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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kardiovaskulare Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen umfassen Erkrankungen des Herzens und der Blutgefalle wie
koronare  Herzkrankheiten, zerebrovaskuldare  Erkrankungen, periphere arterielle
Verschlusskrankheit, rheumatische Herzkrankheiten, angeborene Herzkrankheiten, tiefe
Venenthrombose und Lungenembolie. Myokardinfarkte und Apoplexien sind dabei in der
Regel akute Ereignisse und werden haufig durch eine Blockade des Blutflusses zum Herzen

oder zum Gehirn verursacht.”

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation waren ischamische Herzkrankheiten im Jahr
2019 weltweit die haufigste Todesursache, insbesondere in Landern mit mittlerem und hohem
Einkommen. Die Zahl der Todesfélle, die auf solche Erkrankungen zurlckzuflhren sind, ist
zwischen 2000 und 2019 am starksten gestiegen.? In Deutschland waren Krankheiten des
Kreislaufsystems im Jahr 2022 mit einem Anteil von 33,6 % die Hauptursache fur Todesfélle,
gefolgt von bodsartigen Neubildungen mit 21,7 %. An dritter und vierter Stelle folgten mit
groBem Abstand psychische und Verhaltensstdrungen sowie Krankheiten des
Atmungssystems mit 6,4 % bzw. 6,3 % (Abbildung 1). Dies zeigt, dass kardiovaskulare
Erkrankungen ein bedeutendes Gesundheitsproblem darstellen. Innerhalb der Gruppe der
kardiovaskularen Erkrankungen waren chronische ischamische Herzkrankheiten mit 21,7 %
und der akute Myokardinfarkt mit 13 % die beiden haufigsten Todesursachen, gefolgt von der

Herzinsuffizienz mit 10,5 %,® die haufig als Komplikation eines Myokardinfarkts auftritt.*

Zu den Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen zahlen unter anderem ungesunde
Ernadhrung, Bewegungsmangel, Tabakkonsum und UbermaRiger Alkoholkonsum. Diese
Verhaltensweisen kdnnen zu erhdhtem Blutdruck, erhéhtem Blutzucker, erhéhten Blutfetten
sowie Ubergewicht fiinren und dadurch das Risiko fiir kardiovaskulare Erkrankungen erhéhen.
Aber auch Armut, Stress und genetische Pradisposition gehdren zu den Risikofaktoren." Zur
Prophylaxe von Myokardinfarkt und Apoplex ist daher neben einem gesunden Lebensstil auch
die medikamentdse Behandlung von Hypertonie, Diabetes mellitus und Hypercholesterinamie
von Bedeutung. Auch die Aufklarung der Pathomechanismen spielt eine wichtige Rolle,
insbesondere fur die Risikominimierung von Folgeerkrankungen wie zum Beispiel der
Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt. Hierbei ist ein besseres Verstandnis der
Umbauprozesse des Herzens, auch kardiales Remodeling genannt, erforderlich, um neue
Therapieansatze fiir eine verbesserte Heilung zu etablieren.
1
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Abbildung 1: Todesursachen nach Krankheitsarten in Deutschland im Jahr 2022 in %
Die aufgefiihrten Todesfalle betreffen Personen jeden Alters und Geschlechts.?

1.2 Der Myokardinfarkt

Die Versorgung des Herzens mit sauerstoffreichem Blut erfolgt Uber die Koronararterien, auch
Herzkranzgefalie genannt. Diese entspringen aus der Aortenwurzel und werden primar in die
rechte und die linke Koronararterie unterteilt. Von diesen Hauptarterien zweigen zahlreiche
kleinere Aste ab, die verschiedene Bereiche des Herzens versorgen.® Der
Sauerstoffverbrauch des Herzmuskels ist proportional zum Energieverbrauch und hangt vom

Druck-Frequenz-Produkt, der Kontraktilitdt und der myokardialen Wandspannung ab.®

Ein Myokardinfarkt tritt auf, wenn die Blutversorgung eines Teils des Myokards unterbrochen
wird. Dies geschieht in der Regel durch den Verschluss einer Koronararterie, was zu einer
verminderten Sauerstoffversorgung und zu einer ischamischen Myokardnekrose fiihrt.” Die
haufigste Ursache fir den Verschluss einer Koronararterie ist die Arteriosklerose.? Dabei
handelt es sich um eine chronische Erkrankung der arteriellen GefalRwande, bei der sich unter
anderem Blutlipide in der Arterienwand ablagern. Das Ausmal} dieser Ablagerungen wird
durch die Lipidkonzentration im Blut und die Durchlassigkeit der Arterienwand bestimmt, die
aufgrund von mechanischen und immunologischen Verletzungen zunimmt. Die
angesammelten Lipide fordern Entzindungsreaktionen und die Bildung von

arteriosklerotischen Plaques.® Im Laufe der Zeit kann es zur Ruptur der Plagues kommen, was
2
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zur Aktivierung von Gerinnungsprozessen fuhrt und die Bildung eines Thrombus begunstigt.
Dieser kann entweder den Blutfluss an der Entstehungsstelle unterbrechen oder sich von der
Arterienwand abldsen und den Blutfluss in peripheren Arterien behindern. Eine Unterbrechung
des Blutflusses in einer Koronararterie kann je nach Ausmall der Blockade zu einem
Myokardinfarkt fiihren.'® Symptome wie langer anhaltende Schmerzen oder Unwohlsein in der
Brust, in einem oder beiden Armen, Schultern, Kiefer, Nacken oder Rlcken, Kurzatmigkeit,
Benommenheit oder Ohnmacht mit kaltem Schweil3 kdnnen auftreten.!” Es ist jedoch auch
moglich, dass ein Myokardinfarkt asymptomatisch verlauft, wie im Fall des stummen Infarkts.'?
Zur Diagnose eines Myokardinfarkts wird der Nachweis von erhéhtem kardialem Troponin im
Plasma verwendet, welches bei einer Schadigung der Kardiomyozyten ins Blut gelangt und
somit als wichtiger Biomarker dient.’® Ein weiteres wichtiges Diagnoseverfahren stellt die
Elektrokardiografie dar. Abhangig vom Grad des Arterienverschlusses liefert die
Herzstromkurve entweder einen ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI) bei einem totalen
Verschluss oder einen nicht-ST-Stecken-Hebungsinfarkt (NSTEMI) bei einem partiellen
Verschluss. Diese Unterscheidung ermdglicht Rickschlisse auf die Behandlung und
Mortalitat. Es ist jedoch auch mdglich, dass ein NSTEMI trotzdem mit einem totalen

GefaBverschluss einhergeht. 4

Nach einem Myokardinfarkt ist die schnellstmdgliche Wiederherstellung des Blutflusses
(Reperfusion) entscheidend, um die Schadigung des Herzgewebes zu minimieren. Hierbei
spielt die perkutane Koronarintervention eine zentrale Rolle. Paradoxerweise kann nicht nur
die Ischamie, sondern auch die Reperfusion das Herzgewebe schadigen, zum Beispiel durch
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, intrazelluldre Calciumiberladung, Offnung der

mitochondrialen Permeabilitatstransitionsporen und Inflammation.'®

Die infolge eines Mpyokardinfarkts abgestorbenen Kardiomyozyten werden durch
kollagenhaltiges Narbengewebe ersetzt, welches zwar die Struktur des Ventrikels intakt halt,
aber die kontraktile Herzfunktion nicht mehr unterstiitzen kann.'® Eine haufige Folge ist daher
die chronische Herzinsuffizienz, die je nach Studie bei bis zu 36 % der hospitalisierten

Patienten auftritt.'”

1.2.1 Phasen der Herzreparatur nach Myokardinfarkt

Der Heilungsprozess nach einem Myokardinfarkt lasst sich in drei Uberlappende Phasen
einteilen: die Entziindungsphase, die Proliferationsphase und die Reifungsphase (Abbildung
2). Wahrend der Entzindungsphase wird das angeborene Immunsystem aktiviert und

inflammatorische Leukozyten werden rekrutiert, um die Wunde von abgestorbenen Zellen zu

3
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befreien. Nekrotische Kardiomyozyten setzen damage-associated molecular patterns
(DAMPs), auch Alarmine genannt, frei, die vorhandene Immunzellen aktivieren und weitere in
das Herzgewebe rekrutieren. Zu den Alarminen gehéren zum Beispiel Proteine der S100-
Familie, extrazelluldare RNA, Hitzeschockproteine und Zytokine wie Interleukin (IL)-1.
Zusatzlich werden durch die geschadigte Matrix Matrixproteinfragmente freigesetzt, die
ebenfalls Immunzellen aktivieren.'® Die ersten Immunzellen, die auf die DAMPs (ber
sogenannte pattern-recognition-receptors reagieren und in das geschadigte Myokard
infiltrieren, sind die neutrophilen Granulozyten. Durch Phagozytose abgestorbener Zellen
sowie die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies und Proteasen initiieren Neutrophile
Umbauprozesse der extrazellularen Matrix. Nach etwa 24 Stunden ist der Héhepunkt der
Neutrophileninfiltration erreicht und es kommt zu einer verstarkten Einwanderung
zirkulierender Monozyten in das geschadigte Herzgewebe. Dort sammeln sich zunachst
proinflammatorische Monozyten, die sich zu Makrophagen differenzieren und durch die
Freisetzung von Proteasen wie Matrixmetalloproteinasen und Kathepsinen den Abbau
nekrotischer Trimmer fordern. Nach etwa 3 Tagen nimmt die Monozyteninfiltration ab und die
Funktion der Monozyten und Makrophagen verschiebt sich in Richtung Gewebereparatur
durch eine vermehrte Expression von antiinflammatorischen, profibrotischen Mediatoren und
angiogenen Wachstumsfaktoren wie IL-10, transforming growth factor-3 und vascular
endothelial growth factors.'® Dadurch wird die Entziindungsreaktion unterdriickt und die
proliferative Phase eingeleitet, in der die kardialen Fibroblasten expandieren und in einen
aktivierten Myofibroblasten-Phanotyp Ubergehen, der durch die Expression kontraktiler
Proteine und die Ablagerung extrazellularer Matrix gekennzeichnet ist. Dartber hinaus
produzieren aktivierte Myofibroblasten grof’e Mengen an strukturellen Matrixproteinen wie
Kollagen, um eine Ruptur des Myokards zu verhindern und die Narbenbildung zu férdern.® In
der letzten Phase des Heilungsprozesses, der Reifungsphase, werden reparative Zellen
entfernt und die Matrix quervernetzt. Die Zahl der aktivierten Myofibroblasten nimmt deutlich
ab, viele unterliegen der Apoptose, werden inaktiviert oder zeigen eine verminderte Fahigkeit
zur Synthese von Matrixproteinen und kontraktilen Proteinen. Zudem kommt es zu einer
verstarkten Expression von Enzymen wie der Lysyloxidase, die der Quervernetzung von

Matrixproteinen wie Kollagen und damit der Stabilitdt der Narbe dienen.'®
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Abbildung 2: Phasen der Herzreparatur nach dem Myokardinfarkt

Die drei Phasen der Heilungsprozesse nach einem Myokardinfarkt und die entsprechenden
Veranderungen im Infarkt-Bereich im zeitlichen Verlauf (modifiziert nach Khalil et al.2°). Beginnend mit
der Freisetzung inflammatorischer Zytokine und der Infiltration von Makrophagen und Neutrophilen in
der Entziindungsphase, gefolgt von der Freisetzung antiinflammatorischer Zytokine und profibrotischer
Faktoren wahrend der Proliferationsphase, bis hin zur Bildung der extrazelluldren Matrix wahrend der
Reifungsphase. Die Abbildung wurde teilweise unter Verwendung modifizierter Elemente von Servier
Medical Art erstellt, lizenziert unter der Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

1.2.2 Kardialer Metabolismus im gesunden und ischamischen Herzen

Das Herz bendétigt zur Aufrechterhaltung seiner Funktion viel Energie, die durch die
kontinuierliche Produktion enormer Mengen an Adenosintriphosphat (ATP) bereitgestellt wird.
Diese Energie wird hauptsachlich durch zwei Prozesse generiert: die mitochondriale oxidative
Phosphorylierung, die in der Regel etwa 95 % zur ATP-Produktion des Myokards beitragt, und
die Glykolyse, die die restlichen 5 % liefert. Die Hauptenergiesubstrate des Herzens sind
Fettsauren, Laktat, Glukose, Ketone und Aminosauren. Das Herz hat eine begrenzte
Fahigkeit, diese Energiesubstrate intrazellular zu speichern, weshalb sie kontinuierlich aus
dem Blut aufgenommen werden miissen.?! Die Regulierung des Substratverbrauchs des
Herzens hangt von verschiedenen Faktoren ab. Dazu gehéren die Plasmakonzentration des
zugefuhrten Substrats, die Anzahl der spezifischen Substrattransporter in der Zellmembran
sowie die Aktivitdten der metabolischen Enzyme.?? Etwa 40 — 60 % der gesamten
mitochondrialen ATP-Produktion stammen aus der Oxidation von Fettsduren. Der
zweitwichtigste Beitrag zum Citratzyklus kommt aus der Oxidation von Pyruvat, welches aus
Glukose und Laktat entsteht. Ketone machen 10 — 15 % aus, wahrend Aminosauren nur 1 —

2 % beitragen.?'-23
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Der kardiale Metabolismus von Fettsauren und Glukose ist schematisch dargestellt (Abbildung
3). Fettsauren kénnen nach der Aufnahme in die Zellen entweder als Triglyceride gespeichert
oder in den Mitochondrien verstoffwechselt werden.?? Die Aufnahme erfolgt passiv durch die
Plasmamembran der Kardiomyozyten oder Uber cluster of differentiation 36 (CD36) und fatty
acid transport protein (FATP) 1. Im Zellinneren werden sie zu Acyl-CoA verestert. Dieses wird
durch die Carnitin-Palmitoyltransferase (CPT) 1 in Acylcarnitin umgewandelt und in die
Mitochondrien transportiert. Dort wird es durch CPT2 wieder in Acyl-CoA umgewandelt und
kann einer B-Oxidation unterzogen werden, wodurch Acetyl-CoA entsteht.??* CPT1 ist das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der mitochondrialen Fettsdureaufnahme und wird
durch den endogenen Inhibitor Malonyl-CoA reguliert.?> Glukose wird mithilfe von
Glukosetransportern (GLUT) in die Kardiomyozyten transportiert und durch Glykolyse in
Pyruvat umgewandelt.?’ In der fétalen und frilhen postnatalen Phase dominiert der
insulinunabhangige GLUT1, wahrend in adulten Kardiomyozyten der insulinabhangige GLUT4
die Hauptisoform darstellt.?62” Laktat wird von den Kardiomyozyten iber Monocarboxylat-
Transporter (MCT) aufgenommen und durch Laktatdehydrogenase in Pyruvat umgewandelt.
Das Pyruvat aus Glukose und Laktat wird Gber den mitochondrialen Pyruvat-Carrier (MPC) in
die Mitochondrien transportiert und dort durch Pyruvat-Dehydrogenase in Acetyl-CoA
umgewandelt. Der aus der Fettsdure-B-Oxidation, Glukose-Oxidation, Keton-Oxidation und
Aminosaure-Oxidation erzeugte Acetyl-CoA gelangt in den Citratzyklus. Hier entstehen die
Reduktionsaquivalente Flavinadenindinukleotid (FADH2) und Nicotinamidadenindinukleotid
(NADH), welche in die Elektronentransportkette gelangen und Sauerstoff zur Erzeugung von
ATP verbrauchen.? Dabei werden die erzeugten Elektronen entlang der Enzymkomplexe der
Elektronentransportkette transportiert und die Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den
Intermembranraum beférdert, wodurch ein Protonengradient entsteht. Die Protonen folgen
Uber die ATP-Synthase ihrem Gefalle zurlick in die Mitochondrienmatrix, wobei die Diffusion
an die Synthese von ATP gekoppelt ist. Die Oxidation von Fettsduren produziert unter
normalen Bedingungen pro oxidiertem Molekil mehr ATP als die Glukoseoxidation, verbraucht
jedoch mehr Sauerstoff.?6 So fiihrt die Oxidation von einem Mol Palmitat zu 129
Phosphatbindungen bei einem Verbrauch von 31 Mol O,, wahrend die Oxidation von 1 Mol

Glukose zu 38 Phosphatbindungen flihrt unter Verwendung von 6 Mol O,.28

Aufgrund einer verminderten Gewebsperfusion im Rahmen einer Ischamie ist die Versorgung

mit Sauerstoff und Atmungskettensubstraten unzureichend. Dies fuhrt zu einer Hemmung der

Pyruvat- und Fettsdureoxidation sowie der oxidativen Phosphorylierung?® und beeintrachtigt

folglich die ATP-Produktion. Um den Sauerstoffmangel zu kompensieren, wechselt die ATP-

Produktion im Myokard vom aeroben zum anaeroben Modus. In diesem Zustand wird die
6
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Glykolyse zur dominierenden Energiequelle, da sie 11 — 13 % mehr ATP pro verbrauchter
Sauerstoffeinheit liefert als die B-Oxidation.?¢ Der Wechsel wahrend der Myokardischamie von
der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung auf die anaerobe Glykolyse ist nicht
ausreichend, um den ATP-Abfall zu kompensieren33! und flihrt zur Anhaufung von Laktat und
Protonen (H*), was den intrazellularen pH-Wert auf unter 7,0 absenkt. Der Anstieg
intrazellularer Protonen aktiviert den Na*/H*-lonenaustauscher, der Protonen aus der Zelle
ausstolt und gleichzeitig Na* aufnimmt. Dies fUhrt zusammen mit einer Verringerung der
Na*/K*-ATPase-Aktivitat aufgrund von ATP-Mangel zu einer intrazellularen Na*-Uberladung.
Daraufhin arbeitet der Na*/Ca?*-lonenaustauscher im umgekehrten Modus, um
Uberschissiges Na* zu entfernen, was jedoch zu einer intrazellularen und mitochondrialen
Ca?*-Uberladung flhrt.3" Durch den Mangel an ATP steigt die Konzentration von
Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP) an, wodurch die
Adenosinmonophosphat-abhangige-Kinase (AMPK) aktiviert wird.3? Zusatzlich werden die
kardialen Triglyceridspeicher wahrend der Ischamie abgebaut, um Fettsauren fir die Oxidation
bereitzustellen. Da der Fettsaurestoffwechsel wahrend der Ischamie nicht mit der
mitochondrialen Oxidation gekoppelt ist, fiuhren der Abbau von Triglyceriden und die
gehemmte pB-Oxidation zu einer Akkumulation von Fettsdurezwischenprodukten wie
Acylcarnitin in den Mitochondrien.?33 Bei einer Reperfusion des ischamischen Gewebes wird
der extrazellulare pH-Wert schnell wiederhergestellt. Dadurch entsteht ein Protonengradient,
der den Na*/H*-Austausch erhéht und wie oben beschrieben zu einer intrazelluldren Ca?*-
Uberladung fiihrt. In der postischamischen Reperfusion erholt sich die Fettsdureoxidation
schnell, wahrend die Glukoseoxidation beeintrachtigt bleibt.3* Dies ist auf eine erhohte
Fettsdureoxidation zuriickzufihren, die nach Randle durch Hemmung der Pyruvat-
Dehydrogenase die Glukoseoxidation im Muskel hemmt. Trotz der hohen Fettsaureoxidation
bleibt die Glykolyse wahrend der Reperfusion erhoht. Die bereits erwahnte Aktivierung von

AMPK tragt zu den hohen Raten von Glykolyse und Fettsdureoxidation bei.3536

Insgesamt fihren Sauerstoff- und Energiesubstratmangel wahrend der Ischdmie sowie die
Wiederherstellung der Blutzufuhr wahrend der Reperfusion zu einer Reihe von
Veranderungen. Dazu gehdren Stérungen der lonenhomdostase, Akkumulation von
Stoffwechselzwischenprodukten und Anpassungen in den Mechanismen zur Regulierung des
Substratstoffwechsels. Diese Veranderungen kénnen sich auf die kardiale Funktion auswirken.
Beispielsweise wird mehr ATP bendtigt, um die lonengradienten zu korrigieren, was die fur die

kontraktile Funktion verfligbare ATP-Menge verringert.®’



Einleitung

Fettsiure @ \ Glukose @ \

° °
Kardiomyozyt
\ Glykolyse K
ATP
Fettsdure Pyruvat

Acyl-CoA s oyidation Pyruvat

\AcetyI-CoA /

Y

ATP

Abbildung 3: Der kardiale Metabolismus von Fettsduren und Glukose

Fettsduren gelangen Uber CD36 in die Kardiomyozyten, wo die Uber CPT in die Mitochondrien
aufgenommen und im Rahmen der B-Oxidation zu Acetyl-CoA umgewandelt werden. Glukose wird Uber
GLUT in die Kardiomyozyten transportiert, durchlauft dort die Glykolyse oder wird Gber MPC in die
Mitochondrien aufgenommen und zu Acetyl-CoA umgewandelt. Das gebildete Acetyl-CoA tritt dann in
den Citratzyklus ein. Die Abbildung wurde teilweise unter Verwendung modifizierter Elemente von
Servier Medical Art erstellt, lizenziert unter der Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

1.3 Das Fettgewebe

Das Fettgewebe ist ein flexibles und heterogenes Organ, das volumenmaRig hauptsachlich
aus Adipozyten besteht, die als Hauptenergiespeicher des Kdrpers dienen.383 Uberschiissige
Energie wird im Korper als Neutralfette in den Lipidtropfen der Adipozyten gespeichert. Diese
bestehen aus einem Kern aus Neutralfetten wie Triglyceriden und Cholesterinestern, umgeben
von einer Monoschicht aus Phospholipiden und Cholesterin, in die mehrere Proteine
eingebettet sind.*® Das Fettgewebe besteht neben den Adipozyten auch aus nicht-
adipozytaren Zellen wie Endothelzellen, Blutzellen, Fibroblasten, Perizyten, Praadipozyten,
Makrophagen und weiteren Immunzellen, die zusammen als stromale vaskulare Fraktion des
Fettgewebes bezeichnet werden.*' Es wird nach Morphologie und Funktion in weilles,

braunes, beiges und pinkes Fettgewebe unterteilt, wobei das beige Fettgewebe eine

8
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Mischform mit Merkmalen des weilRen und braunen Fettgewebes darstellt.#>43 Pinke
Adipozyten entstehen wahrend der Schwangerschaft und Laktation und zeichnen sich durch
mehrere Lipidtropfen und verschiedene Organellen wie raues endoplasmatisches Retikulum,
Golgi-Apparat und milchhaltige Granula aus.*® Braune und beige Adipozyten zeichnen sich
durch multilokulare Lipidtropfen, eine hohe Anzahl an Mitochondrien und die Expression von
uncoupling protein 1 (UCP1) aus. Diese Adipozyten sind in der Lage, Thermogenese zu
betreiben. Dabei fungiert das UCP1, auch Thermogenin genannt, als Protonenkanal in der
inneren Mitochondrienmembran und 16st dort den Protonengradienten unter Umgehung der
ATP-Synthase auf, um anstelle von ATP Warme zu erzeugen.3® Die Adipozyten des weillen
Fettgewebes sind durch groRe unilokulare Lipidtropfen und wenige Mitochondrien
gekennzeichnet. Das weile Fettgewebe ist Uber den gesamten Kérper verteilt und wird in
viszerale und subkutane weille Fettgewebsdepots unterteilt.*? Das subkutane Fettgewebe des
Menschen wird in abdominales und gluteofemorales Fettgewebe unterteilt, wobei das
abdominale Fettgewebe weiter in oberflachliches und tiefes subkutanes Fettgewebe gegliedert
wird. Das murine subkutane Fettgewebe wird in anteriores axillares und posteriores inguinales
Fettgewebe unterteilt. Das viszerale Fettgewebe, das die inneren Organe umgibt, umfasst
epikardiales/perikardiales, perirenales, retroperitoneales und mesenteriales weilies
Fettgewebe. Ein Unterschied im viszeralen Fettgewebe besteht darin, dass der Mensch tber
ein grol’es omentales Fettdepot verfligt, wahrend Mause Uber ein grol3es perigonadales
Fettdepot verfligen.#* Neben den genannten groRen Fettdepots gibt es kleinere Adipozyten-
Depots, die an verschiedenen Stellen wichtige Funktionen austben, z.B. in Brust,
Knochenmark, Augenhodhlen, Gesicht, Gelenken, FuRen und Dermis. Mit die wichtigste
Funktion des weillen Fettgewebes ist die Speicherung und Abgabe von Energie in
Abhangigkeit vom Energiebedarf des Kdrpers, wobei Lipogenese (Fettsynthese) und Lipolyse
(Fettabbau) eine Rolle spielen.®® Das Fettgewebe ist ein Organ mit weiteren wichtigen
physiologischen Funktionen. Neben der Speicherung und Mobilisierung von Energie sowie der
Fahigkeit zur Thermogenese ist das Fettgewebe ein endokrines Organ, das Hormone,
sogenannte Adipokine, produziert. Diese regulieren verschiedene physiologische Prozesse im
gesamten Korper und wirken auf periphere Organe. Darlber hinaus dient das Fettgewebe der

mechanischen Polsterung und Isolierung3®49 verschiedener Organe, wie z.B. der Niere.

1.3.1 Das Fettgewebe als endokrines Organ

Das Fettgewebe sezerniert neben Fettsduren, anderen Lipiden und Metaboliten auch tber 600

bioaktive Faktoren, die als Adipokine bezeichnet werden.*> Diese kénnen auf endokrine,

parakrine und autokrine Weise wirken.*6 Adipokine spielen eine wichtige Rolle sowohl im
9
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Fettgewebe selbst, wo sie die Adipogenese, die Migration von Immunzellen sowie den
Metabolismus und die Funktion der Adipozyten beeinflussen, als auch im gesamten Korper,
wo sie biologische Prozesse in verschiedenen Organen wie Gehirn, Leber, Muskulatur,
Gefalen, Herz und Pankreas regulieren.*> Zu den Prozessen, die durch vom Fettgewebe
sezernierte Faktoren beeinflusst und reguliert werden, gehdren: Energiehomdostase (Lipid-
und Kohlenhydratmetabolismus, Appetit, Thermogenese), Immunsystem, Inflammation,
maligne Prozesse sowie die kardiovaskulare Funktion.4”48 Die Art und Menge der produzierten
Adipokine hangen von verschiedenen Faktoren ab, wie der Art und Lokalisation des
produzierenden Fettgewebes und seiner Wechselwirkung mit anderen Zellen.® Einige
Adipokine, darunter Leptin, Resistin und Adiponektin, beeinflussen das kardiovaskulare

System und das kardiale Remodeling nach dem Myokardinfarkt.

Das Adipokin Leptin wird hauptsachlich vom Fettgewebe sezerniert und seine zirkulierenden
Spiegel sind proportional zur Masse des Fettgewebes. Das Hormon reguliert Prozesse wie
Nahrungsaufnahme, Thermogenese, Reproduktion, Hdmostase, Angiogenese, Blutdruck und
Immunantwort.*® Leptin wirkt auf die Zielzellen durch die Bindung an seine Rezeptoren, wobei
die Isoform des Leptinrezeptors Ob-Rb, auch LepRb genannt, vorherrscht.>° LepRb wird stark
im Hypothalamus exprimiert und kommt in geringerem Malie in peripheren Geweben und
Makrophagen vor.#® Durch die zentrale Wirkung von Leptin im Hypothalamus wird die
Nahrungsaufnahme reduziert und die Energieverwertung gesteigert, aulerdem wirkt es
proinflammatorisch.%® Leptin und seine Rezeptoren werden auch im Herzen exprimiert, und
ihre Expressionsspiegel kénnen durch eine Myokardischamie in den ersten Stunden der
Reperfusion beeinflusst werden.?! Leptin kann die kardiale Funktion durch direkte Wirkung im
Herzen beeinflussen. Ein kardiomyozytenspezifischer KO der Leptin-Rezeptoren fiihrt zu einer
Herzinsuffizienz mit verminderter kardialer Energieproduktion®® und verschlechtert die

ischamische Herzinsuffizienz durch den Verlust der kardialen AMPK-Signalwege.>?

Resistin wird bei Nagetieren hauptsachlich vom Fettgewebe sezerniert, wahrend es beim
Menschen hauptsachlich von Makrophagen produziert wird, welche zum Beispiel bei
Adipositas in das Fettgewebe infiltriert sind, und wirkt proinflammatorisch.%* Resistin wurde mit
Insulinresistenz in Verbindung gebracht. Die Verabreichung von rekombinantem Resistin
beeintrachtigt die Glukosetoleranz und die Insulinwirkung bei normalen Mausen, wahrend die
Verabreichung eines neutralisierenden Anti-Resistin-Antikdrpers die Insulinsensitivitat bei

fettleibigen Mausen verbessert.%

Adiponektin zirkuliert hauptsachlich in drei Isoformen: ein Trimer mit niedrigem, ein Hexamer

mit mittlerem und ein Multimer mit hohem Molekulargewicht, wobei letzteres die biologisch

10
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aktivere Form darstellt. Die zirkulierenden Adiponektin-Spiegel sind im Gegensatz zu anderen
Adipokinen umgekehrt proportional zur gesamten Fettmasse. Adiponektin steigert die
Insulinsensitivitat und wirkt antiinflammatorisch und antifibrotisch.*® Seine Wirkung wird Gber
drei Rezeptoren vermittelt: AdipoR1, AdipoR2 und T-Cadherin, die alle auch im Herzen
exprimiert werden.® Niedrige Adiponektin-Spiegel werden mit einer erhéhten Pravalenz von
Adipositas-assoziierten kardiovaskularen Erkrankungen wie ischamische Herzkrankheiten in
Verbindung gebracht. Hohe Adiponektin-Spiegel zeigen in manchen Fallen ein verbessertes
Ergebnis bei kardiovaskularen Ereignissen, wahrend in anderen Fallen hohe Adiponektin-
Spiegel mit keinem vorteilhaften oder sogar mit einem schadlichen Effekt assoziiert sind.
Dieses Phanomen wird als Adiponektin-Paradoxon bezeichnet. Humanstudien haben gezeigt,
dass niedrige Adiponektin-Spiegel mit negativen kardiovaskularen Ereignissen assoziiert sind.
So war bei Patienten mit koronaren Herzkrankheiten das Verhaltnis von hochmolekularem
Adiponektin zu Gesamt-Adiponektin niedriger. Auch Zellkultur- und murine Untersuchungen
haben gezeigt, dass Adiponektin, insbesondere die hochmolekulare Form, einen positiven

Effekt auf die kardiovaskulare Funktion hat.#®

Die zahlreichen Adipokine, die vom Fettgewebe sezerniert werden, spielen eine wichtige Rolle
bei der Regulation vieler metabolischer Prozesse und haben Einfluss auf den gesamten
Korper. Adipokine dienen der Kommunikation zwischen dem Fettgewebe und anderen

Organen.

1.3.2 Periphere Lipolyse und ihre Regulation

Die Lipolyse ist ein Stoffwechselprozess, bei dem Triglyceride hydrolytisch in nicht-veresterte
Fettsauren (non-esterified fatty acids: NEFA) und Glycerol gespalten werden. Dieser Abbau
von gespeichertem Fett dient der Versorgung des Koérpers mit Fettsauren als Energiesubstrat
in Phasen mit erhéhtem Energiebedarf, wie z.B. bei kérperlicher Anstrengung, Fasten oder
Kaltereizen.%¢ Die Umwandlung von Triglyceriden in freie Fettsduren und Glycerol wird
hauptsachlich durch die drei Lipasen Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL), hormonsensitive
Lipase (HSL) und Monoglycerid-Lipase (MGL) katalysiert.5” ATGL katalysiert den ersten
Schritt der Hydrolyse von Triglyceriden in Diglyceride und Fettsauren. Dabei wird die Aktivitat
von ATGL Uber comparative gene identification-58 (CGI-58), welches unter physiologischen
Bedingungen an Perilipin-1 (PLIN1) gebunden vorliegt, coaktiviert und Uber G0/G1 switch
gene 2 (G0S2) inhibiert. Das Enzym HSL katalysiert die Hydrolyse von Diglyceriden zu
Monoglyceriden und Fettsduren, zeigt aber eine breitere Substratspezifitat, indem es auch

Triglyceride, Cholesterinester und Retinylester hydrolysiert. Zum Schluss wird die Hydrolyse
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der Monoglyceriden zu Glycerol und Fettsauren durch die MGL katalysiert.>® Diese Fettsauren
kénnen in den Adipozyten oxidiert, in die Zirkulation freigesetzt oder zu Triglyceriden
wiederverestert werden. Die Verteilung der endogenen Fettsduren wurde in isolierten
Adipozyten von Ratten gemessen: 0,2 % werden oxidiert, 50,1 % freigesetzt und 49,7 %
wiederverestert.>® Freigesetzte Fettsduren werden in die Zellen verschiedener Gewebe
aufgenommen und in Acyl-CoA umgewandelt. Das Acyl-CoA wird durch das Enzym CPT1 in
Acylcarnitin umgewandelt und durch die &ullere Mitochondrienmembran transportiert.
Acylcarnitin - wird mithilfe der Carnitin-Acylcarnitin-Transporter durch die innere
Mitochondrienmembran in die mitochondriale Matrix transportiert, wo es durch CPT2 zuriick
in Acyl-CoA umgewandelt wird. Im Rahmen der B-Oxidation erfolgt schlieRlich die Degradation
der Fettsauren in der mitochondrialen Matrix, wobei das generierte Acetyl-CoA zur Herstellung
von ATP verwendet wird.®® Die Stimulation der Lipolyse in den Adipozyten erfolgt unter
anderem durch die Aktivierung der B-adrenergen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(Abbildung 4). Nach der Aktivierung dissoziiert die a-Untereinheit des Gs-Proteins und
stimuliert die Adenylylcyclase. Dadurch wird ATP in zyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) umgewandelt, was zu erhdhten intrazellularen cAMP-Spiegel flhrt. Die Proteinkinase
A (PKA) wird durch die erhdhten cAMP-Spiegel aktiviert und phosphoryliert verschiedene
Substrate wie HSL und PLIN1. Durch die Phosphorylierung wird das Enzym HSL aus dem
Zytosol in die Lipidtropfen verlagert und seine hydrolytische Aktivitat aktiviert. Die
Phosphorylierung des Proteins PLIN1, das sich auf der Oberflache der Lipidtropfen befindet,
bewirkt dessen Dissoziation von CGI-58 und ist fur die Translokation von HSL notwendig. CGI-
58 bindet an der ATGL und aktiviert diese. Neben der PKA kann auch die Proteinkinase G
(PKG) nach Aktivierung durch atriale natriuretische Peptide HSL und PLIN1 phosphorylieren.®’
Die Aktivierung der Lipolyse kann durch verschiedene Hormone und Zytokine erfolgen.
Klassische Beispiele hierflir sind die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin, die durch
Bindung an adrenerge Rezeptoren auf der Zellmembran der Adipozyten wirken. Weitere
Aktivatoren der Lipolyse sind unter anderem Wachstumshormon, Cortisol,
Schilddrisenhormone, natriuretische Peptide, Glucagon, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a),
Interleukine und Leptin. Im Gegensatz dazu inhibieren Insulin und Adiponektin die Lipolyse,

wobei Insulin den wichtigsten inhibitorischen endokrinen Faktor darstellt.62.63

12



Einleitung

Katecholamin .\
. Adenylylcyclase
B-Adrenozeptor @@

Lipidtropfen \/ ® /\

Abbildung 4: Aktivierung der Lipolyse in den Adipozyten

Die Bindung von Katecholaminen an {-adrenerge G-Protein-gekoppelte Rezeptoren fuhrt zur
Aktivierung der PKA. Diese phosphoryliert wichtige Proteine wie PLIN1 und HSL. Daraufhin erfolgt die
Hydrolyse von TG zu DG und Fettsduren unter der Katalyse von ATGL. Danach werden DG unter der
Katalyse von HSL zu MG und Fettsauren abgebaut, und schlieRlich werden MG unter Katalyse von
MGL zu Glycerol und Fettsauren hydrolysiert. P: Phosphat. TG: Triglycerid. DG: Diglycerid. MG:
Monoglycerid. FA: Fettsdure. Die Abbildung (modifiziert nach Li et al.’%) wurde teilweise unter
Verwendung modifizierter Elemente von Servier Medical Art erstellt, lizenziert unter der Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

1.3.3 Adipozyten-Triglycerid-Lipase

ATGL spielt eine wichtige Rolle bei der Bereitstellung von Lipidspeichern im Rahmen der
Lipolyse und ist dabei verantwortlich fiir den initialen Schritt des Triglycerid-Abbaus und die
Hydrolyse der ersten Esterbindung der Triglyceride in Diglyceride und Fettsauren.®* Das
Enzym ATGL, auch bekannt als Desnutrin oder Calcium-unabhangige Phospholipase A2C,
wurde im Jahr 2004 von drei Gruppen unabhangig voneinander entdeckt.646566 ATGL wird
durch das Gen patatin-like phospholipase domain containing protein 2 (human: PNPLA2,
murin: Pnpla2) kodiert.®” Das murine ATGL-Protein besteht aus 486 Aminosauren mit einem
Molekulargewicht von 54 kDa, wahrend das humane ATGL-Protein aus 504 Aminosauren
besteht und zu 86 % mit dem murinen Protein identisch ist.8* ATGL zeigt eine hohe

Substratspezifitdt fur Triglyceride, wahrend andere Substrate wie Diglyceride,
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Phosphoglyceride oder Retinylester nur geringfiigig hydrolysiert werden.®' Die Triglycerid-
Hydrolase-Aktivitat von ATGL wird durch verschiedene Cofaktoren reguliert. Beispielsweise
wird die ATGL durch die direkte Protein-Protein-Bindung an CGI-58, auch bekannt als
Abhydrolase domain containing 5 (ABHD5), aktiviert und durch die direkte Bindung an G0S2
inhibiert.6889 ATGL ist intrazellular im Zytoplasma sowie an den Lipidtropfen lokalisiert®* und
wird am starksten im weilen und braunen Fettgewebe exprimiert. In geringen Mengen wird
ATGL auch in Nicht-Fettgewebe wie Hoden, Herz, Skelettmuskulatur, Leber, Lunge, Retina,

Immunzellen, Pankreas und Diinndarm exprimiert.”®

Um die physiologische und pathophysiologische Rolle von ATGL zu untersuchen, wurden
transgene Mausmodelle mit gewebespezifischer oder globaler Uberexpression oder Knockout
(KO) des ATGL-Gens generiert.”! Ein globaler ATGL-KO fiihrt zu einer Zunahme des
Kdrpergewichts und der Gesamtkdrperfettmasse. Es kommt nicht nur zu einer Vergré3erung
der Fettdepots, was sich in einem erhdéhten Gewicht und vergréfRerten Lipidtropfen des weillen
und braunen Fettgewebes zeigt, sondern auch zu Akkumulationen von Triglyceriden in Nicht-
Fettgeweben, einschlieBlich Herz, Skelettmuskulatur, Leber, Pankreas und Nieren. Daher
spielt die ATGL auch in Nicht-Fettgeweben eine wichtige lipolytische Rolle. Die Triglycerid-
Lipolyse ist nicht nur im weiRen und braunen Fettgewebe, sondern auch in Herz,
Skelettmuskulatur, Hoden und Leber vermindert. Die Konzentration der zirkulierenden
Fettsauren ist reduziert, was die Verwendung von Glukose begunstigt. Entsprechend ist die
Glukoseaufnahme in Herz, Skelettmuskulatur und Leber erhoht. AuRerdem wurde eine
verminderte Insulinsekretion beobachtet. Der globale ATGL-KO fiihrt zu schwerwiegenden
Triglycerid-Akkumulationen im Herzen. Es kommt zu einer Zunahme des Herzgewichts, einer
starken Abnahme der linksventrikuldaren Ejektionsfraktion, einer gestorten Herzstruktur,
Fibrose und Hypertrophie. Schliel3lich fihrt die Fettakkumulation zu einem mechanischen
Kontraktionsdefekt und damit zu einer letalen Herzinsuffizienz.”? Trotz geringer
Expressionsmengen im Herzen zeigen Mause mit einem kardiomyozytenspezifischen ATGL-
KO ebenfalls schwerwiegende Auswirkungen wie eine erhohte Triglycerid-Akkumulation,
fibrotische und hypertrophe Kardiomyopathien sowie eine verschlechterte Kontraktilitat im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Darlber hinaus zeigen ex vivo Analysen eine verminderte
myokardiale Fettsdureoxidation.”® Dies beweist, dass ATGL sowohl im Fett- als auch im
Glukosemetabolismus eine wichtige Rolle spielt und in verschiedenen Organen einen
bedeutenden Einfluss ausubt. Weitere Forschungen haben gezeigt, dass ATGL in
verschiedenen Tumorzellarten eine Rolle spielt und das Ausmal} verschiedener Krebsarten
konnte mit veranderten ATGL-Expressionsspiegeln in Zusammenhang gebracht werden,
sowohl in murine Modellen als auch in menschlichen Patienten.”®’# In einigen Krebsarten
14
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herrschen hypoxische Bedingungen, weshalb Tumorzellen dazu neigen, die
Fettsdureoxidation herabzusetzten, um den Sauerstoffverbrauch zu verringern. Durch die
Hypoxie werden Gene exprimiert, die auf direktem oder indirektem Wege die ATGL-Aktivitat
hemmen und somit die Lipolyse reduzieren. Allerdings zeigen nicht alle Tumorzellen eine
Hypoxie-induzierte Hemmung der Fettsaure-Oxidation, beispielsweise war der ATGL-Spiegel

in Brustkrebszellen im Vergleich zu normalen Zellen erhoht.”

In der vorliegenden Arbeit wird ein adipozytenspezifischer ATGL-KO verwendet. Dieser wurde
bereits in einigen Studien beschrieben, um die Bedeutung der adipozytenspezifischen ATGL
zu untersuchen. KO-Mause zeigen eine reduzierte Lipolyse der Adipozyten sowohl im basalen
als auch im stimulierten Zustand, niedrigere Serumspiegel von Fettsduren und Triglyceriden
sowie eine verminderte Expression von Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR)a
und PPARao-Zielgenen im Fettgewebe. Dabei wird nicht nur die PPARa-vermittelte
Lipidoxidation reduziert, sondern auch PPARy-vermittelte Prozesse wie Lipidaufnahme und -
synthese. So ist unter anderem die Expression von Cd36 und Diacylglycerol-O-
Acyltransferase (Dgat) 2 in weiRem und braunem Fettgewebe reduziert. Das braune
Fettgewebe &hnelt morphologisch dem weillen Fettgewebe mit grofen unilokuldren
Lipidtropfen in den braunen Adipozyten. Aullerdem zeigen diese Mause unter basalen
Bedingungen eine erhdhte Expression von pro- und antiinflammatorischen Genen im weilden
und braunen Fettgewebe. Auch in der Leber wurden Veranderungen beobachtet, wie eine
Reduktion des Gewichts und des Triglyceridgehalts. Zudem wurde eine verminderte
Expression von hepatischen PPARa, PPARa-Zielgenen und Genen, die an der Lipidsynthese
beteiligt sind, beobachtet. Im Gegensatz dazu ist die Expression von Genen, die an der
hepatischen Glukoneogenese beteiligt sind, erhéht. Die Glukosetoleranz der KO-Mause ist
verbessert.”> In einer weiteren Studie wurden adipozytenspezifische ATGL-KO-Mause einer
transversalen Aorten-Konstriktion ausgesetzt, um eine druckvermittelte Herzinsuffizienz zu
induzieren. Dabei zeigt die KO-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Verbesserung der
druckinduzierten Herzinsuffizienz. Zudem wurden die in der Kontrollgruppe nach

Aortenverengung beobachteten kardialen Lipidomveranderungen durch den KO verhindert.”®

All diese Ergebnisse zeigen, dass die adipozytenspezifische ATGL die systemische
Glukosetoleranz sowie die Inflammation und den Metabolismus verschiedener Organe

beeinflusst.
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1.3.4 Lipogenese

Die Regulation der Fettakkumulation erfolgt durch das Gleichgewicht zwischen Fettsynthese
(Lipogenese) und Fettabbau (Lipolyse/Fettsdureoxidation). Unter Lipogenese werden die
Prozesse der Fettsduresynthese und der anschlieBenden Triglyceridsynthese
zusammengefasst.”” Die Fettsduren im Fettgewebe stammen aus zwei verschiedenen
Quellen: aus zirkulierenden Triglyceriden und aus der de novo Lipogenese. Zirkulierende
Triglyceride stammen aus der Nahrung und werden zunachstim Darm als Chylomikronen oder
in der Leber als very low density lipoprotein verpackt. Diese triglyceridhaltigen Lipoproteine
werden durch die Lipoproteinlipase (LPL) zu freien Fettsdauren hydrolysiert, die dann Uber
Fettsauretransporter aus der Blutbahn in die Adipozyten gelangen. Zusatzlich nehmen die
Adipozyten Glukose auf und wandeln diese in Glycerol um, welches als Grundgerust fur die
Veresterung von Fettsduren und die Bildung von Triglyceriden dient. Bei der de novo
Lipogenese kénnen Kohlenhydrate in Fettsduren umgewandelt werden. Insbesondere nach
einer kohlenhydratreichen Mahlzeit kommt es zu einer ibermaRigen Glukoseoxidation, die zu
erhdhten Acetyl-CoA-Spiegeln fuhrt. Acetyl-CoA wird durch die Acetyl-CoA-Carboxylase 1 und
die Fettsauresynthase in Fettsduren umgewandelt. Die Fettsduren aus den beiden Quellen
werden unter Verwendung von Glycerin-3-phosphat, das aus Glukose gewonnen wird, und
unter Katalyse durch DGAT zu Triglyceriden verestert, die in den Lipidtropfen gespeichert
werden.*'78 Die Plasmaglukose stimuliert die Lipogenese nicht nur dadurch, dass Glukose
selbst als Substrat fir die Lipogenese dient, sondern Glukose induziert auch die Expression
von Lipogenese-Genen und steigert die Lipogenese durch Stimulation der Insulinfreisetzung
und die Hemmung der Glukagonfreisetzung. Insulin stellt dabei einen wichtigen Stimulator der
Lipogenese dar, indem es die Aufnahme von Glukose in die Adipozyten erhoht und die
Expression von Lipogenese-Genen Uber den Transkriptionsfaktor Sterol regulatory element-
binding protein (SREBP) 1 beeinflusst. Im Gegensatz zu Glukose regulieren mehrfach
ungesattigte Fettsduren die Expression von Lipogenese-Genen herunter. Ein weiteres
Hormon, das die Lipogenese beeinflusst, ist Leptin, das die Fettspeicherung begrenzt, indem
es die Nahrungsaufnahme hemmt und metabolische Vorgange beeinflusst. Es stimuliert die
Freisetzung von Glycerol aus den Adipozyten, indem es sowohl die Fettsaureoxidation fordert
als auch die Lipogenese hemmt. Neben SREBP stellt der nukleare Hormonrezeptor PPARy
einen wichtigen Transkriptionsfaktor im Fettgewebe dar. Das Protein PPARy wird unter
anderem durch Fettsauren aktiviert und seine Expression durch Insulin stimuliert. Es ist an der
Differenzierung von Adipozyten beteiligt und reguliert die Transkription einiger Gene im

Fettgewebe, wie beispielweise LPL.""
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1.4 Der Zusammenhang zwischen Myokardinfarkt und Lipolyse im

peripheren Fettgewebe

Durch den akuten Myokardinfarkt wird das sympathische Nervensystem kompensatorisch
aktiviert, um die Herzleistung aufrechtzuerhalten.” Dies flihrt zu erhdhten Konzentrationen
von Katecholaminen wie Noradrenalin sowohl im Plasma?&°#! als auch im peri-Infarkt-Bereich.?
Es kommt nicht nur zu einer erhdhten peripheren Freisetzung von Katecholaminen, sondern
auch zu einer erhohten sympathischen Nervenaktivitit am Herzen.® Zirkulierende
Katecholamine stellen einen wichtigen Stimulus fir die Lipolyse dar. Dies erfolgt durch
Bindung an B-Adrenorezeptoren auf der Plasmamembran von Adipozyten, wodurch freie
Fettsduren durch Hydrolyse entstehen.82 In Ubereinstimmung damit waren die
Plasmakonzentrationen der freien Fettsduren bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt, die
stiindlich Uber einen Zeitraum von finf Stunden nach Einsetzen der Hauptsymptome
gemessen wurden, wahrend des gesamten Zeitraums hdher als normal und erreichten nach
zwei Stunden einen Spitzenwert.83 Ahnliche Ergebnisse fiir erhdhte Konzentrationen freier

Fettsduren wurden auch im murinen Modell wahrend der Reperfusion beobachtet.®*

Da das Enzym ATGL den initialen Schritt der Triglycerid-Hydrolyse und somit der Lipolyse
katalysiert,®* wurde in einigen Studien die Lipolyse durch pharmakologische oder genetische
Inhibition von ATGL gezielt im Fettgewebe gehemmt, um die Auswirkung der peripheren
Lipolyse auf kardiale Heilungsprozesse zu untersuchen. Eine dieser Studien zeigt, dass der
adipozytenspezifische ATGL-KO die durch transversale Aorten-Konstriktion induzierte,
druckvermittelte Herzinsuffizienz verhindert. Dabei wurden Veranderungen des kardialen
Lipidoms, die nach Druckuberlastung beobachtet wurden, darunter eine Hochregulation
verschiedener kardialer Phosphatidylethanolamine, durch den ATGL-KO abgeschwacht. Auch
der zirkulierende Fettsduregehalt wurde beeinflusst.”® In einer weiteren Studie wurde ebenfalls
eine Verschlechterung der Herzinsuffizienz nach einer durch transversale Aorten-Konstriktion
induzierten Druckiberlastung durch die Hemmung von ATGL im Fetigewebe sowohl durch
den KO als auch durch den pharmakologischen Inhibitor Atglistatin verhindert.8> Eine
UbermaRige adrenerge Stimulation kann die Herzfunktion beeintrachtigen und zu einer
erhdhten Lipolyse im Fettgewebe fihren. In einem Modell der Katecholamin-induzierten
Herzschadigung wurde das synthetische Katecholamin Isoproterenol zur B-adrenergen
Stimulation verwendet. Die Hemmung von ATGL im Fettgewebe sowohl durch den KO als
auch durch Atglistatin reduziert die Inflammation und Fibrose und verbessert somit das durch
chronische B-adrenerge Stimulation induzierte kardiale Remodeling, wie Hypertrophie und

Fibrose. Dabei reduziert die ATGL-Inhibition im weilen Fettgewebe, im Herzen und in der
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Zirkulation die Isoproterenol-induzierte Hochregulation von Galektin-3, einem Marker fur
aktivierte Makrophagen, der bei der Fibrose eine Rolle spielt.8® In Ubereinstimmung damit
wurde in einer weiteren Untersuchung, ebenfalls nach adrenerger Stimulation mit
Isoproterenol, ein kardioprotektiver Effekt durch die pharmakologische Inhibition von ATGL mit
Atglistatin beobachtet. Dies fiihrte zu einer Verbesserung der Herzfunktion durch lipidomische
Veranderungen. Dabei wurde in vitro gezeigt, dass Atglistatin die Isoproterenol-induzierte
Sekretion von spezifischen Fettsduren, die flr die Apoptose von Kardiomyozyten
verantwortlich sind, reduziert. Dadurch wurde die kardiale Apoptose und somit auch die

kardiale Fibrose reduziert.8”

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bisherige Daten aus der Literatur zeigen, dass die adipozytenspezifische ATGL einen
wesentlichen Einfluss auf das Outcome bei verschiedenen kardialen Erkrankungen hat. In
eigenen Vorarbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe zudem zeigen, dass eine Myokardischamie
zu langfristigen Veranderungen im weillen Fettgewebe fuhrt und die adipozytenspezifische

ATGL in der spaten Phase der Reperfusion auf Genexpressionsebene hochreguliert wird.88

Um die Rolle der adipozytenspezifischen ATGL auf die kardiale Funktion und den kardialen
Metabolismus nach Myokardinfarkt zu untersuchen, wurde zunachst in einem murinen Modell
geprift, ob die Lipolyse durch das genutzte Protokoll zur Induktion der Myokardischamie
wahrend der Reperfusion aktiviert wird und welche Fettgewebsdepots davon betroffen sind.
Mause mit einem adipozytenspezifischen und Tamoxifen-induzierbaren ATGL-KO wurden
generiert, um die Auswirkungen der gehemmten Lipolyse durch den ATGL-KO auf die
Heilungsprozesse nach Myokardischamie zu untersuchen. Nach Validierung des KOs wurden
sowohl das weilde Fettgewebe als auch die kardiale Funktion und der kardiale Metabolismus
zu verschiedenen Reperfusionszeitpunkten untersucht. Dadurch soll beurteilt werden, ob die
adipozytenspezifische ATGL ein potentielles therapeutisches Ziel bei der Behandlung des

Myokardinfarkts darstellen konnte.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Tierhaltung und Tierversuche

Die Zucht und Haltung der Tiere erfolgte in den Raumlichkeiten der Zentralen Einrichtung fur
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitatsklinikums
Dusseldorf. Die Tiere wurden in einem 12-Stunden-Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Wahrend
dieser Zeit stand den Tieren ad libitum entkeimtes Wasser und Zuchtfutter (V1184-300, ssniff
Spezialdiaten GmbH) zur Verfiigung. Samtliche Tierexperimente wurden vom Landesamt flir
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) NRW, Bezirksregierung Disseldorf, unter
dem Aktenzeichen 81-02.04.2019.A397 genehmigt.

2.1.1 Verwendete Maus-Linien

Fir die Versuche wurden C57BL/6J-Mause von Janvier Labs (Frankreich) und die genetisch
veranderte ATGL-KO-Linie verwendet. Bei der genetisch veranderten Linie handelt es sich um
einen adipozytenspezifischen und Tamoxifen-induzierbaren KO der ATGL. Um diesen KO zu
erhalten, wurde die ATGL-flox-Linie (IMSR_JAX:024278) mit der Adipog-CreERT2-Linie
(IMSR_JAX:025124) gekreuzt. Beide Linien wurden von The Jackson Laboratory (USA)

bezogen.

Die ATGL-flox-Linie wurde von Sitnick et al. generiert. Dazu wurde ein bacterial artificial
chromosome (BAC)-Klon, der das murine ATGL-Gen (Pnpla2) enthalt, in rekombinante
Bakterien eingebracht. Anschlielend wurde durch homologe Rekombination eine LoxP-
Sequenz in Intron 1 und eine Frt-NeoR-Frt-LoxP-Sequenz in Intron 7 des ATGL-Gens
eingefiigt. Das LoxP-modifizierte Konstrukt wurde in embryonale Stammzellen transfiziert und
unter Neomycin-Selektion kultiviert. Zur Erzeugung chimarer Mause wurde DNA aus den
Stammzellklonen in C57BL/6-Blastozyten injiziert und in C57BL/6J-Empfanger transferiert.
AnschlieBend wurden ATGL-flox-Mause mit Flp-Rekombinase-exprimierenden Mausen
gekreuzt, um die Frt-flankierte Neo-Kassette zu entfernen.? Die Adipog-CreERT2-Linie wurde
von Sassmann et al. durch Insertion der Tamoxifen-regulierten Cre (causes/cyclization
recombination)-Rekombinase in das Startcodon des adipozytenspezifischen Adipog-
Promotors auf dem BAC erzeugt. Dadurch wurde Exon 2 ersetzt. Das Konstrukt wurde in

Eizellen von C57/BL6-Mausen injiziert und die Tiere wurden mit C57/BL6-Mausen verpaart.®®

Durch Kreuzung beider Linien wurden adipozytenspezifische und Tamoxifen-induzierbare

ATGL-KO-Mause erzeugt (Abbildung 5). Das modifizierte Cre-Protein ist mit einem
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Ostrogenrezeptor fusioniert, der eine mutierte Liganden-Bindungsdoméane enthalt und durch
Tamoxifen aktiviert werden kann (Cre recombinase-estrogen receptor T2: CreERT2). Es liegt
im Zytoplasma gebunden an das Hitzeschockprotein (HSP) 90 vor. Nach der Gabe des
synthetischen Steroids 4-Hydroxytamoxifen wird das HSP90 von der CreERT2 abgespalten.
Dies flhrt zu einer Translokation der CreERT2 in den Zellkern, wo die mit den loxP-Stellen
interagiert. Dadurch kommt es zur Deletion der Exons 2 bis 7 und damit zum Funktionsverlust
des Pnpla2-Gens. Mit dieser Technik kann die Genexpression in der Maus zelltypspezifisch
und zeitlich reguliert werden. Aus der Verpaarung wurden die Tiere mit dem Genotyp Adipog-
CreERT2Mem/ATGLfovflox  gls  ATGL-KO-Tiere und die Tiere mit dem Genotyp Adipog-
CreERT2"WY/ATGLfo¥flox gls Kontrolltiere verwendet.

A A

Adipog-Promotor -~ Cre-ER™ Adipog-Promotor | Cre-ER2
| V

Rekombination nach
Gabe von
4-Hydroxytamoxifen

r

LoxP LoxP LoxP

LoxP LoxP LoxP

Abbildung 5: Generierung des adipozytenspezifischen und Tamoxifen-induzierbaren ATGL-
KO-Mausmodells

Durch die Behandlung mit 4-Hydroxytamoxifen wird die Cre-ERT2 in diesen Mausen aktiviert. Dies
ermoglicht unter dem Adipog-Promotor das selektive Ausschneiden der Exons 2 bis 7 und damit den
Funktionsverlust des ATGL-Gens (Pnpla2) in den Adipozyten.

2.1.2 Induktion des ATGL-Knockouts

Um den ATGL-KO zu induzieren, wurde den etwa 10 Wochen alten Tieren 500 ug 4-
Hydroxytamoxifen (Sigma-Aldrich), geldst in Erdnussél, an sieben aufeinanderfolgenden
Tagen intraperitoneal injiziert. Nach der letzten Injektion folgte eine Auswaschphase von

mindestens 2 Wochen vor dem Beginn der Versuche (Abbildung 6).

N\
A

[ .\

) Al
—

J.Alter =10 Wochen
7 Tage 14 Tage Beginn der

4-Hydroxytamoxifen Auswaschphase Experimente

Abbildung 6: Induktion des ATGL-KOs mittels 4-Hydroxytamoxifen
Darstellung der Verabreichung von 4-Hydroxytamoxifen tiber einen Zeitraum von 7 Tagen, gefolgt von
einer 14-tagigen Auswaschphase vor Beginn der Experimente. Die Abbildung wurde teilweise unter
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Verwendung modifizierter Elemente von Servier Medical Art erstellt, lizenziert unter der Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

2.1.3 Studiendesign des Myokardinfarkt-Modells

Mannliche C57BIl/6J-Mause oder Mause von der ATGL-Linie (nach Verabreichung von 4-
Hydroxytamoxifen) im Alter von 12 bis 15 Wochen wurden einer 60-mindtigen
Myokardischamie bei geschlossenem Thorax (closed-chest model) unterzogen, gefolgt von
einer 30-mindtigen, 24-stlindigen, 7-tdgigen oder 28-tdgigen Reperfusion. Vor der
experimentellen Induktion der Myokardischamie und nach 30 Minuten Reperfusion wurden ca.
50 pl Blut aus der Schwanzvene entnommen. Echokardiographische Untersuchungen wurden
vor der Operation der Ligaturanlage und wahrend der Reperfusion nach 7, 14, 21 und 28
Tagen durchgefiihrt (Abbildung 7). AnschlieRend wurden je nach Versuch Blut, Herz, weiles
Fettgewebe, braunes Fettgewebe und Leber zu den entsprechenden Zeitpunkten entnommen
und fir die nachfolgenden Untersuchungen vorbereitet. Die Proben wurden entweder
unmittelbar nach der Entnahme untersucht oder in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80
°C gelagert. Das Herzgewebe wurde fir die Bestimmung der Infarktgroe, die Messung der
extrazellularen Flisse, Gen-, Protein- und histologische Analysen entnommen. Als weilies
Fettgewebe wurden das subkutane inguinale Fettgewebe nach Entfernung der darin
enthaltenen Lymphknoten und das viszerale gonadale Fettgewebe entnommen. Die rechte
Seite wurde fir quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) und histologische

Analysen und die linke Seite fur Proteinanalysen verwendet.

/" Q) \

(~—&" | °| | | | | |
] ! | | ! | |
Alter =12-15 Wochen
Tag 0 Tag3-7 24 Stunden 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage
Ligatur- 60" Ischamie/  Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion
anlage 30" Reperfusion

Abbildung 7: Versuchsaufbau des Modells fiir Myokardinfarkt

Darstellung des Versuchsaufbaus mit den entsprechenden Untersuchungszeitpunkten. Der Zeitpunkt
der Myokardischamie ist rot markiert, wahrend die Reperfusionszeitpunkte, die nach dem Infarkt
untersucht wurden, griin markiert sind. Die Abbildung wurde teilweise unter Verwendung modifizierter
Elemente von Servier Medical Art erstellt, lizenziert unter der Creative Commons Attribution 3.0
Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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2.1.4 Stimulation der Lipolyse mit CL-316,243

Der Bs-Adrenozeptor Agonist CL-316,243 (Sigma-Aldrich) wurde verwendet, um die Reaktion
auf die Aktivierung der Lipolyse zwischen den ATGL-KO-Tieren und den Kontrolltieren zu
vergleichen. Zunachst wurde den Mausen Blut aus der Schwanzvene entnommen, um daraus
die basalen NEFA-Spiegel zu bestimmen. AnschlieRend wurde den Mausen der 33-adrenerge
Agonist CL-316,243 geldst in steriler physiologischer Kochsalzldsung intraperitoneal injiziert
(1 mg/kg Korpergewicht). 30 Minuten nach der Behandlung mit CL-316,243 wurden die Mause
getotet und das kardiale Blut entnommen. Anschlieliend wurden die NEFA-Werte im Basalblut
und im Blut nach 30 Minuten CL-316,243-Behandlung bestimmt.

2.1.5 Experimentelle Induktion von Myokardischamie und Reperfusion

Die Myokardischamien wurden experimentell induziert, um zeitlich kontrollierte und
reproduzierbare Myokardinfarkte zu erzielen. Die Induktion der Myokardischamie bei
geschlossenem Thorax wurde in einem zweistufigen Verfahren durchgefuhrt. Im ersten Eingriff
wurde eine lockere Ligatur um den absteigenden Ast der linken Herzkranzarterie (left anterior
descending artery: LAD) angelegt. Die Enden des ca. 15 cm langen 7.0 Prolene-Fadens
wurden in einer Hauttasche subkutan platziert. 3 — 7 Tage spater wurde in einem zweiten
Eingriff durch den Zug an den Fadenenden und die damit einhergehende Unterbrechung der
Perfusion des LAD-abhangigen Herzgebiets die Myokardischamie induziert. Die zeitliche
Trennung der Operationen dient zur Erholung der Tiere und der Elimination physiologischer
Veranderungen, die aufgrund der Thoraxeréffnung auftreten konnen. Die Operationen wurden

von Frau Dr. Katharina Bottermann und Herrn Dominik Semmler durchgefihrt.

Zum Anlegen der Ligatur wurden die Mause durch eine intraperitoneale Injektion mit Ketamin
(90 mg/kg Koérpergewicht) und Xylazin (10 mg/kg Kérpergewicht) betdubt. Danach erfolgte die
Intubation zur mechanischen Beatmung. Der Thorax wurde im 3. oder 4. Interkostalraum
eroffnet und die LAD wurde mit einem 7-0 Prolene-Faden unterstochen. Um die Ligatur beim
zweiten Eingriff zu schliel3en, wurde ein Polyethylen (PE)-Schlauch durch beide Fadenenden
gefadelt und locker auf dem Herzen belassen. Thorax und Muskeln wurden zugenaht, die
Fadenenden wurden in einer subkutanen Tasche aufbewahrt und die Haut per Naht
verschlossen. Zur Induktion der Ischamie wurden die voroperierten Mause 3 — 7 Tage nach
der Ligaturanlage mit Isofluran (2 %) anasthesiert. AnschlieRend wurde die Haut eréffnet und
die Fadenenden aus der subkutanen Tasche freigelegt. An beiden Fadenenden wurden 5 g
Gewichte befestigt und der Faden unter Spannung aufgehangt. Auf diese Weise wurde die

Perfusion unterbrochen und eine Ischamie induziert. Um sicherzustellen, dass die Induktion
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erfolgreich verlief, wurde die ST-Strecken-Hebung im Elektrokardiogramm (EKG) kontrolliert
(Basic Data Acquisition Software 2.0, Harvard Apparatus). Der Zug wurde fir 60 Minuten
ausgeubt, danach wurden die Gewichte entfernt und das Tier wurde wieder zugenaht. Die
Kdrpertemperatur wurde zwischen 37 und 38 °C gehalten. Zur intra- und postoperativen

Analgesie wurde Buprenorphin (0,05 mg/kg Kérpergewicht) verabreicht.

2.1.6 Echokardiographie

Um kardiale Funktionsparameter zu ermitteln, wurden echokardiographische Untersuchungen
mit dem Ultraschallgerat Vevo 3100 (Visual Sonics) und der Ultraschallsonde MX400
durchgefuhrt. Fir die Untersuchung wurden die Tiere mit Isofluran (4 %) in 0,6 ml/Minute O>
initial anasthesiert und danach wurde die Anasthesie mit Isofluran (2 %) aufrechterhalten.
Wahrend der Untersuchung wurden die Tiere auf einem beheizten Elektrodenkontaktpad
fixiert. Dies ermdglicht die Kontrolle von Herzfrequenz, EKG und Koérpertemperatur. Eine
Atemfrequenz von 70/Minute durfte nicht unterschritten werden. Vor dem Auftragen des Gels
wurde der Brustraum enthaart. Anschliefend wurden Aufnahmen von der parasternalen
Langsachse (im B- und M-Modus) und von der parasternalen Kurzachse (in der Mitte im B-
und M-Modus, an der Basis und am Apex jeweils im B-Modus) des linken Ventrikels
angefertigt. Aus den Aufnahmen wurden Herzvolumina und Funktionsparameter mit der
Simpson-Methode ermittelt.®" Echokardiographische Untersuchungen wurden von Frau Dr.

Katharina Bottermann durchgefiihrt.

2.2 Blut-Untersuchungen

Zur Vermeidung von Nachkoagulationseffekten wurde das Blut nach der Entnahme fir
mindestens 30 Minuten bei 4 °C gelagert. Blutproben wurden zwei- bis dreimal 5 Minuten bei

4000 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Serum gesammelt.

2.2.1 Messung der nicht-veresterten freien Fettsauren

Die verwendeten Serumproben wurden aus der Schwanzvene oder nach Tétung des Tiers
aus dem Herzen entnommen. Zur quantitativen Bestimmung der NEFA-Werte im Serum wurde
der enzymatische und kolorimetrische NEFA-HR(2) Assay (FUJIFILM Wako) verwendet, bei
dem ein violetter Farbkomplex entsteht. Eine Kalibriergerade (0 mM, 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5
mM und 1 mM FUJIFILM NEFA Standard) wurde hergestellt. Je 4 ul Standard und Probe
wurden in eine 96-Well-Platte pipettiert und mit 200 yl FUJIFILM NEFA-HR(2) R1 fir 5 Minuten

bei Raumtemperatur auf einer Schiittelplatte inkubiert. Die ersten Messwerte A wurden mit
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einem Mikroplatten-Photometer (SYNERGY) bei 550 nm gemessen. Anschliefend wurden
100 pl FUJIFILM NEFA-HR(2) R2 zugegeben. Die Platte wurde unter den gleichen
Bedingungen inkubiert und erneut gemessen, um den Messwert B zu erhalten. Zur
Bestimmung der Konzentration der freien Fettsduren wurde der Messwert A von B subtrahiert

und in die Gleichung der Kalibriergeraden eingesetzt.

2.2.2 Bestimmung von Adipokinen und anderen Stoffwechselhormonen

Die Serumkonzentrationen von Ghrelin, Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), Glucagon, Insulin,
Leptin, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1), Resistin und Adiponektin wurden 7 Tage
nach Myokardinfarkt in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Stefan Lehr (Deutsches Diabetes
Zentrum, Dusseldorf) aus kardialem Blut bestimmt. Dazu wurden der Bio-Plex Pro Mouse
Diabetes 8-Plex Assay und der Bio-Plex Pro Mouse Diabetes Adiponectin Assay (Bio-Rad
Laboratories Inc.) nach Herstellerangaben durchgefiihrt und mit dem Bio-Plex 200 System

(Bio-Rad Laboratories Inc.) gemessen.

2.3 Histologische Analysen

Fir die Vorbereitung histologischer Analysen wurden das subkutane und das gonadale
Fettgewebe nach der Organentnahme in kaltem PBS prapariert und Uber Nacht bei 4 °C in
Formaldehyd (ROTI® Histofix 4 %, Carl Roth) gewebsfixiert. Um (iberschiissiges
Formaldehyd zu entfernen wurde das Fettgewebe in PBS gewaschen. Die Praparate wurden
mittels aufsteigender Ethanolreihe (50 %, 70 %, 96 % und absolut) und ROTICLEAR® (Carl
Roth) entwassert und in Paraffin eingebettet. Vom eingebetteten Fettgewebe wurden mit
einem Rotationsmikrotom (HistoCore MULTICUT, Leica Microsystems) 5 um dicke Schnitte
angefertigt. Hierbei wurden die Schnitte aus der Mitte der Praparate entnommen. Die
angefertigten Paraffinschnitte wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und

anschlief3end fur 60 Minuten bei 60 °C hitzefixiert und bei Raumtemperatur gelagert.

Enthommene Herzen wurden nach Entfernen der Vorhdéfe in kaltem PBS prapariert und in
einem Einbettmedium fir Gefrierschnitte (Cryocompound, ImmunoLogic) eingebettet. Danach
wurde das native Gewebe in etwa -30 °C kaltem Isopentan schockgefroren und anschliel3end
bei -80 °C gelagert. Eingebettete Herzen wurden mit einem Kryostat (Leica CM3050 S, Leica
Biosystems) vom Apex bis zu den Herzklappen geschnitten. Dabei wurden die Schichtdicken
14 ym, 8 ym und 5 um gewahlt. Zwischen den Ebenen wurden 500 um verworfen. Die Schnitte

wurden bei -20 °C gelagert. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axio
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Observer und der Software Zen (Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH) erstellt. Die

Auswertung erfolgte mit der Software ImageJ.%?

2.3.1 Weizenkeimagglutinin-Farbung

8 um Herz-Kryoschnitte wurden in eiskaltem Formaldehyd (ROTI® Histofix 4 %, Carl Roth) fur
10 Minuten fixiert und 3 x 10 Minuten in PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die fixierten
Schnitte mit 10 % Normal Goat Serum (NGS, Cell Signaling) in 0,2 % Saponin/PBS fur 1
Stunde blockiert, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Danach wurden die Schnitte 3 x
10 Minuten in 0,2 % Saponin/PBS gewaschen und mit Alexa Fluor™ 488 markiertem
Weizenkeimagglutinin (wheat germ agglutinin: WGA, Invitrogen) fur 3 Stunden im Dunkeln
inkubiert. Das WGA wurde 1:500 in 2 % NGS und 0,2 % Saponin/PBS verdiinnt. Nach der
Inkubation wurden die Schnitte fur jeweils 5 Minuten zweimal mit 0,2 % Saponin/PBS und
einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die gefarbten Schnitte mit ROTI®Mount
FluorCare DAPI (Carl Roth) eingedeckt.

2.3.2 Messung der NarbengroBe nach Myokardinfarkt

Zur Beurteilung der NarbengroRe nach dem Infarkt wurden Aufnahmen der ganzen
Herzschnitte nach 28 Tagen Reperfusion und Farbung mit WGA (Objektiv 20x) angefertigt.
Fur die Auswertung wurden jeweils die ersten 8 Ebenen, beginnend mit Ebene 1 am Apex in
Richtung Basis, herangezogen. Sowohl die Gesamtflache der Herzschnitte als auch die
Konturen des vernarbten Gewebes wurden manuell in ImageJ®? eingezeichnet. AnschlieRend
wurde der prozentuale Anteil der Narbe von der Gesamtflache der verwendeten Herzschnitte

berechnet.

2.3.3 Hamalaun und Eosin-Farbung

Fir die Hamalaun und Eosin (H&E)-Farbung wurden zunachst 5 um dicke, hitzefixierte
Fettgewebe-Paraffinschnitte fir 3 x 15 Minuten mit ROTICLEAR® entparaffiniert. Uber einer
absteigenden Ethanolreihe (je 2 Minuten: absolut, 96 % und 70 %) wurden die entparaffinierten
Schnitte hydratisiert und 2 x 5 Minuten in PBS und 1 Minute in destillietem Wasser
gewaschen. Die Schnitte wurden in Hdmalaunlésung (Carl Roth) fur eine Minute inkubiert, in
Leitungswasser getaucht, in 1 % HCI getaucht, 10 Minuten unter flieRendem Leitungswasser
geblaut und 1 Minute in 1 % Eosin G-Losung (Carl Roth) inkubiert. Danach wurden die Schnitte
Uber einer aufsteigenden Ethanolreihe, je 2 Minuten, und ROTICLEAR® fiir 5 Minuten
entwassert. Das Eindecken erfolgte mit ROTI®Mount (Carl Roth).
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2.3.4 Bestimmung der GroRBenverteilung der Adipozyten

Die gefarbten Schnitte wurden mikroskopiert (Objektiv 20x) und in ImageJ®? analysiert. Fiir die
Bestimmung der ZellgroRen wurden in jedem Praparat die Rander von 200 Adipozyten
manuell gezeichnet und anschlieRend die GréRe ermittelt (Abbildung 8). Abhangig von der
Intaktheit der Adipozyten, wurden in einem oder mehreren Gesichtsfeldern 200 der
enthaltenen Adipozyten mdglichst zusammenhangend und lickenlos gezahlt. So wird eine

objektive Auswertung gewahrleistet und das Auslassen einzelner Zellgrofien verhindert.
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Abbildung 8: Quantifizierung der AdipozytengroBe nach Farbung von weiRem Fettgewebe mit
Héamalaun und Eosin
Die griinen Umrandungen zeigen ein Beispiel fliir manuell gezeichnete Adipozyten in Imaged.

2.4 Evans Blau- und 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung

Nach 60 Minuten Myokardischamie und 24 Stunden Reperfusion wurde das Herz in kalter
Kochsalz-(0,9 %)/Heparin-Losung prapariert, an der Aortenwurzel Uber eine Kanlle gezogen,
mit einem Faden fixiert und Uber die Koronararterien mit Kochsalzlésung (0,9 %) gespdilt, um
Blutreste zu entfernen. In der ersten Farbung wurde die area at risk (AAR), die den
hypoxischen Bereich des Myokards darstellt, vom Remote Bereich, der keine
Perfusionsunterbrechung erfuhr, abgegrenzt (Abbildung 9). Dafiir wurde die Ligatur um die
LAD durch Austausch des alten Fadens durch einen neuen Faden erneut verschlossen. Evans
Blau-Losung (1 %, 1 ml, Sigma-Aldrich) wurde durch die Aortenwurzel in die Koronararterien
injiziert, um den von den offenen Koronararterien durchbluteten Remote Bereich blau
anzufarben. Danach wurde das Herz von auflen und durch die Kanule grundlich mit
Kochsalzlésung (0,9 %) gespult, von der Kanille entfernt und von weiteren Farbstoffresten

befreit. In der zweiten Farbung wurden lebensfahige und nekrotische Abschnitte der AAR
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identifiziert. Hierfir wurde das Herz zunachst in Folie gewickelt und fir 30 Minuten bei -20 °C
eingefroren. Das gefrorene Herz wurde zlgig aus der Folie geldst und mit einer Mikrotomklinge
vom Apex ausgehend vollstandig in ca. 1 mm dicke Scheiben geschnitten. Die angefertigten
Schnitte wurden fur 3 Minuten bei 37 °C unter Schutteln in 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
(TTC, 1 %, Sigma-Aldrich) inkubiert. Nach der TTC-Farbung wurden die Schnitte auf einen
Objekttrager aufgebracht, mit einem Deckglas abgedeckt und Auflichtaufnahmen angefertigt.
AnschlieRend wurden die Schnitte fiir die Auswertung gewogen und die Flachen des rechten
Ventrikels, des linken Ventrikels, der AAR und des Infarkts mit der Software Diskus ermittelt.

Der beschriebene Versuch wurde von Herrn Dominik Semmler durchgefihrt.

Remote

Area atrisk

Infarkt

Abbildung 9: Mit Evans-Blau und TTC gefarbter Querschnitt eines infarzierten Herzens
Die blaue, mit Evans Blau gefarbte Zone stellt den nicht-ischamischen Remote Bereich dar, die rote,
mit TTC gefarbte Zone die AAR und die weile Zone den nekrotischen Infarktbereich.
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2.5 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer real-time-PCR

Tabelle 1: Primer-Sequenzen fiir die quantitative real-time-PCR

Gen Vorwarts-Primer 5° — 3’ Riickwarts-Primer 5° — 3’
Acadm |CCAATGATGTGT GCTTACTG GTT GAT AAC ATACTC GTC ACC
Adipoq | CCACTTTCT CCT CATTTC TG CTAGCTCTTCAGTTGTAGTAAC

Cd36 AGA TGA CGT GGC AAA GAACAG |CCTTGG CTA GAT AAC GAACTC TG
Cptib | GCA CAC CAG GCAGTAGCTTT CAG GAG TTG ATT CCA GAC AGG TA
Cpt2 CAG CAC AGC ATCGTACCCA TCC CAA TGC CGT TCT CAA AAT
Dgat2 < GCG CTACTT CCGAGACTACTT GGG CCT TAT GCC AGG AAACT
Ech1 GCT ACC GCGATGACAGTTTC TCA GAG ATC GAAGGC TGATGT T
Fabp3 ' AAA CTC ATC CTG ACT CTC AC AAA ATG TCA GAG GGG AAAAC

Lep GAG ACC CCT GTGTCG GTTC CTG CGT GTG TGAAAT GTCATT G
Lpl GGG AGTTTG GCT CCAGAGTTT | TGT GTC TTC AGG GGT CCT TAG
Mpc1 ATG AGT ACG CACTTC TGG GG CGC CCACTG ATAATC TCT GGA
Mpc2 TAC CAC CGA CTC ATGGATAAAGT CAC ACA CCAATC CCCATT TCA

Ndufab1 ATG GCG TCT CGT GTC CTCT GCG GCACAAATGTGTGACT
Nudc AGA ACT CCA AGC TAT CAG AC CTTCAGGATTTCCTGTTITCTTC
Pnpla2 ' CAACCT TCG CAATCT CTAC TTC AGT AGG CCATTC CTC

Pparg | AAA GAC AAC GGA CAAATC AC GGG ATATTTTTG GCATAC TCT G
Retn AAG AACCTTTCATTT CCC CTC CT GTC CAG CAATTT AAGCCAATGTT
Slc2a4 | TCT TGATGA CCG TGG CTC TG TGC CAC AAT GAA CCA GGG AA
Srebp1c  TGA CCC GGC TAT TCC GTG A CTG GGC TGA GCAATACAGTTC

2.5.1 RNA-Isolierung aus Herz- und Fettgewebe

Nach der Organentnahme wurde das Gewebe zligig in 4 °C PBS prapariert, in Flissigstickstoff
tiefgekiihlt und anschlieRend bei -80 °C gelagert, um einen RNA-Abbau zu verhindern. Die
RNA-Isolierung aus dem gonadalen und inguinalen Fettgewebe wurde mit dem RNeasy® Lipid
Tissue Mini Kit (Qiagen) und aus dem Herzgewebe mit dem RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit
(Qiagen) durchgefuhrt. Nach Zugabe der jeweiligen Extraktionslésung wurde das Gewebe mit

dem TissueRuptor® Il (Qiagen) im Reaktionsgefal aufgeschlossen.
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Fur die RNA-Isolierung wurde das Fettgewebe in 1 ml QlAzol lysiert und 5 Minuten inkubiert,
um die Dissoziation zu férdern. Zur Phasentrennung wurden 200 ul Chloroform zugegeben
und 15 Sekunden kraftig geschuttelt. Nach 15-minutiger Zentrifugation bei 4 °C und voller
Geschwindigkeit wurde die obere wassrige Phase, die die RNA enthalt, mit Ethanol 70 % (1:1)
versetzt. 700 ul der Mischung wurden auf eine RNeasy Mini Spin-Saule Uberfuhrt und fir 15
Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert, um die RNA an die Silikagel-Membran zu binden. Der
RNA-freie Eluent wurde verworfen und der Vorgang mit der verbleibenden Probe wiederholt.
AnschlieRend wurde die Saule mit 700 yl RW1-Puffer gewaschen und flr 30 Sekunden bei
8000 x g zentrifugiert. Nach Entfernung des Eluenten wurde die Saule zweimal mit 500 pl des
zweiten Waschpuffers RPE gewaschen und fiir 30 Sekunden bzw. nach der zweiten Zugabe
fur 2 Minuten bei 8000 x g zentrifugiert. Um eine mogliche Verschleppung des RPE-Puffers zu
vermeiden und Reste zu entfernen, wurde die S&aule in ein neues 2 ml Sammelbehalter
Uberfiihrt und fir 1 Minute bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Anschlielend wurde die
Saule in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} platziert, 30-50 uyl Ribonuklease (RNase)-freies Wasser

auf die Membran gegeben und fur 1 Minute bei 8000 x g zentrifugiert, um die RNA zu eluieren.

Fir die RNA-Isolierung aus Herzgewebe wurden maximal 30 mg Gewebe in 300 pl RTL-Puffer
lysiert und anschliefend mit 590 ul RNase-freiem Wasser und 10 ul Proteinase K fir 10
Minuten bei 55 °C inkubiert. Das Homogenat wurde fiir 3 Minuten bei 10000 x g zentrifugiert
und der RNA-haltige Uberstand mit Ethanol absolut (2:1) versetzt. 700 pl der Mischung wurden
auf eine RNeasy Mini Spin-Saule tuberfuhrt und fur 30 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert, um
die RNA an die Silikagel-Membran zu binden. Der RNA-freie Eluent wurde verworfen und der
Vorgang mit der verbleibenden Probe wiederholt. Die Saule wurde zweimal mit 350 ul RWI-
Puffer gewaschen und jeweils 30 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert. Danach wurde die Saule
zweimal mit 500 yl RPE-Puffer gewaschen und fir 30 Sekunden bzw. nach der zweiten
Zugabe flir 2 Minuten bei 8000 x g zentrifugiert. Nach den Waschschritten wurde die Saule in
ein neues 2 ml Sammelbehalter Gberfihrt und fir 1 Minute bei voller Geschwindigkeit
zentrifugiert. Anschliefend wurde die Saule in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ platziert, 30-50 pl
RNase-freies Wasser auf die Membran gegeben und fur 1 Minute bei 8000 x g zentrifugiert,

um die RNA zu eluieren.

Nachdem die erhaltene RNA in RNase-freiem Wasser eluiert wurde, erfolgte die qualitative
und quantitative Bestimmung mit dem NanoDrop™ One Spektralphotometer (Thermo Fisher
Scientific). Dabei wurde die Reinheit der Proben anhand der Absorptionsverhaltnisse bei den

Wellenlangen 260 nm/280 nm bzw. 260 nm/230 nm beurteilt. Fir eine reine Probe gelten
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folgende Werte: A260/A280 = 1,8 bis 2,0 bzw. A260/A230 = 2,0. Isolierte RNA wurde bei -80
°C gelagert.

2.5.2 Complementary DNA-Synthese

Nach der RNA-Isolierung erfolgte die reverse Transkription der RNA zu complementary DNA
(cDNA) mit dem QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen). Dazu wurde die RNA
entsprechend der gemessenen Konzentration mit RNase-freiem Wasser auf 12 ul Endvolumen
und 1000 ng Endkonzentration verdiinnt. Die verdiinnte RNA wurde mit 2 yl gDNA Wipeout
Buffer im Mastercycler® (Eppendorf) flir 2 Minuten bei 42 °C inkubiert, um genomische DNA
zu entfernen. Danach wurden 6 pl Mastermix (4 pl Quantiscript RT Buffer, 1 pl Quantiscript
Reverse Transcriptase, 1 pyl RT Primer Mix) hinzugefligt und fir 30 Minuten bei 42 °C im
Mastercycler inkubiert. AnschlieRend wurde die Temperatur fir 5 Minuten auf 95 °C erhoht,
um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren. Der cDNA Mix wurde durch Zugabe von 100 pl

RNase-freiem Wasser auf 1000 ng verdunnt und bei -20 °C gelagert.

2.5.3 Quantitative real-time-PCR

Zur quantitativen Bestimmung der Genexpression wurden gPCR-Messungen durchgefuhrt.
Bei dieser Methode wird die transkribierte cDNA vervielfaltigt und ein Fluoreszenzfarbstoff
interkaliet mit der neu hergestellte doppelstrangige DNA. Die gemessene
Fluoreszenzintensitat korreliert dabei mit der Menge an amplifizierter DNA und wird zur
Quantifizierung verwendet. Dazu wurden 2,5 pl der zuvor hergestellten cDNA und 7,5 pl
Mastermix (1,25 ul Forward Primer, 1,25 pl Reverse Primer und 5 pl Platinum™ SYBR™
Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen)) in eine 96-Well-Platte (MicroAmp™, Applied
Biosystems) pipettiert und mit einer Klebefolie (MicroAmp™ optische Klebefolie) verschlossen.
Der Platinum™ SYBR™ Green SuperMix enthalt unter anderem die Taqg DNA Polymerase,
SYBR® Green | dye, ROX Reference Dye und Desoxyribonukleosidtriphosphate. Die Platte
wurde mit dem StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life Technologies) unter folgenden
Bedingungen amplifiziert: 95 °C fir 10 Minuten fir die Initialdenaturierung der DNA in
Einzelstrange durch Aktivierung der DNA Polymerase, gefolgt von 40 Zyklen abwechselnd 95
°C flr 15 Sekunden fir die Denaturierung und 60 °C fir 60 Sekunden fir die Anlagerung der
komplementaren Primer an die Zielsequenz und die Elongation. Die Proben wurden in
Doppelbestimmung gemessen. Zur Normalisierung wurde die Expression von Nudc als
Haushaltsgen verwendet. Die relative Genexpression wurde mit der ACt-Methode berechnet.

Dazu wurde der Ct-Wert des Haushaltsgens vom Ct-Wert des Zielgens subtrahiert: (ACt =
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Ct(Zielgen) — Ct(Nudc)) und der erhaltene Wert als negative Potenz der Basis zwei berechnet:
(2(-AC9Y_ Zur Normalisierung auf die Kontrollgruppe wurden die erhaltenen Werte jeder Probe

durch den Mittelwert der Kontrollgruppe dividiert.

2.6 Proteinexpressionsanalyse mittels Western Blot

Tabelle 2: Puffer, Losungen und Gele fiir Western Blot

Puffer/ Losungen/ Gele Zusammensetzung

Blockier-Puffer 50 % LI-COR Intercept® Blocking Buffer (LI-COR)
50 % Tris-buffered saline (TBS)

Blotting-Puffer Semi-dry 1900 mM Glycin
250 mM Tris

20 % Ethanol
0,1 % Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Wasser

Laemmli Puffer 4X 250 mM Tris (pH=6,8)
8 % SDS
20 % Glycerol
0,02 % Bromophenolblau
100 mM 1,4-Dithiothreit (DTT, unmittelbar vor der Lyse)
Wasser

Lyse-Puffer fur Fettgewebe 20 mM Tris-HCI
1 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
255 mM Sucrose
Wasser

Sammelgel 5 % Acrylamid
125 mM Tris (pH=6,8)
0,1 % SDS
0,15 % N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
0,03 % Ammoniumpersulfat
Wasser

SDS Laufpuffer 25 mM Tris
250 mM Glycin
0,1 % SDS
Wasser

Tris-buffered saline (TBS, pH= | 150 mM NaCl
7,4) 10 mM Tris
Wasser
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Tris-buffered saline with Tween | 0,1 % Tween® 20 (Carl Roth)

20 (TBST) TBS

Trenngel 10 % Acrylamid
250 mM Tris (pH=8,8)
0,1 % SDS

0,2 % N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
0,025 % Ammoniumpersulfat

Wasser
Verdinnungspuffer fur 5 % Bovines Serumalbumin (BSA)
Primarantikorper TBST
Verdunnungspuffer fir 50 % LI-COR Intercept® Blocking Buffer
Sekundarantikorper 50 % TBS

0,1 % Tween® 20

Tabelle 3: Antikorper fur Western Blot

Antikorper Verdiinnung Bestellnummer Hersteller
ATGL (30A4) Rabbit mAb 1:1000 2439 Cell Signaling
HSL (D6W5S) XP® Rabbit mAb 1:1000 18381 Cell Signaling
Phospho-HSL (Ser563) Antibody 1:1000 4139 Cell Signaling
Phospho-PKA Substrate (RRXS*/T*) | 1:1000 9624 Cell Signaling
(100G7E) Rabbit mAb

IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit 1:10000 926-32211 LI-COR

2.6.1 Protein-lsolierung aus dem Fettgewebe

Das entnommene Gewebe wurde in 4 °C PBS prapariert, in Flussigstickstoff eingefroren und
bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Proteinextraktion aus dem gonadalen und dem
inguinalen Fettgewebe erfolgte mit dem beschriebenen Lyse-Puffer. Dieser wurde zunachst
mit Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific) im
Verhaltnis von 1:100 angereichert, um Proteinasen und Phosphatase zu inhibieren und die
Stabilitat der Proteine und Modifikationen zu gewahrleisten. Nach Zugabe von 500 ul des mit
dem Inhibitor Cocktail angereicherten Puffers wurde das Gewebe mit dem TissueRuptor® ||
(Qiagen) lysiert und zweimal fir 10 Minuten bei 15000 rpm und 4 °C zentrifugiert.

AnschlieRend wurden die Proteine im Uberstand der mittleren Phase gesammelt.
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2.6.2 Quantitative Proteinbestimmung mit dem Bicinchoninsaure-Test

Der Bicinchoninsaure (Bicinchoninic acid: BCA)-Test basiert auf der Reduktion von
Kupferionen durch die Peptidbindungen der Proteine im alkalischen Milieu und der
anschlielenden kolorimetrischen Messung des gebildeten violetten Komplexes aus
reduzierten Kupferionen und BCA. Nach der Proteinisolierung wurde der Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) zur quantitativen Bestimmung der vorhandenen
Proteinkonzentration verwendet. Aus BSA wurde eine Kalibriergerade (0 pg/ml, 25 ug/ml, 125
pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 ug/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml und 2000 pg/ml) erstellt. Das
Proteinlysat aus dem Fettgewebe wurde 1:5 mit Lysepuffer verdiinnt. Je 25 pyl BSA-Standard
und verdinnte Probe wurden mit 200 ul Reagenz zur Proteinkonzentrationsbestimmung
(Pierce™ BCA Protein Assay Reagent A und Pierce™ BCA Protein Assay Reagent B, 50:1) in
eine 96-Well-Platte pipettiert und 30 Minuten bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Die
Ergebnisse wurden mit einem Mikroplatten-Photometer (SYNERGY) bei 562 nm gemessen

und die Proteinkonzentration unter Verwendung der Kalibriergerade berechnet.

2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot Analyse

Die lysierten Proben wurden je nach gemessener Proteinkonzentration mit Reinstwasser und
4x Laemmli Puffer (frischer DTT-Zusatz) verdinnt, um eine einheitliche Endkonzentration zu
erhalten. Nach grundlichem Mischen wurden die Proteine durch Inkubation bei 95 °C fur 5
Minuten denaturiert. Je nach Volumen der Probe wurden 30 — 50 pg Protein auf ein zuvor
hergestelltes Polyacrylamid-Gel (10 %) aufgetragen. Als Referenz fir das Molekulargewicht
wurden 5 yl PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) aufgetragen.
Das Gel wurde in 1 | SDS-Laufpuffer bei einer Spannung von 100 — 150 V so lange laufen
gelassen, bis die Lauffront den unteren Gel-Rand erreichte. Nach Auftrennung der Proteine
wurden diese vom Gel auf eine Membran aus Nitrozellulose Ubertragen (,blotting“). Dazu
wurden 3 Whatman-Papiere, die Membran, das Gel und weitere 3 Whatman-Papiere luftfrei
von der Anode zur Kathode einer Halbtrocken-Blotting-Kammer (Semi-Dry Blotter (Peglab))
gestapelt, nachdem alle Komponenten zuvor mit Blotting-Puffer durchtrankt wurden. Das
Blotten erfolgte flir 60 Minuten bei einer Stromstarke von 110 mA fiir ein Gel oder 210 mA fiir
zwei parallel zu blottende Gele. Zur Normalisierung der spater gemessenen spezifischen
Zielproteine wurden die Gesamtproteine auf der Membran nach dem Blotten mit dem Revert™
700 Total Protein Stain and Wash Solution Kit (LI-COR) gemal den Herstelleranweisungen
angefarbt und aufgenommen. Danach wurden unspezifische Bindungsstellen mit 10 ml

Blockier-Puffer fur eine Stunde blockiert. AnschlieRend wurde die Membran mit dem priméaren
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Antikérper Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran 3 x 10 Minuten
mit TBST gewaschen. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper
fur eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur. Nach 3 x 5 Minuten Waschen mit TBST
wurde die Membran mit dem Odyssey Imaging System 9120 (LI-COR) eingelesen. Inkubation,

Waschung und Farbung erfolgten auf einer Schittelplatte.

2.7 Messung extrazellularer Fliisse in Echtzeit

Tabelle 4: Substanzen fiir die extrazellularen Flussanalysen

Substanz Bestellnummer Hersteller
Agarose Low Melt 6351 Roth
Antimycin A A8674 Sigma
Carbonylcyanid-4-(trifluormethoxy) C2920 Sigma
phenylhydrazon (FCCP)

Etomoxir E1905 Sigma
Glucose 103577-100 Agilent
Glutamin 103579-100 Agilent
L-Carnitin C0283 Sigma
Natriumpalmitat P9767 Sigma
Rinderserumalbumin Fraktion V, 10775835001 Roche
fettsdurefrei

Rotenon R8875 Sigma
Seahorse XF Dulbecco's Modified 103680-100 Agilent
Eagle's Medium (DMEM)

UK5099 PZ0160 Sigma

2.7.1 Vorbereitung von Gewebestiicken aus dem Herzen

Um den Einfluss der Myokardischamie auf den Substratstoffwechsel zu untersuchen, wurde
dieser im nicht-ischamischen Remote-Bereich nach 24 Stunden Reperfusion untersucht. Als
Remote-Bereich wurde das intraventrikulare Septum verwendet. Zundchst wurden die
infarzierten Herzen entnommen und in 4 °C PBS prapariert. Das intraventrikulare Septum
wurde herausgeschnitten und in 37 °C warme Agarose (4 %) eingebettet. Nach Einbringen
des Herzgewebes in die Agarose wurde die Probe kurz bei -20 °C und anschlie®end in 4 °C

PBS weitergekihlt. Nach erkalten der Agarose wurde das horizontal eingebettete Septum mit
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einem Vibratom (1 mm Amplitude, 85 Hz, 0.5 mm/s, VT1200S, Leica) in Langsschnitte mit
einer Dicke von 150 pym in Tyrode-Puffer (18 mM NaHCO3, 126 mM NaCl, 4,4 mM KCI, 1 mM
MgCl2, 4 mM Hepes, 11 mM Glucose, 30 mM Taurin, 10 mM 2,3-Butandionmonoxim)
geschnitten. Den Gewebeschnitten wurde Calcium Uber eine aufsteigende Calciumreihe (50
MM, 75 UM, 125 uM, 275 pM und 525 pM) in Tyrode-Puffer fiir jeweils 2 Minuten zugegeben.
Danach wurden die Schnitte in Medium A (2 mM Glutamin, 5,5 mM Glucose, 0,5 mM Carnitin
in DMEM) Uberfuhrt und mit einer geschliffenen Kanile kleine Gewebestiicke aus den
Schnitten entnommen. Die ausgestanzten Gewebestlicke wurden jeweils einzeln in den Wells
der Islet capture Platte (Agilent) in 100 L Medium B (2 mM Glutamin, 5,5 mM Glucose, 0,5
mM Carnitin, 0,2 mM Palmitat-BSA in DMEM) platziert und mit einem Netz fixiert. Danach
wurden 400 pl Medium B, das bei 37 °C erwarmt wurde, hinzugegeben. Die Platte mit den
darin eingenetzten Gewebestlicken wurde zur Equilibrierung flr eine Stunde bei 37 °C
inkubiert.

2.7.2 Messung und Analyse von Sauerstoffverbrauch und Substratumsatz

Der Sauerstoffverbrauch und die Protonenkonzentration wurden mit einem Seahorse XFe24
Gerat (Agilent) gemessen. Fir die Messung wurde ein Protokoll mit 8-mindtigen Zyklen
verwendet, bestehend aus 3 Minuten Mischen, 2 Minuten Warten und 3 Minuten Messen. Der
Sauerstoffverbrauch wurde jeweils basal sowie nach der Zugabe von FCCP (3 uM), Etomoxir
(40 uM), UK5099 (4 uM) und einer Kombination aus Rotenon (3 uM) und Antimycin A (10 pM)
gemessen. Der Zusatz von FCCP diente zur mitochondrialen Entkopplung, wahrend der nicht-
mitochondriale Sauerstoffverbrauch durch eine Kombination der Inhibitoren der
Elektronentransportkette Rotenon und Antimycin A bestimmt wurde. Der CPT1-Inhibitor
Etomoxir und der MPC-Inhibitor UK5099 wurden verwendet, um die substratspezifischen
Beitrage zum Gesamtstoffwechsel zu untersuchen. Der mitochondriale Sauerstoffverbrauch
wurde bestimmt, indem die nicht-mitochondrialen Werte des Sauerstoffverbrauchs von den
Werten des  Sauerstoffverbrauchs vor der Hemmung der mitochondrialen

Elektronentransportkette subtrahiert wurden.

2.8 Statistische Analysen

Die Berechnung aller statistischen Analysen erfolgte mit GraphPad Prism 10.2.3 (GraphPad
Software Inc.). Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung (standard
deviation: SD) angegeben. Fir den Vergleich von zwei Gruppen wurde der unpaired t-test

verwendet und auf Normalverteilung getestet. Bei Vorliegen von Varianzheterogenitat wurde
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Welch’s Korrektur vorgenommen. Fur die Analyse nicht normalverteilter Daten wurde der
Mann-Whitney-Test verwendet. Fur den Vergleich von mehreren Gruppen Uber die Zeit wurde
der two-way analysis of variance (ANOVA)-Test gefolgt von einem Sidak-Test fur multiple
Vergleiche verwendet. Bei allen Tests gilt ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant. Der p-
Wert wurde Uber das entsprechende Ergebnis geschrieben, wenn der Unterschied zwischen
den Gruppen signifikant war oder wenn der Unterschied einen relevanten Trend flr die

Gesamtergebnisse zeigte.
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3 Ergebnisse

3.1 Aktivierung der peripheren Lipolyse nach Myokardinfarkt

3.1.1 Anstieg der zirkulierenden nicht-veresterten Fettsdauren nach
Myokardinfarkt

Um die Aktivierung der Lipolyse durch den Myokardinfarkt zu untersuchen, wurde die
Konzentration der zirkulierenden NEFA als Produkt der Lipolyse gemessen. Dazu wurden
Blutproben aus der Schwanzvene von Tieren, die entweder einer 60-minttigen Ischamie oder
einer Scheinoperation als Kontrolle (Sham) unterzogen wurden, entnommen. Die
Konzentration der freien Fettsduren wurde sowohl basal als auch nach 30 Minuten
Reperfusion im Serum ermittelt. Die Myokardischamie fuhrte zu signifikant hoheren
Konzentrationen an zirkulierenden NEFA nach 30 Minuten Reperfusion im Vergleich zu den
Werten vor der Ischamie als auch zur Kontrollgruppe (Sham: 0,532 + 0,110 mmol/l, Ischamie:
0,742 + 0,148 mmol/l, Abbildung 10). Auch in der scheinoperierten Kontrollgruppe kommt es
zu einem leichten Anstieg der NEFA-Werte. Dies zeigt eine Aktivierung der Lipolyse, sowohl
durch den experimentellen Eingriff an sich, aber insbesondere auch durch die

Myokardischamie.

00168 ® Sham
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Abbildung 10: Zirkulierende nicht-veresterte Fettsduren vor Myokardischamie und nach 30
Minuten Reperfusion

Serum-NEFA-Konzentrationen in ischamierten und scheinoperierten (Sham) Mausen basal vor der
Myokardischamie und nach 30 Minuten Reperfusion, n = 5. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet
mittels two-way ANOVA. (Daten dieser Abbildung wurden publiziert: Wang L, Zabri H, Gorressen S,
Semmler D, Hundhausen C, Fischer JW, Bottermann K (2022), Cardiac ischemia modulates white
adipose tissue in a depot-specific  manner. Front.  Physiol. 13:1036945. doi:
10.3389/fphys.2022.1036945).88
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3.1.2 Vermehrte Phosphorylierung von Proteinkinase A-Substraten im

inguinalen Fettgewebe nach Myokardinfarkt

Neben der Messung der zirkulierenden Fettsaurespiegel wurden weitere Parameter zur
Beurteilung der Aktivierung der Lipolyse im Fettgewebe nach Myokardinfarkt untersucht. Dazu
zahlt die Aktivitat der PKA, deren Aktivierung einen initialen Schritt in der Lipolysekaskade
darstellt und die im aktiven Zustand verschiedene pro-lipolytische Substrate phosphoryliert.
Inguinales und gonadales weilles Fettgewebe wurden von ischamierten und scheinoperierten
Mausen nach 30 Minuten Reperfusion entnommen und die Proteinspiegel der
phosphorylierten PKA-Substrate mittels Western Blot Analyse ermittelt. Der genutzte
Antikoérper erkennt dabei ein Phosphorylierungsmuster der PKA an verschiedenen Substraten
(RRXS*/T*) und kann daher zur groben allgemeinen Einschatzung der PKA-Aktivitat
herangezogen werden. Die Quantifizierung der Phosphorylierungssignale zeigte eine
signifikant erhéhte Phosphorylierung der PKA-Substrate im inguinalen weilen Fettgewebe
nach Myokardischamie im Vergleich zur Kontrollgruppe (123,9 + 16,6 %, Abbildung 11 A, C).
Im gonadalen weillen Fettgewebe wurde hingegen nur ein Trend zu einer erhdhten
Phosphorylierung der PKA-Substrate beobachtet (Abbildung 11 B, D). Dies deutet darauf hin,
dass eine Aktivierung der Lipolyse als Folge des Myokardinfarkts vor allem im inguinalen

weillen Fettgewebe stattfindet.
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Abbildung 11: Western Blot Analyse von phosphorylierten PKA-Substraten (RRXS*/T*) im
inguinalen und gonadalen weiRen Fettgewebe nach 30 Minuten Reperfusion

Proteinspiegel der phosphorylierten PKA-Substrate (p-PKA-Substrate) im Fettgewebe von ischamierten
und scheinoperierten (Sham) Mausen nach 30 Minuten Reperfusion. Western-Blot-Aufnahmen der p-
PKA-Substrate und der entsprechenden Gesamtprotein-Farbungen des (A) inguinalen und (B)
gonadalen weillen Fettgewebes. Sowohl fir (C) inguinales als auch fir (D) gonadales weilles
Fettgewebe wurde jeder Wert auf den Gesamtproteingehalt und dann auf den Mittelwert der
scheinoperierten Kontrollen normalisiert, n = 8. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD, getestet mittels
unpaired t-test.
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3.1.3 Vermehrte Phosphorylierung der hormonsensitiven Lipase nach
Myokardinfarkt

Nachdem eine allgemein erhdohte PKA-Aktivitat durch erhéhte Phosphorylierungsmuster
verschiedener Substrate festgestellt wurde, sollten spezifischere PKA-Substrate, die fir die
Lipolyse wichtig sind, wie zum Beispiel die HSL, untersucht werden. Die oben beschriebenen
Proben wurden daher zum einen auf totale Proteinspiegel sowie den phosphorylierten Anteil
der HSL analysiert. Dabei war die Phosphorylierung der HSL im inguinalen weilen
Fettgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhdht (296,8 + 176,8 %, Abbildung 12
A, C). Im gonadalen weiflien Fettgewebe konnte hingegen kein Unterschied festgestellt werden
(Abbildung 12 B, D). Zusammenfassend zeigt die erhohte Aktivitat der PKA sowie eine
verstarkte Phosphorylierung der HSL, dass die Lipolyse als Folge der Myokardischamie vor

allem im inguinalen Fettgewebe aktiviert ist.
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Abbildung 12: Western Blot Analyse der phosphorylierten hormonsensitiven Lipase im
inguinalen und gonadalen weiBen Fettgewebe nach 30 Minuten Reperfusion
Phosphorylierungsspiegel von HSL (p-HSL) im Fettgewebe von ischamierten und scheinoperierten
(Sham) Mausen nach 30 Minuten Reperfusion. Western Blot-Aufnahmen von p-HSL und des
entsprechenden Gesamt-HSL-Gehalts von (A) inguinalem und (B) gonadalem weiflem Fettgewebe.
Sowohl fir (C) inguinales als auch fiir (D) gonadales weil3es Fettgewebe wurde jeder Wert auf den
Gesamt-HSL-Gehalt und dann auf den Mittelwert der scheinoperierten Kontrollen normalisiert, n = 8.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels Mann-Whitney-Test.
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3.2 Validierung der Effizienz des Tamoxifen-induzierbaren,

adipozytenspezifischen ATGL-KOs

Als Folge des Myokardinfarkts wurde in den zuvor dargestellten Ergebnissen eine erhdhte
periphere Lipolyse, insbesondere im inguinalen Fettgewebe beobachtet. Um herauszufinden,
welchen Einfluss die peripheren Lipolyse auf das Herz nach Myokardinfarkt hat, wurde die
ATGL, welche flr den initialen Schritt der Lipolyse verantwortlich ist, im murinen Modell
Tamoxifen-induzierbar und adipozytenspezifisch ausgeknockt, um eine Hemmung der
Lipolyse zu erreichen. Dies wurde erreicht, indem eine ATGL flox-Linie mit einer Adipoq
CreERT2-Linie gekreuzt wurde. Als Kontrolle dienten Tiere mit dem Genotyp Adipog-
CreERT2"W/ AT GL flox/flox,

In einem ersten Schritt wurde zunachst die Effizienz des KOs nach Verabreichung von 4-
Hydroxytamoxifen sowohl phanotypisch, als auch auf Proteinebene im Fettgewebe untersucht.
Die reprasentativen Aufnahmen der unterschiedlichen Fettgewebsdepots (gonadales weil3es,
inguinales weil3es und braunes Fettgewebe) zeigen makroskopisch sichtbare Veranderungen
im Fettgewebe der ATGL-KO-Mause im Vergleich zu Kontrollmausen (Abbildung 13). Das
inguinale weille Fettgewebe und das braune Fettgewebe stellten sich deutlich vergroliert dar.
Zusatzlich zeigte das braune Fettgewebe eine veranderte Farbe von braun zu beige/ weil}.

Interessanterweise, zeigte das gonadale weilte Fettgewebe kaum sichtbare Veranderungen.

Gonadales weiRes Inguinales weiles Braunes
Fettgewebe Fettgewebe Fettgewebe

Kontrolle

ATGL-KO

Abbildung 13: Makroskopie von braunem und weiRem Fettgewebe von Kontroll- und ATGL-KO-
Tieren

Reprasentative Aufnahmen des gonadalen weif3en, inguinalen weif’en und braunen Fettgewebes von
ATGL-KO- und Kontrolltieren nach Verabreichung von 4-Hydroxytamoxifen.
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3.2.1 Verringerte ATGL-Proteinspiegel im Fettgewebe nach der Induktion des
ATGL-KOs durch 4-Hydroxytamoxifen

Zusatzlich zur makroskopischen phanotypischen Charakterisierung wurden zum Nachweis
des KOs durch die 4-Hydroxytamoxifen-Gabe die ATGL-Proteinspiegel im Fettgewebe
ermittelt. Da der Fokus dieser Arbeit auf den Fettdepots des inguinalen und gonadalen weil}en
Fettgewebes lag, wurden die ATGL-Proteinspiegel in diesen beiden Fettgeweben mittels
Western Blot analysiert. Sowohl das inguinale (ATGL-Expression: 24,9 £ 22,6 %) als auch das
gonadale weille Fettgewebe (ATGL-Expression: 14,0 + 9,7 %) zeigen im Vergleich zur
Kontrollgruppe ausreichend unterdriickte ATGL-Proteinspiegel (Abbildung 14 A, B). Somit

konnte ein erfolgreich induzierter ATGL-KO gezeigt werden.
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Abbildung 14: Western Blot Analyse zur Validierung des induzierbaren ATGL-KOs im

Fettgewebe

Western Blot Analyse der ATGL-Proteinspiegel im Fettgewebe von ATGL-KO und Kontrolltieren.
Sowohl fur (A) inguinales als auch fir (B) gonadales weilRes Fettgewebe wurde jeder Wert auf den
Gesamtproteingehalt und dann auf den Mittelwert der Kontrollen normalisiert, n = 7. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD, getestet mittels Mann-Whitney-Test.

43



Ergebnisse

3.2.2 Einfluss des ATGL-KOs auf die zirkulierenden nicht-veresterten

Fettsauren nach Aktivierung der Lipolyse via CL-316,243

Um die funktionelle Auswirkung des adipozytenspezifischen ATGL-KO auf die Lipolyse zu
untersuchen, wurde in einem Vorversuch die Lipolyse durch Injektion des Bs-Adrenozeptor-
Agonisten CL-316,243 stimuliert. Zum Vergleich wurde den Mausen unmittelbar vor und 30
Minuten nach der Injektion des Lipolyse-Stimulators Blut enthommen. Aus diesen Proben
wurden die zirkulierenden NEFA-Werte als Indikator fiir eine aktive Lipolyse bestimmt. Die
Lipolyse konnte durch den Adrenozeptor-Agonisten CL-316,243 erfolgreich stimuliert werden,
wie die erhohten NEFA-Konzentrationen 30 Minuten nach Stimulation zeigten (Abbildung 15).
Die ATGL-KO-Gruppe zeigte jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant niedrigere
Konzentrationen an zirkulierenden NEFA sowohl im basalen Zustand als auch nach

Stimulation der Lipolyse. Dies zeigt eine suffiziente Hemmung der Lipolyse in den ATGL-KO-

Mausen.
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Abbildung 15: Konzentration zirkulierender nicht-veresterter Fettsduren im Serum vor und 30
Minuten nach der Gabe von CL-316,243

Zirkulierende NEFA basal und nach 30 Minuten Stimulation der Lipolyse durch intraperitoneale Injektion
des Bs-Adrenorezeptor-Agonisten CL-316,243 in Kontroll- und ATGL-KO-Mausen, n = 3. Dargestellt
sind Mittelwerte = SD, getestet mittels two-way ANOVA.

44



Ergebnisse

3.3 Modell des Myokardinfarkts im Tamoxifen-induzierbaren und

adipozytenspezifischen ATGL-KO-Mausmodell

Nach erfolgreicher, auch funktioneller, Validierung des ATGL-KOs, sollten die Mause im
experimentellen Myokardinfarktmodell untersucht werden, um die Bedeutung der
adipozytenspezifischen ATGL flr das Herz nach Myokardinfarkt zu untersuchen. Der zeitliche
Verlauf ist nachfolgend grafisch dargestellt (Abbildung 16). Zunachst wurde bei mannlichen
Mausen im Alter von etwa 10 Wochen der ATGL-KO durch intraperitoneale Injektion von 4-
Hydroxytamoxifen Uber 7 aufeinanderfolgende Tage induziert. Es folgte eine Auswaschphase
von 2 Wochen. Der Myokardinfarkt erfolgte in einem zweistufigen Verfahren, bestehend aus
Ligaturanlage und 60-minutiger Myokardischamie. Vor der Ligaturanlage wurde eine basale
Echokardiographie durchgefiihrt. Blutproben wurden vor der Myokardischamie sowie nach 30
Minuten Reperfusion entnommen. Die Reperfusionszeitpunkte 24 Stunden und 7 bis 28 Tage
wurden untersucht, wobei wdchentliche echokardiographische Messungen durchgeflihrt

wurden.

4-Hydroxytamoxifen
7 Tage

l 2Wochen
Basal-
. Echo
Ligaturanlage
l 3-7 Tage
Basal-
Myokardischimie ] Blut

60 Minuten

[ Reperfusion

24 7-28
Stunden Tage

Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf des Myokardinfarktmodells im Tamoxifen-induzierbaren und
adipozytenspezifischen ATGL-KO-Mausmodells

Nach 7-tagiger intraperitonealer Injektion von 4-Hydroxytamoxifen, gefolgt von einer zweiwdchigen
Auswaschphase, wurde die Ligaturanlage durchgefihrt. 3 bis 7 Tage spater wurde eine 60-minltige
Myokardischamie induziert. Die Analysen wurden zu verschiedenen Reperfusionszeitpunkten
durchgefuhrt: 30 Minuten, 24 Stunden und 7 bis 28 Tage.
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3.4 Die Konzentration der nicht-veresterten freien Fettsauren nach
Myokardinfarkt ist bei ATGL-KO-Tieren erniedrigt

Um auch im experimentellen Myokardinfarktmodell den Einfluss des ATGL-KOs auf die
aktivierte Lipolyse zu untersuchen, wurden erneut NEFA-Werte aus Blutproben basal und
nach 30 Minuten Reperfusion gemessen. Die NEFA-Konzentrationen zeigten wieder einen
Anstieg zwischen dem pra- und postischamischen Zustand, nach 30 Minuten Reperfusion war
der Wert durch den ATGL-KO signifikant niedriger als die Werte der Kontrollgruppe (Kontrolle:
0,531 + 0,136 mmol/l, ATGL-KO: 0,416 + 0,141 mmol/l, Abbildung 17 A). Zusatzlich wurden
die Fettsdurekonzentrationen nach 7 Tagen Reperfusion aus kardialen Blutproben gemessen.
Hier konnte ein Trend zu niedrigeren NEFA-Werten durch den KO beobachtet werden
(Abbildung 17 B). Daraus lasst sich schlieRen, dass der adipozytenspezifische ATGL-KO
sowohl die nach dem Myokardinfarkt aktivierte Lipolyse als auch die Lipolyse wahrend der

spateren Reperfusionsphase erfolgreich unterdriickt.
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Abbildung 17: Konzentration der zirkulierenden nicht-veresterten Fettsdauren vor und nach
Myokardischamie

Konzentration zirkulierender NEFA (A) basal und nach 30 Minuten Reperfusion sowie (B) nach 7 Tagen
Reperfusion, (A) n = 37 bis 40, (B) n = 11 bis 12. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD, getestet mittels (A)
two-way ANOVA, (B) unpaired t-test.
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3.5 Einfluss des ATGL-KOs auf das Fettgewebe

3.5.1 Zunahme der Fettgewebsgewichte bei ATGL-KO-Tieren

Der adipozytenspezifische ATGL-KO unterdriickt die Lipolyse, lagert daher mehr Triglyceride
in das Fettgewebe ein und kann somit die Gewichte der verschiedenen Fettgewebsdepots
beeinflussen. Sowohl das Gewicht des wei3en als auch des braunen Fettgewebes wurden
basal sowie nach 24 Stunden, 7 Tagen und 28 Tagen Reperfusion gewogen (Abbildung 18).
Das subkutane inguinale weil’e Fettgewebe und das braune Fettgewebe wiesen zu allen
untersuchten Zeitpunkten signifikant hohere Gewichte im Verhaltnis zum Koérpergewicht auf
(inguinales weiles Fettgewebe im Verhaltnis zum Kdrpergewicht: basal: Kontrolle: 9,81 + 2,04
mg/g, ATGL-KO: 15,45 + 2,99 mg/g, 24 Stunden Reperfusion: Kontrolle: 8,65 + 2,09 mg/g,
ATGL-KO: 12,41 + 2,68 mg/g, 7 Tage Reperfusion: Kontrolle: 8,39 + 2,00 mg/g, ATGL-KO:
11,65 = 1,97 mg/g, 28 Tage Reperfusion: Kontrolle: 11,34 + 2,67 mg/g, ATGL-KO: 15,26 *
3,11 mg/g, braunes Fettgewebe im Verhaltnis zum Kérpergewicht: basal: Kontrolle: 2,48 + 0,47
mg/g, ATGL-KO: 6,04 + 0,87 mg/g, 24 Stunden Reperfusion: Kontrolle: 2,07 + 0,44 mg/g,
ATGL-KO: 5,49 £ 1,25 mg/g, 7 Tage Reperfusion: Kontrolle: 2,01 + 0,41 mg/g, ATGL-KO: 4,93
+ 1,12 mg/g, 28 Tage Reperfusion: Kontrolle: 2,31 + 0,30 mg/g, ATGL-KO: 5,81 + 0,87 mg/g).
Das viszerale gonadale weilte Fettgewebe war nach 24 Stunden und 7 Tagen Reperfusion
hoéher als in der Kontrollgruppe und blieb sowohl basal als auch nach 28 Tagen Reperfusion
unverandert (gonadales weiles Fettgewebe im Verhaltnis zum Koérpergewicht: 24 Stunden
Reperfusion: Kontrolle: 10,41 + 2,63 mg/g, ATGL-KO: 15,67 + 4,98 mg/g, 7 Tage Reperfusion:
Kontrolle: 10,12 £ 2,34 mg/g, ATGL-KO: 12,72 + 3,52 mg/g). Diese Ergebnisse bestatigen,
dass der adipozytenspezifische ATGL-KO eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Fettgewebsmasse spielt. Die Hemmung der Lipolyse fiihrt zu einer vermehrten Einlagerung
von Triglyceriden, was sich in einer Gewichtszunahme des subkutanen inguinalen weillen
Fettgewebes und des braunen Fettgewebes Uber den gesamten Untersuchungszeitraum

widerspiegelt.
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Abbildung 18: Gewichte des inguinalen und gonadalen weiRen und des braunen Fettgewebes
Gewichte des weillen und braunen Fettgewebes im Verhaltnis zum Koérpergewicht basal und nach
verschiedenen Reperfusionszeitpunkten (24 Stunden, 7 Tagen und 28 Tagen), n = 7 bis 22. Dargestellt
sind Mittelwerte + SD, getestet mittels unpaired t-test, Mann-Whitney-Test oder unpaired t-test mit
Welch’s Korrektur. FG: Fettgewebe.
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3.5.2 Zunahme der AdipozytengroBe bei ATGL-KO-Tieren

Neben der makroskopischen Analyse wurden die verschiedenen Depots auch mikroskopisch
analysiert. Dazu wurde die Adipozytengrof3e im inguinalen und gonadalen weil3en Fettgewebe
nach 7 Tagen Reperfusion in Hdmatoxylin-Eosin-gefarbten Paraffinschnitten des Fettgewebes
bestimmt (Abbildung 19 A). Insgesamt zeigt das gonadale weille Fettgewebe eine
homogenere Verteilung der AdipozytengréfRe, wahrend der Anteil kleinerer Adipozyten im
inguinalen Fettgewebe hdher ist. In Ubereinstimmung mit den héheren Fettgewebsgewichten
zeigte die AdipozytengréfRenverteilung im inguinalen weiflten Fettgewebe der ATGL-KO-Tiere
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere Anzahl kleiner Adipozyten und eine hohere
Anzahl grofier Adipozyten. Auch die mittlere AdipozytengréfRe war in der ATGL-KO-Gruppe
signifikant grofier (Abbildung 19 B, C). Wie sich auch schon in der makroskopischen Analyse
andeutete, war die AdipozytengroRenverteilung im gonadalen weiflten Fettgewebe zwischen
beiden Gruppen kaum verandert und auch die mittlere AdipozytengroRe zeigte nur einen

Trend zu gréReren Adipozyten (Abbildung 19 D, E).
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Abbildung 19: Hamatoxylin-Eosin-Farbung zur Bestimmung der AdipozytengroRe des
Fettgewebes

(A) Reprasentative Aufnahmen der Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Fettgewebes von ATGL-KO- und
Kontrolltieren. Die AdipozytengréRenverteilung sowie die mittlere Adipozytengrdofie des inguinalen (B,
C) und gonadalen (D, E) weiRen Fettgewebes nach sieben Tagen Reperfusion, n = 6 bis 7. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SD, getestet mittels (B, D) two-way ANOVA und (C, E) unpaired t-test.
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3.5.3 Verminderte Expression von Lipogenese-Genen im Fettgewebe

Die Lipolyse und die Lipogenese sind wichtige Stoffwechselprozesse, die den
Lipidmetabolismus regulieren. Deshalb wurde der Einfluss der Hemmung der Lipolyse durch
den adipozytenspezifischen ATGL-KO auf die Lipogenese im Fettgewebe untersucht. Dazu
wurde die relative Genexpression von zwei wichtigen Transkriptionsfaktoren fiir die Regulation
der Lipogenese, Pparg und Srebpic, sowie von den Pparg-Zielgenen Dgat2 und Lp/ im
inguinalen und gonadalen weillen Fettgewebe von ATGL-KO- und Kontrolltieren nach 7 und
28 Tagen Reperfusion gemessen. Im inguinalen weil’en Fettgewebe war die Genexpression
des Transkriptionsfaktors  Srebp7c  herunterreguliert. Die  Genexpression des
Transkriptionsfaktors Pparg blieb unverandert, wahrend Dgat2 nach 7 und 28 Tagen
Reperfusion sowie Lp/ nach 7 Tagen Reperfusion herunterreguliert waren. Lp/ war nach 28
Tagen Reperfusion nicht mehr verandert (Abbildung 20 A). Im gonadalen weif3en Fettgewebe
wurde ebenfalls eine Herunterregulierung von Srebp1c beobachtet, wahrend Pparg
unverandert blieb. Dgat2 war nach 28 Tagen Reperfusion herunterreguliert und zeigte einen
Trend zu niedrigeren Spiegeln nach 7 Tagen Reperfusion. Lpl/ zeigte ebenfalls einen Trend
zur Herunterregulierung (Abbildung 20 B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die

Lipogenese im Fettgewebe von ATGL-KO-Tieren reduziert ist.
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Abbildung 20: Genexpression von Lipogenese-Genen im Fettgewebe

Relative Genexpression von Pparg, Dgat2, Lpl und Srebp1cim weifl’en (A) inguinalen und (B) gonadalen
Fettgewebe nach 7 und 28 Tagen Reperfusion in ATGL-KO- und Kontrolltieren, n = 9 bis 11. Dargestellt
sind Mittelwerte + SD, getestet mittels unpaired t-test oder Mann-Whitney-Test.
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3.5.4 Verminderte Expression von Adipokin-kodierenden Genen im Fettgewebe

Um zu untersuchen, ob die endokrine Funktion des Fettgewebes durch den ATGL-KO
verandert wird, wurde neben den Lipogenese-Genen auch die Genexpression von Adipokin-
kodierenden Genen untersucht, die das kardiovaskulare System beeinflussen kénnen. Dazu
wurde die Genexpression der Adipokine Adiponektin, Leptin und Resistin im weifl3en inguinalen
und gonadalen Fettgewebe nach 7 und 28 Tagen Reperfusion in ATGL-KO- und Kontrolltieren
gemessen. Im inguinalen weillen Fettgewebe war die Genexpression von Adipogq
herunterreguliert. Die Genexpression von Lep war nach 7 Tagen Reperfusion herunterreguliert
und zeigte nach 28 Tagen Reperfusion einen Trend zu geringerer Genexpression. Retn blieb
unverandert (Abbildung 21 A). Im gonadalen Fettgewebe war die Genexpression von Adipog
nicht verandert, wahrend Lep nach 28 Tagen Reperfusion herunterreguliert war und nach 7
Tagen Reperfusion unverandert blieb. Wie im inguinalen Fettgewebe blieb auch die
Genexpression von Retn im gonadalen Fettgewebe unverandert (Abbildung 21 B). Im
Vergleich zu den Kontrolltieren zeigte die ATGL-KO-Gruppe eine reduzierte Genexpression

verschiedener Adipokine.
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Abbildung 21: Genexpression von Adipokin-kodierenden Genen im Fettgewebe
Relative Genexpression von Adipoq, Lep und Retn im weillen (A) inguinalen und (B) gonadalen
Fettgewebe nach 7 und 28 Tagen Reperfusion in ATGL-KO- und Kontrolltieren, n = 10 bis 11. Dargestellt
sind Mittelwerte + SD, getestet mittels unpaired t-test, Mann-Whitney-Test oder unpaired t-test mit

Welch’s Korrektur.
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3.6 Reduzierte Konzentration von zirkulierendem Adiponektin

Da Veranderungen der Adipokine auf Genexpressionsebene festgestellt wurden, wurde
untersucht, ob sich diese Veranderungen auch in der Zirkulation widerspiegeln. Dazu wurden
die Spiegel von Adipokinen und anderen Stoffwechselhormonen in Serumproben nach 7
Tagen Reperfusion mittels Multiplex-Assays gemessen (Abbildung 22). In Ubereinstimmung
mit der reduzierten Genexpression von Adiponektin im Fettgewebe war auch das zirkulierende
Adiponektin in der ATGL-KO-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert (Kontrolle:
12160000 + 673053 pg/ml, ATGL-KO: 9582000 * 791656 pg/ml). Weitere zirkulierende
Adipokine wie Leptin, Resistin und PAI-1 waren unverandert. Unter den gemessenen
Stoffwechselhormonen zeigten die zirkulierenden Glucagonspiegel in den ATGL-KO-Mausen
im Vergleich zur Kontrollgruppe einen Trend zu niedrigeren Konzentrationen. Die
Konzentrationen von Insulin, Ghrelin und GLP-1 blieben unverandert.
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Abbildung 22: Zirkulierende Spiegel von Adipokinen und anderen Hormonen nach sieben Tagen
Reperfusion

Serumkonzentration von Adiponektin, Leptin, Resistin, PAI-1, Insulin, Glucagon, Ghrelin und GLP-1 in
ATGL-KO- und Kontrolltieren nach sieben Tagen Reperfusion, n = 4 bis 5. Dargestellt sind Mittelwerte
+ SD, getestet mittels unpaired t-test.
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3.7 Kardialer Phanotyp des adipozytenspezifischen ATGL-KO nach
Myokardinfarkt

3.7.1 Absolute Herzgewichte sind durch den ATGL-KO unverandert

Der adipozytenspezifische ATGL-KO fiihrte zu verschiedenen Veranderungen im Fettgewebe,
darunter eine Zunahme der AdipozytengrofRe, eine verminderte Expression von Lipogenese-
und Adipokin-Genen sowie eine reduzierte Konzentration von zirkulierenden NEFA und
Adiponektin. Daher stellt sich die Frage, wie der adipozytenspezifische ATGL-KO den
kardialen Phanotyp beeinflusst. Dazu wurde zunachst geprift, ob das Herzgewicht durch den
adipozytenspezifischen ATGL-KO verandert ist. Sowohl die absoluten Herzgewichte als auch
die Herzgewicht/Korpergewicht-Ratio wurden basal und nach 24 Stunden, 7 und 28 Tagen
Reperfusion bestimmt (Abbildung 23). Die Kérpergewichte waren basal und nach 24 Stunden
Reperfusion hoher bzw. zeigten einen Trend zu hdheren Gewichten im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Nach 7 Tagen und 28 Tagen Reperfusion wurde kein Unterschied mehr
beobachtet. Die absoluten Herzgewichte zeigten zu allen Zeitpunkten keinen Unterschied,
wahrend die auf das Korpergewicht bezogenen Gewichte basal und nach 24 Stunden
Reperfusion in der ATGL-KO-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant kleiner waren
und nach 7 und 28 Tagen Reperfusion einen Trend zu kleineren Gewichten zeigten
(Herzgewichte im Verhaltnis zum Korpergewicht: basal: Kontrolle: 4,20 + 0,29 mg/g, ATGL-
KO: 3,96 £ 0,21 mg/g, 24 Stunden Reperfusion: Kontrolle: 5,08 + 0,31 mg/g, ATGL-KO: 4,74
+ 0,31 mg/g).
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Abbildung 23: Kérpergewichte und Herzgewichte von ATGL-KO- und Kontrolltieren basal und
nach Myokardinfarkt

Dargestellt sind die absoluten Korpergewichte sowie die absoluten und auf das Kérpergewicht
bezogenen Herzgewichte von ATGL-KO und Kontrolltieren basal und nach 24 Stunden, 7 und 28 Tagen
Reperfusion, n = 11 bis 22. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels unpaired t-test oder Mann-
Whitney-Test.
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3.7.2 Verminderte kardiale Funktion nach Myokardinfarkt durch den ATGL-KO

Der Einfluss der gehemmten Lipolyse durch den adipozytenspezifischen ATGL-KO auf die
kardiale Funktion wurde untersucht. Dazu wurden bei ATGL-KO- und Kontrolltieren
echokardiographische Analysen sowohl basal als auch wochentlich bis zu 28 Tage nach dem
Myokardinfarkt durchgefuhrt (Abbildung 24). Parameter der systolischen Pumpfunktion und
kardiale Volumina zeigten basal keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Nach dem
Myokardinfarkt war die linksventrikulare Ejektionsfraktion in der ATGL-KO-Gruppe sowohl
nach 7 und 28 Tagen Reperfusion als auch lUber den gesamten Kurvenverlauf signifikant
niedriger als in der Kontrollgruppe (Ejektionsfraktion nach 28 Tagen Reperfusion: Kontrolle:
30,1 £ 5,6 %, ATGL-KO: 22,1 + 4,9 %). Passend dazu war auch die fractional area change,
als weiterer Parameter flr die systolische Funktion, zu den Endzeitpunkten nach 21 und 28
Tagen Reperfusion und Uber den gesamten Kurvenverlauf signifikant reduziert im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Funktionell schlug sich das auch in einem verringerten Schlagvolumen und
Herzzeitvolumen bei unveranderter Herzfrequenz nieder. Diese Parameter waren nach 7
Tagen Reperfusion und Uber den gesamten Kurvenverlauf in der ATGL-KO-Gruppe geringer.
Die echokardiographisch ermittelte linksventrikuldare Masse blieb unverandert. Die
endsystolischen und enddiastolischen Volumina zeigten keine signifikanten Veranderungen.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die kardiale Funktion im basalen nicht-ischadmischen Zustand
unverandert ist, wahrend sich die kardiale Dysfunktion nach einem Myokardinfarkt im Verlauf

der Reperfusion aufgrund des adipozytenspezifischen ATGL-KOs verschlechtert.
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Abbildung 24: Kardiale Funktion bei ATGL-KO- und Kontrolltieren bis zu 28 Tage nach
Myokardinfarkt
Echokardiographisch ermittelte kardiale Funktion der ATGL-KO- und Kontrolltiere basal und wéchentlich
bis 28 Tage nach Myokardinfarkt. Ejektionsfraktion, fractional area change, Herzzeitvolumen,
Herzfrequenz, Schlagvolumen, linksventrikulare Masse, endsystolisches Volumen und enddiastolisches
Volumen, n = 11 bis 12. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels two-way ANOVA. Der p-Wert
fir den Unterschied zwischen den Genotypen ist rechts von den Zeitkurven angegeben. d: Tag.
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3.7.3 InfarktgroBe und NarbengroRe

Ein weiterer Parameter zur Beurteilung der Heilungsprozesse nach einem Myokardinfarkt ist
die NarbengroRe. Dazu wurden die Herzen von ATGL-KO- und Kontrolltieren nach 28 Tagen
Reperfusion entnommen und eine WGA-Farbung der angefertigten Herz-Kryoschnitte wurde
durchgefihrt (Abbildung 25 A). Die NarbengréfRe im Verhaltnis zur Herzflache war bei den
ATGL-KO-Tieren grofier als in der Kontrollgruppe, wahrend die gesamte gemessene
Herzflache unverandert blieb (Abbildung 25 B).
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Abbildung 25: WGA-Farbung von Herz-Kryoschnitten zur Bestimmung der NarbengréRe nach 28
Tagen Reperfusion

Die Narbengrofe wurde anhand von mit WGA gefarbten Herz-Kryoschnitten von ATGL-KO- und
Kontrolltieren bewertet. (A) Reprasentative Aufnahmen der angefarbten Narbe. (B) NarbengréfRe pro
Herzflache und gemessene Herzflache, n = 8. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels
unpaired t-test.
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Um zu untersuchen, ob die groRere Narbe durch eine erhdhte Infarktgrofe bedingt ist, wurde
die Infarktgro3e nach 24 Stunden Reperfusion ermittelt. Dazu wurden Herzschnitte von ATGL-
KO- und Kontrolltieren mit Evans-blau und TTC gefarbt und analysiert. Die area at risk (AAR),
die den hypoxischen Bereich darstellt, wird durch die Evans-blau-Farbung vom nicht-
ischamischen Remote-Bereich, der keine Perfusionsunterbrechung erlitt, abgegrenzt. Zudem
werden lebensfahige und nekrotische Abschnitte der AAR durch die TTC-Farbung bestimmt.
Anhand dieser Analysen und der Gewichte der Herzschnitte konnten die AAR und der
Infarktbereich ermittelt werden. Bei einer vergleichbaren AAR pro linkem Ventrikel zeigte
sowohl der Infarktbereich pro AAR als auch der Infarktbereich pro linkem Ventrikel keinen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abbildung 26), was darauf hinweist, dass die

vergrofierte Nabe auf eine vermehrte Fibrosierung nach Infarkt zurlickzufiihren ist.

e Kontrolle
S B0 = = ATGL-KO
— . —
§. -~ [ L] - i
=3 60 e a ﬁ = 60- . =E- § 3 60
2 x o o x . o X
— d . P —
— Q = Q
m540— o® a = 404 9540—
3> oo om x © x>
<5 £ S5
X 20- £ 5 20+ £ x 20-
S =
0 0 0

Abbildung 26: Bestimmung der InfarktgroBe nach 24 Stunden Reperfusion
Die Infarktgréfle wurde anhand von mit Evans-blau und TTC gefarbten Herzschnitten von ATGL-KO-
und Kontrolltieren bewertet, n = 10. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels unpaired t-test.
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3.7.4 Der ATGL-KO ist zum Zeitpunkt der letzten Versuche im Fettgewebe noch

vorhanden

Adipozyten kénnen im Rahmen der Adipogenese neu gebildet werden. Da es sich bei dem
gewahlten Modell um einen induzierbaren KO handelt, musste die Effizienz des ATGL-KOs
zum Zeitpunkt der letzten Experimente erneut berprift werden. Dazu wurde die Expression
des Proteins ATGL und des entsprechenden Gens Pnpla2 im inguinalen wei3en Fettgewebe
mittels Western Blot Analyse und qPCR gemessen. Sowohl auf Protein- als auch auf
Genexpressionsebene war der ATGL-KO zum Zeitpunkt der letzten Versuche noch eindeutig
nachweisbar (ATGL-Expression: 31,0 + 17,9 %, Pnpla2-Expression: 45,5 + 7,5 %, Abbildung
27).
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Abbildung 27: Validierung des induzierbaren ATGL-KO zum Zeitpunkt der letzten Versuche

(A) ATGL-Proteinspiegel und (B) relative Genexpression von Pnpla2 nach 28 Tagen Reperfusion im
inguinalen weillen Fettgewebe von ATGL-KO- und Kontrolltieren. Jeder Wert wurde (A) auf den
Gesamtproteingehalt oder (B) auf das Haushaltsgen und dann auf den Mittelwert der Kontrollen

normalisiert, (A) n =7, (B) n = 10. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD, getestet mittels (A) Mann-Whitney-
Test, (B) unpaired t-test mit Welch’s Korrektur.

relative Genexpression
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3.8 Kardialer Substratmetabolismus im nicht-ischamischen

Remote-Myokard

3.8.1 Adipozytenspezifischer ATGL-KO fiihrt zu erhohtem Sauerstoffverbrauch
und erhohter Abhangigkeit von Glukose

Ein Myokardinfarkt flihrt, wie oben beschrieben, zu Veranderungen im Substratmetabolismus
des Herzens. Der adipozytenspezifische ATGL-KO fiihrt phanotypisch zu einer reduzierten
linksventrikularen Funktion nach Myokardinfarkt. Um der Frage nachzugehen, inwieweit ein
veranderter Substratmetabolismus durch die Hemmung der Lipolyse und die damit
verbundene reduzierte Konzentration von freien Fettsduren durch den ATGL-KO fur die
schlechtere Funktion verantwortlich sein konnte, wurde der Substratmetabolismus des
Herzens im Remote-Myokard post-Infarkt untersucht. Dazu wurden extrazellulare
Flussanalysen an intakten Herzschnitten des nicht-ischamischen Remote-Bereichs von ATGL-
KO- und Kontrolltieren nach 24 Stunden Reperfusion durchgeflhrt. Die Messungen erfolgen
in Medien, die BSA-gekoppeltes Palmitat (0,2 mM) und Glukose (5,5 mM) enthalten, sodass
beide Substrate vom Gewebe konsumiert werden koénnen. Durch den Zusatz der
substratspezifischen Inhibitoren Etomoxir (CPT-Inhibitor) oder UK5099 (MPC-Inhibitor) konnte
der Beitrag der Fettsdure- bzw. Glukoseoxidation zur mitochondrialen Oxidation ermittelt
werden (Abbildung 28). Die Sauerstoffverbrauchsrate (Abbildung 29 A, B) und die
Ansauerungsrate (Abbildung 30 A, B) wurden basal, nach Zugabe des mitochondrialen
Entkopplers FCCP, nach Zugabe der Inhibitoren Etomoxir oder UK5099 sowie nach Zugabe
von Rotenon und Antimycin A gemessen. Der Zusatz von FCCP dient der Maximierung der
basalen mitochondrialen Sauerstoffverbrauchsrate, um die Wirkung der Inhibitoren besser zu
erfassen. Zuletzt wurde der nicht-mitochondriale Umsatz durch Zugabe der Inhibitoren der
Elektronentransportkette Rotenon und Antimycin A bestimmt und von allen Atmungszustéanden
subtrahiert. Sowohl die basale mitochondriale als auch die entkoppelte
Sauerstoffverbrauchsrate waren nach 24 Stunden Reperfusion in der ATGL-KO-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht (Abbildung 29 C, D). Das Verhaltnis von entkoppelter zu
basaler Sauerstoffverbrauchsrate zeigte einen abnehmenden Trend, wahrend die
Kapazitatsreserven unverandert blieben (Abbildung 29 E, F). Die basale extrazellulare
Ansauerungsrate war nicht signifikant verandert (Abbildung 30 C). Die CPT-Hemmung mit
Etomoxir zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, weder in der
Sauerstoffverbrauchsrate (Abbildung 29 G) noch in der Ansduerungsrate (Abbildung 30 D).
Hingegen flhrte die MPC-Hemmung mit UK5099 in der ATGL-KO-Gruppe zu hdheren
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Abnahme der absoluten Sauerstoffverbrauchsraten und einem Trend zu héheren Abnahme
der prozentualen  Sauerstoffverbrauchsraten  bezogen auf die entkoppelten
Sauerstoffverbrauchsraten (Abbildung 29 H). AulRerdem waren die hdchsten absoluten
Ansauerungsraten nach der MPC-Hemmung in der ATGL-KO-Gruppe erhdht (Abbildung 30
E). Dies zeigt zusammen mit einer héheren Abnahme der Sauerstoffverbrauchsrate nach
MPC-Hemmung, dass der ATGL-KO zu einer starkeren Substratabhangigkeit von Glukose
nach 60 Minuten Ischamie und 24h Reperfusion flhrt.

Fettsiaure @ \\ Glukose @ \

o [ 4
Kardiomyozyt
\ Glykolyse K
ATP

UK5099

Etomoxir\lFettséiure Pyruvit/

Acyl-COA B-Oxidation Pyruvat

\AcetyI-CoA /

()
@@3@@(

ATP

Abbildung 28: Inhibition des kardialen Metabolismus durch Etomoxir oder UK5099

Der kardiale Metabolismus wurde durch die Zugabe der substratspezifischen Inhibitoren untersucht. Die
Aufnahme von Fettsduren in die Mitochondrien wurde durch den CPT-Inhibitor Etomoxir gehemmt.
Durch die Zugabe des MPC-Inhibitors UK5099 wurde die Aufnahme von Glukose in die Mitochondrien
verhindert. Die Abbildung wurde teilweise unter Verwendung modifizierter Elemente von Servier Medical
Art erstellt, lizenziert unter der Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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Abbildung 29: Extrazelluldre Flussanalyse des Sauerstoffverbrauchs im nicht-ischdmischen
Remote-Bereich des Herzens
Sauerstoffverbrauchsrate des nicht-ischamischen Septums nach 24 h Reperfusion. (A, B) Mittelwerte
der Versuchsverlaufe basal und nach Zugabe von FCCP, Etomoxir oder UK5099 und Rotenon/
Antimycin A, dargestellt durch Pfeile. (C) Basale und (D) entkoppelte Sauerstoffverbrauchsrate, (E)
Kapazitatsreserven, (F) Kopplungsverhaltnis, die Abnahme der Sauerstoffverbrauchsrate nach (G)
CPT1-Hemmung und nach (H) MPC-Hemmung, jeweils absolut und in Prozent von der entkoppelten
Sauerstoffverbrauchsrate, n = 7. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels unpaired t-test oder
unpaired t-test mit Welch’s Korrektur.
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Abbildung 30: Extrazellulare Flussanalyse der Ansauerungsrate

Remote-Bereich des Herzens
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im nicht-ischamischen

Extrazellulare Ansauerungsrate des nicht-ischamischen Septums nach 24 h Reperfusion. (A, B)
Mittelwerte der Versuchsverlaufe basal und nach Zugabe von FCCP, Etomoxir oder UK5099 und
Rotenon/ Antimycin A, dargestellt durch Pfeile. (C) Basale Ansduerungsrate sowie die Wirkung der (D)
CPT1-Hemmung und der (E) MPC-Hemmung, jeweils die héchste absolute Ansauerungsrate und in
Prozent von der entkoppelten Ansauerungsrate, n = 7. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels

unpaired t-test oder Mann-Whitney-Test.
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3.8.2 Erhohte Expression von Genen, die am Fettsauremetabolismus und

Glukosemetabolismus beteiligt sind

Um die Befunde der veranderten Substratpraferenz auf molekularer Ebene zu analysieren,
wurde die Genexpression von Enzymen, die am Fettsduremetabolismus beteiligt sind,
gemessen. Die Messungen wurden an Proben aus dem nicht-ischamischen Remote-Bereich
des Herzens nach 24 Stunden und 7 Tagen Reperfusion durchgefihrt. Aufierdem wurde die
Genexpression von Pnpla2 in den nach 24 Stunden Reperfusion gewonnenen Proben
gemessen. Die Pnpla2-Werte waren zwischen den beiden Gruppen unverandert (Abbildung
31). Somit konnte sichergestellt werden, dass der adipozytenspezifische KO keinen Einfluss
auf die ATGL im Herzen hatte. Nach 24 Stunden Reperfusion war die relative Genexpression
von Genen, die am Fettsduremetabolismus beteiligt sind wie Cd36, Cpt2, Ech1 und Ndufab1
in der ATGL-KO-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht, wahrend Cpt1b, Fabp3 und
Acadm unverandert blieben (Abbildung 32 A). Nach 7 Tagen Reperfusion zeigte die relative
Genexpression all dieser Gene keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abbildung
32 B). Zusatzlich zu den Genen, die am Fettsduremetabolismus beteiligt sind, wurde die
Genexpression von Genen untersucht, die am Glukosemetabolismus beteiligt sind. Im nicht-
ischamischen Remote-Bereich des Herzens war die relative Genexpression von Sic2a4, Mpc1
und Mpc2 nach 24 Stunden Reperfusion in der ATGL-KO-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe hochreguliert (Abbildung 33 A). Nach 7 Tagen Reperfusion wurde kein
Unterschied mehr zwischen den beiden Gruppen beobachtet (Abbildung 33 B). Dies deutet
darauf hin, dass die Hochregulierung der am Fettsduremetabolismus und
Glukosemetabolismus beteiligten Gene nur akut nach dem Myokardinfarkt stattfindet
(Abbildung 34).
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Abbildung 31: Genexpression von Pnpla2 im Herzen

Relative Genexpression von Pnpla2 im nicht-ischamischen Remote-Bereich des Herzens nach 24
Stunden Reperfusion in ATGL-KO- und Kontrolltieren, normalisiert auf das Haushaltsgen Nudc und
bezogen auf die Kontrolle, n = 7. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels unpaired t-test.
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Abbildung 32: Genexpression der am Fettsduremetabolismus beteiligten Gene im nicht-
ischdmischen Remote-Bereich des Herzens

Relative Genexpression von Cd36, Cpt1b, Cpt2, Ech1, Ndufab1, Fabp3 und Acadm im nicht-
ischamischen Remote-Bereich des Herzens nach 60 Minuten Ischamie und (A) 24 Stunden oder (B) 7
Tagen Reperfusion in ATGL-KO- und Kontrolltieren, normalisiert auf das Haushaltsgen Nudc und
bezogen auf die Kontrolle, (A) n =7, (B) n = 10 bis 12. Dargestellt sind Mittelwerte + SD, getestet mittels
unpaired t-test, Mann-Whitney-Test oder unpaired t-test mit Welch’s Korrektur.
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Abbildung 33: Genexpression der am Glukosemetabolismus beteiligten Gene im nicht-
ischamischen Remote-Bereich des Herzens

Relative Genexpression von Slc2a4, Mpc1 und Mpc2 im nicht-ischdmischen Remote-Bereich des
Herzens nach (A) 24 Stunden und (B) 7 Tagen Reperfusion in ATGL-KO- und Kontrolltieren, normalisiert
auf das Haushaltsgen Nudc und bezogen auf die Kontrolle, (A) n =7, (B) n = 10 bis 12. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SD, getestet mittels unpaired t-test oder unpaired t-test mit Welch’s Korrektur.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der verdnderten Genexpression
ischamischen Remote-Bereich des Herzens

Veranderung der Genexpression von am Fettsdure- und Glukosemetabolismus beteiligten Gene im
nicht-ischamischen Remote-Bereich des Herzens nach 24 Stunden Reperfusion von ATGL-KO-Tieren.
Die Abbildung wurde teilweise unter Verwendung modifizierter Elemente von Servier Medical Art erstellt,
lizenziert unter der Creative Commons Attribution 3.0 Unported
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Lipolyse durch die adipozytenspezifische ATGL
im Rahmen des Myokardinfarkts in mannlichen Mausen untersucht. Zunachst fihrte die
experimentelle Induktion einer Myokardischamie in C57BL/6J-Mausen wahrend der friihen
Reperfusion zu einer Aktivierung der Lipolyse, die sich in (1) erhdhten zirkulierenden NEFA-
Konzentrationen und (2) einer verstarkten Phosphorylierung von PKA-Substraten und

insbesondere von der HSL im inguinalen wei3en Fettgewebe zeigte.

Die genetische Hemmung der Lipolyse durch den Tamoxifen-induzierbaren
adipozytenspezifischen ATGL-KO im Rahmen der Myokardischamie fuhrte (1) zu einer
Verschlechterung der kardialen Dysfunktion und einer Vergrélterung der Narbe, (2) zu
verminderten zirkulierenden NEFA- und Adiponektin-Spiegeln und (3) zu einer Modulation des
kardialen Substratmetabolismus im Remote-Myokard, die sich in einer erhéhten Abhangigkeit
von Glukose wund einer Hochregulierung von Genen, die am Glukose- und

Fettsduremetabolismus beteiligt sind, zeigte.

4.1 Aktivierung der Lipolyse durch den Myokardinfarkt

Ischamische Herzkrankheiten gehoren zu den weltweit filhrenden Todesursachen.? Der
wechselseitige Einfluss von Lipolyse und Myokardinfarkt zwischen den beteiligten Organen,
dem Fettgewebe und dem Herzen, wurde vielfach vermutet,® ist jedoch in den molekularen
Zusammenhangen weitestgehend unerforscht. Um diese Zusammenhange naher zu
untersuchen, wurde im murinen Modell experimentell eine Myokardischamie durch ein
zweistufiges closed-chest model induziert. Diese Methode, bei der die Eréffnung des Thorax
und die Induktion der Myokardischamie getrennt voneinander durchgefiihrt werden, soll ein
gréleres Trauma durch einen einzigen grofien Eingriff vermeiden und physiologisch einem
klinischen Myokardinfarkt mehr ahneln. AuRerdem wird durch den zeitlichen Abstand eine
Erholung der betroffenen Tiere erméglicht. Es ist bekannt, dass Traumata und Blutverlust die
Lipolyse beeinflussen, da ein Modell des hamorrhagischen Schocks zu einer adipozytaren
Lipolyse flihrt, die sich in einem Anstieg der zirkulierenden Glycerol-Spiegel zeigt.** Deshalb
war es umso wichtiger, dass der Einfluss der chirurgischen Eingriffe auf die untersuchte

Lipolyse durch das zweistufige Verfahren moglichst gering gehalten wird.

Es gibt bei Myokardinfarkten deutliche Unterschiede in den Heilungsprozessen zwischen
mannlichen und weiblichen Mausen. Mannliche Mause zeigen nach experimenteller Induktion

einer Myokardischamie eine hohere Rate an Herzrupturen und nach Entwicklung einer
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Herzinsuffizienz eine schlechtere kardiale Funktion im Vergleich zu weiblichen Mausen.% Es
wird angenommen, dass Ostrogen eine wichtige Rolle im kardiovaskularen System spielt.%
Zudem gibt es weitere Unterschiede wie hohere Adiponektin-Spiegel in weiblichen Mausen.%”
Deshalb sollen Mause des gleichen Geschlechts eingesetzt werden, um eine bessere
Vergleichbarkeit der Tiere innerhalb der Experimente zu erreichen. In der vorliegenden Arbeit
wurden nur mannliche Mause verwendet, um die Anzahl der Tiere zu reduzieren. Die Nutzung

von weiblichen Mausen hatte in einer eigenen Gruppe erfolgen missen.

Nach Induktion der Myokardischamie wurde zunachst in C57BL/6J-Mausen untersucht, ob die
Lipolyse dadurch aktiviert wird. Da im Rahmen der Lipolyse Triglyceride zu NEFA und Glycerol
hydrolysiert werden, wurden die zirkulierenden NEFA-Konzentrationen als Produkt der
Lipolyse gemessen. Als Kontrollgruppe dienten scheinoperierte Mause, die unter den gleichen
Bedingungen wie die Ischamie-Gruppe behandelt wurden, mit dem einzigen Unterschied, dass
die Fadenenden keinem Zug ausgesetzt wurden und somit die Durchblutung im Herzen nicht
unterbrochen wurde. Auf diese Weise konnten Effekte, die durch die Anasthesie und die
chirurgischen Schritte hervorgerufen wurden, von den Effekten, die durch die
Myokardischamie verursacht wurden, unterschieden werden. Die gemessenen NEFA-Werte
nach 30 Minuten Reperfusion waren im Vergleich zur Kontrollgruppe und zum Basalwert
erhéht. Der Anstieg in der Kontrollgruppe nach 30 Minuten kann durch die ebenfalls erfolgte
Anasthesie erklart werden. Somit bestatigten die durchgefiihrten Messungen, dass die
Erhéhung der zirkulierenden NEFA-Werte und somit auch die Aktivierung der Lipolyse durch
das beschriebe Protokoll zur Induktion der Myokardischamie stattfinden. Friihere Studien
haben gezeigt, dass die Konzentration der zirkulierenden freien Fettsauren in den ersten
Stunden nach einem Myokardinfarkt bei Patienten ansteigt.?3%8 Auch im murinen Modell

kommt es zu diesem Anstieg.?4

Zusatzlich zu der NEFA-Analyse in der Zirkulation wurde die Aktivierung der Lipolyse im
subkutanen und viszeralen weillen Fettgewebe untersucht. Als subkutanes Fettgewebe wurde
das inguinale Depot und als viszerales das gonadale Depot untersucht. Bei der Stimulation
der Lipolyse werden Gs-Protein gekoppelte Rezeptoren aktiviert, was zur Aktivierung der PKA
fihrt. Diese phosphoryliert nachgeschaltete Ziele, darunter die HSL,®® die fiir die Hydrolyse
von Diglyceriden zu Monoglyceriden und freien Fettsduren verantwortlich ist und somit den
zweiten Schritt der Fettsaurefreisetzung in der Lipolyse reguliert.>® Die phosphorylierten PKA-
Substrate und spezifisch die phosphorylierten HSL wurden im Fettgewebe mittels Western
Blot Analysen untersucht. Dabei war der Gehalt an phosphorylierten PKA-Substraten und

phosphorylierten HSL nach 30 Minuten Reperfusion im inguinalen Fettgewebe im Vergleich
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zur scheinoperierten Kontrollgruppe erhéht. Im gonadalen Fettgewebe wurde dieser Effekt
nicht beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Lipolyse im subkutanen weillen
Fettgewebe wahrend der Reperfusion starker aktiviert wird als im viszeralen weil3en
Fettgewebe. Dies geht einher mit Daten aus unserer Arbeitsgruppe, dass eine
Myokardischamie im murinen Modell zu Veranderungen im subkutanen, aber kaum im
viszeralen weillen Fettgewebe flihrt, wie einer Abnahme der AdipozytengréfRe, einer
Herunterregulierung von Adipokin-kodierenden Genen und einer vermehrten Infiltration von
Makrophagen.® In einer weiteren Studie wurde die mitochondriale Kapazitat von weillem
Fettgewebe ebenfalls in einem murinen Modell untersucht. Dabei zeigen subkutane
Adipozyten eine hdhere respiratorische Kapazitat im Vergleich zu viszeralen Adipozyten, was
auf einen hoheren Gehalt an mitochondrialer Atmungskette zurlickzufiihren ist.’® Somit
koénnte die starkere Reaktion des subkutanen Fettgewebes nach Myokardischamie auf seine
hohere metabolische Aktivitat im Vergleich zum viszeralen Fettgewebe zurlickzufiihren sein.
Eine Untersuchung hat gezeigt, dass mehr als 90 % der Adipozyten im murinen inguinalen
weillen Fettgewebe von sympathischen Fasern umgeben sind.'°'" Diese dichte Innervation

konnte ebenfalls eine Ursache sein.

4.2 ATGL-KO zur Hemmung der Lipolyse

Mit der Erkenntnis, dass die Lipolyse durch die Induktion der Myokardischamie aktiviert wird,
stellt sich die Frage, inwieweit eine Hemmung der Lipolyse die Heilungsprozesse nach einem
Myokardinfarkt beeinflusst. Zu diesem Zweck wurde eine Mauslinie mit einem
adipozytenspezifischen, Tamoxifen-induzierbaren ATGL-KO generiert und im Infarktmodell
untersucht. Das Enzym ATGL ist fiir die Hydrolyse von Triglyceriden zu Diglyceriden und freien
Fettsauren verantwortlich und somit fir den initialen Schritt in der Kaskade der Lipolyse
entscheidend.®* Die Reduktion der Lipolyse durch den adipozytenspezifischen ATGL-KO ist in
der Literatur bereits beschrieben.”®76192 Zur Erzeugung der ATGL-KO-Mauslinie wurde das
Cre/loxP-System verwendet. Dabei wurden ATGL-flox-Mause, bei denen das ATGL-
exprimierende Pnpla2-Gen vor Exon 2 und hinter Exon 7 mit loxP-Sequenzen flankiert ist, mit
Mausen gekreuzt, die eine Tamoxifen-induzierbare Cre-Rekombinase unter dem
adipozytenspezifischen Adipog-Promotor exprimieren. Dies ermdglicht die gezielte Induktion
des ATGL-KOs ausschlief3lich in Adipozyten und nur nach der Gabe von 4-Hydroxytamoxifen,
welches die Cre-Rekombinase aktiviert. Das Enzym ATGL wird in verschiedenen Organen
exprimiert.”® Daher war es wichtig, dass der ATGL-KO nur in Adipozyten induziert wird, um

spezifische Aussagen dariber treffen zu kdnnen, wie die adipozytenspezifische Hemmung der
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Lipolyse den Myokardinfarkt beeinflusst. AulRerdem wuirde ein globaler ATGL-KO zu
belastenden Fettakkumulationen im Herzen fuhren, die kardiale Dysfunktion und Tod zur Folge
haben kénnen.”? Ein angeborener adipozytenspezifischer ATGL-KO wurde nicht verwendet,
damit die durch den KO verursachten Veranderungen moglichst kurzfristig und nicht vorzeitig
auftreten. Die Spezifitdt der Cre-vermittelten Rekombination unter dem Adipog-Promotor
wurde in verschiedenen Organen wie Leber, Pankreas, Darm, Niere, Lunge,
Skelettmuskulatur, Herz, Thymus, Milz und Gehirn untersucht und ausschliellich im
Fettgewebe beobachtet.?° Diese Aussage ist von Bedeutung, da andere Modelle, die den aP2-
Promotor zur Erzeugung eines adipozytenspezifischen KOs verwenden, eine Genexpression

auch in Nicht-Adipozyten zeigen.%3

Als Kontrollgruppe wurden Mause mit dem Genotyp Adipoq-CreERT2"/W/ATGL flox/flox
verwendet. Der ATGL-flox ist in allen Tieren, auch in der Kontrollgruppe, vorhanden, so dass
diese Gruppe keine reine Wildtyp-Gruppe ist, sondern eine spezifische Kontrolle fir die
verwendete Linie darstellt. Es war wichtig, dass beide Gruppen mit 4-Hydroxytamoxifen
behandelt wurden, um sicherzustellen, dass die dadurch verursachten Nebeneffekte in beiden
Gruppen mdglichst gleich ausfallen. Dies ist besonders relevant, da eine Behandlung mit
Tamoxifen Veranderungen im Fettgewebe verursachen kann, unter anderem browning-
Effekte, erhohte UCP1-Expression und Veranderungen der Adipozytengréfenverteilung.'04
Nach der siebentagigen intraperitonealen Injektion von 4-Hydroxytamoxifen wurde eine
zweiwdchige Auswaschphase durchgeflihrt, um das 4-Hydroxytamoxifen vor der Fortsetzung
der Experimente aus dem Korper zu entfernen. Dadurch werden unerwtiinschte Effekte
minimiert und es wird weitestgehend sichergestellt, dass die beobachteten Effekte auf die

genetische Modifikation und nicht auf das synthetische Steroid zuriickzuflihren sind.

Die KO-Effizienz wurde in den beiden untersuchten Depots des weillen Fettgewebes
analysiert. Die Western Blot Analyse zeigte, dass das ATGL-Protein sowohl im inguinalen als
auch im gonadalen wei3en Fettgewebe durch die Behandlung mit 4-Hydroxytamoxifen in
CreERT2-positiven Mausen erfolgreich herunterreguliert wurde, jedoch nicht in CreERT2-
negativen Mausen. Adipozyten unterliegen einem Turnover (Zellaustausch), bei dem reife
Adipozyten absterben und durch neue Adipozyten ersetzt werden. Beim Menschen werden
jahrlich etwa 10 % der vorhandenen Adipozyten erneuert, wahrend bei Mausen taglich 1 bis 5
% der Adipozyten ausgetauscht werden.'9%1% Aufgrund dieser Regeneration wurde die KO-
Effizienz zum Zeitpunkt der letzten Experimente erneut Uberprift. Auch hier war sowohl das
ATGL-Protein als auch sein exprimierendes Gen Pnpla2 im Fettgewebe weiterhin signifikant

unterdruckt.
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Nach erfolgreicher KO-Induktion wurde in einem Vorversuch die funktionelle Wirkung des
ATGL-KOs auf die Hemmung der Lipolyse in vivo untersucht. Dafur sollte die Lipolyse mit dem
Bs-Adrenozeptor-Agonisten CL-316,243 stimuliert und die Lipolyseaktivitat durch die Messung
der NEFA-Konzentrationen als Produkt der Lipolyse ermittelt werden. CL-316,243 besitzt eine
hohe Selektivitat fur Bs-Adrenozeptoren und kann die Lipolyse aktivieren, was zu erhéhten
Glycerol- und NEFA-Spiegeln flhrt.'%” In dieser Studie wurde die Lipolyse durch die
Verabreichung von CL-316,243 stimuliert, was sich in einem Anstieg der NEFA-Werte
widerspiegelte. Die NEFA-Werte waren in der ATGL-KO-Gruppe sowohl unter physiologischen
Bedingungen als auch 30 Minuten nach der Gabe von CL-316,243 niedriger als in der
Kontrollgruppe. Damit konnte gezeigt werden, dass der ATGL-KO seine funktionelle Wirkung
durch Hemmung der Lipolyse nicht nur im physiologischen Zustand, sondern auch nach

spezifischer Stimulation erfllt.

4.3 Hemmung der Lipolyse durch den ATGL-KO ruft Veranderungen

im weiBen Fettgewebe hervor

Studien haben gezeigt, dass ein adipozytenspezifischer ATGL-KO zu einem erhdhten
Korperfettanteil fiihrt.'°21% Es gibt jedoch unterschiedliche Beobachtungen dariiber, welches
Fettgewebe von einer Gewichtszunahme betroffen ist. Sowohl induzierbare als auch
angeborene adipozytenspezifische ATGL-KO-Linien, die unter dem gleichen Promotor wie in
dieser Arbeit generiert wurden, weisen eine Gewichtszunahme im weil3en inguinalen und
braunen Fettgewebe, jedoch nicht im weilen gonadalen Fettgewebe auf.'9%'1° |n der
vorliegenden Untersuchung zeigte die 4-Hydroxytamoxifen-vermittelte Induktion des
adipozytenspezifischen ATGL-KOs ebenfalls einen deutlichen Phanotyp im braunen und
weilden inguinalen Fettgewebe. Diese waren makroskopisch deutlich vergroRert, wahrend das
gonadale Fettgewebe nicht sichtbar verandert war, was darauf schliefen lasst, dass sich der
induzierbare adipozytenspezifische ATGL-KO im weil3en inguinalen und braunen Fettgewebe
starker manifestiert als im wei3en gonadalen Fettgewebe. Dementsprechend waren auch die
Gewichte der verschiedenen Fettgewebe durch eine vermehrte Akkumulation von
Triglyceriden verandert. So waren die Gewichte des braunen und des inguinalen weillen
Fettgewebes im Verhaltnis zum Koérpergewicht basal vor Induktion der Myokardischamie und
nach 24 Stunden, 7 und 28 Tage Reperfusion héher im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese
Ergebnisse verdeutlichen die Bedeutung des ATGL-Knockouts flir die Regulation der
Fettgewebsmasse. Interessanterweise war das Gewicht des gonadalen weilten Fettgewebes

nur zu Beginn der Reperfusion nach 24 Stunden und 7 Tagen hoéher, jedoch basal und nach
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28 Tage Reperfusion unverandert. Dies kdnnte damit zusammenhangen, dass die Masse des
gonadalen weil3en Fettgewebes aufgrund der Myokardischamie in der Kontrollgruppe wahrend
der ersten Phase der Reperfusion im Vergleich zu der ATGL-KO-Gruppe abnimmt. Zusatzlich
zu den Gewichtsmessungen wurden nach 7 Tagen Reperfusion mikroskopische Analysen zur
Untersuchung der AdipozytengréRe durchgefihrt. Dabei zeigte sich im inguinalen weilten
Fettgewebe eine hdhere mittlere AdipozytengréRe, wahrend im gonadalen weillen Fettgewebe
nur ein Trend zu einer héheren mittleren AdipozytengréRe beobachtet wurde. Dies kénnte
entweder darauf zurickzufuhren sein, dass die Effekte des ATGL-KOs im inguinalen weifen
Fettgewebe starker ausgepragt sind als im gonadalen, oder daran liegen, dass die
beobachtete starkere Aktivierung der Lipolyse im inguinalen wei3en Fettgewebe im Vergleich
zum gonadalen dazu fiuhrt, dass die Adipozytengrofie in der Kontrollgruppe kleiner ist,

wahrend die gehemmte Lipolyse in der ATGL-KO-Gruppe zu groReren Adipozyten flhrt.

Der ATGL-KO hemmt die Lipolyse und beeinflusst somit den Lipidmetabolismus. Daher wurde
untersucht, ob dies auch die Lipidsynthese im weilten Fettgewebe wahrend der Reperfusion
beeintrachtigt. Es zeigte sich, dass die relative Genexpression des wichtigen
Transkriptionsregulators Srebp1c herunterreguliert war. Dies wurde in adipozytenspezifische
ATGL-KO-Mause und in ATGL-KO-Mause, die ATGL ausschlieBlich in Kardiomyozyten
exprimieren, unter Hochfettdiat, ebenfalls beobachtet.”>'"" Auch die Genexpression des
Pparg-Zielgens, Dgat2, welches den letzten Schritt der Triglyceridsynthese durch die
Umwandlung von Diglyceriden und Acyl-CoA in Triglyceride katalysiert,"'? war reduziert. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Fehlen von ATGL nicht nur die Lipolyse, sondern auch
die Lipogenese verringert, was moéglicherweise als Schutzmechanismus gegen ibermafige
Fettakkumulation und als Kompensationsmechanismus flr die reduzierte Freisetzung von

Fettsauren dienen konnte.

Eine Forschungsgruppe hat Adipokine im adipozytenspezifischen ATGL-KO-Modell
untersucht und festgestellt, dass die Genexpressionsspiegel von Lep im weillen Fettgewebe
bei KO-Mausen zu Beginn des Fastens niedriger sind als in der Kontrollgruppe und nach
langerem Fasten ansteigen, wahrend die Kontrollgruppe ein umgekehrtes Verhalten zeigt.
Zudem sind die Adipog-Spiegel zu Beginn des Fastens in der ATGL-KO-Gruppe ebenfalls
niedriger als in der Kontrollgruppe und sinken nach langerem Fasten weiter. Auch in der
Zirkulation ist die Konzentration von Leptin durch den ATGL-KO nach kirzerem Fasten
niedriger und nach langerem Fasten hoéher als in der Kontrollgruppe, wahrend das
zirkulierende Adiponektin in beiden Fastenperioden in der ATGL-KO-Gruppe niedriger

bleibt.’9? Daraus lasst sich schlieRen, dass der ATGL-KO die Regulierung der Adipokine
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beeinflusst. Auch hier wurde die endokrine Funktion des Fettgewebes durch den ATGL-KO
beeinflusst. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf dem Einfluss der adipozytenspezifischen
ATGL auf die Heilungsprozesse nach einem Myokardinfarkt. Daher wurden Adipokine
untersucht, die bei kardiovaskularen Erkrankungen eine Rolle spielen, darunter Adiponektin
und Leptin.""® Die relative Genexpression von Adipoqg war unabhangig von der
Reperfusionsdauer im inguinalen weiflen Fettgewebe herunterreguliert. Obwohl die mRNA-
Spiegel von Lep mit der AdipozytengroRe korrelieren,’* war die Expression von Lep im
inguinalen weillen Fettgewebe nach 7 Tagen Reperfusion herunterreguliert und zeigte nach
28 Tagen Reperfusion einen Trend zur Herunterregulation. Im gonadalen weillen Fettgewebe
war sie nach 28 Tagen Reperfusion herunterreguliert. Die durch den KO reduzierte relative
Genexpression von Adipokinen im weillen Fettgewebe scheint daher nicht nur Depot-
spezifisch, sondern auch vom Zeitpunkt der Reperfusion abhangig zu sein. Veranderungen
der Konzentrationen zirkulierender Adipokine infolge eines Myokardinfarkts sind bereits in der
Literatur beschrieben. So zeigt die Leptin-Konzentration in humanen Proben in den ersten
Tagen nach einem Myokardinfarkt einen Anstieg,''® wahrend die Adiponektin-Konzentration
sinkt.""® Deshalb war es wichtig zu untersuchen, wie sich die beobachteten Veranderungen
der Genexpression der Adipokine im weilten Fettgewebe auf die Zirkulation auswirken. Dazu
wurden Messungen 7 Tage nach Reperfusion durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit der
reduzierten Genexpression von Adipog im weilen Fettgewebe war die Konzentration von
Adiponektin in der Zirkulation durch den ATGL-KO vermindert. Die Leptin-Spiegel zeigten
keine Unterschiede zwischen den Gruppen, was darauf hindeutet, dass sich die
Veranderungen im Fettgewebe auf Genexpressionsebene nicht in der Zirkulation

widerspiegeln.

4.4 Hemmung der Lipolyse durch den ATGL-KO verschlechtert die
kardiale Funktion und verandert den kardialen Metabolismus

nach dem Myokardinfarkt

Im Allgemeinen spielt das Fettgewebe eine entscheidende Rolle im kardiovaskularen System,
sowohl in Bezug auf die Gesundheit als auch auf Erkrankungen.'"” Die Wechselwirkung
zwischen Fettgewebe und Herz wird in der Forschung untersucht, insbesondere im Hinblick
auf das Potenzial von Fettgewebe und Lipolyse als therapeutische Ziele bei der Behandlung
kardiovaskularer Erkrankungen.'”® Die Aufklarung dieser Zusammenhange erfordert ein
tieferes Verstandnis und eine Erweiterung dieses Forschungsbereichs. In dieser Studie zeigte
der experimentell induzierte Myokardinfarkt eine Aktivierung der Lipolyse, die durch erhdhte
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zirkulierende NEFA-Konzentrationen sowie erhdhte Phosphorylierung an PKA-Substraten und
HSL im subkutanen weil3en Fettgewebe charakterisiert ist. Deshalb wurde untersucht, wie sich
die Hemmung der Lipolyse im induzierbaren adipozytenspezifischen ATGL-KO-Modell auf die
kardiale Funktion auswirkt. Die raumliche Eingrenzung der ATGL-Hemmung erméglicht
Ruckschlisse auf den Einfluss nur der in Adipozyten exprimierten ATGL. Der durch die
Myokardischdmie nach 30 Minuten Reperfusion verursachte Anstieg der NEFA-
Konzentrationen wurde durch den ATGL-KO reduziert. Auch nach einer langeren
Reperfusionsdauer von 7 Tagen zeigte sich ein Trend zu niedrigeren NEFA-Werten in den
KO-Tieren. Diese Ergebnisse belegen, dass der ATGL-KO die durch die Myokardischamie

aktivierte Lipolyse erfolgreich reduziert.

Um herauszufinden, wie der ATGL-KO und die damit einhergehende Reduktion der Lipolyse
die kardiale Funktion beeinflusst, wurden bis zu 28 Tage nach der Myokardischamie
woOchentlich echokardiographische Analysen durchgeflhrt. Diese Analysen zeigten eine
starkere Verschlechterung der kardialen Dysfunktion durch den ATGL-KO im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Diese Verschlechterung wurde durch eine grélRere Abnahme der
linksventrikularen Ejektionsfraktion, der fractional area change, des Herzzeitvolumens und des
Schlagvolumens dargestellt. Dabei ist es wichtig anzumerken, dass die Parameter der
systolischen Pumpfunktion im basalen Zustand vor der Ischamie keine Unterschiede zwischen
den Gruppen zeigten. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der adipozytenspezifische ATGL-
KO die kardiale Funktion unter physiologischen Bedingungen nicht beeinflusst, jedoch nach
einer Myokardischamie die kardiale Dysfunktion verschlechtert. Passend zu diesen
Ergebnissen war die Narbe in den ATGL-KO-Tieren bei unveranderter Infarkigrofie groRer,
was auf einen Einfluss auf die Reparaturprozesse nach Infarkt hinweist. Diese Befunde sind
kontrovers zu der bisherigen Literatur, die eine Inhibition der adipozytenspezifischen ATGL
sowohl genetisch als auch pharmakologisch als protektiv bei verschiedenen Herzschaden
beschreibt. Verschiedene Modelle der pathologischen Herzbelastung wurden untersucht,
darunter die durch transversale Aorten-Konstriktion induzierte Druckuberlastung. Durch
Inhibition oder KO der ATGL kam es zu einer Verbesserung der kardialen Funktion was unter
anderem mit einer Abschwéachung der nach Druckiberlastung beobachteten kardialen
Lipidom-Veranderungen einherging.’68 Bei der durch das synthetische Katecholamin
Isoproterenol induzierten kardialen Dysfunktion wurden als zugrunde liegende Mechanismen
fur eine kardiale Funktionsverbesserung eine Reduktion der Isoproterenol-induzierten
Hochregulation von Galektin-3 und lipidomische Veranderungen identifiziert.268” Im Modell des
Myokardinfarkts wurde die Verbesserung der systolischen Funktion mit einer verbesserten
Leistung des Remote-Myokards assoziiert.’”® In einer weiteren Untersuchung zur
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trainingsinduzierten physiologischen Herzhypertrophie zeigt der adipozytenspezifische ATGL-
KO eine verringerte kardiale Fettsdureaufnahme und eine verminderte Entwicklung der
adaptiven physiologischen kardialen Hypertrophie,’? was in diesem Fall jedoch auch
nachteilig sein kénnte. Das in der vorliegenden Arbeit genutzte Modell zur Untersuchung der
Auswirkungen des adipozytenspezifischen ATGL-KOs im Rahmen des Myokardinfarkts wurde

meines Wissens nach bisher noch nicht in der Literatur beschrieben.

Der haufig genutzte pharmakologische ATGL-Inhibitor Atglistatin zur Hemmung der Lipolyse
ist in vielen Punkten zudem nicht vergleichbar mit einem adipozytenspezifischen ATGL-KO.
Atglistatin akkumuliert hauptsachlich im wei3en und braunen Fettgewebe sowie in der Leber,
jedoch in geringen Mengen auch in anderen Geweben wie Gehirn, Niere, Herz,
Skelettmuskulatur und Lunge.’?' Auch die Akkumulation von Lipidtropfen in Makrophagen
kann durch Atglistatin gesteigert werden.’??> Somit ist die Spezifitat fir das Fettgewebe
begrenzt, und die Leber als groRes metabolisches Organ kénnte durch die hohe Akkumulation
beeinflusst werden. Aullerdem reduziert die Behandlung mit Atglistatin die Zunahme des
Korpergewichts'?® sowie die Masse und die Grofke der Adipozyten des gonadalen weilten
Fettgewebes.® Dies deutet darauf hin, dass Atglistatin weitere Effekte hat, da bei Hemmung

der ATGL eine erhdhte Lipidakkumulation zu erwarten ware.

Die infolge des adipozytenspezifischen ATGL-KOs reduzierte kardiale Dysfunktion kann
verschiedene Ursachen haben. Eine zentrale Rolle kénnten dabei die reduzierten Spiegel von
Adiponektin spielen. Es wurde mehrfach berichtet, dass Adiponektin eine protektive Funktion
auf das Herz hat. Beispielsweise weisen Adiponektin-KO-Mause bei induzierter
Druckuberlastung eine verstarkte kardiale Hypertrophie und erhéhte Mortalitat auf, die durch
den Adenovirus-vermittelten Adiponektin-Zusatz verbessert werden.'?* Im Modell der
Ischamie/ Reperfusion zeigen Adiponektin-KO-Mause einen gréReren Infarkt, erhdhte kardiale
Apoptose und TNF-a-Expression, die ebenfalls durch den Adiponektin-Zusatz verringert
werden. Dabei schitzt Adiponektin das Myokard, indem es die Apoptose durch die direkte
Aktivierung des AMPK-Signalwegs reduziert und die kardiale Produktion von TNF-a durch die
Aktivierung des Cyclooxygenase-2-Signalwegs hemmt.'?® In einer weiteren Studie zeigen
Adiponektin-KO-Mause nach einem Myokardinfarkt durch permanente LAD-Ligatur verstarkte
linksventrikulare Dilatation, Hypertrophie und kontraktile Dysfunktion.'?® Dariiber hinaus
reduziert Adiponektin den oxidativen/nitrosativen Stress nach einem Myokardinfarkt.'?”
Insgesamt schitzt Adiponektin das geschadigte Herz durch die Reduktion der Infarktgréiie,
der Entziindung, der Apoptose und des oxidativen Stresses. Auch die Behandlung mit dem

synthetischen Adiponektin-Rezeptor-Agonisten AdipoRon'?® zeigt kardioprotektive Effekte,
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beispielsweise durch Verbesserung der kardialen Dysfunktion nach einer Myokardischamie.'?°
Somit kdénnten die reduzierten Adiponektin-Spiegel den verschlechterten kardialen

Phanotypen erklaren.

Veranderungen im braunen Fettgewebe konnten ebenfalls zur verstarkten kardialen
Dysfunktion beitragen. Die Cre-vermittelte Rekombination unter dem Adipog-Promotor
induziert den ATGL-KO nicht nur im weiflen, sondern auch im braunen Fettgewebe. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe war das braune Fettgewebe durch den ATGL-KO deutlich
vergrofiert und eher weilllich als braun. Einige Studien berichten von der Rolle des braunen
Fettgewebes bei kardialen Erkrankungen. Es wurde gezeigt, dass das braune Fettgewebe im
murinen Modell infolge eines Myokardinfarkts aktiviert wird, was sich in einer
Gewichtszunahme des braunen Fettgewebes und einer erhéhten Genexpression von Ucp1
auBert. Dabei korrelieren die Ucp71-Spiegel mit dem AusmaR der kardialen Dysfunktion.'30
Zudem zeigt das braune Fettgewebe protektive Eigenschaften bei verschiedenen Modellen
der Herzschaden, darunter hypertensive Herzerkrankungen,'¥' Katecholamin-induzierte
kardiale Belastung'®® und Myokardinfarkt.'32.133 Der adipozytenspezifische ATGL-KO flihrt zur
Umwandlung des braunen Fettgewebes in einen weillen Fettgewebe-ahnlichen Phanotyp und
reduziert die Expression von UCP1.7%1% AuRerdem kommt es zu einer ausgepragten Bildung
von crown-like structures und einer erhohten Expression inflammatorischer Marker.'3* All diese
Veranderungen kdnnen zu einem Funktionsverlust des braunen Fettgewebes fuhren und somit

die kardioprotektiven Eigenschaften beeintrachtigen.

Da eine Myokardischdmie mit Veranderungen im kardialen Substratmetabolismus
einhergeht,?® wurden diese nach 24 Stunden Reperfusion im nicht-ischamischen Remote-
Bereich untersucht, welcher in dieser Studie durch das intraventrikulare Septum reprasentiert
wurde. Hierbei wurden die extrazellulare Sauerstoffverbrauchsrate und Ansduerungsrate
analysiert. Sauerstoff wird bei der ATP-Synthese durch die oxidative Phosphorylierung
verbraucht, weshalb seine Verbrauchsrate als Indikator fir die mitochondriale Respiration
dienen kann. Die Messung der Ansauerungsrate ermdglicht Rickschlisse auf das Ausmal}
der anaeroben Glykolyse. Analysen der metabolischen Veranderungen der zellularen
Respiration erfolgten basal und nach experimenteller Modifikation. In den ATGL-KO-Tieren
waren sowohl die basale als auch die durch FCCP entkoppelte Sauerstoffverbrauchsrate
hoéher als in der Kontrollgruppe, was auf eine erhdhte oxidative Phosphorylierung hinweisen
kdnnte. Ein Anstieg der Sauerstoffverbrauchsrate bzw. der oxidativen Phosphorylierung im
Remote-Bereich nach einem Myokardinfarkt wurde sowohl im experimentellen murinen

Modell'3% als auch bei Patienten beschrieben und konnte durch eine Behandlung mit B-Blocker
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gesenkt werden.'3® AulRerdem zeigte der nicht-ischdmische Remote-Bereich der ATGL-KO-
Herzen nach MPC-Hemmung eine starkere Substratabhangigkeit von Glukose. Diese erhdhte
Bedeutung von Glukose als Substrat ging mit einer erhdhten Genexpression von am
Glukosemetabolismus beteiligten Genen einher und kénnte durch eine Anpassung des
Metabolismus aufgrund der niedrigen zirkulierenden NEFA-Spiegel erklart werden.
Interessanterweise war auch die Genexpression von am Fettsduremetabolismus beteiligten
Genen erhoht, was ein kompensatorischer Mechanismus fur die verringerten NEFA-Spiegel
sein konnte. Im Gegensatz zu in vivo steht dem Herzgewebe im Rahmen dieses ex vivo-
Experimentes ad libitum Palmitat und Glukose zur Verfigung. Eine bereits vorhandene
Hochregulierung der metabolischen Gene koénnte somit eine erhdhte oxidative
Phosphorylierung beglinstigen und die erhdhte basale Sauerstoffverbrauchsrate erklaren.
Insgesamt deuten diese Veranderungen auf einen gestérten kardialen Metabolismus durch
den adipozytenspezifischen ATGL-KO hin und kénnten zu dem beobachteten Phanotyp nach
Myokardischamie flihren. Darliber hinaus dienen Fettsauren nicht nur als Hauptsubstratquelle
fur das Herz zur ATP-Produktion,?! sondern auch als wichtige Signalmolekiile. Beispielsweise
fihrt die Verabreichung der Fettsdure Palmitoleinsdure (C16:1n7) zu einer kardialen
Aktivierung der Expression von PPARa- und 0-Zielgenen, was mit kardioprotektiven
antifibrotischen und antiinflammatorischen Effekten im Modell der Isoproterenol-induzierten
Herzschadigung assoziiert wird.'3” Daher kénnte eine zeitgerechte oder gezielte Reduktion
der erhdhten Fettsdurespiegel vorteilhaft sein, wahrend eine chronische Reduktion der

Lipolyse, wie in der vorliegenden Studie, nachteilige Effekte haben kénnte.

4.5 Limitierung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit weist einige Limitierungen auf, so wurden beispielsweise ausschliellich
mannliche Mause untersucht, wodurch geschlechtsspezifische Unterschiede nicht
berlicksichtigt werden konnten. Es wurde im murinen Modell gezeigt, dass die periphere
Lipolyse nach einer Myokardischamie wahrend der Reperfusion aktiviert ist. Dafur ware die
Untersuchung von humanen Fettgewebsproben von gro3em Interesse, um herauszufinden,

inwiefern und welche Fettgewebsdepots infolge eines Myokardinfarkts beeinflusst werden.

Durch die Induktion des adipozytenspezifischen ATGL-KOs wurde die Lipolyse erfolgreich
gehemmt, jedoch war diese Hemmung chronisch und fand vor, wahrend und nach der
Myokardischamie statt. Somit fehlte die zeitliche Kontrolle fiir die Inhibition. Darliber hinaus
konnte ein solcher Eingriff in die genetische Ausstattung méglicherweise zu nicht identifizierten

unerwinschten Effekten fliihren. Um die genannten Punkte zu umgehen, ware die Verwendung
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eines adipozytenspezifischen ATGL-Inhibitors in einer geeigneten Formulierung als Vergleich
zum genetisch veranderten Modell eine vielversprechende Option. Dies kénnte den Transfer
auf den Menschen verbessern, insbesondere da kurzlich ein selektiver Inhibitor der humanen
ATGL entwickelt wurde.'® Hierbei ware die regelmaBige Messung der NEFA-Werte (iber einen
langeren Zeitraum wahrend und nach der Myokardischamie sinnvoll, um zeitgerecht eingreifen
zu kénnen. Auch die starke Modifikation des braunen Fettgewebes durch die genetische

ATGL-Hemmung darf nicht vernachlassigt werden.

Der adipozytenspezifische ATGL-KO fiihrte zu einer Verschlechterung der kardialen
Dysfunktion und zu Veranderungen im kardialen Metabolismus nach der Myokardischamie.
Zur detaillierten Aufklarung der zugrundeliegenden Mechanismen konnte eine Substitution des
kardioprotektiven Adipokins Adiponektin oder eines Adiponektin-Rezeptoragonisten eine
Méglichkeit darstellen. Dabei ist eine genaue Dosierung aufgrund des paradoxen Effekts
erforderlich. Eine weitere Option ware die Substitution der Fettsduren zu ausgewahlten

Zeitpunkten.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die adipozytenspezifische Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL) katalysiert den initialen
Schritt der Lipolyse und beeinflusst Heilungsprozesse bei verschiedenen kardialen
Erkrankungen. Die molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig verstanden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle der adipozytenspezifischen ATGL im Rahmen
des Myokardinfarkts in einem murinen Modell mit induzierbarem adipozytenspezifischem
ATGL-Knockout (KO) zu untersuchen. Dazu wurde in mannlichen C57BL/6J- sowie in ATGL-
KO- und Kontroll-Mausen experimentell eine 60-minltige Myokardischamie induziert, gefolgt
von verschiedenen Reperfusionszeitpunkten. Zur Beurteilung der lipolytischen Aktivitat
wurden die Konzentration nicht-veresterter Fettsduren (NEFA) sowie die Phosphorylierung
von Proteinkinase-A (PKA)-Substraten analysiert. Das weille Fettgewebe wurde untersucht
und zirkulierende Adipokine quantifiziert. Darliber hinaus wurden die kardiale Funktion, die
Narbengréfe und Veranderungen im kardialen Metabolismus bestimmt.

Die Konzentration zirkulierender NEFA sowie die Phosphorylierung von PKA-Substraten und
insbesondere von der hormonsensitiven Lipase im inguinalen weilRen Fettgewebe waren in
C57BL/6J-Mausen nach 30 Minuten Reperfusion erhdéht. ATGL-KO-Mause hingegen zeigten
nach 30 Minuten Reperfusion einen geringeren Anstieg der NEFA-Konzentration. Das weilie
und braune Fettgewebe waren in der ATGL-KO-Gruppe hypertrophiert. Darlber hinaus war
die Expression von Lipogenese-Genen und Adipokin-kodierenden Genen im weilen
Fettgewebe herunterreguliert und die Konzentration von zirkulierendem Adiponektin
verringert. Echokardiographische Analysen zeigten in den ATGL-KO-Mausen bis zu 28 Tage
nach Reperfusion eine verschlechterte kardiale Funktion, die mit einer vergréRerten Narbe
einherging. Das nicht-ischamische Remote-Myokard zeigte nach 24 Stunden Reperfusion
einen erhdhten Sauerstoffverbrauch, eine erhdhte Glukoseabhangigkeit sowie eine erhdhte
Expression von Genen, die am Fettsdure- und Glukosemetabolismus beteiligt sind.

Insgesamt fuhrte die Myokardischamie zu einer Aktivierung der Lipolyse wahrend der frihen
Reperfusion. Die Hemmung der Lipolyse durch den adipozytenspezifischen ATGL-KO fuhrte
zu einer verschlechterten kardialen Funktion, was mdglicherweise auf eine verminderte
Konzentration des kardioprotektiven Adipokins Adiponektin, einen Funktionsverlust des
braunen Fettgewebes, einen gestérten kardialen Metabolismus und eine verminderte
Konzentration von zirkulierenden Fettsduren als wichtige kardiale Substratquelle
zurtckzufiuihren ist. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die adipozytenspezifische
ATGL eine wesentliche, mdglicherweise protektive, Rolle in den Heilungsprozessen nach
Myokardinfarkt spielt und eine pharmakologische Hemmung der ATGL zur therapeutischen

Nutzung im Rahmen des Myokardinfarkts daher weiterer Untersuchungen bedarf.
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6 Summary

The adipocyte-specific adipose triglyceride lipase (ATGL) catalyzes the initial step of lipolysis
and influences healing processes in various cardiac diseases. However, the molecular
mechanisms are not yet fully understood.

The aim of the present study was to investigate the role of adipocyte-specific ATGL in the
context of myocardial infarction in a murine model with inducible adipocyte-specific ATGL
knockout (KO). For this purpose, 60 minutes of myocardial ischemia was experimentally
induced in male C57BL/6J as well as in ATGL-KO and control mice, followed by different
reperfusion time points. To assess lipolytic activity, the concentration of non-esterified fatty
acids (NEFA) and the phosphorylation of protein kinase A (PKA) substrates were analyzed.
White adipose tissue was examined and circulating adipokines were quantified. In addition,

cardiac function, scar size and changes in cardiac metabolism were determined.

The concentration of circulating NEFA, as well as the phosphorylation of PKA substrates and
especially of hormone-sensitive lipase in the inguinal white adipose tissue, were increased in
C57BL/6J mice after 30 minutes of reperfusion. In contrast, ATGL-KO mice showed a lower
increase in NEFA levels after 30 minutes of reperfusion. White and brown adipose tissue were
hypertrophied in the ATGL-KO group. In addition, the expression of lipogenesis genes and
adipokine-encoding genes was downregulated in white adipose tissue, and the concentration
of circulating adiponectin was decreased. Echocardiographic analyses showed worsened
cardiac function in the ATGL-KO mice up to 28 days after reperfusion, which went along with
an enlarged scar. The non-ischemic remote myocardium showed increased oxygen
consumption, increased glucose dependence and increased expression of genes involved in

fatty acid and glucose metabolism after 24 hours of reperfusion.

Overall, myocardial ischemia led to activation of lipolysis during early reperfusion. Inhibition of
lipolysis by the adipocyte-specific ATGL-KO resulted in impaired cardiac function, possibly due
to decreased levels of the cardioprotective adipokine adiponectin, loss of brown adipose tissue
function, impaired cardiac metabolism, and decreased levels of circulating fatty acids as a
major cardiac substrate source. The present results show that adipocyte-specific ATGL plays
an essential, possibly protective, role in the healing processes after myocardial infarction and
that pharmacological inhibition of ATGL for therapeutic use in the context of myocardial

infarction therefore requires further investigation.
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