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Zusammenfassung

Diabetes mellitus und Adipositas sind mit einer Akkumulation von intramuskuldren Lipiden in Form von
Lipid Droplets (LD) assoziiert. Vor dem Hintergrund einer hohen Privalenz und einer zunehmenden
Inzidenz der Erkrankungen in der westlichen Bevdlkerung, beschiftigt sich diese Arbeit mit den
Auswirkungen akkumulierender LD auf die Muskelfunktion in der diabetischen Skelettmuskulatur. LD
sind auch in gesunder Muskulatur zu finden und {ibernehmen bei korperlicher Aktivitét eine wichtige
Funktion in der Substratversorgung der arbeitenden Muskulatur. Sie bestehen aus einem Lipidkern und
einem umgebenden Monolayer aus Phospholipiden, in den unter anderem Perilipine (PLIN) eingelagert
sind. In dieser Arbeit stehen die Perilipine 2 und 5 im Fokus, die an der Regulation des muskuléren
Energiestoffwechsels beteiligt sind. Zusétzlich wird die Auswirkungen der Diabetes mellitus Erkrankung
auf das Protein Titin untersucht. Titin ist das groBte Protein des menschlichen Korpers und wird neben
Aktin und Myosin auch als drittes Myofilament bezeichnet. Es spannt sich im Sarkomer zwischen Z-
Streifen und dem Myosinfilament auf und hélt aufgrund seiner elastischen Eigenschaften und passiven
Spannung bei Dehnung die Filamente Aktin und Myosin in Position zueinander. Die Steife des Titins kann
iiber posttranslationale Veranderungen moduliert werden, was im Zuge dieser Arbeit untersucht wird.

Zur Analyse der Effekte der LD-Akkumulation auf Muskelkraft und Ermiidung wurde ein Mausmodell
sowohl fiir Diabetes mellitus Typ I mittels Streptozotocin (STZ)- Behandlung als auch fiir Diabetes
mellitus Typ II mittels STZ in Kombination mit High fat/ high sucrose (DIOSTZ) Futter erzeugt. Als
Referenzgruppe dienten Kontrollméuse ohne STZ- Behandlung bei Fiitterung mit Standardfutter. Die in
vitro Muskelkraftmessung wurde am praparierten M. soleus durchgefiihrt, wobei die maximale
isometrische tetanische Kraft (PO) sowie die Ermiidung gemessen wurde. AuBBerdem wurde mittels SDS-
Page und Western Blot Proteinanalysen durchgefiihrt. Dabei wurde eine Analyse des
Phosphorylierungslevels am Titin fiir die Position Serin 11878 und an der Proteinkinase C o (PKCa) fiir
die Position Threonin 497 durchgefiihrt. Ergénzend wurde biochemisch sowie immunhistochemisch die
relative Menge von PLIN 2 und 5 in den jeweiligen Versuschsgruppen bestimmt. Zur Korrelation mit der
Ermiidungsmessung wurden auflerdem immunhistochemisch an Muskelquerschnitten die
Muskelfasertypen- Verteilung analysiert. Als Arbeitshypothese wurde eine Beeintrichtigung der
Muskelkraft durch die akkumulierten LD angenommen und tatséchlich konnte in der DIOSTZ-
Versuchsgruppe eine signifikante Abnahme der PO um 59,38% beobachtet werden. In Bezug zur
Arbeitshypothese wurde sowohl immunhistochemisch als auch biochemisch eine deutliche Zunahme der
PLIN 2 (+27,9 £ 6,1%) und 5 (97,2% + 9,5%) als Surrogat Marker fiir LD in den DIOSTZ behandelten
Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. Im Vergleich der STZ-Tiere mit der Kontrolle
ergaben sich fiir PLIN2 zwar keine signifikanten Unterschiede, aber fiir PLINS eine Zunahme
(35,5%%8,2%). Dies gilt zum einen als Proof of Concept fiir die Erzeugung von LD in vivo aber zum
anderen bestétigen die Ergebnisse der PLIN-Analyse die Arbeitshypothese, sodass eine Akkumulation der
LD die Muskelkraft beeinflussen kann. In der Ermiidungsmessung zeigten sich iiberraschenderweise in
den diabetischen Versuchsgruppen eine langsamere Ermiidung Vergleich zur Kontrolle, was mit einer
erhohten PLINS Konzentration korreliert. In den diabetischen Mausgruppen kam es zu einer Abnahme der
Typ IIB Muskelfasern und zusitzlich in der DIOSTZ Gruppe zu einer Abnahme der Typ I und
korrelierenden Zunahme der Typ IIA Muskelfasern. Dies kann die langsamere Ermiidung nicht erkléren,
sodass die verstérkte Metabolisierung der LD als Erklarung herangezogen wird. Fiir die Analyse des Titins
ergab sich eine Hypophosphorylierung im diabetischen M. soleus, trotz erhohter PKCa- Aktivitit, was
ebenso die reduzierte Muskelkraft erklédren kann. Die Ergebnisse beweisen eindeutig die Beeintrachtigung
der Muskelfunktion im Diabetes melittus Typ II Modell, jedoch ergibt sich Forschungsbedarf zur
Aufklarung der pathophysiologischen Mechanismen.



Abstract

Diabetes mellitus and obesity are associated with an accumulation of intramuscular lipids in the form of
lipid droplets (LD). Given the high prevalence and increasing incidence of these conditions in the Western
population, this study focuses on the effects of accumulating LD on muscle function in diabetic skeletal
muscle. LD are also found in healthy muscle and play an important role in substrate supply to working
muscles during physical activity. They consist of a lipid core surrounded by a phospholipid monolayer in
which perilipins (PLIN) are embedded. This study focuses on perilipins 2 and 5, which are involved in the
regulation of muscular energy metabolism. Additionally, the effects of diabetes mellitus on the muscle
protein titin are examined. Titin is the largest protein in the human body and, along with actin and myosin,
is also referred to as the third myofilament. It spans the sarcomere between Z-discs and the myosin
filament, maintaining the filaments of actin and myosin in position relative to each other due to its elastic
properties and passive tension during stretching. The stiffness of titin can be modulated by post-
translational modifications, which are examined in this study. To analyze the effects of LD accumulation
on muscle strength and fatigue, a mouse model was generated for both type I diabetes mellitus using
streptozotocin (STZ) treatment and type 1I diabetes mellitus using STZ in combination with high fat/high
sucrose (DIOSTZ) diet. Control mice without STZ treatment fed with standard diet served as the reference
group. In vitro muscle strength measurement was performed on the prepared M. soleus, measuring
maximum isometric tetanic force (PO) and fatigue. Additionally, protein analyses were performed using
SDS-PAGE and Western blotting, including an analysis of phosphorylation levels on titin at position
serine 11878 and on protein kinase C o (PKCa) at position threonine 497.Furthermore, the relative amount
of PLIN 2 and 5 in the respective experimental groups was determined biochemically and
immunohistochemically. Immunohistochemical analysis of muscle cross-sections was also conducted to
correlate with fatigue measurement by analyzing muscle fiber type distribution.

As a working hypothesis, a decrease in muscle strength due to accumulated LD was assumed, and indeed,
a significant decrease in PO of 59.38% was observed in the DIOSTZ experimental group. Consistent with
the working hypothesis, a significant increase in PLIN 2 (+27,9% =+ 6,1%) and 5 (97,2% =+ 9,5%) as
surrogate markers for LD was found both immunohistochemically and biochemically in DIOSTZ-treated
mice compared to the control group. While there were no significant differences for PLIN2 between STZ-
treated mice and the control, an increase was observed for PLINS (35.5%+8.2%). This serves as proof of
concept for the generation of LD in vivo, and the results of the PLIN analysis confirm the working
hypothesis, indicating that accumulation of LD influence muscle strength. Surprisingly, fatigue
measurement showed slower fatigue in the diabetic experimental groups compared to the control, which
correlated with an increased PLINS concentration. In terms of muscle fiber composition, there was a
decrease in type IIB muscle fibers in the diabetic mouse groups, and additionally, in the DIOSTZ group,
there was a decrease in type I fibers and a corresponding increase in type IIA muscle fibers. This cannot
explain the slower fatigue, so increased LD metabolism is used as an explanation. Analysis of titin
revealed hypophosphorylation in diabetic M. soleus, despite increased PKCa activity, which could also
explain the reduced muscle strength. The results clearly demonstrate impairment of muscle function in the
type II diabetes mellitus model, but further research is needed to elucidate the pathophysiological
mechanisms.
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1 Einleitung

1.1 Anatomie der quergestreiften Muskulatur

Da sich diese Forschungsarbeit in groflen Teilen mit der Funktion der Skelettmuskulatur beschéftigt, ist es
zum Verstindnis der komplexen Funktionsweise, notwendig die Anatomie der Skelettmuskulatur als
Grundlage fiir die Funktionsweise hier darzustellen.

Der Anteil des Muskelgewebes am Kdrpergewicht des Menschen betriagt ungefahr 40%, wobei bis zu 75%
der Proteine des menschlichen Korpers enthalten sein konnen [1]. Dabei unterliegt die Muskelmasse
vielen Einfliissen wie dem Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese und -degradation, dem
Erndhrungszustand, dem Hormongleichgewicht und Trainingszustand, aber auch Krankheiten oder
Verletzungen [1]. Trotz dieser mannigfaltigen Einwirkungen folgt die Anatomie der Muskulatur einem
komplexen Bauplan. Das Muskelgewebe ist nicht nur dafiir verantwortlich chemische Energie in
mechanische Energie umzusetzen und damit Kérperbewegung zu ermoglichen, sondern ist vielmehr auch
an der Warmeproduktion, der Speicherung wichtiger Substrate und dem Verbrauch des GroBteils von
Sauerstoff und Nahrstoffen wahrend korperlicher Aktivitét beteiligt [1]. Neben den zahlreichen weiteren
Funktionen des Muskelgewebes spielt die Muskulatur mittels Metabolisierung von Glukose und
Fettsdureoxidation auch eine Schliisselrolle in der systemischen Energichomoostase [2]. Zunéchst wird
jedoch der anatomische und histologische Autbau der Skelettmuskulatur als Basis fiir das Versténdnis der
komplexen physiologischen Vorgidnge bei der Muskelkontraktion und Kraftentwicklung dargestellt.

1.1.1 Histologischer Aufbau der Skelettmuskulatur

Die Grundbaueinheiten der Skelettmuskulatur sind die Muskelfasern, die aus vielkernigen Synzytien
bestehen, bis zu 10 cm lang sein kdnnen und einen Durchmesser von bis zu 100 um haben [3],[4]. Die
Funktionseinheit der Skelettmuskulatur ist das Primérbiindel (Abb.1), was von ca. 100 parallel
verlaufenden Muskelfasern gebildet wird. Innerhalb des Primérbiindels wird jede Muskelfaser von
bindegewebigen Fasern, dem Endomysium, umgeben. Die Primérbiindel werden im Ganzen von einer
bindegewebigen Verschiebeschicht, dem Perimysium internum, umgeben, sodass ein Gleiten der
Funktionseinheiten ermdglicht wird, was eine Langenédnderung ermoglicht. Weiterhin kann man
unterteilen in Sekundérbiindel, die von mehreren Priméirbiindeln und dem umgebenden Perimysium
externum gebildet werden. Die Gesamtheit aller Sekundérbiindel und das umgebende Epimysium bilden
schlieBlich den Gesamtmuskel. Der Gesamtmuskel wird von einer Faszie umgeben, die den
Gesamtmuskel verschieblich gegen das umgebende Gewebe abgrenzt und mit dem Epimysium verbunden
ist [3]. Da die Skelettmuskulatur, wie bereits beschrieben, chemische Energie in mechanische Energie
umwandelt, ist eine Versorgung des Gewebes mit Substraten und O2 sowie ein Abtransport von
Metaboliten essenziell. Dafiir gibt es innerhalb des Endomysiums ein reich entwickeltes Geflecht aus
Kapillaren um die einzelnen Muskelfasern [3]. Motorische Nerven bilden an der Skelettmuskulatur eine
motorische Endplatte, iiber die die Muskulatur willkiirlich erregt werden kann. Die Axone der efferenten
Neurone verzweigen sich baumartig und bilden anschliefend mehrere motorische Endplatten. Die
Gesamtheit aus motorischem Neuron und den innervierten Muskelfasern bezeichnet man als motorische
Einheit. Abhéngig von der Grofle der motorischen Einheit sind grobmotorische oder aber auch
feinmotorische Bewegungen moglich[5],[3].



Myofilamente

Muskelfaser Myofibrille Sarkomer

Abb. 1 Histologische Anatomie des Skelettmuskels

Dargestellt ist die Hierarchie der Skelettmuskel- Histologie, ein Sekundarbiindel besteht aus mehrere Primérbiindeln, die
wiederum aus mehreren Muskelfasern bestehen, eine Muskelfaser besteht aus den Myofibrillen, die sich aus den Myofilamenten
Myosin und Aktin zusammensetzen; die kleinste Grundbaueinheit des Skelettmuskels ist das Sarkomer, Abbildungen entnommen
aus Servier Medical Art 2024 [6], Lizenz unter: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Betrachtet man eine Skelettmuskelfaser unter dem Lichtmikroskop (Abb. 2), erkennt man die
charakteristische Querstreifung sowie mehrere durch die Myofilamente Aktin und Myosin an den Rand
gedriangte Zellkerne unterhalb des Sarkolemms, das die Zellmembran der Muskelfaser darstellt [5],[7].
Um zu verstehen, wie diese charakteristische Querstreifung entsteht, muss man die Ultrastruktur der
Muskelfasern genauer betrachten. Biindel aus dicht gepackten Myofibrillen mit einem Durchmesser von
ungefihr 1um bilden die Muskelfasern und erstrecken sich iiber die gesamte Linge. Myofibrillen
wiederum bestehen aus parallel angeordneten Myofilamenten, die hauptsichlich aus den fiir die
Muskelkontraktion verantwortlichen Proteinen Aktin und Myosin bestehen [8],[7]. Dabei werden
Aktinfilamente gemal ihrem Durchmesser als diinne Filamente (6nm) und Myosinfilamente (15nm) als
dicke Filamente bezeichnet [S]. Zudem sind die Aktinfilamente mit Troponin und Tropomyosin assoziiert,
die ebenso zu den diinnen Filamenten gezéhlt werden [3]. Entlang der Myofibrillen lagern sich parallel die
Mitochondrien an. Frontera und Ochala beschreiben, dass die Mitochondrien in der gesamten Muskelfaser
ein dreidimensionales Netzwerk bilden und damit die Energiebereitstellung fiir den Querbriickenzyklus
sichern [1]. Myofibrillen und Mitochondrien fiillen fast das gesamte Sarkoplasma der Muskelzelle aus und
drangen die Zellkerne an den Rand der Zelle. Im gesamten Sarkoplasma der Muskelzelle sind zudem
Glykogen Einschliisse und Fetttropfchen zu finden [3]. Die lichtmikroskopisch sichtbare Querstreifung ist
Ausdruck des komplexen und streng geordneten Bauplans der Muskulatur.
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Abb. 2 Skelettmuskulatur unter dem Lichtmikroskop

a) Dargestellt ist die Skelettmuskulatur unter dem Lichtmikroskop, zu erkennen ist hier die charakteristische Querstreifung
der Skelettmuskulatur mit an den Rand gedringten Zellkernen, Mafstab £ 20pum; modifiziert nach OpenStax, Anatomy
and Physiology https://openstax.org/books/anatomy-and-physiology/pages/references , Lizenz unter:
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ ; [9]

b) Schematische Darstellung der histologischen Ultrastruktur eines Sarkomers mit den Myofilamenten Aktin und Myosin
sowie dem Titin als molekulare Basis der Querstreifung, Aktin ist am Z- Streifen verankert und interagiert mit den
Myosinkdpfchen, das Titin reicht vom Z- Streifen bis zum Myosinmolekiil und stabilisiert die Sarkomer, im &ufleren
Bereich der A-Bande iiberlappen sich Aktin und Myosin, wobei im Inneren der A-Bande nur Myosin zu finden ist, in
der I-Bande befindet sich das Aktin, Abbildung erstellt mit entnommenen und modifizierten Grafiken von [6]

¢) Skelettmuskulatur in der Fluoreszenzmikroskopie zur Darstellung der Skelettmuskelzellen im Querschnitt,
immunhistochemische Anfarbung der Muskelfasertypen, rot flureszierender Sekundérantikérper (maximale Emission
590nm) & Typ I, griin flureszierender Sekundérantikdrper (maximale Emission 520nm) £ Typ IIA, blau/ungefarbt
flureszierender Sekundarantikorper (maximale Emission 450nm) 2 Typ IIB; Schnittdicke: 8 pm; 20fache VergroBerung,
MaBstab £ 50um, histologisches Bild aus der eigenen Forschungsarbeit

Die Querstreifung (Abb.2) entsteht durch eine periodische Abfolge von helleren und dunkleren Streifen,
die auch als Banden bezeichnet werden. Die Banden werden nach ihrer Lichtbrechung unter dem
Polarisationsmikroskop als A-Bande (anisotrop lichtbrechend) und I Bande (isotrop lichtbrechend)
bezeichnet [3],[7],[10]. In der Ultrastruktur finden sich in der A-Bande vor allem parallel ausgerichtete
Mpyosinfilamente [11], die aus einem Schwanzteil und einer Kopfdoméne bestehen und einen Abstand von
ungefahr 45nm [3] zueinander haben, was die strenge Ordnung der Myofilamente unterstreicht. Im jeweils
duferen Drittel der A-Bande sind beidseitig die Kopfdoménen des Myosin Molekiils lokalisiert. Geméf
der periodischen Abfolge von A und I Banden wird die A Bande logischerweise beidseits von [ Banden
flankiert, die in der Ultrastruktur aus parallel angeordneten Aktinfilamenten bestehen [11],[7], [10].
Abhingig vom Kontraktionszustand der Muskulatur iiberlagern sich die Aktin- und Myosinfilamente mehr
oder weniger, sodass folglich Aktin und Myosin aneinander vorbeigleiten [5], [8]. Die Aktinfilamente
ragen bis in die dulleren Anteile der A- Bande, sodass der in der Mitte liegende Bereich ausschlieBlich aus
Mpyosinfilamenten ohne Kopfdoméne und ohne Aktinfilamente besteht, daher erscheint dieser Bereich
lichtmikroskopisch heller. Am M-Streifen, bestehend aus Proteinen wie Myomesin, M-Linie Proteine und
3


https://openstax.org/books/anatomy-and-physiology/pages/references

Kreatinkinase, sind die Myosinfilamente mittig im Sarkomer verankert [3],[10]. Mittig in der I Bande
findet man eine schmale dunkle Linie, die sogenannte Z-Scheibe. Diese Z- Scheibe definiert die dufleren
Grenzen eines Sarkomers, sodass ein Sarkomer aus zwei I- Banden und einer mittig liegenden A- Bande
besteht [3],[10]. In der Z Scheibe sind die Aktinfilamente mittels Proteine wie beispielsweise a-Aktinin,
Z-Protein oder Vinculin befestigt [5]. Die Myofibrillen bestehen aus vielen aneinandergereihten
Sarkomeren, die damit die kontraktile Grundeinheit der Myofibrillen bilden. Unter physiologischen
Bedingungen und im Ruhezustand messen die Sarkomere ungeféhr 2,2 -2,5um [12],[10]. Bei einer
Muskelkontraktion verkiirzen sich die beiden I- Banden, die A- Bande hingegen bleibt in ihrer Linge
konstant [3], [11], [10].

Die beachtliche Kraft der Skelettmuskulatur erklért die Notwendigkeit dieser strikten Anordnung der
einzelnen Proteine. Dabei sind um ein Myosinfilament je sechs Aktinfilamente angeordnet und jedes
Aktinfilament ist mit zwei Myosinfilamenten assoziiert [3]. Da Aktin und Myosin die Kraftentwicklung
ermoglichen, ist es nicht verwunderlich, dass die beiden Myofilamente ungefiahr 70%-80% des gesamten
Proteingehalts einer Muskelfaser ausmachen [1].

1.1.2 Zytoskelett und Strukturproteine

Damit die mechanische Kraft, die aus der Interaktion von Aktin und Myosin resultiert, auch auf die
Umgebung und das kndcherne Skelett iibertragen werden kann, spielen die Strukturproteine sowie das
Sarkolemm eine entscheidende Rolle [13]. An der Ubertragung der mechanischen Kraft von der
Muskelfaser auf das Endomysium und schlieBlich auf die Sehnen sind die Costamere beteiligt. Die
Costamere sind Proteinkomplexe, die das Sarkolemm stabilisieren und in Hohe der Z- Scheiben
ringférmig um die Muskelfaser verlaufen [3]. Damit ermdglichen die Costamere und die damit
assoziierten Intermediédrfilamente eine mechanische Verbindung der Sarkomere der Muskulatur mit der
extrazelluldren Matrix beziehungsweise der Basallamina der Muskulatur, wodurch Kréfte von den
Sarkomeren auf das extrazelluldre Gewebe, aber auch von dem extrazelluliren Gewebe auf die
Sarkomere, {ibertragen werden konnen [14], [13]. Das erklart, dass Defekte der Costamer- Proteine auch
zu einer Muskeldystrophie fiihren konnen [14]. Costamere bestehen aus multiplem Proteinen,
beispielsweise aus dem Dystrophin-Glykoprotein Komplex und dem Vinculin—Talin—Integrin Komplex,
die beide groBe Bedeutung fiir die Muskelfunktion haben [15]. Uber den Dystrophin Glykoprotein
Komplex kommt es nicht nur zu einer Stabilisierung der Zellmembran, vielmehr stellen diese Proteine
eine Verbindung zwischen der extrazelluldren Matrix und dem filamentidren Aktin und somit de
kontraktilen Elementen her [14],[16],[17]. Auch Vinculin und Talin sind Proteine des Zytoskeletts und
essenziell fiir die Bindung des Aktins an die Plasmamembran sowie Bestandteil der Costamere [16]. Die
Costamere gehdren zu hochspezialisierten Adherens Junctions der Muskelfasern, die eine Kontaktzone
zwischen Sarkolemm und den Myofibrillen bilden und auch an der Kraftiibertragung der Muskulatur
beteiligt sind [16],[17]. Damit ist das Zytoskelett von grofler Bedeutung und verleiht den Muskelzellen
eine erhdhte Stabilitit, indem es als mechanisches Stiitzgeriist dient, was aber dennoch eine Anderung der
Form ermdglicht [3]. Auch das Intermedidrfilament Desmin ist Bestandteil der Costamere [13],[3].
Desmin trégt durch die Verbindung der kontraktilen Myofilamente mit dem Sarkolemm zur strukturellen
Stabilitit der Zelle wahrend der Kraftiibertragung bei [14],[13]. Es kann also durch die Verbindung des
Zytoskeletts mit dem Sarkolemm bei einer Kontraktion zu einer Verkleinerung des intrazelluliren Raumes
kommen.

1.1.3 Sarkoplasmatisches Retikulum

Im Muskelgewebe wird das endoplasmatische Retikulum als sarkoplasmatisches Retikulum (SR)
bezeichnet und besitzt eine besondere Funktion und Morphologie. Das SR in der Muskulatur besteht aus
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membranumbhiillten Schlduchen, die parallel zur Léngsachse der Muskelfaser angeordnet sind und daher
auch als Longitudinal System (L-System) bezeichnet werden. Es umspannt die Myofibrillen und die
einzelnen Schlduche sind netzférmig miteinander verbunden. Eine weitere Besonderheit betriftt das
Sarkolemm, das schlanke sowie schlauchféormige Einstiilpungen bildet und auch als Transversaltubuli oder
kurz T- System bezeichnet wird [3],[18]. Das schlauchférmige SR tritt in enge rdumliche Nahe zu den
Transversaltubuli und bildet im Bereich des T-Tubulus zirkuldr um die Myofibrillen laufende terminale
Zisternen. Die longitudinalen Sarkotubuli des sarkoplasmatischen Retikulums miinden schlieBlich in die
terminalen Zisternen in der Néhe des T- Systems [3]. Die Transversaltubuli sind immer quer zu den
longitudinalen Tubuli des L-Systems orientiert. In enger rdumlicher Beziehung zu den Transversaltubuli
finden sich jeweils zwei der terminalen Zisternen des SR, was auch als Triade bezeichnet wird [5], [1] und
eine besondere Bedeutung fiir die elektromechanische Kopplung hat. (Abb. 3)
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Abb. 3 Tubulussystem des sarkoplasmatischen Retikulums

Darstellung des Tubulussystems der Skelettmuskulatur, der longitudinale Tubulus geht in die Terminalzisterne {iber, die in enger
rdumlicher Ndhe zum Transversaltubulus liegt, aus zwei Terminalzisternen zusammen mit einem Transversaltubulus ergibt sich
die sogenannte Triade, der Transversaltubulus ist aufgrund seiner Anatomie dazu geeignet, die Erregung iiber Ca?" Freisetzung in
die Tiefe der Muskulatur fortzuleiten, woriiber eine schnelle Erregung der gesamten Muskulatur erméglicht wird; modifiziert nach
OpenStax, Anatomy and Physiology https://openstax.org/books/anatomy-and-physiology/pages/references, Lizenz unter:
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ [9]

Die Bestandteile der Triade sind iiber junktionale Kanalkomplexe verbunden, die die terminalen Zisternen
mit dem T-Tubulus verbinden und bei der elektromechanischen Kopplung von hoher Relevanz sind. Die
Briickenproteine bestehen aus zwei verschiedenen Proteinen, dem spannungssensiblen
Dihydropyridinrezeptor am T-Tubulus und dem Ryanodinrezeptor in der Membran der Terminalzisternen;
wobei der Ryanodinrezeptor einen speziellen Kalziumkanal darstellt [3],[19]. Die Funktion des SR ist die
Speicherung von Kalzium [1],[19]. Bei einer Anderung des Membranpotentials durch ein
Aktionspotential, wird diese Anderung vom spannungssensible Dihydropyridinrezeptor erfasst. Dadurch
verdndert sich seine Konformation, was sich dann auf den Ryanodinrezeptor iibertrigt, sodass dieser
durchlissig fiir Kalziumionen (Ca?") wird und diese aus dem SR in das Zytosol der Zelle strémen kénnen

[19],[3].
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1.2 Die Sarkomerproteine Aktin, Myosin und Titin

Aktin und Myosin

Zum Verstindnis der Filamentgleittheorie ist ein grobes Versténdnis iiber die Eigenschaften der Proteine
Aktin und Myosin hilfreich. Aktin und Myosin werden in der Muskulatur stark exprimiert und sind durch
ihre Anordnung zueinander hauptsichlich an der Ausbildung der Sarkomere beteiligt [8], [7], [10].

Die Interaktion von Aktin und Myosin stellt die elementare Grundlage der Muskelkontraktion dar. Das
filamentdre Aktin besteht in der Ultrastruktur aus ca. 400 globuldren Aktinmonomeren (G-Aktin), die sich
nach ATP-Hydrolyse zu einer doppelstringigen Helix (F-Aktin) zusammenlagern [20],[21]. In
regelmiBigen Abstinden sind dem filamentiren Aktin wichtige Regulatorproteine wie Tropomyosin und
Troponin angelagert [12].

Sarkomer
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Abb. 4 Aktin- und Myosinfilamente und ihre Anordnung

Dargestellt ist der molekulare Aufbau der beiden Myofilamente Aktin und Myosin sowie ihre Interaktion miteinander, im
Sarkomer wird deutlich, dass Aktin als eine Art Geriist dient, an dem Myosin entlang gleiten kann; am Aktin sind die
regulatorischen Proteine und deren Position dargestellt, dabei sind Troponin und Tropomyosin wichtige Proteine fiir die
Regulation des Querbriickenzyklus, am Myosinfilament ist die Anordnung der wichtigen Kopfdoméne sowie die
Zusammenlagerung der Schwanzregion dargestellt, exemplarisch sind die jeweiligen Bindestellen fiir den Querbriickenzyklus
markiert, es wird deutlich, dass es mehrere Bindestellen am Aktin gibt, sodass das Myosin Molekiil nach Konformationsdnderung
durch ATP-Hydrolyse an einer differierenden Bindestelle des Aktin- Molekiils binden kann und es dadurch zu einer Anderung der
Sarkomer Lénge kommen kann. Abbildung modifiziert nach OpenStax, Anatomy and Physiology
https://openstax.org/books/anatomy-and-physiology/pages/references, Lizenz unter: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/;
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Da Myosin und seine Isoformen eine entscheidende Rolle fiir die Muskelfunktion spielen, werden im
Folgenden kurz die Ultrastruktur des Myosins (Abb.4) und die Unterschiede der Myosin Isoformen
erldutert. In der Muskulatur kommt vor allem Myosin Typ II vor und ist dort als molekularer Motor
zusammen mit Aktin fiir die Kraftentwicklung verantwortlich [3],[22]. Ein einzelnes Myosin Molekiil ist
ein Hexamer bestehend aus sechs Polypeptidketten, die dem Gewicht nach in schwer und leicht eingeteilt
werden. Das Hexamer besteht insgesamt aus zwei schweren Ketten mit einem Molekulargewicht von 220
kilo Dalton (kDA) und vier leichten Myosinketten mit einem Molekulargewicht von ca. 20 kDA [12],[22].
Die schweren Ketten bestehen aus einem Schwanzteil, einem Halsstiick und einer globuldren
Kopfdoméne, wobei die Schwanzteile der beiden schweren Ketten umeinandergeschlungen sind und auf
diese Weise eine stabformige Struktur bilden [12],[3]. Im Myosinfilament bilden die
umeinandergeschlungenen Schwanzteile des Myosin Molekiils das Riickgrat der Myosinfilamente aus
dem seitlich die Kopfdoménen herausragen, die damit an die benachbarten Aktinfilamente binden kénnen
(Abb. 4) [12]. Eine katalytische Doméne im Kopfteil des Molekiils kann ATP hydrolysieren und zeitgleich
an Aktin binden, was auch als Querbriicke bezeichnet wird [12], [3].

1.2.1 Titin als drittes Myofilament

Neben den beiden Myofilamenten Aktin und Myosin gibt es mit Titin ein weiteres drittes Myofilament mit
elementar wichtiger Funktion fiir die Stabilitit des Sarkomers sowie der Uberlappung von Aktin und
Myosin, insbesondere bei Langendehnung der Muskulatur. Titin (0,6 um-1-2pm) verbindet die
Myosinfilamente im Zentrum der A-Bande mit dem Z- Streifen und stabilisiert dariiber die Sarkomere.
Das Titinfilament (Abb. 5) reicht damit beidseits vom Z- Streifen bis in die Mitte des Sarkomers [23],
[24],[25]. Die stabilisierenden Eigenschaften kdnnen an einer Arbeit von Huxley und Hanson verdeutlich
werden. Nach Extraktion von Aktin und Myosin aus den Sarkomeren behielten die Sarkomere ihre Linge
und nach Langendehnung kehrten diese auf die Ursprungsliange zuriick, was verdeutlicht, dass Titin neben
stabilisierenden auch elastische Eigenschaften besitzt [11]. Somit hélt Titin iiber die N-terminale Bindung
an den Z- Streifen und die C-terminale Bindung an die Myosinfilamente [23], die Filamente Aktin und
Myosin in Position zueinander und erlaubt damit die korrekte mikroskopische Ausrichtung [26]. Gemél3
seinen elastischen und stabilisierenden Eigenschaften lisst sich das Titinprotein in einen Bereich mit eher
steiferen Eigenschaften, gebunden an Myosin in der A Bande, und eine Bereich mit elastischeren
Eigenschaften in der I- Bande unterteilen [26], [27] ,[28]. Durch die eben benannten Eigenschaften des
Titins werden die Myosinfilamente im Zentrum des Sarkomeres positioniert [26], [23], [29], was
schlieBlich eine Uberlappung der Aktin und Myosinfilamente erméglicht.
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Abb. 5 Titin des Skelettmuskels,

dargestellt ist das Titin des Skelettmuskels mit seiner N2A Isoform sowie der PEVK-Region und der beiden Immunglobulin (Ig)
dhnlichen Domiénen, Befestigung am Z Streifen beidseits sowie am Myosinfilament, weiterhin sichtbar sind die beiden
Myofilamente Aktin und Myosin. Zusétzlich dargestellt ist die A-Banden Region des Titins und eine GroBansicht der I-Banden
Region des Titins, Abbildung erstellt mit entnommenen und modifizierten Grafiken von [6], Lizenz unter:
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Titin, als grofites Protein des Menschen [23],[30], hat {iber seine gesamte Lange hinweg unterschiedliche
Funktionen, die sich auch auf molekularer Ebene wiederfinden. Das Protein besteht zum Grof3teil aus
repetitiven Elementen, die sich aus Fibronektin Typ 3 in Kombination mit Immunglobulin &hnlichen
Doménen oder nur aus Immunglobulin dhnlichen Doméinen zusammensetzen. In der A-Bande enthalten
die Bauelemente zum Teil auch Fibronektin Typ 3 Dominen [31],[32]. Die Anteile des Titins in der I-
Bande setzen sich vor allem aus Immunglobulin dhnlichen Doménen ohne Fibronektin Typ 3 Doménen
zusammen, welche mit den elastischen Eigenschaften sowie der Dehnbarkeit des Titins assoziiert sind
[32]. Daraus ergibt sich auch die geringere Dehnbarkeit des Titins in der A-Bande im Vergleich zum Titin
in der I- Bande.

Die elastischen Eigenschaften des Titins beruhen auf einer frei verlaufenden Doméne, die dhnlich einer
spiraligen Feder aufgebaut [3] und von groBer Bedeutung sind, da durch diese die Myofilamente nach
einer Dehnung der Muskulatur in ihre urspriingliche Position und somit in ihre urspriingliche Uberlappung
zuriickkehren und die erneute Kraftentwicklung ermoglicht wird [3],[11],[33],[34]. Dabei kann das Titin
auf das dreifache der Ruheldnge gedehnt werden [27]. Die elastischen Eigenschaften liegen auf
molekularer Ebene begriindet. So besteht die elastische Region des Titins im Skelettmuskel (Abb.5) aus
rund 100 Immunglobulin dhnlichen Doménen und einer einzigartigen PEVK- Region [31],[32],[35]. Die
Namensgebung der PEVK- Region geht auf die dominierenden Aminoséuren Prolin (P), Glutamin (E),
Valin (V) und Lysin (K) zuriick [36]. Im Skelettmuskel ist die PEVK-Region grofer als im Herzmuskel
und besteht aus ca. 2174 Aminoséuren. Sie liegt zentral in der [-Bande und wird beidseitig flankiert von
einer Immunglobulin ghnlichen Sequenz [35]. Die Immunglobulin dhnlichen Doménen treten als Tandems
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auf und sind iiber eine flexibles Verbindungstiick aneinandergebunden [32]. Zusétzlich befindet sich
zwischen den Immunglobulin &hnlichen Doménen und der PEVK- Region im Skelettmuskel noch die
Exons der N2A Isoform (Abb. 5). Das humane Protein Titin besteht trotz seiner Grofe aus nur einem, 364
Exons enthaltenden, Gen, das alternativ gespliced wird, sodass durch Exon skipping Isoformen
unterschiedlicher Lange entstehen, von denen in der Skelettmuskulatur nur N2A vorkommt [23],[35],[33].

Das Titin ist aufgrund seiner elastischen Eigenschaften von groer Bedeutung fiir die passive
Kraftentwicklung bei Dehnung der Muskulatur [29],[33]. Dafiir sind die elastischen Eigenschaften und
Riickstellkréfte des Titins verantwortlich, wozu die verschiedenen Komponenten des Titins in der I Bande
einen unterschiedlichen Beitrag leisten. Unter physiologischer Dehnung der Sarkomere kommt es
zundchst bei geringer Dehnungskraft zu einer Verlangerung der Verbindungsstiicke der Immunglobulin
dhnlichen Tandems auf das drei bis vierfacher der Ursprungslénge [33], gefolgt von einer Ldngenzunahme
der PEVK- Region bei groferer Dehnung [37],[38],[33]. Wie bereits beschrieben ist die PEVK-Region
des Skelettmuskels langer als die des Herzmuskels, sodass sich daraus ergibt, dass Skelettmuskulatur auch
dehnbarer ist als das Myokard. Andersherum ist das Titin des Myokards steifer als das Titin des
Skelettmuskels [23]. Weiterhin ergibt sich ein inverser Zusammenhang zwischen Proteingrofe des Titins
und der passiven Kraft, die ein Muskel bei passiver Dehnung aufbringt [23]. Aufgrund der Lénge der
PEVK- Region im Skelettmuskel kann sich die Region auf bis zu 0,8 um ausdehnen, weshalb die
Skelettmuskulatur wenig passive Kraft autbringt [35]. Erst bei hoheren Kraften und nachdem die
Verbindungsstiicke der Tandem Immunglobulin dhnlichen Doménen und die PEVK- Region gedehnt
worden sind, tragen auch die Immunglobulin dhnlichen Doménen selbst zur Dehnbarkeit des Titins bei,
allerdings erst bei unphysiologischen Kraftwerten [23], [38],[35]. Fiir die Elastizitét des Titins wird ein
Streben nach Entropie der einzelnen Bestandteile verantwortlich gemacht, aber auch hydrophobe und
elektrostatische Wechselwirkungen in der PEVK-Region, was auch als entropische Feder bezeichnet wird
[39].[40]. Die passive Elastizitét des Titins ermdglicht sowohl dynamische als auch statische Stabilitét der
Sarkomere wihrend Relaxation und Kontraktion [29].

Die Steifigkeit des Titins ist nicht nur zwischen Herz- und Skelettmuskulatur unterschiedlich, vielmehr
kann auch zwischen langsamen und schnellen Muskelgruppen ein Unterschied ausgemacht werden, sodass
die langsameren Muskelgruppen (z.B. M. soleus) weniger steif sind als die Schnelleren. Abgeleitet aus
dem physikalischen Hooke'schen Gesetz geht eine erhohte Steifigkeit mit einer erhdhten Riickstellkraft
einher [41]. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass steifere Muskelgruppen die Ausgangsldnge nach
Dehnung schneller erreichen, was als funktionelle Anpassung an die schnellere Kraftentwicklung
verstanden werden kann.

Aus der geringen Steifigkeit resultiert eine hohere, notwendige Sarkomer Lange fiir den Anstieg der
passiven Spannung [23],[39],[42], was auf unterschiedliche Langen der Immunglobulin dhnlichen
Dominen und PEVK- Region, abhéngig vom alternativen Spleifien (Abb.5), zuriickgefiihrt wird [42] ,
[33]. So finden sich beispielsweise im M. soleus 90 Tandem Immunglobulin Wiederholungen und 2174-
Aminoséren in der PEVK- Region [36], im Titin des Myokards jedoch lediglich 37 Tandem
Iummunglobulin Wiederholungen und eine 163 Aminosduren lange PEVK- Region [42].

1.2.2 Titin modulierte Steifigkeit der Skelettmuskulatur

Titin hat einen Anteil von 51%-56% an der gemessenen Steifigkeit der Skelettmuskulatur und damit einen
entscheidenden Einfluss innerhalb der physiologischen Grenze der Sarkomer Lénge von <3,2pum.
Oberhalb der Sarkomer Lénge von 3,2 um macht Kollagen den GroBteil des Einflusses auf die Steifigkeit
der Muskulatur aus [23],[43]. Damit ist ein Zusammenhang zwischen Steifigkeit der Skelettmuskulatur
und der Sarkomer Lénge hergestellt, wobei Titin eine grofle Rolle spielt [23]. Die Steifigkeit des Titins ist
jedoch nicht konstant und kann iiber multiple Mechanismen reguliert werden. Darunter ist vor allem die

posttranslationale Phosphorylierung der PEVK-Region zu nennen, die auch in dieser Arbeit in den Fokus
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geriickt worden ist. Neben der posttranslationalen Modifikation kann die Steifigkeit auch {iber
Glutathionierung oder Acetylierung sowie die Bindung von Heat Shock Proteinen in der 1-Bande
beeinflusst werden [23].

Viele Untersuchungen fanden dabei an Herzmuskulatur statt, jedoch ist dies nicht direkt auf die
Skelettmuskulatur zu {ibertragen, da sich die Titin [soformen in den beiden Gewebearten unterscheiden.
So ist die N2A Isoform in der Skelettmuskulatur groB3er als die N2B Isoform, die nur im Myokard
vorkommt [33]. Aus der vorherigen Ausfiihrung ergibt sich dadurch ein Unterschied der elastischen
Eigenschaften des Titins, wodurch eine Ubertragbarkeit erschwert ist, dennoch lassen sich daran die
Mechanismen der Modulation verdeutlichen. Beispielsweise fiihrt eine Phosphorylierung der N2B Titin
Isoform im Herzen zu einer Abnahme der Titin Steifigkeit [44]. Im Skelettmuskel fiihrt eine
Phosphorylierung der PEVK- Region durch die Proteinkinase Ca (PKC o) zu einer Zunahme der
Steifigkeit des Titins [45]. Somit ergibt sich abhingig von der Position der Phosphorylierung ein
differierender Effekt auf die elastischen Eigenschaften des Titins.

Bei der Modifikation der Steitheit des Titins spielt die PKCa eine Rolle. PKCa ist eine Serin/Threonin
Proteinkinase, die unter anderem durch die Phosphorylierung an Position T497 aktiviert werden kann, was
nachfolgend eine Autophosphorylierungskaskade in Gang bringt, die zu einer Erhhung der Proteinkinase
Aktivitit filhrt. AuBerdem ist die PKCa lipidsensitiv und die Aktivierungsmechanismen der Proteinkinase
konnen unter anderem auch eine Lipid Hydrolyse induzieren [46]. So kann {iber die Wirkung von Insulin
die Diacylglylcerol (DAG) Konzentration erhoht werden, was dann zur Aktivierung der PKCa fithren
kann [47]. Neben DAG kann auch Ca®" zur Aktivierung der PKCo beitragen [46],[47]. Aber auch
unabhingig von der Insulinwirkung kann iiber DAG, anionische Lipide wie Phospholipide und Ca** eine
Aktivierung der PKCa erreicht werden [46]. Intramuskulére Fetttropfchen, auch Lipid Droplets (LD)
genannt, sind von einer Monolayer Hiille (Abb.8) aus Phospholipiden umgeben und es kommt zu einer
Akkumulation von DAG am Ort der LD Synthese [48], was potenziell die PKCa aktivieren kann und
dariiber Einfluss auf die Steitheit des Titins nehmen kann.

Die PKCa phosphoryliert die Position S11878 und S12022 der PEVK- Region des Titins und reguliert
dariiber die Steifigkeit. Nach Phosphorylierung der PEVK-Region durch die PKCa konnte eine
Verkiirzung der PEVK- Region beobachtet werden, was die erhohte, passive Spannung und Steifigkeit
erkldren kann [45]. Der postulierte Mechanismus sind Querverbindungen innerhalb der PEVK- Region
aufgrund der zusétzlichen negativen Ladung durch die angefiigte Phosphatgruppe [45],[23]. Weiterhin
konnten Hidalgo et al zeigen, dass eine Behandlung mit Phosphatase den Effekt der Phosphorylierung
riickgidngig machen konnte, sodass eine Modulation der Steifigkeit reversibel ist und fortlaufend verédndert
werden kann [45]. Obwohl die Untersuchungen von Hidalgo et al an Myokard durchgefiihrt worden sind,
ist das Ziel-Epitop der PKCa in allen Titin Isoformen exprimiert, sodass auch eine Untersuchung an der
Skelettmuskulatur sinnvoll ist [45]. Einen weiteren Einfluss kann auch eine erhohte Ca®" Konzentration in
der Muskelzelle haben, so konnten Labeit et al zeigen, dass Ca>" durch eine Interaktion mit der PEVK-
Region die Titin basierte Spannung erhoht sowie die Léange der PEVK- Region verkiirzt. Dabei bindet
Ca’" an Glutamin-reiche Regionen, fiihrt zu einer Konformationsénderung und beeinflusst dariiber die
Lange der PEVK- Region [49].

1.3 Physiologie der quergestreiften Muskulatur

Der beschriebene histologische Feinbau des Muskelgewebes ist die Grundlage der komplexen
physiologischen Ablaufe bei der Muskelkontraktion und Kraftentwicklung. Die Anordnung der
Aktinfilamente kann man sich wie ein Geriist vorstellen (Abb.4), in dem die Myosinfilamente entlang
gleiten, wodurch iiber eine Langenénderung der Sarkomere Kraft erzeugt werden kann [11]. Wenn sich die
Lénge des Muskels passiv oder aktiv dndert, gleiten Aktin und Myosin aneinander entlang ohne dass die
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Proteine sich in ihrer Lidnge verédndern [11], was auch als Filamentgleittheorie bezeichnet wird. Bei einer
aktiven Verkiirzung der Muskulatur werden die Aktin Filamente unter ATP Hydrolyse zwischen die
Myosinfilamente gezogen [50]. Dabei gleitet Aktin in die A Bande hinein, sodass sich die Sarkomere
verkiirzen [11], [8], [3]. Da die Sarkomere ungefahr 2,2 -2,5um (vgl. Kapitel 1.1.1) messen, muss sich die
Verkiirzung vieler Sarkomere addieren, damit eine Muskelverkiirzung makroskopisch sichtbar wird.
Andersherum werden die Aktinfilamente bei passiver Dehnung des Muskels zwischen den
Myosinfilamenten heraus gezogen [11]. Ein entspannter gesunder Muskel ist in der Regel in vivo etwas
iiber die Gleichgewichtslédnge hinaus vorgedehnt, sodass ebenso das Titin gedehnt wird und die elastischen
Riickstellkrifte des Proteins wirksam werden (vgl. Kapitel 1.2) [12].

Durch ankommende Aktionspotentiale wird die Membranspannung veridndert, wodurch es zu einer
Interaktion des Dihydropyridinrezeptors und Ryanodinrezeptors kommt. Diese Interaktion bedingt eine
Erhéhung der Kalzium Konzentration, was somit die gezielte Steuerung der Muskelkontraktion
ermdglicht (vlg. Kapitel 1.1.3), [19]. Der Querbriickenzyklus wird durch die Bindung von Ca ** an den
regulatorischen Troponin- Tropomyosin Komplex, der an das Aktinfilament gebunden ist, reguliert [51],
[52]. Dabei blockiert Tropomyosin bei niedriger Ca > Konzentration in der Skelettmuskelzelle sterisch die
Bindungsstelle von Aktin und Myosin, sodass dadurch zum einen der Querbriickenzyklus gehemmt wird
und zum anderen konsekutiv die Muskelkontraktion verhindert wird [51],[53]. Bei Anwesenheit von Ca **
bindet dieses an den Tropomyosin- Troponin Komplex, der sich daraufhin azimutal um 25° bewegt und
damit die Aktin- Myosin Bindungsstelle am Aktin frei gibt [51]. Das Gleiten der Myosinfilamente findet
unter ATP-Verbrauch statt und wird auch als Querbriickenzyklus bezeichnet. Unter Ruhebedingung binden
Aktin und Myosin fest aneinander, was auch als Rigorkomplex bezeichnet wird. Wahrend des
Querbriickenzyklus (Abb. 6) kommt es zu einer zyklischen Interaktion von Aktin und Myosin
miteinander, wobei die Bindung des ATP an den Myosinkopf die feste Bindung zwischen Aktin und
Myosin 16st. Andererseits wird die ATPase im Myosinkopf durch die Bindung an Aktin aktiviert. Durch
die folgende Hydrolyse des ATP in ADP und Phosphat in der globuldren Kopfdoméne kommt es zu einer
Konformationsianderung des Myosins, was eine erneute Bindung mit Aktin an einer anderen Position
ermoglicht [50]. Die Dissoziation der Hydrolyseprodukte (ADP und Phosphat) fiihrt wiederum zu einer
Konformationsianderung. Durch die Konformationséinderungen kommt es zu einem Ineinandergleiten der
beiden Myofilamente [12]. Der Querbriickenzyklus kann gleichzeitig an mehreren Myosin Molekiilen
ablaufen sobald Aktin und Myosin miteinander interagieren. Dadurch wird die chemische Energie der ATP
Hydrolyse in mechanische Energie umgesetzt [50]. Der Querbriickenzyklus kann ablaufen und der Muskel
kontrahieren, solange ATP und Ca ?* vorhanden sind [54]. Durch ein zyklisches Ablaufen des
Querbriickenzyklus kdnnen Aktin und Myosin weiter ineinandergleiten und dadurch verkiirzt sich das
Sarkomer [50]. Je Zyklus kann sich das Sarkomer um bis zu 10nm verkiirzen [12].
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Abb. 6 Querbriickenzyklus

a) Querbriickenbildung und Kraftschlag nach Bindung von Ca?* an das an Aktin gebundene Troponin, kommt es zur
Konformationsénderung von Troponin, dadurch wird die Bindungsstelle fiir den Myosinkopf freigegeben und es bildet
sich eine Querbriicke zwischen dem Aktinfilament und der Kopfdoméne des Myosinfilaments; nach Abdissoziation von
Phosphat (Pi) und dann Adenosindiphosphat (ADP) kommt es zu Kraftschldgen durch eine Konformationsénderungen
im Myosinfilament, dadurch bewegt sich der Myosin Kopf ca. 10nM in Richtung M-Streifen.

b) Losung des Rigorkomplexes: in Abwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP) 16st sich Myosin nicht von der
Bindungsstelle am Aktin, erst durch die Bindung von ATP an der globuldren Kopfdoméne des Myosins 16st sich die
Querbriicke, es kommt im Anschluss zu Hydrolyse des Adenosintriphosphats durch die ATPase des Myosins, die dabei
freiwerdende Energie flihrt zum Anwinkeln des Myosin Kopfes, ADP und Pi bleiben gebunden, nach Ca?'- Bindung
gibt Troponin die Bindestelle fiir Myosin wieder frei und der Querbriickenzyklus kann erneut ablaufen, dabei bindet
Myosin an einer anderen Position auf dem Aktinfilament,

Abbildung modifiziert nach OpenStax, Anatomy and Physiology https://openstax.org/books/anatomy-and-

physiology/pages/references, Lizenz unter: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/; [9]

Die Kontraktion wird durch einen Abfall der Ca >~ Konzentration beendet, sodass Ca ** vom Troponin
Tropomyosin Komplex ab diffundiert und es dann erneut zu einer Blockade der Aktin-Myosin Bindestelle
kommt. Fiir die Absenkung der Ca ** Konzentration gibt es mehrere Mechanismen. In der Membran des
SR befindet sich eine Calcium-ATPase (SERCA), die unter ATP Hydrolyse Ca*" in das SR pumpt, das
damit einen Ca*®* Speicher darstellt [55]. Von der SERCA gibt es mehrere Isoformen, die meist
gewebespezifisch und im Skelettmuskel abhéngig der Muskelfasertypen exprimiert werden [55]. Eine
weitere Rolle in der Regulation der Ca?* Konzentration spielen aber auch der Golgi Apparat, die
Plasmamembran sowie die Mitochondrien [56],[57]

1.4 Fasertypen

Fasertypen und deren Zusammensetzung im Muskel konnen heterogen und variabel sein, so bestehen
unterschiedliche Muskelgruppen aus einer unterschiedlichen Zusammensetzung an Muskelfasertypen
[58],[59],[60]. Man kann zwischen Typ-I und Typ II Muskelfasern unterscheiden, die sich in
Eigenschaften, wie der Energiegewinnung unterscheiden. Die unterschiedlichen Eigenschaften der
einzelnen Fasertypen erlauben Muskelaktivitdten mit unterschiedlichen mechanischen und metabolischen
Anforderungen [1],[22], sodass der selbe Muskel je nach Verteilung der Muskelfasertypen fiir Haltearbeit,
repetitive submaximale Kontraktion (Fortbewegung) oder fiir Schnellkraft durch maximale Kontraktion
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genutzt werden kann [58]. Strukturelle und funktionelle Eigenschaften der Muskelfasern sind jedoch
flexibel und konnen sich als Reaktion auf neuronale oder hormonelle Einfliisse verandern [58],[59].
Abhingig von der Stimulationsdauer und der Frequenz der Aktionspotentiale, verandert sich die
Expression der Muskelfasertypen in den motorischen Einheiten [58], sodass motorische Einheiten
groBtenteils aus identischen Fasertypen bestehen [61].

Muskelfasern konnen also in ihrer Funktion sehr unterschiedlich sein und sich auch hinsichtlich der
Mitochondrien- Anzahl, der Myoglobin Menge, des Gehalts von Lipidtropfen sowie der Menge oxidativer
Enzyme unterscheiden, was letztlich auch die Funktion beziehungsweise die Art und die Dauer der
Kraftentwicklung beeinflusst [3]. So korreliert auch die Geschwindigkeit der Ermiidung mit dem
histochemischen Typ der Muskelfaser [61].

Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen Typ I und Typ II Muskelfasern, wobei Typ I Fasern auch als
langsame beziehungsweise Typ-S-Fasern (slow) und Typ II Fasern als schnelle beziehungsweise als Typ-
F-Fasern (fast) bezeichnet werden [3]. Weiter kann man zwischen den Fasertypen I, [1A, 1IB und IID
unterscheiden, die jeweils eine andere Isoform der schweren Myosinkette (MHC 1, 1IA, IIB, IID)
exprimieren, welche den jeweiligen Muskelfasertypen zugeteilt worden sind [59]. Die S- und F-
Muskelfasertypen enthalten unterschiedliche Myosin Isoformen. Die Typ F-Fasern enthalten die Myosin
schwere Kette Isoformen IIA, IIB und 11D, wohingegen in S-Typ Muskelfasern bevorzugt die Myosin
Isoform I exprimiert wird [59]. Morphologisch kann man Typ I und Typ II Fasern bereits anhand ihrer
Farbe unterscheiden, da Typ I Fasern eher rot und Typ II Fasern eher weil3 erscheinen. Das lisst sich vor
allem auf den unterschiedlichen Gehalt an Myoglobin zuriickfiihren, das fiir die rote Farbe verantwortlich
ist, und in groBerer Menge in Typ I Fasern enthalten ist [3],[58].

Typ I Fasern greifen zur Energiegewinnung vor allem auf den aeroben oxidativen Stoffwechsel zuriick
und enthalten daher viele Mitochondrien und oxidative Enzyme sowie vermehrt Lipidtropfen als
Energiespeicher. Aufgrund der aeroben Energiegewinnung ermiiden die Muskelfasern langsam, weshalb
diese sich als Haltemuskulatur eignen und somit vor allem fiir die Kérperhaltung relevant sind [3],[62].
Frontera und Ochala haben zusammengefasst, dass die Geschwindigkeit der Ermiidung abhéngig von der
Dichte der Mitochondrien ist [1],[62].

Typ II Fasern hingegen haben einen hohen Energiebedarf, der nur kurzfristig durch den aeroben
Stoffwechsel gedeckt werden kann; weshalb die Typ II Fasern schnell ermiiden und somit nur fiir kurze
Zeit maximal aktiv sein konnen. Typ II Fasern decken ihren hohen Energiebedarf vor allem iiber die
Glykolyse, wozu reichlich Glykogen und viele glykolytische Enzyme enthalten sind [3]. Edstrém und
Kugelberg haben schon 1968 gezeigt, dass Typ Il Fasern schneller ermiiden als Typ I Fasern, was unter
anderem durch die unterschiedliche Energiegewinnung erklért werden kann [61].

Da sich auch Typ II Muskelfasern in ihrer Energiegewinnung und auch Ermiidung unterscheiden, wird
dieser Muskelfasertyp anhand der Myosin Adenosintriphosphatasen (ATPase) zusétzlich in die Subklassen
ITA und IIB unterteilt. Man kann zwischen schnell ermiidenden und ermiidungsresistenten Typ 11
Muskelfasern unterscheiden. Die schnellermiidenden motorischen Einheiten enthalten bevorzugt die Typ
IIB Muskelfasertypen, wohingegen die ermiidungsresistenten Typ Il Muskelfasern vermehrt aus Fasern
des Typs IIA bestehen. Aber sowohl die Typ IIA als auch die Typ IIB Fasern enthalten eine grofie Anzahl
an glykolytischen Enzymen, sodass beide Typen zur Energiegewinnung zu grof3en Teilen die Glykolyse
nutzen konnen. Im Vergleich ermiiden die ermiidungsresistenten Typ Il Fasern dennoch schneller als die
Typ I Fasern [58]. Die ermiidungsresistenten Typ IIA Fasern kdnnen dabei neben der Glykolyse auch tiber
den oxidativen Stoffwechsel Energie gewinnen. Zudem weisen die Typ IIA Fasern im Gegensatz zu den
Typ IIB Fasern eine hohere Mitochondrien Dichte auf, was den Unterschied in der Ermiidung erkldren
kann [62].
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Eine Analyse der oxidativen Kapazitit anhand der Citrat Synthase als Marker fiir den Mitochondrien
Gehalt sowie eine Korrelation dieser mit dem Muskelfasertyp ergab, dass die Typ IIA Fasern den grof3ten
Gehalt an Mitochondrien und daher die grofte oxidative Kapazitdt unter den Muskelfasertypen besitzen;
gefolgt von Typ 1 > IID/X > IIB [63]. Analog zum Energiebedarf der Muskelfasern erzeugen Typ II Fasern
im Allgemeinen eine hohe Kraft aber ermiiden rasch, wohingegen Typ I Fasern weniger Kraft entwickeln

aber langsam ermiiden.

Muskelfasertyp I Muskelfasertyp ITA Muskelfasertyp 1IB
ATP-Umsatz Niedrig Hoch hoch
Mitochondrien Anzahl | Viele Viele wenig
Energiegewinnung Oxidative Oxidative Glykolyse
Phosphorylierung Phosphorylierung/
Glykolyse
Substrat Lipide /LD Lipide oder Glykogen | Glykogen/Glucose
bzw. Glucose
Myoglobin Gehalt Hoch Hoch niedrig
Ermiidung Langsam mittel Schnell
Belastungsdauer Lang Mittel kurz
Kraftentwicklung Niedrig Stark Starkste Fasertypen

Tabelle 1 Eigenschaften der Muskelfasertypen
Zusammenfassung der Eigenschaften der Muskelfasertypen in tabellarischer Form

Die unterschiedlichen Eigenschaften der Fasertypen (vgl. Tabelle 1) lassen sich auch auf molekularer
Ebene wiederfinden. So exprimieren die langsamen Typ I Fasern vor allem auch langsame Myosin
Isoformen, sodass der Adenosintriphosphat (ATP)- Umsatz und damit auch der Querbriickenzyklus
verlangsamt ablaufen, was dazu fiihrt, dass pro verbrauchtem ATP ein ldngerer Kraftbeitrag erzeugt
werden kann [12],[62]. Daher eignen sich diese Muskelfasertypen vor allem fiir die Haltearbeit [12].

Im Vergleich zu den Typ I-Fasern exprimieren die Typ II-Fasern schnellere Myosin Isoformen, was zur
Folge hat, dass der Querbriickenzyklus schneller ablauft, sodass pro verbrauchtem ATP ein kiirzerer
Kraftbeitrag erzeugt werden kann. Da auch die Verkiirzungsgeschwindigkeit bei den Typ-F Fasern groBer
ist, sind diese Fasern vor allem in Muskelgruppen zu finden, die schnelle Muskelbewegungen ausfiihren
und dadurch weniger fiir Haltearbeit geeignet [12]. Allerdings wird die Heterogenitit der
Muskelfasertypen nicht nur durch unterschiedliche Myosin Isoformen und die Art der Energiegewinnung,
sondern auch durch alle anderen Bestandteile der Zellstruktur und -funktion, wie zum Beispiel der
Kalziumhomdostase, bestimmt [58].

Die ATPase Aktivitit des Myosins bestimmt die Geschwindigkeit der Muskelkontraktion [64]. Weiterhin
kann eine Korrelation zwischen der ATPase Aktivitit der jeweiligen Myosin [soform mit der
Verkiirzungsgeschwindigkeit sowie mit der Kontraktionsdauer hergestellt werden. So ist die ATPase
Aktivitét der langsamen Muskelgruppen, wie z.B. des M. soleus, zwei- bis dreimal niedriger als die
Aktivitdt der ATPase von schnellen Muskelgruppen, wie beispielweise des Musculus Extensor digitorum
longus (EDL) [65],[22],[64]. Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass schnelle und langsame
Muskelfasern eine unterschiedliche Myosin Isoform besitzen und diese Isoformen sich in ihren ATPase
Aktivitidten unterscheiden [59]. Es scheint einen Zusammenhang zwischen der exprimierten Myosin
Isoform und der aufgebrachten Muskelkraft zu geben (vlg. Tabelle 1). Die spezifische Kraft, definiert als
gemessene Kraft normiert auf den Muskelquerschnitt, ist zumeist in langsamen Muskelfasertypen geringer
als in schnellen Muskelfasertypen [22].

In dieser Arbeit wird der M. soleus im Mausmodell untersucht. Dies hat den Hintergrund, dass der M.
soleus der Maus zur Halfte aus Typ I Fasern besteht [59], die vermehrt Enzyme zur Oxidation von
Fettsduren exprimieren und vermehrt LD einlagern [66]. Die andere Hilfte der Muskelfasern besteht aus
Typ IIA- und IID-Fasern. In geringer Anzahl kommen auch Typ IIB Fasern vor [59]. Obwohl in Typ I und
Typ IIA Fasern im Vergleich zu Typ 1IB Fasern vermehrt Fettsdure Oxidation zur Energiebereitstellung
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betrieben wird und auch vermehrt Fettsdure oxidierende Enzyme exprimiert werden sowie vermehrt
Mitochondrien vorkommen, lésst sich vor allem in Typ I Fasern beim Menschen eine

vermehrte intramuskulére Fetteinlagerung nachweisen, was paradox erscheint, da durch die hohe oxidative
Kapazitit in diesen Fasertypen die Fettsduren eher metabolisiert als gespeichert werden sollten. Komiya et
al. nahmen daher an, dass der Fettsdure Import in die Muskelzellen, die Triglyzerid Synthese als auch die
LD-Bildung in Typ I Fasern im Vergleich zu Typ II Fasern hochreguliert sind [66].

1.5 Muskelkraft und Ermiidung

Nachdem die anatomischen und physiologischen Grundlagen der Muskelkontraktion beschrieben worden
sind, werden nachfolgend relevante Einfliisse auf die Muskelkraft sowie der Mechanismus der
Muskelermiidung dargestellt.

Die Menge der moglichen Querbriickenzyklen bestimmt die Kraft der Muskulatur. Daher hat die
Sarkomer Léange auch einen Einfluss auf die Muskelkraft. Ab einer Sarkomer Lange >2.2um nimmt die
Muskelkraft linear ab [67], da auch die Uberlappung von Aktin und Myosin abnimmt. Die hchste Kraft
kann daher in der Sarkomer Position aufgebracht werden, in der alle Aktin und Myosinfilamente
miteinander interagieren konnen (2,0 pm -2.2 pm) [67]. Aber auch unterhalb von 2,0 pum kommt es zu
einer Abnahme der Kraft, beispielsweise durch eine beginnende Doppeliiberlappung von Aktin und
Myosin [12]. Das Titinfilament ist durcch seine enge Assoziation an Myosin im A-Band mal3geblich daran
beteiligt eine optimale Uberlappung von Aktin- und Myosinfilamenten zu erméglichen [29],[24],[23].

1.5.1 Frequenz- Kraft Zusammenhang

Die aufgebrachte Kraft eines Skelettmuskels ist von vielen Faktoren abhidngig, unter anderem auch von
der Stimulationsfrequenz [68]. Da die Dauer der mechanischen Muskelkontraktion als Antwort auf ein
Aktionspotential deutlich langer andauert als ein Aktionspotential selbst, konnen noch wihrend der
initialen Muskelantwort weitere Aktionspotentiale ausgeldst werden, die sich dann {iberlagern und
dadurch zu einer gréferen mechanischen Antwort fithren. Dieser Zusammenhang wird auch als
Superposition bezeichnet. Eine Serie von Aktionspotentialen mit kurzem Zeitabstand (< 1/3 der Dauer
einer Einzelzuckung) fiithren schlieBlich durch Superposition zu einer tetanischen Kontraktion, die um das
10fache stérker sein kann als die Einzelzuckung (Abb. 7a). Die Stimulationsfrequenz, die eine tetanische
Kontraktion ausldst, wird auch Verschmelzungsfrequenz genannt und variiert abhdngig von der
Muskelgruppe [12].
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Abb. 7 Kalzium Freisetzung und tetanische Muskelkontraktion

a) Durch ein Aktionspotential kommt es zur Freisetzung von Acetylcholin (ACh) an der motorischen Endplatte. Das ACh
bindet an nikotinerge Acetylcholin Rezeptoren und flihrt dadurch zu einer Depolarisation, die dann iiber den T-Tubulus
weitergeleitet wird. Es kommt zu einer Kalzium Freisetzung. Dadurch wird die Aktin Myosin Interaktion ermdglicht
und es kommt zur Muskelkontraktion; Abbildung modifiziert nach OpenStax, Anatomy and Physiology
https://openstax.org/books/anatomy-and-physiology/pages/references, Lizenz unter:
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/; [9]

b) Dargestellt ist hier die Muskelantwort auf einen Einzelreiz sowie auf eine Reizserie. Schematisch wird deutlich, dass es
durch eine Reizserie zu einer Superposition der Einzelzuckungen kommt, was in einer deutlich stirkeren tetanischen
Muskelkontraktion resultiert. Verantwortlich hierfiir ist eine hohere Kalzium Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum; Abbildung modifiziert nach Physiologie Pape H, Kurtz A, Silbernagl S, Hrsg. 10., vollstindig iiberarbeitete
Auflage. Stuttgart: Thieme; 2023 [12]

Die im Vergleich zur Einzelzuckung hohere tetanische Kraft (Abb. 7b) korreliert eng mit einer durch die
hohere Stimulationsfrequenz bedingten groBeren Ca*" - Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum [68],[69],[70]. Neben der groBeren Ca®*-Freisetzung nennt MacDougall noch eine erhhte
Ca®" - Sensitivitdt oder eine verbesserte Funktion des Querbriickenzyklus als mogliche Griinde fiir die
groBBere Kraft bei einer hoheren Stimulationsfrequenz [68]. Zudem kann es zu einer aktivititsabhangigen
Potenzierung der Muskelkraft kommen, die auf einer Phosphorylierung der regulatorischen leichten Kette
des Myosins beruht und eine erhohte Beweglichkeit des Myosinkopfes bedingen kann, der damit nédher an
das Aktinfilament gelangt und somit bereits bei niedrigeren Ca?" - Konzentrationen zu einer hdheren
Wahrscheinlichkeit fiir die Myosin-Aktin Interaktion fiihrt. [71]. Die Phosphorylierung der regulatorischen
leichten Kette des Myosins erfolgt durch die Myosin Leichte Ketten Kinase, die zuvor durch Calmodulin
und einen erhohten Ca**-Spiegel aktiviert worden ist [72]. Durch vorhergehende Muskelarbeit wird die
Ca*'- Konzentration in der Zelle erhoht und die Myosin Leichte Ketten Kinase aktiviert. Die daraus
folgende Phosphorylierung der regulatorischen leichten Myosinkette erhoht die Muskelkraft. Diese
Phosphorylierung bleibt bestehen, bis die langsam arbeitende Myosin Leichte Ketten Phosphatase die
Phosphorylierung abspaltet, sodass durch vorherige Muskelarbeit eine erhdhte Kraft ermoglicht wird [73].

1.5.2 Auswirkung von Titin auf die aktive Muskelkraft

Titin hat nicht nur einen Einfluss auf die passive Kraft der Muskulatur, sondern auch auf die aktive Kraft
der Muskulatur. Eine Aufgabe von Titin ist es die Myofilamente Aktin und Myosin in Position zueinander
zu halten und damit eine optimale Interaktion dieser miteinander zu ermdglichen [23]. Durch den
beschriebenen Mechanismus der molekularen Sprungfeder kann Titin, die Sarkomer Lange nach Dehnung
iiber Riickstellkrifte wieder herstellen [74]. Dabei haben ldngere Titin Isoformen eine geringere passive
Spannung als kiirzere Isoformen und damit weniger Riickstellkraft [75]. Die Titinsteifikeit hat tiber die
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Zunahme der Kontraktionskraft nach Langendehnung der Sarkomere einen Einfluss auf die Muskelkraft,
was auch als lingenabhingigen Aktivierung (LDA) bezeichnet wird [76], [23]. Es konnte ein
Zusammenhang zwischen der LDA der Muskulatur und der Steifigkeit der Muskulatur hergestellt werden,
sodass der Grad der LDA mit dem Grad der Steifigkeit der Muskulatur korreliert. Titin macht einen
groBBen Teil der Muskelsteifigkeit aus, sodass das Protein einen Einfluss auf die LDA hat [23],[43],[77]. So
ist die Titin basierte Spannung in der Lage, die Lange der Myosinfilamente zu verdndern, aber auch den
interfilamentidren Abstand der A- Bande und des Z-Streifens [77]. Dabei ermoglicht die anatomische
Anordnung des Titins die Ubertragung von Spannung auf das Myosinfilament, abhéingig von der passiven
Spannung des Titins [77]. Durch eine Muskeldehnung verandert sich die Position der Myosin- und
Aktinfilamente zueinander, was den Muskel fiir die Kontraktion vorbereitet. Der Muskel kommt dadurch
in einen sogennanten primed Zustand, was funktionell unter anderem mit einer Zunahme der Ca**
Sensitivitét einhergeht. Dariiber kommt es zu einer vergroBerten Kraftproduktion [76],[78] Eine Dehnung
des Sarkomers fiihrt auch zu einer Dehnung des Titins und ist mit einer Zunahme der passiven Kraft des
Titins assoziiert. Dies korreliert mit einer Verdnderung der Myofilament Strukturen hin zum primed
Zustand, da Titin die Spannung auf das Myosinfilament {ibertragen kann [76],[77]. Durch die Dehnung der
Myosinfilamente werden die Myosinkdpfe in einen primed Status iiberfiihrt und je mehr Myosinkdpfe in
diesem Zustand sind, desto grofBer ist die Kraftentwicklung [77],[76]. Neben der Dehnung des Sarkomers
und des Titins kann die Muskulatur auch ohne Langendnderung {iber Phosphorylierung beispielweise der
regulatorischen Myosin leichten Kette, in einen primed Zustand tiberfiihrt werden [76],[77].

1.5.3 Ermiidung

Unter Muskelermiidung versteht man die Reduktion der aufgebrachten Muskelkraft nach einer repetitiven
Stimulation iiber eine ldngere Dauer. Ursachen fiir eine Ermiidung kénnen eine Verdnderung der
Erregungsweiterleitung, eine Stérung der motorischen Endplatte oder auch die Akkumulation von
Metaboliten wie H+ oder anorganisches Phosphat sein. Dies fiihrt schlieBlich zu einer geringeren Anzahl
an ablaufenden Querbriickenzyklen oder aber zu einer geringeren Kraft je Querbriickenzyklus [68].
Metabolite wie H+ oder Laktat konnen zu einer Azidose in der Muskelzelle fiihren, die die Muskelkraft
ebenso reduzieren kann [70].

Allerdings hat auch bei der Ermiidungsreaktion des Muskels die Ca?*- Konzentration einen Einfluss,
sodass die Abnahme der Muskelkraft mit einer reduzierten Ca?*-Konzentration in der Zelle oder aber
einer geringeren Ca**- Sensitivitét einhergehen kann [79],[70]. Da Ca**, wie bereits beschrieben, liber
Calmodulin die Myosin Leichte Kette Kinase aktivieren kann und dies die Phosphorylierung der
regulatorischen leichten Myosinkette begiinstigt, wird diese bei verringerter Ca**- Konzentration nun
vermindert phosphoryliert und weniger Muskelkraft kann aufgebracht werden [72].

Allen et al. untersuchten 1989 die Kalziumkonzentration wéihrend einer Ermiidungsreaktion in der
Muskulatur. Dabei konnten sie feststellen, dass es zundchst zu einem Anstieg der Ca** - Konzentration
wihrend Muskelstimulation kam, im weiteren Verlauf aber zu einem deutlichen Abfall der Ca*'-
Konzentration, der mit einer Ermiidung einhergeht [70]. Weiterhin konnten Allen et al zeigen, dass
withrend einer Muskelermiidung die Ca?*- Konzentration innerhalb des Myoplasmas langsamer abfillt als
vor der Ermiidung und dies zu einer langsameren Relaxation der Muskulatur fiihrte [70]. Unterstiitzt
wurde dieser Zusammenhang durch die Beobachtung, dass die Erholung der Muskulatur durch Ca**-
Konzentration erhohende Mechanismen beschleunigt werden konnte [70]. Zudem diskutierten Rassier und
Macintosh, dass auch eine verminderte Ca?‘- Sensitivitit des Troponin I zur Muskelermiidung beitrigt
[79]. Zusitzlich kommt es bei repetitiver Muskelstimulation auch durch Akkumulation von Metaboliten
und einer Azidose zu einer Abnahme der Ca**- Sensitivit in der Muskelzelle [70].
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Aber auch die Versorgung der Muskelzellen mit Nahrstoffen zur ATP-Generierung ist von entscheidender
Bedeutung fiir die Ermiidungsreaktion in der Muskelzelle, denn jede Muskelaktivitit bendtigt flir den
Querbriickenzyklus ATP als Energiequelle. Die Generierung von ATP kann in der Muskelzelle zunéchst
schnell, aber nur kurzfristig, iiber Kreatinphosphat erfolgen. Eine weitere, aber langsamere Moglichkeit
der Energiegewinnung ist die anaerobe Glycolyse, die Glycogen beziehungsweise Glucose als Substrat
nutzt, aber weniger effektiv ist als die langsamere ATP- Gewinnung iiber aerobe Mechanismen, die in den
Mitochondrien stattfinden und Glucose oder Fett als Substrate nutzt. Bei Muskelaktivitét fallen allein
schon durch den zyklisch ablaufenden Querbriickenzyklus immer auch ADP und Phosphat Ionen an, die
dann in der Zelle akkumulieren. Weiterhin fallen, bei Nutzung der anaeroben Glycolyse zur
Energiegewinnung, zusétzlich Laktat und Wasserstoffionen (H+) an, die den pH-Wert in der Zelle abfallen
lassen. Diese Metabolite haben wie bereits erwahnt Auswirkungen auf die Effizienz des
Querbriickenzyklus [80]. In vivo werden die Muskeln iiber eine bei Belastung gesteigerte Blutversorgung
[81] mit Substraten und Sauerstoff versorgt, dies ist in vitro nicht mdglich, sodass der Substratgehalt in der
Muskelzelle vor Tiertétung eine Auswirkung auf die Muskelermiidung haben kdnnte.

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass die Ermiidungsresistenz abhingig von Fasertypzusammensetzung
mit dementsprechender oxidativer Kapazitéit, dem Gehalt an Mitochondrien sowie der Blutversorgung ist
[82].

1.6 Metabolismus und Energieversorgung der Skelettmuskulatur

Als Energiequellen zur ATP-Erzeugung dienen der Skelettmuskulatur Glukose und Lipide. Die Glukose,
iiberwiegend aus der Glykogenolyse gewonnen, wird in der Glykolyse anaerob unter Entstehung von
Laktat zu ATP umgesetzt, wohingegen Fettsduren durch oxidative Phosphorylierung alaktazid zu ATP
verstoffwechselt werden [12],[83].

1.6.1 Die Rolle der Lipid Droplets in der gesunden Muskulatur

Da die Muskelkontraktion ATP abhéngig ist [50], ergibt sich fiir die Muskulatur ein hoher Energiebedarf
[66]. Neben Glucose sind Lipide eine wichtige Energiequelle zur Bereitstellung von ATP [84],[85],[86].
Die intramuskuléren Lipide sind typischerweise in Lipid Droplets (LD) gespeichert, die wie
Zellorganellen im Zytoplasma liegen und Lipide speichern sowie bei Bedarf freigeben [2],[84]. LDs
entstehen im Endoplasmatischem Retikulum und sind rundliche Strukturen, die von einer Monolayer aus
amphiphilen Phospholipiden umgeben (Abb.8) sind und im Inneren die Lipide speichern
[871,[88],[48],[84]. In den LDs finden sich vor allem Triacylglycerine (TAG), gefolgt von
Cholesterin(ester) (CE) oder DAG [84],[89]. Die Bildung der LDs wird durch Enzyme der TAG-Synthese
moduliert [2],[84].

18



?— Phospholipid

. '— PLIN2
Endoplasmatisches Retikulum
— PLINS
>— CGL-58
&
|| Mitochondrium
&/
— Triglyzerid

Abb. 8 Schematische Darstellung von Lipid Droplets, Perilipinen und der Regulation der Lipidoxidation

Die Lipid Droplets (LD) entstehen im endoplasmatischen Retikulum und kénnen wie dargestellt eine unterschiedliche Grofie
aufweisen, der Lipidkern wird von einem Monolayer aus Phospholipiden umgeben und enthélt vor allem Triacylglyzerine (TAG)
und Cholesterol. Im Phospholipid Monolayer sind die relevanten Perilipine (PLIN) dieser Forschungsarbeit dargestellt, es wird
ersichtlich, dass PLIN2 vermehrt auf grofleren LD vorkommt. Die PKA phosphoryliert PLINS5 und dadurch wird CGI-58, das an
PLINS gebunden vorliegt frei; dieses bindet dann an die Adipozyten Triglyzerid Lipase (ATGL) und aktiviert diese. Dadurch wird
die Verstoffwechslung der Lipide gestartet. In enger raumlicher Néhe zu den LD finden sich Mitochondrien, wobei PLINS eine
Verbindung zu diesen herstellt und damit ein direkter Weg zur Versorgung der Mitochondrien mit Lipiden fiir die 3- Oxidation
besteht; Abbildung modifziert und erstellt mit Grafiken von Servier Medical Art [6], Lizenz unter:
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Auf der Phospholipid Oberfldche der LDs finden sich Proteine, die als Perilipine (PLIN) bezeichnet
werden und eine Rolle in der Bildung, Wachstum oder Verstoffwechslung der LDs spielen kénnen [87]
[90] [89]. Perilipine sind eine Proteinfamilie, die sich an die LD anlagern und aus insgesamt fiinf
Proteinen bestehen (PLIN1-5), deren Verteilung gewebespezifisch ist. So wird PLIN 5 vor allem in
oxidativem Gewebe wie zum Beispiel dem M. soleus gefunden [89]. Abhédngig von der Art der
gespeicherten Lipide finden sich unterschiedliche Konzentrationen der Perilipin Formen. So wird auf LDs,
die vor allem TAGs enthalten, tiberwiegend PLINS und PLIN1 gefunden, wohingegen PLIN2 wenig oder
keine Assoziation zu TAGs oder Cholesterinester enthaltenden LDs haben [89]. Bosma beschrieb in ihrer
Ubersichtsarbeit, dass PLIN2 iiber eine Stabilisierung der LDs und Hemmung der Lipolyse die
Speicherung von intramuskuldrem Fett unterstiitzt. Zudem soll PLIN2 mdoglicherweise an der Synthese
von LDs beteiligt sein [84]. Weiterhin wird beschrieben, dass eine PLIN 5 Uberexpression im
Skelettmuskel zu einer erhohten Speicherung von LD, einer erhéhten Genexpression oxidativer Proteine
und einer erhohten Stoffwechselrate fiihrt. PLINS fungiert als PPARS (peroxisome proliferator-activated
receptor) Target [84], welches als Liganden aktivierter Transkriptionsfakor die Glukose und Lipid
Verstoffwechslung durch Erhohung der mitochondrialen Funktion sowie der Fettsdure oxidierenden
Reaktionswege steigert [91],[92]. Zudem gibt es Hinweise auf eine negative Beeinflussung der
Insulinsensitivitdt durch PLIN 5 am Skelettmuskel [84].

Die LDs haben also vor allem eine Speicherfunktion fiir verschiedene Lipide und leisten damit einen
Beitrag zur Energieversorgung der Muskulatur [93],[94],[86],[84]. Turner et al. haben an tissue engineered
Skelettmuskel nach Inkubation mit unterschiedlichen Dosen eines Fettsduren Gemischs zeigen konnen,
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dass die intrazelluldren LDs in Grofe und Anzahl bereits nach vier Tagen zunehmen [95]. Ebenso kann die
Speicherfunktion anhand einer Zunahme der intramuskulédren Lipide nach HFD sowie bei Adipositas
verdeutlicht werden [86],[82],[85],[96],[97]. Die in den LDs gespeicherten Lipide werden tiber
Degradation der TAG in der Lipolyse zu Energie umgewandelt. Dabei spielt die Adipozyten Triglyzerid
Lipase (ATGL) eine entscheidende Rolle [98],[99]. Auf der Oberfliche von LDs findet sich neben
Perilipinen auch comparative gene identification-58 (CGI-58), was ein Co-Aktivator der ATGL darstellt,
der in oxidativem Gewebe exprimiert wird. ATGL kann durch PLIN 5 aber auch durch CGI-58 mittels
Protein- Protein Interaktion auf der Oberfléche der LDs rekrutiert und aktiviert werden. Dabei hemmt die
Interaktion der ATGL mit PLINS die Lipolyse, wohingegen die Interaktion mit CGI-58 die Lipolyse
induziert. PLIN2 und 5 kénnen CGI-58 binden, wohingegen PLIN2 nicht mit der ATGL interagiert. Nach
Phosphorylierung von PLINS durch die Proteinkinase A kommt es zu einer dreifachen Erh6hung der
Lipolyse, ohne dass CGI-58 oder/und ATGL dabei phosphoryliert werden [98]. Dies fiihrt zu dem Schluss,
dass nach Phosphorylierung von PLINS der Co-Aktivator CGI-58 (Abb. 8) freigesetzt wird und es
infolgedessen zu einer Erhohung der Lipolyse kommt [100]. ATGL katalysiert den ersten Schritt der
Lipolyse, wobei TAG zu DAG gespalten werden. Die DAG werden dann wiederum durch die
hormonsensitive Lipase zu Monoacylglycerinen gespalten [99],[101]. Die hormonsensitive Lipase wird
wiederum ebenso Proteinkinase A abhéngig nach Bindung an Perilipine oder andere Proteine auf der LD-
Oberflédche aktiviert, sodass auch hieriiber eine Regulation der Lipolyse erfolgt.

Lipide werden vor allem bei ldngeren und moderaten Aktivititen in der Muskulatur verstoffwechselt [84],
weshalb auch Sportler einen erhdhten Gehalt an LDs in der Skelettmuskulatur haben. Dies impliziert, dass
es durch physikalisches Training zu einem Anstieg der intramuskuléren Lipide kommt, jedoch kdnnen
dabei keine negativen Effekte wie beispielsweise eine Insulinresistenz nachgewiesen werden, die mit
einem erhohten intramuskuldren Lipidgehalt bei Adipositas assoziiert ist. Dies wird als Athletes Paradox
bezeichnet [102],[103]. Als Erklérung dafiir wurde eine erhdhte oxidative Kapazitit in der Muskulatur der
Sportler im Vergleich zu adip6sen oder an Diabetes mellitus Typ II erkrankten Individuen angenommen
[103], denn das MaB der Fettsdure Oxidation wihrend einer korperlichen Belastung korreliert mit einer
netto Reduktion der Zahl der LDs [104]. Wéhrend des Trainings kommt es mit zunehmender Dauer zu
einer Abnahme der Kohlenhydrat Oxidation, wohingegen die Oxidation der Lipide signifikant ansteigt.
Dies korreliert mit einem deutlich niedrigeren Gehalt an intramuskuléren Lipiden nach der Belastung im
Vergleich zu den Werten vor der Belastung. Dies bedeutet, dass wiahrend ldngerer Muskelarbeit (hier iiber
zwei Stunden) die intramuskuldren Fettspeicher verstoffwechselt werden [94],[105]. Zudem ist nach
korperlicher Aktivitdat der Kontakt zwischen Mitochondrien und LDs erhoht und das unabhéngig von
Adipositas oder einer Diabetes mellitus Typ II Erkrankung [104]. Dabei liegt ein GroBteil der LDs
zwischen den in der Muskelzelle stark geordneten Mitochondrien und hat einen sehr engen Kontakt mit
diesen [106],[102], was als direkter Pfad fiir die Versorgung der Mitochondrien mit Fettsduren im Rahmen
der 3-Oxidation angesehen wird [104],[107]. Die erh6hten intramuskuldren Lipidspeicher nach
physikalischem Training spiegeln die Rolle der LDs in der Energieversorgung des Muskels wider
[102],[105], was die physiologische Rolle der LDs in der gesunden Muskulatur sowie die Rolle der
Skelettmuskulatur in der Energiechoméostase verdeutlicht. Somit haben die LDs in gesunder Muskulatur
die physiologische Funktion die Energieversorgung der arbeitenden Muskulatur sicher zu stellen und
damit auch einen Einfluss auf die Lipid Homoostase des Organismus [102]. Ebenso konnte eine positive
Korrelation zwischen intramuskuldrem Lipidgehalt und der maximalen Leistung hergestellt werden [94].

Ein weiterer Mechanismus der Regulation des Fettsduremetabolismus stellt die Pyruvatdehydrogenase
(PDH) und Pyruvatdehydrogenasekinase 4 (PDK4) dar. Uber PDH kann die Glucose oder Fettsdure
Oxidation reguliert werden, denn PDH konvertiert Pyruvat zu Acetyl-CoA und erhoht dariiber die
Einspeisung von Acetyl-CoA aus der Glykolyse in den Citratzyklus. PDK4 kann {iber Phosphorylierung
die Aktivitdt der PDH hemmen, sodass vermehrt Acetyl-CoA aus der 3-Oxidation in den Citratzyklus
eingespeist wird. Dadurch wird die Glykolyse herunter reguliert und die Fettsdure Oxidation erhoht [108].
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Turner et al zeigten, dass mit dem Anstieg der LDs durch erhéhtes Angebot von Fettsduren auch die PDK4
Expression anstieg, was mit einer Induktion der Fettsdure Oxidation einhergeht [95],[109]. Neben PDK4
wurden auch noch weitere Gene der Lipid- Oxidation durch ein Uberangebot an Fettsiuren induziert,
beispielsweise PGC-1a, sodass das Uberangebot von Lipiden zu einer Hochregulation der Gene zur
Metabolisierung derselbigen fiihrt [109].

1.6.2 Perilipin 5 — Ein Uberblick

PLINS wird vor allem auf oxidativen Skelettmuskelgruppen wie dem M. soleus exprimiert [110]. Die
Expression von PLINS kann durch viele Einfliisse moduliert werden [100], unter anderem auch durch die
Bindung von Fettsduren an den PPARSJ, was zu einer vermehrten Expression von PLINS fiihrt. Damit kann
durch eine HFD eine Erh6hung der Expression der Perilipine erreicht werden [110]. Dieser Prozess kann
als Anpassung der Muskulatur an das erh6hte Fettsdure Angebot verstanden werden, da durch die
vermehrte Synthese der PLIN die Muskulatur in der Lage ist, vermehrt LD einzulagern. So kann in
Muskelgruppen, die vor allem oxidativen Fettstoffwechsel betreiben, die Versorgung der Muskulatur im
Bedarfsfall gesichert werden [110],[100],[98].

PLINS im Skelettmuskel fordert die Expression von Genen, die unter der Kontrolle von PPARa und PGC-
la stehen, und hat dariiber einen positiven Einfluss auf die mitochondriale Oxidation sowie den
Fettsduremetabolismus. Andererseits wurde bei PLINS Uberexpression auch eine Zunahme der LD-Grofe
beobachtet [111]. PLINS trédgt also zu einer vermehrten Speicherung der Lipide in LDs bei und kann damit
einen protektiven Effekt in Bezug auf die Insulinsensitivitdt haben, bedingt durch die Aufnahme toxischer
Lipide in die LDs [112],[111],[113],[114]. PLINS hemmt die ATGL und damit die Lipolyse, sodass PLINS
einen bedeutenden Einfluss in der Regulation des Fettsdurestoffwechsels hat [113],[100],[98],[112].
Weiterhin ist PLINS mit einer erhohten oxidativen Kapazitit assoziiert [112],[114],[84].

Eine weitere Funktion von PLINS ist es den Kontakt mit den Mitochondrien herzustellen und dariiber
direkt TAG und Fettséuren zur Verstoffwechslung an die Mitochondrien zu liefern, wodurch PLINS zur
Verstoffwechslung von Lipiden beitragt [115],[116],[104],[117].

1.6.3 Perilipin 2 — Ein Uberblick

PLIN2 wird ubiquitér exprimiert und befindet sich zusammen mit PLINS auf den LD [98], wobei sich die
beiden Perilipine an unterschiedlichen Positionen befinden [117]. PLIN2 ist dabei eins der am héufigsten
exprimierten LD-Proteine [118]. Ebenso wie PLINS hat auch PLIN2 eine Funktion in der Regulation der
Lipolyse und Oxidation von Lipiden. So hemmt PLIN2 die Bindung von ATGL an die LD und schiitzt
dariiber vor einer Abnahme der LD. PLIN 2 findet sich daher vor allem auf sehr groen LDs und mit
erhohter Expression von PLIN2 findet man eine Reduktion der ATGL [115]. Daher ist PLIN2 mit einer
Stabilisierung der LD assoziiert [84]. Aber eine Kombination aus PLIN2 und 5 auf der Oberflache fiihrt zu
einer hoheren Wahrscheinlichkeit, dass die LD wéhrend Muskelaktivitdt zur Energiegewinnung verbraucht
werden [104].

Eine PLIN2 Uberexpression fiihrt zu einer starken Zunahme von intramuskulirem Fett. Die Expression
von PLIN2 kann die Speicherung von intramuskuldren Lipiden in Form von LD erleichtern und dariiber
moglicherweise vor eine Lipotoxizitdt schiitzen. Zusétzlich konnte auch eine Verbesserung der
Insulinsensitivitit bei PLIN2 Uberexpression beobachtet werden. Daher ist es nicht verwunderlich, dass
PLIN2 bei einem erhohten Lipid Angebot, vermehrt exprimiert wird [118]. Neben seiner Rolle fiir die
Speicherung der Lipide in Form von LD [119], ist PLIN2 aber auch an der Regulation der oxidativen
Phosphorylierung beteiligt. Bei einem PLIN2 Mangel werden daher zwar weniger LD gespeichert, die
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Enzyme der oxidativen Phosphorylierung jedoch vermehrt exprimiert. Das erscheint sinnvoll, da Lipide
bei PLIN2 Mangel nicht mehr gespeichert werden kénnen und dafiir schneller oxidiert werden [118].
PLIN2 ist damit essenziell fiir die LD-Bildung und Speicherung von intramuskuléren Lipiden [118].

1.7 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus beschreibt eine Reihe metabolische Erkrankungen, die in gemeinsamer Endstrecke
durch eine Hyperglykdmie charakterisiert sind. Die Hyperglykdmie entsteht durch eine Stérung der
Insulinsekretion, der Insulinwirkung, was auch als Insulinresistenz bezeichnet wird, oder einer
Kombination aus beidem [120]. Unabhéngig davon, ob die Insulinsekretion oder die Insulinwirkung
beeintrichtigt ist, kommt es zu einer diagnostisch relevanten Hyperglykémie. Die Diagnostik erfolgt tiber
die Bestimmung der Niichternplasmaglukose (NPG)- Werte nach achtstiindiger Nahrungskarenz oder des
Hémoglobin A1C (HbA1C) Wertes mit definierten Grenzwerten. Zusétzlich kann auch ein oraler Glukose
Toleranz Test zur Diagnostik durchgefiihrt werden. Ein NPG- Wert >126mg/dl, ein HbA1C >6,5% oder
ein Blutzuckerwert >200mg/dl im oralen Glukosetoleranz Test sind die diagnostischen Kriterien
[121],[122]. Glykiertes HbA1c entsteht durch nicht enzymatische Bindung von Glukose an Hamoglobin,
was bei hohen Blutglukose Spiegeln vermehrt stattfindet. Dadurch kann der prozentuale Anteil des
glykierten HbA1C am Gesamthdmoglobin zur Diagnostik des Diabetes mellitus genutzt werden.

1.7.1 Epidemiologie

Die Relevanz der Erkrankung ergibt sich aus der Epidemiologie. Weltweit leiden laut Zahlen der World
Health Organisation (WHO) von 2014 rund 422 Millionen Menschen an Diabetes Mellitus, wobei
Diabetes mellitus Typ II einen Hauptteil der Erkrankten ausmacht [123],[124]. Dramatisch ist der Anstieg
der altersadjustierten Mortalitdtsrate um 3% in den Jahren 2000 bis 2019. Auch aktuelle Zahlen aus einer
Erhebung der Krankenkassen in Deutschland von Mirz 2024 stellen einen Anstieg der an Diabetes
mellitus Typ II erkrankten Patienten auf 7,29 Millionen (+95.450) im Zeitraum von 2021 bis 2022 fest
[125]. Aufgrund der Schwere der Folgeerkrankungen sind dies gravierende Zahlen, die die Bedeutung der
Erkrankung unterstreichen. Auch langfristig betrachtet zeigt sich dieser Trend. Von 1997 bis 2020 ist die
Privalenz des Typ II Diabetes mellitus in Deutschland um 3,7% auf 8,9% gestiegen [126]. Schitzungen
der Prévalenz in Deutschland fiir das Jahr 2016 kommen auf eine Gesamtanzahl an Diabetes mellitus Typ
I Erkrankten von 373000 [127]. Dies zeigt die vollig unterschiedlichen Dimensionen zwischen Typ I und
Typ II Erkrankungen. Schitzungen zu Folge betrédgt die weltweite Privalenz rund 8,4 Millionen
Erkrankter an Diabetes mellitus Typ I mit einer geschétzten Mortalitdt von ungefahr 175 000 [128].

Zudem kann ein weiterer Anstieg der Typ Il Erkrankung erwartet werden. Denn ein {iberwiegend sitzender
Lebensstil in Kombination mit fettreicher Erndhrung fiihrt zu Ubergewicht und ist mit einer
Insulinresistenz assoziiert [82]. Durch verringerte Bewegung nimmt die Muskelkraft ab, dies fiihrt zu
immer weniger Bewegung, was in mehr Ubergewicht resultiert, was dann wiederum mit Insulinresistenz
assoziiert ist [129],[97],[86],[129]. So ergeben Schitzungen eine Zunahme der Pravalenz fiir Diabetes
Mellitus Typ II in Deutschland bis 2040 eine Zunahme von 21%, was 1,4 Millionen zusétzliche Erkrankte
allein in Deutschland bedeutet [130]. Schitzungen fiir die Zunahme von Diabetes mellitus Typ I
Erkrankungen bis 2040 ergeben weltweit einen Anstieg um 66%-106% auf 13,51 — 17,4 Millionen
Erkrankte [128].

Allein in Deutschland wurden im Jahr 2020 7,4 Milliarden Euro als direkte Krankheitskosten von
Diabetes mellitus angegeben, was auch die enorme 6konomischen Relevanz der Erkrankung verdeutlicht
[131].
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1.7.2 Pathophysiologie Diabetes Mellitus Typ I und II

Anhand der Atiopathogenese kann man das Krankheitsbild Diabetes mellitus in mehrere Typen einteilen,
wobei die hiufigsten der Diabetes mellitus Typ I und II sind [120]. Fiir das Versténdnis dieser Arbeit wird
die zugrundeliegende Pathophysiologie der beiden Diabetes Typen im Folgenden kurz erldutert.

Diabetes mellitus Typ I

Diabetes mellitus Typ I ist deutlich seltener im Vergleich zum Typ II Diabetes mellitus [123],[124]. Die
Atiologie bestehend aus genetischer Veranlagung und Umwelteinfliissen ist multifaktoriell [132],[124].
Pathophysiologisch kommt es durch eine zellvermittelte, autoimmune Reaktion zur Zerstdrung der B-
Zellen im Pankreas, sodass daraus abhéngig von der Schwere der Autoimmunreaktion ein absoluter
Insulinmangel entstehen kann [132]. Daher kann man bei Diagnosestellung oft auch Autoantikorper als
diagnostisches Kriterium nutzen [133],[134]. Die Erkrankung manifestiert sich meist im Kinder- und
Jugendlichenalter, kann aber auch erst im Erwachsenenalter auftreten [135]. Durch den Insulinmangel
kommt es bei dieser Form des Diabetes mellitus oft schnell zu einer Ketoazidose oder zu Symptomen wie
beispielsweise einer Polyurie oder Polydipsie, sodass die Erkrankung meist friih erkannt wird [120],[121].
Glukose wird nicht mehr so effizient in die Muskulatur und andere Gewebe aufgenommen, sodass der
Energiebedarf zunichst durch Lipolyse und B-Oxidation gedeckt wird. Durch eine hohe Konzentration
von freien Fettsiuren in Kombination mit Insulinmangel kann es jedoch zu einer Uberlastung des
Citratzyklus kommen, sodass Acetyl CoA stattdessen zu Ketonkorper verstoffwechselt wird, was in einer
bedrohlichen Ketoazidose resultieren kann [136].

Die Therapie des Diabetes mellitus Typ I hat die Reduktion von Mortalitdt und Morbiditit zum Ziel und
wird meist {iber den individuell festgelegten HbA1C Zielwert, unter Abwagung von individuellen Risiken,
Nebenwirkungen und Nutzen der Therapie, gesteuert. Elementare Bestandteile der Therapie in
Deutschland sind Schulungen, Glukoseselbstkontrolle, Erndhrungsanpassung, psychosoziale Betreuung
und die Insulintherapie abhingig von der Insulinsensitivitdt und Restproduktion des Pankreas [135].

Diabetes mellitus Typ II

Die Pathophysiologie des Diabetes mellitus Typ II unterscheidet sich grundsétzlich von der des Diabetes
Mellitus Typ L. So steht im Zentrum der Pathophysiologie bei Diabetes mellitus Typ II die Insulinresistenz
und langfristig auch eine Abnahme der kérpereigenen Insulinsekretion [126],[137]. Bereits eine Dekade
vor Ausbruch der Erkrankung und der Diagnosestellung lésst sich eine verringerte Insulinsensitivitét
sowie eine verdnderte Glukoseaufnahme feststellen. Es besteht also noch vor der Manifestation der
Erkrankung eine Insulinresistenz. Zu Beginn der Erkrankung kommt es zu einer vermehrten endogenen
Insulinsekretion, die als Kompensation der verminderten Insulinwirkung und Glukoseaufnahme
verstanden werden kann. So besteht eine inverse Korrelation zwischen Insulinsensitivitdt und
Insulinsekretion [137]. Auch mehrere Jahre vor Krankheitsausbruch konnte kein Defekt der
Insulinsekretion festgestellt werden, vielmehr war die Insulinsekretion, bei bereits nachweisbarer
Insulinresistenz, erhéht. Somit ist zunéchst anders als beim Diabetes mellitus Typ I nicht ein Defekt der
Insulinsekretion fiir die Entstehung des Typ II Diabetes verantwortlich, sondern zunéchst eine verminderte
Insulinwirkung. Erst im weiteren Krankheitsverlauf kommt es zu einer Abnahme der Insulinsekretion
[137]. Die Manifestation des Diabetes mellitus Typ Il ist ein schleichender Prozess iiber viele Jahre. Denn
die erhohte Insulinsekretion hat langfristig gravierende Auswirkungen auf die B Zellen des Pankreas,
sodass die Zahl der B Zellen abnimmt und es dadurch neben der Insulinresistenz auch zu einer Abnahme
der Insulinmenge kommt mit der Folge einer diabetischen Stoffwechsellage. Als Ursache fiir die Abnahme
der 3 Zellen werden oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion und Belastung des endoplasmastischen
Retikulums genannt, was zu Apoptose der B Zellen fithren kann [138]. Der relative Insulinmangel zum
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Erkrankungsbeginn geht im Verlauf in einen absoluten Insulinmangel iiber. Durch den langsamen
progredienten Verlauf wird die Diagnose oft erst spét gestellt [126]. Aufgrund der Pathogenese besteht
also meist fiir eine ldngeren Zeitraum eine Hyperglykdmie, die dann zu den bereits benannten
Komplikationen fiihrt.

Als Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2 kénnen Ubergewicht, Alter,
Ethnizitat, positive Familienanamnese, Lebensstilfaktoren wie verminderte Aktivitit, Dyslipoproteindmie,
Hypertonie aber auch Umweltfaktoren genannt werden [139],[140],[126]. Die mit Diabetes mellitus
assoziierten Komplikationen entstehen schlielich aufgrund einer Hyperglykdmie als gemeinsame
Endstrecke der Typ I oder Typ II Erkrankung [124],[121].

Zur Therapie gibt es im Gegensatz zum Typ I Diabetes mellitus zahlreiche Optionen. Gemél der
Nationalen Versorgungsleitlinie orientiert sich die Therapie an einem Stufenschema. Auf der ersten Stufe
wird eine Lebensstildinderung empfohlen, die kdrperliche Aktivitit, Erndhrungsumstellung,
Gewichtsreduktion sowie Patientenschulungen beinhalten. Ist nach drei bis sechs Monaten nicht der Ziel
HbA1C erreicht worden, wird die Lebensstil Anderung mit einem oralen Antidiabetikum kombiniert.
Medikament der ersten Wahl ist dabei Metformin. Fiihrt auch dies nicht zum Erreichen des Ziel-HbA1C
Wertes so erfolgt eine Kombination aus zwei oralen Antidiabetika. Sollte dies nicht ausreichend sein, kann
entweder eine alleinige Insulintherapie oder eine Insulintherapie in Kombination mit Antidiabetika
notwendig werden [126].

1.8 Diabetes mellitus und die Muskelfunktion

Abhéngig von der Insulinwirkung, kommt es zur Translokation des Glukosetransporters 4 (Glut 4) in die
Zellmembran, woriiber dann Glukose in die Muskelzelle aufgenommen werden kann. Der Skelettmuskel
macht in gesunden Individuen 40%- 60% des Korpergewichts aus und hat dabei einen Anteil von ungefahr
80% an der insulinstimulierten Glukoseaufnahme [141],[142],[143],[86]. Dies macht deutlich, dass der
Skelettmuskel eine Schliisselrolle fiir die Glukosehomdostase besitzt [2],[129],[144]. Kommt es zu einer
Storung der Insulinwirkung,- sekretion oder beidem resultiert dies in einer verminderten
Glukoseaufnahme in die Muskelzellen und folglich einer Hyperglykémie [58],[144],[142].

Die Insulinsensitivitdt korreliert mit der Dichte der Insulinrezeptoren der Skelettmuskelzelle und auch die
insulinvermittelte Glukoseaufnahme in die Muskulatur nimmt mit steigender Insulinrezeptordichte zu
[145]. Die Insulinrezeptordichte ist jedoch nicht in jedem Muskel identisch, sondern variiert, abhéngig
von der Fasertypzusammensetzung. So findet sich eine hohe Dichte der Insulinrezeptoren im M. soleus
mit praidominant langsam zuckenden, oxidativen Muskelfasertypen; eine geringere Dichte der Rezeptoren
findet sich in Muskelgruppen mit praidominanten schnelleren und glykolytischen Muskelfasertypen wie
dem M. extensor digitorum longus [145],[86],[146]. Neben einer erhdhten Insulinrezeptordichte findet
sich auch eine erhohte Glut 4 Menge sowie eine erhdhte Menge oxidativer Enzyme der Atmungskette in
Typ I Muskelfasern verglichen mit den Typ Il Fasern [146], was zu einer hohen Insulinsensitivitdt der
oxidativen Muskelfasern fiihrt. Somit fiihrt eine Stérung der Insulinwirkung oder eine verminderte
Sekretion von Insulin zu einer beeintréchtigten Verwertung des Grofiteils der im Blut zirkulierenden
Glukose im Skelettmuskel.

Weiterhin fassten Klueber et al zusammen, dass der Skelettmuskel Insulin zum Wachsen bendtigt, was bei
einer Diabetes mellitus Erkrankung zu einem Muskelschwund fiihren kann [147]. Somit wird deutlich,
dass eine diabetische Erkrankung neben schwerwiegenden metabolischen Folgen auch einen groflen
Einfluss auf die Skelettmuskulatur hat, was auch als diabetische Myopathie bezeichnet wird und im
Verlauf ndher beschrieben wird.
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1.8.1 Diabetische Myopathie

Da der Skelettmuskel der Hauptverbraucher der Blutglukose ist, [58],[148],[149],[144] und
insulinvermittelt einen Grofiteil der Glukose aufnimmt, erscheint es nicht verwunderlich, dass es bei einer
verminderten oder fehlenden Insulinwirkung zu einer Beeintrichtigung der Muskelfunktion, einer
diabetischen Myopathie, kommen kann. Unter Myopathie versteht man allgemein eine Schwéche der
Muskulatur. Die diabetische Myopathie ist jedoch vielmehr charakterisiert durch eine Reduktion der
strukturellen, funktionellen und metabolischen Fahigkeiten des diabetischen Skelettmuskels [150].

Die diabetische Myopathie hat eine zentrale Relevanz fiir den Gesamtorganismus. Das Insulin wird unter
physiologischen Bedingungen vom Pankreas pulsatil abgegeben und gelangt so zunichst aufgrund der
anatomischen Lage und der GefaBBversorgung in den Pfortader Kreislauf, sodass in der Leber drei bis
flinfmal hohere Insulinspiegel als in der Peripherie wirken [151],[152]. Bei Dysfunktion der B Zellen des
Pankreas wird die verminderte Insulin Produktion oft durch subkutane Injektionen von Insulin
kompensiert. Durch die subkutanen Injektionen ist die Konzentration des Insulins, verglichen mit
physiologischen Bedingungen, in der Pfortader geringer. Das periphere Gewebe wie zum Beispiel die
Skelettmuskulatur hingegen wird bei subkutanen Insulin Injektionen einer erhéhten Insulin Konzentration
ausgesetzt. Dadurch bekommt die Skelettmuskulatur eine groere Bedeutung in der Verstoffwechslung des
Blutzuckers sowie der Energichomoostase [152],[150]. Eine periphere Hyperinsulindmie,wie sie
beispielsweise in der frithen Krankheitsentstehung des Diabetes mellitus Typ Il vorkommt [137], ist
zudem assoziiert mit Hypoglykdmie, starken Blutzuckerschwankungen, Insulinresistenz,
Gewichtszunahme, arterieller Hypertonie und Schédigung des Gefil3systems im Sinne einer
Atherosklerose [152].

Untersuchungen nach kurzer (17 Monate — 5 Jahre) und langer (7-32 Jahre) Erkrankungsdauer zeigten
ultrastrukturelle Verdnderungen im Sinne eines Verlustes der Myofilamente, verschobene A- und I-
Banden sowie mit zunehmender Dauer in der Langzeit Gruppe auch Verdnderungen bedingt durch eine
Neuropathie [153],[150]. Als Folge der diabetischen Stoffwechsellage kommt es auch zu einer
Muskelatrophie [154],[155],[156],[157]. Eine Erklarung dafiir ist zum einen die diabetische Neuropathie
[155],[154], aber zum anderen auch ein kataboler Proteinstoffwechsel [158],[157]. Durch die
Beeintrachtigung des Proteinmetabolismus kommt es zu einer Abnahme der Muskelmasse und
Muskelfunktion, unter anderem durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, Karbonylierung sowie
gesteigerter Ubiquitinierung und proteasomalen Abbau [159],[160].

Weiterhin kommt es sowohl bei Typ I als auch bei Typ II Diabetes Mellitus zu einer Abnahme der
Muskelkraft, die unabhéngig von einer Polyneuropathie auftreten kann, aber durch eine diabetische
Polyneuropathie zusitzlich verschlechtert wird [150],[161],[162],[163]. Bereits durch eine
kurzandauernde Hyperglykdmie kann die isometrische Muskelkraft temporar verringert werden,
wohingegen die isotonische Kraft unbeeintrachtigt bleibt [164].

Beziiglich der Muskelermiidung ist die bisherige Forschung widerspriichlich. Auch ohne eine diabetische
Polyneuropathie kann eine erhohte Ermiidung bei Typ I Diabetes Mellitus nachgewiesen werden, die
wiederum auch durch eine Polyneuropathie verstérkt werden kann[161]. Andersen beschrieb eine erhohte
Muskelausdauer bei langjéhrigen Typ I Diabetikern [162].

Eine Diabetes mellitus Erkrankung hat auch einen Einfluss auf die metabolische Funktion des
Skelettmuskels. Gesunde Muskeln konnen entweder Glykogen oder Lipide als Substrat fiir die
Energiegewinnung nutzen, wobei der limitierende Faktor fiir die Verstoffwechslung von Lipiden das
geringe Angebot der freien Fettsduren im Blut ist [165]. In Bezug auf die metabolische Funktion des
diabetischen Skelettmuskels ist die studienlage noch uneindeutig. Einerseits ist ein Insulinmangel bei
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Diabetes mellitus mit einer verminderten mitochondrialen Funktion assoziiert, was zu einer signifikanten
Abnahme der maximalen ATP-Produktion in der Muskulatur fiihrt. Wobei die verminderte mitochondriale
Funktion auf einer Verdnderung der Gentranskription fiir die oxidative Phosphorylierung beruht [166].
Zudem ergeben sich auch Hinweise auf eine vermehrte Energiegewinnung iiber den glykolytischen
anaeroben Weg bei diabetischer Myopathie, was moglicherweise durch eine verminderte mitochondriale
Funktion erkléart werden kann [150],[165],[167]. Andererseits konnten Krause et al nachweisen, dass in
der diabetischen Muskulatur der Streptozotocin (STZ) Méuse als Modell fiir Typ I Diabetes ein Wechsel
vom glykolytischen hin zum oxidativen Phénotyp stattfindet [168].

Der Einfluss des Diabetes mellitus auf die Muskelfunktion hiangt aber auch von der individuellen
Fasertypen- Zusammensetzung der Muskelgruppen ab (vlg. Kapitel 1. 5), da schnell zuckende
Muskelfasern eher durch Diabetes mellitus beeintrichtigt werden als die langsamen Muskelfasertypen
[169]. Dabei konnten Stuart et al. nachweisen, dass der Fasertyp mit der Insulinsensitivitdt korreliert,
wobei sich bei einem Typ II Diabetes als auch beim metabolischen Syndrom mit Insulinresistenz weniger
oxidative Typ I Fasern finden [141]. Somit ist die Auswirkung einer Diabetes mellitus Erkrankung auf die
Muskelfunktion auch abhingig davon welche Muskelgruppe untersucht wird, was die uneindeutige
Studienlage erkliren kann.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass eine Diabetes mellitus Erkrankung die Funktion der
Skelettmuskulatur beeintrdchtigen kann, denn der Skelettmuskel hat eine zentrale Rolle in der
Energichomdostase.

1.8.2 Insulinresistenz und molekularer Mechanismus der Diabetes Induzierten Verdnderungen am
Skelettmuskel

Die Insulinresistenz am Skelettmuskel, aber auch an anderem Gewebe, ist ein Hauptmerkmal der Diabetes
mellitus Typ II Erkrankung [170],[171]. Patti et al fassten als mogliche Mediatoren der Insulinresistenz
eine veranderte Genexpression, Storung der Insulinsignalwege, eine verdnderte Muskelglykogen Synthese
sowie eine Akkumulation von intramuskuldrem Fett zusammen [171]. Bei Diabetes mellitus Typ II kann
ein erhohter intramuskuléren Lipidgehalt vorkommen und iiber diesen kann eine Insulinresistenz ausgelost
werden [85],[86],[104]. Auch die Muskelfasertypen konnen durch eine unterschiedliche Ausstattung an
Glut 4 Transportern einen unterschiedliche Insulinsensitivitit aufweisen. So wiesen die Typ I
Muskelfasern einen hohen GLUT4 Gehalt und eine hohe Insulinsensitivitdt auf, die Typ Il Muskelfasern
jedoch nur eine intermedidre Insulinsensitivitit sowie einen geringen GLUT4 Gehalt. Somit kann ein
Wechsel der Muskelfasertypen zur Entstehung einer Insulinresistenz beitragen [86]. Uber eine durch die
Insulinresistenz bedingte Abnahme der insulinsensitiven Typ I Fasern sowie einer Zunahme der weniger
insulinsensitiven Typ II Fasern [141] in Kombination mit einer vermehrten Einlagerung von Lipiden bei
Diabetes mellitus und lipidreicher Erndhrung kommt es zu einem Circulus vitiosus in der Entstehung der
Insulinresistenz [86],[85].

An Muskelbiopsien diabetischer Individuen konnte ein moderater (ca. 20%) Abfall der Expression von
Genen, die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind, gezeigt werden. Die Verdnderungen sind
zwar moderat im Vergleich zu Individuen mit einer unveridnderten Glucosetoleranz, aber konnten
immerhin bei 89% der Genanalysen nachgewiesen werden [170]. Ebenso wurde auch in Individuen mit
einer Hyperglykdmie bei verringerter Glukosetoleranz eine verringerte Expression, der an der oxidativen
Phosphorylierung beteiligten Gene nachgewiesen [170]. Zusétzlich gibt es eine Assoziation zwischen
Insulinresistenz und verminderter oxidativer Kapazitat [172],[170],[171]. Bei der Suche nach der Ursache
der verringerten Expression der Gene fiel das Augenmerk auf peroxisome proliferator-activated receptor y
coactivator 1o, (PGC-1a), der auch an Muskelfaserverdnderungen oder der Bildung von Mitochondrien
beteiligt ist [170],[171]. PGC-1a ist auBerdem an der Energieversorgung des Skelettmuskels beteiligt und
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reguliert den Glukose-, Energie- und Lipidmetabolismus, sodass dem Organismus eine Anpassung an
Umweltbedingungen und Erndhrungsstatus ermoglicht wird [172]. In weiteren Untersuchungen fanden
Mootha et al. eine um ungefahr 20% verringerte Expression des PGC-1a in Muskelbiopsien von
Individuen mit Typ II Diabetes mellitus und Insulinresistenz, was Patti et al bestitigen konnten [171].
Ebenso konnten sie an mehreren Genen, die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind, eine
Bindestelle fiir Nuclear Respiratory Factor I nachweisen. Eben dieser Nuclear Respiratory Factor I ist
ein Transkriptionsfaktor, der durch PGC-1a koaktiviert wird [170]. Durch die verminderte Expression von
PGC-1 a im diabetischen Muskel kommt es somit {iber den Nuclear Respiratory Factor I zu einer
Abnahme der oxidativen Kapazitdt, sodass eine Korrelation zwischen der verringerten PGC-1a Expression
und der konsekutiv verringerten Expression, der an der oxidativen Phosphorylierung beteiligten Gene
hergestellt werden kann [170],[171]. Die Erkenntnis, dass PGC-10 durch Training und korperliche
Bewegung induziert und vermehrt exprimiert wird, zeigt die wichtige Rolle von PGC-1a im
Energiemetabolismus des Skelettmuskels. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass Insulin im
Skelettmuskel aber auch eine Glucose Aufnahme in die Muskelzelle zu einer vermehrten Expression von
PGC-1a im Skelettmuskel fithren kann. Zusétzlich spielen aber auch viele weitere Faktoren eine
entscheidende Rolle in der Regulation von PGC-1a [173],[174]. Dabei fithrt PGC1la neben der
Mitochondrien Genese und Aktivierung der Substratoxidation zusammen mit dem Transkriptionsfaktor
Myocyte enhancer factor 2 zu einer vermehrten Expression von Proteinen, die vor allem in Typ 1
Muskelfasern exprimiert werden, was sowohl fibrilldre als auch kontraktile Proteine der Muskelfaser vom
Typ I einschlieft [174] .

Dadurch kann PGC-1a iliber den Transkriptionsfaktor Myocyte enhancer factor 2 zu einer vermehrten
Expression von Proteinen der Typ I Muskelfasern fithren und ein Wechsel der Muskelfasertypen hin zu
oxidativen Typ I Fasertypen bewirken.

Auch eine HFD induziert iiber eine chronische Inflammation und die Akkumulation von intramuskuldren
Fett eine Insulinresistenz [82],[175]. Bereits nach drei Tagen HFD kommt es zu einer verminderten
Insulinsensitivitdt und ebenso zu einem Anstieg des intramuskuldren Lipidgehalts im M. soleus; somit
besteht eine negative Korrelation zwischen der Menge des intramuskuléren Lipids und der
Insulinsensitivitét [176]. HFD fiihrt aber auch zu einer Erhohung der Enzymmenge fiir die Fettsdure
Verstoffwechslung und Oxidation. Einige Enzyme der Atmungskette des Citratzyklus sowie Enzyme fiir
den Fettsduretransport in die Mitochondrien sind ebenfalls erhoht. Die Fettsduren regulieren die
Genexpression durch direkte Interaktion mit peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), wodurch
es zur Hochregulation der Transkription von Genen fiir die Fettsdureoxidation sowie der Mitochondrien
Anzahl kommt. Durch eine HFD kann somit eine erhohte oxidative Kapazitit im Skelettmuskel induziert
werden [177]. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass es unter einer HFD bevorzugt zur Verwertung
von Fettsduren zu Ungunsten der Gukoseverstoffwechslung bei Insulinresistenz kommt [175].

1.8.3 Die Rolle der Lipid Droplets in der diabetischen Muskulatur

Die Akkumulation von LD in der Skelettmuskulatur ist mit einer Insulinresistenz assoziiert [85],[102] und
es besteht eine inverse Korrelation zwischen Lipidgehalt und Insulinsensitivitdt [103]. Dabei spielen PLIN
und die LD eine Schliisselrolle in der Regulation des Fettsduremetabolismus und der Entwicklung einer
Insulinresistenz [178],[118].

Der postulierte Mechanismus hinter der Zunahme der Insulinresistenz bei Akkumulation von LDs ist eine
Translokation von SNAP23 von der Plasmamembran auf den Monolayer aus Phospholipiden der LD.
Denn SNAP23 ist sowohl fiir die insulinstimulierte Integration von Glut4 in die Plasmamembran als auch
fiir die Fusion von LD bei der Synthese der Lipidspeicher, beispielsweise nach lipidreicher Diit,
verantwortlich; sodass es bei vermehrter Aufthahme von Lipiden zu einer Translokation von SNAP23 von
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der Plasmamembran in Richtung LD kommt. Dadurch kénnen dann Glut4 haltige Vesikel nur noch
vermindert mit der Plasmamembran fusionieren, was dariiber die Insulinresistenz verstarkt [179],[180]. Es
besteht somit eine Verbindung zwischen fettreicher Erndhrung und Zunahme der LD sowie einer dadurch
bedingten Insulinresistenz.

Umek et al. haben beschrieben, dass Ubergewicht zu einer Zunahme von intramuskulérem Fett fiihren
kann [86] aber auch Diabetes Mellitus Typ Il und die einhergehende Insulinresistenz konnen zu einer
Zunahme der LD beziehungsweise der intramuskuléren Lipide in der Muskulatur fithren [104],[84].
Weiterhin konnen akkumulierende LD die Sarkomere verdndern und zu einer verdnderten Expression von
Myosin Schwere Ketten Isoformen fiihren [86].

Auch die Lipide DAG und Ceramide konnen eine Lipotoxizitit verursachen und dariiber fiir die
Insulinresistenz verantwortlich gemacht werden [113],[86],[84]. Dennoch haben die LD durch die
Speicherung der Lipide eine Schliisselrolle fiir die Insulinsensitivitét [178]. So haben groflere Lipide eine
nachteiligere Auswirkung auf die Insulinsensitivitit als kleinere [111]. In Typ II Diabetes mellitus
speichern die Patienten eine hohere Anzahl von stark vergroBerten LD in der Skelettmuskulatur, vor allem
in subsarkolemmaler Lokalisation [104]. Ubergewicht und Diabetes mellitus Typ II konnen zwar beide die
LD vergréBern, aber nur bei Diabetes mellitus Typ II finden sich deutlich groBBere LD [181],[111]. Auf der
Oberfléache der sehr groen LD findet sich zudem deutlich mehr PLIN2 und konsekutiv weniger ATGL
[115]. Das hat eine Auswirkung auf die oxidative Kapazitit, da eine Uberexpression von PLIN2 zu einer
Reduktion der oxidativen Enzymausstattung fiihrt, unter anderem iiber die Reduktion von PGC-1a [118].

1.8.4 Das verwendete Mausmodell fiir Diabetes mellitus

Die Erzeugung eines Tiermodells fiir Diabetes mellitus erfolgte in dieser Arbeit mittels STZ- Injektionen.
STZ ist ein Antibiotikum, dass eine Zerstorung der pankreatischen 3 Zellen auslost und damit
Bedingungen dhnlich einem Typ I Diabetes mellitus auslost [182]. Durch die STZ- Injektionen konnten
daher im Tiermodell Eigenschaften erzeugt werden, die Diabetes mellitus Typ I erkrankten Menschen
dhneln [183],[182]. Es wurde dabei die zytotoxische Wirkung von STZ auf die B Zellen des Pankreas, in
denen STZ akkumuliert, ausgenutzt [183]. Zum Versténdnis der zytotoxischen Wirkung von STZ ist es
relevant, dass die B Zellen im Pankreas einen Glukosetransporter (GLUT2) besitzen, der niedrig affin fiir
Glukose ist, und iiber den STZ in die 8 Zellen gelangt [183]. Da STZ ein Strukturanalogon zu Glukose
darstellt, kann dieses iiber den Glut2 Transporter in die pankreatischen  Zellen aufgenommen werden
[183],[184], wo STZ durch eine Nitroseharnstoff- Gruppe eine DNA Fragmentierung auslost und in der
Regel den Zelltod auslost [185],[186]. Zudem kann STZ tiber DNA Methylierung, Stickstoffmonoxid
Produktion und Erzeugung von freien Radikalen wie Wasserstoffperoxid den B- Zelltod bewirken
[185],[183],[186]. Zur Induktion eines Typ II Diabetes mellitus werden niedrigere Dosen STZ in
Kombination mit einer Aigh fat diet (HFD) genutzt [186],[182]. Eine Gruppe der Versuchstiere erhielt
neben der STZ- Injektion anstatt Standardfutter eine high fat/ high sucrose Diit. Uber diese HFD wurde
eine chronische Inflammation und die Akkumulation von intramuskuldrem Fett ausgelost, die zusitzlich
eine Insulinresistenz induzierten [82]. In einer Arbeit von Eshima et al konnte gezeigt werden, dass die
HFD zu einer groBeren Glucoseintoleranz sowie einer signifikant reduzierten Insulinsensitivitat fihrt [82],
sodass die Tiergruppe mit HFD und STZ Behandlung Bedingungen &hnlich zu dem Diabetes mellitus Typ
IT aufweist.

Die Fiitterung mit Fettfutter im Rahmen einer HFD kann bereits allein zu hoheren Blutglukose Werten im
Vergleich zur Fitterung mit Standardfutter fiihren, jedoch kénnen die Blutzuckerwerte nach Beginn der
STZ Injektionen auf mehr als 200% gesteigert werden [187]. Durch den Aigh fat Anteil im Tierfutter
werden zudem hohe Blutfettwerte erzeugt [187]. So beschreiben Magalhaes et al deutlich hohere
Triglyzerid Werte im Blut der Tiere bei Fiitterung mit dem Aigh fat Futter in Kombination mit einer STZ-
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Gabe im Vergleich zur Fiitterung ohne high fat Futter und ohne STZ-Injektion. Weiterhin sind um bis zu
90% hohere VLDL Cholesterin Werte beschrieben worden [187].

1.9 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit hat zum Ziel, die Auswirkung der LD sowie einer mdglichen Titin Modifikation auf die
Muskelfunktion am priparierten, intakten Skelettmuskel zu untersuchen. Dabei wurde hier das DIOSTZ-
beziehungsweise das STZ- Modell genutzt, da diese in besonderer Weise geeignet sind, in vivo LD in der
Muskulatur zu erzeugen und im Anschluss daran zu untersuchen [187],[147],[186],[182]. Durch den
Vergleich dieser Modelle sollten Einblicke in das Ermiidungsverhalten, die Muskelkraft und die
Muskelfasertypenverteilung der diabetischen Skelettmuskulatur gewonnen werden. Der M. soleus wurde
ausgewdhlt, da dieser vor allem aus Typ I und Typ IIA Muskelfasern besteht und diese unter HFD
und/oder STZ-Behandlung mit einer vermehrten intramuskuldren Lipidakkumulation assoziiert sind
[86],[188],[66],[59],[58],[129].

Es soll die Hypothese untersucht werden, dass eine Akkumulation der LD das mechanische Gleiten von
Aktin und Myosin behindern und damit die Muskelkraft beeintrachtigen konnte.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Die in vitro Messung der Kontraktilitit sowie der Muskelfunktion wurde in dieser Arbeit anhand eines
Mausmodells durchgefiihrt. Dazu wurden ausschlieBlich mannliche Wildtypen des Stammes C57BL/6J
genutzt, die in der achten Lebenswoche von Janvier Labs bezogen wurden, bevor sie in der Zentralen
Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben der Heinrich-Heine-Universitat
verschiedenen Behandlungsprotokollen zugefiihrt worden sind. Fiir alle Tiere herrschten identische
Haltungsbedingungen. Der Exitus letalis der Tiere erfolgte mittels zervikaler Dislokation nach vorheriger
Isofluran Narkose durch dafiir qualifizierte und geschulte Mitarbeiter der AG Godecke. Neben den
Hinterbeinen zur Entnahme des M. soleus wurden zusétzlich Pankreas, Leber, Herz sowie Blut zur
Analyse entnommen.

Die Behandlung der Tiere geméal definierter Protokolle, die im Folgenden néher erldutert werden, wurde
durch erfahrene und geschulte Forschende der AG Gddecke durchgefiihrt. Die dem Exitus letalis
vorausgehende Isofluran Narkose sowie die Tierversuche (zum Beispiel Herzkatheter- Untersuchungen)
wurden ebenso durch erfahrene Postdoktoranden der AG Godecke durchgefiihrt. Fiir saimtliche
Tierversuche lag eine entsprechende Genehmigung mit dem Aktenzeichen 81-02.04.2020.A171 sowie
2024-276-Grundantrag vor.

Bei der Behandlung der Versuchstiere und der Einteilung in Versuchsgruppen war es weniger relevant, ob
ein Typ I oder Typ II Diabetes mellitus induziert wird, vielmehr ging es darum, ein Mausmodell mit hohen
Blutglukose- Werten zu schaffen. Zusétzlich zum diabetischen Mausmodell, das mittels STZ induziert
wurde, konnten die Versuchstiere durch unterschiedliche Fiitterungsprotokolle in insgesamt drei
Versuchsgruppen unterteilt werden, die folgend beschrieben werden.

1.Kontrollgruppe: Diese Tierversuchsgruppe, bestehend aus acht Versuchstieren (n=8), bekam
Standardfutter und dariiber hinaus keine weitere Behandlung, weshalb diese Versuchsgruppe als
Referenzgruppe diente. Die Haltungsbedingungen waren identisch verglichen mit der STZ- und DIOSTZ-
Versuchsgruppe.

2. Streptozotocin (STZ) Versuchsgruppe: Neben der Fiitterung mit Standardfutter fiir den gesamten
Lebenszeitraum wurde den Tieren (n=8) dieser Versuchsgruppe in der 14. Lebenswoche an fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen die Substanz STZ (50mg/kg Korpergewicht) interperitoneal injiziert. Dabei
werden pathophysiologische Zusténde vergleichar mit einem Typ I Diabetes Mellitus erzeugt [182].

Das Standardfutter bestand zu 61% aus Kohlenhydraten, zu 24% aus Protein, zu 6% aus Sucrose und nur
zu 9% aus Fett. Durch das dargestellte Behandlungsprotokoll wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe
deutlich hohere Blutzuckerwerte induziert bei einem im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen
niedrigeren Mausgewicht. Auch im Vergleich zu den Versuchstieren aus der DIOSTZ- Gruppe (siche
unten), die zuvor mit high fat/high sucrose Futter geflittert wurden, lagen die erreichten Blutzuckerwerte
auf einem hoheren Niveau, sodass diese Mausgruppe die hochsten Blutzuckerwerte aller Versuchsgruppen
aufwies. Das Gesamtgewicht der STZ- Versuchstiere wird aufgrund der Behandlung sowie der Fiitterung
mit Standardfutter geringer erwartet im Vergleich zur DIOSTZ- und Kontrollgruppe. Zusammenfassend
bekamen die STZ-Versuchstiere eine Dosis von 250mg/kg Korpergewicht STZ injiziert, jedoch kein Aigh
fat/high sucrose - Futter. Da die Haltungsbedingungen aller Versuchstiere identisch waren, bestand der
Unterschied zwischen der DIOSTZ- und der STZ- Versuchsgruppe lediglich im Fiitterungsprotokoll.
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3. DIOSTZ- Versuchsgruppe: Analog zur STZ-Versuchsgruppe wurde auch den Tieren (n=4) dieser
Versuchsgruppe in der 14. Lebenswoche an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen STZ (50mg/kg
Korpergewicht) injiziert. Zusitzlich bekamen diese Tiere fiir 12 Wochen mit Beginn in der 9.
Lebenswoche anstatt dem Standardfutter ein high fat/high sucrose (D1O) Futter. Daraus ergaben sich als
Charakteristika dieser Tiergruppe erhohte Blutzuckerwerte mit einem im Vergleich zur STZ-
Versuchsgruppe erhdhtem Mausgewicht. Durch die Fettfiitterung waren zudem erhohte Blutfettwerte
erwartbar. Die Kombination aus Fettfutter und STZ- Behandlung erzeugt pathophysiologische Zustinde,
die einem Diabetes Mellitus Typ II dhneln [182].

Die Versuchstiere der DIOSTZ- Versuchsgruppe bekamen mit Beginn der neunten Lebenswoche fiir
insgesamt zwOlf Wochen ein high fat/high sucrose (DIO) Futter ad libitum. Dabei handelt es sich um
diabetogenes Futter nach Bioserv F1850 (S7200-E010) mit einem Anteil von 24% Sucrose und 36%
Rohfett der Firma SNIFF. Durch die kumulierte Dosis von 250mg/ kg Korpergewicht STZ (DIOSTZ
Gruppe) in der fiinften Woche der Dio Fiitterung wurden die B Zellen des Pankreas geschiadigt und damit
Diabetes mellitus dhnliche Zustinde im Mausmodell geschaffen, die mit hohen Blutglukose Werten
einhergehen. Durch Kombination mit der DIO-Fiitterung entstand ein Modell mit erhdhten Blutglukose
und Blutfettwerten. Obwohl durch die Fiitterung mit dem high fat/high sucrose Futter der DIOSTZ-
Versuchstiere ein erhdhtes Mausgewicht zu erwarten gewesen wére, fithrt die Behandlung mit STZ iiber
eine Zerstorung der B Zellen zu einer verminderten Insulin Produktion und folglich zu einer verminderten
Insulin Wirkung, die nachweislich auch in den hier genutzten Versuchstieren im Vergleich zu Tieren aus
der Kontrollgruppe eine geringere Gewichtszunahme verursachten. Diese ist auf eine gesteigerte Proteo-
und Lipolyse aufgrund der reduzierten Insulinwirkung zurtickfiihren [187].

Die Haltungsbedingen waren in allen drei Behandlungsgruppen identisch, wodurch die Unterschiede der
jeweiligen Versuchsgruppe in Fiitterungsprotokoll und STZ- Injektionen bestand. Je Versuchsgruppe
wurden jeweils an mindestens vier Tieren die Muskelfunktion analysiert. Die Versuchstiere waren zum
Zeitpunkt der Analyse 20 Wochen alt.

Zusitzlich zu den 20 Wochen alten Tieren aus den bisher beschriebenen Versuchsgruppen, wurden weitere
Tiere (C57BL/6J von Janvier Labs) mit identischer Behandlung (DIOSTZ-, STZ- Kontrollgruppe)
untersucht. Diese Tiere bekamen im Vorfeld jedoch zusétzlich eine Herzkatheter Messung und ebenso eine
Isofluran Narkose. Der Exitus letalis erfolgte auch hier durch zervikale Dislokation in der 20.
Lebenswoche. Die Fiitterung der Tiere mit dem high fat/high sucrose Futter sowie die STZ-Injektionen
begannen analog zu den oben beschriebenen Behandlungsprotokollen.

Aus Kapazititsgriinden konnten nicht alle acht Versuchstiere aus der Versuchstiergruppe ohne
Herzkatheter gemessen werden, da im Myographen lediglich vier Messkammern zur Verfiigung standen
und die Dauer der Ischdmie bis zur Muskelmessung ein relevanter Faktor fiir die gemessene Muskelkraft
ist. Daher konnten von den acht mdglichen Tieren je Versuchsgruppe lediglich vier Versuchstiere
gemessen werden, sodass die Anzahl der ausgewerteten Tiere mit den Versuchstieren, die zuvor einen
Herzkatheter erhielten, erhoht wurde.

Zur Erhohung der Anzahl (n) der untersuchten DIOSTZ- Tiere in der immunhistologischen und
biochemischen Untersuchung wurden die 20 Wochen alten Tiere durch eine 26 Wochen alte Tiergruppe
erginzt. Die Fiitterung dieser Versuchstiere mit dem high fat/ high sucrose Futter begann in der neunten
Woche und die STZ- Behandlung erfolgte analog zu den anderen Versuchsgruppen in der 14.
Lebenswoche mit 50mg/kg Korpergewicht an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen. Der Exitus letalis erfolgte
mit 26 Wochen. Die immunhistochemischen und biochemischen Untersuchung der drei 26 Wochen alten
DIOSTZ Miusen wurden freundlicherweise von Sabine Bongardt durchgefiihrt und fiir diese Arbeit zur
Vefiigung gestellt. Die resultierenden Daten wurden anschlieBend analog zu den Tieren aus der 20 Wochen
alten Kohorte ausgewertet.
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2.1.2 Chemikalien

Aqua dest. Eigene Herstellung
Acrylamid/Bisacrylamid 30 /37,5:1 Sigma
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 Biorad

Agarose LE Biozym

Aminocapronséure Sigma
Ammoniumpersulfaft (APS) Wacker

Bidestilliertes Wasser Eigene Herstellung

Bovines Serumalbumin (BSA) Capricorn Scientific
Bradford Solution Sigma

Calciumchlorid Sigma

Dithiothreitol (DTT) Sigma

ECL Ultra Western HRP Substrate HRP Solution A | Merck

ECL Ultra Western HRP Substrate HRP Solution B | Merck

Elastosil RT 625 A Wacker

Elastosil RT 625 B Wacker

Essigsdure Roth

Ethanol 70% vollvergillt Otto Fischar GmbH & Co. KG
Ethanol 96% vollvergillt Otto Fischar GmbH & Co. KG
Fliissiger Stickstoff Linde

Fluoromount-G Southern Biotech (0100-20)
Glucose Merck
Guanidinhydrochlorid AppliChem

Glycin Roth

Glycerol Sigma

Harnstoff Merck

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl) - 1-piperazinyl) - Roth

ethansulfonséure)

Igepal Sigma

Imperial protein stain Thermo Scientific

Isofluran Pirimal Healthcare
Isopropanol Otto Fischar GmbH & Co. KG
Kaliumchlorid (KCI) Sigma
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P0O4) Sigma

Magnesiumchlorid Sigma

Magnesiumsulfaft (MgSO4) Sigma

Methanol Roth

2-Mercaptoethanol Sigma

2-Methylbutan (=Isopentan) Roth

Natriumchlorid (NaCl) Merck

Natriumhydroxid (NaOH) Roth
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3-) Merck

Normal Goat Serum Biozol Diagnostica Vertriecb GmbH
Pyruvat Sigma

Paraformaldehyd Sigma

Optimum Cutting Temperature compound CellPath

RestoreTM PLUS Western Blot Stripping Buffer Thermo Scienfitic

Salzséure (HCL) Roth




Saponin Sigma
Sauerstoff zum Begasen der Muskulatur Linde
Serva Blue R Serva

SDS Page Ruler + Prestained Protein Ladder

Thermo Scienfitic

Streptozotocin AdipoGen Life Science
Tetramethylethylendiamin (Temed) AppliChem
Thioharnstoff Sigma
Tricin Roth
Triton X-100 Sigma
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth
Tween 20 Sigma

Tabelle 2 Chemikalien und Reagenzien

2.1.3 Puffer- und Losungen
Puffersystem/Losung Zusammensetzung
Aufzeichnungslosung Muskelmessung 137 mM Natriumchlorid

5 mM Kaliumchlorid

1,1 mM Kaliumdihydrogenphosphat
10 mM Natriumhydrogencarbonat
0,8 mM Magnesiumsulfat

10 mM Glucose

10 mM HEPES

1 mM Pyruvat

Als Zugabe frisch:

1,8 mM Calciumchlorid

1 mM Magnesiumchlorid
Begasen mit Sauerstoff und CO2

pH 7,35-7,45
10x SDS-Laufpufter 250 mM Tris
2 M Glycin
1% SDS
10x Tris buffered Saline (TBS) (pH 7,4) | 0,2 M Tris
1,5 M NaCl
10x Tris buffered Saline + Tween (TBST) | 0,2 M Tris
(pH 7,4) 1,5 M NaCl
0,1 % Tween
4xSDS-Sammelgelpuffer 0,5 M Tris
(pH 6,8) 0,4% SDS
4x SDS-Trenngelpufter (pH 8,8) 1,5 M Tris
0,4% SDS
Anodenpuffer (pH 8,8) 300 mM Tris
100 mM Tricin

Blockierungslosung

2% BSAin 1x TBST

Kathodenpuffer (pH 8,7)

300 mM Aminocapronséure
30 mM Tris

Phosphat buffered saline (PBS)

2,7 mM KCL

1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
140 mM Natriumchlorid

10 mM Natriumdihydrogenphosphat
ph- Wert 7.5
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PVDF destain 10% Essigséure

40% Ethanol

50% bidestilliertes Wasser
PVDF stain 0,075% Serva blue in Methanol

Strippingpuffer (pH 7,5) 6 M Guanidinhydrochlorid
20 mM Tris

0,2% Igepal
Titin-Probenpuffer (SDS-Probenpuffer) | 8 M Harnstoff

(pH 6,8) (auch modifizierter Laemmli | 2 M Thioharnstoff

Puffer) 3 % SDS

0,035 Serva Blue

10 % Glycerol

0,05 M Tris

Tabelle 3 Puffer und Losungen
Aufzeichnungslosung

Zur Messung der Muskelfunktion sowie zur Préiparation der Muskulatur wurde eine spezielle
Aufzeichnungslosung verwendet. Die Messkammer des DMT 840 Myograph wurde vor Einspannen der
Muskelpréparate mit der Aufzeichnungslosung befiillt. Die Aufzeichnungslosung diente vor allem dem
Zweck, physiologische Bedingungen im Hinblick auf osmotisches Gleichgewicht und lonenhomdostase
zu schaffen und dadurch die Stabilitit der Muskulatur wéhrend der Muskelmessung zu gewihrleisten.
[189]

Die Losung zur Aufzeichnung der Muskelkraft wurde wie folgt hergestellt:

137 mM Natriumchlorid

5 mM Kaliumchlorid

1,1 mM Kaliumdihydrogenphosphat
10 mM Natriumhydrogencarbonat
0,8 mM Magnesiumsulfat

10 mM Glucose

10 mM HEPES

1 mM Pyruvat

Als Zugabe frisch:

1,8 mM Calciumchlorid

1 mM Magnesiumchlorid
Begasen mit Sauerstoff und CO2
pH 7,35-7,45

Die Aufzeichnungslosung wurde in der Messkammer auf 25°C gebracht und kontinuierlich mit Sauerstoff
begast. Der pH-Wert wurde auf einen Zielbereich von 7,35-7,45 eingestellt.

2.1.4 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind in den Tabellen 4, 5 und 6 aufgelistet. Besonders
erwidhnenswert sind die Titin- Antikorper, die eigens fiir die Verwendung in der AG Kriiger von der Firma
ImmunoGlobe GmbH hergestellt worden sind.

Zur Erzeugung der Antikdrper gegen die PEVK-Region des Titins sowie phosphorylierungsspezifische
Epitope der PEVK-Region wurden Kaninchen genutzt. Fiir das phosphorylierte Epitop des Serins an
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Position 11878 wurde das Kaninchen mit der Sequenz CEVVLK [pS] VLRKR immunisiert. Weiterhin
folgten innerhalb von 14 Wochen zweimalig ein Booster und die Affinitétsreifung der Antikorper iiber 20
Wochen im selben Kanninchen, wodurch ein phosphorylierungsspezifischer Antikdrper gegen das Serin an
Position 11878 (pS11878) erzeugt werden konnte. Es folgte eine affinititschromatografische Aufreinigung
der Antikdrper aus dem Serum des Kaninchens. Zudem fiel als ein Nebenprodukt der Affinitétsreinigung
des phosphospezifischen Antikorpers gegen das Epitop pS11878 ein Antikdrper an, der gegen die
unphosphorylierte PEVK-Region des Titins gerichtet ist, im weiteren als PEVK Pan Antikdrper
bezeichnet. Der PEVK Pan Antikdrper diente zum einen als Beladungskontrolle und zum anderen als
Referenzbande fiir die spéter beschriebene Phosphorylierungsanalyse. Die genannten Gensequenzen
beziehen sich auf die Aminosduresequenz des humanen Titingens (UniProtKB accession number
Q8WZ42).

Eine weitere Besonderheit der verwendeten Antikorper stellen die primédren Antikérper zur
Differenzierung der Muskelfasertypen an histologischen Schnitten in der Immunhistochemie (IHC) dar.
Diese wurden aus Hybridoma Zelllinien gewonnen und freundlicherweise von Prof. Axel Godecke
(Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie, Heinrich-Heine-Universitéit Diisseldorf) zur Verfligung
gestellt. Eine Hybridoma Zelle entsteht durch die Fusion einer immortalisierten Krebszelle mit einer
Antikdrper produzierenden Zelle. Diese Hybridoma Zellen stammen aus Mausen, die mit gereinigtem
bovinem Myosin immunisiert wurden. Die durch die Hybridoma Zellen produzierten Antikdrper wurden
schlieBlich aus dem Uberstand der Zellkultur gewonnen.
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Primiire Protein-Antikorper

Antikorper Verdiinnung Spezies Hersteller

Anti PKCa phospho T 497 1:10000 Kaninchen Abcam

Anti PKCa total 1:10000 Kaninchen Abcam

Murine monoclonal IgG2b | 1:10 Maus produced using the

antibody - reacts with rat hybridoma cell line

type I (slow-twitch BA.—F 8 purcfzased from

oxidative) fibers Leibniz Institute
DSMZ-German
Collection of
Microorganisms and
Cell Cultures GmbH

Murine monoclonal 1:25 (IHC) Maus produced using the

antibody (IgG1l) - reacts hybridoma cell line

with rat type Ila (fast-twitch SCf 7 l.p ur cﬁasedf rom

oxidative) fibers Leibniz Institute
DSMZ-German
Collection of
Microorganisms and
Cell Cultures GmbH

Murine monoclonal 1:50 (IHC) Maus produced using the

antibody (IgM) — reacts hybridoma cell line

with rat type IIb (fast-twitch BF_ -F 3 pur c}.zasedf rom

glycolytic) fibers Leibniz Institute
DSMZ-German
Collection of
Microorganisms and
Cell Cultures GmbH

Perilipin 2 1:1000 Kaninchen Abcam

Perilipin 2 1:100 IHC) Guinea Pig Progen

Perilipin 5 1:10000 Kaninchen Proteintech

Perlipin 5 1:100 (IHC) Guinea Pig Progen

o~ Aktinin 1:5000 Kaninchen Cell Signaling

Tabelle 4: verwendete primére Antikorper
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Sekundiire Protein Antikorper

Anti Rabbit horseradish 1:5000 Ziege Cell Signaling

peroxidase conjugated

Rhodamine Red™-X (RRX) | 1:50 (IHC) Ziege Jackson

AffiniPure Goat Anti-Mouse ImmunoResearch

1gG, Fcy subclass 2b Laboratories, Inc.

specific (590nm) #115-295-207

AMCA AffiniPure Goat 1:100 (IHC) Ziege Jackson

Anti-Mouse IgM, u chain ImmunoResearch

specific (450nm) Laboratories, Inc.
#115-155-075

Fluorescein (FITC) 1:100 (IHC) Ziege Jackson

AffiniPure Goat Anti-Mouse ImmunoResearch

1gG, Fcy subclass 1 specific Laboratories, Inc.

(520nm) #115-095-205

Goat Anti Guinea- Pig Cy3 | 1:300 (IHC) Ziege Dianova

(570nm)

Tabelle 5 verwendete Sekundirantikorper
Titin-Antikorper

Antikorper Verdiinnung Spezies Hersteller

Anti pPEVK S11878 phospho 1:1000 Kaninchen ImmunGlobe GmbH

Anti PEVK Pan 1:2000 Kaninchen ImmunGlobe GmbH

Anti Rabbit horseradish 1:3000 Ziege Cell Signaling

peroxidase conjugated

(Sekundérantikorper)

Tabelle 6: verwendete Titin Antikérper
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2.1.5 Gerite, Instrumente und Software

Laborger:iit Typenbezeichnung Hersteller
Bildschirm V243 HP
Blottingapparatur Trans Blot Turbo Transfer | Biorad
Chemolumineszenz Imager Fusion FX Edge VO.7 Vilber and Lourmat
Cryostat microtome Rotation CM1860 Leica Biosystems
Digitaler Messschieber Art. Nr.: 20497503 Alpha Tools
Eismaschine R404 A Ziegra
Elektrophorese-Kammer Mini-Protean Tetra Biorad

Feinwaage ADB 200-4 Kern& Sohn
Fluoreszenzmikroskop BZ9000C Keyence
Gefrierschrank -20°C Typ 311104 Liebherr
Gefrierschrank -80°C UXF40086V Thermo Scientific
Kaniilen Sterican 0 0,8 x 12mm, stumpf Braun

Kaniilen Sterican 00,45 x 12mm Braun
Kiihlschrank KT1730 Liebherr
Lichtmikroskop Binokular S8AP10 Leica
Magnetriihrer Basic RCTB IKA

Mikrowelle EMWD 2818 Bauknecht
Muskelstimulator Stimulator CS4+ Danish Myo Technologie
MyoDYNAMIC Muscle Strip 840MD Danish Myo Technologie
System

Nonabsorbable Braided Silk Suture
5.0

(Item No.: 18020-30)

FST (Item No.: 18020-30)

Orbitalschiittler Shaker Dos NeoLab

PapPen Liquid Blocker Daido Sangyo Co

PC Elite Desk 800 G2TWR HP

pH- Meter MP220 Mettler Toledo
Photometer Ultrospec 1000 Pharmacia Biotech
PowerLab data acquisition system Danish Myo Technologie
Power Pack Standard P25 T Biometra
Priparierbesteck FST

Priparierleuchte KL1600 LED Schott
PVDF-Membranen - Roth

Vakuum Pumpe (Myograph) Danish Myo Technologie
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Taumel-Rollmischer RM5-30V CAT

Tischzentrifuge MiniStar blueline VWR

Waage Kern 572 Kern& Sohn
Wasseraufbereitung Milli Q Merck

Wasserbad Julabo 20B Julabo

Whatman Papier

Whatman international Ltd.

Tabelle 7 Auflistung der verwendeten Laborgeriite
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Verwendete Software

Software

Hersteller

Citavi

Swiss Academic Software GmbH

DMT 840 MD Controller Software 1, v1.3.0

Firma Danish Myo Technologie

Evolution Capt Edge V. 18.02

Vilber

GraphPad Prism Version 8.2.0 — Graph Pad Software Inc
Imagel National Institutes of Health
LabChart v.8.1.24 25/10/2022 Firma ADInstruments

MyoPulse Software Version 2.3.1.0

Firma Danish Myo Technologie

Microsoft Excel

Microsoft Corporation

Microsoft Power Point

Microsoft Corporation

Microsoft Word

Microsoft Corporation

Tabelle 8 Auflistung der verwendeten Software
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2.2 Methoden

2.2.1 Préparation und Isolation der Muskulatur am Mausmodell

Zur Fixierung der entnommenen Skelettmuskulatur wurden Elastosil Petrischalen benétigt, in denen
mittels Insektennadel das entnommene Muskelpriparat aufgespannt wurde, sodass es anschlieBend mit
Néhten fiir die Kraftmessung vorbereitet werden konnte. Die Elastosil Petrischalen wurden im Labor nach
etabliertem Standard hergestellt und gegossen. Dazu wurde Elastosil A (60g) und Elastosil B (6,67g) im
Verhiltnis 9:1 gemischt. Die Mischung wurde im Anschluss gleichméBig auf die Petrischalen verteilt und
die Aushirtung abgewartet.

In dieser Arbeit wurde ausschliefSlich der Musculus (M.) soleus genutzt. Der Exitus letalis der Tiere
erfolgte vor Beginn der Préparation durch cervikale Dislokation.

Zur Priparation der Muskulatur wurde eine Petrischale mit 4°C kalter mit Sauerstoff begaster
Aufzeichnungsldsung befiillt. Im Anschluss erfolgte die Préparation der Muskulatur in der kalten
Aufzeichnungslosung unter kontinuierlich Begasung mit Sauerstoff. Dadurch wurde ein Austrocknen der
Muskelpréparate wiahrend der Préparation verhindert und eine Versorgung mit wichtigen Substraten
erleichtert. Nach der vollendeten Priparation wurden die Elastosil Schalen mit den Muskelpriparaten
umgehend auf Eis gekiihlt, bis diese in den Myograph eingespannt wurden beziehungsweise unmittelbar
im Anschluss in den Myographen eingespannt.

Vor der Isolierung und Entnahme der Muskulatur wurde das Fell des getoteten Tieres mit Ethanol
befeuchtet. Bei der gesamten Priparation wurde darauf geachtet, die zu verwendende Muskulatur zu
schonen, insbesondere wurde die Muskulatur nicht gequetscht, {iberdehnt oder falschlicherweise inzidiert,
damit die in vitro Muskelfunktionsmessung aussagekriftige Resultate liefern konnte. Bereits kleine
Schiden der Muskelfaser Integritdt wihrend der Préparation beeintrichtigen die Fahigkeit der
Kraftproduktion [189].

Zudem wurde, nach MaBgabe des Manuals des DMT 840 Myograph [189], der gesamte Muskel mit
intakten Sehnen am proximalen und distalen Ende entnommen.

Fiir die spateren Messergebnisse war es von grofler Bedeutung die Praparation der Muskulatur ziigig
durchzufiihren, sodass die Ischdmie Zeit der Muskulatur bis zum Beginn der Muskelmessung moglichst
minimiert wurde. In Abbildung 9 ist der vorbereitete Praparationsplatz mit allen notwendigen Materialien
dargestellt.
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Abb. 9 vorbereiteter Priaparationsplatz

Priparation des Musculus soleus

Zur Praparation des Musculus soleus wurde zunichst der Hinterlauf der Maus mit einer Kaniile fixiert
sowie das Fell mit Ethanol benetzt. Im Anschluss daran wurden das Fell und die Haut der Maus mit einer
scharfen chirurgischen Mikroschere inzidiert und stumpf ab pripariert. Im Folgenden wurde das Bein des
Versuchstieres oberhalb des Knies scharf abgesetzt. Die weitere Dissektion des M. soleus erfolgte mit
feiner Pinzette und scharfer chirurgischer Mikroschere unter einem binokularen Mikroskop sowie einer
VergroBerungslupe. Die Priparation fand unter kontinuierlicher Begasung der Losung mit Sauerstoff in
der Elastosil Schale statt. Es wurde damit begonnen, die sichtbaren Faszien zu inzidieren und mdglichst
schonend zu entfernen, sodass damit die Versorgung des Muskels iiber Diffusion im Organbad erleichtert
wurde. Zundchst wurde der freiliegende M. triceps surae, bestehend aus dem medialen und lateralen Kopf
des M. gastrocnemius sowie dem M. soleus, stumpf und schonend préipariert. Im Anschluss wurde die
Achillessehne und deren Ansatz am Os calcaneus aufgesucht und weit distal durchtrennt, um die Linge
der Sehnen zu maximieren. Die Achillessehne besteht aus den Sehnen des M. gastrocnemius und des M.
soleus, sodass nach stumpfer Priaparation und Durchtrennung der Achillessehne der M. triceps surae unter
Durchtrennung der medialen und lateralen Faszien nach proximal umgeklappt werden konnte. Sobald der
M. gastrocnemius nach proximal umgeschlagen worden ist, wurde auf der Innenseite der deutlich rot
erscheinende M. soleus sichtbar, dessen proximale Tendon an der dorsalen Tibia in der Ndhe des Knies der
Maus aufgesucht wurde und anschlieBend moglichst proximal durchtrennt wurde, um ebenso die Lange
der proximalen Tendon des Muskels zu maximieren. Vor der Durchtrennung der proximalen Sehne wurde
jedoch méglichst am myotendindsen Ubergang mittels eines nicht absorbierbaren geflochtenen
Seidenfaden der Stérke 3,0 durch ein Instrumentenknoten sowie vier Einzelkopfknoten eine Naht gesetzt.
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Die freien Fadenenden der Naht am proximalen myotendindsen Ubergang wurde im weiteren Verlauf dazu
genutzt das Muskelpriparat in der Messkammer des Myographen zu fixieren.

Nachdem die proximale Tendon des Muskels durchtrennt wurde, lie sich anschlieBend die distale Tendon
des M. soleus schonend aus der Achillessehne 16sen.

Nachdem der Muskel vollstindig priapariert und entnommen worden ist, wurde dieser unter leichter
Dehnung in eine Elastosil Petrischale mit gekiihlter 4°C kalter Aufzeichnungslosung abgelegt und somit
die Versorgung des Muskelpraparates tiber Diffusion ermoglicht. Die weitere Vorbereitung des Priparates
fand in der mit Sauerstoff begasten und gekiihlten Aufzeichnungsldsung statt.

Die Sehnen des entnommenen Muskels wurden mit Insektennadeln im Boden der Elastosil Petrischale
fixiert. AnschlieBend wurde auch an dem distalen Tendon des M. soleus nah am myotendindsen Ubergang
mittels Instrumentenknoten und vier Einzelkopfknoten eine Naht gekniipft, die ebenso der Fixierung in
der Messkammer des Myograph diente. Die freien Fadenenden am proximalen und distalen
Muskelpraparat wurden zwecks Fixierung in der Messkammer ebenso mit einem Instrumentenknoten und
vier Einzelkopfknoten an je einem Kunststoffadapter fixiert. Uber diesen Kunststoffadapter konnte das
Muskelpréparat anschlieBend in der Messkammer eingehéngt und fixiert werden (Abb. 10). Damit war das
Muskelpréparat fiir die Funktionsmessung vorbereitet. Die Messkammer des Myographen wurde zuvor
mit Aufzeichnungslosung befiillt, die auf 25°C erwarmt worden ist und ebenso kontinuierlich mit
Sauerstoff begast wurde. Wahrend der Muskelfunktionsmessung wurde die Aufzeichnungslosung
kontinuierlich mittels Umwilzpumpe ausgetauscht.
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Abb. 10 préparierter und eingespannter Musculus soleus
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Bei der Platzierung der Naht (Abb. 10) war es von besonderer Bedeutung, dass diese mdglichst am
myotendindsen Ubergang zu liegen kam und die Muskelfasern nicht beriihrt, um zum einen den Beitrag
der Sehne bei der Kraftmessung zu minimieren und zum anderen ein Reiflen der Muskulatur wéhrend der
Stimulation zu vermeiden [189]. Die durchschnittliche Ischdmiezeit der Préparation lag bei knapp 14
Minuten.

2.2.2 Aufbau und Funktionsweise des MyoDYNAMIC Muscle Strip System (Firma DMT)

Das MyoDynamics Muscle Strip System - 840MD (Abb. 11) ist ein modernes System zur in vitro Messung
von exzentrischer, konzentrischer oder auch isometrischer Muskelaktivitdt an einzelnen Muskelfasern aber
auch an vollstindigen Muskeln mittels elektrischer Feldstimulation. Dazu besitzt der Myograph vier
separate Kammern, in die der priparierte Muskel bzw. die Muskelfaser eingehéngt werden konnen. Sobald
der préparierte Muskel an dem dafiir vorgesehenen Haken eingehéngt wird, ist dieser dariiber mit dem
sensiblen Kraftmesser verbunden, der es erlaubt, minimale Verdnderungen von 10 pm zu detektieren.
Weiterhin kann der Muskel, entweder manuell oder iiber einen motorisierten Mikropositionierer,
vorgedehnt bzw. die Muskelspannung reduziert werden. In jeder der vier separaten Kammern konnen
verschiedene Parameter wie beispielsweise Temperatur, Stimulationsprotokoll und Wechsel des
Aufzeichnungsmediums unabhéngig voneinander eingestellt werden [190].

Der in dieser Arbeit genutzte Aufbau bestand aus dem Myo-Interface mit vier separaten Kammern zur
Muskelmessung, einem Stimulator zur Muskelstimulation, einem PowerLab data acquisition system und
der dazugehdrigen Software zur Aufzeichnung und Auswertung der Muskelmessung (LabChart 8). Teil
des Systems war ebenso eine Vakuum Pumpe, mit der ein automatisierter Wechsel der
Aufzeichnungslosung in den Kammern moglich war, sodass die Muskulatur in der Kammer, je nach
Setting, kontinuierlich mit O, begaster Aufzeichnungslésung umspiilt wurde. Die Vakuum Pumpe wurde
mit einer 1000 ml Laborflasche verbunden, welche mit Aufzeichnungslésung befiillt worden war und
kontinuierlich mit 95% Sauerstoff begast wurde, sodass das Muskelpridparat wiahrend und zwischen den
Kraftmessungen dauerhaft mit Substrat und Sauerstoff versorgt wurde.

Der hier verwendete Muskelstimulator konnte ausschlieBlich mit der dazugehorigen Software MyoPulse
gesteuert und kontrolliert werden. Dazu wurden iiber die Sofiware die gewlinschten Stimulationsparameter
definiert und die Stimulation gestartet.
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Abb. 11 Aufbau des Myographen im Labor

2.2.3 Ablauf der Messung und Messprotokoll

Da hohere Temperaturen mit einem erhohten metabolischen Bedarf einhergehen, war es wichtig, die
Temperatur der Aufzeichnungslosung in der Kammer wihrend der gesamten Messung konstant zu halten.
Daher wurde die Aufzeichnungslosung in den Messkammern iiber Heizelemente auf 25°C erwarmt und
die Temperatur konstant gehalten. Damit konnte eine Instabilitidt des Muskelpréparates vermieden und
eine unbeeintrichtigte Kraftmessung ermoglicht werden [189].

Die Messung maximaler isometrischer Kraft erfordert, dass alle Muskelfasern im Préparat zeitgleich
kontrahieren, sodass zur Vorbereitung der eigentlichen Kraftmessung zunichst supramaximale
Stimulationsbedingungen mittels twitch stimulation definiert werden mussten. Die hierzu genutzte
Methode orientiert sich am Handbuch des Myographen und wurde im Verlauf der Arbeit optimiert [189].
Im Nachgang wurden die gemessenen Kraftwerte mittels kalibrierten Koeffizienten von Millivolt (mV) in
Millinewton (mN) umgerechnet.
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Definieren der optimalen Muskelléinge (LO)

Die Definition der supramaximalen Stimulationsparameter beziehungsweise Stimulationsbedingungen
begann mit der Einstellung der optimalen Muskelldnge (LO), damit das Muskelprdparat nach Stimulation
maximale isometrische Zuckungskraft aufbringen kann. Dazu wurde das Préparat mittels einer
Einzelstimulation mit 16Volt (V) stimuliert und die Muskelantwort gemessen (Abb. 12) sowie quantitativ
mittels LabChart ausgewertet. Zwischen den einzelnen Stimulationen wurde eine Pause von mindestens
30 Sekunden eingehalten. AnschlieBend wurde die Lénge des eingespannten Muskelpréparates in kleinen
Schritten verléngert beziechungsweise verkiirzt, bis die maximale Zuckungskraft gemessen werden konnte.
Die so erfasste optimale Muskellinge wurde zwischen den beiden myotendindsen Ubergiéingen gemessen
und notiert. Im Verlauf der Messungen wurde regelméBig liberpriift, ob die optimale Lénge des
Muskelpréparates eingestellt war.

536,8mV

Abb. 12 Beispielhafte Einzelzuckung eines entnommenen M. soleus beim Einstellen der optimalen Muskellénge,
x-Achse: gemessene Kraftantwort in mV, y-Achse: Zeit in Sekunden

Definieren der optimalen Stromstirke

Ein weiterer Parameter der supramaximalen Stimulationsbedingungen ist die optimale Stromstérke zur
Stimulation der Muskelpraparate. Nachdem die optimale Muskelldnge als Grundvoraussetzung eingestellt
worden ist, wurde die optimale Stromstirke zur Bestimmung der maximalen isometrischen Kraft des
Préparates ermittelt. Dazu wurde erneut die twitch stimulation genutzt und die Stromstérke je Stimulation
um 2 Volt gesteigert, bis die maximale Kraftantwort des Praparates gemessen werden konnte. Auch hierbei
wurde eine Pause von mindestens 30 Sekunden zwischen den einzelnen Stimulationen eingehalten.
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Frequenz Kraft Zusammenhang

Ein weiterer Parameter der supramaximalen Stimulationsbedingungen ist die Stimulationsfrequenz, bei
der die maximale isometrische Kraft gemessen werden konnte. Voraussetzung zur Bestimmung des
Frequenz Kraft Zusammenhangs, war die Bestimmung und Einstellung der optimalen Muskelldnge.
AnschlieBend wurde das Muskelpréparat mit ansteigenden Frequenzen von 10 Hz bis maximal 250 Hz fiir
750ms gereizt (Abb. 13); dabei wurde eine Pause von vier Minuten zwischen den Stimulationsfrequenzen
eingehalten. Sobald ein Plateau der Kraftkurve erreicht worden ist, konnte an diesem Plateau die
maximale isometrische tetanische Kraft (PO) fiir die jeweilige Stimulationsfrequenz abgelesen werden.
Die zur Erzeugung der maximalen isometrischen Kraft genutzte Stimulationsfrequenz wurde als Plateau
Stimulationsfrequenz definiert. Anhand dieser Stimulationsfrequenz konnte folgend die maximale
isometrische Kraft bestimmt werden.

FFR 1717mV 120Hz

Abb. 13 beispielhaft tetanische Reizung eines isolierten M. soleus bei der Bestimmung der optimalen Stimulationsfrequenz
Reizung mit 120Hz, x-Achse: gemessene Kraftantwort in mV, y-Achse: Zeit in Sekunden
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Messung der maximalen isometrische Kraft (PO)

Nachdem nun die Parameter fiir die supramaximalen Stimulationsbedingungen definiert worden sind,
wurde zur Bestimmung der maximalen isometrischen Kraft die Muskulatur in der Messkammer des
Myographen bei optimaler Lange mit supramaximaler Stromstiarke und Plateau Stimulationsfrequenz
stimuliert. Die Muskelpréparate wurden mit den so definierten Stimulationsparametern zweimalig
stimuliert, mit einer vierminiitigen Pause zwischen den Stimulationen. Die gemessene Muskelantwort
wurde mittels LabChart quantitativ ausgewertet.

AbschlieBend wurden die Préparate aus den Kammern entfernt und deren Masse bestimmt, damit im
weiteren Verlauf die spezifische Kraft durch Normierung auf die Muskelquerschnittsfliache errechnet
werden konnte. Zur Bestimmung der Muskeleinzelgewichte wurden die Sehnen sowie iiberschiissige
anhaftende Aufzeichnungslosung entfernt.

Ermiidungsprotokoll

Die Arbeitshypothese dieser Arbeit lautet, dass ein vermehrter Gehalt an Lipid Droplets (LD) in der
Muskelfaser eine Auswirkung auf die aktive Kraftentwicklung und die Ermiidung bei dauerhafter
Muskelerregung hat. Dazu wurden die Muskelpriaparate nach der oben beschriebenen Messung der
maximalen isometrischen Kraft repetitiv stimuliert und die Entwicklung der Muskelkraftantwort {iber die
Zeit beobachtet. Die Muskelprédparate wurden alle 3 Sekunden durch einen 300 ms dauernden Reiz mit 50
Hz stimuliert wobei mindestens 50% der maximalen Kraftantwort erreicht werden sollte [191]. Wahrend
des Ermiidungsprotokolls wurden die Muskelpriparate kontinuierlich tiber 30 Minuten mit dem oben
genannten Protokoll stimuliert sowie die Muskelantwort kontinuierlich iiber die Zeit aufgetragen (Abb. 14
und 15). Bei der Erstellung und Ausarbeitung des Protokolls wurde sich an einer Publikation von Oishi et
al orientiert [191]. Dabei sollte nach zehn Minuten repetitiver tetanischer Reizung ein Niveau von 15%
des Ausgangswertes der initialen Muskelantwort erreicht werden. Dies diente der Erfolgskontrolle des
Stimulationsprotokolls. Daher wurde das Erreichen sowie der Zeitraum bis zum Erreichen von 15% des
Ausgangswertes der initialen Muskelantwort hier als Muskelermiidung definiert. Da die isolierten
Muskelpréparate der DIOSTZ- und STZ- Versuchstiergruppen eine langsamere Abnahme der Muskelkraft
zeigten und nach zehn Minuten die 15% Marke nicht erreichten, wurde das Ermiidungs- Protokoll auf 30
Minuten verlédngert. Wahrend der Messung wurde die Kraftabnahme {iber die Zeit von 30 Minuten
protokolliert und die Zeit bis zum Eintreten der Muskelermiidung (15% des Ausgangswertes) als
Vergleichswert fiir alle Gruppen notiert. Zudem wurden absolute und relative Kraftwerte der Muskulatur
wihrend der Ermiidungsmessung in zeitlichen Abstdnden von drei Minuten miteinander verglichen.
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Abb. 14 Darstellung der tetanischen Ermiidungsmessung am Beispiel eines M. soleus aus einem Tier der Kontrollgruppe;
dargestellt ist bei gleichbleibender Skalierung beispielhaft die Abnahme der Kraft der Einzelzuckung im Ermiidungsprotokoll
nach 0, 3, 6 und 9 Minuten, hier wurde beispielhaft nach 9 Minuten noch 14,9% der initialen Kraftantwort generiert, x-Achse:
gemessene Kraftantwort in mV, y-Achse: Zeit in Sekunden
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Abb. 15 Darstellung der Ermiidungsmessung am Beispiel eines M. soleus aus einem Tier der Kontrollgruppe,
dargestellt ist beispielhaft die Abnahme der Kraft der Einzelzuckung nach repetitiver Reizung tiber 11 Minuten, x-Achse:
gemessene Kraftantwort in mV, y-Achse: Zeit in Minuten
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2.2.4 Berechnung der spezifischen Kraft (sPo)

Trotz grofiter Sorgfalt bei der Priparation und der Bearbeitung der isolierten Muskulatur, kann die Grof3e
der Praparate auch aufgrund anatomischer Gegebenheiten variieren. Wenn man annimmt, dass ein
groferer Muskel auch mehr Kraft produziert, erscheint es sinnvoll, die gemessene Kraftantwort zu
normieren und damit vergleichbar zu machen. Die aufgebrachte maximale isometrische tetanische Kraft
des Muskelpraparates (PO) wurde daher auf die Querschnittsflache des Muskels bezogen und damit die
spezifische Kraft (sPO) berechnet [192],[191]. Die sPO wurde in dieser Arbeit rechnerisch ermittelt, wozu
zundchst die optimale Faserlédnge berechnet werden musste, damit im Anschluss eine Normierung auf die
Muskeleinzelgewicht und Muskellédnge erfolgen konnte. Zur Berechnung der sPO wurde sich am
Benutzerhandbuch des Myograph sowie einer Ubersichtsarbeit von Upchurch und lazzo orientiert
[189],[192].

Bestimmung der optimalen Faserldnge (FL)

Faserlange
FL= Lo*———7—
Muskellange

Formel 1: Berechnung der optimalen Faserlinge

Das Verhiltnis von Muskellidnge zu Faserlange wurde von Brooks & Faulkner fiir verschiedene Muskeln
bestimmt und fiir die Berechnung aus deren Arbeit Contractile properties of skeletal muscles from young,
adult and aged mice entnommen und mit 0,71 fiir den M. soleus gewertet [ 193]. Neben der optimalen
Faserldange gehen weiterhin die Muskelmasse m sowie die Dichte in die Normierung mit ein. Im weiteren
Verlauf wird das Ergebnis dieses Rechenschrittes als Cross Sectional Area (CSA) bezeichnet.

Nachdem die optimale Faserldnge bestimmt worden ist, konnte die Cross Sectional Area des
Muskelpréparates bestimmt werden:

Muskelmasse m

CSA =
FL * 1,06mg/mm3

Formel 2 Berechnung Cross Sectional Area

Zur Berechnung der specific Force (sPO) ergibt sich folgende Formel:

o PO _ PO
SYY =054 T "Muskelmasse m

FL % 1,06mg/mm3

Formel 3 Berechnung spezifische Muskelkraft

Wobei 1,06mg/mm? fiir die Dichte der Skelettmuskulatur steht.

Da die Préparation und das Einspannen der Muskulatur komplex und vielschrittig war, wurden zur
Verringerung von Fehlern Ausschlusskriterien definiert, die zu einem Ausschluss des Versuchstiers von
der Datenauswertung fiithrten. Diese Ausschlusskriterien waren eine zu lange Ischédmiezeit mit
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Auswirkung auf die Ergebnisse der Muskelmessung oder eine mangelhafte Praparation des M. soleus,
beispielsweise wenn wihrend der Préparation der Muskel selbst beziechungsweise die Sehne des Muskels
riss, sodass keine valide Messung im Anschluss mdglich war. Andere Besonderheiten mit Auswirkungen
auf die Muskelmessung wie z.B eine perforierte Arteria carotis in der vorausgehenden Herzkatheter-
Untersuchung fiihrten ebenso zu einem Ausschluss.

Wenn zwei M. solei vom selben Tier gemessen wurden und keine Ausschlusskriterien vorlagen, wurden
die Werte fiir die PO beziehungsweise sPO gemittelt. Somit wurden zwei Datensétze fiir ein Tier ermittelt.
Die gemessenen Werte der beiden M. solei wurden im Anschluss gemittelt.

Die Versuchstiere mit und ohne Herzkatheter Untersuchung wurden jeweils zu einer Versuchsgruppen
(Kontrolle, DIOSTZ, STZ) zusammengefasst, wodurch die Anzahl der gemessenen Tiere erhdht werden
konnte. In der Kontrollgruppe wurden aus den oben genannten Griinden zwei Tiere ausgeschlossen, sodass
insgesamt fiinf Tiere gemessen werden konnten. In der DIOSTZ- Versuchsgruppe wurde lediglich ein
Versuchstier von der Auswertung ausgeschlossen und so insgesamt sieben Versuchstiere ausgewertet. In
der STZ- Versuchsgruppe wurde kein Datensatz von der Auswertung ausgeschlossen, sodass schlieBlich
neun Tiere ausgewertet worden sind.

2.2.5 Kryokonservierung und histologische Aufarbeitung

In dieser Arbeit wurden Schnitte des M. soleus der Versuchstiere aus den drei verschiedenen
Versuchsgruppen angefertigt. Dabei wurde je ein M. soleus des Versuchstieres wie beschrieben fiir die
Kraftmessung isoliert und vorbereitet, der jeweils kontralaterale M. soleus wurde hingegen fiir die
histologische Aufarbeitung kryokonserviert. Da es fiir die Ergebnisse der Muskelmessung unerlésslich ist,
die Ischamie Zeit der Muskulatur zu minimieren, wurde hier auf die im Vergleich zur Formaldehyd-
Paraffin Einbettung schnellere Kryokonservierung zuriickgegriffen. Ebenso vorteilhaft war der Verzicht
auf das toxische Formaldehyd und der addquate Erhalt der nativen Antigen Strukturen, da die
Konservierung durch Einfrieren erfolgte und keine Interaktion der Proteine mit Formaldehyd erfolgte
[194]. Da die angefertigten histologischen Muskelpraparate im Verlauf auch mittels immunologischer
Methoden gefarbt wurden, wurde die Kryokonservierung gegeniiber einer Formaldehyd- Paraffin
Konservierung favorisiert.

Nachdem der Muskel, wie bereits in Kapitel 2.2.2 beschrieben, aus dem Versuchstier isoliert worden war,
wurde dieser mehrfach in Optimum Cutting Temperature compound (OCT) getaucht und somit die
gesamte Muskeloberfldche mit OCT bedeckt. AnschlieBend wurde das Préparat in der physiologischen
Orientierung entlang der head-to-tail Achse und ungedehnt in die Form zum Einfrieren abgelegt. Im
Anschluss daran wurde fliissiger Stickstoff genutzt um in einer Stahlform Isopentan auf -150°C zu kiihlen.
Dazu wurde die Stahlform flir ungefahr drei bis fiinf Minuten in fliissigen Stickstoff gehalten und das
Isopentan dabei konstant geriihrt, bis sich auf dem Boden der Stahlform weille Prizipitate bildeten. Die
weillen Prazipitate waren der Indikator dafiir, dass die optimale Einfriertemperatur von -150°C erreicht
worden ist. AnschlieBend wurden die Muskelpriparate in der Form zum Einfrieren fiir ungefidhr zehn
Sekunden in das -150°C kalte Isopentan getaucht. Dabei wurde die Zeitspanne von maximal zwdlf
Sekunden nicht iiberschritten und somit ein zu langes Einfrieren, was zu Muskelbriichen fiihren kann und
damit die Auswertung beeinflussen kann, vermieden. AbschlieBend wurde der eingefrorene Muskel fiir 20
Minuten auf Trockeneis unter dem Abzug positioniert, damit das Isopentan verdampfen konnte. Nachdem
das Isopentan verdampft war, wurde das kryokonservierte Praparat bei -80°C bis zur weiteren
Prozessierung gelagert [194].
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Einbettung

Zur Einbettung der bei -80°C eingefrorenen und gelagerten Priaparate wurden diese iiber Nacht bei -20 °C
gelagert, um ein Schneiden der Préparate zu ermoglichen. Wéhrend der gesamten Einbettung war es
wichtig, dass die Préparate nicht auftauten, um Schéden durch erneutes Einfrieren zu vermeiden.
Nachdem das Kryotom auf -22°C gekiihlt wurde, konnten die Préparate auf der Specimen Disc fixiert
werden. Dazu wurde das Préparat in einer fliissigen Schicht aus OCT auf der Specimen Disc positioniert
und durch Gefrieren des OCT fixiert. Dabei wurde das Préparat fiir Querschnitte senkrecht auf der
Specimen Disc positioniert [194].

Anfertigung der Schnitte und Farbung

Die Schnitte wurden bei einer Temperatur von -22°C durchgefiihrt, um ein Auftauen des Muskelpraparats
wiéhrenddessen zu vermeiden. Es wurden Schnitte mit einer Dicke von 8 pm-10 pm vom Gewebeblock
abgetrennt. Die Schnitte wurden auf einem -22°C kalten Objekttriger gesammelt und anschlieend mittels
Haartrockner fiir fiinf Minuten getrocknet, ohne die Muskelschnitte dabei zu erwdrmen. Nach dem
Trocknen wurden die Objekttrager mit den Gewebeschnitten in einer Trockenbox gelagert, die zur
Vermeidung von Feuchtigkeit zusétzlich mit Klebeband verschlossen worden ist. Fiir die weitere Analyse
wurden die Schnitte aus dem mittleren Muskelbauch des Praparates angefertigt. Die histologischen
Schnitte wurden zunéchst wieder bei -20°C bis zur immunhistochemischen Farbung gelagert.

Um die Auswirkungen der verschiedenen Behandlungsprotokolle auf die Muskelfaser-Zusammensetzung
der M. solei zu erfassen, wurden die Muskelfasertypen I, Ila und IIb immunhistochemisch angefarbt.
Zudem wurde die Verteilung der Muskelfasertypen in den einzelnen Versuchsgruppen in Bezug zur
Fatigue- Messung gesetzt. Zur Anfarbung der Muskelfasern in den histologischen Schnitten wurden diese
langsam auf Raumtemperatur erwdrmt. Dazu wurden die Proben zunéchst iiber Nacht bei 4°C im
Kiihlschrank gelagert und am Morgen fiir ungefahr 60 Minten bei Raumtemperatur akklimatisiert. Im
Anschluss wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet und mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert.
Daran schloss sich ein Waschschritt mit phosphate buffered saline (PBS) an, gefolgt von einer
einstiindigen Inkubation mit 1% Triton X-100 Losung, die dazu diente, den Erfolg der Immunofluoreszenz
Féarbung durch Permeabilisierung der Zellmembranen zu verbessern [195]. Vor der Hinzugabe des
priméren Antikorpers wurden die Schnitte zunédchst mit 10% normal goat Serum (NGS) in Kombination
mit 1% Triton in PBS blockiert; weiterhin folgte nach einem erneuten Waschschritt mit PBS/ Tween20
(0,2%) sowie mit PBS im Anschluss eine endogene Immunglobulin G Blockade mittels Anti- Maus Fab-
Fragmenten. Die endogene Immunglobulin G Blockade diente dem Zweck, gebundene endogene
Immunglobuline der Klasse G auf dem Gewebeschnitt zu blockieren und somit eine Anfarbung des
Hintergrundes zu vermeiden, sodass die Qualitdt der Immunhistochemie Farbung verbessert werden
konnte. Bevor sich ein erneuter Waschschritt in PBS und Tween20 (0,2%) anschloss, wirkte die endogene
Immunglobulin G Blockade drei Stunden ein. Die priméren Antikorper zur Farbung der Muskelfasertypen
I, IIa und IIb wurden in 2% NGS gelost und tiber Nacht bei 4°C mit dem histologischen Préparat
inkubiert. Bevor der sekundére Antikorper hinzugegeben werden konnte, wurden die Gewebeschnitt
erneut mit PBS und Tween20 (0,2%) gewaschen. Der sekundére Antikorper wurde ebenso in 2% NGS
geldst und fiir drei Stunden hinzugegeben. Es folgte ein erneuter Waschzyklus mit PBS. Damit war der
Prozess der immunhistochemischen Farbung abgeschlossen. Fiir die Versiegelung der Objekttriager wurde
das Eindeckmedium Fluoromount-G der Firma Southern Biotech genutzt, was eine langerfristige
Lagerung der Gewebeschnitte ermoglichte. AbschlieBend wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop Keyence
BZ 9000C die Fluoreszenzaufnahmen durchgefiihrt und die Muskelfasertypen quantitativ ausgewertet.
Dazu wurden in den Muskelschnitten représentative Ausschnitte ausgewéhlt und anschlieBend geméf3 der
immunhistochemischen Féarbung die Anzahl der Muskelfasern je Typ ausgezahlt und relativ ins Verhéltnis
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zueinander gesetzt. AbschlieBend wurden die Ergebnisse mittels One- Way Anova mit Bezug auf die
Kontrollgruppe auf statistische Aussagekraft hin untersucht.

Immunhistochemische Firbung der Perilipine

Zur Analyse des intramuskuldren Fettgehalts und der Lipid Droplets wurden die Perilipine 2 und 5 in den
histologischen Schnitten immunhistochemisch angefarbt. Dazu wurden die Muskelschnitte zunichst, wie
bei der Muskelfasertypen Bestimmung, langsam auf Raumtemperatur erwiarmt. Anschlieend erfolgte
nach der Abgrenzung der einzelnen Schnitte mittels Fettstiftes die Fixierung mit 4% PFA. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Muskelschnitte mittels 10% NGS in PBS mit 0,2% Saponin
fiir zwei Stunden blockiert. Das Saponin wurde zur Permeabilisierung der Zellmembranen hinzugegeben,
sodass die Antikorperbindung erleichtert wurde. Nun wurde der primire Antikorper in PBS/Saponin 0,2%
verdiinnt sowie im Anschluss tiber Nacht bei 4°C auf die Proben gegeben. Am folgenden Tag wurden die
Objekttrager zunichst dreimalig in PBS/Saponin 0,2% gewaschen und der fluoreszierende
Sekundirantikdrper (maximale Emission: 570 nm) fiir drei Stunden hinzugeben. Logischerweise erfolgten
die weiteren Schritte nach Hinzugabe des Fluoreszenzantikorpers im Dunkeln. Nach einem weiteren
Waschzyklus mit PBS wurden die Muskelschnitte mit Fluoromont DAPI eingedeckt und iiber Nacht bei
4°C gelagert, bis das Fluoromont eingetrocknet war. AbschlieBend wurde nun ebenso mit dem
Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ 9000C die Fluoreszenzaufnahmen durchgefiihrt und die
immunhistochemische Farbung der Perilipine ausgewertet. Zwecks Auswertung wurden je Schnitt drei
Region of Interests (ROI) von 150 pm mal 150 pm ausgewihlt und innerhalb der ROI mittels ImageJ
sowohl die Flache der gefirbten Perilipine als auch die gesamte Fliche des markierten RO/ bestimmt,
sodass abschlieBend die ermittelte Flache der geférbten Perilipine in Bezug zur Gesamtflache des RO/
gesetzt werden konnte.

2.2.6 Proteinbiochemie

Solubilisierung der Proben

Zur Solubilisierung der Gewebeproben wurde zundchst ein Uhrglas auf Eis gelegt und gekiihlt, um darauf
schlieBlich die Proben bearbeiten zu kdnnen. Aus den bei -80°C gelagerte Muskelpraparaten wurden auf
dem gekiihlten Uhrglas kleinere Proben herausgeschnitten und diese anschlieBend mit einem modifzierten
Laemmlipuffer gemischt. Der modifzierte Laemmlipuffer wird im Weiteren als Titin Probenpufter
bezeichnet. Die mit Titin Probenpuffer vermengten Muskelproben wurden anschlieBend fein zerkleinert,
bei 96° C fiir 3 Minuten denaturiert und schlielich mittels Bradford Losung auf 1:2500 verdiinnt.
AbschlieBend wurde eine Bradford Analyse zur photometrischen Bestimmung der Konzentration der
Probe in Losung durchgefiihrt. Fiir die photometrische Messung spielt das Coomassie Brilliant Blue eine
entscheidende Rolle. Dieser Farbstoff bindet an Proteine beziehungsweise an Seitenketten von
Aminosauren in den Proteinen und verdndert durch die Proteinbindung seinen Extinktionskoeffizient. Die
proteingebundene Form hat einen deutlich hoheren Extinktionskoeffizient, sodass durch eine
photometrische Messung bei 595nm eine hohe Sensitivitdt im Nachweis von Proteinen erreicht wird
[196]. Zur besseren Bindung von Coomassie Brilliant Blue an die Proteine wird zusétzlich das
Reduktionsmittel DTT hinzugeben, das die Disulfid Briicken durch Reduktion 16st und die Proteinfaltung
dadurch aufbricht [197].

52



Polyacrylamid Gelektrophorese (PAGE)

Die Polyacrylamid Gelektrophorese wurde genutzt, um Proteine anhand ihrer GroBe aufzutrennen. Dies
war notwendig, damit Verdnderungen zwischen den Versuchsgruppen mittels Antikorper sichtbar gemacht
werden konnten. Um die Proteine aufzutrennen, wurden je nach ProteingroBe unterschiedlich
konzentrierte Trenngele verwendet. Das Prinzip wird nun im Folgenden kurz erldutert. In der hier
vorliegenden Arbeit wurden Polyacrylamid Gele als Tragermaterial genutzt und dafiir zwischen zwei
Glasplatten mit 0,75mm Abstand gegossen [198]. Polyacrylamid wurde genutzt, da es durch
Polymerisation enge Poren bildet aber zeitgleich chemisch und physikalisch inert ist und sich somit als
Trennmedium ideal eignet [199]. Zur Ausbildung der beschriebenen Poren wurde Polyacrylamid mit dem
Vernetzer Methylenbisacrylamid (Bis) tiber radikalische Polymerisation quervernetzt und polymerisiert.
Dabei diente Ammoniumpersulfaft (APS) als Radikalstarter, das in Gegenwart von
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Radikale abspaltet und dadurch die Polymerisation von
Polyacrylamid startete [199]. Die Porengrof3e konnte durch die Konzentration von Polyacrylamid
beeinflusst werden, sodass hohere Konzentrationen von Acrylamid zu engeren Poren fithren [198], [199].
In der vorliegenden Arbeit wurden 7,5% und 10% Polyacrylamid Gele genutzt, um eine bessere
Auftrennung im gewiinschten Kilodalton (kDA) Bereich zu erreichen. Damit konnte die Proteinkinase C
mit einem Proteingewicht im Bereich von 77kDA sowie die Perilipine mit einem Proteingewicht im
Bereich von ungefahr 50kDA als auch Aktinin mit einem Proteingewicht im Bereich von 100kDA in dem
Polyacrylamid Gel hinreichend aufgetrennt werden. Die Polyacrylamid Gele (Tab. 9) bestanden aus einem
Trenngel zur Auftrennung der Proteine und einem Sammelgel zum Sammeln der Proteinproben. Zuerst
wurde das Trenngel zwischen zwei Glasscheiben pipettiert und die Aushirtung abgewartet. Wiahrend der
Aushirtung wurde eine Phase Isopropanol auf das aushirtende Trenngel gegossen, um dieses von der Luft
abzuschlieBen und somit die Bildung von Luftblasen zwischen Sammel- und Trenngel zu vermeiden.
Nachdem das Polyacrylamid Gel auspolymerisierte, wurde zunéchst ein das restliche Isopropanol
abgeschiittet und zur Sammlung der Proben ein Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Diese
Komposition aus Sammel- und Trenngel wird im Weiteren auch als Standardgel bezeichnet.

Polyacrylamid als Trenngel und das Sammelgel wurden wie folgt hergestellt:

Trenngel:
Losung Trenngel 7,5% Trenngel 10% Sammelgel
30% Acrylamid/ Bis 3,75 ml 5 ml 1,334 ml
Bidestilliertes H20 7,5 ml 6,25 ml 6,05 ml
4x SDS Trenngelpuffer 3,75 ml 3,75 ml -
4x SDS Sammelgelpuffer | - - 2,5 ml
Temed 7,5 ul 7,5 ul 30 ul
APS 75 ul 75wl 100 pl

Tabelle 9 Zusammensetzung Standard Polyacrylamid Gel

Durch die Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS) bei der Herstellung der Gele sowie zum Laufpuffer
wurden die Proteine denaturiert und sowohl hydrophobe Wechselwirkungen der Proteinreste als auch
Protein-Protein Interaktionen aufgelost [198]. Dadurch lieBen sich die Proteine durch eine
Gelelektrophorese auftrennen.

Da Titin mit 4,2 Megadalton (MDa) das grofite Protein des menschlichen Korpers ist [30], wurden zur
GroBenauftrennung von Titin groBere Poren benétigt. Daher wurde folglich weniger Acrylamid in den
Gelen verwendet, sodass zur Stabilisierung der Gele zusétzlich Agarose hinzugegeben werden musste.
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Zur Auftrennung des Proteins Titin wurden die 2,2-prozentigen agarosehaltigen Trenngele wie folgt
hergestellt:

Losung 2,2% Titingel
30% Acrylamid/ Bis 1,46 ml
Bidestilliertes Wasser 6,61 ml

4x SDS Trenngelpuffer 5 ml

SDS 20% 100 pl

Temed 11,5 ul

APS 150 pl
Agarose 1,5 % 6,67 ml

Tabelle 10 Zusammensetzung Titin Polyacrylamid Gel

Zur Herstellung der Titingele (Tab. 10) 1 wurden im ersten Schritt alle Bestandteile, auler APS und
Agarose, in einem 50 ml Falcon im Wasserbad auf 48°C erwédrmt. AnschlieBend wurde die 1,5-prozentige
Agarose in der Mikrowelle so lange erhitzt bis diese kurz siedete und ebenso der Mischung im Wasserbad
hinzugefiigt. AbschlieBend wurde APS hinzugefiigt und die fertige Mischung ziigig zwischen zwei
vorbereitete Glasplatten pipettiert. Die Aushirtung erfolgte in der Regel innerhalb von 90 Minuten bei
Raumtemperatur. Um die Qualitdt der Gele zu verbessern, wurden sowohl die Standardgele als auch die
Titingele tiber Nacht bei 4°C und hoher Luftfeuchtigkeit gelagert.

Um die Proteine nach oben beschriebener Vorbereitung der Grofle nach aufzutrennen, wurden diese auf
das Tragermaterial aufgetragen und an das Trigermaterial elektrische Spannung angelegt. Dies hatte zur
Folge, dass die Proteine im Trigermaterial gemal3 ihrer Ladung und Molekiilmasse im elektrischen Feld
von der Anode zur Kathode wanderten. Da SDS negativ geladen ist und dieses mit den denaturierten
Proteinen Komplexe bildet, ist die Gesamtladung der Protein- SDS- Komplexe negativ. Dies ist wichtig,
da somit alle Protein-SDS Komplexe negativ geladen sind und die Wanderungsgeschwindigkeit zur Anode
damit von der Grof3e der Proteine abhéngig ist. Die Grofle der Proteine ist nahezu proportional zur
molekularen Masse, sodass mittels einer Referenzprobe die Molekiilmassen der Proteine bestimmt werden
konnen [198]. Sowohl die SDS PAGE fiir Titin als auch fiir alle anderen Proteine wurden in 1x Laufpuffer
mit Mini-Protean Tetra Systemen der Firma Biorad durchgefiihrt. Allerdings unterschied sich die
angelegte Stromstérke, sodass die Titin SDS PAGE zum Einlaufen mit 2 Milliampere (mA) pro Gel
begonnen wurde, was im Anschluss nach 30 Minuten auf 8mA pro Gel gesteigert worden ist. Die SDS-
Page fiir alle anderen Proteine wurde zum Einlaufen der Proteinproben mit 15 mA pro Gel begonnen und
beibehalten bis die Proben aus dem Sammelgel in das Trenngel tibergegangen waren. Im Verlauf wurde
dann die Stromstirke auf 30mA pro Gel gesteigert und fiir 90 Minuten beibehalten. Im weiteren Verlauf
wurden die aufgetrennten Proteine mittels Western Blot weiterverarbeitet.

Isoformen

Zum Nachweis von moglichen Unterschieden in der Titin Isoform N2A in der Skelettmuskulatur zwischen
den Versuchsgruppen STZ und DIOSTZ, wurden die Isoformen angeférbt und anschlieSend mittels dem
Imager Fusion FX der Firma Vilber dargestellt. Als Vergleichsprobe und Referenzbande wurden
solubilisierte Proben der Kontrollgruppe genutzt. Die Anfarbung der Isoform wurde mit Imperial Stain,
das als Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R-250 enthilt, durchgefiihrt. Der Farbstoff Coomassie Brilliant
Blue R-250 bindet sehr sensitiv an die Proteine und farbt die Protein- Banden des Titin- Polyacrylamid
Gel an, was im Anschluss durch den /mager sichtbar gemacht werden konnte. Dazu wurde das Titin-
Polyacrylamidgel nach der Gelelektrophorese in einer Schale mit bidestilliertem Wasser gewaschen und
im Anschluss daran mit Imperial Stain fiir eine Stunde auf dem Orbitalschiittler inkubiert. Nach einer
Stunde wurde die Farbelosung entfernt und gegen bidestilliertes Wasser ausgetauscht. Das Gel wurde
erneut auf dem Orbitalschiittler positioniert; nach einer weiteren Stunde wurde das bidestillierte Wasser
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abermals ausgetauscht und das beladenene Titingel fiir mindestens zwei weitere Stunden in bidestilliertem
Wasser entférbt. Zuletzt wurde das geférbte Titin- Polyacrylamid Gel im Coomassie Mode fiir 80 bis
120ms belichtet und die Isoform- Anfarbung im Vergleich der Versuchsgruppen analysiert.

Western Blot

Bevor Proteine, beziechungsweise deren Verdnderungen, mittels Chemolumineszenz nachgewiesen und
sichtbar gemacht werden konnten, mussten die aufgetrennten Proteine mittels Blotting von dem
Tragermedium auf eine PVDF- Membran (Polyvinylendifluoid — Membran) iibertragen werden. Dazu
wurde das Trans-Blot Turbo Transfer System der Firma BioRad genutzt. Das Ubertragen der
aufgetrennten Proteine von den Polyacrylamidgel auf die PVDF-Membran erfolgte wiederum mittels
elektrischer Spannung, durch die ein elektrisches Feld erzeugt wird, das senkrecht zur Oberflédche des Gels
angelegt wurde. Zunichst wurden dafiir fiinf in Anodenpuffer getrankte Whatman Papiere auf der Anode
des Trans-Blot Turbo Transfer System positioniert. AnschlieBend wurde eine PVDF-Membran vorsichtig
durch Eintauchen in Ethanol aktiviert. Dabei musste fiir eine gute Auswertbarkeit darauf geachtet werden,
die Membran nicht durch unerwiinschte Proteine zu kontaminieren. Nach der Aktivierung der PVDF-
Membran wurde diese auf den in Anodenpuffer getrankten Whatman Papieren abgelegt und im Anschluss
das Polyacrylamid Gel mit den aufgetrennten Proteinen auf der PVDF-Membran positioniert. Um den
Stromfluss beim Vorgang des Blottens zu gewéhrleisten, wurde das Polyacrylamidgel abschlieend mit
fiinf in Kathodenpuffer getrinkten Whatman Papiere bedeckt. Als letzter Schritt wurden beim Transfer der
Proteine storende Luftblasen durch vorsichtiges Ausrollen entfernt, sodass die Ubertragung der Proteine
auf die PVDF-Membran nicht gestort wurde. Zur Ubertragung der Titin Proben aus dem Titingel auf die
PVDF-Membran wurde eine Stromstérke von 1,0 Ampere (A) und eine maximale Spannung von 20 V fiir
40 Minuten angelegt. Die Ubertragung aller anderen nicht-Titin Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf
die PVDF-Membran erfolgte mit 1,5 Ampere und einer maximalen Spannung von 20 V fiir 12 Minuten.
Nach dem Blotten befanden sich die aufgetrennte Proteinproben auf der PVDF-Membran, die zur weiteren
Analyse genutzt wurde. Die weitere Analyse der Proteine umfasste Farbung, Chemolumineszenz sowie
eine Analyse der [soformen des Titins.

Chemolumineszenz

Nach dem Ubertragen der Proteine aus dem Trenngel auf die PVDF- Membran wurden mittels Primér-
und Sekundérantikdrper nach dem Prinzip des Enzymimmunoassays und {iber Chemolumineszenz
Veranderungen der Proteine beziehungsweise des Titins sichtbar gemacht. Da die Antikorper- Antigen
Bindung spezifisch ist, ist die Methode des Western Blots sehr sensitiv und geeignet bekannte
Proteinveranderung bezichungsweise Proteine nachzuweisen [198].

Nach dem Blotten wurden die PVDF- Membranen mit den aufgetrennten Proteinen zunichst kurz in
bidestilliertem Wasser gewaschen und im Anschluss daran mit der PVDF Stain Losung eingeféarbt. Zur
Farbung wurden die Membranen auf dem Orbitalschiittler positioniert. Titingele wurden fiir drei Minuten
eingefarbt, Standardgele wurden fiir eine Minute eingefarbt. Die PVDF Stain Losung enthilt den Farbstoff
COOMASSIE® Brilliant-Blau G-250, der wie bereits beschrieben an Proteine bindet und somit die
Proteinbanden auf der PVDF-Membran nach Entfarbung des Hintergrunds sichtbar macht. Zur Entfarbung
des Hintergrunds wurde die Membran fiir fiinf Minuten mit der PVDF Destain Losung auf dem
Orbitalschiittler inkubiert. Der Farbstoff wurde dadurch wieder von der Membran gewaschen, sodass nur
der proteingebundene Farbstoff zuriickblieb und somit die Proteinbanden auf der Membran sichtbar
gemacht wurden. Dies diente zum einen einer Erfolgskontrolle des Blottens und zum anderen wurden die
Membranen im Anschluss geschnitten und damit verkleinert, um die Antikdrper Bindung zu verbessern.
Bei den Standard SDS Polyacrylamid Gelen wurde zur besseren Orientierung ein SDS Page Farbmarker
aufgebracht, anhand dessen ungefahr abgeschétzt werden konnte welches Molekulargewicht die
iibertragenen Proteine in diesem Bereich der PVDF-Membran aufwiesen. Nachdem die Membranen
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geschnitten wurden, wurde die Membran dreimal fiir zehn Minuten in 7ris buffered Saline + Tween
(TBST) gewaschen, sodass moglicher Schmutz sowie das SDS ausgewaschen wurden. Zum Waschen
wurden die Membranen zusammen mit fiinf ml TBST in 50ml Falcons auf dem Rollmischer abgelegt. Das
SDS muss ausgewaschen werden, um im Anschluss eine Antikorperbindung an das Zielantigen zu
ermoglichen. Durch die Entfernung von SDS koénnen die Proteine ihre urspriingliche Faltung und Struktur
wieder einnehmen, womit eine Bindung des Antikorpers an das Zielantigen ermoglicht wird [198]. Im
Anschluss an das dreimalige Waschen mit TBST wurde die Membran fiir mindestens zwei Stunden mit
zweiprozentigem Bovinem Serumalbumin (BSA) inkubiert, um unspezifische Antikdrperbindung zu
reduzieren und die PVDF-Membran zu blockieren. Nachdem die PVDF- Membran blockiert worden ist,
wurde der Primérantikdrper in 0,5% BSA verdiinnt, hinzugegeben und iiber Nacht auf dem Rollmischer
mit der PVDF-Membran in Kontakt gebracht. Am néchsten Tage wurde nach dreimaligem Waschen mit
TBST anschlieBend der mit Merrettichperoxidase gekoppelte Sekundirantikorper hinzugeben, der gegen
den priméren Antikorper gerichtet ist. Dieser wurde nach zwei Stunden wieder entfernt, gefolgt von
einem weiteren Waschzyklus mit TBST. AnschlieBend folgte das /maging nach dem im Verlauf
beschriebenen Prinzip der Chemolumineszenz. Dazu wurden das Chemielumineszensreagenz A und B
(ECL Ultra Western HRP Substrate HRP Solution A und B) zundchst im Verhéltnis 1:1 miteinander
vermischt und anschlieBend gleichméBig auf die PVDF-Membran aufgebracht, sodass im Anschluss mit
dem Imager Fusion FX die Lichtsignale detektiert werden konnten.

Nach dem Prinzip des Enzymimmunoassays wurde zunichst ein Primirantikérper gegen das zu
untersuchendes Protein beziehungsweise gegen die nachzuweisende Proteinphosphorylierung eingesetzt.
Dieser Primarantikdrper wird aus einer anderen Tierspezies gewonnen als der Sekundarantikdrper.
Nachdem die Membran mit dem Primérantikorper inkubiert wurde und iiberschiissiger Antikorper entfernt
worden ist, wurde die Probe mit einem Sekundérantikdrper, der gegen den FC-Teil des Primérantikdrpers
gerichtet ist und wiederum aus einer anderen Tierspezies gewonnen wurde, inkubiert. Der
Sekundirantikdrper war mit einer Merrettichperoxidase gekoppelt, die durch geeignetes Substrat iiber
Chemolumineszenz ein Lichtsignal generiert. Dieses Lichtsignal kann mit dem /mager erfasst und
graphisch dargestellt werden [198].

Das Titin wurde mittels Antikdrper auf eine Phosphorylierungsverdnderung an Position pS11878
analysiert und gegen den bereits beschriebenen PEVK Pan Antikorper verglichen. Des Weiteren wurde die
Proteinkinase C a (PKCa) auf eine Phosphorylierungsverdnderung an Position T497 untersucht und
ebenso gegen einen Antikorper, der sowohl phosphorylierte als auch unphosphorylierte PKCa bindet,
verglichen.

Fiir die Phosphorylierungsanalyse wurde zunichst ein phosphorylierungspezifischer Antikorper eingesetzt,
der anschliefend mit der Bindung eines gegen das Protein gerichteten Gesamt-Antikorpers verglichen
wurde, wobei die identische PVDF-Membran verwendet werden konnte. Der
phosphorylierungsspezifische Antikorper bindet, wenn eine Phosphorylierung des Zielepitops vorliegt, in
diesem Fall die Position T497 der PKCa sowie die Position S11878 des Titins. Der Gesamtantikorper
bindet an das Protein, auch wenn dieses nicht phosphoryliert war. AbschlieBend wurden die generierten
Lichtsignale des phosphorylierungspezifischen Antikorpers gegen die Signale des Gesamt- Antikdrpers ins
Verhiltnis gesetzt. Dazu musste zunéchst der phosphorylierungsspezifische Antikorper nach dem /maging
wieder von der PVDF-Membran entfernt werden. Hierzu wurden fiir Titingele und Standardgele
unterschiedliche Protokolle angewendet, die im Folgenden weiter beschrieben werden. Zu Beginn wurden
beide PVDF-Membranen in Tris buffered Saline (TBS) gewaschen. Im Anschluss daran wurden mittels
RestoreTM PLUS Western Blot Stripping Buffer die phosphorylierungspezifischen Antikérper entfernt.
Dafiir wurden die Titin Gele 30 Minuten mit dem Restore Buffer inkubiert. Die Standardgele wurden zur
Entfernung der phosphorylierungspezifischen Antikdrper mit dem eigens im Labor hergestellten
Strippingpuffer fiir 20 Minuten inkubiert. Zur Herstellung des Strippingpufters wurde kurz vor
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Verwendung B- Mercaptoethanol zur Entfernung der gebundenen Antikorper hinzugegeben. Danach
wurden sowohl die Titingele als auch die Standardgele dreimalig mit TBS gewaschen und anschlie3end
mit zweiprozentigem BSA fiir zwei Stunden blockiert. Im Anschluss an die Blockierung der PVDF-
Membran wurde der Gesamt-Antikorper analog zum bereits beschriebenen Protokoll hinzugegeben.

Der Erfolg des Stripping Prozesses wurde flir jeden phosphorylierungspezifischen Antikérper einmalig
iiberpriift, indem die PDVF-Membranen, wie oben beschrieben, mit dem Strippingpuffer behandelt und
anschlieend mit zweiprozentigem BSA blockiert wurden. Allerdings wurde im Anschluss auf die
Addition eines priméren Antikdrpers verzichtet und lediglich der sekundére Antikérper hinzugeben. Zur
Erfolgskontrolle wurde die so behandelte PVDF-Membran einer Chemolumineszenz Analyse unterzogen.

AuBerdem wurden die Perilipine 2 und 5 analysiert, sodass Riickschliisse auf Unterschiede zwischen den
Versuchstiergruppen moglich wurden. Dazu wurde zusétzlich zu den Perilipin- Proteinbanden als Referenz
die Proteinbande des a- Aktinin mittels Antikorper angefarbt. Somit konnten die Perilipine ins Verhéltnis
zum o~ Aktinin gesetzt werden, wodurch eine Vergleichbarkeit der relativen Perilipin/ a- Aktinin
Verhiltnisse ermoglicht wurde.

Densitometrische Auswertung der Western Blot Analysen

Um die Chemolumineszenzsignale der Proteinbanden miteinander zu vergleichen, wurden diese mittels
densitometrischer Analyse ausgewertet wozu die Software Imagel (National Institutes of Health,) genutzt
wurde. Dabei wurde zum Vergleich ein Quotient aus dem Signal der phosphospezifischen Bande und dem
Gesamtsignal der Proteinbande gebildet, womit das Verhéltnis des phosphorylierungspezifischen Signals
zum Gesamtsignal berechnet wurde. Um dieses Verhiltnis zu normieren, wurde jedem Blot drei Proben
der Kontrollgruppe hinzugefiigt. Aus diesen drei Proben der Kontrollgruppe wurde ein Mittelwert
gebildet, der anschlieBend zur Normierung aller Quotienten der Phosphorylierungsanalyse des Blots
genutzt wurde. Dadurch konnten nach Normierung auch relative Unterschiede angegeben werden. Zudem
waren die Membranen der unterschiedlichen Blots besser vergleichbar. Alle verwendeten Proben sind auf
wenigstens drei verschiedene Blots analysiert worden und aus den erhaltenen Werten wurde im Anschluss
der Mittelwert gebildet.

Weiterhin wurden ebenso die Perilipine 2 und 5 im Western Blot untersucht, um mdgliche Unterschiede
zwischen den Tierversuchsgruppen zu identifizieren. Dazu wurden die Chemolumineszenzsignale der
Proteinbanden der Perilipine ebenso mittels densitometrischer Analyse ausgewertet und zur Auswertung
ins Verhéltnis zu einer Aktinin Bande gesetzt, die ebenso zuvor densitometrisch ausgwertet worden ist.
Die Normierung erfolgte im Anschluss daran analog zur phosphorylierungsspezifischen Analyse.
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2.2.7 Statistik

Zur Analyse der statistischen Signifikanz wurde das Programm GraphPad Prism 8 genutzt. Um die
statistische Signifikanz der Kraftentwicklung der préparierten M. solei zu iiberpriifen, wurde fiir die Werte
von PO und sPO ein One-Way Anova (Analysis of Variance) Test durchgefiihrt. Zur Analyse der
statistischen Signifikanz der absoluten Fatigue Messung wurde ein Twwo-Way Anova durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der Messung wurden auf Signifikanz analysiert. Ebenso erfolgte eine Signifikanzanalyse der
prozentualen Mittelwerte der Fatigue Messung in Abhédngigkeit von der Zeit. Weiterhin wurden auch die
Unterschiede im Gewicht, Blutzuckerspiegel sowie der Muskeleinzelgewichte als auch der gemessenen
optimalen Muskelldnge der Versuchsgruppen einer statistischen Analyse unterzogen. Alle Anova wurden
mittels Dunnett’s Test einem Multiple Comparisons in Bezug auf die Kontrollgruppe durchgefiihrt. Eine
statistische Signifikanz wurde ab einem p Wert von <0,05 angenommen. Ergénzend zum Anova wurde,
sofern nicht anders erwihnt, eine Outlier Analyse durchgefiihrt.

Die Analyse der relativen Phosphorylierungsanalysen aber auch der Western Blot Ergebnisse sowie der
immunhistochemischen Analyse der Muskelschnitte erfolgte ebenso mittels One-Way Anova iiber Multiple
Comparisons (Dunnett’s Test) in Bezug auf die Kontrollgruppe.

Als Streeungsmal} wird im FlieBtext der Standardfehler angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchstiere

Es wurden drei Versuchstiergruppen untersucht, um die Auswirkungen einer Akkumulation von LD in der
Skelettmuskulatur bei fettreicher Erndhrung in Kombination mit einem diabetischen Mausmodell auf die
Muskelfunktion gezielt zu untersuchen. Die Versuchstiergruppe, die high fat/high sucrose Futter und STZ-
Injektionen erhielt, wird im Folgenden als DIOSTZ-Versuchstiergruppe bezeichnet. Analog dazu wird die
Tiergruppe, die STZ-Injektionen und Standardfutter erhielt, als STZ-Tiergruppe bezeichnet.

3.1.1 Gewicht und Blutzuckerwerte der gesamten Stichprobe

Um zu tiberpriifen, ob die Behandlung mit STZ bei Standardfutter beziehungsweise die STZ-Behandlung
in Kombination dem high fat/ high sucrose Futter einen Diabetes mellitus induziert haben, wurden bei den
Versuchstieren ohne Herzkatheter Untersuchung kurz vor dem Exitus letalis der Blutzucker und das
Gewicht ermittelt. Bei den mittels Herzkatheter untersuchten Versuchstieren wurden das Gewicht und der
Blutzucker nicht bestimmt.

Gewicht der gesamten Versuchstiergruppe

Bei den Kontrolltieren (n=8) lag das Gesamtgewicht im Mittel bei 29,9 + 0,2 Gramm (g). Im Vergleich
dazu wogen die Versuchstiere aus der STZ-Versuchsgruppe (n=8) im Mittel 23,6 + 0,5g. Somit wogen die
Tiere aus der STZ-Versuchsgruppe im Durchschnitt 6,3g weniger als die Versuchstiere ohne die STZ-
Behandlung in der Kontrollgruppe (p<0,0001). In der DIOSTZ- Gruppe (n=4) wurde das Gewicht im
Durchschnitt mit 27,5g = 0,7g bestimmt (Abb. 16). Die Tiere aus der DIOSTZ- Gruppe waren also im
Durchschnitt 2,4g leichter als die Kontrolltiere (p=0,007). Vergleicht man die Versuchstiere der DIOSTZ-
Gruppe mit den Tieren der STZ-Gruppe im Hinblick auf ihr Gewicht, sind die STZ-Versuchstiere
wiederum leichter (-3,9 g) als die DIOSTZ Versuchstiere.
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Abb. 16 Darstellung der statistischen Signifikanz der Gewichtsunterschiede in der gesamten Stichprobe zwischen
Kontroll-, DIOSTZ- und STZ- Gruppe,

Auf der y- Achse ist das Gewicht in Korpergeramm (g) aufgetragem, auf der x-Achse sind die drei Versuchsgruppen dargestellt:
Kontrolltiere (Kontrolle, n=8), Streptozotocin und High fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=4), Streptozotocin + Standardfutter
(STZ, n=8), die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert des Korpergewichts je Versuchsgruppe + die Standardabweichung; Die
statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch signifikanten
Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe

Blutzuckerwerte der gesamten Versuchstiergruppe

Vor der Organ- und Muskelentnahme wurde der Blutzucker der Versuchstiere (Abb. 17) gemessen, um zu
verifizieren, dass eine diabetische Stoffwechsellage bei den Versuchstieren der DIOSTZ- und STZ-
Versuchsgruppe vorlag. Dabei handelte es sich nicht um Niichternblutzucker- Werte, da die Méause
unlimitierten Zugang zu Futter und Wasser hatten. Bei den acht Versuchstieren der Kontrollgruppe konnte
ein durchschnittlicher Blutzuckerwert von 171,35 + 4,19 mg/dl gemessen werden, wobei bei den
einzelnen Méusen keine groflen individuellen Schwankungen vorlagen. Im Vergleich dazu wurde STZ-
behandeltenVersuchstieren ein mittlerer Blutzuckerwert von 547 + 20,14 mg/dl gemessen; somit lag der
mittlere Blutzucker- Wert der STZ-Tiergruppe gegeniiber der Kontrollgruppe um 375,65 mg/dl hoher
(p<0,0001). Auffallig war hierbei, dass zwei der acht STZ-Tiere einen nicht messbaren Blutzuckerwert
aufwiesen, da die obere Messgrenze des Messgerits iiberschritten wurde. Die obere Messgrenze des
Blutzuckermessgerits lag bei 600mg/dl, sodass die Blutzuckerwerte folglich hoher waren als 600mg/dl, in
der Berechnung der Mittelwerte allerdings mit 600mg/dl gewertet worden sind. Daraus folgt, dass der
tatséchliche mittlere Blutzuckerwert der STZ-Versuchsgruppe in Wahrheit hoher liegen muss als der hier
gemittelte. Betrachtet man nun die DIOSTZ Versuchsgruppe, wurde ein mittlerer Blutzuckerwert von
463,8 + 27,04 mg/dl gemessen. Somit ist der Blutzuckerwert der DIOSTZ Tiere niedriger (-83,2 mg/dl) im
Vergleich zur STZ-Versuchstiergruppe, aber hoher (292,45 mg/dl) im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p<0,0001).
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Abb. 17 Darstellung der statistischen Signifikanz der unterschiedlichen Blutzuckerwerte in der gesamten Stichprobe
zwischen Kontroll-, DIOSTZ- und STZ- Gruppe,

Auf der y- Achse ist der Blutzuckerwert in Milligramm/ Deziliter(mg/dl) aufgetragen, auf der x-Achse sind die drei
Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=8), Streptozotocin und High fat/high sucrose Futter (DIOSTZ) (n=4),
Streptozotocin + Standardfutter (STZ) (n=8), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der Blutzuckerwerte je
Versuchsgruppe + die Standardabweichung.; Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p<
0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die
Kontrollgruppe

Vergleicht man abschlieBend Gewicht und Blutzucker der DIOSTZ- und STZ-Gruppe miteinander fallt
auf, dass die DIOSTZ behandelten Versuchstiere zwar im Mittel einen geringfiigig niedrigeren Blutzucker
Wert aufweisen aber im Gegensatz dazu ein hoheres Gewicht als die STZ-Gruppe. Vergleicht man alle
Gruppen miteinander haben die Kontrolltiere das grofite durchschnittliche Gewicht bei dem niedrigsten
durchschnittlichen Blutzuckerwert.

3.1.2 Gewicht und Blutzuckerwerte der zur Muskelmessung herangezogenen Subpopulation

Aus Kapazititsgriinden konnten von den acht Tieren aus der Versuchsgruppe ohne Herzkatheter jeweils
nur vier Versuchstiere einer Muskelmessung unterzogen werden. Die Auswahl der Versuchstiere fiir die
Muskelmessung erfolgte zufallig.

In der weiteren Auswertung wurde das gemittelte Gewicht und die gemittelten Blutzuckerwerte der
gemessenen Subpopulation mit den gemittelten Werten aller Versuchstiere aus der Gruppe ohne
Herzkatheter verglichen. Dabei zeigte sich eine identische Gewichtsverteilung verglichen mit der
gesamten Stichprobe. Konkret bedeutet dies, dass die jeweils vier Versuchstiere, die zur Muskelmessung
verwendet worden sind, in der Kontrollgruppe Subpopulation das hochste Gewicht (29,9+0,2g) und in der
STZ-Subpopulation das niedrigste Gewicht (24, 4 &+ 0,5g) aufwiesen (Abb. 18). Das durchschnittliche
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Mausgewicht der vier Versuchstiere aus der DIOSTZ Gruppe, die zur Muskelmessung verwendet worden
sind, entsprach dem Gewicht aller Tiere (27,5 £ 0,7g), da diese Gruppe aus lediglich vier Tieren bestand.
Die Mittelwerte der gemessenen Subpopulaton im Vergleich zu den Mittelwerten der gesamten Stichprobe
wiesen sowohl fiir die Kontrolltiere (+0,04g) als auch fiir die STZ-Tiere (+0,8g) eine sehr geringe
Differenz auf. Die ermittelten Gewichtsunterschiede zwischen den Tieren der gemessenen Subpopulation
(n=4) und allen Versuchstieren (n=8) waren damit fiir jede Behandlungsgruppe nicht statistisch signifikant
(p >0,05). Schlussfolgernd ist die gemessene Stichprobe in Bezug auf das Gewicht représentativ fiir die
Gesamtpopulation mit n=8.
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Abb. 18 Darstellung der statistischen Signifikanz der Gewichtsunterschiede in der gemessenen Subpopulation zwischen
Kontroll-, DIOSTZ- und STZ- Miusen

Auf der y- Achse ist das Korpergewicht in Gramm (g) aufgetragen, auf der x-Achse sind die drei Versuchsgruppen dargestellt:
Kontrolltiere (Kontrolle, n=4), Streptozotocin und kigh fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=4), Streptozotocin + Standardfutter
(STZ,n=4), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert des Mausgewichts je Versuchsgruppe + die Standardabweichung; Die
statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch signifikanten
Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe

Blutzuckerwerte der zur Muskelmessung herangezogenen Subpopulation

Auch fiir die Blutzuckerwerte der herangezogenen zur Muskelmessung herangezogenen Subpopulation
ergab sich im Vergleich zur gesamten Stichprobe aller Versuchstiere eine identische Verteilung der
gemittelten Blutzuckertwerte. Dabei ergab sich fiir die Kontrolltiere der Subpopulation der niedrigste
gemittelte Blutzuckerwert (175,75 + 6,02 mg/dl) und im Gegensatz dazu fiir die STZ- Versuchstiere der
gemessenen Subpopulation der hochste mittlere Blutzuckerwert (569,8 + 22,44 mg/dl) (Abb.19). Auffillig
war ein hoherer durchschnittliche Blutzuckerwert in der STZ-Subpopulation (+22,8 mg/dl) im Vergleich
zur gesamten STZ-Stichprobe. Dies wurde am ehesten durch den nicht messbar hohen Blutzuckerwert
(gewertet mit 600mg/dl) von den bereits benannten zwei STZ-Versuchstieren erklart, die beide einer
Muskelmessung zugefiihrt worden sind und damit den Blutzuckerwert der Subpopulation
falschlicherweise hoher erscheinen lieBen. Fiir die Blutzuckerwerte der Kontrollgruppen Subpopulation
ergab sich eine sehr geringe Differenz (+4,38 mg/dl) der Mittelwerte im Vergleich zur gesamten
Stichprobe. Die DIOSTZ Subpopulation entspricht der gesamten DIOSTZ Stichprobe, sodass die DIOSTZ
Tiere einen hoheren Blutzuckerwert (463,8 + 27,04 mg/dl) als die Kontrolltiere aus der Subpopulation
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aber einen geringeren als die STZ-Versuchstiere aus der gemessenen Subpopulation aufwiesen. Insgesamt
entspricht die Verteilung der Blutzuckerwerte in der gemessenen Subpopulation der der
Gesamtpopulation. Auch in der statistischen Analyse ergaben sich zwischen der gesamten Stichprobe und
der zur Muskelmessung herangezogenen Subpopulation keine signifikanten Unterschiede (p>0,05). Daher
wurde die gemessene Subpopulation als repriasentativ gewertet.
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Abb. 19 Darstellung der statistischen Signifikanz der unterschiedlichen Blutzuckerwerte in der gemessenen Subpopulation
zwischen Kontroll-, DIOSTZ- und STZ- Mausen

Auf der y- Achse ist der Blutzuckerwert in Milligramm/ Deziliter(mg/dl) aufgetragen, auf der x-Achse sind die drei
Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=4), Streptozotocin und high fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=4),
Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=4), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der Blutzuckerwerte je Versuchsgruppe
+ die Standardabweichung, Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert
die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe

3.1.3 Optimale Lénge und Gewicht der Muskelpriparate

Zur Berechnung der spezifischen Kraft im Nachgang zur Muskelmessung wurden sowohl die optimale
Lénge als auch das Gewicht der Muskelpréparate aus der Stichprobe erfasst. Bei der Auswertung der
erhobenen Werte wurden diese gemittelt, sofern es sich um die beiden M. solei eines Versuchstieres
handelte. Es wurden die identischen Ausschlusskriterien analog zur Kraftmessung angewendet.

Die M. solei der Kontrollgruppe (n=5) waren im Mittel 9,31 = 0,36 mm lang (Abb. 20). Im Vergleich dazu
waren die M. solei der DIOSTZ- Versuchsgruppe (n=7) im Mittel mit 10,13 0,08 mm um 0,82 mm
signifikant langer (p=0,029). Die M. solei aus der STZ-Versuchsgruppe (n=9) waren im Durchschnitt 9,67
+ 0,17 mm lang und damit l&nger (+0,36 mm) als die Muskeln aus der Kontrollgruppe (p= 0,37). Die
optimale Lange der Muskelpriparate der STZ- Tiere war im Vergleich mit der DIOSTZ Tiergruppe kiirzer
(-0,46 mm).
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Abb. 20 Auswertung der Unterschiede in der optimalen Muskelléinge der priparierten M. solei

Auf der y- Achse ist die gemessene optimale Lange des Muskelpriparates in Millimeter (mm) aufgetragen, auf der x-Achse sind
die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=5), Streptozotocin und high fat/high sucrose Futter (DIOSTZ,
n=7), Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=9), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der optimalen Lénge je
Versuchsgruppe + die Standardabweichung. , Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p<
0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die
Kontrollgruppe

Muskeleinzelgewichte der entnommenen M. solei

Weiterhin wurden nach der Muskelmessung auch die Muskeleinzelgewichte der Muskelpraparate
gemessen und analysiert. Dabei wies die Kontrollgruppe ein gemitteltes Gewicht von 9,84 mg + 0,89 mg
auf. Im Vergleich dazu war die DIOSTZ- Versuchsgruppe (10,69 mg + 0,58mg) um 0,85mg (p=0,57)
schwerer, die STZ- Versuchsgruppe (8,89mg + 0,50 mg) hingegen war um 0,95 mg (p=0,50) leichter im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Vergleicht man die DIOSTZ- Versuchsgruppe mit der STZ- Versuchsgruppe
waren die STZ-Versuchstiere 1,80 mg leichter (Abb. 21)
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Abb. 21 Analyse der Gewichtsunterschiede der Muskeleinzelgewichte

Auf der y- Achse ist das Muskeleinzelgewicht des Muskelpréiparates in Milligramm (mg) aufgetragen, auf der x-Achse sind die
drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=5), Streptozotocin und Aigh fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=7),
Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=9), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der Muskeleinzelgewichte + die
Standardabweichung Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die
statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe

AbschlieBend lésst sich festhalten, dass die optimale Lange der Muskelpréparate aus der DIOSTZ
Versuchstiere ldnger, aber die Muskelpriaparate auch schwerer als die der anderen beiden Versuchsgruppen
waren. Die STZ-Versuchstiere wiesen im Vergleich zu den anderen Gruppen die leichtesten M. solei auf.
Die Muskulatur der Kontrollgruppe war durchschnittlich im Vergleich mit den anderen Gruppen, bezogen
auf die optimale Muskelldnge, die kiirzeste, jedoch bezogen auf das Muskeleinzelgewicht nicht die
leichteste. Zusétzlich fallt auf, dass die Muskelpréparate aus der STZ- Versuchsgruppe bezogen auf die
optimale Lange zwar ldnger als die Praparate aus der Kontrollgruppe waren, aber im Mittel leichter.

Die optimale Lange der Muskelpréparate schwankte in der Kontrollgruppe zwischen 8,42mm und 10,2
mm, in der DIOSTZ- Versuchsgruppe zwischen 9,84 mm und 10,36 mm sowie in der STZ-
Versuchsgruppe zwischen 9,05 mm und 10,72mm. Das Gewicht der Muskelpréparate schwankte in der
Kontrollgruppe zwischen 8,40mg und 13,2 mg, in der DIOSTZ- Versuchsgruppe zwischen 9,6mg und
13,25mg sowie in der STZ- Versuchsgruppe zwischen 6,5mg und 11,8 mg.
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Korrelation des Muskeleinzelgewichts mit dem Korpergewicht:

Da statistisch signifikante Unterschiede im durchschnittlichen Korpergewicht der drei Tiergruppen
festgestellt worden sind, wurden die Muskeleinzelgewichte zur besseren Vergleichbarkeit mit dem
durchschnittlichen Koérpergewicht der Versuchsgruppe korreliert. Dazu wurde ein Koeffizient aus
Muskeleinzelgewicht und Mausgewicht gebildet (Abb.22). In der Kontrollgruppe brachten die Tiere im
Vergleich das hochste Korpergewicht (29,9g) auf die Waage, jedoch war das Muskeleinzelgewicht (9,84
mg) der Kontrollgruppe nicht das hochste im Vergleich mit den anderen Gruppen, sodass eine Korrelation
der beiden Gewichte sinnvoll erschien. Damit ergab sich der Koeffizient von Muskelgewicht zu
Korpergewicht von 0,29 mg/g in der Kontrollgruppe. Auffallig war vor allem der Unterschied zu den
Tieren der STZ- Gruppe. Die STZ behandelten Mausen waren die leichtesten (24,43g), hingegen wiesen
diese in Relation schwere M. solei (8,89mg) auf, sodass sich ein Koeffizient von 0,39mg/g ergab. Damit
hatten die M. solei der STZ-Tiere einen hoheren Anteil am Korpergewicht der Maus. In der statistischen
Analyse mittels One Way ANOVA erwies sich dieser Unterschied mit p= 0,01 als signifikant. In der
DIOSTZ Versuchsgruppe wogen die Mause im Durchschnitt 27,5 g und der M. soleus im Schnitt mit
10,69mg am meisten im Vergleich zu den anderen Tiergruppen, was ein Koeffizient von 0,35 ergab.
Dieser Unterschied erwies sich als statistisch nicht signifikant. In der deskriptiven Statistik ergaben sich
durchweg geringe Standardfehler. (Kontrolle: 0,02 mg/g, DIOSTZ: 0,003 mg/g; STZ: 0,03mg/g)
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Abb. 22 Analyse des Verhiltnisses von Muskeleinzelgewicht zu Korpergewicht zwischen den Versuchsgruppen

Auf der y- Achse ist der Koeffizient von Muskeleinzelgewicht in Milligramm (mg) zu Korpergewicht in Gramm (g) aufgetragen,
auf der x-Achse sind die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrollen=4), Streptozotocin und kigh fat/high sucrose
Futter (DIOSTZ, n=3), Streptozotocin + Standardfutter (STZ n=4), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der
Koeftizienten + die Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p<
0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die
Kontrollgruppe
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3.2 Ergebnisse der Kraftmessung

Um zu untersuchen inwieweit die unterschiedliche Fiitterung der Versuchstiere sowie die Behandlung mit
STZ als Mausmodell fiir Diabetes Mellitus einen Einfluss auf die Muskelkraft der Versuchsgruppen
hatten, wurden die Versuchstiere einer Kraftmessung unterzogen. Dabei galten fiir die Auswertung die
bereits bekannten Ausschlusskriterien, sodass die Stichprobe der Kontrollgruppe aus fiinf Tieren, die
Stichprobe der DIOSTZ Versuchsgruppe aus sieben Versuchstieren und Stichprobe der STZ-
Versuchsgruppe aus neun Versuchstieren bestand. Die fiinf Versuchstiere aus der Kontrollgruppen
Stichprobe bestanden aus drei Versuchstieren ohne vorheriger Herzkatheter Untersuchung und aus zwei
Versuchstieren mit vorher durchgefiihrter Herzkatheter Untersuchung. Die DIOSTZ Stichprobe bestand
aus vier Versuchstieren ohne Herzkatheter Untersuchung und drei Versuchstieren mit vorheriger
Herzkatheter Untersuchung. Die STZ-Stichprobe bestand insgesamt aus neun Versuchstieren, die sich aus
vier Versuchstieren ohne und fiinf Versuchstieren mit Herzkatheter Untersuchung zusammensetzte. Es
folgt nun die Darstellung der gemessenen maximalen isometrischen tetanischen Kraftwerte (PO) sowie
der auf die Muskelquerschnittsfliche normierten spezifischen Kraftwerte (sPO).

3.2.1 Auswertung der Kraftmessung in der Kontrollgruppen Stichprobe

PO- Werte der Kontrollgruppen Stichprobe

Um die Ergebnisse der Kraftmessung in den verschiedenen Behandlungsgruppen beurteilen und einordnen
zu konnen, diente die Kontrollgruppe als Referenzgruppe fiir den Vergleich mit der DIOSTZ- und STZ-
Stichprobe und wurde daher analog zu den beiden Behandlungsgruppen ausgewertet. In der
Kontrollgruppen-Stichprobe lag der Mittelwert der PO bei 67,97mN =+ 15,26 mN (Abb.23). Der
Standardfehler suggeriert eine grofle Streuung der Einzelwerte. Die gemessenen Werte schwankten um
83,13mN zwischen dem Minimum von 37,07mN und dem Maximum von 120,2mN, die beide von Tieren
aus der Population ohne Herzkatheter Untersuchung erreicht worden sind. Damit war die Streuung der
gemessenen PO- Werte in der Kontrollgruppe grof.

sPO- Werte der Kontrollgruppen Stichprobe

Nach Normierung auf die Muskelquerschnittsfliche ergab sich ein gemittelter sSPO-Wert von 48,54
mN/mm? mit einem Standardfehler von £11,2 mN/mm?, sodass auch hier die Streuung insgesamt recht
groB} war. Das Minimum der sPO lag bei 28,01 mN/mm?, das Maximum bei 88,58 mN/mm?2, was eine
Spannbreite von 60,57 mN/mm? ergibt, die damit um 22,56 mN/mm? reduziert war im Vergleich zur
Spanne der PO- Werte.

In der Zusammenschau lésst sich vergleichend festhalten, dass sich der sPO-Wert immer kleiner
errechnete als der jeweilige PO- Wert (Abb. 23). Ebenso erwies sich sowohl der Standardfehler als auch
die Spannbreite zwischen Minimum und Maximum der sPO- im Vergleich zu den PO- Werten als kleiner.
Die Abbildung 23 zeigt weiterhin, dass sowohl die gemessenen PO- als auch die errechneten sPO- Werte
im Vergleich der einzelnen Tiere innerhalb der Kontrollgruppe schwankend waren. Zudem lésst sich
feststellen, dass die sPO-Werte bei den Tieren mit sehr hohen PO- Werten deutlich geringer ausfallen als
bei den anderen Versuchstieren.
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Abb. 23 Darstellung der Kraftmessung (PO und sPQO) der Versuchsgruppen im direkten Vergleich

Auf der y-Achse ist die Kraft in Millinewton (mN) beziehungsweise in Millinewton pro Quadratmillimeter (mN/mm?)
aufgetragen, auf der x-Achse sind die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=5), Streptozotocin und high
fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=7), Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=9), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert
der PO- sowie der sPO- Kraftwerte + die Standardabweichung,

PO= gemessene maximale isometrische tetanische Kraft des Muskelpréparates, sSPO= auf den Muskelquerschnitt normierte PO,
Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch signifikanten
Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe

3.2.2 Auswertung der Kraftmessung in der DIOSTZ- Stichprobe

PO- Werte in der DIOSTZ Stichprobe

Um die Auswirkungen der Behandlung mit STZ in Kombination mit dem high fat/high sucrose Futter auf
die Muskelkraft zu untersuchen, wurden die Tiere aus der DIOSTZ- Stichprobe ebenso einer
Kraftmessung unterzogen. Der gemittelte PO- Wert in der DIOSTZ Stichprobe lag bei 27,67 + 2,80 mN
(Abb.23). Es ist hervorzuheben, dass sich der Standardfehler im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich
geringer errechnet. Bei Betrachtung der Abb. 23 fallt im Vergleich mit den anderen Tiergruppen sofort die
geringere Streuung bei den DIOSTZ Tieren auf. Zwischen dem minimalen PO- Wert von 18,2 mN und
dem maximalen Wert von 37,17 mN lag eine Differenz von lediglich 18,97mN, was also deutlich geringer
war als in der Kontrollgruppe. Die geringere Streuung der Kraftwerte in der DIOSTZ-Versuchsgruppe im
Vergleich zur STZ- und Kontrollgruppe kann als Beleg fiir den Einfluss der STZ- Behandlung in
Kombination mit dem high fat/high sucrose Futter auf die Muskelkraft der Versuchstiere interpretiert
werden.
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sPO-Werte der DIOSTZ- Stichprobe

Nach Berechnung der sPO- Werte ergab sich ein Mittelwert von 20,15 + 2,27 mN/mm? (Abb. 23) fiir die
DIOSTZ Stichprobe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren der Standardfehler als auch die Spannbreite
(19,23 mN/mm?) der Werte deutlich niedriger, was den potenziellen Einfluss der STZ-Behandlung in
Kombination mit dem high fat/ high sucrose Futter hervorhebt. Aus Abbildung 23 geht neben einer
vergleichsweise geringen Streuung hervor, dass diese Versuchsgruppe annidhernd homogene sPO-Werte
aufwies.

AbschlieBend lasst sich im Vergleich der PO- und sPO- Werte auch in der DIOSTZ Gruppe feststellen,
dass die sSPO- Werte immer geringer waren als die PO-Werte (Abb. 23). In der deskriptiven Statistik wurde
deutlich, dass, obwohl die sPO-Werte niedriger lagen als die PO-Werte, die Spannbreite der Werte sowohl
bei den PO-Werten als auch bei den sPO-Werten nahezu identisch war (18,97 mN zu 19,23 mN/mm?).
AbschlieBend lasst sich also festhalten, dass sowohl die PO- als auch die sSPO-Werte eine geringe
Schwankung zeigten.

3.2.3 Auswertung der Kraftmessung in der STZ- Stichprobe

PO-Werte in der STZ- Stichprobe

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede zwischen der DIOSTZ- Stichprobe und der Kontrollgruppen
Stichprobe potenziell auf das high fat/ high sucrose oder die Behandlung mit STZ zuriickzufiihren sind,
wurde auch bei der STZ- Stichprobe eine Kraftmessung durchgefiihrt. In der STZ- Stichprobe ergab sich
fiir die PO ein Mittelwert von 65,91 £+ 10,84 mN (Abb. 23). Insgesamt wurde bei den neun Versuchstieren
ein Minimum von 18,83 mN gemessen, dass einem Maximum von 121,94 mN gegeniibersteht. Damit
haben die Messergebnisse eine sehr gro3e Streuung (103,07 mN). Die grofle Streuung wird vor allem
durch zwei STZ-Versuchstiere verursacht, bei denen das Minimum (18,83mN) beziehungsweise das
Maximum (121,94 mN) der PO gemessen worden ist.

sPO- Werte der STZ- Stichprobe

Aus der Berechung der sPO-Werte ergab sich ein durchschnittlicher sPO- Wert von 52,20 + 6,87
mN/mm?, der damit 13,71 mN kleiner ist als der gemittelte PO- Wert (Abb. 23). Der Standardfehler
errechnete sich bei den sPO- Werten niedriger im Vergleich zu den PO- Werten. Das sPO-Minimum
errechnete sich mit 14,33 mN/mm?, das Maximum mit 73,11 mN/mm?. Die Spannweite war mit 58,78
mN/mm? deutlich geringer als noch bei den gemessenen PO- Werten (103,11nM). Durch die Normierung
wurde also die grofie Streuung in der PO- Gruppe relativiert. Insgesamt waren auch hier die normierten
sPO-Werte im direkten Vergleich zu den PO- Werten zumeist kleiner

3.2.4 Vergleich der Kontrollgruppen-, DIOSTZ- und STZ- Stichprobe

Um die Einfliisse der verschiedenen Behandlungsprotokolle auf die Muskelkraft der Versuchstiere zu
untersuchen und potenzielle Einflussfaktoren zu identifizieren, wurden die gemessenen und normierten
Kraftwerte der drei Versuchsgruppen miteinander verglichen sowie statistisch analysiert. Es fielen zum
Teil deutliche Unterschiede zwischen den drei Behandlungsgruppen auf (Abb 23). Auffillig sind die
deutlich geringeren sPO- als auch PO - Werte der DIOSTZ-Population im Vergleich zu den anderen
beiden Versuchsgruppen. Ebenso fillt auf, dass die Kontrollgruppe und die STZ- Stichprobe nahezu
identische sPO- und PO- Werte aufwiesen.
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Der gemittelte PO- Wert in der DIOSTZ Stichprobe lag bei 27,67 + 2,80 mN und damit deutlich niedriger
im Vergleich zur Kontrollgruppen Stichprobe (p=0,04). Die Differenz zwischen den PO -Werten der
DIOSTZ- und der Kontrollgruppe aber auch der STZ-Stichprobe war mit 40,36mN und 38,3 mN sehr
grof. Im Vergleich der Kontrollgruppe mit der STZ- Stichprobe lagen die PO- Werte der Kontrollgruppe
um 2,06 mN héher (p=0,99). Daraus ergibt sich in Anbetracht der absoluten Hohe der Werte, dass die
gemessenen maximalen isometrischen tetanischen Kraftwerte der STZ- und Kontrollgruppen-
Subpopulation auf einem vergleichbaren Niveau lagen und es keinen groflen Unterschied in den beiden
Behandlungsgruppen gab. Jedoch weist die grofle Differenz der Kraftwerte zwischen der DIOSTZ-
Behandlungsgruppe und den anderen beiden Behandlungsgruppen auf eine signifikant verringerte
Muskelkraft bedingt durch die DIOSTZ Behandlung hin. Weiterhin kann man schlussfolgern, dass die
Unterschiede in der Muskelkraft moglicherweise durch die Fettfiitterung bedingt waren oder aber erst die
Kombination aus dem high fat/ high sucrose Futter mit der STZ-Behandlung zu einer Beeintrachtigung
der Muskelkraft fiihrte.

Vergleicht man zusétzlich die sPO- Werte untereinander, ergab sich eine dhnliche Konstellation, was
wiederum die obige Schlussfolgerung unterstiitzt. Es gibt deutliche Unterschiede in den sPO-Werten
zwischen der DIOSTZ- Versuchsgruppe im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. So ergibt sich
zwischen STZ- und Kontrollgruppe eine Differenz der Mittelwerte von lediglich 3,66 mN/mm? (p= 0,91),
wobei auffillt, dass der ermittelte sPO — Wert in der STZ-Gruppe, anders als bei den PO- Werten in der
STZ-Gruppe, hoher lag als in der Kontrollgruppe. Im Unterschied dazu lagen die sPO-Werte der DIOSTZ
Tiergruppe mit 28,39 mN/mm? im Vergleich zur Kontrollgruppe (p= 0,03) und mit 32,05 mN/mm? im
Vergleich zur STZ- Tiergruppe deutlich niedriger. Dies suggeriert, dass auch die normierten sPO-Werte
einen Unterschied zeigen, der daraufhin deutete, dass das high fat/ high sucrose Futter entweder allein
oder aber in Kombination mit der STZ-Behandlung zu einer deutlichen Abnahme der Muskelkraft fiihrte.
Die Normierung auf die Muskelquerschnittsfliche war in diesem Zusammenhang bedeutsam, da die
Muskelpréparate der DIOSTZ Tiere, wie bereits beschrieben, linger und schwerer waren als die Préparate
der Vergleichsgruppen.

Besonders deutlich werden die Unterschiede der gemessenen Muskelkraft in den jeweiligen
Versuchsgruppen nach prozentualer Darstellung in Bezug auf die Kontrollgruppe. Durch die DIOSTZ
Behandlung kommt es zu einer deutlichen Abnahme der tetanischen Muskelkraft im Vergleich zur
Kontrollgruppe, aber auch zur STZ- Tiergruppe. Driickt man dies prozentual in Bezug zur Kontrollgruppe
aus (Abb. 24) nimmt die PO um 59,38% und die sPO um 58,48% in der DIOSTZ Behandlungsgruppe ab.

Ebenso zeigte sich, dass die Kontrollgruppe und die STZ- Stichprobe nahezu identische sPO- und PO-
Werte aufwiesen. Aus Abb. 24 wird weiterhin deutlich, dass zwischen den Versuchstieren der STZ-
Gruppe und der Kontrollgruppe, bezogen auf die gemessenen PO-Werte, prozentual lediglich ein geringer
Unterschied von 3,04% bestand.
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Abb. 24 prozentuale Darstellung der PO und sPO im Vergleich der drei Behandlungsgruppen

Auf der y-Achse ist die relative Kraft in Bezug auf die Kontrollgruppe in Prozent (%) aufgetragen, auf der x-Achse sind die PO
und sPO-Werte je Versuchstiergruppe aufgetragen, Die Balkendiagramme zeigen den prozentualen Mittelwert der PO- und sPO-
Kraftwerte. In der Kontrollgruppe wurden 5 Méause untersucht, in der DIOSTZ (STZ+ high fat/high sucrose Futter) Gruppe
wurden 7 Miuse untersucht, in der Streptozotozin (STZ)-Gruppe wurden 9 Miuse untersucht; PO= gemessene maximale
isometrische tetanische Kraft des Muskelpraparates, SPO= errechnete spezifische Kraft des Muskelpriparates

Die Hypothese, dass entweder das high fat/ high sucrose Futter allein oder die Kombination mit der STZ-
Behandlung zu einer Abnahme der Muskelkraft fiihrt, wird durch die deutlich geringere Schwankung der
Kraftwerte der PO und sPO-Werte in der DIOSTZ Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur STZ-
Behandlungsgruppe unterstiitzt. In Abbildung 23 wird die Streuung der PO- Werte der einzelnen
Versuchstiere deutlich. Dabei lag die Spanne zwischen Minimum und Maximum der PO- Werte in der
Kontrollgruppe bei 83,13 mN, in der STZ- Behandlungsgruppe lag diese Spanne sogar noch héher bei
103,07mN, wohingegen die Range zwischen Minimum und Maximum in der DIOSTZ-
Behandlungsgruppe lediglich 18,97 mN betrug. Ebenso zeigt Abbildung 23 deutlich, dass der
Standardfehler in der DIOSTZ Stichprobe deutlich geringer war als in den anderen beiden
Versuchsgruppen.

In Abbildung 23 wurde auch die Streuung der sPO-Werte dargestellt. Hier konnte ein dhnlicher
Zusammenhang wie bei den PO- Werten beobachtet werden. Auch hier war die Streuung der sPO-Werte in
der DIOSTZ Gruppe mit einer Spanne von 19,23 mN/mm? deutlich geringer als in der STZ-
Versuchsgruppe (58,78 mN/mm?) oder der Kontrollgruppe (60,57 mN/mm?). Obwohl die Streuung der
sPO-Werte in der STZ- und Kontrollgruppe im Vergleich zur Streuung der PO — Werte in den jeweiligen
Gruppen insgesamt kleiner war, ist der Unterschied zur Streuung in der DIOSTZ Stichprobe immer noch
deutlich. Nach statistischer Auswertung konnte festgestellt werden, dass die Unterschiede der sPO- Werte,
zwischen der DIOSTZ- und der Kontrollgruppe mit einem p- Wert von 0,03 signifikant waren, die
Unterschiede zwischen der STZ- und Kontrollgruppe mit einem p- Wert von 0,91 jedoch nicht signifikant
waren.
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3.3 Ergebnisse der Ermiidungsmessung

Da es in der Literatur Hinweise auf eine Verdnderung der Myosin-Isoformen bei fettreicher Erndhrung
[86] sowie einer Akkumulation des intramuskuldren Fettes bei Diabetes Mellitus aber auch fettreicher
Ernihrung [86] gibt, wurde zur Uberpriifung der metabolischen Auswirkungen der Diabetes Mellitus
Modellerkrankung sowie der Fiitterung mit high fat/ high sucrose Futter auf die Muskelermiidung eine
Ermiidungs- Messung der entnommenen Muskulatur durchgefiihrt. Dazu wurden die Muskelpréparate
repetitiv {iber 30 Minuten stimuliert und die Muskelantwort kontinuierlich erfasst und aufgezeichnet. Die
erfassten Kraftwerte der Muskelpréiparate wurden im Anschluss ins Verhéltnis zur initialen Kraftantwort
der ersten Stimulation gesetzt und durch die Darstellung der absoluten Werte ergéinzt. Es wurden zur
Auswertung die gleichen Ausschlusskriterien angewendet wie bereits bei der Kraftmessung.

MW DIOSTZ- MW STZ-

Fatigue Messung | MW-Kontrollgruppe Versuchsgruppe Versuchsgruppe

Start 100,00% 100,00% 100,00%
3 Minuten 35,23+2,70% 44,96 £ 8,21 % 54,45 £ 3,83 %
6Minuten 19,11+1,34% 37,46 £9,64 % 35,72+4,21%
9 Minuten 15,95+ 1,55% 33,74 £9,80 % 32,02+4.22%
12 Minuten 14,53+1,95% 32,15+9,48% 30,86 +4,29%
15 Minuten 14,24 +2,18% 31,31+9,49% 32,58 +4,72%
18 Minuten 14,18 +2,56 % 39,48 £8,93 % 33,14+£5,32 %
21Minuten 1435+242 % 29,04+ 8,34 % 33,46 +5,47 %
24 Minuten 14,71+2,51% 29,26 £ 8,47 % 33,94 £ 5,80 %
27 Minuten 14,76 £ 2,56 % 28,64 +8,35% 34,63+6,30%
30 Minuten 14,87 £ 2,67 % 28,37+8,31% 35,38+6,41%

Tabelle 11 prozentuale Mittelwerte der Ermiidungsmessung,
tabellarisch dargestellt wurden die gemittelte prozentuale Kraftantwort im Vergleich zur initialen Kraftantwort mit Standardfehler,
MW= Mittelwert,

In Tabelle 11 sind die prozentualen Mittelwerte der Ermiidungsmessung inklusive Standardfehler
dargestellt. Die Ermiidung wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt.

Nach dem Start bei 100% féllt auf, dass nach drei Minuten in allen Gruppen die Kraftantwort deutlich
abnahm, am stérksten in der Kontrollgruppe, und zwar um 64,73%. Dieser Trend setzt sich in der
Kontrollgruppe mit einer im Verhéltnis zu den anderen Versuchsgruppen stirkeren Ermiidungsreaktion
und einem starken Abfall der Kraftantwort iiber die Zeit fort, bis in Minute 12 die Ermiidung mit einem
Prozentwert von 14,53% erreicht worden ist. Im Anschluss blieb der prozentuale Kraftwert in der
Kontrollgruppe auf einem nahezu konstanten Niveau im Bereich von 14% - 15%.

Anders verhilt es sich in der DIOSTZ Versuchsgruppe, in der die Ermiidungsreaktion, verglichen mit der
Kontrollgruppe, nicht so stark ausgefallen ist. Nach einem zu Beginn recht starken Abfall der erfassten
Kraftantwort kam es zu einer schwicheren Abnahme der Kraftantwort. So bewegte sich die prozentuale
Kraft in dieser Versuchsgruppe zwischen der sechsten und 15 Minute in einem Bereich zwischen 30% bis
knapp 38%. Der im Vergleich zur Kontrollgruppe langsamere Abfall der Kraftantwort setzte sich bis zu
einem Tiefstwert von 28,37 % in Minute 30 fort, die hier definierte 15% Ermiidungsmarke wurde jedoch
zu keinem Zeitpunkt unterschritten. Ein dhnlicher Verlauf konnte in der STZ- Versuchsgruppe beobachtet
werden. Nach einem initialen Abfall der Kraft um 45,55% auf 54,45% des Ausgangswertes, verlangsamte
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sich auch hier die Reduktion der Kraftantwort bis in der 12. Minute mit 30,86% der niedrigste Wert
gemessen wurde. Zwischen der sechsten und der 30. Minute bewegte sich die prozentuale Kraftantwort
auf einem Plateau zwischen 30% und 36%, sodass auch in der STZ-Gruppe die 15% Ermiidungsgrenze
nicht unterschritten wurde. Im Vergleich zur DIOSTZ Versuchsgruppe liegt der niedrigste erfasste
prozentuale Kraftwert in der STZ- Tiergruppe um 2,22% hoher. Abschlieend lésst sich in allen
Versuchsgruppen ab Minute 24 beziehungsweise 27 ein leicht ansteigender Trend beobachten, sodass die
gemessenen Kraftwerte in geringem Umfang gegen Ende der Messung angestiegen sind.

In Abbildung 25 ist der Verlauf der Kraftmessung graphisch dargestellt. Hier ldsst sich schon erkennen,
wie es zu Beginn zu einer starken und in allen Gruppen vergleichbaren Ermiidung mit Abnahme der Kraft
kam, sich diese Reduktion der Kraft jedoch in der DIOSTZ- und STZ- Versuchsgruppe abschwichte und
sich die Kurven der DIOSTZ- sowie STZ-Tiergruppen von der Kurve der Kontrollgruppe trennten. In der
Kontrollgruppe setzte sich der im Vergleich recht starke Abfall der Kraft fort bis bei knapp unter 15% ein
Plateau erreicht wurde. Die Kurven der DIOSTZ- und STZ- Versuchsgruppen zeigten im weiteren Verlauf
einen schwicheren Abfall der Kraftantwort und stabilisierten sich auf einem hoheren Plateau. Ebenso
konnte in der Abbildung 25 der Trend eines geringfiigigen Anstiegs der Kraft gegen Ende der
Kraftmessung beobachtet werden
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Abb. 25 Darstellung der prozentualen Ermiidungsmessung (Fatigue) im Vergleich der Behandlungsgruppen

Die y-Achse zeigt die prozentuale Kraftantwort im Vergleich zur initialen Kraftantwort auf elektrische Stimulation, auf der x-
Achse ist die Zeit dargestellt, Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte (MW) der prozentualen Kraftantwort +
Standardabweichung der Kontrollgruppe (n=5 ), der DIOSTZ (STZ + high fat/high sucrose Futter) Gruppe (n=6), der
Streptozotocin (STZ) -Gruppe (n=9 ), Die statistische Analyse erfolgte mittels TwoWay ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, *
markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe
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In Abb. 26 sind die Ergebnisse der Ermiidungsmessung iiber die ersten neun Minuten dargestellt, um die
Unterschiede in der Kraftantwort zu Beginn der Messung darzustellen. Hierbei wird besonders deutlich,
dass beide diabetischen Mausgruppen eine langsamere Reduktion der Kraftantwort als die Kontrolltiere

zeigen. Zwischen neun und zwolf Minuten erreichen jedoch alle Tiergruppen ein Plateau. Dieses Plateau
liegt in der DIOSTZ als auch STZ-Gruppe hdher als in der Kontrollgruppe.

AuBerdem wird ersichtlich, dass die Werte der DIOSTZ Gruppe eine grofere Streuung aufweisen, die bei
Minute drei einen groBeren Unterschied suggeriert. Allerdings iiberlappen sich die Fehlerbalken der
DIOSTZ- und STZ- Tiergruppe, sodass dies im Rahmen der Streuung ein Unterschied suggeriert, der
moglicherweise nur durch die Streuung bedingt ist.
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Abb. 26 Darstellung der prozentualen Ergebnisse der Ermiidungsmessung iiber 9 Minuten

Die y-Achse zeigt die prozentuale Kraftantwort im Vergleich zur initialen Kraftantwort auf elektrische Stimulation, auf der x-
Achse ist die Zeit dargestellt, die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte (MW) der prozentualen Kraftantwort + den
Standardfehler. In der Kontrollgruppe wurden 5 Méuse untersucht, in der DIOSTZ (STZ + high fat/high sucrose Futter) Gruppe
wurden 6 Miuse untersucht, in der Streptozotocin (STZ) -Gruppe wurden 9 Mause untersucht, Two Way ANOVA mit Dunnets Test
in Bezug auf die Kontrollgruppe, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede

Darstellung der absoluten Fatigue Messwerte

Anhand der Darstellung der gemittelten absoluten Messwerte aus der repetitiven Ermiidungsmessung
(Abb. 27) wird deutlich, dass die Versuchstiere der STZ- (41,88mN) und der Kontrollgruppe (39,3mN)
zum Beginn der Ermiidungsmessung auf einem &hnlichen Kraftniveau gestartet sind, wohingegen die
DIOSTZ Tiere (14,12mN) bereits zu Beginn der Messung eine deutlich geringere tetanische Kraft
aufgebracht hatten. Im Verlauf des Messprotokolls kam es in allen drei Versuchsgruppen zu einer
Abnahme der Muskelkraft wie bereits bei den prozentualen Messergebnissen beschrieben. Auffillig war
hingegen der Vergleich der Kraftwerte zwischen der Kontroll- und STZ-Versuchsgruppe. Hierbei stellte
sich ab der neunten Minute ein Plateau ein. Dieses Kraftplateau lag jedoch in der STZ- Versuchsgruppe
mit ungefahr 12 mN deutlich hoher im Vergleich zur Kontrollgruppe mit S mN. So wird deutlich, dass die
STZ-Tiere zum Ende der Ermiidungsmessung eine hohere Kraft als die Kontrolltiere erzeugten, obwohl
beide Versuchsgruppen mit einer dhnlichen Ausgangskraft zu Beginn der Messung starteten. Dies wurde
als eine verzogerte Ermiidung der STZ- Tiere interpretiert.
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Abb. 27 Darstellung der absoluten Kraftwerte der Ermiidungsmessung
Die y-Achse zeigt die tetanische Kraftantwort in Millinewton (mN) nach elektrische Stimulation wihrend der

Ermiidungsmessung, auf der x-Achse ist die Zeit dargestellt, Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte (MW) der gemittelten

absoluten Kraftantwort + Standardabweichung der Kontrollgruppe (n=5 ), der DIOSTZ (STZ + high fat/high sucrose Futter)
Gruppe (n=6), der Streptozotocin (STZ)-Gruppe (n=9 ), Die statistische Analyse erfolgte mittels TwoWay ANOVA zum

Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in

Bezug auf die Kontrollgruppe

Paradoxerweise konnte am Ende der Ermiidungsmessung wieder ein Anstieg der Kraft beobachtet werden.

In Abbildung 28 wird deutlich, dass nicht nur die Kraft, sondern auch die Grundlinie am Ende der
Ermiidungsmessung wieder ansteigt. Diesen Anstieg zeigten alle drei Versuchsgruppen in
unterschiedlicher Auspriagung.
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Abb. 28 Darstellung der Ermiidungsmessung am Beispiel eines diabetischen Versuchstieres iiber 30 Minuten; auf der y-
Achse ist die Kraftantwort in mV dargestellt, auf der x-Achse ist die Zeit in Minuten aufgetragen, dargestellt ist die erfasste
Kraftantwort eines diabetischen Versuchstieres {iber 30 Minuten
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3.4 Auswertung der Muskelfasertypenbestimmung

Um die Auswirkungen der fettreichen Erndhrung sowie der STZ- Behandlung auf die
Muskelfaserzusammensetzung des M. soleus zu analysieren, wurden die Muskelfasertypen I, IIA und 1IB
immunhistochemisch an 8§ um-10 um dicken histologischen Muskelquerschnitten angefarbt. Fiir die
histologischen Schnitte wurden neben Tiere aus der 20 Wochen alten Versuchstiergruppe auch 26 Wochen
alte DIOSTZ Tiere genutzt. In der Kontrollgruppen - und STZ- Stichprobe wurde neben der
Kryokonservierung Muskelgewebe fiir die biochemische Proteinanalysen benétigt, daher standen lediglich
zwel M. solei je Versuchsgruppe fiir die immunhistochemische Analyse zur Verfiigung. Zur Erhhung der
Fallzahlen wurde die DIOSTZ Gruppe mit drei weiteren DIOSTZ Maiusen aus einer zweiten Kohorte von
26 Wochen alten DIOSTZ Tieren ergidnzt. Zur Anfarbung der Muskelfasertypen wurden Hybridoma
Antikdrper genutzt, die in der Arbeitsgruppe Godecke generiert worden sind, wie in Kapitel 2.1.5 sowie
Tabelle 4 und 5 beschrieben. Der Muskelfasertyp I wurde mit einem rot, Typ IIA mit einem griin und Typ
IIB mit einem blaufluoreszierenden Sekundarantikorper markiert (Abb. 29). Jedoch muss man an dieser
Stelle festhalten, dass die blaue Fluoreszenz des Typs 1IB nicht zufriedenstellend funktionierte. Eine
Auswertung war dennoch moglich, da die ,,ungefarbten* Muskelfasern als Typ IIB gezéhlt worden sind.

Abb. 29 Darstellung der Muskelfasertypen Féirbung,

beispielhafte Bildausschnitte aus den histologischen Muskelquerschnitten mit immunhistochemischer Anfarbung der
Muskelfasertypen, rot fluoreszierender Sekundérantikérper (maximale Emission 590nm) 2 Typ I, griin fluoreszierender
Sekundirantikdrper (maximale Emission 520nm) 2 Typ IIA, blau/ungeférbt fluoreszierender Sekundérantikorper (maximale
Emission 450nm) 2 Typ 1IB; Schnittdicke: 8 pm; 20fache VergroBerung, MaBstab 2 50um ; a= Kontrollgruppe, b= DIOSTZ-
Versuchsgruppe, c= STZ- Versuchsgruppen; weiterhin zu sehen sind geringe Gefrierartefakte. Insgesamt wurden in der
Kontrollgruppe 21 (n=2), in der DIOSTZ- Versuchsgruppe 58 (n=5) und in der STZ behandelten Tiergruppe wiederum 20 (n=2)
Muskelquerschnitte ausgezéhlt. DIOSTZ= high fat/ high sucrose und Streptozotocin Behandlung, STZ= Streptozotocin
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Die ausgezihlten absoluten Werte wurden relativ ins Verhiltnis zueinander gesetzt und prozentual

ausgewertet (Tabelle 12).

Muskelfasertyp Kontrollgruppe DIOSTZ- Versuchsgruppe | STZ- Versuchsgruppe

Typ | 41,04+2,39% 35,84 +£0,85 % 44,56 £ 0,06 %
Typ A 48,57 +0,14 % 59,38 £ 0,59 % 47,67 £0,44 %
Typ IIB 10,39+2,53% 4,78 +£0.29 % 7,77 £ 0,50 %

Tabelle 12 prozentuale Mittelwerte der Muskelfasertypenbestimmung

Wie in Tabelle 12 deutlich wird, sind die Muskelfasertypen I und IIA pridominant in den
Muskelquerschnitten des M. soleus, unabhingig von der Behandlungsgruppe. Allerdings fielen
Unterschiede in der Verteilung der Muskelfasertypen in den verschiedenen Behandlungsgruppen auf. So
nahm der prozentuale Anteil von Typ IIA Fasern in der DIOSTZ Behandlungsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich um 10,81% (p < 0,0001) zu. In der STZ- Versuchsgruppe war im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine signifikante Erhohung der Typ IIA Muskelfasertypen nachweisbar. Die Differenz
der Typ IIA Muskelfasern zwischen STZ- und DIOSTZ Behandlungsgruppe war mit 11,71% vergleichbar
zur Differenz der DIOSTZ- Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe. Bei den Typ I Fasern gab es zwischen der
Kontrollgruppe und der STZ-Behandlungsgruppe keine gro3en Unterschiede, die Differenz der beiden
Behandlungsgruppen betrug lediglich 3,52%, was auf eine normale Streuung hindeutete. Allerdings lief3
sich hier wiederum ein Unterschied zur DIOSTZ Gruppe von 5,2 % (p=0,024) im Vergleich zur
Kontrollgruppe beziehungsweise von 8,72 % im Vergleich zur STZ-Versuchsgruppe feststellen. Bei den
Typ IIB Fasern konnte festgestellt werden, dass die DIOSTZ- Versuchsgruppe mit 4,78% weniger Typ 1B
Fasern aufwies als die Kontrollgruppe oder die STZ- Behandlungsgruppe. Der Unterschied zur
Kontrollgruppe betrug dabei 5,61 % (p=0,0013) und zur STZ- Gruppe lediglich 2,36%. Auch der
prozentuale Unterschied der Typ IIB Muskelfasern zwischen STZ- und Kontrollgruppe betrug lediglich
2,62% und ist damit vergleichbar mit der Differenz der DIOSTZ Tiere zu den STZ- Tieren. Die
Unterschiede der STZ- Versuchstiere waren allesamt im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant. Im
Allgemeinen lésst sich aber festhalten, dass der Typ IIB in allen Versuchstiergruppen im Vergleich zu den
anderen Fasertypen am wenigsten exprimiert wurde.

Zusammenfassend konnten Unterschiede zwischen der DIOSTZ- Versuchsgruppe und den anderen beiden
Versuchstiergruppen festgestellt werden, wohingegen die Verteilung der Muskelfasertypen in der STZ-
und Kontrollgruppe anndhernd identisch war (Abb.30). AbschlieBend lésst sich also sagen, dass in der
DIOSTZ Behandlungsgruppe die Typ IIA Fasern vermehrt, vorhanden waren und dementsprechend die
Typ I und Typ IIB Fasern um denselben Betrag vermindert waren, wobei die grofite Abnahme bei den Typ

I Fasern nachweisbar war.
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Abb. 30 Darstellung der statistischen Auswertung der prozentualen Muskelfasertypen Verteilung im Vergleich der drei
Versuchstiergruppen;

Die y-Achse zeigt den prozentualen Anteil der Muskelfasertypen, auf der x-Achse sind die drei Versuchsgruppen dargestellt:
Kontrolltiere (Kontrolle, n=2), Streptozotocin und high fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=5), Streptozotocin + Standardfutter
(STZ, n=2), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert des prozentualen Anteils der Muskelfasertypen + die
Standardabweichung, ausgewertete Muskelquerschnitte in der Kontrollgruppe n=21, in der DIOSTZ (n=58) sowie STZ-Gruppe
n=20; Die statistische Analyse erfolgte mittels 7iwoWay ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch
signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe

3.5 Auswertung der immunhistochemischen Farbung der Perilipine

Zur Darstellung von Unterschieden im intramuskuldren Fettgehalt wurden als Surrogat Marker fiir die LD
die mit diesen assoziierten Perilipine im Muskelquerschnitt immunhistochemisch angefarbt. Da sich
Perilipine an die LD anlagern, konnten sie als Surrogat Marker fiir den LD Gehalt der Muskelzellen
genutzt werden [84]. Aufgrund ihrer beschriebene Relevanz fiir den muskuléren Stoffwechsel wurden die
Isoformen Perilipin 2 und 5 (PLIN2 und 5) fiir die Anfarbung ausgewéhlt [84].

3.5.1. Perilipin 2

Fiir die immunhistochemische Farbung der PLIN 2 und 5 wurden die identischen Schnitte analog zur
Bestimmung der Muskelfasertypen genutzt, sodass in der Kontroll- und STZ- Gruppe zwei Tiere
analysiert werden konnten und in der DIOSTZ Tiergruppe insgesamt fiinf Versuchstiere. Insgesamt
wurden fiir die Auswertung mindestens neun ROIs aus mehreren Schnitten je Versuchstier ausgewertet,
sodass sowohl fiir PLIN2 als auch fiir PLINS jeweils mindestens 54 ROIs ausgewertet wurden.
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In dem aktuellen Stand der Forschung wurde nicht nur eine Zunahme der absoluten Menge der LD
beschrieben, vielmehr ist auch eine Zunahme der Grofe der LD beschrieben, weshalb sowohl Anzahl als
auch prozentualer Anteil bestimmt worden sind [115] [181].

Immunhistochemische Perilipin 2 Farbung

Perilipin DAPI

Abb. 31 Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Perilipin Farbung am Beispiel von Perilipin 2;

Perilipin2 wurde mit einem rot fluoreszierender Sekunddrantikorper (maximale Emission 570nm) markiert, Zellkerne sind durch
DAPI blau angeférbt, der Hintergrund erscheint durch Autofluoreszenz griin, dargestellt ist jeweils eine Region of Interest
(150um*150um) im Muskelquerschnitt, a= Kontrolltier, b=DIOSTZ- Versuchstier, c= STZ- Versuchstier, MaBstab entspricht
20um; DIOSTZ= high fat/ high sucrose und Streptozotocin Behandlung, STZ= Streptozotocin

In Abb. 31 ist am Beispiel von Perilipin 2 die immunhistochemische Fiarbung der Perilipine im
Muskelquerschnitt dargestellt. Rein subjekiv erscheinen die Perilipine optisch in Bildausschnitt b im
Vergleich zu den Bildausschnitten a und ¢ vermehrt. Dieser optische Eindruck bestétigte sich in der
Auszihlung der Perilipine und in der prozentualen Auswertung (Tabelle 13).

Auswertung der immunhistochemischen Perilipin 2 Firbung

Tiergruppe Kontrollgruppe | DIOSTZ-Versuchsgruppe | STZ-Versuchsgruppe
Prozentualer Anteil am ROI | 0,30 + 0,03 % 0,67 £ 0,09 % 0,29 +£0,01 %
Anzahl 10 + 35+4 3118

Tabelle 13 Auswertung der immunhistochemischen Perilipin 2 Firbung;

dargestellt sind die Mittelwerte, gemittelt aus 2 beziehungsweise 5 Versuchstieren mit jeweils mindestens neun ausgewerteten
Region of Interest (ROI) je Tiergruppe, prozentuale Werte ergaben sich aus der Fliache der Farbung bezogen auf die gesamte
Flache des ROIs, DIOSTZ= high fat/ high sucrose und Streptozotocin Behandlung, STZ= Streptozotocin

Im Vergleich der prozentualen Anteile am ROI ergaben sich zwischen der Kontrollgruppe und der STZ-
Versuchsgruppe keine gro3en Unterschiede (Tabelle 13). Im Gegensatz dazu lag der prozentuale Anteil der
Perilipine am gesamten ROI in der DIOSTZ- Tiergruppe um 0,37% bezichungsweise 0,38% hdoher als in
den anderen beiden Versuchsgruppen. Es war zu erwarten, dass die Anzahl der gefarbten PLIN2 in der
DIOSTZ Versuchsgruppe deutlich hdher als in den anderen beiden Versuchsgruppen lag. Allerdings
zeigten sich erstaunlicherweise zwischen der STZ- und Kontrollgruppe ebenso deutliche Unterschiede in
der Anzahl der LD, bei nahezu gleicher prozentualer Flache in beiden Gruppen. Dieser Unterschied wird
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in Abb. 32a deutlich. Ebenso wird in Abb. 32 a die groe Streuung in der Anzahl der gefarbten Perilipine
bei den STZ- Versuchstieren deutlich.
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Abb. 32 Darstellung der immunhistochemisch gefiarbten Perilipin2 Anzahl sowie des prozentualen Anteils pro Region of
interest (ROI)
a) Perilipin 2 Signal- Anzahl: Auf der y- Achse ist die Anzahl der ausgezéhlten Perilipin 2 dargestellt, auf der x-Achse
sind die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=2), Streptozotocin und high fat/high sucrose
Futter (DIOSTZ, n=5), Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=2), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der
Perilipin 2 Anzahl = die Standardabweichung; eine statistische Analyse wurde aufgrund mangelnder Aussagekraft bei
n=2 in der Kontroll- und STZ- Versuchsgruppe nicht durchgefiihrt
b) Perilipin 2 Flichenanteil: Die y-Achse zeigt den prozentualen Perilipin 2 Anteil (Maximalwert = 1%), auf der x-Achse
sind die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=2), Streptozotozin und high fat/high sucrose
Futter (DIOSTZ, n=5), Streptozotozin + Standardfutter (STZ n=2), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert des
prozentualen Perilipin 2 Anteils + die Standardabweichung; eine statistische Analyse wurde aufgrund mangelnder
Aussagekraft bei n=2 in der Kontroll- und STZ- Versuchsgruppe nicht durchgefiihrt

In Abb. 32b ist der prozentuale Anteil der PLIN2 am gesamten ROI sowie die statistische Analyse
dargestellt. Hierbei fiel auf, dass die Streuung zwischen den zwei Versuchstieren in der Kontrollgruppe
sowie der STZ-Versuchstiergruppe sehr gering war. Dementsprechend errechnete sich der Standardfehler
mit 0,03 fiir die Kontrollgruppe und 0,01 fiir die STZ- Tiergruppe. Jedoch ergab sich fiir die Streuung der
prozentualen Flidche der PLIN2 Farbung in der DIOSTZ- Gruppe ein anderes Bild. Der Standardfehler
errechnete sich hier mit 0,09 was eine deutliche groBere Streuung, im Vergleich zu den anderen beiden
Gruppen war.

AbschlieBend lésst sich festhalten, dass zwischen Kontrollgruppe und STZ- Tieren ein groBer Unterschied
in der Anzahl der LD bestand, jedoch ergab sich kein relevanter Unterschied in der prozentualen Flache
der LD, was zunidchst erstaunlich erscheint. Dies suggeriert, dass die STZ- Versuchstiere zwar mehr LD
aufwiesen, diese jedoch kleiner waren. Dieser Eindruck konnte auch subjektiv bei der Auswertung
beobachtet werden. In der DIOSTZ- Versuchsgruppe korreliert die Anzahl der LD mit der Grof3e der
prozentualen Fléche der LDs.
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3.5.2 Perilipin 5

In Abbildung 33 ist exemplarisch die Perilipin 5 Farbung der drei Versuchsgruppen dargestellt.

Immunhistochemische Perilipin 5 Farbung

Perilipin  DAPI

Abb. 33 Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Perilipin Firbung am Beispiel von Perilipin 5

Perilipin5 wurde mit einem rot fluoreszierenden Sekunddrantikérper (maximale Emission 570nm) markiert, Zellkerne sind durch
DAPI blau angeférbt, der Hintergrund erscheint durch Autofluoreszenz griin, dargestellt ist jeweils eine Region of Interest
(150um*150um) im Muskelquerschnitt, a= Kontrolltier, b=DIOSTZ- Versuchstier, c= STZ- Versuchstier, Maf3stab entspricht
20um; DIOSTZ= high fat/ high sucrose und Streptozotocin Behandlung, STZ= Streptozotocin

Auswertung der immunhistochemischen Perilipin 5 Firbung

Die Auswertung der immunhistochemischen PLINS Farbung ist in Tabelle 14 dargestellt.

Tiergruppe Kontrollgruppe | DIOSTZ-Versuchsgruppe STZ-Versucsgruppe
Prozentualer Anteil am ROI | 0.20 + 0,01 % 0,77 £ 0,08 % 0,43 £0,04 %
Anzahl 22 +12 63+9 48 + 1

Tabelle 14 Auswertung der immunhistochemischen Perilipin 5 Firbung

dargestellt sind die Mittelwerte gemittelt aus 2 beziechungsweise 5 Versuchstieren mit jeweils mindestens neun ausgewerteten
Region of Interest (ROI) je Tiergruppe, prozentuale Werte ergaben sich aus der Flache der Farbung bezogen auf die gesamte
Flache des ROIs, DIOSTZ= high fat/ high sucrose und Streptozotocin Behandlung, STZ= Streptozotocin

Aus Tabelle 14 ergibt sich dhnlich wie bei der Perilipin 2 Farbung, dass sowohl die Anzahl der geférbten
Perilipine als auch die prozentuale Fliche in der DIOSTZ behandelten Tiergruppe im Vergleich zu den
beiden anderen Versuchsgruppen am grofiten war. Die Kontrollgruppe wies die geringste Anzahl an
gefarbten PLINS auf und den geringsten prozentualen Anteil am gesamten ROI. In der STZ- Gruppe ergab
sich ein prozentualer Fldchenanteil von 0,43%, der damit 0,23% gréBer war als in der Kontrollgruppe,
jedoch um 0,34% kleiner als bei den DIOSTZ Maiusen. Bei der Anzahl ergab sich analog dazu ein
dhnliches Bild. Bei den STZ behandelten Méusen konnten gemittelt 48 gefarbte LD gezéhlt werden. Das
sind 26 mehr als in der Kontrollgruppe, aber 15 weniger als in der DIOSTZ Gruppe.
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Abb. 34 Darstellung der immunhistochemisch gefirbten Perilipin 5 Anzahl sowie des prozentualen Anteils pro Region of
interest (ROI)

a) Perilipin 5 Signal- Anzahl: Auf der y- Achse ist die Anzahl der ausgezdhlten Perilipin 5 Anzahl aufgetragen, auf der x-Achse
sind die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=2), Streptozotocin und high fat/high sucrose Futter
(DIOSTZ, n=5), Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=2), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der Perilipin 5 Anzahl
+ die Standardabweichung; eine statistische Analyse wurde aufgrund mangelnder Aussagekraft bei n=2 in der Kontroll- und STZ-
Versuchsgruppe nicht durchgefiihrt

b) Perilipin 5 Flidchenanteil: Die y-Achse zeigt den prozentualen Perilipin 5 Anteil (Maximalwert = 1%), auf der x-Achse sind
die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=2), Streptozotocin und high fat/high sucrose Futter (DIOSTZ,
n=5), Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=2), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert des prozentualen Perilipin 5
Anteils + die Standardabweichung; eine statistische Analyse wurde aufgrund mangelnder Aussagekraft bei n=2 in der Kontroll-
und STZ- Versuchsgruppe nicht durchgefiihrt

In Abb. 34a ist die Streuung in der Anzahl der geférbten Perilipine bei den Versuchstiergruppen
dargestellt. Dabei sticht heraus, dass die Streuung in der Kontrolltiergruppe im Gegensatz zur DIOSTZ-
und STZ-Versuchsgruppe recht grofl war. In Abb. 34b ist der prozentuale Anteil der PLIN 5 am gesamten
ROI dargestellt.

Um eine abschétzende Aussage iiber die Grofle der LD machen zu kénnen, wurde sowohl der
Flachenanteil als auch die Anzahl der LD bestimmt. Dabei wurden bei PLIN2 in der STZ-Gruppe mehr,
aber vermutlich kleinere LD nachgewiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der DIOSTZ Gruppe
lagen demnach im Vergleich vermutlich groBere LD als in der STZ-Gruppe vor. Fiir PLINS lisst sich
anhand der erhobenen Werte kein Zusammenhang interpretieren.

83



3.6 Auswertung der biochemischen Proteinanalysen (Western Blot).

Zur Analyse von Proteinverdnderungen wurden im Rahmen dieser Arbeit sowohl das Titin als auch
weitere Proteine biochemisch im Western Blot analysiert.

3.6.1 Perilipin 2 und 5

Um die Auswirkungen der verschiedenen Behandlungsprotokolle auf die intramuskuléren Fettspeicher zu
quantifizieren, wurden Western Blot Analysen der Perilipine 2 und 5 am Skelettmuskelgewebe
durchgefiihrt und ins Verhéltnis mit Aktinin gesetzt. Wie bereits beschrieben, befinden sich Perilipine um
die LD herum, sodass diese als Surrogat Marker fiir die Menge an LD genutzt worden sind.

Die Ergebnisse der Western Blot Analyse sind in Abb. 35 dargestellt. In Abb. 35a sind die Ergebnisse der
Perilipin 2 Analysen visualisiert. Dabei ldsst sich kein relevanter Unterschied in der relativen Menge von
Perilipin 2 zwischen den Kontrolltieren und der STZ behandelten Mausgruppe (+1,8% + 2%) feststellen.
Dementsprechend ergab auch die statistische Analyse keine statistische Signifikanz (p- Wert = 0,8863).
Allerdings lieB sich in der DIOSTZ- Gruppe im Vergleich zu den Kontrolltieren eine um 27,9% + 6,1%
erhohte Perilipin 2 Menge nachweisen. In der statistischen Auswertung ergab sich im Vergleich ein p-
Wert von 0,0004 und damit ein hoch signifikanter Zusammenhang.
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Perlipin2 / Aktinin Verhiltnis

Perilipin 5 / Aktinin Verhaltnis
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Abb. 35 relative Perilipin 2 und 5 Expression im Vergleich mit Aktinin
a) Perilipin 2: Die y-Achse zeigt die relative Perilipin 2 Expression im Verhiltnis zu Aktinin, auf der x-Achse sind die drei

b)

Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=6), Streptozotocin und kigh fat/high sucrose Futter (DIOSTZ,
n=5), Streptozotocin + Standardfutter (STZn=7), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der relativen Perilipin2
Menge + die Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum Signifikanzniveau p<
0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die
Kontrollgruppe, die Blots représentieren beispielhaft die durch spezifische Antikdrper markierten Perilipin 2 sowie
Aktinin

Perilipin 5: Die y-Achse zeigt die relative Perilipin % Expression im Verhéltnis zu Aktinin, auf der x-Achse sind die
drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=6), Streptozotocin und kigh fat/high sucrose Futter
(DIOSTZ, n=5), Streptozotocin + Standardfutter (STZn=7), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der relativen
Perilipin2 Menge + die Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum
Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett's
Test in Bezug auf die Kontrollgruppe, die Blots représentieren beispielhaft die durch spezifische Antikérper markierten
Perilipin 5 sowie Aktinin

Fiir Perilipin 5 lie3 sich in den Western Blot Analysen eine um 97,2% + 9,5% relativ erhéhte Perilipin
Menge im Vergleich der DIOSTZ Gewebeproben zu den Gewebeproben der Kontrollgruppe nachweisen.
Dieser Zusammenhang war in der statistischen Analyse hoch signifikant. Der Vergleich der relativen
Perilipin 5 Menge der STZ- Tiergruppe zur Kontrollgruppe ergab eine um 35,5% + 8,2% erho6hte Perilipin
Menge in den STZ- Gewebeproben ohne statistische Signifikanz.
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3.6.2 Titin und Proteinkinase C a

Zur Analyse eines potenziellen Einflusses des diabetischen Mausmodells auf die passive Steifigkeit des
Titins wurde an mehreren M. solei der Kontroll-, DIOSTZ- und STZ- Versuchsgruppe eine
Phosphorylierungsanalyse durchgefiihrt. Die passive Steifigkeit des Muskelproteins Titin wird, wie bereits
beschrieben, durch das Phosphorylierungslevel in der PEVK- Region des Proteins beeinflusst. Eine
Proteinkinase, die die PEVK-Region des Titins im Skelettmuskel phosphorylieren kann, ist die PKCa.
Daher wurde neben der Phosphorylierungsanalyse der PEVK-Region des Titins zusitzlich die PKCa auf
eine aktivierende Phosphorylierung an der Position T 497 untersucht. Als relevante Position fiir die
Steifigkeit von Titin wurde die relative Phosphorylierung des Serins an Position 11878 untersucht.
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Abb. 36 Relative Titin S11878 und relative PKCT497 Phosphorylierung

a) Relative Titin S11878 Phosphorylierung: Die y-Achse zeigt die relative Phosphorylierung des Titins, die x-Achse
stellt die drei Versuchsgruppen dar: Kontrolltiere (Kontrolle n=6), Streptozotocin und kigh fat/high sucrose Futter
(DIOSTZ, n=5), Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=7), Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert der relativen
Phosphorylierung + die Standardabweichung, Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay ANOVA zum
Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison mittels Dunnett’s
Test in Bezug auf die Kontrollgruppe

b) Relative PKC T497 Phosphorylierung: Die y-Achse zeigt die relative Phosphorylierung der Proteinkinase C (PKC),
auf der x-Achse sind die drei Versuchsgruppen dargestellt: Kontrolltiere (Kontrolle, n=9), Streptozotocin und high
fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=5), Streptozotocin + Standardfutter (STZ, n=7), Die Balkendiagramme zeigen den
Mittelwert der relativen Phosphorylierung + die Standardabweichung. Die statistische Analyse erfolgte mittels OneWay
ANOVA zum Signifikanzniveau p< 0,05, * markiert die statistisch signifikanten Unterschiede; Multiple Comparison
mittels Dunnett’s Test in Bezug auf die Kontrollgruppe
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Die Ergebnisse der Phosphorylierungsanalysen des Serins an Position S11878 des Titins sind in Abb. 36
zusammen mit der statistischen Auswertung dargestellt. Daraus ergab sich eine verminderte
Phosphorylierung der STZ- als auch der DIOSTZ- Versuchstiere im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das
Titin der DIOSTZ Versuchstiere ist um -10,49% + 1,4% weniger phosphoryliert im Vergleich zum Titin
der Kontrolltiere. Dieser Unterschied im Phosphorylierungslevel ist statistisch signifikant mit einem p-
Wert von 0,01.

Die Phosphorylierungsanalyse der STZ- Tiergruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab eine um 8,53%
+ 2,4% geringfiigig reduzierte Phosphorylierung. Nach statistischer Analyse mittels One Way ANOVA der
Mittelwerte ergab sich fiir den Vergleich der STZ- und Kontrolltiergruppe eine statistische Signifikanz (p-
Wert = 0,02)

Proteinkinase C a

Die Ergebnisse der Analyse der aktivierenden Phosphorylierung an Position T497 der PKCa sind in Abb.
36b dargestellt. Hierbei zeigten sich zwischen der Kontrollgruppe und der STZ- Behandlungsgruppe keine
relevanten Unterschiede (-2,24%+3,5%). Anders verhélt es sich in der DIOSTZ- Behandlungsgruppe. In
dieser Gruppe konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine um 15,9% + 2,1% vermehrte
Phosphorylierung an der Position T497 nachgewiesen werden. Damit bestehen Unterschiede innerhalb des
diabetischen Mausmodells. Es errechnete sich ein p- Wert von 0,002 fiir den Unterschied des
Phosphorylierungslevel zwischen dem DIOSTZ — und dem Kontrollgewebe, wodurch dieser als statistisch
signifikant gewertet wurde.

Titin Isoformen

Zur Analyse einer Diabetes mellitus bedingten GroBenverdnderung der Isoform N2A wurde eine Analyse
der Isoformen durchgefiihrt. Dabei konnte keine Veridnderung in der Laufthdhe der N2A-Banden in den
Versuchsgruppen festgestellt werden. Uberraschenderweise konnte aber eine stiirkere T2 Bande in der
DIOSTZ- Tiergruppe nachgewiesen werden, die in der STZ- und Kontrollgruppe nicht nachweisbar war
(Abb. 37). Diese wurde ins Verhéltnis zur N2A Bande gesetzt und es ergab sich ein gemittelter Quotient
von 0,29 + 0,027 und 0,28 &+ 0,033 fur die zwei DIOSTZ Versuchstiere. Das bedeutet, dass die T2 Bande
29% beziehungsweise 28% der Stirke der N2A Bande aufweist. Dabei ist die Streuung in beiden Tieren
vergleichbar.
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Abb. 37 Titin Isoformen- Verhiltnis T2 Bande zu N2A

Dargestellt ist das Verhdltnis der T2 Bande zur N2A Isoform sowie die Analyse der Isoformen je Versuchsgruppe; zwischen der
Kontrollgruppe (n=6), der Streptozotocin und Aigh fat/high sucrose Futter (DIOSTZ, n=2) sowie Streptozotocin + Standardfutter
(STZ, n=7) — Behandlungsgruppe war keine Veranderung der Isoform N2A nachweisbar, als Referenzbande wurde eine murine
Herzprobe zur Analyse hinzugefiigt, Auffillig ist in der DIOSTZ- Versuchsgruppe eine vergroflerte T2 Bande, die in den anderen
beiden Versuchsgruppen nicht nachweisbar war, die T2 Bande wurde zu N2A ins Verhiltnis gesetzt, weiterhin dargestellt sind
exemplarisch Ausschnitte aus der Analyse der Isoformen, sodass jedes Versuchstier mindestens einmal mit einer Isoform-Bande
abgebildet wurde
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4 Diskussion

4.1 Eignung des Mausmodells fiir die Fragestellung

Fiir die Untersuchung der muskuldren Dysfunktion ist die Wahl des diabetischen Mausmodells
entscheidend. Zur Beantwortung der Fragstellung wurde ein Mausmodell mit STZ-Behandlung in
Kombination mit einer high fat/ high sucrose Didt und ein Mausmodell mit alleiniger STZ-Behandlung
genutzt. Umek et al konnten nachweisen, dass eine high fat Diit bei Méusen erhohte intramuskulére
Fetteinlagerungen erzeugt [86]. Weiterhin konnten Almeida et al nachweisen, dass Patienten mit Diabetes
mellitus Typ II vermehrt LDs in der Muskulatur einlagern und somit das Mausmodell mit high fat/high
sucrose Futter und STZ Injektionen potentiell geeignet ist, vermehrt LDs in der Muskulatur zu erzeugen
[104]. Des Weiteren hat STZ die Eigenschaft, zu einer vermehrten Lipideinlagerung in den Muskelzellen
zu flihren [168],[188] ohne die Muskelkraft in den S-Typ Fasern zu beeintrachtigen, die im hier
verwendeten M. soleus pradominant sind [200]. Somit wurden in der DIOSTZ-Behandlungsgruppe
Bedingungen erzeugt, die besonders dazu beitragen, den intramuskuléren Lipidgehalt zu erh6hen.
Dadurch war es mdglich die Beeinflussung der Muskelfunktion durch LDs in der Muskelzelle im
Vergleich mit den anderen beiden Behandlungsgruppen zu analysieren. Unter STZ Behandlung kommt es
neben erhdhten Blutglukose Werten aber auch zu einer Erhdhung der Blutfettwerte [201],[202],[203], die
die hier beobachtete intramuskuldre Lipidakkumulation in der STZ-Gruppe erkléren kann. Dabei ist die
Besonderheit der alleinigen STZ-Behandlung die Induktion einer diabetischen Stoffwechsellage ohne
Insulinresistenz, wohingegen STZ- Behandlung und 4igh fat/ high sucrose Diét (DIOSTZ) in den Méusen
eine diabetische Stoffwechsellage mit Insulinresistenz induziert [182].

In den hier untersuchten Versuchstieren konnte sowohl in den STZ behandelten Mausen als auch in den
Maiusen nach DIOSTZ Behandlung eine Erhohung des intramuskulédren Fettgehalts nachgewiesen werden.
So konnte in dieser Arbeit im Sinne eines proof of concept gezeigt werden, dass die Kombination aus STZ
und HFD dazu geeignet ist, eine starke Akkumulation der LD in vivo hervorzurufen.

4.1.1. Muskel- und Korpergewicht der Versuchstiere

Um zu tliberpriifen, ob die Behandlung mit HFD sowie STZ erfolgreich war, wurden die Blutzuckerwerte
sowie das Gewicht der Méuse gemessen

Die STZ-Tiere waren nach der Behandlung im Mittel 20,91% leichter als die Kontrollgruppe, was sich mit
bisherigen Literaturangaben deckt (vgl. Kapitel 3.1.1) [204],[205],[206],[168]. Die DIOSTZ- Méuse sind
nach 20 Wochen etwa 8 % leichter als die Tiere der Kontrollgruppe, aber etwa 13% schwerer als die STZ-
Tiere. Die Gewichtsabnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe ist hier als ein Effekt der STZ-Behandlung
zu interpretieren. Das hohere Gewicht der DIOSTZ- im Vergleich zur STZ Tiergruppe ist durch die
lipidreiche Fiitterung zu erklaren [207],[148],[82],[206],[129]. Die Behandlung mit STZ fiihrt {iber eine
Zerstorung der B Zellen zu einer verminderten Insulin Produktion und folglich auch zu einer verminderten
Insulin Wirkung. Trotz der Fiitterung mit high fat/ high sucrose Futter weisen die Versuchstiere ein, im
Vergleich zu Kontrolltieren, geringeres Gesamtgewicht auf. Dies kann als Beleg fiir die Wirkung des STZ
betrachtet werden, da es zu einem Mangel an anabolem Insulin kommt, was zu einer gesteigerten Proteo-
und Lipolyse fiihrt [187]. Zudem konnte an Ratten eine verringerte Futteraufnahme unter STZ-
Behandlung beobachtet werden, was den Gewichtsunterschied zusitzlich erkldren kann [204].
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Muskelgewicht der M. solei

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war das Gewicht des M. soleus der STZ- Versuchstiere um 9,65%
leichter, ohne dabei statistisch signifikant verdndert zu sein. Auch in anderen Publikationen konnte eine
leichte, wenn auch nicht signifikante, Abnahme der Muskelmasse nachgewiesen werden [168],[204]. Als
Erklarung wurde eine hohere Proteolyse sowie ein potenzieller G2 Zyklus Arrest in der Muskulatur nach
STZ Behandlung diskutiert [204]. AuBerdem kann auch hier der Mangel an Insulin angefiihrt werden,
denn ohne Insulin ist das Wachstum des Muskels erschwert [141]. Krause et al hingegen werteten die
Abnahme des Muskeleinzelgewichts im Sinne einer diabetischen Myopathie [168]. Die Abnahme des
Muskelgewichts in der STZ-Versuchsgruppe kann ebenso mit einer Atrophie in Verbindung gebracht
werden, was hier durch die hdheren Muskelgewicht/Korpergewicht (MG/KGQG) Verhiltnisse
widergespiegelt wird [205],[208]. In der DIOSTZ Tiergruppe wurde, im Vergleich zur Kontrollgruppe, ein
durchschnittlich 8,64% hoheres Muskeleinzelgewicht gemessen, allerdings ebenso ohne Nachweis einer
statistischen Signifikanz. Dies konnte moglicherweise durch den Effekt der HFD erklirt werden [129].
HFD allein fiihrte dagegen in anderen Studien zu keinem signifikanten Unterschied im Muskelgewicht
[207],[148]. Die Veranderung des Muskelgewichts nach STZ- Behandlung scheint somit abhingig von
Dauer und Zusammensetzung der lipidreichen Erndhrung zu sein.

Die MG/KG Verhiltnisse der DIOSTZ- und STZ- Tiergruppe sind wiederum im Vergleich zur
Kontrollgruppe hoher. Dies impliziert, dass das Gewicht des M. soleus einen hoheren Anteil am
Korpergewicht aufweist. Dies konnte in der STZ-Gruppe durch ein signifikant geringeres Korpergewicht
aber auch durch ein im Verhéltnis weniger stark reduziertes Muskelgewicht begriindet sein, was bedeutet,
dass die STZ-Behandlung einen groBeren Effekt auf das Korpergewicht hat als auf den Muskel selbst;
potenziell vermittelt durch eine geringere Nahrungsaufnahme und zusitzlichen Insulinmangel [205]. Das
Korpergewicht der DIOSTZ Tiere ist niedriger als das der Kontrolltiere, aber hdher im Vergleich zu den
STZ- Tieren. Da auch das durchschnittliche Muskelgewicht der M. solei in der DIOSTZ Tiergruppe héher
ist, ergibt sich auch hier ein erhohter MG/KG Koeffizient, was durch die geringe Zunahme des
Muskelgewichts im Rahmen einer HFD erklért werden kdnnte.

4.1.2 Blutzuckerwerte

Zur Uberpriifung des Effektes der STZ-Behandlung auf das Pankreas wurden die Blutzuckerwerte der
Versuchstiere bestimmt. Dabei fiel in der STZ-Behandlungsgruppe im Vergleich zu den anderen beiden
Behandlungsgruppen der hochste mittlere Blutzuckerwert auf. Dies beweist, dass die toxische Wirkung
der STZ- Behandlung auf die - Zellen des Pankreas zu einem Insulinmangel gefiihrt hat, was genauso in
einigen Publikationen beobachtet werden konnte [204],[208],[206]. Unklar bleibt der niedrigere
Blutzuckerwert in der DIOSTZ- Versuchsgruppe im Vergleich zu den STZ- Tieren. Da Magalhaes et al.
beschrieben haben, dass eine HFD allein bereits zu hoheren Blutglukose Werten im Vergleich zur
Fiitterung mit Standardfutter fiihrt [187] (vgl. Kapitel 1.8.4), war zu erwarten, dass sich die Effekte der
STZ-Behandlung sowie der HFD additiv auf den Blutzuckerwert verhalten und daraus ein hoherer
Blutzuckerwert resultiert.
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4.2 Auswirkung der STZ-Behandlung und der HFD auf die Muskelkraft im Rahmen der
Kraftmessung

Im Vergleich der Muskeleinzelgewichte fillt auf, dass der M. soleus der DIOSTZ Versuchstiere nicht nur
der langste, sondern auch der schwerste ist, wodurch eine hohere Muskelkraft erwartbar wire; dennoch
erbrachten die Muskelpriparate im Vergleich die geringsten Kraftwerte (PO und sPO). Der
Zusammenhang zwischen geringerer Muskelkraft aber hoherem Gewicht ist zunéchst nicht trivial.

Hier wurde die Hypothese untersucht, dass eine vermehrte Akkumulation von LD die Interaktion von
Aktin und Myosin rein mechanisch stort und das Ineinandergleiten der Myofilamente behindert, was eine
verminderte Kraftantwort des Skelettmuskels zur Folge hat.

In der Zusammenschau der Ergebnisse der Kraftmessungen ergibt sich sowohl fiir die PO als auch die
errechnete sPO eine deutliche Abnahme der tetanischen Muskelkraft durch die kombinierte Behandlung
von STZ und dem HFD-Futter (PO: -59,4%; sPO-58,5%)) im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur STZ-
Tiergruppe. Fiir die Analyse der intramuskulidren LD-Akkumulation wurde hier PLIN 5 ausgewéhlt, da
sich das Protein an LD anlagert und bevorzugt in oxidativen Skelettmuskelgruppen (M. soleus) exprimiert
wird, wodurch eine Vergleichbarkeit aller Gruppen gegeben ist [89],[110]. Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass der deutlich erh6hte intramuskulidre LD-Gehalt (+ 97,2% + 9,5%, PLIN 5) in der DIOSTZ-
Gruppe urséchlich fiir die Abnahme der tetanischen Muskelkraft ist. Die im Vergleich geringfiigiger
erhohte Akkumulation von LD (+35,5% + 8,2 %, PLINS) in den STZ- Tieren war dagegen offenbar nicht
ausreichend, um die tetanische Muskelkraft mafigeblich zu beeinflussen. Somit wird ein Schwellenwert
des intramuskuldren Lipidgehalts vermutet, bis zu dem die Muskelkraft durch kompensatorische Prozesse
erhalten werden kann.

Die Reduktion der Kraftentwicklung in den DIOSTZ Tieren konnte zudem auch auf eine verénderte
Zusammensetzung der Muskelfasertypen zugunsten der Typ IIA Fasern zuriickzufiihren sein (vgl. Kapitel
4.5.2). Umek et al wiesen nach, dass es in Typ IIA Fasern durch eine langerfristige HFD zu einer starkeren
Akkumulation von intramuskuldren Lipiden kommt als in den anderen Muskelfasertypen [86]. Da unter
STZ Behandlung in Typ IIA Muskelfasern eine Zunahme intramuskuldrer Lipide beobachtet wurde, sollte
die vermehrte, Didt induzierte, Lipid Akkumulation in Typ IIA Fasern durch die STZ Behandlung noch
verstirkt werden [188]. Bei einer Zunahme der Typ IIA Fasern wire jedoch vielmehr eine Zunahme der
Muskelkraft [58],[209],[3] sowie eine schnellere Ermiidung zu erwarten gewesen [61],[3],[62],[58]. Trotz
des erhohten Anteils der Typ IIA Fasern war die Kraftentwicklung in den DIOSTZ Tieren jedoch
erniedrigt.

In der Kontrollgruppe, aber auch in der STZ- Tiergruppe, fiel zudem eine starke Schwankung der
gemessenen PO- Werte auf. Obwohl die Haltungsbedingungen fiir alle Versuchstiere identisch waren,
konnten Unterschiede, beispielsweise im individuellen Bewegungsverhalten der Tiere, zu einer groeren
Streuung der Kraftwerte und auch der Fasertyp- Zusammensetzung fithren [22]. So ist bewiesen, dass
Unterschiede in der Dauer der Stimulation sowie der Frequenz der Aktionspotentiale zur Auspragung
unterschiedlicher Muskelfasertypen fiihren, was als Anpassung des Organismus an die unterschiedlichen
Aktivitdtsmuster verstanden werden kann [58]. Zudem findet sich Evidenz fiir eine geringere aufgebrachte
Kraft der langsamen und oxidativen Typ I Muskelfasern im Vergleich zu den schnellen und glykolytischen
Muskelfasern [207]. So lésst sich eine Reihenfolge der aufgebrachten Muskelkraft abhidngig von der
exprimierten Isoform der schweren Kette des Myosins aufstellen. Dabei produzieren die langsamen
oxidativen Fasern die geringste Kraft und die schnellen glykolytischen Typ IIB Fasern die grofite Kraft (I<
ITA <IIX < IIB) [58],[209]. Somit kénnte die Zunahme der Typ IIA Fasern und auch das erhohte
Muskeleinzelgewicht moglicherweise einen adaptiven Anpassungsprozess darstellen, um die Muskelkraft
bei beginnender LD-Akkumulation aufrecht zu erhalten. Dafiir spricht, dass diese Verédnderungen
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ausschlieBlich in der DIOSTZ Gruppe mit Kraftverlust zu beobachten sind, im Gegensatz zu den anderen
beiden Versuchsgruppen. Dies bleibt im Rahmen dieser Forschungsarbeit jedoch unklar und bietet eine
Fragestellung fiir weitere Studien.

In Untersuchung in metabolischen Kéfigen konnte festgestellt werden, dass diabetische Méuse weniger
aktiv sind [210]. Krause et al. konnten dies in ihrer Arbeit an STZ behandelten Versuchstiere bestitigen
[168]. Weiterhin bleibt festzuhalten, dass die STZ Behandlung mit einer Abnahme des Korpergewichts
einhergeht [168] und dadurch einen Einfluss auf die Muskelkraft haben kann. Inwieweit ein individuell
unterschiedliches Bewegungsverhalten sowie interindividuelle Unterschiede in der Muskelkraft eine
Erklarung fiir die erhohte Schwankung in der Kontrollgruppe darstellen kdnnen, kann hier nicht
abschlieBend geklért werden.

4.2.1. Einfluss der STZ-Behandlung auf die Muskelkraft

Die Versuchstiere der STZ- Gruppe zeigten gegeniiber der Kontrollgruppe keinen signifikanten
Unterschied der gemessenen PO-Werte. Dies erlaubt die Annahme, dass es im M. soleus von diabetischen
Typ I Méausen durch eine STZ- Behandlung zu keiner relevanten Abnahme der Muskelkraft kommt. Auch
in der Literatur findet sich Evidenz fiir die hier gemachte Beobachtung, dass die STZ-Behandlung zu
keiner signifikanten Abnahme der gemessenen Muskelkraft fiihrt [200],[168]. Dies scheint zunichst
paradox, da es bedingt durch die STZ-Behandlung nachweislich zu Degeneration und Nekrosen in
Muskelfasern kommen kann, jedoch finden sich auch vermehrt regenerierende Muskelfasern [188].

Interessanterweise gibt es Evidenz dafiir, dass die STZ-Behandlung auf schnell zuckende Muskeln, wie
dem M. extensor digitorum longus, einen anderen Einfluss hat als auf die langsamen Muskelgruppen, wie
dem M. soleus. So reduziert sich die Kraft in den schnellzuckenden Muskelgruppen, jedoch nicht in den
Langsamen, was abhéngig von der Verteilung der Muskelfasertypen ist [205]. Dieser Unterschied kdnnte
darin begriindet sein, dass die diabetischen Stoffwechsellage und die STZ-Behandlung eine
unterschiedliche Auswirkung auf die jeweiligen Muskelfasertypen haben. So wurde bei den schnellen
glykolytischen Typ II Muskelfasern (vor allem Typ IIB) im Vergleich zu den oxidativen Muskelfasertypen
vermehrt eine Abnahme beziehungsweise eine Atrophie dieser Fasertypen beobachtet [169],[205]. Der M.
soleus der Maus besteht aber vor allem aus Typ I und Typ IIA Fasern und nur zu einem geringen Anteil
aus Typ IIB Fasern [59],[58],[129]. Im M. soleus kommt es unter STZ Behandlung oder diabetischer
Stoffwechsellage hier und auch in anderen Studien nicht zu einem relevanten Kraftverlust [168],[205],
sodass angenommen werden kann, dass vor allem die dominanten Typ I und Typ IIA Fasern zur Kraft des
M. soleus beitragen.

Da in dieser Arbeit auBerdem keine signifikante Abnahme der Muskelkraft zwischen STZ- und
Kontrollgruppe festgestellt worden ist, war demnach auch keine signifikante Verdnderung der
Muskelfasertypenverteilung in diesen Gruppen zu erwarten, was sich vor allem im Hinblick auf die Typ I
und ITA-Fasern bestétigte.

Zudem scheint die Dauer der diabetischen Erkrankung die Muskelkraft zu beeinflussen. Wie bereits in
Kapitel 1.8.1 beschrieben, ist bedingt durch eine diabetische Stoffwechsellage eine Abnahme der
Muskelkraft zu erwarten, die zusitzlich durch eine diabetische Polyneuropathie verstirkt werden kann
[162],[163],[161]. Dies konnte jedoch in dieser Arbeit am STZ-Tiermodell nicht beobachtet werden. Auch
der Einfluss der diabetischen Polyneuropathie konnte durch die direkte elektrische Stimulation der
Muskelpréparate vernachlissigt werden. Die oben angefiihrten Untersuchungen wurden an Patienten mit
einer Diabetes Typ I Erkrankungsdauer von mindesten zehn Jahren durchgefiihrt worden. Als Erklarung
wird hier angenommen, dass der Zeitraum nach STZ- Behandlung in dieser Arbeit nicht ausreichend lang
gewesen ist, eine Verdnderung der Kraft im STZ- Mausmodell hervorzurufen. Damit ergibt sich die Frage,
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ob eine Abnahme der Muskelkraft nach einem lédngeren Zeitraum mit hyperglykdmischer Stoffwechsellage
in der STZ-Behandlungsgruppe induzierbar wére, was in weiteren Studien erforscht werden sollte.

4.2.2 Einfluss der lipidreichen Ernédhrung in Kombination mit der STZ-Behandlung auf die
Muskelkraft

Der Effekt einer HFD auf die Muskelkraft wurde vielfach untersucht und beschrieben. In dieser Arbeit ist
es gelungen einen Insulinmangel mit einer HFD in einem Mausmodell zu kombinieren, ohne dabei
adipose Versuchstiere zu erzeugen. Dadurch konnte eine deutliche Akkumulation von LD im
Skelettmuskel induziert werden, wodurch eine inverse Korrelation zwischen der Menge der intrazellularen
LD-Akkumulation und der Muskelkraft hergestellt wurde.

Es konnte eine deutlich reduzierte Muskelkraft in der DIOSTZ Versuchstiergruppe im Vergleich zu den
anderen beiden Versuchstiergruppen festgestellt werden, wofiir eine Akkumulation von LDs
beziehungsweise von intramuskulérem Fett verantwortlich gemacht wird. In der DIOSTZ
Behandlungsgruppe kommt es zum einen durch eine lipidreiche Erndhrung, zum anderen aber auch durch
die STZ-Behandlung selber zu einer Akkumulation von intramuskuldrem Fett [85],[56],[66],
[181],[95],[104],[86],[168],[188]. Fiir die Akkumulation der intramuskuldren Lipide im M. soleus als
Ursache der reduzierten Muskelkraft der DIOSTZ Maéuse spricht die Beobachtung einer Zunahme der Typ
ITA Fasern, da dieser Fasertyp vermehrt Lipide einlagern kann [188],[168],[86].

In der vorliegenden Arbeit wurde als Surrogat Marker fiir eine intramuskulére Lipidakkumulation erhohte
Perilipine (PLIN) 2 und 5 Werte verwendet; denn die PLIN steigen nach HFD ebenso an wie
intramuskulére Lipide [112],[118],[110],[89]. PLINS wurde hier untersucht, da dieses Protein vor allem in
oxidativen Skelettmuskelgruppen wie dem M. soleus exprimiert wird [110],[89]. Fiir Typ I Fasern bei
Diabetes mellitus Typ II wurde bereits eine PLIN5 Erhohung beschrieben [178]. PLIN2 wurde
ausgewahlt, da dieses ubiquitdr exprimiert wird und vor allem an besonders grolen LD zu finden ist [98].
Die Analyse der quantitativen PLIN-Menge erfolgte mittels Western Blot. Zusétzlich wurden histologische
Querschnitte des M. soleus angefertigt und die PLIN mittels fluoreszenzgekoppelter Antikdrper angefarbt,
um Informationen iiber Grofe und Anzahl der LD zu gewinnen. Dabei waren PLIN2 (+ 27,9%) und
PLINS (+97,2%) in der Menge aber auch in der Anzahl in der DIOSTZ Behandlungsgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe deutlich erhoht. Fiir PLINS wurde auch eine Erh6hung in der STZ-Versuchsgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt, die aber geringer als in der DIOSTZ Versuchsgruppe ausfiel.
Subjektiv erschienen die LD in der DIOSTZ Versuchsgruppe in der Mikroskopie zudem vergrofert. Die
starke Erhohung der PLIN in den DIOSTZ Tieren wurde einem additiven Effekt der HFD und der STZ-
Behandlung zugeschrieben.

Der M. soleus als slow twitch Muskel der Maus hat, im Vergleich zum M. extensor digitorum longus als
fast twitch Muskel, einen 3,2fach hoheren Fettgehalt, der sich durch lipidreiche Erndhrung noch weiter
steigern lieB. Dies erscheint physiologisch sinnvoll, da das intramuskulédre Fett in den slow twitch Muskeln
zur Energiegewinnung genutzt wird [129]. Ungeachtet dessen konnten mehrere Studien bereits einen
Zusammenhang zwischen vermehrten intramuskuldren LD und einer Abnahme der Muskelkraft herstellen
[206],[148],[129].

Auch unabhingig von einer diabetischen Erkrankung konnten Choi et al einen inversen Zusammenhang
zwischen der Anzahl und Menge der LDs in der Muskelzelle und der aufgebrachten absoluten und
spezifischen Muskelkraft nachweisen. Als Ursache wurden verdnderte mechanische Eigenschaften des
Querbriickenzyklus wihrend der Muskelkontraktion diskutiert [211].

Im Gegenzug konnten Kim et al im Mausmodell zeigen, dass auch ein Mangel an LD zu einer deutlichen
Abnahme der absoluten und spezifischen Muskelkraft fiithrt, was zeigt, dass LD als Energiequelle
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unbedingt notwendig sind [2],[85],[93],[211]. Daher bleibt festzuhalten, dass LD eine wichtige
Energiequelle fiir die Muskulatur sind [93],[211],[2],[85].

Es wird spekuliert, dass es moglicherweise erst durch die massive Akkumulation von intramuskuldren
Lipiden zu einer mechanischen Beeintrachtigung der Myofilamente wéhrend der Muskelkontraktion
kommt, die fiir Abnahme der Muskelkraft verantwortlich ist [93].

Turner et al stellten eine Korrelation zwischen der Hohe des Fettsdureangebots und der Grofe der LD-
Zunahme her. Je grofBer das Fettsdureangebot, desto mehr LD wurden eingelagert und desto hdher war der
Kraftverlust [95]. Dies deutet auf einen Dosisabhingigen Effekt hin. Sowohl unter STZ-Behandlung als
auch unter HFD kommt es zu einer Erhdhung der Blutfettwerte, deren Effekte sich in Kombination
addieren konnen [202],[201],[203],[86]. Demnach wurde die unverdnderte Kraftantwort der STZ-Tiere
trotz einer Erhohung der LD als dosisabhingiger Effekt interpretiert. So fiel die Akkumulation der LD in
der STZ-Tiergruppe geringer aus als in der DIOSTZ Versuchsgruppe und die Kraft blieb im Vergleich zur
Kontrollgruppe unbeeintrichtigt. Daher scheint es ein physiologisches Mall der Menge der LD zu geben
mit einem starken Einfluss auf die Muskelfunktion. Dies stiitzt die Hypothese, dass es erst durch eine
starke Einlagerung von LD zu einer Beeinflussung der Muskelkraft kommt

Auch die Grofie der LD kann einen Einfluss auf die Muskelfunktion haben, da abhingig von der GroB3e
die Verstoftwechslung der LD beeinflusst wird. Denn groB8e LDs haben ein ungiinstiges Oberflachen
Volumen Verhéltnis und kdnnen somit nicht gut verstoffwechselt werden [212],[84]. In der Muskulatur
von Patienten mit Typ II Diabetes mellitus Erkrankung findet sich nicht nur eine erhdhte Anzahl und
Menge an LD, sondern auch stark vergroBerte LD in einer subsarkolemmalen Lokalisation [181],[178].
Auch in dieser Arbeit wirkten die LD in den DIOSTZ Versuchstieren rein subjektiv vergrofert. Ergénzend
fanden Andrich et al ebenso einen Zusammenhang zwischen der GroB3e der LD und einer Reduktion der
Muskelkraft. In einer Untersuchung des Ratten M. soleus nach HFD konnten vergroerte LD aber keine
Zunahme der Anzahl der LD nachgewiesen werden, sodass Andrich et al annahmen, dass nicht eine
hohere Anzahl aber ein groferes Volumen der LD die Muskelkraft negativ beeinflusst [97].

Vorangegangene Studien haben gezeigt, dass die PLIN2 Expression mit der Grofe der LD korrelieren
kann. So findet man auf der Oberfliche von sehr groen LD in diabetischen Patienten vermehrt PLIN2
[115]. AuBerdem wird PLIN2 durch eine HFD vermehrt exprimiert, was die hier deutlich erhohten PLIN2
Werte in der DIOSTZ Gruppe erkldren konnte [118]. Vor diesem Hintergrund ist durchaus wahrscheinlich,
dass in der DIOSTZ Tiergruppe vergroferte LD vorliegen. Diese Hypothese miisste jedoch durch
genauere Analysen der LD-Dimensionen {iberpriift werden.

Zusammengenommen ergibt sich die Hypothese, dass besonders die gro3en und schlecht
metabolisierbaren LDs einen moglicherweise hinderlichen Einfluss auf die Sarkomer Verkiirzung haben,
was die Abnahme der Muskelkraft in der DIOSTZ Tiergruppe erkléren kann. Die bei Diabetes mellitus
Typ II deutlich vergroBerten LD liegen subsarkolemmal und damit intrazellulér. Bei einer
Muskelkontraktion kommt es aufgrund der Verbindung des Zytoskeletts mit der Plasmamembran und den
Myofilamenten iiber eine Kraftiibertragung auf das Sarkolemm zu einer Verkleinerung des intrazelluldren
Raumes der Muskelzelle (vgl. Kapitel 1.1.2). Dabei konnen die deutlich vergroBerten LD moglicherweise
die Sarkomere komprimieren beziehungsweise die Position von Aktin zu Myosin verdndern und durch die
maximale Muskelkraft negativ beeinflussen. Es ist denkbar, dass es bei maximaler Kontraktion und damit
maximaler Verkiirzung der Muskelzellen durch die LD dann intrazelluldr zu einem verringerten
Platzangebot kommt, welches zu einer mechanischen, sterischen Beeintrachtigung der Myosin-Aktin-
Interaktion mit reduzierter Muskelkraft fiihrt. Die mit Diabetes mellitus Typ II assoziiert deutlich
vergroBerten LD konnen die isolierte Reduktion der Muskelkraft in der DIOSTZ Gruppe erkliren, da
PLIN2 nur in der DIOSTZ Gruppe erhoht ist.
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In dieser Arbeit wurden zwar anhand der Perilipine 2 und 5 als Surrogat Parameter der Lipidgehalt der
Muskelpréparate bestimmt, allerdings war es nicht moglich, dies mit dem Muskelfasertyp zu korrelieren.
Zur Erhohung der Aussagekraft wire es sinnvoll gewesen, den intramuskuldren Fettgehalt je
Muskelfasertyp zu bestimmen. Weiterhin erscheint eine elektronenmikroskopische Untersuchung der
GroBe sowie der Lokalisation der LDs in der Muskelzelle sinnvoll, um die Hypothese zu bestitigen. Des
Weiteren erfolgte die immunhistochemische Farbung von PLIN2 und 5 hier getrennt voneinander. Eine
elegante Losung wire es, beide PLIN in einem histologischen Schnitt zu farben und dies zusétzlich mit
der GroBe der LD zu korrelieren. Es gibt Erkenntnisse, dass die Kombination von PLIN2 und PLINS auf
der Oberflache der LD zu einer bessere Metabolisierung wihrend Muskelaktivitét fiihren [104], sodass
eine parallele Farbung sinnvoll ist, um Hinweise auf die Rolle von PLIN2 und 5 in der Reduktion der
Muskelfunktion aufzudecken.

Inwiefern sich die LD iiber Veranderungen des Myozyten Stoffwechsels auf die Sarkomerfunktion
auswirken, ist noch weitgehend unklar. Arbeiten von Almeida et al zeigten, dass Diabetes mellitus Typ II
keine signifikante Auswirkung auf die Fettsdureoxidation hat und es bei Adipositas sogar zu einem
groBeren Kontakt der Mitochondrien und den LD kommt [181],[104]. Eine Erhéhung der LD-Menge muss
daher nicht zwangsladufig schidlich sein, wenn gleichzeitig die oxidaktive Kapazitit erhoht ist
[103],[56],[82].

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass es viel Evidenz fiir eine Assoziation zwischen einer
Akkumulation der LD und einer reduzierten Muskelkraft gibt. Der inverse Zusammenhang zwischen
Muskelkraft und Akkumulation von LD konnte in dieser Arbeit am Beispiel eines Diabetes mellitus Typ 11
Modells eindrucksvoll gezeigt werden. Dabei war die Abnahme der Muskelkraft im diabetischen Typ II
Mausmodel erwartbar, aber eine Zunahme der kréiftigeren Typ IIA Fasern sowie die Abnahme der Typ I
Fasern als moglicher Kompensationsmechanismus jedoch tiberraschend.

4.3 Einfluss der Titin Verdnderungen auf die Muskelkraft und die optimale Muskelldnge

Zur Berechnung der spezifischen Kraft wurde jeweils die optimale Muskelldnge gemessen, die nun mit
den Ergebnissen der Titin-Phosphorylierung in der PEVK-Region korreliert werden kann. Unter der
optimalen Muskelldnge versteht man in diesem Kontext, die durch Dehnung erreichte experimentelle
Muskelldnge, bei der im Myograph die maximale Kraftantwort erzeugt werden konnte. Bei Analyse der
Messergebnisse konnte die deutlich reduzierte Muskelkraft in der DIOSTZ- Gruppe im Vergleich zu den
anderen beiden Versuchsgruppen mit der hochsten optimalen Muskelldnge aller Versuchsgruppen
korreliert werden. Diese Ergebnisse werden im Folgenden im Hinblick auf die Rolle des Titins, anderer
Sarkomerproteine und der LD- Akkumulation diskutiert.

Die Aktinfilamente bilden eine Art Gertlist in das die Myosinfilamente hineingleiten wodurch iiber eine
Léngenénderung der Sarkomere Kraft erzeugt wird [11]. Dabei hat die Position der Myofilamente einen
Einfluss auf die aktive Muskelkraft, wobei Titin von grof8er Bedeutung ist, denn unter physiologischen
Bedingungen positioniert es Aktin und Myosin optimal zueinander [23]. Durch seine Funktion als
molekulare Sprungfeder entstehen am Titinfilament bei Sarkomer Dehnung und Kompression
Riickstellkrifte, welche die urspriingliche Sarkomer Lange und damit die Ausgangsposition der
Myofilamente wieder herstellen konnen [45]. Weiterhin hat Titin einen groBen Einfluss auf die passive
Muskelsteifigkeit [23],[43],[77]. Uber die Titin basierte passive Spannung kann die Linge der
Myosinfilamente verdndert werden, aber auch der interfilamentdre Abstand der A- Bande und der Z-
Scheiben [77]. Abhédngig von der Steifigkeit des Titins ist eine stirkere Dehnung fiir den Anstieg der
passiven Spannung im Titin notwendig [23],[39],[42]. Zusétzlich ermdglicht die Position des Titins im
Sarkomer, abhingig von der passiven Spannung des Proteins, die Ubertragung von Spannung auf das

Myosinfilament [77]. Eine Dehnung des Sarkomers bei der Einstellung der LO fiihrt auch zu einer
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Dehnung des Titins, welche auf die Myosinfilamente iibertragen wird. Durch die Dehnung der
Myosinfilamente werden die Myosinkopfe in einen primed Status (vgl Kapitel 1.5.2) tiberfiihrt und je
mehr Myosinkdpfe im primed Zustand sind, desto groBer ist die Kraftentwicklung, was auch zur
langenabhéngigen Aktivierung (LDA) beitrdgt. Damit besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der
Steifigkeit des Titins und der Muskelkraft beziechungsweise der LDA [76],[77],[213].

4.3.1 Einfluss der Titin- Verdnderung auf die optimale Muskelldnge

Die Steifigkeit des Titins kann unter anderem {iber die posttranslationale Phosphorylierung der PEVK-
Region moduliert werden [23]. Eine Phosphorylierung der PEVK-Region an Position S11878 fiihrt zu
einer Zunahme der Steifheit sowie der passiven Spannung [45], somit fithrt im Umkehrschluss eine
Hypophosphorylierung zu einer Abnahme der passiven Spannung, was eine hohere optimale Muskelldnge
bedingt. Die Werte der optimalen Muskelldnge sind in den diabetischen Versuchstieren dieser Arbeit im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht. Diese Beobachtung korreliert mit einer gegeniiber den Kontrolltieren
verringerten Phosphorylierung von Titin in der PEVK-Region in den diabetischen Versuchstieren (Position
S11878), was auf eine verminderte passive Steifigkeit des Muskels hindeutet [23],[45]. Somit ist fiir die
hier untersuchten diabetischen Mausmodelle nachgewiesen worden, dass es in diabetischer
Skelettmuskulatur durch Hypophosphorylierung der Titin PEVK- Region zu einem inversen
Zusammenhang zwischen Titin Steifigkeit und der LO kam. Das Titin mit verringerter Steifigkeit kann der
passiven Dehnung bei Einstellung der LO weniger Widerstand entgegensetzen, somit muss der Muskel
weiter aufgedehnt werden, um die maximale Kraftantwort zu erzeugen. Dies kann die erhohte LO in
diabetischen Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren erkléren.

Eine PKCa vermittelte Phosphorylierung an der Position S11878 der PEVK- Region im Titin Molekiil
kann die Steifigkeit des Proteins modulieren [45]. Auch in der Herzmuskulatur von Patienten mit Diabetes
mellitus Typ II konnte eine Erh6hung der PKCa T497 Phosphorylierung nachgewiesen werden allerdings
mit einer Hyperphosphorylierung der S11878 Position einhergehend [214]. In Anbetracht der erh6hten
aktivierenden Phosphorylierung der PKCa an der Position T497 wire allerdings ebenfalls eine erhdhte
Phosphorylierung der Position S11878 in der DIOSTZ- Gruppe erwartbar gewesen [46],[45]. Dieser vor
allem fir Herzmuskulatur vielfach beschriebene Zusammenhang lie3 sich in den hier untersuchten
Gewebeproben allerdings nicht herstellen. Im DIOSTZ Modell kam es zwar zu einer Aktivierung der
PKCa, die in den STZ-Tieren nicht nachweisbar war, doch in den Soleus Muskeln der DIOSTZ- und STZ-
Tiere war eine verminderte Phosphorylierung von Titin an Position S11878 nachweisbar. Die Aktivierung
der lipidsensitiven PKCa ist gut mit der erhohten LD-Einlagerung in den DIOSTZ Tieren vereinbar
[46],[47],[48]. Hidalgo et al. zeigten, dass eine Aktivierung von Phosphatasen die Phosphorylierung an
Position S11878 im Titin riickgéngig machen kdnnen [45], was als potentielle Erkldrung fiir die
beschriebene Abnahme der relativen Phosphorylierung in den diabetischen Tieren dienen kdnnte.

Denkbar wire hier eine Beteiligung der Proteinphosphatase 1, die zwar durch Insulin aktiviert wird, aber
durch zahlreiche weitere Faktoren wie Glykogen oder Glucose Angebot in ihrer Aktivitat reguliert werden
kann [215],[216]. Der genaue Mechanismus bleibt jedoch unklar, woraus sich eine Fragestellung fiir neue
Forschungsarbeiten ergibt.

Im aktuellen Stand der Forschung finden sich keine Publikationen zur Modifikation des Titins im
diabetischen Skelettmuskel; der GroBteil der bestehenden Evidenz untersucht die Auswirkung einer
diabetischen Erkrankung auf das Myokard. Eine Ubertragung der Ergebnisse zu den Titin Modifikationen
im Myokard auf den Skelettmuskel erscheint aufgrund der unterschiedlichen Expression der Titin
Isoformen nicht direkt moglich [45],[44].
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4.3.2 Einfluss der Titin Verdnderungen auf die Muskelkraft

Bei der biochemischen Analyse der Titin- Verdnderungen konnte in dieser Arbeit erstmals eine Assoziation
zwischen der, durch Hypophosphorylierung der PEVK-Region (S11878) bedingten, reduzierten Titin
Steifigkeit in den diabetischen Versuchstieren und der reduzierten Muskelkraft am intakten
Skelettmuskelpriaparat hergestellt werden.

Bedingt durch die reduzierte Steifigkeit des Titins verdnderte sich die Fahigkeit des Proteins die
Myofilamente Aktin und Myosin optimal zueinander zu positionieren [75] aber auch die LDA wird
reduziert [77],[76]. Die geringere passive Steifigkeit des Titins geht somit mit einer Abnahme der Kraft
einher, da die Zahl der moglichen Querbriickenzyklen und die LDA reduziert werden
[213],[76],[75],[74],[29],[34]. Dies kann den deutlichen Kraftverlust in der DIOSTZ-Versuchsgruppe
erkldren. Es wird angenommen, dass die Einstellung der LO zwar die Uberlappung der Myofilamente
optimiert, jedoch den Effekt des schlafferen Titins auf die LDA nicht ausgleichen kann [76].

Limitierend bleibt hier anzufiihren, dass dieses Modell der Komplexitdt in vivo nicht gerecht werden
kann, denn es gibt multiple modulierende FEinfliisse auf die Steifigkeit des Titins (vlg. Kapitel 1.2.3), wo
von in dieser Arbeit nur die Phosphorylierung der PEVK- Region analysiert wurde. So wurde hier nur
exemplarisch eine einzelne Phosphorylierungsstelle untersucht, jedoch spielen viele weitere
Phosphorylierungsstellen aber auch Isoformen eine Rolle bei der Modifikation der Titin Steifigkeit. Es
kann durchaus auch zu Modifikationen an anderer Position kommen [45],[44], die die Steifigkeit erh6hen
und dadurch den Effekt der Hypophosphorylierung an Position 11878 konterkarieren, was moglicherweise
den Unterschied der PO zwischen STZ und DIOSTZ Tieren erkldren kann. Zur Verifizierung und
Aufklarung der komplexen Mechanismen der Diabetes mellitus induzierten Verdnderungen sollte in
weiteren Arbeiten eine umfassende Analyse der Phosphorylierungsstellen erfolgen.

Ein weiterer potenzieller Mechanismus, der die Abnahme der Kraft in der DIOSTZ Tiergruppe erklaren
kann, ist eine PKCa vermittelte Phosphorylierung des Troponin I in der DIOSTZ Versuchsgruppe, die zu
einer Abnahme der Muskelkraft durch Hemmung des Querbriickenzyklus fiihrt [217]. Dafiir spricht die
erhohte PKCa Aktivitdt in der DIOSTZ Gruppe in Korrelation mit der deutlich reduzierten Kraftantwort.
In der Kontroll- und STZ- Gruppe weist die PKCa in Relation kein signifikant anderes
Phosphorylierungslevel auf, jedoch kann zwischen diesen beiden Gruppen auch keine signifikante
Veranderung der PO und sPO nachgewiesen werden. Zur Aufklarung ist hier eine
Phosphorylierungsanalyse des Troponin I in den drei Versuchsgruppen in zukiinftigen Projekten hilfreich.
Die PKCa kann neben einer aktivierenden Phosphorylierung auch durch Phospholipide oder durch DAG
bei Anwesenheit von Ca? aktiviert werden. In der diabetischen Skelettmuskulatur kommt es zu einer
Regulationsstérung des Ca**, die in Kombination mit der Akkumulation von LD, die von einer Hiille als
Phospholipiden umgeben sind, potenziell zu einer Aktivierung der PKCa in der DIOSTZ Tiergruppe
beitragen konnen [56],[218],[200],[48]. In der Literatur wird dieser Effekt der Ca** Regulationsstérung
vermehrt in Diabetes Mellitus Typ II erkrankten Tiere beschrieben. Die Ca?* Regulationsstérung kann
auch eine Relevanz fiir die viskoelastischen Kréfte des Titins haben. Diese Kréfte beruhen auf einer
Interaktion des Titins mit Aktin und werden durch Anwesenheit von Ca** in der Zelle beeinflusst. So wird
die Bindung zwischen Aktin und der N2A Domine im Titin durch die Anwesenheit von Ca*" verstérkt,
was zu einer Zunahme der Muskelsteife fiihrt. Es gibt begrenzte Evidenz fiir die Verstarkung dieser
Bindung durch erhohte Ca®" Spiegel, was den physiologischen Effekt einer erhohten Steifheit des Titins
bei Muskelkontraktion hitte. Aber auch iiber diesen Mechanismus hat eine Ca** Regulationsstérung einen
Einfluss auf die passive Steifigkeit des Titins [219] und somit eine Auswirkung auf die Muskelkraft.

Bei einer Analyse der Titin [soformen fiel in der DIOSTZ-Tiergruppe eine deutlich sichtbare und stirkere
T2 Bande auf, was ein Hinweis auf eine vermehrte Degradation sein kann und ebenso ein moglicher
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Einflussfaktor auf die Muskelkraft. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen jedoch keine Aussage dariiber zu,
welche Mechanismen zu der erhohten Degradation von Titin fithren. Aufgrund der fehlende
Insulinwirkung bei einer Diabetes mellitus Erkrankung kommt es zu Proteinverdnderungen, einem
erhohten Proteinumsatz und einer vermehrten Proteindegradation [159]. Im Rahmen des Diabetes mellitus
und auch einer Hyperglykédmie kommt es zu einer vermehrten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), die bevorzugt mit den Aminoséduren Lysin und Prolin der PEVK- Region interagieren kénnen, was
unter anderem zu intramolekularen Disulfidbriicken fiihren kann und nachfolgend moglicherweise zur
Anheftung einer Karbonylgruppe [160]. Unter Stressbedingungen, beispielsweise durch oxidativen Stress
kann es zu Proteinaggregationen innerhalb des Titins kommen, was zu einer erhdhten Titin Steifigkeit
fiihrt [220]. Ob in den hier verwendeten Muskelproben eine verénderte Disulfidbriicken- Bildung vorliegt,
bleibt jedoch unklar und konnte in weiterfiihrenden Studien untersucht werden.

Durch eine Oxidation werden Proteine anféllig fiir eine Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau
[160],[159]. Daher ist es sinnvoll die Ubiquitinierung sowie die Degradation des Titins zu analysieren,
beispielsweise iiber eine spezifische Analyse der T2 Bande, die aus trunkiertem Titin besteht [221],[222].
AuBerdem kommt es unter Stressbedingungen der Zelle als Schutz des Titins im Sinne der
Proteinqualitdtskontrolle zu einer vermehrten Expression von Heat Shock Proteinen wie HSP27 oder aB-
crystallin, die in der Immunglobulin dhnlichen Doméne in der I Bande binden koénnen und einen Einfluss
auf die Steifheit haben [220],[219],[223]. Daher erscheint auch eine Analyse der Heat Shock Proteine
HSP27 oder aB-crystallin in weiteren Arbeiten sinnvoll. SchlieBlich scheint auch vor dem Hintergrund der
diabetischen Erkrankung eine Analyse der Atrophie Marker in Zukunft sinnvoll.

4.4 Einfluss der HFD und des Diabetes mellitus auf die Ermiidung des Skelettmuskels

Um die muskuldre Ermiidung quantitativ zu bestimmen und objektiv zu bewerten wurde an den isolierten
Muskeln eine Fatigue-Messung durchgefiihrt. Im klinischen Alltag sind Fatigue-Messungen an Patienten
wichtig, um die verbleibende muskulire Leistungsfahigkeit zu bestimmen und bei der Diagnose von
Erkrankungen wie metabolischen Myopathien zu helfen, die sich durch vorzeitige Ermiidbarkeit und
Muskelschwiche duflern.

Vor dem Hintergrund einer reduzierten maximalen ATP Produktionskapazitét sowie einer Einschrinkung
der mitochondrialen Funktion in der diabetischen Muskulatur [166],[167],[150] als auch einer durch
Insulinmangel beeintrachtigten Glukoseversorgung (vgl. Kapitel 1.8.1) war eine reduzierte
Ermiidungsresistenz zu erwarten. Interessanterweise zeigten die beiden diabetischen Mausmodelle in
dieser Arbeit jedoch eine langsamere Ermiidung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Als mogliche Ursachen
fiir die erhohte Ermiidungsresistenz werden nachfolgend Verdanderungen der Muskelfasertypen
Zusammensetzung und die Akkumulation von intramuskulédren Lipiden diskutiert.

Im Rahmen der STZ-Behandlung und der Aigh fat/ high sucrose Didt wurde eine Akkumulation der LD
induziert, die nicht nur im Verdacht steht die Muskelkraft negativ zu beeinflussen, sondern auch eine
mogliche Erklarung fiir die gemessene erhohte Ermiidungsresistenz darstellen kann. In beiden
diabetischen Versuchsgruppen dieser Arbeit wurde {iber PLINS5 als Surrogat Parameter eine Erh6hung der
intramuskuléren LD nachgewiesen, wodurch vermehrt Lipide zur Verstoffwechslung vorhanden sind. Die
Menge der LD in der Muskelzelle sind fiir eine normale Muskelfunktion von groer Bedeutung [2] und
der intramuskulére Fettspeicher ist zudem ein wichtiger Energielieferant wahrend langer andauernder
Muskelarbeit. [94],[83],[94]. In den im M. soleus prddominanten Typ I und Typ I1A Fasertypen [59]
werden vermehrt Fettsdure oxidierenden Enzyme exprimiert und auch Mitochondrien sind in einer
hoheren Anzahl zu finden, die mit einer langsameren Ermiidung assoziiert sind [62],[58],[66]. Zusitzlich
konnte nach einer alleinigen HFD eine erhchte Ermiidungsresistenz in Verbindung mit einer hdheren
oxidativen Enzymkapazitit, einer erhohten Mitochondrien Anzahl, erhdhten LD und ATP Spiegeln
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nachgewiesen werden [82],[148],[63]. Da Fettsduren ein natiirlicher Ligand des PPARa sind, kann dariiber
die Zunahme der Mitochondrien gesteuert werden [175] und dariiber die oxidative Kapazitét erhoht
werden. Aullerdem konnte in anderen Arbeiten nach HFD ebenso eine Zunahme der kurzkettigen Acyl-
CoA-Dehydrogenase im M. soleus nachgewiesen werden, was auf eine vermehrte Verstoffwechslung von
Lipiden zur Energiegewinnung hinweisen kann [148]. Auch erhohte Fettsdure Spiegel konnen mit einer
Induktion der Fettsdure-Oxidation und Verminderung der Glykolyse einhergehen. Weiterhin war auch die
Konzentration der ATGL nach gesteigerter Fettsdurezufuhr erhoht [95]. Eine Erhdhung der PLINS Werte,
wie sie bei Diabetes mellitus oder bei einem vermehrten Angebot an Fettsduren zu finden ist [100],[160],
ist mit einer erhdhten oxidativen Genexpression, einer erhdhten Metabolisierungsrate der Lipide und
dadurch mit einer erhdhten oxidativen Kapazitit assoziiert [84],[112]. Relevant fiir den Effekt von PLINS
auf den Lipidstoffwechsel ist die Aktivitdt der PKA, die schlussfolgernd bei einem Diabetes mellitus
hochreguliert ist, was dann iiber eine PKA assoziierte Phosphorylierung von PLIN5 zu einer Aktivierung
der ATGL und dadurch zu einer Erh6hung der Lipolyse fiihrt [100],[224],[95],[113],[98]. Zusétzlich wird
durch eine Aktivierung der PKA auch die Hormonsensitive Lipase phosphoryliert und damit aktiviert, was
die Fettsdureverwertung ebenso fordert [224].

In Zusammenschau ergeben sich also Hinweise auf eine erhohte Verstoffwechslung der vermehrten
intramuskuldren Lipide zur ATP-Synthese durch eine gesteigerte oxidative Kapazitit in der diabetischen
Muskelzelle wihrend der repetitiven Reizung, was in Assoziation mit der beobachteten PLINS Erh6hung
die erhohte Ermiidungsresistenz moglicherweise erkldren kann. In der bisherigen Forschung wurde bei
Uberexpression von PLIN2 [118], Diabetes mellitus Typ II und Insulinresistenz zum Teil auch eine
reduzierte oxidative Kapazitit beschrieben [172],[170], PLINS hingegen fiihrt zu einer Erhdhung der
oxidativen Kapazitit [112],[114],[84], sodass mdglicherweise der erhohende Effekt des vermehrt
exprimierten PLINS auf die oxidative Kapazitit iiberwiegt. Um die Rolle dieses potenziellen
Mechanismus aufzukléren, sollten in Zukunft die Marker fiir die oxidative Kapazitit sowie die
Phosphorylierung der Proteinkinase A, der ATGL, der Hormonsensitiven Lipase, von PLINS und von
CGI-58 analysiert werden. Hinweise fiir eine vermehrte Substratoxidation der Lipide, ergeben sich auch in
dieser Arbeit. In der STZ-Versuchsgruppe féllt auf, dass die Anzahl der LD in Relation zum prozentuale
PLIN2 Anteil deutlich erhoht ist, sodass schlussfolgernd mehr, aber kleinere LD vorliegen. Dies korreliert
mit dem erhohten Nachweis von PLINS, was unter Bedingungen der aktivierten PKA zu einer erhdhten
Aktivierung der ATGL fiihren kann [98],[99],[100],[224] In der DIOSTZ Gruppe waren sowohl Anzahl als
auch prozentualer Anteil von PLIN2 beziehungsweise 5 deutlich erhoht, sodass hier allein dadurch keine
Aussage iiber die Grofle der LD getroffen werden kann. Die Frage nach der tatsdachlichen Grofe der LD
bleibt in dieser Arbeit unbeantwortet, weshalb elektronenmikroskopische Analysen sinnvoll sein konnen.
Eine weitere gemeinsame Eigenschaft, die sowohl die DIOSTZ- und STZ- behandelten Miduse der hier
vorliegenden Arbeit als auch Mause mit alleiniger HFD gemein haben, ist ein erhohter Blutzuckerwert,
was somit ebenfalls eine Erklarung fiir die langsamere Ermiidung darstellen kdnnte. Im Rahmen dieser
Arbeit bleibt dies jedoch unbeantwortet.

4.5 Muskelfasertypen Verteilung

Der M. soleus der gesunden Maus besteht nahezu zur Hilfte aus Typ I und Typ IIA Muskelfasern und nur
zu einem geringen Anteil aus Typ IIB Fasern [59],[86]. Die Ergebnisse der Fasertypen Analyse in der
Kontrollgruppe zeigte im Vergleich zur Literatur [59],[58] einen hoheren Anteil Typ IIB Fasern mit
10,39%, was jedoch auch in einer Arbeit von Ciapaite et al beobachtet wurde [129]. Die Verteilung der
Muskelfasertypen kann durch viele Einfliisse verdndert werden, beispielhaft sind hier Alter, Geschlecht
und Bewegung zu nennen [59]. Aber auch durch eine HFD kommt es im Mausmodell vor allem in den
langsamen M. soleus zu einem Wechsel der schweren Ketten im Myosin [86]. Der erhdhte Anteil an Typ
IIB Fasern in den Kontrollmédusen kann moglicherweise durch das Bewegungsverhalten der Versuchstiere
in den Kéfigen erklart werden oder aber ein Stichprobenartefakt darstellen.
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4.5.1 Einfluss der STZ-Behandlung auf die Verteilung der Muskelfasertypen und die
Ermiidungsresistenz

Es finden sich mehrere Hinweise auf einen Einfluss der diabetischen Stoffwechsellage auf die
Zusammensetzung der Muskelfasertypen. Eine Verdnderung der Muskelfasertypen nach STZ- Behandlung
und Diabetes Mellitus Typ I Induktion findet sich vor allem in den schnelleren Muskelgruppe wie z.B.
dem EDL (hauptséchlich Typ IIA, 1IB) und weniger in den langsamen Muskelgruppen wie dem M. soleus
(hauptséachlich Typ I und ITA). Dabei gibt es Hinweise darauf, dass die schnellen glykolytischen Fasern im
Vergleich zu den langsameren Muskelfasertypen durch die STZ-Behandlung eine stirkere Abnahme der
physiologischen Muskelfunktion zeigen [169],[188] [225],[149],[168]. Dies ldsst den Schluss zu, dass
STZ vor allem die schnellen glykolytischen Fasern (Typ IIB) beeintrachtigt und die langsameren
oxidativen Fasern (Typ I) beziehungswiese der intermedidre Typ IIA weniger einer Verdnderung durch
STZ unterliegen. In den durch die STZ-Behandlung geschidigten Muskelfasern lassen sich mehrere
Anzeichen fiir eine Schddigung finden, wie Zeichen der Denervation, Degeneration und Nekrose.
Zusitzlich findet man eine vermehrte Fetteinlagerung (vor allem in Typ ITA) und die Lokalisation der
Mitochondrien in der Zelle verschiebt sich hin zu einer subsarkolemmnalen Position. Aber auch Zeichen
der Regeneration konnen festgestellt werden, die in gesunden Muskeln nicht in dieser Haufigkeit zu
finden sind [188]. Auch die motorische Endplatte ist von einer Degeneration betroffen, wobei es jedoch
auch Zeichen eines Remodelings der motorischen Endplatten gibt, die als Zeichen einer Reinnervation
gedeutet wurden. Kommt es nicht zu einer Regeneration der motorischen Endplatte resultiert dies in
Atrophie und Degeneration der Muskelfaser [188].

In der vorliegenden Arbeit wurden lediglich geringe und nicht signifikante Unterschiede in der
Muskelfasertypen Verteilung zwischen STZ- und Kontrolltieren beobachtet. (Typ I +3,52%; Typ IIA -
0,9%; Typ 1IB -2,623%). Passend zur stérkeren Funktionseinschrankung der schnellen glykolytischen
Fasern kommt es hier zu einer geringfiigigen Abnahme der Typ IIB Fasern im STZ-Tiermodell. Zudem
scheinen die Verdnderungen erst sieben bis acht Wochen nach Behandlung mit STZ aufzutreten
[149],[188],[168]. In der vorliegenden Arbeit betrug der Zeitraum zwischen STZ- Behandlung und
Analyse der Muskulatur sechs Wochen, was ein Grund fiir die geringen und nicht signifikanten
Verdnderungen in der Muskelfasertypen Verteilung der STZ-Tiere im Vergleich zur Kontrolle sein konnte.

In Bezug auf die Ermiidungsresistenz konnen die geringen, nicht signifikanten Verdnderungen
folgendermafien interpretiert werden. Obwohl in der STZ- Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrolle
keine signifikanten Verdnderungen der Muskelfasertypen Verteilung festgestellt werden konnte, wurde
eine erhohte Ermiidungsresistenz nachgewiesen. Dies ldsst daher den Einfluss einer verdnderten
Fasertypen- Zusammensetzung im M. soleus auf die Ermiidung der Muskelpréparate fraglich erscheinen.

4.5.2 Einfluss der DIOSTZ-Behandlung auf die Verteilung der Muskelfasertypen und die
Ermiidungsresistenz

In der DIOSTZ Versuchsgruppe lieBBen sich signifikante Verdnderungen in der Muskelfasertypenverteilung
(I: -5,2% I1A: +10,8 % IIB: - 5,6%) im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen. Dabei kam es zu einer
Abnahme der, im Vergleich zu Typ II Fasern, langsamer ermiidenden Typ I Fasern [61],[58],[62]. Die
Ermiidungsresistenz hiangt aber auch von der oxidativen Kapazitit der Muskulatur ab, die mit dem
Mitochondrien Gehalt in dem Muskelfasertypen korreliert und in den Typ IIA Fasern am groBten ist [63].
Daher kann die Zunahme der Typ IIA Muskelfasern zur Ermiidungsresistenz der DIOSTZ-Tiere beitragen.
Dass aber trotz der Abnahme der oxidativen und ebenso ermiidungsresistenten Typ I Fasern eine
langsamere Ermiidung in der DIOSTZ Versuchstiergruppe nachgewiesen wurde, wird als starker Beleg fiir
den Effekt der LD auf die Ermiidungsresistenz interpretiert.
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Es finden sich Hinweise darauf, dass eine Insulinresistenz ursichlich fiir eine Abnahme der Typ I und eine
Zunahme der Typ II Muskelfasern sein kann [141],[86]. Dies kann erkldren, warum es in der STZ-
Versuchsgruppe zu keiner signifikanten Verdnderung der Muskelfasertypenverteilung kam, in der
DIOSTZ- Versuchsgruppe mit Insulinresistenz hingegen schon. Vorangegangene Studien hatten gezeigt,
dass die high fat/high sucrose Fiitterung eine Insulinresistenz induzieren kann [207]. Dabei ist davon
auszugehen, dass die HFD der DIOSTZ-Mause iiber eine chronische Inflammation und die Akkumulation
von intramuskuldrem Fett eine Insulinresistenz induziert, was zusammen mit den erhohten Blutfettwerten
Bedingungen eines Diabetes mellitus Typ II in der Maus erzeugt [82], (vgl Kapitel 1.8.2). Auch in anderen
Untersuchungen konnte wie in dieser Arbeit bei Diabetes mellitus Typ II eine Abnahme der Typ I und eine
Zunahme der Typ II Muskelfasern festgestellt werden [226],[227],[218],[228].

Eine mogliche Erklarung fiir die beobachtete Abnahme der Typ I Muskelfasern im Diabetes mellitus Typ
II Mausmodell kann die erniedrigte Expression von PGC-1a bei Insulinresistenz sein, welches auch an
einer Veranderung der Muskelfasertypen beteiligt ist. Obwohl es bei alleiniger HFD zu erhohten PGC-1a
Spiegel kommt [82],[129], sind Diabetes mellitus Typ II und Insulinresistenz mit einer Reduktion der
PGCI1- a Expression assoziiert (ca. -20%) [170],[171],[172]. PGC-1a wird vor allem in Muskelfasern vom
Typ I exprimiert, die ihre Energie vor allem {iber oxidativen Stoffwechsel in Mitochondrien gewinnen
[174]. Dabei fiihrt PGC-1a (vgl. Kapitel 1.8.2) zu einer Aktivierung der Substratoxidation und zusammen
mit dem Transkriptionsfaktor Myocyte enhancer factor 2 zu einer vermehrten Expression von Proteinen,
die vor allem in Typ I Muskelfasern exprimiert werden [174]. Weiterhin soll PGC-1a zusammen mit dem
Calcineurin Signalweg eine wichtige Rolle in der Transformation zu oxidativen Muskelfasertypen spielen
[174]. Die verminderte Expression von PGC-1a bei Insulinresistenz kann die Abnahme der Typ I
Muskelfasern im DIOSTZ Mausmodell im Vergleich zur Kontrollgruppe mdglicherweise plausibel
erklaren. PGC-1a wird aulerdem auch durch Insulin induziert [174],[173], was bei STZ vermitteltem
Insulinmangel vermindert geschieht, sodass eine Addition der Insulinresistenz und des Insulinmangels
moglicherweise zu einer relevanten Abnahme von PGC-1a mit einer Auswirkung auf die Expression der
Muskelfasertypen fiihrt. Um diese Hypothese zu bestitigen ist es sinnvoll die PGC-1a Expression im
DIOSTZ- sowie STZ-Mausmodell zu untersuchen und mit der verdnderten Verteilung der Muskelfasern
mit Bezug zu Kontrollgruppe zu korrelieren.

Interessanterweise konnte nach kurzer Dauer der HFD (5 bzw. 12 Wochen) in anderen Studien keine
Verénderung der Expression von PGC-1a und geméf der soeben aufgestellten Hypothese auch keine
Veranderung der Myosin Schwere Ketten Isoformen im M. soleus nachgewiesen werden [129],[148].
Umek et al hingegen verldngerten den Zeitraum der HFD auf {iber 26 Wochen und beobachteten im M.
soleus Verdanderungen in der Muskelfasertypenverteilung. So kam es zu einer Abnahme der langsamen
Myosin Schwere Ketten Isoform und einer Zunahme der schnellen Isoformen [86]. Dies unterstreicht den
moglichen Einfluss einer Insulinresistenz auf die Muskelfasertypen Verteilung, denn iiber einen erhéhten
intramuskuldren Lipidgehalt im Rahmen einer HFD beziehungsweise bei Diabetes mellitus kann es vor
allem durch Ceramide und Diacylglycerol zu einer Insulinresistenz kommen [85],[86]. Uber die
Insulinresistenz kommt es zu einer Abnahme der insulinsensitiven Typ I Fasern und zu einer Zunahme der
Typ Il Fasern [141]. Weiterhin publizierten Stuart et al, dass in den Typ I Muskelfasern der
Insulinsignalweg verdndert war [141]. Bringt man dies mit der Erkenntnis zusammen, dass der Muskel
Insulin zum Wachsen benétigt [ 147], kann dies ein moglicher Erklidrungsansatz fiir die beobachteten
Veranderungen der Muskelfasertypen Verteilung in der vorliegenden Arbeit sein.
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4.6 Limitationen

Bedingt durch das Mausmodell ergeben sich Limitationen, die nachfolgend diskutiert werden.

Hier ist zuallererst zu nennen, dass das hier verwendete Mausmodell eine gute Ndherung an die
Bedingungen im menschlichen Organismus liefert, jedoch immer speziesspezifische Unterschiede zu
erwarten sind und somit die Ergebnisse nicht direkt auf den Menschen iibertragbar sind. Dabei weist
beispielsweise in der Spezies Maus der Muskelfasertyp IIA die hochste oxidative Kapazitit auf, im
Menschen dagegen die Muskelfasern vom Typ I, sodass die Uberlegungen und Ergebnisse der
Ermiidungsmessung nicht unmittelbar auf den Menschen tibertragbar sind. Erschwerend kommt hinzu,
dass der menschliche M. soleus mit 80% Typ I Fasern eine andere Verteilung als der M. Soleus der Maus
aufweist [229],[59],[86],[129]. Zusitzlich bleibt anzumerken, dass die Untersuchung von intakten
Muskelpréparaten in vitro die Komplexitit der Muskulatur mit seiner Nerven - und Gefaversorgung nicht
nachbilden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich mannliche Miuse untersucht und damit periodische
Schwankungen der weiblichen Geschlechtshormone limitierend nicht beriicksichtigt. Es ist davon
auszugehen, dass die Auspragung der HFD- und STZ- vermittelten Phianotypen in weiblichen und
mannlichen Tieren unterschiedlich ist, weshalb zukiinftige Studien auch weibliche Tiere mit einbezichen
sollten. AuBlerdem ist die Stichprobengréfe in der immunhistochemischen Analyse in der Kontroll- und
STZ-Tiergruppe zu gering und damit nicht ausreichend fiir eine valide statistische Analyse, was die
Aussagekraft aufgrund eines potenziellen Stichprobenfehlers abschwécht. Eine groBere Stichprobe wire
im Hinblick auf statistische Signifikanz wiinschenswert gewesen. Zudem konnte in dieser Arbeit keine
Vergleichsgruppe mit einer alleinigen HFD untersucht werden.

Aufgrund der Plastizitdt des Muskelgewebes kann durch viele Faktoren ein Umbau des Gewebes ausgelost
werden. Dies bedingt eine Heterogenitit des Skelettmuskelgewebes; allein dadurch kann es zu
Unterschieden zwischen Muskelgruppen oder unterschiedlichen Spezies kommen. Unter anderem,
deswegen sind die Ergebnisse anderer Forschungslabore nicht unmittelbar miteinander vergleichbar, was
die Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext erschwert.

Betrachtet man den chronischen Charakter der Diabetes mellitus Erkrankung, gilt es die Lebenserwartung
der Méause im Vergleich zum Menschen zu beachten. Die maximale Lebenserwartung des Menschen wird
mit 120 Jahren angegeben, wohingegen die Lebenserwartung einer Maus maximal vier Jahre betragt
[230]. Berechnung zu Folge entspricht ein Lebensjahr beim Menschen 2,6 Tage Lebenszeit der Maus in
der Erwachsenenperiode. Damit entspricht das Alter der Versuchstiere dieser Arbeit beim Menschen 53,84
Jahre. Alle diabetischen Versuchstiere wurden in der 14. Lebenswoche mit STZ behandelt, sodass die
Zeitspanne der diabetischen Stoffwechsellage umgerechnet auf die Lebensspanne des Menschen 16,2
betrug [230]. Da Diabetes mellitus Typ I meist in friihem Alter auftritt, ist diese kalkulierte Zeitspanne
kiirzer als die tatsdchliche Erkrankungsdauer des Menschen. Bezogen auf Typ II, der meist eher im
mittleren Erwachsenenalter auftritt, kommt die kalkulierte Zeitspanne niher an die tatsdchliche
Erkrankungsdauer im Menschen heran (vgl. Kapitel 1.7.2). Weiterhin gilt es zu bedenken, dass Menschen
in der westlichen Welt, oft ausreichend Zugang zur Behandlung mit Insulin und Antidiabetika haben,
sodass nach Diagnose oft mit der Behandlung des Diabetes mellitus begonnen wird. Die Versuchstiere
bekommen keine Insulinbehandlung, damit besteht in den Versuchstieren iiber ldngere Zeit ein hoherer
Blutzuckerwert im Vergleich zum behandelten Diabetiker. Dies muss bei der Auswertung und
Interpretation der Ergebnisse in Bezug auf die Ubertragbarkeit auf den Menschen bedacht werden.

In Bezug auf die Ermiidungsmessung finden sich bei der differenzierten Analyse der bisherigen Forschung
relevante Einfliisse auf die Ermiidungsreaktion durch die Art der Erzeugung der diabetischen
Modellerkrankungen [200], durch die Zusammensetzung der HFD und durch das Protokoll bei der
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Durchfiihrung der Ermiidungsmessung [82],[231]. Schlussfolgernd sind verschiedene Mausmodelle und
andere Studien untereinander nur bedingt vergleichbar, was dadurch eine Limitation bei der Interpretation
der Ergebnisse darstellt. Es bleibt aulerdem anzufiihren, dass die Farbung von Typ I[IB nicht wie
gewlinscht funktionierte, was auf ein Problem mit dem priméren Antikorper zuriickgefiihrt wird. Daher
wurden die ungefarbten Muskelfasern als Typ IIB gewertet, was eine potenzielle Fehlerquelle darstellen
kann und bei der Interpretation der Daten bedacht werden muss.

Abschlieend kann als Limitierung angefiigt werden, dass zur Muskelfasertypen Bestimmung
Querschnitte angefertigt wurden, aber die Expression der schweren Myosinketten [soformen nicht
zwangslaufig uniform entlang einer einzelnen Muskelfaser ist. So ist nachgewiesen worden, dass wihrend
Regeneration oder Transformation entlang einer Faser unterschiedliche Myosin Isoformen exprimiert
werden konnen [232]. Um eine Verzerrung der Ergebnisse hierdurch zu vermeiden, wurden mdglichst
Schnitte aus dem Muskelbauch angefertigt mit einigen um Abstand.

4.7 Fazit

Das Ziel dieser Arbeit war es die Auswirkungen einer LD-Akkumulation im Skelettmuskulatur auf die
Muskelfunktion zu analysieren. Dabei konnte zunichst gezeigt werden, dass die kombinierte Behandlung
aus STZ und high fat/high sucrose Futter im Sinne eines proof of concept geeignet ist eine deutliche LD-
Akkumulation zu erzeugen. Weiter konnten differierende Auswirkungen einer diabetischen
Modellerkrankung sowie der damit assoziierten Zunahme der LD auf Muskelfunktion nachgewiesen
werden. Im Rahmen der Kraftmessung konnte ein deutlicher Kraftverlust der maximalen tetanischen Kraft
im Diabetes mellitus Typ Il Mausmodell nachgewiesen werden und mit einer deutlichen Akkumulation
der LD assoziiert werden, sodass damit die initiale Hypothese einer negativen Auswirkung der
intramuskulidren LD-Akkumulation auf die Muskelkraft bestétigt werden konnte. Auch die Frage nach
einer Titin Verdnderung im diabetischen Mausmodell konnte im Rahmen dieser Arbeit beantwortet
werden. Durch die reduzierte passive Steifigkeit des Titins im diabetischen Mausmodell kann die LDA
beeintrichtigt sein, was moglicherweise zum Kraftverlust beitrdgt. Die Verringerung der Steifigkeit des
Titins sowie die intramuskuldre Akkumulation von LD sind zwei Mechanismen, die jedoch nicht isoliert
betrachtet werden konnen, sondern pathophysiologisch durchaus gemeinsam die reduzierte Muskelkraft
der DIOSTZ Versuchstiere im Vergleich zu den anderen beiden Versuchsgruppen erkldren kdnnen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit und eine Literaturrecherche zeigen, dass bisher viele pathophysiologische
Mechanismen der diabetischen Myopathie unverstanden sind. Vor allem in Bezug auf die Grof3e und die
intramuskulidre Menge der LD ergibt sich somit in Zukunft weiterer Forschungsbedarf zur Aufklarung der
pathophysiologischen Mechanismen zur Erklédrung der Abnahme der Muskelkraft. Es ergibt sich aus
dieser Arbeit weiterhin die Fragestellung nach der metabolischen Auswirkung einer verdnderten Perilipin
Expression auf die Muskelfunktion. Denn im Rahmen einer Ermiidungsmessung wurde eine langsamere
Ermiidung der diabetischen Muskelpraparate festgestellt, die nicht durch Verdnderungen der
Muskelfasertypen Zusammensetzung erklért werden konnte, jedoch mdglicherweise durch eine verédnderte
PLIN-Expression erklirt werden kann.
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