteigerung in 
Muskelzellen im Rahmen des 

Frank-Starling-Mechanismus 
und dessen Regulation im IR-
Modell und bei Diabetes 
mellitus. Die maximale aktive 
Kraft unter Vordehnung 
verhielt sich tendenziell 
analog zur oben beschriebenen 
aktiven Kraft der Proben. 

Die maximale aktive Kraft 
unter Vordehnung zeigte sich 
nach IR ebenfalls in beiden 
Muskeln hochsignifikant 
gesteigert und die Steigerung 
in der dBdB-Gruppe fiel auch 
hier deutlich geringer aus. So 
steigerte sich in der dB+-
Gruppe die Kraft im M. psoas 
um durchschnittlich 251% 
nach IR (p<0,0001) und im M. 
tibialis ant. um 95% 
(p=0,0002). In der dBdB-

Abb. 3.1.3 aktive Kraft unter Vordehnung in der biomechanischen Fasermessung. Aufgetragen ist jeweils 
die in einer Gruppe gemessene durchschnittliche Kraft in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm2) auf der 
vertikalen Achse gegen die jeweils zugrundeliegende Dehnung der Muskelfasern in Prozent (%) der 
Ausgangsfaserlänge bei einer 3 millimolaren Calciumkonzentration im Messmedium ([Ca2+]=3mM). Oben 
dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus psoas  (M. psoas) unten dargestellt sind die Ergebnisse für den 
Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior). Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer 
genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor- Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-
Rezeptor- Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale 
Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-Operation ohne Ischämieinduktion (sham). 
Die Messwerte wurden durch einen polynomialen Fit zweiter Ordnung korreliert. Auf der rechten Seite zeigen 
sich die P-Werte der statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz 
tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht 
P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001 
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Gruppe steigerte sich die durchschnittliche Kraft nach IR im Psoas um 54% (p=0,2316; entspricht 
einem Anteil von 22% an der relativen Steigerung in der dB+-Gruppe) und im M. tibialis ant. um 54% 
(p=0,4063; entspricht einem Anteil von 58% an der relativen Steigerung in der dB+-Gruppe), was in 
beiden Fällen keine statistische Signifikanz zeigte (siehe Abb. 3.1.3). 

Muskeldifferent war die Kraft in der dBdB sham-Gruppe gegenüber der dB+-Kontrollgruppe im 
Durchschnitt gesteigert, wobei diese Abweichung keine statistische Signifikanz aufwies. Im M. psoas 
lag die durchschnittliche Kraft so 95% über der Kontrolle, was jedoch in diesen Daten keine 
Signifikanz aufweist (p=0,4075). Im M. tibialis ant. hingegen zeigte sich eine Reduktion um 
durchschnittlich 14% in der dBdB Gruppe verglichen mit dB+, wobei auch diese Differenz keine 
Signifikanz aufwies (p=0,9752). Zudem zeigte sich im Kurvenverlauf die Steigung, entsprechend der 
längenabhängigen Kraftzunahme, nach IR sowohl bei dB+ als auch bei dBdB gesteigert.  

Nach IR erreichte die dBdB Gruppe im Durchschnitt nicht die gleiche Kraft wie die dB+-Gruppe. Die 
Kraft lag durchschnittlich im M. psoas um 14% unter der der dB+ Gruppe, ohne dass diese Differenz 
eine Signifikanz aufwies (p=0,3393). Im M. tibialis ant. zeigte sich die Gruppe verglichen mit der dB+ 
Gruppe mit IR im Durchschnitt um 30% signifikant schwächer (p<0,0001).  

3.1.4 Kalziumsensitivität 

Zur Messung der Kaziumsensitivität wurden die Muskelfasern ur Aktivierung in Lösungen mt 
stufenweise ansteigender Kalziumionenkonzentration getaucht und die generierte aktive Kraftantwort 
registriert. Die Kalziumsensitivität zeigte sich muskeldifferent in M. psoas nach IR erhöht. So 
erreichte in der dB+ Gruppe bei einer Kalziumionenkonzentration (c(Ca2+))=2,7mM eine um 109% 
signifikant erhöht Sensitivität (p=0,0009). Analog dazu steigerte sich die Kalziumsensitivität in der 
dBdB-Gruppe nach IR ebenfalls um durchschnittlich 97%(p=0,0017), was einem Anteil von 89% der 
Steigerung in der dB+-Gruppe entsprach. Die Genotypen verhielten sich also im M. psoas annäherd 
gleich. 

Im M. tibialis ant. zeigten die Tiere der dBdB Gruppe mit IR eine mit der dB+ Gruppe mit IR 
verglichen signifikant reduzierte Kalziumsensitivität. So war die Sensitivität in der Gruppe bei 
c(Ca2+)=2,4mM 14% geringer als in der dB+ Gruppe (p=0,0005). Letztere war dabei im Vergleich zur 
sham-Gruppe um 4% gesteigert, was hier allerdings keine statistische Signifikanz zeigte (p=0,2089) 
(siehe Abb. 3.1.4). 

Im intermuskulären Vergleich zeigte sich für alle Gruppen außer der dBdB Gruppe nach IR bei 
p(CA2+)=2,4mM eine deutlich höhere Kalziumsensitivität im M. tibialis ant. als im M. psoas. Dieser 
Unterschied betrug in der dB+ sham-Gruppe 604% (p=0,0749) und in der dBdB sham-Gruppe 454% 
(p=0,0382). Nach IR reduzierte sich der Unterschied in der dB+-Gruppe auf lediglich 82% (p=0,0253) 
und in der dBdB-Gruppe auf nur 10%, wobei sich der Unterschied hier nicht mehr signifikant zeigte 
(p>0,9999).  



 

60 

 

   

Abb. 3.1.4 Calciumsensitivität der Muskelfasern in der biomechanischen Fasermessung. Aufgetragen ist 
jeweils die in einer Gruppe gemessene durchschnittliche releative Kraft in Prozent der von der Faser 
erreichten Maximialk auf der vertikalen Achse gegen den jeweils zugrundeliegenden negativen dekadischen 
Logarithmus der Calciumionenkonzentration in der Messlösung (p(Ca2+)). Oben dargestellt sind die 
Ergebnisse für den Musculus psoas (M. psoas) unten dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus tibialis 
anterior (M. tibialis anterior). Die Messwerte wurden durch eine sigmoidale Dosis-Antwort-Kurve korreliert. 
Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor- Defizienz 
(dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum 
erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) andere 
lediglich eine Sham-Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Unten: Dargestellt ist der Anteil der 
maximalen aktiven Muskelkraft, die bei einem p(Ca2+) von 2,61 in den einzelnen Gruppen jeweils in den 
beiden unterschiedlichen Muskeln erreicht wurden. Die Bezugslinien zeigen die P-Werte der statistischen 
Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz tatsächlich nur auf Streuungen 
innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, 
*** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001 
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3.1.5 Konsistenzprüfung der aktiven Kräfte 

Die aktiven Kräfte zeigten sich im Verlauf 
der Messungen mit unterschiedlichen 
Calciumkonzentrationen des Messmediums 
konsistent. Bei dem Vergleich der 
maximalen aktiven Kraft vor und nach 
Messung in der Calcium-Reihe, zeigte sich 
für keine Gruppe in den untersuchten 
Muskel eine signifikante Reduktion der 
Kraft. Die in den Daten ersichtliche leichte 
Reduktion des Durchschnittswertes ist in 
allen Muskeln vorgleichbar und wurde in 
keinem Datensatz signifikant (siehe Abb. 
3.1.5).  

Folglich ist nicht davon auszugehen, dass 
beobachtete Unterschiede in der gemessenen 
aktive Kraft bei Vordehnung oder variierter 
Kalziumionenkonzentration auf eine 
unterschiedliche Ermüdung der jeweiligen 
Fasergruppen zurückzuführen sind. 

 

  

Abb. 3.1.5 Konsistenzprüfung der aktive Kraft in der biomechanischen Fasermessung. Aufgetragen ist 
jeweils die in einer Gruppe gemessene durchschnittliche Kraft in Milinewton pro Quadratmilimeter (mN/mm2) 
bei einer 3 milimolaren Calciumkonzentration im Messmedium ([Ca2+]=3mM) jeweils vor (initiales Maximum) 
und nach (terminales Maximum) den durchgeführten aktiven Kraftmessungen. Oben dargestellt sind die 
Ergebnisse für den Musculus psoas (M. psoas) unten dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus tibialis 
anterior (M. tibialis anterior). Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen 
Leptin-Rezeptor- Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz 
(dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-
Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Es liegen 
im Datensatz keine signifikanten Differenzen vor. 

 



 

62 

 

3.2 Molekularbiologie 

3.2.1 Titingehalt 

In den dieser Arbeit zugrundeliegenden molekularbiologischen Messungen wurde eine größere Zahl 
unterschiedlicher Muskelproben untersucht. Wie in der Einleitung angedeutet, könnte die mechanische 
und metabolische Ausgangssituation in unterschiedlichen Muskelfasertypen die dortigen Folgen einer 
myokardialen Ischämie beeinflussen. Um ein breiteres Spektrum zu erfassen wurden hier fünf 
verschiedene Muskeln mit unterschiedlichen Faserexpressionmustern betrachtet. 

Der Titingehalt der Muskelproben zeigte sich nach IR teilweise signifikant reduziert. Gemessen wurde 
die Bandenintensität der T1-Titinbande normiert auf die Ladekontrolle Myosin in den 
Geldirektfärbungen. Analog zu den hier erhobenen Befunden verhielt sich zudem die Messung der 
Bandenintensität der T2-Titibande, also der spezifischen Degradationsbande von Titin.  

Im M. tibialis ant. zeigte sich hier eine Reduktion in der dB+-Gruppe mit IR verglichen mit der sham-
Gruppe von durchschnittlich 52% (p=0,0024) (siehe Abb. 3.2.1). Diese Reduktion zeigte sich 
allerdings nur in Präsenz eines einzelnen verhältnismäßig hohen Ratios in einem Tier der dB+ sham-
Gruppe signifikant und ist daher kritisch zu betrachten. Sie fand sich jedoch auch in der Betrachtung 
der T2-Bande. Hier kam es im M. tibialis ant. in der dB+ Gruppe nach IR zu einer Reduktion des 
durchschnittlichen Gehaltes von 40% verglichen mit dB+ sham Gruppe (p=0,0551) (siehe Abb. 3.2.2). 

Außerdem zeigte sich der Titingehalt bei dBdB-Tieren teilweise signifikant geringer als bei dB+-
Tieren. Im M. tibialis ant. zeigte sich eine Reduktion um durchschnittlich 45% in der dBdB sham-
Gruppe gegenüber der dB+ sham-Gruppe (p=0,0301). Auch bei der Betrachtung der T2-Bande findet 
sich im TA eine signifikante Reduktion von 52% des durchschnittlichen Gehaltes in der dBdB sham-
Gruppe verglichen mit der dB+ sham-Gruppe (p=0,0454).  

Ein gleichartiges Verhältnis der Durchschnittswerte findet sich im M. soleus bei einer Betrachtung der 
T1-Bande. Hier findet sich eine Reduktion um durchschnittlich 61%, die jedoch keine statistische 
Signifikanz aufweist (p=0,1877). Analog dazu fand sich im M. psoas der Trend, dass der Titingehalt in 
der dBdB-Gruppe mit IR im Durchschnitt 24% geringer war, als der in der dB+- Gruppe mit IR 
(p=0,0946). Dem entsprachen ebenfalls die Durchschnittswerte im M. EDL dieser beiden Gruppen. 
Hier zeigte sich eine Reduktion um durchschnittlich 39%, die jedoch ebenfalls keine statistische 
Signifikanz aufwies (p=0,1808) (siehe Abb. 3.2.1). 

Bei einer Betrachtung der T2-Bande, zeigte sich zudem teilweise ein signifikant geringer Gehalt in der 
dBdB-Gruppe nach IR, als in der dB+ Gruppe nach IR. So bestand im M. psoas ein um 
durchschnittlich 27% geringerer Gehalt (p=0,0454). Das gleiche Verhätnis findet sich auch in der 
Betrachtung der T1-Bande im M. psoas, jedoch zeigte sich diese im Datensatz nicht signifikant 
(p=0,0946). 

Im intermuskulären Vergleich fällt auf, dass der Titingehalt im M. EDL sowohl besonders hohe Werte 
als auch eine besonders starke Streuung erreicht. Dieser Befund fand sich sowohl bei der Betrachtung 
der T1- als auch der T2-Bande. So liegt der Durchschnittswert in allen Gruppen über dem der 
jeweiligen anderen Muskeln, erreicht jedoch lediglich in der dB+-Gruppe mit IR bei einer Erhöhung 
um 155% einen signifikanten Unterschied (geringster p-Wert= 0,0018 im Vergleich zum M. tibialis 
ant.).  
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Abb. 3.2.1 Betrachtung des relativen Titingehalts in Skelettmuskelzellen. Oben: Die Balkendiagramme zeigen 
die Intensität der undegradierten Titinbande (T1) normiert auf die Myosinbande in der Geldirektfärbung nach 
Elektrophorese. Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor- 
Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz (dBdB). Von diesen 
wiederum erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) 
andere lediglich eine Sham-Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen 
werden in Prozent des arithmetischen Mittels der Messwerte in der Referenzgruppe dB+ sham angegeben. Die 
vertikalen Balken symbolisieren das 95%-Konfidenzintervall für den tatsächlichen Mittelwert in der Gruppe. Die 
schwarzen Punkte und Quadrate repräsentieren die Einzelergebnisse der betrachteten Proben. Die Bezugslinien 
zeigen die P-Werte der statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz 
tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht 
P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001. Dargestellt sind die Ergebnisse 
für den Musculus psoas (M. psoas), Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior), Musculus gastrocnemius (M. 
gastrocnemius), Musculus soleus (M. soleus) und Musculus extensor digitorum longus (M. extensor digitorum 
longus). Oberhalb der Balkendiagramme sind exemplarische Fotografien der Geldirektfärbungen aus den 
jeweiligen Probensätzen dargestellt. Die Auftragung entspricht hierbei der X-Achse des Balkendiagrammes. 
Unten: Verglichen wird ebenfalls die Intensität der T1-Bande normiert auf die Intensität der Myosinbande der 
jeweiligen Proben. Hier erfolgte die Auftragung in Prozent des Mittelwerts in der Probe von dB+ sham im M. 
psoas zum intermuskulären Vergleich. 
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Abb. 3.2.2 Betrachtung der Titindegradation in Skelettmuskelzellen. Oben: Die Balkendiagramme zeigen die 
Intensität der degradierten Titinbande (T2) normiert auf die Myosinbande in der Geldirektfärbung nach 
Elektrophorese. Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor- 
Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz (dBdB). Von diesen 
wiederum erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) 
andere lediglich eine Sham-Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen 
werden in Prozent des arithmetischen Mittels der Messwerte in der Referenzgruppe dB+ sham angegeben. Die 
vertikalen Balken symbolisieren das 95%-Konfidenzintervall für den tatsächlichen Mittelwert in der Gruppe. Die 
schwarzen Punkte und Quadrate repräsentieren die Einzelergebnisse der betrachteten Proben. Die Bezugslinien 
zeigen die P-Werte der statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene 
Differenz tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * 
entspricht P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001. Dargestellt sind die 
Ergebnisse für den Musculus psoas (M. psoas), Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior), Musculus 
gastrocnemius (M. gastrocnemius), Musculus soleus (M. soleus) und Musculus extensor digitorum longus (M. 
extensor digitorum longus). Oberhalb der Balkendiagramme sind exemplarische Fotografien der 
Geldirektfärbungen aus den jeweiligen Probensätzen dargestellt. Die Auftragung entspricht hierbei der x-Achse 
des Balkendiagramms. Unten: Verglichen wird ebenfalls die Intensität der T2-Bande normiert auf die Intensität 
der Myosinbande der jeweiligen Proben. Hier erfolgte die Auftragung in Prozent des Mittelwerts in der Probe 
von dB+ sham im M. psoas zum intermuskulären Vergleich. 
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3.2.2 Titindegradation 

Zur Normierung einer Titindegradation nicht nur auf die vorliegende Proteinmenge anhand von 
Myosin, sondern auch auf die Expression intakten Titins in einer Muskelprobe, erfolgte zudem der 
Vergleich des Degradationsproduktes mit der T1-Bande. Hierbei zeigten sich teilweise signifikante 
Differenzen (siehe Abb. 3.2.3). 

So zeigte sich das Verhältnis nach IR teilweise signifikant reduziert. Es reduzierte sich im 
Durchschnitt im M. EDL nach IR in der dB+-Gruppe um 25% (p=0,1513) und in der dBdB-Gruppe 
um 24% (p=0,1826), wobei diese Reduktionen keine Signifikanz aufwiesen. Im M. soleus reduzierte 
sich das durchschnittliche Verhältnis in der dBdB-Gruppe signifikant um 58% (p=0,0003). Diese 
Signifikanz beruht jedoch auf zwei besonders hohen Messwerten in der dBdB Gruppe und muss daher 
kritisch betrachtet werden. Der Trend ließ sich jedoch auch im M. gastrocnemius beobachten, in dem 
das Verhältnis durchschnittlich um 27% sank (p=0,0747). Hierbei wurde ebenfalls keine Signifikanz 
in den Daten erreicht. Im Unterschied zu diesen Daten zeigte sich im M. tibialis ant. in der dBdB-
Gruppe nach IR ein Anstieg in Höhe von durchschnittlich 38%, der jedoch auch keine Signifikanz 
erreichte (p=0,1213). 

Es zeigte sich zudem im M. soleus eine signifikante Erhöhung des Verhältnisses in der dBdB sham-
Gruppe gegenüber der dB+ sham-Gruppe. Sie betrug durchschnittlich 136% (p=0,0027). Diese 
nachgewiesene Signifikanz unterliegt ebenfalls den oben beschriebenen Einschränkungen und ist 
daher auch kritisch zu betrachten.  

In intermuskulären Vergleich zeigte sich in der dBdB sham -Gruppe ebenfalls, dass das Verhältnis im 
M. soleus am stärksten streut und die höchsten Werte erreicht. Es lag durchschnittlich 146% über dem 
Durchschnitt der anderen Muskeln (im Vergleich zum M. gastrocnemius p=0,0005). Auch diese 
nachgewiesene Signifikanz unterliegt den oben beschriebenen Einschränkungen und ist daher kritisch 
zu betrachten.  

Außerdem zeigte sich, dass verglichen mit der relativen Veränderung des Verhältnisses innerhalb der 
Muskeln nach IR der M. tibialis ant. höhere Werte zeigte, während sie beim M. EDL reduziert waren. 
Die Steigerung im M. tibialis ant. betrug dabei in der dB+-Gruppe verglichen mit dem Durchschnitt 
27%. Die Reduktion im M. EDL betrug in der dB+-Gruppe durchschnittlich 23%. Für sich genommen 
zeigten sich diese Effekte statistisch nicht signifikant, jedoch im Vergleich zueinander (in der dB+ 
Gruppe: p=0,0048, in der dBdB- Gruppe p= 0,0631). Es kommt also vermeintlich zu einer differenten 
Regulation innerhalb dieser Muskeln, ob jedoch eine Steigerung im M. tibialis ant., eine Reduktion im 
M. EDL oder beides gleichzeitig geschieht, lässt sich hier nicht differenzieren. 
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Abb. 3.2.3 Betrachtung der relativen Titindegradation in Skelettmuskelzellen. Oben: Die 
Balkendiagramme zeigen die Intensität der degradierten Titinbande (T2) normiert auf die undegradierte 
Titinbande (T1) in der Geldirektfärbung nach Elektrophorese. Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen 
mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor-Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer 
kompletten Leptin-Rezeptor-Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine mechanisch 
herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-Operation 
ohne Ischämieinduktion (sham). Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen werden in Prozent des arithmetischen 
Mittels der Messwerte in der Referenzgruppe dB+ sham angegeben. Die vertikalen Balken symbolisieren das 
95%-Konfidenzintervall für den tatsächlichen Mittelwert in der Gruppe. Die schwarzen Punkte und Quadrate 
repräsentieren die Einzelergebnisse der betrachteten Proben. Die Bezugslinien zeigen die P-Werte der 
statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz tatsächlich nur auf 
Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht P≤0.05, ** 
entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001. Dargestellt sind die Ergebnisse für den 
Musculus psoas (M. psoas), Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior), Musculus gastrocnemius (M. 
gastrocnemius), Musculus soleus (M. soleus) und Musculus extensor digitorum longus (M. extensor 
digitorum longus). Oberhalb der Balkendiagramme sind exemplarische Fotografien der Geldirektfärbungen 
aus den jeweiligen Probensätzen dargestellt. Die Auftragung entspricht hierbei der X-Achse des 
Balkendiagrammes. Unten: Verglichen wird ebenfalls die Intensität der T2-Bande normiert auf die Intensität 
der T1-Bande der jeweiligen Proben. Hier erfolgte die Auftragung in Prozent des Mittelwerts in der Probe 
von dB+ sham im M. psoas zum intermuskulären Vergleich. 
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3.2.3 Titinphosphorylierung 

Einzelne Tiere wiesen nach IR im Durchschnitt eine erhöhte Phosphorylierung von Serin12022 in der 
PEVK-Region des Titinproteins auf. Dies lag im M. psoas und M. soleus insbesondere in der dBdB-
Gruppe vor, zeigte in der Gesamtheit der dargestellten Daten jedoch keine Signifikanz (M. psoas 
dBdB-Gruppe: p=0,2990; M. soleus dBdB-Gruppe: p=0,2913) (siehe Abb. 3.2.4). 

Teilweise war außerdem die durchschnittliche Phosphorylierung in den dBdB-Gruppen gegenüber den 
dB+-Gruppen reduziert. So zeigte sich im M. psoas eine Reduktion der Durchschnittswerte von 33% 
in der sham-Gruppe (p=0,1705) und 18% in den IR Gruppe (p=0,1743). Beide Effekte erreichten 
jedoch keine statistische Signifikanz.  

Im intermuskulären Vergleich zeigte sich im M. soleus verglichen mit den anderen Muskeln nach IR 
eine durchschnittlich erhöhte Phosphorylierung. Diese zeigte sich in der dB+-Gruppe um 
durchschnittlich 88% erhöht und signifikant unterschiedlich zur Phosphorylierung im M. psoas 
(p=0,0466) und im M. gastrocnemius (p=0,0115). In der dBdB-Gruppe zeigte sich die Erhöhung von 
durchschnittlich 129% zu allen anderen Muskeln signifikant (im Vergleich mit M. EDL: p=0,0115).  
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Abb. 3.2.4 Betrachtung der Titinphosphorylierung an Serin12022 (p(S12022)) in Skelettmuskelzellen. 
Oben: Die Balkendiagramme zeigen die Intensität der Bande in der Immunfärbung von an Serin12022 
phosphoryliertem Titin normiert auf die Intensität der Bande in der Immunfärbung der Prolin-, Glutamin-, 
Valin- und Lysinreiche PEVK-Region (PEVK) nach Western Blot. Verglichen wurden Faserproben aus 
Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor- Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einerem 
kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine mechanisch 
herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-Operation 
ohne Ischämieinduktion (sham). Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen werden in Prozent des arithmetischen 
Mittels der Messwerte in der Referenzgruppe dB+ sham angegeben. Die vertikalen Balken symbolisieren das 
95%-Konfidenzintervall für den tatsächlichen Mittelwert in der Gruppe. Die schwarzen Punkte und Quadrate 
repräsentieren die Einzelergebnisse der betrachteten Proben. Dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus 
psoas (M. psoas), Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior), Musculus gastrocnemius (M. gastrocnemius), 
Musculus soleus (M. soleus) und Musculus extensor digitorum longus (M. extensor digitorum longus). 
Oberhalb der Balkendiagramme sind exemplarische Fotografien der Immunfärbungen aus den jeweiligen 
Probensätzen dargestellt. Die Auftragung entspricht hierbei der X-Achse des Balkendiagrammes. Unten: 
Verglichen wird ebenfalls die Intensität der p(S12022)-Bande normiert auf die Intensität der PEVK-Bande  der 
jeweiligen Proben. Hier erfolgte die Auftragung in Prozent des Mittelwerts in der Probe von dB+ sham im M. 
psoas zum intermuskulären Vergleich. Die Bezugslinien zeigen die P-Werte der statistischen Analyse, 
entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb 
einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** 
entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001. 
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3.2.4 Proteinkinase Cα 

Der Gesamtgehalt an Proteinkinase Cα (PKCα) normiert auf Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) als Ladekontrolle zeigte sich nur in einzelnen Tieren nach IR erhöht. Dies 
betraf die Muskeln M. psoas und m. tibialis ant. und blieb ohne Erreichen einer statistischen 
Signifikanz. (siehe Abb. 3.2.5). 

Im intermuskulären Vergleich zeigt sich die Steigerung der Expression im M. psoas verglichen mit 
den anderen Muskeln nach IR signifikant erhöht. In der dB+-Gruppe lag diese 113% über dem 
Durchschnitt der anderen Muskeln (signifikant unterschiedlich zu M. gastrocnmius: p=0,0074 und M. 
EDL: p=0,0124). In der dBdB Gruppe zeigte sich eine hochsignifikante Erhöhung um 181% im 
Vergleich mit den anderen Muskeln (verglichen mit M. tibialis ant.: p=0,0001). Dieser Unterschied 
verhält sich vergleichbar mit der Gesamtmenge an AMPK (s.u.).  

Die Phosphorylierung von Serin660 an der PKCα nimmt nach IR signifikant ab (siehe Abb. 3.2.6). Im 
M. gastrocnemius zeigte sich in der dB+-Gruppe eine Abnahme um 22% (p=0,0479), im M. EDL um 
41% (p=0,0006) und im M. tibialis ant. von durchschnittlich 28% (p=0,1409), nur in den beiden 
Erstgenannten eine Signifikanz erreicht wurde. Im M. tibialis ant. zeigte sich zudem eine signifikante 
Abnahme in der dBdB-Gruppe nach IR um 41% (p=0,0138). 

Die Phosphorylierung ist außerdem teilweise in der dBdB-Gruppe signifikant reduziert. So zeigte sich 
eine Abnahme in der dBdB sham-Gruppe verglichen mit der dB+ sham-Gruppe im M. gastrocnemius 
von 29% (p=0,0356) und im M. EDL von 28% (p=0,0522). Diesen Unterschied zeigten beide Gruppen 
nach IR nicht mehr. 

Im intermuskulären Vergleich zeigte sich ein klares muskelspezifisches Phosphorylierungsmuster, das 
in allen Gruppen erhalten blieb. Dabei fand sich die höchste Phosphorylierung im M. gastrocnemius 
und M. soleus. M. gastrocnemius wies in der Gruppe dB+ mit IR eine um 87% gesteigerte 
Phosphorylierung verglichen mit M. psoas auf (p<0,0001). M. soleus wies in der gleichen Gruppe eine 
um 59% gesteigerte Phosphorylierung verglichen mit M. psoas auf (p=0,0001). Diese Unterschiede 
waren in allen Gruppen signifikant außer in der dBdB sham-Gruppe. Hier gab sich kein Anhalt für 
eine differente Regulierung, wofür eventuell die geringe n-Zahl in dieser Gruppe bei gleichzeitig 
erhöhter Streuung der Daten verantwortlich sein könnte. Die Phosphorylierung im M. tibialis ant. stellt 
sich verglichen mit dem M. psoas in der dB+-Gruppe mit IR um 60 % geringer da (p<0,0001). Da 
diese Verhältnisse in allen Gruppen annähernd konstant bleiben, zeigt sich kein Anhalt für eine 
Variation innerhalb der Variablen des Experimentes.  
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Abb. 3.2.5 Betrachtung der Proteinkinase Cα (PKCα)-Konzentration in Skelettmuskelzellen. Oben: Die 
Balkendiagramme zeigen die Intensität der Bande in der Immunfärbung von PKCα normiert auf die Intensität der 
Bande der Ladekontrolle Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) nach Western Blot. Verglichen 
wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor-Defizienz (dB+) mit denen von 
Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor-Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine 
mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-
Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen werden in Prozent des 
arithmetischen Mittels der Messwerte in der Referenzgruppe dB+ sham angegeben. Die vertikalen Balken 
symbolisieren das 95%-Konfidenzintervall für den tatsächlichen Mittelwert in der Gruppe. Die schwarzen Punkte 
und Quadrate repräsentieren die Einzelergebnisse der betrachteten Proben. Die Bezugslinien zeigen die P-Werte der 
statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz tatsächlich nur auf 
Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht P≤0.05, ** entspricht 
P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001. Dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus psoas 
(M. psoas), Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior), Musculus gastrocnemius (M. gastrocnemius), Musculus 
soleus (M. soleus) und Musculus extensor digitorum longus (M. extensor digitorum longus). Oberhalb der 
Balkendiagramme sind exemplarische Fotografien der Immunfärbungen aus den jeweiligen Probensätzen 
dargestellt. Die Auftragung entspricht hierbei der x-Achse des Balkendiagramms. Unten: Verglichen wird ebenfalls 
die Intensität der PKCα-Bande normiert auf die Intensität der GAPDH-Bande  der jeweiligen Proben. Hier erfolgte 
die Auftragung in Prozent des Mittelwerts in der Probe von dB+ sham im M. psoas zum intermuskulären Vergleich. 
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Abb. 3.2.6 Betrachtung der Proteinkinase Cα (PKCα)-Phosphorylierung an Serin660 (p(S660)PKC) in 
Skelettmuskelzellen. Oben: Die Balkendiagramme zeigen die Intensität der Bande in der Immunfärbung von 
p(S660)PKC normiert auf die Intensität der Bande der PKC nach Western Blot. Verglichen wurden 
Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor-Defizienz (dB+) mit denen von 
Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor-Defizienz (dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine 
mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine Sham-
Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen werden in Prozent des 
arithmetischen Mittels der Messwerte in der Referenzgruppe dB+ sham angegeben. Die vertikalen Balken 
symbolisieren das 95%-Konfidenzintervall für den tatsächlichen Mittelwert in der Gruppe. Die schwarzen 
Punkte und Quadrate repräsentieren die Einzelergebnisse der betrachteten Proben. Die Bezugslinien zeigen die 
P-Werte der statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz 
tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht 
P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001. Dargestellt sind die 
Ergebnisse für den Musculus psoas (M. psoas), Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior), Musculus 
gastrocnemius (M. gastrocnemius), Musculus soleus (M. soleus) und Musculus extensor digitorum longus (M. 
extensor digitorum longus). Oberhalb der Balkendiagramme sind exemplarische Fotografien der 
Immunfärbungen aus den jeweiligen Probensätzen dargestellt. Die Auftragung entspricht hierbei der x-Achse 
des Balkendiagramms. Unten: Verglichen wird ebenfalls die Intensität der p(S660)PKCα-Bande normiert auf 
die Intensität der PKCα-Bande der jeweiligen Proben. Hier erfolgte die Auftragung in Prozent des Mittelwerts 
in der Probe von dB+ sham im M. psoas zum intermuskulären Vergleich. 
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3.2.5 Adenosin-monophosphat-abhängige Kinase 

Die Gesamtmenge der Adenosin-monophosphat-abhängigen Kinase (AMPK) normiert auf GAPDH 
verhält sich nach IR je nach Muskel in der dBdB-Gruppe signifikant unterschiedlich. Einerseits steigt 
im M. psoas in der dBdB-Gruppe nach IR die Gesamtmenge um durchschnittlich 156% (p=0,0228), 
sinkt jedoch anderseits im M. EDL um 47% (p=0,0588) (siehe Abb. 3.2.7). 

Auch beim Vergleich der Gesamtmenge an AMPK zwischen den beiden Gruppen mit IR zeigen sich 
muskeldifferent signifikante Unterschiede. Im M. psoas liegt sie in der dBdB-Gruppe mit IR 
durchschnittlich 52% höher als in der dB+-Gruppe mit IR (p=0,0292). Im M. EDL beträgt sie jedoch 
durchschnittlich 47% weniger (p=0,0028). 

Im intermuskulären Vergleich findet sich in der dB+ sham-Gruppe eine Erhöhung im M. tibialis ant. 
Diese beträgt verglichen mit dem Durchschnitt 182% und zeigte sich zu den Werten vom M. 
gastrocnemius, M. soleus und M. EDL signifikant (verglichen mit M. soleus: p=0,0232). Allerdings 
beruhen diese Unterschiede auf einem einzelnen hohen Wert in der dBdB sham-Gruppe und müssen 
daher kritisch betrachtet werden. 

Nach IR zeigt sich eine relativ höhere Menge an AMPK im M. psoas. Im Vergleich mit dem 
Durchschnitt der anderen Muskeln ist diese in der dB+-Gruppe um 96% erhöht (verglichen mit M. 
tibialis ant: p=0,0041) und in der dBdB-Gruppe um 251% erhöht (p<0,0001). Dieser Unterschied 
verhält sich vergleichbar mit der Gesamtmenge an PKC (s.o.).  

Die relative Phosphorylierung von Threonin172 in der AMPK bezogen auf die Gesamtexpression in 
den Proben zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen in den 
betrachteten Muskeln (siehe Abb. 3.2.8). 

Intermuskulär zeigte sich ein muskelspezifisches Muster der Phosphorylierung. In allen Gruppen 
bestand eine erhöhte Phosphorylierung im M. tibialis ant. Diese lag in der dB+-Guppe mit IR bei 
137% über dem Durchschnitt der anderen Muskeln (verglichen mit M. soleus p=0,0081). Die 
Phosphorylierung im M. gastrocnemius zeigte sich teilweise reduziert. In der dB+-Gruppe mit IR 
betrug diese Reduktion 66% verglichen mit dem Durchschnitt der anderen Muskeln, wies aber 
lediglich im Vergleich zum M. soleus eine Signifikanz auf (p=0,0008). Da diese Verhältnisse in allen 
Gruppen annähernd konstant bleiben, zeigt sich kein Anhalt für eine Variation innerhalb der Variablen 
des Experimentes.  
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Abb. 3.2.7 Betrachtung der Adenosin-Monophosphat-abhängigen Kinase (AMPK)-Konzentration in 
Skelettmuskelzellen. Oben: Die Balkendiagramme zeigen die Intensität der Bande in der Immunfärbung von 
AMPK normiert auf die Intensität der Bande der Ladekontrolle Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) nach Western Blot. Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen 
Leptin-Rezeptor- Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz 
(dBdB). Von diesen wiederum erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-
Reperfusionsbehandlung (IR) andere lediglich eine  -Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Die 
Ergebnisse der einzelnen Gruppen werden in Prozent des arithmetischen Mittels der Messwerte in der 
Referenzgruppe dB+ sham angegeben. Die vertikalen Balken symbolisieren das 95%-Konfidenzintervall für 
den tatsächlichen Mittelwert in der Gruppe. Die schwarzen Punkte und Quadrate repräsentieren die 
Einzelergebnisse der betrachteten Proben. Die Bezugslinien zeigen die P-Werte der statistischen Analyse, 
entsprechend der Wahrscheinlichkeit, dass die gemessene Differenz tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb 
einer homogenen Grundgesamtheit zurückzuführen ist. * entspricht P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** 
entspricht P≤0,001, **** entspricht P≤0,0001. Dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus psoas (M. 
psoas), Musculus tibialis anterior (M. tibialis anterior), Musculus gastrocnemius (M. gastrocnemius), Musculus 
soleus (M. soleus) und Musculus extensor digitorum longus (M. extensor digitorum longus). Oberhalb der 
Balkendiagramme sind exemplarische Fotografien der Immunfärbungen aus den jeweiligen Probensätzen 
dargestellt. Die Auftragung entspricht hierbei der x-Achse des Balkendiagramms. Unten: Verglichen wird 
ebenfalls die Intensität der AMPK-Bande normiert auf die Intensität der GAPDH-Bande  der jeweiligen 
Proben. Hier erfolgte die Auftragung in Prozent des Mittelwerts in der Probe von dB+ sham im M. psoas zum 
intermuskulären Vergleich 
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Abb. 3.2.8 Betrachtung der Adenosin-Monophosphat-abhängigen Kinase (AMPK)-Phosphorylierung an 
Threonin 172 (p(Thr172)AMPK) in Skelettmuskelzellen. Oben: Die Balkendiagramme zeigen die Intensität 
der Bande in der Immunfärbung von p(Thr172)AMPK normiert auf die Intensität der Bande der AMPK nach 
Western Blot. Verglichen wurden Faserproben aus Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor- 
Defizienz (dB+) mit denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor- Defizienz (dBdB). Von diesen 
wiederum erhielten einige eine mechanisch herbeigeführte myokardiale Ischämie-Reperfusionsbehandlung 
(IR) andere lediglich eine Sham-Operation ohne Ischämieinduktion (sham). Die Ergebnisse der einzelnen 
Gruppen werden in Prozent des arithmetischen Mittels der Messwerte in der Referenzgruppe dB+ sham 
angegeben. Die vertikalen Balken symbolisieren das 95%-Konfidenzintervall für den tatsächlichen Mittelwert 
in der Gruppe. Die schwarzen Punkte und Quadrate repräsentieren die Einzelergebnisse der betrachteten 
Proben. Die Bezugslinien zeigen die P-Werte der statistischen Analyse, entsprechend der Wahrscheinlichkeit, 
dass die gemessene Differenz tatsächlich nur auf Streuungen innerhalb einer homogenen Grundgesamtheit 
zurückzuführen ist. * entspricht P≤0.05, ** entspricht P≤0,01, *** entspricht P≤0,001, **** entspricht 
P≤0,0001. Dargestellt sind die Ergebnisse für den Musculus psoas (M. psoas), Musculus tibialis anterior (M. 
tibialis anterior), Musculus gastrocnemius (M. gastrocnemius), Musculus soleus (M. soleus) und Musculus 
extensor digitorum longus (M. extensor digitorum longus). Oberhalb der Balkendiagramme sind exemplarische 
Fotografien der Immunfärbungen aus den jeweiligen Probensätzen dargestellt. Die Auftragung entspricht 
hierbei der x-Achse des Balkendiagramms. Unten: Verglichen wird ebenfalls die Intensität der 
p(Thr172)AMPK-Bande normiert auf die Intensität der AMPK-Bande der jeweiligen Proben. Hier erfolgte die 
Auftragung in Prozent des Mittelwerts in der Probe von dB+ sham im M. psoas zum intermuskulären 
Vergleich. 
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4 Diskussion 

4.1 Methodische Validität  

4.1.1 Koronargefäßligation als Modell für den Myokardinfarkt und die Herzinsuffizienz 

Die Koronargefäßligation beim Tier ist ein etabliertes Modell zur Induktion einer Herzinsuffizienz 
(441). Da ein echter Myokardinfarkt induziert wird, ist davon auszugehen, dass dieser stellvertretend 
für einen thrombotisch-okklusiven Infarkt stehen kann. Es ist jedoch bekannt, dass das Ausmaß der 
Infarktgröße und damit die Intensität der Infarkt-typischen Veränderungen je nach Tier und Eingriff 
schwankt (442, 443). Dies könnte erklären, warum sich in der IR Gruppe dieser Arbeit viele Tiere in 
der mechanischen Messung signifikant unterschiedlich von der sham-Gruppe zeigten, einige jedoch 
vergleichbar mit der sham-Gruppe und deutlich unterschiedlich von der IR-Gruppe verhielten. 
Allerdings verhielten sich diese Tiere nicht in allen Experimenten einheitlich, deshalb kann ein 
kausaler Zusammenhang nicht bewiesen werden. Womöglich werden unterschiedliche Signalwege im 
Skelettmuskel erst bei einer gewissen Infarktgröße bzw. Signalstoffkonzentration rekrutiert, sodass je 
nach Erfolg der Infarzierung ein differenziertes Muster in der Regulation entsteht. 

Zudem ist bekannt, dass die Tiere nach IR Veränderungen entwickeln, die einer Herzinsuffizienz 
ähnlich sind (444). Da der Myokardinfarkt auch beim Menschen eine häufige Ursache für die 
Herzinsuffizienz ist (1), ist anzunehmen, dass das Modell diese Art des Infarktes besonders gut 
darstellt. Eine zeitliche Limitation des Modelles ist jedoch durch die Regenerationsfähigkeit der Tiere 
gegeben. Da die Tiere, abgesehen vom Genotyp und des IR gesund sind, greifen 
Kompensationsmechanismen, die die Herzinsuffizienz zunehmend verringern können (444). Dieser 
Effekt wurde aber erst einige Wochen nach IR beobachtet (444), sodass im Rahmen der frühen 
Betrachtung in dieser Arbeit eine gute Modellfunktion angenommen werden kann. 

4.1.2 Leptin-Rezeptor-Defizienz als Diabetesmodell 

Auch die Leptin-Rezeptor-
Defizienz (dBdB) ist ein 
etabliertes und verbreitetes 
Modell für eine diabetische 
Stoffwechsellage (428, 429). 
Grundlage des Modelles ist, dass 
die Tiere keinen Rb-
Leptinrezeptor bilden können 
(445, 446). Dieser induziert im 
Hypothalamus das 
Sättigungsgefühl. Der kürzere 
Ra-Leptinrezeptor, der in vielen 
Geweben exprimiert wird, bleibt 
weiterhin funktionsfähig (447) 
(siehe Abb. 4.1.1). 

In der Folge sind die Tiere 
hyperphagisch, haben erhöhte 
Leptinspiegel, sind 
hyperglykämisch, 
hyperinsulinäm, insulinresistent 
und übergewichtig (448–451).  

Auch bei Diabetikern ist der 
Leptinspiegel erhöht, jedoch nicht 
in einem so drastischen Ausmaß 
wie bei dBdB (452–454). Da 
Leptin womöglich ein 

Abb. 4.1.1 Das Rb-Leptinrezeptor-Defizienz-Modell. Bei einer 
Defizienz des Rb-Leptin-Rezeptors (Rb-Rezeptor) kommt es zu einem 
Aussetzen der spezifischen Leptinwirkung am Hypothalamus. Dies 
bewirkt unter anderem das Aussetzen eines negativen Feedbacks, sodass 
es zu einer gesteigerten Leptinkonzentration kommt. Zudem kommt es zu 
einem verminderten Sättigungsgefühl und einer gesteigerten 
Nahrungsaufnahme. Dies führt sekundär zu einer Insulinresistenz und 
einem Übergewicht, was wiederum zu erhöhten Insulin- und 
Serumglucosespiegels führt. Der Ra-Leptinrezeptor (Ra-Rezeptor) bleibt 
bei der Mutation intakt. Er kommt an peripheren Geweben vor und seine 
Funktion im Rahmen des Modells ist unklar. 
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entscheidender Singnalstoff im Zusammenhang mit der Sarkopenie bei Herzinsuffizienz ist, und die 
Gewebewirkung über den Ra-Rezeptor weiterhin funktional ist, könnten also hier bei dBdB 
beobachtete Effekte ausgeprägter sein, als bei Menschen mit Diabetes. Erwähnenswert ist außerdem, 
dass auch die dB+ Tiere verglichen mit gesunden einen erhöhten Leptinspiegel aufweisen (454). 

Auch die Hyperglykämien sind ausgeprägter als beim menschlichen Diabetes (455). Zudem setzen 
diese metabolischen Veränderungen bereits in einem jungen Alter ein. Dies deckt sich also nicht mit 
dem Krankheitsverlauf des Typ II Diabetes, der erst in höherem Alter ausgeprägt wird. Sie zeigen 
zudem eine beschleunigte Gluconeogenese und einen beschleunigten Glykogenstoffwechsel (456). Die 
Insulinresistenz ist jedoch nicht direkt auf eine Veränderung der Aktivität des Insulinrezeptors in der 
Muskelzelle zurückzuführen (457). 

Zudem zeigen die dBdB-Tiere ein anderes kardiovaskuläres Risikoprofil als menschliche Diabetiker. 
Sie zeigen ein vermindertes Herzzeitvolumen mit verringertem Blutdruck (458). Zudem ist bei dBdB 
vornehmlich das high density lipoprotein (HDL)-Cholesterin erhöht, weshalb der arteriosklerotische 
Habitus ebenfalls nicht sicher vergleichbar ist (459). 

Dennoch finden sich insgesammt viele parallelen im Phenotyp zwischen einem typischen Typ-2 
Diabetes Patienten und einer dBdB-Maus. Wie Wang et al. bereits bemerkten, handelt es sich aber 
trotz aller Stärken lediglich um ein monogenetisches Modell für ein komplexes multigenetisches 
Krankheitsbild (428). 

4.1.3 Biomechanische Messungen 

Die experimentelle Methode der Einzelfaserkraftmessung ist ebenfalls ein etabliertes Verfahren. Da 
die Fasern manuell vom Untersucher präpariert werden, bietet dies einen gewissen Spielraum für 
Fehler. Bei der Präparation sind möglichst dünne Fasern wünschenswert, da bei diesen der Anteil der 
extrazellulären Matrix geringer ist und eine im Verhältnis zum Volumen größere Oberfläche der 
Badelösung ausgesetzt wird. Weil aber das Muskelgewebe der dBdB-Tiere bereits hier auffällig 
anders strukturiert ist, als das der dB+-Tiere, kann Ersteres nicht so fein präpariert werden wie 
letzteres Gewebe. Um daher einen systematischen Fehler zu vermeiden, wurde hier ein angestrebter 
Präparationsdurchmesser gewählt, der für beide Genotypen zu erreichen war. Zusätzlich wurde die 
erhobene Kraft auf die Querschnittsfläche der Faser bezogen und es wurden jeweils vier Fasern pro 
Gewebeprobe analysiert und dann mit den Durchschnittswerten gerechnet, was beides dazu diente, die 
Daten vergleichbarer zu machen. 

Die gemessenen passiven Kraftunterschiede sind vermutlich größtenteils durch Veränderungen am 
Titin zu erklären. Es ist bekannt, dass die passive Steifigkeit von Muskelzellen wesentlich durch Titin- 
und Kollagenfilamente bestimmt wird (7, 8).  

Da Kollagene hauptsächlich in der extrazellulären Matrix vorkommen (460) und extrazelluläres 
Gewebe bei der Präpapration weitgehend entfernt wurde, ist deren Anteil an der passiven 
Muskelmechanik voraussichtlich reduziert. Zudem erfolgte eine erste Dehnungsreihe der Fasern noch 
bevor die Messergebnisse erhoben wurden. Ab der zweiten Messung waren die generierten passiven 
Kräfte deutlich geringer als bei der ersten und deren Zusammenhang mit der Dehnung eher 
quadratisch als linear. Diese Veränderungen im Kraftprofil sprechen dafür, dass nicht elastische, eine 
passive Kraft vermittelnde Strukturelemente bei der ersten Messung zerstört oder ausgerissen wurden. 
Dies könnte insbesondere starre Kollagenstrukturen betreffen, wobei aber auch elastische 
Kollagenformen im Skelettmuskel bekannt sind (461). Wie groß der Einfluss elastischer Kollagene auf 
die passive Steifigkeit eines Muskels ist, hängt unter anderem vom Muskel selbst ab (7) und könnten 
die Daten insofern beeinflussen. 

Titin ist der entscheidende Bestandteil für die passive Steifigkeit des Sarkomers (5–7). Da dieses im 
Skelettmuskel die mechanisch bedeutendste intrazelluläre Struktur darstellt, ist es also von großer 
Bedeutung für die passiven mechanischen Eigenschaften einer Muskelzelle. Da bei der gewählten 
Präparationsmethode vor allem intrazelluläres Material erhalten bleibt, ist davon auszugehen, dass ein 
wesentlicher Teil der erhobenen Kräfte direkt auf Titin zurückzuführen ist.  
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Messungen der aktiven Muskelkraft durchgeführt. Grundlage 
ist, dass die chemisch gehäuteten bzw. membranperforierten Fasern einer Badelösung mit erhöhtem 
Calciumgehalt ausgesetzt werden. Dies führt bekannterweise zu einer erhöhten intrazellulären 
Calciumkonzentration, was auf physiologischem Wege zu einer Muskelkontraktion führt (462–464). 
Allerdings sind diese Kontraktionen nur bedingt stellvertretend für jene, die physiologischerweise 
durch Nervenzellen ausgelöst werden. Unter experimentellen Bedingungen kommt es zu einem 
gleichmäßigen über Sekunden bestehenden Calciumeinstrom. Dies entspricht nicht den 
physiologischen Bedingungen, bei denen es als Antwort auf Aktionspotentiale zu einem kurzen 
Einstrom bzw. bei tetanischer Kontraktion zu einer Salve kurzer Einströme kommt (465). Der 
artifizielle Einstrom stört den zellulären Calciumhaushalt und wurde mit einer dystrophen Wirkung 
auf die Muskulatur in Verbindung gebracht (462, 463, 466).  

Dies deckt sich mit dem in dieser Arbeit erhobenen Befund, dass nach den aktiven Messungen die 
maximale aktive Kraft etwas geringer war als die erste maximale aktive Kraft. Da dieser Unterschied 
jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant war, ist davon auszugehen, dass die Messungen in einem 
relativ stabilen Zustand stattgefunden haben. 

Es ist zudem bekannt, dass die Calciumsensitivität von Muskelzellen von der Temperatur abhängig ist 
(467). Alle hier durchgeführten Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt und neu 
eingefüllte Badelösungen wurden erst nach einer Wartezeit zur Temperaturangleichung verwendet. 

Das gewählte Muskelaktivierungsmuster im Versuchsaufbau war nur begrenzt physiologisch. Da 
jedoch nicht der transduktive Mechanismus, sondern lediglich die Endstrecke dessen, nämlich die 
Sarkomerfunktion, betrachtet werden sollte, und dies zwar unter unphysiologischen, aber immer 
vergleichbaren Bedingungen geschah, ist davon auszugehen, dass beobachtete Veränderungen am 
Sarkomer denen im lebenden Organismus nahekommen.  

Einer eventuellen Überlagerung der aktiven Kräfte durch passive Muskelkräfte durch die Einspannung 
in die Versuchsapparatur wurde begegnet, indem die Ausgangskraft vor Muskelaktivierung von den 
gemessenen Kräften abgezogen wurde. Da die angestrebten 20% Vordehnung bezogen auf die 
Faserlänge hier unter optischer Kontrolle erfolgte, war diese vermutlich subjektiv variabel. Auch 
diesem Effekt, wirkt die Durchschittsbildung von vier Fasermessungen pro Gewebe entgegen. 

4.1.4 Biochemische Messungen 

Bei den verwendeten Methoden zur biochemischen Untersuchung der Proben handelt es sich um 
verbreitete und gut etablierte Verfahren, die jedoch für die Darstellung von Titin einigen 
Modifikationen unterzogen werden mussten. 

Die erste Besonderheit stellt die manuelle Probenpräparation mittels Skalpell dar. Es ist schon lange 
bekannt, dass das Titinprotein empfindlich ist und leicht bei der Präparation degradiert (468). Daher 
hat sich das gewählte Verfahren gegenüber anderen normierbareren Verfahren in der Arbeitsgruppe 
bewährt. Es hat jedoch den Nachteil, dass die Präparation allein unter subjektiver optischer Kontrolle 
erfolgt und daher vermeintlich in ihrer Qualität schwankt. Es wurde schon in anderen Kontexten 
beobachtet, dass das Präperationsverfahren einen Einfluss auf die Ergebnisse nimmt (469). Da jedoch 
hier das Verfahren auf alle Proben angewendet wurde, ist anzunehmen, dass sich der eventuelle Fehler 
in der Präperationsqualität gleichmäßig auf alle Proben verteilt und die Schärfe der Ergebnisse 
reduziert, jedoch keinen systematischen probenabhängigen Fehlerfaktor in die Daten trägt. 
Beobachtete Signifikanzen hingegen bestanden trotz dieser Variation und sind vor diesem Hintergrund 
als zuverlässig zu betrachten. 

Ein weiterer wesentlicher Einflussfaktor auf die Ergebnissqualität ist die Probenbeladung, also die 
eingesetzte Proteinbeladung pro Probe. Denn nur wenn die Banden sich deutlich darstellen, aber nicht 
überladen sind, ist ein linearer Zusammenhang zwischen Bandenintensität und Proteinmenge 
anzunehmen (470). Da jedoch die Blots, die der Untersuchung von PKC und AMPK dienten, 
gemeinsam mit GAPDH dargestellt werden sollte, das bei gleicher Beladung eine deutlich höhere 
Intensität hervorbrachte, musste für die Beladung ein Kompromiss gefunden werden. Zu diesem 
Zweck wurden vor der Untersuchung der in dieser Arbeit verwendeten Proben Verdünnungsreihen mit 
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unterschiedlichen Proteinkonzentrationen betrachtet und darauf aufbauend die bestmögliche Beladung 
gewählt. Da bei diesem Beladungsmuster jedoch GAPDH tendenziell eher stark zur Darstellung kam, 
könnte es sein, dass bei einzelnen Proben die Auflösung der Kontrolle limitiert ist (471). Limitiert 
wird dieser Fehler jedoch dadurch, dass viele Blots mehrfach durchgeführt wurden und zumindest in 
den IR Proben eine höhere Anzahl an Versuchstieren vorlag. Zudem liegt die gewählte eingesetzte 
Proteinmenge in der Spanne, die für die quantitative Untersuchung empfohlen wird (472, 473). Es ist 
bekannt, dass die Stabilität mehrerer Ladekontrollen gegenüber einer einzelnen erhöht ist (469). 
Zudem werde zunehmend auch Gesamtprotein-Färbungen als Ladekontrolle empfohlen (474, 475). 
Die verwendete Normierung auf GAPDH als Ladekontrolle ist jedoch weiterhin verbreitet. Die 
geringste Abweichung bei Ladekontrollen ist zu erwarten, wenn sie direkt auf der gleichen Menbran in 
der gleichen Bande wie die untersuchte Probestruktur angefärbt werden, was hier geschehen ist. 

Nächster relevanter Punkt ist die Auswahl und Qualität der verwendeten Antikörper. Die Spezifität der 
Antikörper wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit validiert. Es sind jedoch verbreitete Antikörper, zu 
denen bereits viele Vorbefunde vorlagen und mit denen die Arbeitsgruppe gute Erfahrungen gemacht 
hat. Problematisch zeigte sich jedoch die Verwendbarkeit der Titinbezogenen Antikörper. Eine 
geplante Unterschung der Phosphorylierung von Titin an Serin 11878 konnte aufgrund einer 
schlechten Antikörperqualität daher leider nicht durchgeführt werden. Die Konzentration der 
Antikörper wurde vor der Betrachtung der eigentlichen Proben ebenfalls in einer Verdünnungsreihe 
betrachtet. Die so ermittelte Antikörperkonzentration wurde dann über alle Experimente beibehalten 
und immer gleichermaßen mit 2% BSA blockiert. So konnten voraussichtlich auch hier systematische 
Fehler vermieden werden. 

Eine Limitation der Daten stellt die sequenzielle Betrachtung von Phosphoprotein- und 
Gesamtproteinantikörpern dar. Hier wurden immer zunächste die Phosphoproteinantikörper betrachtet 
und dann nach dem oben beschriebenen Stripping der Gesamtproteinantikörper. Da es bei diesem 
Prozess tendenziell zum Verlust von Zielprotein kommen kann, könnte es sein, dass insgesamt 
weniger Protein bei der Gesamtproteinfärbung zur Verfügung stand. Folge wäre dann eine 
überschätzte Phosphorylierung. Da allerdings nicht die Gesamtphosphorylierung sondern nur relative 
Veränderungen dieser unter den expermentellen Parametern betrachtet wurden, wäre dieser Effekt, 
weil er voraussichtlich alle Proben im gleichen Maße betrifft, nicht nennenswert störend. Eine weitere 
Limation des Strippings stellt jedoch die Beobachtung dar, dass es bei unterschiedlichen Antikörpern 
unterschiedlich effektiv wirkt (469). Dies ist aber ebenfalls bei dem Vergleich relativer Werte kein 
nennenswertes Problem, da immer nur Verhältnisse gleichartiger Antikörper verglichen wurden, auf 
die die Wirkung des Strippings daher vergleichbar sein sollte. 

Letzter zu thematisierender Aspekt sind eventuelle Störgrößen bei der Auswertung. Durch eine 
subjektive Auswahl an Färbungen, die einfließen sollen, wäre ein systematischer Fehler denkbar. 
Daher wurden für diese Arbeit alle erstellten Blots mit klarer Antikörperbindung verwendet. Die 
Elimination von Daten erfolgte mathematisch über einen Outlier-Test und nur manuell, wenn diese 
klar unplausibel waren. Die Korrektur des Hintergrunds erfolgte ebenfalls nicht manuell, sondern über 
die integrierte lokale Subtraktion der Auswertungssoftware ImageLab. 

4.2 Einordnung der Ergebnisse 

4.2.1 Passive Kraft 

Wie in der methodischen Diskussion herausgearbeitet wurde, sind die hier erhobenen Befunde 
vermeintlich vornehmlich auf das Titinprotein zurückzuführen. Da Titin direkte Zielstruktur 
verschiedener regulativer Mechanismen ist, lässt sich vermuten, dass Modifikationen direkt an Titin 
für einen wesentlichen Teil der veränderten Mechanik verantwortlich sind. 

Unterstrichen wird die Bedeutung der Sarkomerversteifung dadurch, dass sie besteht, obwohl 
gleichzeitig der Befund erhoben werden konnte, dass die Gesamt-Titinmenge reduziert ist. Dies würde 
eher eine geringere passive Muskelkraft erwarten lassen. Da sie dennoch gesteigert ist, wird dieser 
Effekt hier mehr als ausgeglichen, woran vermeintlich eine Versteifung des noch vorhandenen Titins 
beteiligt ist. 
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Bei Diabetes mellitus ist ebenfalls die passive Kraft nach IR signifikant erhöht, jedoch fällt der relative 
Steigerungseffekt der passiven Kraft nach IR geringer aus als bei dB+. Dies äußerte sich im M. tibialis 
ant. in einer geringeren erreichten passiven Kraft und im M. psoas in einer höheren passiven Kraft in 
der dBdB-Sham-Gruppe als in der dB+-Sham-Gruppe.  

Dieser Unterschied könnte darin begründet sein, dass in der dBdB-Gruppe gegenüber dB+ die 
Titinmenge im Skelettmuskel insgesamt reduziert ist. So könnte der Versteifungseffekt weniger 
effektiv wirksam sein, passend zu den biomechanischen Befunden im M. tiabialis anterior. Alternativ 
könnte Titin bereits vorher in einem gegenüber dB+ vermehrt versteiften Zustand vorliegen, 
korrespondierend mit den Befunden im M. psoas. In letzterem Fall wäre dann ebenfalls die relative 

Steigerbarkeit der Titinsteifigkeit 
limitiert (siehe Abb. 4.2.1). 

Die mögliche vermehrte 
Titinversteifung bei einem 
Diabetes mellitus würde gut mit  
der Literatur korrespondieren. Am 
Herzen ist bei Diabetes mellitus 
eine Titinversteifung beobachtet 
worden (424). Mechanische 
Messungen von Muskelproben 
herzgesunder Diabetiker zeigten 
einen reduzierten Titingehalt bei 
erhöhter passiver Steifigkeit, auch 
wenn hier die Autoren, die 
Differenz am ehesten auf eine 
steifere extrazelluläre Matrix 
zurückführten (476). 

Die Regulation, die zu einer 
derartig erhöhten passiven Kraft 
durch Titin im Modell führt, ist 
bislang unklar. Es gibt wie in 
vorherigen Kapiteln beschrieben 
verschiedene Modifikationswege, 
die zu Veränderungen der 
Titinmechanik führen können. 
Denkbar sind eine veränderte 
Isoformenexpression oder  

Abb. 4.2.1 Schematische Darstellung des möglichen Zusammenhangs der Titinmodifikation und passiver 
Kraft in der biomechanischen Messung. Schematich zeigt sich eine Darstellung von Titin, das über das 
Sarkomer spannt (Abstand der beiden vertikalen Balken) mit seinen Immunglobuline-like-Domänen (violette 
Schlaufen) und der elastischen Prolin-, Glutamin-, Valin- und Lysinreiche PEVK-Region (blaue Federn). 
Verglichen wurden Fasern von Mäusen mit einer genotypisch partiellen Leptin-Rezeptor-Defizienz (dB+) mit 
denen von Mäusen mit einer kompletten Leptin-Rezeptor-Defizienz (dBdB). Sowie die Veränderungen bei einer 
mechanisch herbeigeführten myokardialen Ischämie-Reperfusionsbehandlung (IR). Bei dB+ gibt es eine 
gewisse passive Ausgangskraft (Fpassiv). Diese steigert sich nach IR deutlich, durch eine Titinversteifung 
(dargestellt durch vergrößerte Federn) wodurch sich nach IR eine große Kraftdifferenz (ΔF) ergibt. Darunter 
werden Veränderungen im Musculus psoas (M. psoas) und Musculus tibialis anterior (M. tibialis ant.) bei 
dBdB-Tieren verglichen. Im M. psoas liegt hier bereits eine vermehrte Titinversteifung vor, sodass hier Fpassiv 
größer ist, als bei dB+. Nach IR kommt es auch hier zu einer vermehrten Titinversteifung und einem erhöhten 
Fpassiv, jedoch ergibt sich aufgrund der höheren Ausgangswerte ein geringeres ΔF. Im M. tibialis ant. liegt bei 
dBdB einerseits eine erhöhte Titinversteifung vor, gleichzeitig jedoch eine reduzierte Titinmenge. Sodass Fpassiv 
mit der in dB+ vergleichbar ist. Nach IR kommt es auch hier zu einer Titinversteifung und Steigerung von Fpassiv 
,jedoch ergibt sich bei reduzierter Menge und bereits vorbestehender Versteifung eine nur geringere Steigerung 
von Fpassiv bei verglichen mit dB+ verringertem ΔF. 
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posttranslationale Modifikationen. 

Veränderungen der Titinisoformenexpression können zwar dessen Mechanik wesentlich beeinflussen, 
sind aber im Rahmen dieser Arbeit als kausaler Mechanismus unwahrscheinlich, da in den meisten 
Muskeln, nur eine einzige Titinisoform anzutreffen ist (7). Eine Ausnahme bildet der M. psoas, der 
gemischte Titinisoformen aufweist (7). Auch wenn diese Befunde aus einem physiologischen Kontext 
stammen, kann man annehmen, dass zumindest unter physiologischen Bedingungen keine dynamische 
Regulation innerhalb der in einem Muskel exprimierten Titinisoformen vorliegen. Im Falle einer 
Regulation wären während eines Umbaus verschiedene Titinisoformen gleichzeitig zu erwarten, was 
bei den hier erhobenen Befunden nicht der Fall war. 

Aufgrund der schnellen Möglichkeit ihrer Regulation scheint posttranslationalen Modifikationen an 
Titin eine entscheidende Rolle zuzukommen. Zudem ist eine Vielzahl von Signalwegen bekannt, die 
derartige Modifikationen veranlassen und in der Einleitung ausführlich besprochen werden. 

Bei der Regulation durch Proteinphosphorylierung ist die PEVK-Region vor den Ergebnissen dieser 
Arbeit eine vielversprechende Stellschraube. Denn der Verlauf der passiven Kraftkurve zeigt nicht 
etwa, dass sich die gleiche passive Kraft nach IR bereits bei geringerer Dehnung einstellt, sondern 
eher, dass bei gleicher Dehnung eine deutlich höhere Kraft erreicht wird. Erstere Veränderung würde 
für eine Titinverkürzung bzw. eine verminderte Verlängerbarkeit der mit geringer Kraftgenerierung 
ausdehnbaren Ig-Domänen sprechen. Die beobachtete Veränderung spricht aber für die Rekrutierung 
passive Kraft vermittelnder Strukturen im gleichen zeitlichen Rahmen bei deutlich gesteigerter 
Kraftantwort. Da die PEVK-Region nach der segmentalen Extensionstheorie hierbei entscheidend ist, 
wären insbesondere hier Modifikationen eine einleuchtende Erklärung für die Befunde.  

Eine Erhöhung der Phosphorylierung und Aktivierung der PKCα wie er bereits am Herzen bei 
Herzinsuffizienz vorbeschrieben ist (14, 15), konnten wir in der vorliegenden Arbeit am Skelettmuskel 
nicht nachweisen. Auch wenn die PKCα-Expression nach IR teilweise erhöht schien, erreichte dies in 
diesem Datensatz keine statistische Signifikanz. Die betrachtete aktivierende Phosphorylierungsstelle 
an der PKCα zeigte sich jedoch in mehreren Muskeln signifikant reduziert. In einer Fuktionellen 
Betrachtung kam es nie zu einer signifikanten Veränderungen in der betrachteten 
Phosphorylierungsstelle an Serin 12022 von Titin, die eine Zielstruktur der PKCα darstellt. Da jedoch 
die Befunde in der Biomechanik eindeutig für biochemische Modifikationen an Titin sprechen, ist ein 
Einfluss anderer Mechanismen, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurden, wahrscheinlich. 
Da auch die CaMKII, die auf Grundlage der vorbestehenden Literatur ebenfalls ein vielversprechender 
Kandidat für die Vermittung der Kraftsteigerung wäre, Serin 12022 modifiziert (356, 357), kann deren 
Bedeutung auf Grundlage dieser Daten nicht untermauert werden. Auch wenn es also am 
Skelettmuskel zu mechanischen Veränderungen von Titin analog zu den Beobachtungen am Herzen 
kam (14, 396, 398, 399) bei denen es zu einer gesteigerten Titinversteifung kommt, scheinen andere 
Mechanismen vorrangig zu sein, zumindest in dem hier betrachteten sehr frühen Zeitfenster nach IR. 

Mutmaßen ließe sich eine besondere Bedeutung von titinbindenden Proteinen im Zusammenhang mit 
einer zellulären Stressantwort. Bekannt ist eine Bindung von Hsp27 geeinsam mit αB-Cristallin und 
von Hsp90 an Titin im Rahmen der Zellulären Antwort auf oxidativen Stress (264, 265). Da dieser 
Zellstress im Rahmen der Herzerkrankung im Skelettmuskel bekanntermaßen erhöht ist (71, 171, 
257), ist dieser Mechanismus durchaus plausibel. Es ist bekannt, dass eine solche Interaktion die 
Steifigkeit des Titinproteins erhöhen kann (263, 264). Einer der sarkomerstabilisierenden 
Interaktionspartner von Titin ist MuRF1. Da dieser Komplex eine wesentliche Rolle für die Induktion 
von Apoptose, die Aktivität des Ubiquitin-Proteasom-Systems und die Reduktion der Proteinsynthese 
in Rahmen der Skelettmuskelatrophie bei Herzinsuffizienz (33) spielt, könnte die biomechanische 
Beobachtung einer vermehrten Titinsteifigkeit auch Ausdruck einer vermehrten Titin-MuRF1-
Interaktion sein und eine ursächliche Beteiligung an der Atrophie haben. 

Ein weiterer Prozess, der im Rahmen der Herzinsuffizienz beobachtet wurde, ist die Verschiebung von 
langsamen-oxidativen hin zu schnellen-glykolytischen Fasern im Skelettmuskel (212–214). Letztere 
weisen einen geringeren Titingehalt auf (242, 243), was sich mit den biochemischen Befunden in 
dieser Arbeit deckt. Daher könnte eine Veränderung der Fasertypenexpression die mechanischen 
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Beobachtungen erklären. Es ist gleichzeitig eine geringere titinabhängige passive Steifigkeit für die 
langsamen-oxidativen Fasern beschrieben, was mit einer erhöhten Anteil an schnellen-oxidativen 
Fasern nach IR vor den mechanischen Befunden dieser Arbeit korrespondieren würde (7). Mit den 
Befunden korrespondert zudem die Beobachtung, dass schnelle Fasertypen kürzere Titinisoformen 
exprimmieren (7, 338). Auch wenn diese also unter physiologischen Bedingungen weniger passive 
Kraft vermitteln, könnten diese kurzen Titinisoformen bei pathologisch-induzierter Modifikation eine 
erhöhte passive Kraft erklären.  

In einem Modell, indem eine Muskelentlastung einen Wechsel von langsam, oxidativen zu schnellen, 
glykolytischen Fasern bei Ratten induzeren sollte, fand sich bereits nach vier Tagen eine Koexpression 
von Myosinisoformen im Sinne von Hybridfasern (477). Nach sieben Tagen zeigte sich die Tendenz 
der Expression für schnelle, glykolytische Fasern typischer Myosinisoformen weiter fortgeschritten 
(477).  Würde also die IR Behandlung im hiesigen Modell ebenfalls einen Fasertypenwechsel 
induzieren, wäre zeitlich plausibel, dass dieser im gewählten frühen Betrachtungsfenster bereits 
wirksam ist.  

Vor diesem Hintergrund wiedersprechen Veränderungen der Titinisoformen bei homogenen 
Expressionsmustern in der biochemischen Analyse sowohl bei dB+- als auch bei dBdB-Tieren in 
dieser Arbeit einer dynamischen Veränderung der Expression. Allerdings handelt es sich bei der 
Betrachtung der Titin-Isoformenexpression nicht um eine Referenzgröße in der Fasertypisierung, die 
dabei womöglich einer immunhistochemischen oder mRNA-basierten Fasertypisierung unterlegen 
sein könnte.  

Im Verlauf der Erstellung dieser Arbeit bemühten wir uns vor diesem Hintergrund um eine 
transkriptomische Analyse der Muskelfaserzusammensetzung der verwendeten Muskelproben. Leider 
lagen als Grundlage hierzu lediglich Restfixate für die anderen expermentellen Ansätze vor, aus denen 
keine ausreichend konzentrierte und reine komplementäre Desoxyribonukleinsäure (cDNA) gewonnen 
werden konnte. Auch ein anderer Ansatz zur Erstellung von Gewebeschnitten mit geplanter 
anschließender immunhistochemischer Anfärbung der Fasertypen gelang nicht, da ein Feinschnitt mit 
den vorliegenden Proben nicht erfolgreich möglich war. 

Zudem konnte zumindest im Skelettmuskel eine Arginylierung von Titin mit einer Aufrechterhaltung 
der passiven Muskelkraft in Verbindung gebracht werden (478). Wie die Regulation dieses 
Mechanismus abläuft ist bisher unbekannt. Sollte jedoch eine Regulation durch extrazelluläre Stimuli 
möglich sein, wäre dies ebenfalls ein geeigneter Mechanismus, der die erhobenen biomechanischen 
Befunde erklären könnte. 

Insagesamt scheint also zur weiteren Verfolgung der Befunde eine Aufarbeitung des Mechanismus 
sinnvoll. In diesem Rahmen erscheint insbesondere eine Betrachtung der Heat shock Proteine und 
Chaperone, aber eventuell auch der CamKII sinnvoll. Zudem könnte auch eine gezielte Analyse der 
postmyokardischämischen skelettmuskulären Fasertypisierung aufschlussreiche Ergebnisse erzielen. 

4.2.2 Aktive Kraft 

Bei der beobachteten Steigerung der aktiven Kraft nach IR handelt es sich auf den ersten Blick um 
einen kontraintuitiven Befund. Wie in der Einleitung dargelegt wurde, ist eine Muskelschwäche nach 
IR bzw. bei Herzinsuffizienz eine etablierte Pathologie (3). Da diese mit einer verminderten Kraft bei 
den Betroffenen einhergeht (46), würde man auch im Rahmen dieser Arbeit eine verminderte aktive 
Kraft der Muskelfasern erwarten. Stattdessen ist die aktive Kraft der Faserbündel zwölf Tage nach IR 
jedoch signifikant gesteigert, was sowohl bei dB+ als auch bei dBdB Tieren mit einer erhöhten 
Calciumsensitivität im M. psoas und bei dB+ mit einer erhöhten maximalen aktiven Kraft bei 
Vordehnung einhergeht. 

Es scheint sich am ehesten nicht um eine pathologische Aktivierung der physiologischen 
Muskelhypertrophie zu handeln. Die aktive Kraft zeigt sich hier in einem frühen Untersuchungsfenster 
als Antwort auf IR gesteigert. Vor der Datenlage aus anderen Untersuchungen ist jedoch zu erwarten 
(3, 84), dass die beobachtete Kraftsteigerung nicht dauerhaft anhält, da in größerem Zeitabstand nach 
myokardialer Schädigung eine verminderte aktive Kraft in Skelettmuskeln und eine vermehrte 
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Proteindegradation gemessen wurde. Gegen eine Hypertrophie im Sinne einer gesteigerten 
Myofilamentdichte spricht auch, dass im Rahmen dieser Arbeit eine Reduktion sarkomerischen Titins 
nachgewiesen wurde. Dessen Abbau ist funktional mit dem Abbau anderer sarkomerischer Proteine 
verknüpft (78, 218, 220–225). Es erscheint daher unwahrscheinlich, dass Titin abgebaut wird, 
während Aktin- und Myosinfilamente vermehrt gebildet und in das Sarkomer integriert werden.  

Da aber die Titinexpression in der biochemischen Betrachtung auf die Myosinexpression normiert 
wurde, ist theoretisch denkbar, dass nicht eine verminderte Titinexpression, sondern eine vermehrte 
Myosinexpression beobachtet wurde. Myosin wurde hier als Ladekontrolle für eine vermeintlich 
veränderte Expression von Titin verwendet, sodass ein relativer Vergleich der Myosinexpression nicht 
möglich ist. Dennoch findet Myosin als Ladekontrolle aufgrund seiner stabilien und starken 
Expression im Muskelgewebe häufig Anwendung. Veränderungen finden sich hier üblicherweise in 
der Myosin-Schwere-Ketten-Isoformexpression (479), als in der Gesammtexpression. Daher kann eine 
Stabilität der Ladekontrolle zunächst angenommen werden. 

Eine Beteiligung des mTOR-Weges an der Vermittlung einer gesteigerten aktiven Kraft wäre denkbar. 
Vor dem Hintergrund, dass dieser durch eine Reihe systemischer Signalstoffe, die bei der 
Herzinsuffizienz eine Rolle spielen, wie Apelin, Angiotensin II und TGF-β und Myostatin reguliert 
wird, ließe sich eine Beteiligung vermuten. Der mTOR-Signalweg ist für die physiologische 
Muskelhypertrophie verantwortlich (183), es wurde aber dennoch auch eine vermehrte Aktivität im 
Rahmen von Muskelatrophien gezeigt (132, 189, 190). Der Mechanismus, über den der mTOR-Weg 
atrophiefördernd wirkt, ist zwar noch unklar, könnte aber möglicherweise erst mit einer gewissen 
Latenz einsetzen. Wenn dem so wäre und mTOR im Rahmen der IR-Behandlung im Skelettmuskel 
aktiviert wird, könnte dies den zeitlichen Verlauf begründen, also dass zunächst eine gesteigete aktive 
Kraft vorliegt und erst später eine Muskelschwäche einsetzt. Wie oben aufgeführt spricht jedoch gegen 
eine physiologische Muskelhypertrophie die Verringerung der Titinexpression, sodass mTOR als 
alleiniger Auslöser der erhöhten aktiven Muskelkraft unwahrscheinlich wirkt. 

Denkbar wäre vor diesem Hintergrund zudem eine Beteiligung der calciumabhängigen Signalwege. 
Diese könnten über die Hemmung der Expression von Ubiquitinligasen eine Hypertrophie fördern 
(204), während gleichzeitig über die Induktion von Calpacin ein Titinabbau gefördert wird (205, 363, 
364). Dies würde sich gut mit dem Befund einer gesteigerten aktiven Muskelkraft nach IR sowohl in 
dB+ als auch in dBdB decken bei im M. psoas gleichzeitig erhöhter Calciumsensitivität nach IR sowie 
einer reduzierten Titinexpression nach IR im M. tiabialis anterior. Allerdings sind neben Calpacin 
auch die Ubiquitinligasen selbst am Abbau von Titin wesentlich beteiligt (226), sodass unklar bleibt, 
ob allein die Aktivierung von Calpacin eine derart unterschiedliche Wirkung auf Titin und andere 
Sarkomerproteine zeigt. 

Es konnte jedoch zusätzlich eine Beeinträchtigung der Calciumströme im Rahmen der Muskelfunktion 
beobachtet werden. So zeigte sich bei Ratten 24 Wochen sowie sechs Monate nach IR eine deutliche 
Reduktion der stimulationsabhängigen Freisetzung von Calcium aus dem sarkoplasmatischen 
Reticulum über Ryanodin-Rezeptoren (480, 481). In unserem Modell zeigte sich jedoch 12 Tage nach 
IR bei Mäusen sowohl bei dB+ als auch bei dBdB die Calciumsensitivität signifikant gesteigert. Für 
die Calciumsensitivität ergibt sich also analog zur aktiven Muskelkraft die Vermutung, dass es nach IR 
zu einer vorrübergehenden Steigerung mit anschließender Reduktion kommt.  

Am Herzen konnte bereits eine Woche nach IR eine gesteigerte Expression spannungsgesteuerter 
Calciumkanäle mit erhöhtem Calciumfluss und im Verlauf eine vermehrte Aktivierung der Calcium-
Calmodulin-Calcineurin-NFAT-Achse gezeigt werden (482). Dies zog eine myokardiozytäre 
Hypertrophie mit verschlechterter kontraktilier Funktion nach sich. Überträgt man diesen Befund auf 
den Skelettmuskel könnte die gesteigerte Calciumsensitivität nach IR im M. psoas in beiden Gruppen 
Ausdruck einer beginnenden vermehrten Aktivierung der Calcium-Calmodulin-Calcineurin-NFAT-
Achse sein und auch hier im Verlauf eine verschlechterte muskuläre Funktion bedingen.  

Auch die im Rahmen der passiven Kraft diskutierte Veränderung der Fasertypen in den betrachteten 
Muskeln nach IR könnte die Steigerung der aktiven Kraft erklären. Da schnelle, glykolytische Fasern 
wie sie vermehrt bei einer Herzinsuffizienz gebildet werden eine höhere maximale aktive Kraft 
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erzeugen (212, 242, 243), könnte also theoretisch auch diese Veränderung den biomechanischen 
Befund einer gesteigerten Kraft nach IR insbesondere bei dB+ erklären. Dagegen spricht wie bei der 
passiven Kraft bereits diskutiert vermeintlich die homogene Titin-Isoforme-Expression sowohl bei den 
dB+ IR- als auch bei den dBdB IR-Tieren. Bei Betrachtung mit einer längeren Latenz nach einer 
myokardischämisch bedingten Herzinsuffizienz überwiegt zudem bei anderen Arbeitsgruppen die 
skelettmuskuläre Muskelschwäche (3), wobei hier bei chronischen Herzinsuffizienzpatienten eine 
reduzierte aktive Muskelkraft bei reduzierter Muskelmasse und reduzierter muskulärer 
Ausdauerbelastbarkeit beobachtet wurde. Gleichzeitig wird bei chronischer Herzinsuffizienz ebenfalls 
ein verglichen mit Gesunden erhöhter Anteil schneller, gylkolytischer Fasern beobachtet (212). Wenn 
also eine dynamische Veränderung der Muskelfasertypen hier eine Rolle spielt, und man vom 
Fortschreiten einer myokardischämie zu einer ischämisch-bedingten Kardiomyopathie mit 
Herzinsuffizienz ausgeht, könnte sie nicht als einziger beteiligter Prozess die Befunde zur aktiven 
Muskelkraft nach Myokardinfarkt erklären. Zusätzlich zu einem Wechsel hin zu schnellen, 
glykolytischen Fasern müsste die mechanische Qualität dieser Fasern im Verlauf abnehmen oder deren 
Anzahl reduziert werden. 

Auch eine Beeinträchtigung der PKCα-Aktivität könnte die aktive Muskelkraft nach IR verändern. Am 
Herzen konnte bereits in unterschiedlichen Modell gezeigt werden, dass die PKCα die aktive Kraft bei 
Herzinsuffizienz reduziert (13, 276, 277). In einem Herzinsuffizienzmodell durch eine 
Myokardischämie und Aortenligatur bei Ratten, zeigte sich nach zwölf wochen eine unbeeinträchtigte, 
jedoch nach 32 Wochen eine vermehrte PKCα-Expression und Aktivierung (13). In einem transgenen 
Mausmodell führte eine myokardiale Überexpression der PKCα zu einer Hypokontraktilität während 
eine verminderte myokardiale Expression zu einer Hyperkontraktilität in der Einzelzellmessung führte 
(277). Zudem zeigte sich die kontaktile 
Dysfunktion bei Herzinsuffizienzinduktion 
durch eine Aorteligatur bei einer 
verminderten PKCα-Expression verringert 
(277). In einem anderen transgenen 
Mausmodell führte eine artifizielle 
Aktivierung der PKCα durch eine 
myokardiale Perfusion mit einem 
spezifisichen Aktivator zu einer 
biochemisch verminderten Myosin-
ATPase-Rate (276). 

Auch am Skelettmuskel konnte im Rahmen 
dieser Arbeit in einige Muskelgruppen eine 
vermehrte PKCα-Expression nach IR 
beobachtet werden, ohne dass dies in dem 
gewählten frühen Beobachtungszeitfenster 
eine Signifikanz zeigte. Signifikant 
reduziert war jedoch die  PKCα-
Phosphorylierung an Serin 660 und damit 
deren Aktivierung. Überwiegt die 
Wirksamkeit der verminderten Aktivierung 
über die vermehrte Expression, so könnte 
die insgesamt reduzierte Wirkung, sollte sich die Aktivität der PKCα am Skelettmuskel wie am 
Herzen verhalten (13, 276, 277), zu der beobachteten Kraftsteigerung führen. 

In diesem Fall wäre eine Betrachtung der Dynamik sinnvoll. Zwar kommt es im Herzen nach einer IR-
Behandlung von Mäusen bereits nach einer Stunde zu einer vorrrübergehend vermehrten PKCα-
Aktivität (34), dennoch ist anzunehmen, dass eine veränderte Phosphorylierung schneller erfolgt, als 
eine veränderte Expression. Sollte die Expression der PKCα im zeitlichen Verlauf weiter zunehmen, 
könnte dies die anfänglich verminderte Aktivierung ausgleichen und eventuell sogar im Gegenteil 
dann zu einer Hemmung der aktiven Muskelkraft führen. Insofern ist also die PKCα eine denkbare 

Abb. 4.2.2 Modell der aktiven Skelettmuskelkraft nach 
myokardialer Ischämieinduktion (IR) in Abhängigkeit von 
der Proteinkinase Cα (PKCα). Schematisch dargestellt sind 
mögliche Veränderungen nach IR in Abhängigkeit von der Zeit 
(t). Es kommt zu einer schnellen Verminderung der PKCα-
Phosphorylierung bei langsamer Steigerung der PKCα-
Expression. Als Summenfunktion dessen ergibt sich PKCα-
Aktivität zunächst vermindert und später gesteigert. Die aktive 
Muskelkraft verhält sich zu dieser antiproportional zu letzterer 
und ist zunächst gesteigert und im Verlauf herabgesetzt. 
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Ursache für den dynamischen Befund, bei dem der Muskelschwäche zunächst eine Kraftsteigerung 
vorausgeht (siehe Abb. 4.2.2). 

Allerdings konnte gezeigt werden, dass in einem transgenen Mausmodell, indem kardiales Troponin 
durch das schneller, glykolytischer Skelettmuskeln ersetzt wurde, eine künstliche Aktivierung der 
PKCα eine geringere Kraftreduktion zur Folge hat, als bei Mäusen mit normalem kardialen Troponin 
(483). Schlussfolgert man hieraus eine geringere Hemmbarkeit der aktiven Muskelkraft durch eine 
Aktivierung der PKCα auch im Skelettmuskel, lässt dies eine Reduktion der PKCα-Aktivität als 
Ursache für die Kraftsteigerung in dB+ und dBdB nach IR im Skelettmuskel in Frage stellen.  

Auch eine Bedeutung der AMPK in diesem Zusammenhang ist denkbar. Als Energiesensor der Zelle 
und entscheidendem Regulator der Muskeltrophie (287–291), könnte ihre Aktivität hier einen direkten 
Einfluss auf die aktive Kraft nehmen. Allerdings sind die Befunde bezüglich der Bedeutung dieses 
Signalwegs schwer einzuordnen. Die Aktivierung der AMPK scheint weder durch IR noch durch einen 
diabetischen Genotyp wesentlich beeinträchtigt zu sein. Da die Aktivierung sich im physiologischen 
Rahmen bewegt, kann die AMPK also vermeintlich weiterhin als Energiesensor fungieren, nur könnte 
deren Empfindlichkeit über die veränderte Expression reguliert sein.  

Insbesondere im M. psoas kommt es nach IR und bei dBdB zu einer verstärkten Expression der 
AMPK, die sich jedoch nur in den dBdB-Gruppen signifikant zeigte und dort auch signifikant stärker 
ausfiel als bei dB+. Eine derartige Steigerung wäre ihrerseits tendenziell atrophiefördernd. Dennoch 
verhält sich die aktive Kraft hier fast spiegelbildlich: Trotz vermehrter Aktivierung der AMPK ist die 
Kraft nach IR im M. psoas gesteigert. Womöglich handelt es sich bei der Hochregulation also um 
einen Kompensationsmechanismus einer pathologischen Veränderung des Muskelstoffwechsels, die 
zu vermehrtem Energieverbrauch führt.  

Die zusätzlich erhöhte Expression der AMPK bei dBdB verglichen mit dB+ könnte dann erklären, 
warum die Kraftsteigerung nach IR dort deutlich geringer ausfällt. Im M. tibialis ant. ergibt sich 
jedoch in der biomechanischen Messung das gleiche Bild wie im M. psoas, ohne dass eine signifikante 
Steigerung der AMPK-Expression beobachtet werden konnte. Ob also dieser Effekt nur in einzelnen 
Muskeln eine Rolle spielt, oder aber die n-Zahl unserer Untersuchung zu gering war, um auch im M. 
tibialis ant. den Effekt belegen zu können, bleibt unklar. 

Vor den in dieser Arbeit erhobenen Befunden erscheint eine einleuchtende Erklärung für die 
gesteigerte aktive Kraft in einer Analogie zum Frank-Starling-Mechanismus zu liegen. Wie in der 
Einleitung erläutert, kommt es dabei zu einer dehnungsabhängigen Steigerung der aktiven Kraft im 
Muskel, wobei Titin bei der Vermittlung dessen eine entscheidende Rolle spielt (18–20, 351). Dabei 
bringt Titin bei Dehnung über seine quere Verspannung zwischen den Sarkomerfilamenten diese näher 
zueinander, sodass sich deren Interaktionsfähigkeit und damit auch die aktive Kraft erhöht (18–20, 
351). Aufgrund dieser Beobachtung kann angenommen werden, dass ein versteiftes Titinprotein bei 
gleicher Dehnung einen stärkeren Zug auf die Filamente auswirkt, und somit eine Versteifung von 
Titin auf die Muskelmechanik einen ähnlichen Effekt hat wie eine Sarkomerdehnung. Eine 
Verstärkung des Mechanismus durch steifere Titinisoformen ist bereits nachgewiesen worden (20, 21). 

Dieser Effekt erklärt die gleichartigen Befunde in der passiven und aktiven Muskelmechanik. Zudem 
erhöht sich die maximale aktive Kraft unter Vordehnung völlig parallel zum Effekt bei unterschiedlich 
starker Aktivierung. Auch dies deutet also an, dass der Mechanismus, der die Differenz zwischen den 
Gruppen in beiden Experimenten vermittelt derselbe ist. Dazu passt auch der Befund der nach IR 
gesteigerten Calciumsensitivität, da im Rahmen der Rekrutierung des Frank-Starling-Mechanismus 
eine Steigerung der Calciumsensitivität vorbeschrieben ist (18–20, 351). Auch wenn die 
dehnungsabhängige Calciumsensitivität im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurde, ließe sich 
durch die beobachtete Versteifung von Titin und damit vermeintliche Rekrutierung des Frank-
Starling-Mechanismus bereits bei einer Ruhedehnung des Muskels die Steigerung der 
Calciumsensitivität auch hier erklären.  

Zudem zeigt sich im Kurvenverlauf der aktiven Muskelkraft bei unterschiedlicher Vordehnung eine 
überproportionale Zunahme in dB+ und dBdB nach IR. Auch diese Beobachtung lässt sich durch eine 
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vermehrte Rekrutierung und daraus resultierender verstärker Längensensibilität des Frank-Starling-
Mechanismus bei versteiftem Titinprotein erklären. 

Die Unterschiede in der biomechanischen Kaftmessung zwischen dBdB und dB+ ließe sich auch 
durch die Wirkung des Frank-Starling-Mechanismus erklären. Die reduzierte Steigerbarkeit der 
aktiven Kraft nach IR bei dBdB verhällt sich ebenfalls völlig analog zu den Befunden aus der passiven 
Muskelmechanik. Die höhere passive und aktive Kraft bei dBdB sham im M. psoas deuten an, dass 
dort bereits eine vermehrte Titinversteifung vorliegt. Da aber das Ausmaß einer aktiven 
Kraftsteigerung durch die vermehrte Versteifung von Titin und der damit verbundenen Annäherung 
der kontraktilen Elemente des Sarkomers begrenzt ist, erklärt dies plausibel die verminderte 
Steigerbarkeit der aktiven und passiven Muskelkraft bei dBdB-Tieren bei einer IR-Behandlung. 

Im M. tibialis ant. hingegen ist die Steigerbarkeit der aktiven und passiven Kraft bei dBdB-Tieren 
nach IR zwar auch eingeschränkt, jedoch ohne, dass eine erhöhte Ausgangskraft bzw. Steifigkeit 
vorlag. In diesem Muskel zeigte sich zudem eine signifikante Reduktion der Titinmenge bei dBdB 
sham verglichen mit dB+ sham. Da also die Titinmenge bei dBdB bereits deutlich reduziert war und 
trotzdem eine vergleichbare passive Kraft in der Biomechanik erreicht wurde, ist anzunehmen, dass im 
M. tibialis ant. die Titinproteine bereits vermehrt versteift vorlagen. Dies verhält sich analog zu 
früheren Befunden, dass bei Diabetes Titin am Herzen versteift ist (424). Bei einem Diabetes mellitus 
scheint also der Frank-Starling-Mechanismus als Kompensationsmechanismus zu fungieren und so die 
konstante passive Kraft im M. tibialis ant. bei dBdB-Tieren trotz einer reduzierten Titinexpression 
erklären. 

Die vermehrte basale Aktivität des Frank-Starling-Mechanismus bei dBdB würde zudem gut eine 
verglichen mit dB+ reduzierte dehnungsabhängige Steigerbarkeit der aktiven Kraft erklären. Da eine 
Gewebeversteifung und so erreichte Calciumsensitivierung für das Aufrechterhalten einer normalen 
Calciumsensitivität nötig ist, ist bei weiterer Annäherung der kontraktilen Filamente diese 
vermeintlich nur noch weniger steigerbar als im Gesunden.  

Zusammenfassend korreliert die Titin-basierte passive Steifigkeit der Muskelfasern mit einer 
gesteigerten aktive Kraft, wobei die Wirkung des Frank-Starling-Mechanismus eine entscheidende 
Rolle spielen könnte. 

4.2.3 PKCα 

Im folgenden Abschnitt sollen kurz die biochemischen Befunde zur PKCα diskutiert und vor der 
Literatur eingeordnet werden. Deren eventueller Einfluss auf die Biomechanik ist bereits oben 
diskutiert worden. Eine gegenüberstellung im Bezug auf das Diabetes-Modell folgt im entsprechenden 
Kapitel. 

Im intermuskulären Vergleich verhält sich die aktivierende Phosphorylierung sich in allen Muskeln 
nach IR ähnlich. Eine Tendenz hin zur Reduktion nach IR findet sich in allen Muskeln, ist aber nicht in 
allen statistisch signifikant. Grund dafür könnte eine unterschiedlich intensive Ausprägung des 
Effektes oder aber eine zu geringe n-Zahl für den signifikanten Nachweis in unserer Untersuchung 
sein. Am geringsten ausgeprägt ist der Effekt im M. soleus. Hier ist die relative Phosphorylierung in 
der sham und IR Gruppe nahezu gleich. Da der M. soleus der einzige hier betrachtete vornehmlich 
langsame, oxidative Muskel ist (7), könnte dies den Unterschied erklären. Eine muskelfaserspezifische 
PKCα-Aktivierung bzw. Hemmung ist aber bisher noch nicht beschrieben worden. Daher wären 
weitere Experimente notwendig, um diesen Zusammenhang belegen zu können. 

Unabhängig von der Variation im Rahmen der experimentellen Variablen zeigt die aktivierende 
PKCα-Phosphorylierung ein muskelspezifisches Muster. Dieses bestand in allen Gruppen 
gleichermaßen und zeigt daher auf, dass der Anteil der phosphorylierten und damit aktivierten PKCα 
in den unterschiedlichen Skelettmuskeln unterschiedlich groß ist. Dies könnte einen Einfluss auf 
eventuelle zelluläre Veränderungen im Rahmen einer IR-Behandlung nehmen und müsste 
diesbezüglich gezielt untersucht werden.  
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Bemerkenswert wirkt dieser Befund der scheinbar verminderten PKCα-Aktivität vor dem Hintergrund, 
dass bei Herzinsuffizienz sowohl erhöhte Adrenalinspiegel, als auch eine gesteigerte Aktivität der 
Angiotensin-Aldosteron-Achse bekannt sind (104, 105, 119, 122, 173, 278). Da sowohl eine α1-
adrenerge Stimmulation, als auch eine Aktivierung des AT1-Rezeptors, die PKCα Aktivität steigern 
(278, 279), wäre anzunehmen gewesen, dass diese auch im Skelettmuskel bei Herzinsuffizienz erhöht 
ist.  

Es handelt sich hier jedoch um ein sehr frühes Beobachtungszeitfenster, in dem vermeintlich eine 
funktionale Herzinsuffizienz noch nicht vollständig ausgebildet ist, und es ist außerdem bekannt, dass 
eine vermehrte Wirkung von Myostatin am Skelettmuskel nach IR schnell und wirkungsvoll einsetzt 
(84). Für Myostatin ist wiederum bekannt, dass es über den Regulator of G-Protein-Signaling die 
PKCα-Aktivität hemmt (153, 154). Ein derartiger hemmender Effekt scheint hier also zu überwiegen 
(siehe Abb. 4.2.3). Denkbar ist auch, dass über die PKCα-stimmulirenden Achsen eine vermehrte 
Expression angeregt wird, die jedoch im frühen Betrachtungszeitraum dieser Arbeit noch nicht voll 
ausgeprägt sind, während die aktivierende Phosphorylierung über eine vermehrte Myostatinwirkung 
gehemmt wird. Wenn dann im späteren Verlauf die gesteigerte Expression zu einer insgesammt 
erhöhten PKCα-Aktivität führen würde, könnte dies eine Muskelschwäche weiter eskalieren.  

Interessant ist zudem, dass die PKCα im Skelettmuskel eine Rolle in der Apelin-Bildungsregulation 
einnimmt (115). Eine Reduktion der PKCα-Aktivität würde also erwartungsgemäß eine Reduktion des 
Apelinspiegels nach sich ziehen, was in der Tat bei Herzinsuffizienz, also einer häufigen direkten 
Folgeerkrankung der Myokardischämie, beobachtet wird (106). Da Apelin seinerseits wesentlich an 
der Skelettmuskelregeneration und dessen Erhalt beteiligt ist (107, 111, 112), könnte ein auf diesem 
Wege reduzierter Apelinspiegel die Muskelfunktion weiter verschlechtern. Gegen diese These spricht 
jedoch die Beobachtung, dass die AMPK-Phosphorylierung nicht wesentlich verändert ist, weil 
beobachtet wurde, dass Apelin die AMPK-Phosphorylierung erhöht (107, 113). Entweder ist der 
Spiegel also nicht wirksam reduziert, oder die Wirkung auf die AMPK wird von einem die 
Phosphorylierung steigerndem Einfluss überdeckt. Im Hinblick au den zeitlichen Verlauf wäre auch 

Abb. 4.2.3 Mögliche Regulationwege der Proteinkinase Cα (PKCα) am Skelettmuskel nach 
myokardialer Ischämie. Adrenalin- und noradrenalinabhängig kommt es über den α-Adrenorezeptor, zu 
einer Aktivierung des kleinen Gq-Proteins, das die Aktivität der PKCα steigert. Gleichzeitig aktiviert 
auch Angiotensin II über Angiotensin-Rezeptor 1 (AT1-Rezeptor) indirekt die PKCα. Die Aktivierung 
wird über Myostatin, das an den Activin-Rezeptor IIB bindet und indirekt den Regulator of G-protein 
Signalling 2 (RoGPS2) aktiviert, welcher das aktivierende Gq-Protein hemmt, gehemmt. Die PKCα 
reduziert die aktive Muskelkraft und regt die Apelinsynthese an. Apelin steigert seinerseits die Aktivität 
der Adenosin-Monophosphatabhängigen Kinase (AMPK). 
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denkbar, dass die Signalkaskase von Myostatin über die PKCα und den Apelinspiegel auf die AMPK-
Phosphorylierung in dem frühen Betrachtungsfenster dieser Arbeit noch nicht ihre volle Ausprägung 
erreicht hat. 

4.2.4 AMPK 

Im folgenden Abschnitt sollen nun auh die biochemischen Befunde zur AMPK diskutiert und vor der 
Literatur eingeordnet werden. Deren eventueller Einfluss auf die Biomechanik ist bereits oben 
diskutiert worden. Eine gegenüberstellung im Bezug auf das Diabetes-Modell folgt im entsprechenden 
Kapitel. 

Tendenziell fand sich in einzelnen Muskeln eine Erhöhung der Expression nach IR, die jedoch 
lediglich im M. psoas für den dBdB-Genotyp signifikant war. Gleichzeitig fand sich die Tendenz, dass 
die Expression in dBdB gegenüber dB+ ebenfalls erhöht war. Im M. EDL wiederum fand sich in der 
dBdB-Gruppe eine fast signifikante Reduktion der Expression nach IR, die ihrerseits verglichen mit 
der dB+ IR-Gruppe signifikant verringert war. 

Die Aktivierung der AMPK durch aktivierende Phosphorylierung an Threonin 172 zeigte sich in 
keiner Gruppe unter keinen experimentellen Bedingungen verändert. Es zeigte sich hingegen ein 
muskelspezifisches Aktivierungsmuster, das von der experimentellen Variation unbeeinträchtigt 
Bestand hatte. Da die AMPK im Energiestoffwechsel der Muskelzellen eine wesentliche Rolle spielt 
und dort als Energiesensor agiert (287–291), ist bei experimentell unbeeinträchtigter Aktivierung 
anzunehmen, dass sie diese Funktion weiter erfüllen kann. Die Sensitivität und Effektivität dieser 
Sensorfunktion könnte aber durch die veränderte Expression beeinträchtigt sein. 

In Anbetracht der gesteigerte Expression der AMPK nach IR ist von einer atrophiefördernden 
Wirkung auszugehen. Denn in Antwort auf ein reduziertes Energielevel in der Zelle, regt die AMPK 
die Proteindegradation und Autophagie an (113, 137, 292–299, 301–303). Gleichzeitig erhöht sie die 
muskelzelluläre Glucoseaufnahme und Fettsäureoxidation (113, 137, 292–299, 301–303). Die 
reduzierte Titin-Expression nach IR bei dBdB-Tieren könnte also mit der erhöhten AMPK-Expression 
zusammenhängen. Eine statistische Signifikanz dafür, dass sowohl eine reduzierte Titinexpression als 
auch eine vermehrte AMPK-Expression innerhalb des selben betrachteten Muskels auftraten, konnte 
im Rahmen dieser Arbeit nicht erreicht werden. 

Es kann durch die Wechselwirkung der AMPK-Kaskade mit der CamK-Kaskade nach IR auch eine 
Steigerung der Aktivität dieser Kaskade vermutet werden. Es ist bekannt, dass es zwischen beiden 
Kaskaden zu Kreuzaktivierung kommt (202, 203). Wenn also durch eine erhöhte Expression die 
Aktivität der AMPK insgesammt erhöht wird, könnte dies auch die Aktivität der CamKII nach IR 
steigern. Dies könnte zudem die beobachtete nicht wesentliche Veränderung der Phosphorylierung von 
Titin an Serin 12022 erklären. Hier wäre durch die vermeintlich reduzierte Aktivität der PKCα eine 
ebenfalls reduzierte Phosphorylierung anzunehemen gewesen. Wenn aber gleichzeitig die CamKII 
vermehrt aktiv ist, könnte diese, da sie auch Serin12022 spezifisch phosphorylieren kann, die 
defizitäre Phosphorylierung durch die PKCα ausgleichen und so den Befund erklären. Auch mit den 
Befunden bei der aktiven Kraft würde eine Aktivierung der CamK-Kaskade aufgrund ihrer 
prohypertrophen Wirkung gut korrespondieren. Direkt hypertrophe Einflüsse sind jedoch vor dem 
Hintergrund der beobachteten Reduktion der Titinmenge scheinbar von untergeordneter Bedeutung, 
wie oben ausführlicher erläutert wird. Dennoch erscheint in diesem Zusammenhang die Untersuchung 
des Verhaltens der CamK nach IR im Skelettmuskel vielversprechend. 

Bei einem gesteigerten Apelinspiegel wäre eine vermehrte AMPK-Phosphorylierung zu erwarten. 
Denn Apelin aktiviert AMPK durch Phosphorylierung (107, 113, 303). Allerdings konnte hier eine 
solche vermehrte Phosphorylierung nach IR nicht beobachtet werden. Grund dafür könnte wie oben 
beschrieben sein, dass der Steigerung des Apelinspiegels ein längerer Signalweg vorausgeht, sodass 
sie eventuell im Betrachtungszeitraum noch nicht eingetreten ist bzw. noch nicht ihre volle 
Wirksamkeit erreicht hat. 



 

88 

 

 
Abb. 4.2.4 Regulation der Adenosin-monophosphat-abhängigen Kinase (AMPK) im Skelettmuskel bei 
myokardialer Ischämie. Die AMPK wird durch die proinflammatorischen Signalstoffe Interleukin 6 (IL-6) und 
Tumor Growth Factor β (TGFβ) indirekt in ihrer Aktivität gesteigert. Zudem steigern auch Apelin und 
Myostatin indirekt ihre Aktivität. Endogen wird sie durch eine Verschiebung des Adenosin-monophosphat 
(AMP) und Adenosin-diphosphat (ADP) Verhältnisses zu Adenosin-triphosphat (ATP) zugunsten erster 
aktiviert. Sie hemmt die Muskelhypertrophie sowie die Proteinsynthese. Gleichzeitig kommt des über die 
AMPK-Kinase (AMPKK) zu einer wechselseitigen Aktivierung mit der Calmodulin-abhängige Kinase 
(CAMK)-Kaskade, bei der die AMPKK auch die CAMK aktiviert und die CAMK-Kinase (CAMKK) neben der 
CAMK auch die AMPK aktiviert. Die CAMK jedoch steigert die Muskelhypertrophie und Proteinsynthese. 

Die gesteigerte Expression der AMPK bei Tieren mit IR könnte ein indirektes Zeichen einer 
systemischen Enzündungsreaktion sein. Denn diese ist im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz 
bekannt (120–122), für die Frühphase nach einer Myokardischämie liegen diesbezüglich noch keine 
Untersuchungen vor. Sollte es bereits früh zu einer systemischen Entzündungsreaktion kommen, 
könnte dies eine mögliche Ursache für eine gesteigerte AMPK-Aktivität sein, da sowohl IL-6 als auch 
TGFβ die AMPK-Aktivität erhöhen (137, 153).  

Der Effekt von Myostatin auf die AMPK im Rahmen der Herzerkrankung ist unklar. Nimmt man unter 
pathologischen Bedingungen eine Analogie zu der physiologischen Steigerung der AMPK-Expression 
durch Myostatin am Skelettmuskel an (312), könnte auch dies durch seine frühe Steigerung (84) die 
hiesigen Beobachtungen schlüssig erklären (siehe Abb. 4.2.4). 

4.3 Gegenüberstellung im Bezug auf Diabetes mellitus 

Wie bereits in der bisherigen Diskussion teilweise herausgearbeitet wurde, finden sich im Rahmen der 
Untersuchungen in dieser Arbeit signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen dB+ und dBdB. 
Es ist anzunehmen, dass diese Unterschiede vermeintlich auf dem menschlichen Diabetes mellitus 
übertragbar sind. Die gravierenden Unterschieden in der Muskelmechanik wurden bereits oben 
diskutiert. Zudem fanden sich Unterschiede in der Titindegradation und Titinexpression sowie 
Beeinträchtigungen der PKCα-Aktivierung und der AMPK-Expression. 

Die Aktivierung der PKCα ist bei dBdB teilweise geringer as bei dB+. Dies zeigt sich darin, dass bei 
vergleichbarer Expression nur eine geringere Phosphorylierung im M. gastrocnemius und M. EDL 
vorliegt. Unterschiede finden sich jedoch ausschließlich in den sham Gruppen und gehen nach IR 
verloren. Da eine geringere PKCα-Phosphorylierung die aktive Muskelkraft tendenziell steigert, 
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könnte es sich hierbei um einen Kompensationsmechanismus einer durch die diabetische 
Stoffwechsellage gestörten Muskelmechanik handeln. Die Beobachtung, dass der Unterschied 
zwischen dB+ und dBdB nach IR verloren geht, lässt vermuten, dass die regulativen Mechanismen, 
die nach IR die PKCα-Phosphorylierung steuern, gegenüber denen, die mit dem diabetischen Genotyp 
einhergehen überwiegen, und deren Einfluss somit nicht mehr signifikant nachweisbar ist. 
Widersprüchlich wirken die Befunde vor dem Hintergrund des bei Diabetes mellitus bekanntermaßen 
reduzierten Myostatinspiegeln, da Myostatin die PKCα-Aktivität hemmt (153, 154, 419) und somit 
eine gesteigerte Aktivität zu erwarten gewesen wäre. Auch dieser Mechanismus scheint also durch die 
diabetische Stoffwechsellage beeinträchtigt zu sein. 

Dennoch ist eine Reduktion der PKCα-Aktivität überraschend. Bei dBdB-Tieren wurde am Herzen 
eine gesteigerte PKCα-Aktivität beschrieben (424). Da die Tiere hyperinsulinäm sind und zudem 
bekannt ist, dass Insulin die PKCα-Aktivität stimuliert, wäre eigentlich eine Steigerung zu erwarten 
gewesen. Womöglich überwiegt also funktional die Insulinresistenz gegenüber diesem Einfluss. 

Auffällig ist außerdem, dass die Expression der PKCα bei dBdB nicht beeinträchtigt zu sein scheint, 
sondern lediglich die aktivierende Phosphorylierung. Es ist eine Beeinträchtigung des 
Calciumhaushaltes in Skelettmuskeln bei Diabetes mellitus bekannt (413–415). Da Calcium als 
Coaktivator der PKCα agiert (266–272), könnten diese Beeinträchtigungen eine veränderte 
Aktivierung erklären. 

Zudem könnten die Konsequenzen einer Reduktion der PKCα-Aktivität nach IR bei dBdB milder 
ausfallen als bei dB+. Grund dafür ist wie oben erläutert, dass bei Hyperinsulinämie ein erhöhter 
Apelinspiegel vorliegt (115, 448–451). Der erhöhte Ausgangspiegel könnte also die Konsequenzen 
einer Reduktion des Hormonspiegels im Rahmen des Infarktes begrenzen und einen schütztenden 
Effekt auf die Intaktheit der Skelettmuskeln haben. Da für den erhöhten Apelinspiegel die 
Hyperinsulinämie das entscheidende Kriterium zu sein scheint, ist eine Übertragbarkeit auf den 
menschlichen Diabetes mellitus Typ II mit Hyperinsulinämie anzunehmen. Dies korrespondiert gut 
mit einer Gruppe von Befunden, die als Obesity-Paradox bekannt sind, bei denen ein prämorbides 
Übergewicht einen protektiven Effekt auf den Muskelabbau bei kritischer Krankheit ausübt (87). 
Dieser Effekt wird in der Einleitung ausführlicher erläutert.  

Die AMPK-Expression nach IR ist ebenfalls bei dBdB beeinträchtigt. Interessant ist, dass diese 
Unterschiede erst nach IR nachweisbar sind. Dies könnte entweder daran liegen, dass eine spezifisch 
andere Expression erst nach IR erfolgt oder aber, dass eine Beeinträchtigung in den sham Gruppen so 
gering ausfällt, dass hier in Anbetracht der geringeren n-Zahl keine signifikanten Veränderung 
gefunden werden konnte. Da die AMPK wie oben diskutiert funktional einer Insulinresistenz 
entgegenwirkt, ist eine vermehrte Aktivierung im Sinne eines Kompensationsmechanismus für den 
pathologischen Energiestoffwechsel bei dBdB denkbar. Dieser Mechanismus könnte dann auch bei der 
diabetischen Muskelschwäche eine Rolle spielen, denn es konnte gezeigt werden, dass diese ihren 
Ursprung innerhalb der Muskeln hat (407). 

Dass die Kraftsteigerung in der dBdB Gruppe im M. psoas geringer ausfällt, ließe sich dann durch die 
hier noch stärker gesteigerte AMPK-Expression begründen. Allerdings findet sich in den 
mechanischen Messungen des M. tiabialis ant. das gleiche Muster, ohne, dass die Veränderungen der 
AMPK-Expression hier signifikant waren. Ob also hier dieser Pathway eine untergeordnete Rolle 
spielt, oder die Signifikanz nur aufgrund der geringen n-Zahl in dieser Untersuchung nicht belegt 
werden konnte, bleibt unklar. 

Scheinbar sorgt ein Diabetes-typischer Einfluss auf die AMPK-Regulation für eine muskelspezifisch 
differenziert ausgeprägte Regulation. Wie jedoch die verschiedene Wirkung in unterschiedlichen 
Skelettmuskeln zu erklären ist, bleibt unklar. Auch wenn es sich beim M. psoas um einen gemischten 
Muskel handelt und im M. EDL ausschließlich schnelle, glykolytische Fasern exprimiert werden (7, 
237, 484, 485), wäre, wenn die Fasertypen entscheidend sind, auch ein veränderter Einfluss auf den 
fast ausschließlich langsam, oxidativen M. soleus zu erwarten gewesen (7). Wie genau und nach 
welchen Kriterien also die differenzierte Pathway-Regulation in unterschiedlichen Skelettmuskeln 
abläuft, lässt sich aufgrund dieser Daten nicht ableiten, jedoch die Erkenntnis, dass diese Regulation 
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so gravierend eingreift, dass die Richtung in die ein anderer Einfluss führt, sogar signifikant 
umgekehrt werden kann. 

4.4 Titin als Integrator und Stellschraube der mechanosensitiven Muskeltrophieregulation 

Es ist schon seit längerem bekannt, dass das Titinprotein mehr als ein rein strukturelles 
Sarkomerprotein ist. Neben seiner komplex-regulierten und bedeutenden mechanischen Funktion 
scheint es auch in der Regulation der Muskeltrophie eine entscheidende Rolle zu spielen. In diesem 
Kapitel soll ein bisher nicht bewiesener, aber aufgrund bisheriger Befunde vorhersagbarer 
Mechanismus vorgestellt werden, in dem Titin im Muskel- und Herzmuskelzellstoffwechsel eine 
zentrale Rolle einnimmt und eine interessante neue Zielstruktur für pharmakologische Interaktionen 
bieten könnte. 

Wie in der Einleitung erläutert interagiert Titin mit einer Reihe von Proteinen wie den MARP oder 
LIM-Proteinen, die an der Regulation der Muskeltrophie beteiligt sind (29–31, 367–369). Deren 
Regulation wie auch die der Titinkinase sind mechanosensibel und von der Muskeldehnung abhängig 
(29–31, 367–369, 392, 394). Auch wenn der Ursprung dieser Mechanosensibilität noch nicht 
experimentell eingegrenzt werden konnte, ist aufgrund der Interaktion dieser Proteine mit Titin, dieses 
vermeintlich entscheidend. Denn durch seine Lage im Sarkomer ergeben sich kontraktionsabhängige 
Dehnungs- und Stauchungseinflüsse auf das Titinprotein, und es ist naheliegend, dass diese 
mechanischen Impulse die Interaktion mit den mechanosensiblen Signalproteinen beeinflussen und so 
vermutlich deren Mechanosensibilität im Bezug auf die Muskelaktion begründen. 

Dabei ist die Konformation der signalproteininteragierenden Domänen entscheidend. So könnte die 
Bindungsaffinität von der Titinkonformation in einer bestimmten Domäne abhängig sein und so direkt 
die Wirkung auf das Signalprotein vermitteln. Dieser Mechanismus erscheint als einleuchtendes 
Werkzeug um eine der Belastung eines Muskels angemessene Muskeltrophie zu gewährleisten. Dies 
könnte also sowohl die hypertrophe Wirkung eines muskulären Trainings auf den Muskel als auch die 
Muskelatrophie bei Inaktivität begründen. 

Gleichzeitig ist Titin jedoch auch ein funktionales Sarkomerprotein mit einer vielseitig regulierten 
Biomechanik. Unterschiedliche bekannte und vermeintlich auch unbekannte Signalwege nehmen 
darauf Einfluss und erhöhen wie hier in dieser Arbeit gezeigt wurde die passive Steifigkeit von Titin 
nach IR. 

Vor diesem Hintergrund ergibt sich die Frage, ob sich auch durch Modifikationen von Titin in anderen 
Domänen die Dehnung bzw. Stauchung in seinen Interaktionsdomänen verändert. Durch seine feste 
Anbindung im Sarkomer ist anzunehmen, dass bei gleichbleibender Sarkomerdehnung beispielsweise 
durch einen versteifenden Einfluss auf das Titinprotein durch eine Modifikation der PEVK-Region, 
die Spannung über das Protein und damit die Dehnung anderer Domänen erhöht würden.  

Dieser Spannungseffekt wäre aber vermeintlich nicht über das gesamte Protein gleich. Es ist davon 
auszugehen, dass Interaktionen mit anderen, nicht modifizierten Proteinen, die bindenden 
Titinregionen stabilisieren. Dies gilt insbesondere für die Domänen, die an Aktin oder Myosin 
gebunden vorliegen. Es ist also ferner anzunehmen, dass je nach Position der Versteifung diese in 
ihrem direkten Umfeld stärker wirkt, als weiter in der Aminosäurefolge entfernt. Eingerahmt werden 
könnte dieses Umfeld über Fixationspunkte wie eine Bindung an ein anderes Protein oder aber eine 
titininterne Interaktion. 

Dies würde bedeuten, dass über eine Regulation der Titinmechanik die Mechanosensibilität der 
Muskeltrophie spezifisch reguliert wird, wobei unterschiedliche Modifikationsstellungen eventuell auf 
unterschiedliche Signalwege differenziert wirken. Während die Aktin oder Myosin bindenden 
Domänen vermeintlich weniger stark in ihrer Mechanik eingeschränkt sind, rückt die Interaktionsstelle 
mit MARP in den Vordergrund, da diese zwischen den Sarkomerproteinen besonders exponiert ist 
(367–369).  

Es ist bekannt, dass es durch Dehnung zu einer vermehrten Expression von MARP und einer 
Translokation in den Kern kommt (25). Am Herzen ist bei der dilatativen Kardiomypathie die 
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Expression von CARP, DARP und ankrd2 erhöht (372). Außerdem konnte gezeigt werden, dass 
DARP im Herzen bei Diabetes sowie vermehrte Glucosezufuhr hochreguliert und bei 
Nahrungsmangel herunterreguliert ist (373). Erneut erwähnt sei die Beobachtung, dass dieser 
Signalweg im Skelettmuskel bei Herzerkrankung eine entscheidende Rolle zu spielen scheint (78, 94, 
119, 171, 213, 216, 217). 

Diese Befunde ließen 
sich womöglich durch 
eine beeinträchtigte 
Titinmechanik, die eine 
Dehnung der MARP-

Interagierenden 
Domänen verursacht 
erklären, ein 

mechanistischer 
Nachweis steht jedoch 
noch aus. Zudem kann 
es bei der dilatativen 

Kardiomyopathie 
gleichzeitig auch noch 
tatsächlich zu einer 
vermehrten Dehnung 
der Kardiomyozyten 
kommen. Wenn dies der 
Fall ist, könnte sich die 
Wirkungen einer 

gesteigerten 
Dehnungsbelastung bei 
gleichzeitig versteiftem 
(14) und damit 

vermeintlich 

sensitiviertem Titin 
potenzieren. Dies 
könnte das gravierende 
Ausmaß der 

herzmuskulären 
Veränderungen bei der 

dilatativen 
Kardiomyopathie 

erklären. 

Ein derartiger 
neuartiger 

Mechanismus, wie er 
hier postuliert wird, 
würde die Möglichkeit 
bieten, eine enorme 
Vielfalt an 

Einflussfaktoren zu integrieren. Alle auf die Titinmechanik projizierenden Signalwege mit 
mechanischen Konsequenzen können je nach Lage und Bezug der Modifikationsstelle zu 
Signalprotein-interagierenden Domänen, differenziert Einfluss auf die Muskeltrophie nehmen. 
Gleichzeitig wären all diese Effekte aber auch noch von dem tatsächlichen mechanischen Input der 
Muskelzelle abhängig. So wäre Titin eine modulierbare mechanosensitive Stellschraube (siehe Abb. 
4.4.1). 

Abb. 4.4.1 Titin als zentrale Stellschraube des skelettmuskulären 
Stoffwechsels. Titin vermittelt durch vielfältige Interaktionen zwischen 
mechanomodifikativen Interaktionspartnern und mechanosensiblen 
Interaktionspartnern. Die Summe dessen nimmt direkten Einfluss auf die 
tatsächliche Muskelmechanik. Sowohl extrazelluläre, als auch intrazelluläre 
Signalwege und systemische krankhafte Zustände nehmen Einfluss auf die 
Interaktionspartner von Titin. Hier dargestellt sind die Calmodulinabhängige 
Kinase (CAMK), die Proteinkinase Cα, das Heat shock protein 27 und 90 (HSP27, 
HSP 90), Calpacin 3 und 1 und Matrix-Metallo-Proteinansen (MMP). Seinerseits  
hat Titin einen Einfluss auf die Muscle RING-finger proteins 1 und 2 (MuRF1, 
MuRF2), die ihrereits einen Einfulss auf die Muskeltrophie (Hypertrophie), 
Proteinsynthese und Apoptose nehmen, die wiederum die Muskelmechanik 
beeinflussen. Titin interagiert zudem mit den Muscle Lin-11, Islet-1, and Mec-3-
Proteinen (MLP), die Einfluss auf einen oxidativen Stoffwechsel haben sowie mit 
Muscle Ankyrin Repeat Proteine (MARP), die einen Einfluss auf den 
glykolytischen Stoffwechsel haben, wobei beide die tatächliche Muskelmechanik 
beeinflussen können. 
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Die Sensitivität und Mechanik dieser Stellschraube könnte dann gewebespezifisch und abhängig vom 
aktuellen systemischen Zustand wie Krankheit, Hunger oder vermehrte körperliche Belastung 
modifiziert werden. In der Konsequenz würde die Reaktion der Muskeltrophie auf die tatsächliche 
mechanische Beanspruchung spezifisch reguliert. Gleichzeitig könnte aber eine Verstellung dieser 
Stellschaube hin zu einer atrophieförderlichen Wirkung wie ich sie hier für die Herzinsuffizienz und 
den Diabetes mellitus postulieren will, weitreichende Folgen haben. 

Wenn sich ein solcher Mechanismus experimentell belegen ließe, würde dieser gleichzeitig ein großes 
Feld für die pharmazeutische Forschung bieten. Denn dann wären sowohl Substanzen, die die 
Titinmechanik modifizieren, als auch Substanzen, die die Interaktion mit anderen Titinmechanik-
modifizierenden Proteinen, titinabhänigigen Signalproteinen oder aber die Aktivität der Titinkinase 
selbst beeinflussen, von großem therapeutischem Interesse. Sie könnten dazu dienen, pathologische 
Veränderungen in dieser Stellschraube der Muskeltrophie zu korrigieren. 

Gleichzeitig könnte eine Modifikation der Titinregulation auch funktional andere Formen der 
Muskelatrophie oder aber auch Muskelhypertrophie antagonisieren. Selbst wenn die mechanische 
Sensitivität nicht beeinträchtigt ist, könnte ein muskeltrophie-förderlicher Einfluss durch eine 
therapeutische Manipulation auch erwartet werden, wenn eine Muskelatrophie oder eine 
Muskelhypertrophie auf anderen Wegen zustande kommt. 

Ein zu erwartendes Hindernis eines pharmakologischen Eingriffs ist die Titinexpression in anderen 
Geweben, insbesondere die im Herzmuskel. Die im Herzen exprimierten Titinformen sind den 
Skelettmuskulären strukturell ähnlich, weisen aber teilweise abweichende Sequenzen und andere 
Interaktionsproteine auf. Soll eine gewebespezifische Wirkung gewährleisten werden, muss also ein 
spezifischer Eingriff an einer gewebespezifischen Sequenz oder Interaktion adressiert werden. 

Zudem kommt es auch in glatter Muskulatur und nicht-muskulären Zellen zu einer Titinexpression 
(486–488). Dieses unterscheidet sich jedoch in seiner Struktur und Interaktion maßgeblich vom 
Skelett-und Herzmuskulären (488), sodass auch hier theoretisch Wechselwirkungen durch das 
Substanzdesign vermieden werden könnten. Da zudem im Skelett- und Herzmuskel die 
Titinkonzentration durch den Sarkomergehalt verglichen mit anderen Geweben um ein vielfaches 
höher ist, ist schon aus diesem Grund eine Wirkungspräferenz für muskuläres Gewebe anzunehmen. 

Im typisch westlichen Krankheitsspektrum wäre natürlich ein pharmakologischer Eingriff am Herzen 
besonders interessant. Die hier beschriebenen Vermutungen über eine Titin-Muskelzelltrophie-
Stellschraube, könnten sich mechanistisch auf das Herz übertragen lassen. So könnte versucht werden 
lebenslimitierende Herzerkrankungen, die mit einer Herzmuskelzellatrophie oder –hypertrophie 
einhergehen, zu adressieren. 

Zusammenfassend ergeben sich also einige Hinweise auf einen relevanten Titinmechanik-abhängigen 
Einfluss auf die Muskeltrophie. Wenn sich dieser Einfluss beweisen lässt, würde dies ein neues und 
vielversprechendes Feld in der pharmakologischen Forschung und womöglich auch im 
therapeutischen Spektrum bei skelettmuskulären Erkrankungen und strukturellen Herzerkrankungen 
bieten.  

4.5 Therapeutische Deduktionen im Hinblick auf körperliches Training 

Während Titin-Signalweg-basierte Therapien ein bisher rein theoretisches Feld sind, gibt es einige 
Therapieoptionen, die bei der Sarkopenie etabliert sind. Die beste Wirkung zeigt bislang ein 
körperliches Training, das durch eine hochkalorische Nahrungszufuhr ergänzt werden kann (489). 
Auch einige pharmakologische Ansätze auf in dieser Arbeit aufgeführten Signalwegen führen zu 
einem therapeutischen Nutzen und sollen hier zusammenfassend erläutert werden. 

Die Erkenntnis, dass ein körperliches Training bzw. Physiotherapie den Krankheitsverlauf der 
Sarkopenie mit und ohne Herzinsuffizienz verbessern kann, wirkt zunächst nicht überraschend. Sie ist 
aber vor dem Hintergrund, dass die Sarkopenie einen limitierenden Faktor für das Patientenüberleben 
bei der Herzinsuffizienz darstellt, von höchster Wichtigkeit. 
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Gleichzeitig belegt die Wirksamkeit des körperlichen Trainings eine einfache und dennoch 
vielversprechende Tatsache: Die mechanosensitive Muskeltrophie-Regulation bleibt trotz der 
Sarkopenie intakt. Dies unterstreicht in Anbetracht der Diskussion des vorausgegangenen Kapitels, die 
Relevanz und den vielversprechenden therapeutischen Nutzen, eines möglichen Eingriffs in diese 
Regulationsmechanismen. Titin ist durch seine Lage, Struktur und seine Interaktionen ein 
vielverspechender Kandidat, darin eine entscheidende Rolle zu spielen.  

Für eine Beteiligung von Titin an der Wirksamkeit körperlichen Trainings spricht seine deutliche 
Regulation im Rahmen dessen.  

Der Titingehalt eines Muskels ist trainingsabhängig modellierbar. So kommt es 24 Stunden nach 
einem Wiederstands-Training bei Gesunden zu einer deutlichen Reduktion des Titingehaltes um 30% 
(490). In diesem Zusammenhang konnte auch eine vermehrte Titindegradationsbande (T2) als Zeichen 
eines gesteigerten Titin Ab- und Umbaus beobachtet werden (491). Durch ein Ausdauertraining zeigte 
sich im Mausmodell der Titingehalt erhöht (492). Ob hierbei die mRNA-Konzentration erhöht ist oder 
konstant bleibt ist unklar (26, 492). Interessanterweise scheint dieser Effekt von der aktiven 
Muskelkontraktion abhängig zu sein. Denn eine Muskellähmung mit Botulinumtoxin führt zwar auch 
zu einer reduzierten Titinmenge, jedoch lässt sich diese Reduktion nicht durch körperliches Training 
hemmen (493). Da bei einer extern oder durch andere Muskeln ausgelösten Bewegung das Sarkomer 
sich vermeintlich nicht analog zu einer echten Kontraktion zusammenzieht, korrespondiert dieses 
Ergebnis gut mit der Vermutung, dass die mechanosensitive Titinmodulation direkt am Sarkomer 
ausgelöst wird. 

Auch die Titinphosphorylierung wird wesentlich beeinträchtigt. Im Skelettmuskel führt körperliches 
Training in der PEVK-Region zu einer erhöhten Serin 12022-Phosphorylierung während die von Serin 
11878 reduziert wird. Diese Beobachtung ließ sich nicht durch eine veränderte PKCα-Aktiviät 
erklären (491, 494). Ein Einfluss der mechanischen Beanspruchung des Muskels auf die 
Titinphosphorylierung und damit vermeintlich die Titinsteifigkeit ließe sich als Feedback-Signalweg 
verstehen. So wäre die Mechanik selbst nicht nur an der Steuerung der Aktivität titinabhängiger 
Sinalwege beteiligt, sondern würde selbst mitwirken, die Empfindlichkeit des Mechanosensors 
anzupassen.  

Gestützt wird diese Theorie auch dadurch, dass die titinabhängigen Signalwege in ihrer Aktivität 
durch körperliches Training beeinflusst werden. Es kommt zu einer erhöhten MLP, CARP, Ankrd2 
und Calpain-Expression (26). Gleichzeitig wird die bei Herzinsuffizienz im Skelettmuskel erhöhte 
Ubiquitin-Proteasom-Aktivität und MuRF1-Expression reduziert (171, 495). Es wird also deutlich, 
dass eine vermeintliche Titin-Muskeltrophie-Stellschraube durch körperliches Training direkt 
adressiert werden kann, und bisher die erfolgreichsten therapeutischen Ansätze über mechanosensible 
Signalwege zur Wirkung kommen. 

Interessant ist zudem der Befund, dass körperliche Aktivität bei Herzinsuffizienz die im Skelettmuskel 
erhöhte Myostatin-Konzentration auf ein normwertiges Niveau reduziert (120, 150). Da es durch 
inflammatorische Signalstoffe oder aber die Angiotensin-Achse induziert wird (120, 157, 158), 
könnten auch diese durch körperliches Training beeinträchtigt werden.  

Eine reduzierte Aktivität des Myostatin-Signalweges könnte eine Hemmung der adrenergen 
Stimmulation an der Muskulatur und eine Steigerung der AMPK-Aktivität nach sich ziehen (82, 83, 
153, 154). Gleichzeitig könnte der Wegfall seines stimmulierendes Einflusses auf das Ubiquitin-
Proteasom-System (83, 84) die langfristige Erhöhung des skelettmuskulären Titingehaltes 
mitvermitteln.  

Tatsächlich wird nach körperlichem Training auch eine vermehrte AMPK-Aktivität und 
Proteinsynthese im Skelettmuskel beobachtet (496, 497). Dieser Effekt scheint bei Patienten mit 
metabolischem Syndrom eingeschränkt zu sein. Hier zeigt sich nach einem körperlichen Training eine 
reduzierte AMPK-Aktivierung (498). 

Bei körperlicher Aktivität kommt es bei der Herzinsuffizienz zudem wieder zu einem höheren Anteil 
an langsam, oxidativen Typ I Fasern (499). Dies geht einher mit einer vermehrten PGC1α-Expression, 
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die bekanntermaßen die oxidative Kapazität von Muskelfasern erhöht (192, 500, 501). Zudem hat es 
insgsammt einen hypertrophen Effekt auf die Muskulatur bei einem hemmenden Effekt auf die 
Aktivität des Ubiquitin-Proteasom-Systems (192, 232, 247). Es verändert das Calcium-Signaling, 
sodass es zu insgesammt erhöhten intrazellulären Spiegeln kommt (249), was seinerseits die 
calciumabhängigen Signalwege beeinflussen könnte. Dies könnte die oben beschriebenen 
Veränderungen in der Titinphosphorylierung nach körperlichem Training erklären. Zudem würde 
dieser Signalweg ebenfalls die Bildung von Typ I-Fasern fördern (206–208). 

Widersprüchlich erscheint der Zusammenhang der Fasertypen und MARP-Expression. Während eine 
vermehrte Bildung von Typ I-Fasern durch körperliches Training beschrieben wird, wird gleichzeitig 
von einer gesteigerten Expression von MARP berichtet (499, 502). Diese induzieren jedoch 
bekanntermaßen MyoD, einen Transkriptionsfaktor, der die Bildung von schnellen, glykolytischen 
Muskelfasertypen anregt (244–246). Es scheint also, dass man entweder die Gruppe der MARP 
differenzierter betrachten muss, und der Einfluss eines einzelnen Mitglieds dieser Gruppe auf die 
Fasertypenexpression unterschiedlich sein kann, oder aber dass der hypertrophe Effekt den Fasertypen 
verändernden Effekt überwiegt, und somit auch die Bildung von schnellen, glykolytischen Fasern 
angeregt wird, wenn auch nicht im gleichen Maße wie die der langsam Oxidativen.  

Interessanterweise fällt zudem bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ II die Steigerung der MARP-
Expression im Skelettmuskel geringer aus, als bei gesunden Probanden (502). Betrachtet man auch 
diesen Befund vor dem Hintergrund einer möglichen Titin-Muskeltrophie-Stellschraube, könnte dies 
das klinische Korrelat der beobachteten mechanischen Veränderungen von Titin bei dBdB sham-
Tieren darstellen. 

Für die ursprüngliche Verschiebung der Fasertypen bei Herzinsuffizienz scheint die Angiotensin-
Achse von entscheidender Bedeutung zu sein (119). Eine vermeintliche Korrektur dieser, könnte also 
auch die Normalisierung der Myostatinspiegel erklären. Auch sein hemmender Einfluss auf die IGF-1-
Expression scheint durch körperliches Training wegzufallen (81, 162, 503).  

Wenn es durch körperliches Training also zu einer Normalisierung der bei Herzinsuffizienz 
beeinträchtigten Angiotensin-Achse kommt, würde dies vermeintlich die skelettmuskuläre 
Stoffwechselfunktion verbessern und durch eine wegfallende Stimulation der Ubiquitin-Proteasom-
Aktivität (81, 161–163) auch das Titin-Signaling vermeintlich näher an eine physiologische Aktivität 
bewegen. 

Für den Einfluss der Angiotensin-Achse spricht auch, dass die in der Herzinsuffizienz gut etablierte 
pharmakologische Hemmung dieser Achse auch eine therapeutische Wirkung auf die Sarkopenie 
aufweist. Es reduziert die Muskelatrophie und den Gewichtsverlust bei Herzinsuffizienzpatienten und 
reduziert gleichzeitig auch die herzinsuffizienztypischen Veränderungen im oxidativen Phänotyp der 
Muskelzellen (61, 119). Interessanterweise ist in diesem Rahmen beobachtet worden, dass Verapamil 
die Translokation von MLP in den skelettmuskulären Zellkern hemmt (28), wobei bekannt ist, dass es 
bei Herzinsuffizienz normalerweise vermehrt in den Zellkern migriert (27).  

Auch wenn MLP physiologischerweise das Sarkomer-Remodeling in Antwort auf hypertrophe Stimuli 
reguliert (26–28, 377), könnte ein fehlreguliertes Remodeling atrophiefördernd wirken. Wenn die 
Aktivierung durch die Titinmodifikation pathologisch verändert ist, könnte ein gesteigerter 
sarkomerdegradierender Effekt zustande kommen, und erklären, warum eine Hemmung der 
Angiotensinachse auf diesem Weg protektiv auf die Muskelzellstruktur wirkt. Auch den Einfluss der 
Hemmung der Angiotensinachse auf die Fasertypenregulation, könnte teilweise auf die Wirkung von 
MLP zurückgehen, da dieses an der Fasertypenregulation beteiligt und bei Herzinsuffizienz verändert 
ist (27, 385, 388, 389) 

Vor diesem Hintergrund könnte die therapeutische Wirksamkeit eines körperlichen Trainings also auf 
eine Rekrutierung mechanosensitiver Signalwege im Skelettmuskel zurückzuführen sein, die 
Kaskaden in Gang setzen, die letztlich wieder die mechanosensitiven Signalwege beeinflussen. Wird 
deren prohypertrophe Wirksamkeit auf diesem Wege im Sinne eines positiven Feedback-
Mechanismus weiter gesteigert, könnte dies den Muskelstoffwechsel zunehmend normalisieren. Dies 
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gilt scheinbar auch noch dann, wenn durch eine vorausgehende Titinversteifung das Ausmaß des 
Effektes limitiert wird. 

4.6 Ausblick 

Insgesamt hat sich also im Rahmen der Untersuchung der Muskelschwäche bei Herzkrankheit ein 
spannender Einblick in die komplexregulierte Titinmechanik ergeben, die vermeintlich ihrerseits einen 
bedeutenden Einfluss auf den Muskelzellstoffwechsel und die Muskelfunktion nimmt.  

Es zeigte sich eine bei dBdB-Tieren gegenüber dB+ telweise erhöhte passive Muskelkraft und eine 
Steigerung der passiven und aktiven Muskelkraft nach IR, die bei dB+ ausgeprägter war als bei dBdB 
und sich zwischen den betrachteten unterschiedlichen Muskeln unterschied. Ein analoges Bild zu der 
aktiven Muskelkraft ergab sich bei der Betrachtung der maximalen aktiven Kraft unter Vordehnung. 
Auch die skelettmuskuläre Calciumsensitivität zeigte sich nach IR in dB+ und dBdB teilweise 
signifikant erhöht. 

Biochemisch zeigte sich die Titinexpression bei dBdB-Tieren gegenübr dB+ teilweise signifikant 
reduziert. Auch nach IR kam es teilweise zu einer signifikanten Reduktion der Titinexpression. Bei 
dBdB kam es im Vergleich zu dB+-Tieren zu einer Reduktion der PKCα-Phosphorylierung. Diese war 
auch nach IR sowohl bei dB+ als auch bei dBdB reduziert. Die Expression der AMPK zeigte sich nach 
IR bei dBdB je nach Skelettmuskel teilweise gesteigert und teilweise reduziert. 

Wenn sich die hier postulierte Integratorfunktion mechanischer und biochemischer Einfluss in 
komplexer Verrechnung über das Titinprotein und davon abhängigen Signalfunktionen belegen ließe, 
würde dies ein spannendes Feld in der Forschung eröffnen. Einerseits wäre davon auszugehen, dass 
sich die Erkenntnisse einer Vielzahl von Mechanismen, von denen in dieser Arbeit nur ein Teil 
dargestellt werden konnte, über einen gemeinsamen integrativen Mechanismus an Titin von 
unterschiedlichen skelett- und herzmuskulären Pathologien aufeinander übertragen ließen. 
Gleichzeitig böte es aber auch ein Feld für neue therapeutische Optionen und eine völlig neue 
Zielstruktur pharmakologischer Forschung in einem großen Spektrum von Pathologien. Auch ein 
Einsatz bekannter Substanzen mit Wirkung auf titininteragierende Signalwege könnte in einem neuen 
Krankheitsspektrum untersucht werden. 

Zunächst müsste aber der Mechanismus selbst experimentell belegt und weiter untersucht werden. Zu 
klären sind die Fragen, inwiefern Modifikationen der Titinmechanik die titinabhängigen Signalwege 
beeinflussen, und ob sich womöglich regulative Feedback-Mechanismen einstellen, wie sie aus 
anderen Systemen bekannt sind. Vor diesen Ergebnissen könnte dann die Frage verfolgt werden, bei 
welchen Pathologien und inwiefern die Modifikation des Titin-Signalings den muskulären 
Zellstoffwechsel beeinflusst. Daraus böte sich dann die letzte und spannendste konsekutive Frage: 
Was können wir tun, um derartige pathologische Veränderungen zu vermindern oder gar eine 
manipulativen Einfluss auf das Titin-Signaling zum Patientenvorteil zu nutzen? Auch wenn wie oben 
dargestellt das körperliche Training eine grundsätzlich interessante Möglichkeit bietet, weist es viele 
Nachteile in seiner praktischen Umsetzbarkeit auf. Es ist intensiv von der Patienten-Compliance 
abhängig und vom Ablauf her so Komplex, dass sich eine Standardisierung sehr schwierig darstellt. 
Zudem ist im Patientenkollektiv mit sarkopenischen Veränderungen von einer deutlichen 
Schwierigkeit in der Umsetzung eines körperlichen Trainings auszugehen. Einerseits wegen der 
Muskelschwäche selbst und anderseits wegen leistungslimitierender Begleitpathologien. Hier wäre 
also ein pharmakologischer Eingriff aufgrund seiner guten Steuerbarkeit und Vergleichbarkeit ein sehr 
vielversprechender Ansatz. 

Gleichzeitig muss jedoch auch die mechanische Funktion von Titin im Auge behalten werden. Im 
frühen Untersuchungszeitraum dieser Arbeit zeigte sich eine Titinversteifung bei gesteigerter aktiver 
Muskelkraft nach IR. Dies kann natürlich nicht als repräsentativ für den gesamten Krankheitsverlauf 
angesehen werden, zumal bekannterweise später mit einer verminderten Muskelkraft zu rechnen wäre. 
Dies wirft die interessante Frage auf, wie sich die Titinmechanik im Skelettmuskel im Verlauf nach IR 
entwickelt. Wann überwiegt die Muskelschwäche und bis wann ist eine vermeintliche Kompensation 
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über Titin wirksam? Die Kenntnis der Dynamik dieser Veränderungen könnte entscheidend zum 
Verständnis der beteiligten Signalwege beitragen. 

Derartige Überlegungen sind auch für die obigen Fragestellungen interessant, da ein Eingriff an Titin 
eben nicht nur eine Beeinflussung seiner Stoffwechselfunktion erwarten lässt, sondern gleichzeitig 
auch eine Modifikation der Muskelmechanik bedeuten könnte. Es ist offensichtlich, dass die Stabilität 
und Funktionsfähigkeit des Sarkomers in der Muskelfunktion zu jeden Zeitpunkt gewährleistet werden 
muss. 

Zudem konnten die Einflüsse, die zur Titinversteifung führen im Rahmen dieser Arbeit nicht 
abschließend experimentell ergründet werden. Bei der hohen Signifikanz der Ergebnisse, sind aber 
zweifelsfrei veränderte titinmodifizierende Signalwege zu erwarten. Vor den Befunden dieser und 
anderer Arbeiten, erscheint die Betrachtung von Heat shock Proteinen und Chaperonen, aber auch der 
CamKII sinnvoll, aber natürlich ist auch eine Beteiligung anderer bekannter oder sogar unbekannter 
titinmodifizierender Signalwege denkbar. Auch Veränderungen in der Fasertypenexpression könnten 
die Befunde zum Teil erklären und bieten Raum für eine weitergehende Untersuchung. Da deren 
Regulation wie in der Einleitung dargestellt überaus komplex ist, wäre auch hier eine Betrachtung 
über den zeitlichen Verlauf besonders interessant.  

Zur weiteren Evaluation des Einflusses der metabolischen Veränderungen bei einem Diabetes mellitus 
insbesondere vor dem Hintergrund eines Herzinfarktes erscheint die Betrachtung der Beeinträchtigung 
unterschiedlicher Signalwege vor diesem Hintergrund sinnvoll, so etwa die Beeiträchtigung der GH-
IGF1-Achse, des Apelinspiegels, des Myostatin-Signalweges, der Angiotensin-Achse und 
systemischer Enzündungsreaktionen- einerseits in der Basalfunktion und dann im Vergleich dazu nach 
IR. 

Selbst wenn sich die in dieser Arbeit aufgestellten Thesen über die möglichen Ursachen und 
Konsequenzen der veränderten Titinmechanik nicht bestätigen lassen sollten, bleibt die hier 
beschriebene veränderte Mechanik des Skelettmuskels nach IR signifikant und interessant. Die 
Aufklärung dieser Geheimnisse, ob sie sich nun in den Tiefen der Muskelphysiologie oder andernorts 
finden lassen wird, kann mit Spannung erwartet werden.  
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