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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Ubergewicht stellt einen relevanten Risikofaktor fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus
Typ 2 (T2DM), sowie bereits fiir dessen Vorstufe, den Préddiabetes, dar. Die daraus
resultierenden metabolischen Verdnderungen im Rahmen einer Hyperglykdmie und
beginnenden Insulinresistenz begiinstigen das Auftreten kardiovaskuldrer Komorbidititen,
darunter der Myokardinfarkt (MI). Das Herz gilt als metabolisch flexibles Organ, welches
sich durch Steuerung der Substratverwertung dem Substratangebot und dem Energiebedarf
anpassen kann. Unter physiologischen Bedingungen nutzt es vermehrt Fettsduren (FS), aber
auch Glukose zur Energiegewinnung. Im Rahmen eines MI erhoht sich die
Glukoseverwertung deutlich. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen eines Priadiabetes
auf den Metabolismus zu untersuchen und strukturelle Veranderungen im Myokard vor und
nach Eintreten eines MI zu charakterisieren.

Dazu wurden ménnliche Miuse des C57B1/6J-Stammes iiber 10 Wochen mit einer fett- und
zuckerhaltigen Didt gefiittert, um ein Modell der didtinduzierten Fettleibigkeit und des
Pridiabetes zu etablieren (DIO =, diet induced obesity *“), wihrend eine Kontrollgruppe ein
Standardfutter erhielt. Im préadiabetischen Tiermodell konnte eine signifikante
Gewichtszunahme sowie eine echokardiographisch diagnostizierte konzentrische
Herzmuskelhypertrophie festgestellt werden. Immunhistochemische Farbungen ergaben
jedoch keine vermehrte Kollageneinlagerung. Im Gegensatz dazu fiihrte die Umstellung der
Fiitterung zu veridnderten Genexpressionsmustern, die mittels quantitativer Real-Time PCR
(qPCR) auf mRNA-Ebene untersucht wurden. Dabei deutet eine gesteigerte Expression von
CPT1B, PDK4 und UCP3 auf eine vermehrte FS-Verwertung hin.

Zur Analyse der Auswirkungen eines MI wurde eine intraoperative 45-miniitige Ligatur des
Ramus interventricularis anterior mit anschlieBender Reperfusion durchgefiihrt. Ein Teil der
DIO-Méuse erhielt postoperativ iiber drei Tage Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) mittels
osmotischer Minipumpen. IGF-1 ist ein anaboles Hormon mit struktureller Ahnlichkeit zu
Insulin, dem kardioprotektive Effekte nach einem MI nachgewiesen wurden. Trotz
vermehrter Kollagen III-Einlagerung nach MI, nachgewiesen immunhistochemisch und
mittels qPCR, zeigte sich bei grofer Probenvariabilitit kein signifikanter fibrotischer Umbau
im Myokard der DIO-Tiere im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. Auch die IGF-1-
Behandlung fiihrte zu keiner signifikanten Reduktion der Narbengrofle (Masson-Trichom-
Farbung). Auf transkriptioneller Ebene, untersucht mittels qPCR metabolisch relevanter
Gene, wurde deutlich, dass es nach MI im DIO-Modell zu einer weniger gesteigerten
Glukoseverwertung kommt, wie sie bei Wildtyp-Tieren nach MI beobachtet wird. Diese
Einschrinkung konnte auf eine Entkopplung zwischen Glykolyse und oxidativer
Phosphorylierung hinweisen, wodurch die FS-Verwertung relativ zunimmt. Zudem gibt die
Hochregulation der Uncoupling proteins UCP2 und UCP3 Hinweise auf eine mdgliche
verminderte mitochondriale Effizienz und eine Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies. Auch
in diesem Kontext zeigte IGF-1 keine signifikanten Effekte.

Schlussfolgernd liefert die Arbeit Hinweise auf eine durch Ubergewicht und Pridiabetes
bedingte metabolische Anpassung des Herzens, wobei eine Herzmuskelhypertrophie als
morphologische Kompensation nachgewiesen werden konnte. Ein Voranschreiten der
eingeschriankten Glukosetoleranz konnte langfristig zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz
beitragen. Die Ergebnisse unterstreichen somit die Notwendigkeit praventiver Malnahmen
gegen Ubergewicht und Pridiabetes zur Férderung der kardiovaskuldren Gesundheit.
Obwohl die Gabe von IGF-1 zu keiner signifikanten Anderung beitrug, lieB sich eine leichte
Tendenz zu einer positiven protektiven Wirkung erkennen.
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Summary

Obesity is a relevant risk factor for the development of T2DM, as well as for its precursor,
prediabetes. The resulting metabolic changes, including hyperglycemia and the onset of
insulin resistance promote the occurrence of cardiovascular comorbidities, such as MI. The
heart is considered a metabolically flexible organ, capable of adapting to changes in substrate
availability and energy demand by regulating substrate utilization. Under physiological
conditions, the heart primarily uses fatty acids, but also glucose for energy production. In
the context of MI glucose utilization increases significantly. The aim of this study was to
investigate the effects of prediabetes on metabolism and to characterize structural changes
in the myocardium before and after the onset of an MI.

For this purpose, male C57B1/6J mice were fed a high-fat and high-sucrose diet for ten weeks
to establish a model of diet-induced obesity and prediabetes (DIO), while a control group
received standard chow. In the prediabetic model, a significant weight gain and
echocardiographically diagnosed concentric cardiac hypertrophy were observed. However,
immunohistochemical staining did not reveal an increase in collagen deposition. In contrast,
the altered diet led to changes in gene expression patterns, analyzed at the mRNA level using
quantitative real-time PCR. An increased expression of CPT1B, PDK4, and UCP3 indicated
enhanced fatty acid metabolism.

To analyze the impact of MI, a 45-minute surgical ligation of the left anterior descending
artery was performed, followed by reperfusion. A subset of DIO mice received IGF-1
postoperatively for three days via osmotic minipumps. IGF-1 is an anabolic hormone
structurally similar to insulin, and cardioprotective effects have been demonstrated in the
context of MI. Despite increased collagen III deposition after MI, confirmed by
immunohistochemistry and qPCR, no significant fibrotic remodeling was detected in the
myocardium of DIO mice compared to wild-type controls, likely due to high sample
variability. IGF-1 treatment did not significantly reduce scar size, as assessed by Masson’s
trichrome staining.

On the transcriptional level, analysis of metabolically relevant genes via qPCR revealed that
DIO mice exhibited a reduced shift toward glucose utilization after MI, a response typically
seen in wild-type animals. This restriction could indicate an uncoupling between glycolysis
and oxidative phosphorylation, leading to a relative increase in fatty acid oxidation. In
addition, the upregulation of uncoupling proteins UCP2 and UCP3 suggests decreased
mitochondrial efficiency and a reduction in reactive oxygen species. IGF-1 treatment did not
result in significant changes in this context either.

In conclusion, this study provides evidence of metabolic adaptation caused by obesity and
prediabetes, with cardiac hypertrophy as a compensatory mechanism. A progression of
impaired glucose tolerance could contribute to the development of heart failure in the long
term. The results thus underline the importance of preventive measures against obesity and
prediabetes to promote cardiovascular health. Although the administration of IGF-1 did not
contribute to any significant change, a slight trend toward a beneficial, protective influence
was observed.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Herz: Funktion und Metabolismus

Das Herz, lateinisch ,,Cor®, ist das zentrale Hohlorgan des kardiovaskuldren Systems und
spielt mit seiner Pumpfunktion eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Blutversorgung im Korper und dem Transport essentieller Stoffe in die Peripherie. Als
Hauptakteur sorgt es fiir die Verteilung von Sauerstoff (O2) und Néahrstoffen wie Glukose,
Fettsduren (FS), Vitaminen und Aminosduren (AS) zu den Zellen im Korper und ist fiir den
Abtransport von Stoffwechselendprodukten wie Kohlendioxid (CO,), Wasser (H>2O) und
Harnstoff zustidndig [1]. Es erzeugt eine hohe Menge an Adenosintriphosphat (ATP) aus
unterschiedlichen Substratquellen wie Kohlenhydraten (Glukose, Laktat), FS, AS und
Ketonen. Dadurch wird eine kontinuierliche Energieproduktion ermdglicht, um die
Funktionsfdhigkeit der Kardiomyozyten unter verschiedenen Stoffwechsellagen
aufrechtzuerhalten und zu regulieren [2]. Uber 95 % des ATP werden dabei durch oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien der Kardiomyozyten generiert [3], die mindestens
30 % des Zellvolumens ausmachen [4], wiahrend die restlichen 5 % durch Glykolyse erzeugt
werden. Die Fettsdureverwertung in den Mitochondrien im Rahmen der B-Oxidation trigt
mit 60-90 % zum Hauptteil der ATP-Produktion im gesunden Herzen bei. 10-40 % des ATP
generiert die Herzmuskelzelle durch die Oxidation von Glukose und Laktat [5-7]. Aufgrund
dieser vielfdltigen Substratverwertung ist das Herz in der Lage, sich an unterschiedliche
Anforderungen (erhohte Arbeitsbelastung und Nihrstoffbedarf) und an das Substratangebot

anzupassen, was als metabolische Flexibilitit bezeichnet wird [8].

Die Fettsdureverwertung (Abb. 1.1; rechter Bildanteil) erfolgt durch die B-Oxidation und
nutzt sowohl freie FS, die an Plasmaalbumin gebunden sind, als auch Triacylglyceride
(TAG), die durch Chylomikronen aus der Leber oder verpackt zu VLDLs (,,Very low density
lipoproteins®) transportiert werden [9]. Die Freisetzung der FS aus Chylomikronen und
VLDLs erfolgt durch die Lipoproteinlipase (LPL)-vermittelte Lipolyse [10]. Die FS
tiberwinden die Zellmembran der Kardiomyozyten anschlie3end iiber passive Diffusion oder
werden durch Fettsduretransportproteine (FATP) wund die Fettsduretranslokase
(FAT / CD36) in die Zelle aufgenommen [11, 12]. Im Zytoplasma werden die FS iiber die
Acyl-CoA-Synthase zu (Fettsdure-) Acyl-Coenzym A (Acyl-CoA) aktiviert. Ein Grofteil

des Acyl-CoA wird je nach Stoffwechsellage zu den Mitochondrien transportiert, um in die
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3-Oxidation eingeschleust zu werden, wéahrend der Rest als TAG-Reserve im Kardiomyozyt

gespeichert wird und bei einem Energiedefizit mobilisiert werden kann. [13, 14].

Blutgefall ‘|:

Kohlenhydratmetabolismus : Fettsauremetabolismus

: ®

= Acetyl-

: CoA Acyl-
. CoA
el 1 MCD l ACC Synthase
' ) 4

CoA Acyl-CoA %

.

: CPT1
N Acetyl- —

MR CoA CPTZ%CT

@

Glykogen-,
Monosaccharidsynthese,
Pentosephosphatweg

Y

Zellmembran —p
Zytoplasma ———p T
Mitochondrium————— LFADH

ATP
ADP +P

Kardiomyozyt

Abb. 1.1: Ubersicht iiber Stoffwechselwege in Kardiomyozyten. Rechter Bildanteil: Freie Fettsauren (FS)
werden tber Fettsduretransportproteine (FATP) oder die Fettsduretranslokase CD36 in das Zytoplasma
aufgenommen und dort in Acyl-CoA umgewandelt. Zur weiteren Energiegewinnung erfolgt der Eintritt ins
Mitochondrium iiber die Carnitin-Palmityltransferasen 1 und 2 (CPT1, CPT2), wo Acyl-CoA im Rahmen der
3-Oxidation zu Acetyl-CoA synthetisiert wird. Linker Bildanteil: Die Glukoseverwertung erfolgt nach der
Aufnahme in die Zelle iiber die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 durch Glykolyse, wodurch aus
Glukose-6-Phosphat (G-6-P) Pyruvat entsteht. Dieses wird entweder durch die Laktatdehydrogenase (LDH)
zu Laktat umgewandelt oder in die Mitochondrien eingeschleust und iiber den Pyruvatdehydrogenase-
Komplex (PDH) zu Acetyl-CoA konvertiert. Die gemeinsame Endstrecke des Kohlenhydrat- und FS-
Metabolismus besteht aus der Einschleusung von Acetyl-CoA in den Citratzyklus, wonach mittels oxidativer
Phosphorylierung und der Nutzung der Reduktionsdquivalente NADH und FADH, Adenosintriphosphat
(ATP) synthetisiert wird. Reguliert werden die Prozesse unter anderem durch die PDH-Kinase 4 (PDK4) und
Malonyl-CoA. Abb. erstellt mit BioRender.com

Aufgrund der Undurchlissigkeit der Mitochondrienmembran fiir Acyl-CoA existiert ein
Shuttle-System. Acyl-CoA wird durch die Carnitin-Palmityltransferase 1 (CPT1) in der
duBeren Mitochondrienmembran an Carnitin gekoppelt (Acylcarnitin) und unter Freisetzung

von Coenzym A durch Porine mit Hilfe der Carnitin-Acylcarnitin-Translokase (CACT) im
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Antiport mit Carnitin in das Mitochondrium transportiert. CPT1 ist dabei das
geschwindigkeitslimitierende Enzym fiir die Aufnahme von FS. Im Herz- und Skelettmuskel
dominiert die Isoform CPT1B (codiert durch das Gen Cpt1b), wihrend CPT1A vor allem in
der Leber und CPTIC im Gehirn exprimiert wird [15]. Acylcarnitin wird im weiteren
Verlauf durch die Carnitin-Palmityltransferase 2 (CPT2), welche sich auf der Innenseite der
inneren Mitochondrienmembran befindet, in Acyl-CoA umgewandelt und anschlieend der
B3-Oxidation zugefiihrt [16, 17]. Als physiologischer Inhibitor dieser Transportschritte
fungiert Malonyl-CoA, der die CPT1 hemmt. Malonyl-CoA wird durch die Acetyl-CoA-
Carboxylase (ACC) synthetisiert und durch die Malonyl-CoA-Decaboxylase (MCD)
abgebaut [18]. Wihrend der 3-Oxidation wird Acyl-CoA zu Acetyl-CoA reduziert, was zur
Produktion von NADH + H' und FADH, fiihrt. Das entstandene Acetyl-CoA wird in den
Citratzylus eingeschleust und zu CO: oxidiert. Die daraus resultierende Energie wird
ebenfalls in Form der Reduktionsiquivalente NADH und FADH; gespeichert. In der
Atmungskette wird dann im Rahmen der oxidativen Phosphorylierung und der ATP-
Synthase durch Elektronentransport Adenosindiphosphat (ADP) zu ATP synthetisiert [19,
20].

Eine weitere wichtige Energiequelle zur ATP-Generierung ist die Kohlenhydratverwertung
durch Glukose und in geringem Mafle durch Laktat (Abb. 1.1; linker Bildanteil). In
Kardiomyozyten erfolgt die Glukoseaufnahme hauptsidchlich durch Diffusion iiber zwei
Isoformen des Glukosetransporters: den Insulin-unabhédngigen Glukosetransporter 1
(GLUTI) und den Insulin-abhingigen Glukosetransporter 4 (GLUT4) [21]. Wé&hrend
GLUTI vor allem unter basalen Bedingungen die Glukoseaufnahme iiber das Sarkolemm
steuert und dominant wéhrend der fotalen und postnatalen Periode vorherrscht [22], wird
GLUT4, die Hauptisoform im erwachsenen Herzen, insulinabhédngig exprimiert (Gen
Slc2a4). GLUT4 unterliegt der Translokation aus intrazelluldiren Vesikeln an die
Plasmamembran als Reaktion auf Stimuli wie eine erhdhte Arbeitsbelastung, Ischdmie und
Insulin [23, 24]. Nach dem Zelleintritt wird Glukose durch die Hexokinase (II) zu Glukose-
6-Phosphat (G-6-P) phosphoryliert. G-6-P kann nun fiir die Glykogen- und
Monosaccharidsynthese oder den Pentosephosphatweg (Synthese von Pentosephosphaten
und NADPH) verwendet werden, jedoch erfolgt der grof3te Anteil der Weiterverarbeitung
von G-6-P durch die Glykolyse. Dabei entstehen aus einem Mol Glukose 2 Mol Pyruvat, 2
Mol NADH + H* und 2 Mol ATP [20]. Das produzierte Pyruvat kann unter anaeroben
Bedingungen durch die Laktatdehydrogenase (LDH) in Laktat umgewandelt werden oder
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unter aerober Stoffwechsellage mithilfe des spezifischen Transporters ,,Mitochondrial
pyvruvat carrier’ (MCP) in das Innere der Mitochondrien importiert werden [25]. Zusitzlich
dient zirkulierendes Laktat auch als direkte Substratquelle und wird iiber den
Monocarboxylattransporter 1 (MCT1) in die Zelle geschleust und in Pyruvat umgewandelt
[26]. Im Mitochondrium wird Pyruvat durch den Pyruvatdehydrogenase-Komplex (PDH)
irreversibel zu Acetyl-CoA konvertiert (oxidative Decarboxylierung), was den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glukoseoxidation darstellt und unter anderem
durch Produkte wie Acetyl-CoA und NADH nach dem Prinzip der negativen Riickkopplung
reguliert wird. Acetyl-CoA wird dann in den Citratzyklus eingeschleust und wie bereits bei
der Fettsdureverwertung beschrieben weiterverarbeitet [27, 28]. Die vollstindige Oxidation
eines Glukosemolekiils unter aeroben Bedingungen fiihrt zu 31 ATP-Molekiilen und einem
O:-Verbrauch von 6 Molekiilen [8, 29]. Verglichen damit generiert die komplette Oxidation
eines Palmitat-Molekiils (FS) 105 Molekiile des ATP, verbraucht jedoch 23 O, Molekiile
[19].

Unter verldngerten Fastenbedingungen tragen auch Ketonkorper und Aminoséuren zur ATP-
Erzeugung bei, indem sie in Zwischenprodukte des Citratzyklus und zu Acetyl-CoA

umgewandelt werden [30, 31].

1.1.1 Schliisselstellen der Regulation des Herzmetabolismus

Die Regulation der verschiedenen Stoffwechselwege erfolgt auf vielfdltige Weise, unter
anderem durch die Aktivierung und Inhibierung bestimmter Regulatorenzyme oder ihrer
Transkriptionsfaktoren und die Translokation von Transportern [3]. Im Weiteren werden
Regulationsmechanismen beschrieben, die fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche
relevant sind. Es sind jedoch weitere Signalwege bekannt, die eine Rolle im

Herzmetabolismus spielen.

Die Verwendung von FS und Glukose korreliert miteinander, wie von Philip Randle
beschrieben wurde. Dieser Zusammenhang ist als ,,Randle-Zyklus*“ oder ,,Glukose-
Fettsdaure-Zyklus* bekannt. Es wurde gezeigt, dass eine gesteigerte Fettsdureoxidation im
Herzen zu einer verminderten Glukoseoxidation fithrt und umgekehrt [32, 33]. Die
Glukoseverwertung bendtigt jedoch weniger O> pro generiertem ATP, weshalb die gezielte
Substratnutzung und Interaktion der Substrate als relevanter pathophysiologischer

Mechanismus bei kardiovaskuldren Erkrankungen gilt [34, 35].
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Der Eintritt von Glukose in die Zelle wird {iber den transmembranen Glukosegradienten und
wie bereits beschrieben durch die Translokation von GLUT4 an die Plasmamembran
reguliert [23, 24, 36]. Dies erhoht die Aufnahmekapazitét fiir Glukose. Die Translokation
wird auch durch eine Aktivierung der AMP-abhédngigen Proteinkinase (AMPK) stimuliert
[37]. Als Schliisselenzyme der Glykolyse gelten die Phosphofructokinase 1 und 2 (PFK-1,
PFK-2), die unter anderem durch ihre Substrate aber auch durch ADP / ATP und die AMPK
reguliert werden [38, 39].

Die AMPK fungiert als Schliisselenzym bei zelluldrem Energiemangel und fiihrt allgemein
durch ihre Aktivierung zu einer vermehrten ATP-Synthese unter anderem durch Aktivierung
der Glykolyse und oxidativen Phosphorylierung [40, 41]. Des Weiteren fiihrt ihre
Aktivierung zu einer erhdhten FS-Aufnahme durch Translokation von CD36, und sie
inhibiert die ACC durch Phosphorylierung. Dies fithrt wiederum zu einer verminderten
Synthese von Malonyl-CoA (Abb. 1.1) und damit zu einer geringen Inhibierung der CPT1B,
so dass durch erhohte FS-Aufnahme ins Mitochondrium dort die B-Oxidation vermehrt

stattfinden kann [18, 42].

Wie bereits erwéhnt, ist ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Glukoseoxidation die
irreversible Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA, katalysiert durch den PDH-
Komplex. Dieser Multienzymkomplex besteht aus drei Untereinheiten und ist in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert [43]. Die Inaktivierung erfolgt durch Phosphorylierung
der E-Untereinheit mittels einer spezifischen PDH-Kinase (PDK), wihrend die PDH durch
eine PDH-Phosphatase aktiviert wird [44, 45]. PDK wird durch Pyruvat, ADP und
abfallende Acetyl-CoA- und NADH-Spiegel gehemmt [46], wihrend vermehrtes Acetyl-
CoA- und NADH, beispielsweise durch erhdhte B-Oxidation, aber auch ATP die PDK
aktivieren [47]. Vier Isoformen sind bislang bekannt, wobei PDK4 (Gen Pdk4) die
dominante Form des Herzens ist [48] (Abb. 1.1). Die Expression von PDK4 wird unter
anderem durch Liganden der Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR)
induziert, was darauf hindeutet, dass ihre Expression durch die Aktivitdit von PPAR-
Transkriptionsfaktoren gesteuert wird [49]. Auch vermehrt zirkulierende Lipide und die
intrazelluldre Anhdufung langkettiger FS verstirken die PPARa vermittelte Expression von
PDK4, wie es unter anderem bei Hungerzustinden oder Diabetes mellitus beschrieben
wurde. Dies fiithrt zu einer verstirkten Phosphorylierung von PDH und einer verringerten

Oxidation von Pyruvat [50, 51]. Die Aktivierung des PDH-Komplexes durch die PDH-
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Phosphatase wird getriggert durch erhdhte Kalzium- und Magnesiumspiegel (Ca**, Mg?"),
die Folge einer adrenergen Stimulation des Herzens sind [52, 53] (Abb. 1.2).

ATP, Acetyl-CoA,
NADH

aktivierte inaktive
Pyruvatdehydrogenase Pyruvatdehydrogenase
(PDH) (PDH)

Acetyl-
CoA

Abb. 1.2: Regulation der Pyruvatdehydrogenase (PDH)-AKktivitiit. Der PDH-Komplex im Mitochondrium
wandelt in seiner aktivierten Form Pyruvat aus der Glykolyse in Acetyl-CoA um. Die aktivierte Form der PDH
entsteht durch die PDH-Phosphatase, die durch Calcium (Ca?") und Magnesium (Mg>") getriggert wird. Die
Hemmung der PDH erfolgt iiber die PDH-Kinase 4 (PDK4), die durch ATP, Acetyl-CoA und NADH unter
anderem aus der 3-Oxidation aktiviert wird und durch den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor alpha

(PPAR) in der Expression gesteuert wird. Abb. erstellt mit BioRender.com

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) gehdren zur Gruppe der nuklearen
Rezeptoren und sind wichtige Transkriptionsregulatoren insbesondere fiir die myokardiale
FS-Oxidation. Es gibt verschiedene Unterformen: PPARa, die Hauptisoform des Herzens,
die durch das Gen Ppara codiert wird, PPARS und PPARy, die ebenfalls den FS-
Metabolismus des Herzens modulieren, jedoch nicht in dieser Arbeit untersucht wurden [19].
PPARs kontrollieren die Genexpression metabolischer Enzyme durch die Bildung von
heterodimeren Komplexen mit Retinoidrezeptoren der RXR-Klasse und im Folgenden der
Bindung an spezifische ,,PPAR response elements“ (PPRE) im Promotorbereich von Ziel-
Genen nach Aktivierung {iber physiologische (verschiedene FS) und pharmakologische
Liganden [54, 55]. Dieser Mechanismus wird unter anderem bei Fettstoffwechselstorungen
durch Agonisten wie Fibrate fiir PPARa genutzt [20, 56]. Der PPAR/RXR-Komplex wird
positiv iiber den Ko-Faktor PGC-1 (peroxisome proliferator-activated receptor gamma

coactivator 1) reguliert, der auf eine Vielzahl von Stimuli wie Hunger und Verdnderungen



Einleitung

in der Substratverfiigbarkeit reagiert [57-59]. Zu den Stoffwechselenzymen, deren
Transkription durch PPARa induziert wird, gehoren wie bereits beschrieben PDK4, aber
auch CD36, CPT1, MCD, LPL, die Uncoupling proteins 2 und 3 (siche Kapitel 1.1.3) und
viele weitere [19, 60-62] (Abb. 1.3).

z.B.
Fetts&uren,
Fibrate
Ligand
Ligand
RXR
PPARa
W i :D ([
DNA Expression

der Zielgene

h

z.B. PDK4, CD36,
CPT1, MCD, LPL,
UCP2, UCP3

Abb. 1.3: Regulation der Expression metabolischer Gene in Kardiomyozyten durch den Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptor alpha (PPARa). Die Kontrolle der Genexpression metabolisch relevanter
Gene wie PDK4 und CPT1 erfolgt durch Liganden und Ko-Faktorbindung an PPARa und Bildung eines
Komplexes mit Retinoidrezeptoren der RXR-Klasse. Der Komplex bindet an spezifische ,,PPAR response

elements“ (PPRE) im Promotorbereich von Ziel-Genen. Abb. erstellt mit BioRender.com

1.1.2 Insulin und seine Funktion im Herzen

Der Herzmetabolismus unterliegt nicht nur einer intrinsischen Regulation, sondern auch der
Einflussnahme von Hormonen und Signalmolekiilen, die in anderen Organen gebildet und
sezerniert werden, wie beispielsweise Insulin und sein Gegenspieler Glukagon, die in der
Bauchspeicheldriise (Pankreas) gebildet werden, dem wichtigsten Organ fiir die Regulierung

der Blutglukosespiegel.

Insulin entsteht aus einer einkettigen Vorstufe, dem Proinsulin, dessen Transkription durch
mehrere Transkriptionsfaktoren synergistisch aktiviert wird und somit durch externe Stimuli
wie Glukose reguliert werden kann. Posttranslational wird Proinsulin mithilfe von
spezifischen Proteasen durch Entfernung eines C-Peptids zu Insulin modifiziert [63, 64]. Die
Hauptfunktion ist die Regulation der Glukoseaufnahme in Insulin-abhéngige Gewebe wie

der Skelettmuskulatur, dem Fettgewebe und auch im Herzen und damit die Senkung des

7
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Blutglukosespiegels [65]. Weitere Aufgaben des Insulins sind unter anderem die Foérderung
der Glykolyse und Glykogensynthese in Leber und Muskel, die Hemmung der Lipolyse und

die Forderung der Speicherung energiereicher Substrate im Muskel- und Fettgewebe [20].

Auch das Herz ist ein von Insulin abhidngiges Organ. Insulin fordert Glukose als primire
Energiequelle und senkt dadurch den O»-Verbrauch des Myokards, wodurch die kardiale
Effizienz verbessert wird. Dies ist vor allem bei metabolischem Stress von Bedeutung [66].
Insulin bindet an der Oberfliche Insulin-abhingiger Zellen wie Kardiomyozyten an einen
spezifischen Transmembranrezeptor, den Insulinrezeptor (IR), der zur Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen gehort. Er ist ein tetrameres Membranprotein bestehend aus zwei
extrazelluldr gelegenen o-Untereinheiten und zwei transmembranen 3-Untereinheiten [67,
68]. Die Bindung von Insulin als Ligand an die extrazelluldren Anteile fiihrt zur Aktivierung
der Tyrosinkinase der [-Untereinheit und anschlieBend zur ATP-abhingigen
Autophosphorylierung dieser B-Untereinheiten [69]. Dadurch werden Bindungsstellen fiir
Insulinrezeptorsubstrate (IRS) geschaffen, von denen hauptsédchlich die Isoformen IRS1 und
IRS2 im Herzen exprimiert werden. Sie werden ebenfalls durch die Rezeptor-
Tyrosinkinasen phosphoryliert und bilden wiederum weitere Bindungsstellen fiir Proteine,
vor allem die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und das Protein GRB2 [70, 71]. Die
Aktivierung der PI3K fiihrt zur Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PIP2) zu  Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat ~ (PIP3), was wiederum die
Phosphoinositid-abhingige Kinase 1 (PDKI1) rekrutiert, die die Phosphorylierung der
Proteinkinase B (PKB / Akt) an der Aminosdure Threonin 308 katalysiert. Es erfolgt eine
zweite Phosphorylierung der PKB durch den mTORC2-Komplex (mammalian target of
rapamycin complex 2) an der Aminosdure Serin 473, was zur vollstdndigen Aktivitdt der
Kinase flihrt [72-74]. Dies induziert die Signalkaskade des Rab-GTPase-aktivierenden
Proteins AS 160, welches eine notwendige Voraussetzung fiir die insulinstimulierte
Translokation von GLUT4 aus Vesikeln in die Plasmamembran ist [75]. Die Akt / PKB ist
neben Induktion des Glukosetransportsystems auch ein zentrales Signalmolekiil fiir die
insulinstimulierte Glykogensynthese. Sie inaktiviert die Glykogensynthasekinase 3 (GSK3),
wodurch die Glykogensynthase in ihrer aktiven Form verbleibt [76].

Neben der Induktion des PI3K-Signalweges fiihrt die Aktivierung der IRS oder aber des
Adaptermolekiils SHC (Src homology collagen) auch zur Bindung des Protein GRB2 und

der Ras-mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK)-Kaskade, einer nicht metabolischen
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Zellantwort. In der Kaskade werden die ,,extracellular-signal regulated kinases* (ERKs)
aktiviert, die die Transkription von Genen regulieren, die flir Zelldifferenzierung und

Proliferation verantwortlich sind [77-79] (Abb. 1.4).

Insulin —b <«+—IGF-1
Insulinezeptor —brl Iﬁ “4—I|GF-1 Rezeptor
IRS
PDK1 Ras
Akt / PKB l
\ MAPK-/ ERK-Kaskade
GSK3 AS 160

Zellmembran —3

Zytoplasma ———p u.a. GLUT4-
Translokation

(metabolische Effekte)

Glykogensynthese

Differenzierung,
Proliferation, Zelliiberleben

Abb. 1.4: Darstellung der Signaltransduktion durch Insulin oder Insulin-like growth factor 1 (IGF-1).
Nach der Bindung von Insulin an den Insulinrezeptor oder IGF-1 an den IGF-1 Rezeptor (siche Kapitel 1.7)
fiihrt die Autophosphorylierung der jeweiligen Rezeptoren zur Bindung von Insulinrezeptorsubstraten (IRS),
die wiederum nach einer Phosphorylierung die einzelnen Signalwege aktivieren. Die PI3K-Signaltransduktion
fiihrt zu einer Aktivierung der Akt / PKB (Proteinkinase B), die iiber verschiedene weitere Schritte vor allem
Auswirkungen auf den Metabolismus hat. Die Aktivierung der MAPK- beziehungsweise ERK-Kaskade durch
Insulin oder IGF-1 hat einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung und Proliferation. Abb. erstellt mit

BioRender.com

Eine weitere Funktion des Insulins im Herzen ist die Forderung der Glykolyse und somit die
Substratverwertung von Glukose. Es stimuliert die Hexokinase II (Abb. 1.1) und PFK-2, die
Fructose-2,6-bisphosphat synthetisiert, was ein potenter Stimulus der PFK-1 ist, die als das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Glykolyse gilt [80]. Parallel wird auch die FS-
Aufnahme in die Zellen durch Insulin induziert. Dies erfolgt durch die Insulin-abhéngige
Translokation des Fettsduretransporters CD36 in die Plasmamembran [81]. Im Gegensatz zu
Glukose scheint die FS-Aufnahme nicht zu einer gesteigerten Substratverwertung in Form

der 3-Oxidation zu fithren, sondern zur Auffiillung der intrazelluldren Lipidspeicher [82].
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1.1.3 Die Rolle der Uncoupling-proteins

Neben den klassischen Signalwegen, die den Metabolismus des Herzens beeinflussen, gibt
es auch Proteine, die in erster Linie eine metabolisch unabhéngige Funktion haben, jedoch
trotzdem auf die Fettsdure- und Glukoseverwertung einwirken. Dazu gehdren die
Uncoupling proteins (UCPs), die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind. Die
Familie der UCPs besteht aus fiinf Untergruppen. UCP1, auch Thermogenin genannt wird
vor allem in den Mitochondrien des braunen Fettgewebes exprimiert und spielt eine Rolle
bei der Regulierung der Kdorpertemperatur durch Kontrolle der Fettspeicherung [83]. Die
Hauptaufgabe von UCP2-5 besteht darin, oxidativen Stress unter bestimmten Bedingungen
zu reduzieren und somit zytoprotektive Wirkungen auszuiiben. Oxidativer Stress entsteht
dabei vor allem durch die Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), unter anderem
als Nebenprodukt der Atmungskette [84]. Die Anhdufung der ROS induziert zahlreiche
Verdnderungen von Signalwegen, wie die AKT- und AMPK-Signalwege, DNA-Schéden,
eine irreversible Beeintrdchtigung der Mitochondrien und eine unzureichende ATP-
Synthese bis hin zur Zellschwellung und zum Zelltod (Apoptose) [85]. Dies fiihrt zu vielen
Erkrankungen wie der Entwicklung einer Herzinsuffizienz durch Herzmuskelhypertrophie
und Kardiomyozytenuntergang, aber auch zu chronisch inflammatorischen Erkrankungen
wie die Artherosklerose [86]. UCPs sind mitochondriale Anionentransportproteine, die die
Produktion von ROS kontrollieren. Unter physiologischen Bedingungen bei niedrigem
Energiebedarf der Zelle entkoppeln sie den Protonenfluss der oxidativen Phosphorylierung
im Rahmen der Atmungskette liber die innere Mitochondrienmembran (Protonenleck),
sodass die ATP-Synthese folglich reduziert wird und wandeln die dabei entstehende Energie
in Wirme anstelle von ATP um [87]. Vereinfacht ausgedriickt fiihrt dieses Protonenleck zu
einer verminderten ROS-Produktion durch Reduktion des Elektronenlecks [88]. Dies wurde
insbesondere fiir UCP1 nachgewiesen, wihrend bei UCP2 und UCP3 von einer deutlich
geringeren Transportkapazitit fiir Protonen ausgegangen wird [89] (Abb. 1.5).

Im weiteren Verlauf wird ein Fokus auf UCP2 und UCP3 im kardiovaskulidren Kontext
gelegt, die in dieser Arbeit untersucht wurden. Thre physiologische und pathophysiologische
Funktion ist jedoch bis heute nicht eindeutig geklart und wird kontrovers diskutiert. UCP2
wird ubiquitir exprimiert darunter in Milz, Niere, Pankreas, im zentralen Nervensystem und
Herz, wiahrend UCP3 vor allem im Skelettmuskel, braunem Fettgewebe aber auch im Herzen
nachgewiesen werden konnte [90, 91]. Auf Proteinebene zeigten sich hohe UCP2-Spiegel in

proliferativen Zellen, wie Krebszellen, Stamm- und Immunzellen und in embryonalen Zellen
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des murinen Herzens, die vor allem Glukosestoffwechsel betreiben [92-94], wihrend UCP3
vornehmlich in Zellen synthetisiert wird, die Fettsduren im Rahmen der B-Oxidation
verwerten [95]. Eine Hauptaufgabe von UCP2 und UCP3 scheint die ROS-Reduktion zu
sein. So konnte in UCP2- und UCP3-Knockout-Miusen eine erhdhte ROS-Produktion

nachgewiesen werden [96, 97].

Zytoplasma ——»

duBere Mitochondrien- —=%
membran
Intermembranraum —

innere Mitochondrien-
membran

Matrixraum ——————

oxidativer

Stress Zellschwellung

DNA-Schéden

mitochondriale

Dysfunktion Zelltod

Abb. 1.5: Orientierende Ubersicht des Einflusses reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Die Generierung von
ROS im Mitochondrium erfolgt unter anderem im Rahmen der Atmungskette, wiahrend die Uncoupling
proteins (UCPs) die ROS-Produktion durch Protonentransport hemmen. Eine gesteigerte ROS-Produktion

fithrt zu oxidativem Stress durch Zellschiden. Abb. erstellt mit BioRender.com

UCP2 hat auch metabolische Funktionen. Es reguliert die Glukose-stimulierte
Insulinsekretion aus den (-Zellen des Pankreas negativ und beglinstigt pathophysiologisch
die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 [98]. Zudem konnte eine erhohte UCP2-
Expression bei Adipositas nachgewiesen werden, ein Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung
einer Insulinresistenz. [99]. UCP2 zeigt jedoch auch protektive Effekte. Neben Reduktion
der ROS, konnte eine reduzierte endotheliale Dysfunktion nachgewiesen werden, die mit der
Entstehung der Artherosklerose in Verbindung steht [100]. Zudem scheint UCP2 eine
Wirkung auf die Calciumhomdostase zu haben [101, 102].

UCP3 zeigt eine Uberexpression bei Anhiiufung von FS im Skelett- und Herzmuskel [103].
So konnte eine direkte Korrelation zwischen UCP3-Spiegeln und der Expression
mitochondrialer FS-Marker wihrend der Herzentwicklung beobachtet werden, die darauf

hindeuten, dass UCP3 die FS-Verwertung im Rahmen der B-Oxidation begiinstigt [94, 104,
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105], eventuell getriggert durch einen FS-Transporter in die mitochondriale Matrix [94].
Vielmehr scheint UCP3 in den Export von mitochondrialen FS-Anionen aus der
mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum involviert zu sein, um so die
Mitochondrien vor einer FS-Akkumulation und Lipidperoxidation zu schiitzen [106, 107].
Dies konnte in der Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 von Bedeutung sein, da die
Erkrankung unter anderem durch Fettansammlungen in der Muskulatur und mitochondriale
Schiden gekennzeichnet ist, die kompensatorisch zu einer Uberexpression von UCP3 und

vermehrter FS-Verwertung fiihren [84, 108, 109].

Im Herzen wird die Transkription, Translation und posttranslationale Modifikation von
UCP2 und UCP3 unter anderem durch PPARa, die Zirkulation freier FS, ROS und ATP
reguliert. [110, 111].

1.2 Kardiovaskulire Erkrankungen und das Syndrom der

Herzinsuffizienz
Die Krankheiten des Herz-Kreislauf-Systems sind die héufigste Todesursache in
Deutschland und verursachten 2022 34 % aller Todesfdlle mit 358.219 Verstorbenen [112].
Dabei zdhlen die chronisch ischdmische Herzkrankheit (KHK), der akute Myokardinfarkt
(MI) und die Herzinsuffizienz zu den Hauptursachen. Sie machten 2021 zusammen mit der
hypertensiven Herzkrankheit sowie Vorhofflattern und Vorhofflimmern einen Anteil von

insgesamt 19,5 % an allen Todesursachen aus [113].

Die Herzinsuffizienz ist dabei kein eigenstdndiges Krankheitsbild, sondern ein klinisches
Syndrom, das sich durch eine unzureichende Blut- und Sauerstoffversorgung des Korpers
auszeichnet [114]. Typische Symptome sind Dyspnoe, Knochelodeme und
Leistungsminderung (Fatigue), die durch strukturelle und/oder funktionelle kardiale
Anomalien verursacht werden und zu einer erhdhten ventrikuldren Druckbelastung oder
einer verminderten Auswurffraktion fithren [115]. Es zeigt sich ein komplexes klinisches
Bild bestehend aus reduzierter myokardialer Kontraktilitit, einer verdnderten
Himodynamik, ventrikulirem Remodeling sowie Verdnderungen der Signaltransduktion
[116]. Der Schweregrad der Herzinsuffizienz hiingt von der Atiologie und Dauer der
zugrunde liegenden Erkrankung (z.B. KHK, Myokardinfarkt, arterielle Hypertonie) sowie
von begleitenden Faktoren wie Diabetes mellitus und Adipositas ab, die das Ergebnis negativ
beeinflussen konnen [3]. Als Kompensationsmechanismus bei chronisch erhohter

Herzbelastung entwickelt sich zundchst physiologisch, bei Voranschreiten dann
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pathologisch eine Herzmuskelhypertrophie [117]. Hypertrophie ist allgemein definiert als
eine Grofenzunahme der Kardiomyozyten, die mit einer gesteigerten Proteinbiosynthese
verbunden ist und die Kontraktilitit der Muskelzellen erhoht [118]. Dabei werden zwei
Formen unterschieden. Eine erhdhte ventrikulire Volumenbelastung  durch
Klappeninsuffizienzen fiihrt zu einer Dilatation des Ventrikels und einer Dickenzunahme
nach AuBlen, die als exzentrische Hypertrophie bezeichnet wird. Der erh6hten
Druckbelastung des Ventrikels durch eine arterielle Hypertonie oder beispielsweise eine
Aortenklappenstenose folgt eine Wanddickenzunahme nach Innen mit Erhéhung der
ventrikuldren Masse und eine Verkleinerung des Ventrikellumens, konzentrische
Hypertrophie genannt [119]. Anhaltender kardialer Stress resultiert dabei jedoch folglich
ebenfalls in einer Ventrikeldilatation, was wiederum zu einer verminderten
Kontraktionskraft —und  reduzierten  Ejektionsfraktion  fiihrt  (dekompensierte
Herzinsuffizienz) [120]. Auf metabolischer Ebene wurden bei einer Herzinsuffizienz
Verianderungen in der Substratverwertung und im Energiestoffwechsel des Herzens
nachgewiesen, die auf eine mitochondriale Dysfunktion und eine erhdhte Abhéngigkeit von
Glukose als Substrat zurlickzufiihren sind [3, 121]. Es ist davon auszugehen, dass das Herz
nach chronischer Druck- und Volumentiberlastung und auch nach regionalem Herzinfarkt
allméhlich eine verringerte Kapazitit zur Erzeugung von ATP entwickelt, die das Herz
benotigt, um die Herzleistung auf einem angemessenen Niveau zu halten. Es wird
angenommen, dass diese metabolischen Verdnderungen zur Progredienz einer
Herzinsuffizienz beitragen [122-124]. Die genaueren Verdnderungen des Metabolismus
nach einem Myokardinfarkt werden im folgenden Kapitel erldutert (siehe Kapitel 1.3.1)
Priaventiv kann die Reduktion kardiovaskuldrer Risikofaktoren sowie die Behandlung von

Komorbiditidten wie Diabetes mellitus als sinnvoll erachtet werden [115].

1.3 Myokardinfarkt

Ein akuter Myokardinfarkt (MI) ist charakterisiert durch den regionalen Untergang von
Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) aufgrund einer lokalen Durchblutungsstérung, die in
der Regel durch die Verengung eines Lumens der Koronararterien verursacht wird
(ischdmische Myokardnekrose) [125]. Er zdhlt zu den hdufigsten Todesursachen, betrifft
jéhrlich weltweit mehr als 7 Millionen Menschen und spielt aufgrund der hohen

Hospitalisierungsrate eine enorme dkonomische Rolle [126-128].

Die Hauptursache in der Entwicklung eines MI ist die koronare Herzkrankheit, die durch die
Bildung atheromatoser Plaques gekennzeichnet ist, die das GefdBlumen verengen bis hin

13



Einleitung

zum vollstdndigen Erliegen der Durchblutung [129]. Als Folge des Gefdlverschlusses
konnen die ersten nekrotischen Zellen aufgrund der Hypoxie und des Energiemangels
bedingt durch die fehlende aerobe Reserve, bereits nach 30 Minuten mit einer exponentiellen
Zunahme nachgewiesen werden. Wenn innerhalb von vier bis sechs Stunden keine
Reperfusion erfolgt, beispielsweise durch eine perkutane koronare Intervention (PCI) mit
Setzung eines Stents oder pharmakologische Thrombolyse, kommt es beinahe zum
vollstdnden Zelltod des betroffenen Areals [130]. Die im Anschluss stattfindenden Prozesse,
die zu einem Umbau des Gewebes fiihren, sowie physiologische Reparaturprozesse werden

in Kapitel 1.3.2 erldutert.

1.3.1 Verinderungen des Herzmetabolismus nach Myokardinfarkt

Die Gefialokklusion im Rahmen eines MI fiihrt zu einer Ischdmie (O2-Unterversorgung) des
betroffenen Gewebes. Obwohl das Herz als das metabolisch flexibelste Organ bei der
Adaptation an Sauerstoffdefiziten und der unterschiedlichen Substratverwertung gilt,
verfiigt es iiber begrenzte Substratreserven in Form von Glykogen und TAGs [131]. Der
GroBteil der ATP-Produktion erfolgt physiologisch im Rahmen der B-Oxidation und aeroben
Glykolyse, bis hin zur oxidativen Phosphorylierung und erfordert eine ausreichende O»-
Versorgung. Durch die Stressbedingungen wihrend einer Ischdmie mit anschlieBender
Reperfusion verdndern sich die systemischen Substratspiegel, wirken sich auf metabolische
Reaktionen aus und fithren zur Akkumulation von Stoffwechselzwischenprodukten wihrend
der Ischdamie. In der Reperfusionsphase steht dagegen eine gesteigerte ROS-Produktion mit
ihren Folgen (siehe Kapitel 1.1.3) im Vordergrund [132].

Wihrend der Ischidmie zeigt sich ein Wechsel von der Oxidativen Phosphorylierung hin zur
anaeroben Glykolyse, um die ATP-Synthese zu gewdhrleisten [133, 134]. Zudem ist die
Glukoseaufnahme, verbunden mit einem vermehrten Einbau der Glukosetransporter
(GLUT1 und GLUT4) in die Zellmembran, und die Glykogenolyse gesteigert [ 135]. Obwohl
die ATP-Gewinnung durch anaerobe Glykolyse ausreichen kann, um die lonenhomdoostase
und den Metabolismus bei einer leichten bis mittelschweren Ischdmie aufrechtzuerhalten,
kann das daraus entstehende Pyruvat nicht weiter oxidiert werden [17]. Die Oxidation von
Pyruvat (Glukoseoxidation) wird unter anderem durch die Anwesenheit von FS gehemmt.
Es werden Laktat und Protonen gebildet, wobei letztere durch die Hydrolyse von
glykolytisch gewonnenem ATP entstehen [136]. Diese Protonenproduktion tragt wesentlich
zu einer intrazelluldren Azidose bei [137]. Bei einer ausgepréigten Ischdmie fiihrt sowohl

eine verringerte ATP-Produktion mit Beeintrachtigung verschiedener ATPase-Enzyme als
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auch die Azidose im weiteren Verlauf unter anderem zu einer intrazelluliren Natrium- und
Calciumiiberladung, die die Auslésung von Herzrhythmusstérungen und einer verminderten
Reaktion der kontraktilen Proteine auf Calcium begiinstigt (Verlust der Kontraktionskraft)
[138, 139]. Der Mangel an Sauerstoff und an Substraten der Atmungskette hemmt die 3-
Oxidation und ist mit einer Anhdufung langkettiger FS im Zytosol verbunden [140, 141]. Es
konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sich der Fettsduretransporter CD36 vom
Sarkolemm entfernt und damit die FS-Aufnahme einschrankt, um bis zu einem gewissen
Grad die Lipidakkumulation intrazelluldr zu verhindern [142]. Dariiber hinaus wird der
mitochondriale Metabolismus durch eine Reduktion der Zwischenprodukte des Citratzyklus
und freiem CoenzymA eingeschrankt, wahrend sich das Zwischenprodukt Succinat sowie
Acylcarnitin und Acyl-CoA als Intermediate des FS-Stoffwechsels anhdufen. Es wird
vermutet, dass Succinat ein Hauptmetabolit ist, der fiir die mitochondriale ROS-Produktion
wihrend der Reperfusion verantwortlich ist [143]. Es ist umstritten, ob die
Fettsdureverwertung im Rahmen der 3-Oxidation wéihrend der frithen Reperfusion erhoht,
vermindert oder unverdndert ist [132, 142, 144, 145]. Jedoch scheint sie zeitnah als
Hauptquelle der oxidativen Phosphorylierung bei Ausgleich des Sauerstoffdefizites zu
dominieren [146]. Wihrend der I/R wird eine Uberstimulation des Sympathikus mit
massiver Katecholaminausschiittung induziert, was zu einem TAG-Abbau in Adipozyten als
Quelle fiir erhohte FA-Konzentrationen im Blutkreislauf vermutet wird und auch im Herz
eine gesteigerte FS-Aufnahme begiinstigt [147]. Aufgrund des Energiemangels erfolgt eine
AMPK-Aktivierung mit daraus resultierender ACC-Hemmung, sodass die CPT1B in ihrer
Aktivitit gesteigert wird. Dies fiihrt zu einer vermehrten Synthese von Acylcarnitin, welches
wiederum den Pyruvat-Stoffwechsel hemmt, sodass die FS-Verwertung gegeniiber der
Glukose-Oxidation iiberwiegt [148, 149]. Trotzdem kommt es zu einer Anreicherung von
FS-Metaboliten auch wihrend der Reperfusion, was die ROS-Produktion in den

Mitochondrien kontinuierlich stimuliert und zu einem massiven Zellschaden fiihrt. [150].

Wihrend eines akuten MI tritt zudem meist eine Stress-induzierte Hyperglykdmie durch die
Freisetzung von Stresshormonen wie Cortisol und Katecholaminen auf, die eine
Insulinresistenz provozieren, die Insulinsekretion beeintrdchtigen und gleichzeitig die
Glucagonausschiittung stimulieren [151, 152]. Es konnte gezeigt werden, dass die
Hyperglykédmie durch Verminderung des protektiven kardialen Effekts von Insulin und die

gesteigerte ROS-Produktion das kardiale ,,Outcome* verschlechtert [153, 154].
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Auch langfristig zeigen sich Verdnderungen im Metabolismus. Die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz, meist verbunden mit einer kompensatorischen Hypertrophie, flihrt zu einer
Abnahme der FS-Verwertung und einem gesteigerten Glukosestoffwechsel, der mit einer
vermehrten Glukoseaufnahme und erhohten Glykolyserate assoziiert ist [155, 156]. Zudem
konnen Verdnderungen auf regulatorischer Ebene wie in der Expression und Aktivitit von
PPARa und PGCI- nachgewiesen werden [3, 19]. Es gibt jedoch Hinweise, dass die
Glukoseoxidation selbst nicht gesteigert ist und es auch, dhnlich der Situation des MI, zu
einer Entkopplung zwischen der Glykolyse und weiteren Pyruvatoxidation kommt. Dies
fiihrt zu einer Einschrankung der Verfiigbarkeit von Acetyl-CoA als Substrat des Citratzykus

und langfristig zu einer Energieverarmung [157-159].

Zusammenfassend sind die Verdnderungen des Metabolismus nach MI vielfiltig und
abhingig vom Sauerstoffangebot. Die unterschiedliche Substratverwertung wéhrend der
Ischédmie (vor allem anaerobe Glykolyse) gefolgt von der zeitnahen Reperfusion (vermehrte
3-Oxidation) bis hin zur langfristigen Umstellung aufgrund des Zellschadens
(Glukoseoxidation), zeigt flieBende Ubergiinge und ist vom AusmaB des Infarktes abhiingig
(Abb. 1.6).

Cschémia @perfusi@
A 4 :

Fettsduren :

Glukose

Substratverwertung
zur ATP-Synthese

Abb. 1.6: Unterschiede in der Substratverwertung nach einem Myokardinfarkt (MI). Unter
physiologischen Bedingungen nutzen Kardiomyozyten vor allem Fettsduren (FS) im Rahmen der 3-Oxidation
zur ATP-Gewinnung. Der Anteil an Glukoseverwertung durch aerobe Glykolyse ist deutlich geringer. Nach
einem MI (Ischdmie) dndert sich die Substratverwertung aufgrund des Sauerstoffdefizites zu Gunsten von
Glukose (anaerobe Glykolyse). Nach einer Reperfusion erfolgt ein erneuter Wechsel zu einer vermehrten FS-
Verwertung, jedoch fiihrt der zunehmende Zellschaden zu einer Herzinsuffizienz mit ansteigender
Glukoseoxidation. Sind die Kompensationsmechanismen erschopft, zeigt sich eine allgemeine Abnahme der

Substratverwertung und ein ATP-Defizit. Abb. erstellt mit BioRender.com
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1.3.2 Kardiale Umbauprozesse nach Myokardinfarkt

Die Regenerationsfahigkeit des Herzmuskels ist begrenzt. Nach Eintreten eines akuten MI
fiihrt der massive Verlust von Kardiomyozyten zu einer Reihe von Reaktionen, die unter
dem Uberbegriff , kardiales Remodeling* (= Umgestaltung) zusammengefasst werden. Dies
bezieht sich auf eine Gruppe von molekularen, zelluldren und interstitiellen Verdnderungen,
die sich klinisch als Verdnderung der GroB3e, Form und Funktion des Herzens nach einer
Herzerkrankung wie dem MI manifestieren [160]. Diese Umgestaltung kann in mehrere
Phasen unterteilt werden, die jedoch flieBende Uberginge aufweisen: eine inflammatorische
Phase (3 — 4 Tage bei Méusen), eine Reparatur- und Proliferationsphase (beginnt nach

ungefdhr 5 Tagen), gefolgt von einer Reifungsphase (> 14 Tage bei Méusen) [161].

In der inflammatorischen Phase setzen nekrotische Zellen Gefahrensignale (damage-
associated molecular patterns, DAMPs) frei, die die angeborene Immunabwehr aktivieren
und eine Entziindungsreaktion auslésen [162]. Die Stimulation von Toll-like-Rezeptoren
(TLR) und des Komplementsystems fiihrt zur Expression proinflammatorischer Zytokine
wie Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Chemokinen und
Adhésionsmolekiilen [163, 164]. Diese inflammatorischen Signale beeinflussen adhésive
Interaktionen zwischen Leukozyten, insbesondere Neutrophilen, und Endothelzellen, was
zur Migration der Neutrophilen in das entziindete Gewebe fiihrt [165]. Die nachfolgende
Freisetzung von matrixabbauenden Enzymen durch die Degranulation der Neutrophilen,
sowie die Produktion von ROS und die Bildung neutrophiler extrazelluldrer Fallen
(neutrophil extracellular traps, NET), scheint jedoch zum Absterben von weiteren
Myokardzellen beizutragen, was auch nach Reperfusion in der Infarktzone beobachtet
werden konnte [166]. Kurz nach Beginn der Neutrophilen-Invasion sammeln sich
proinflammatorische Monozyten und Makrophagen im Herzen an, um das Infarktgebiet von
Zelltrimmern und Matrixfragmenten mittels Phagozytose zu reinigen. AnschlieBend
beenden antiinflammatorische Monozyten und Makrophagen die Entziindungsreaktion [167,
168]. Sie initiieren den Gewebeumbau. Die Reparatur- und Proliferationsphase beginnt.
Fibroblasten differenzieren teils zu Myofibroblasten und lagern groBBe Mengen an
extrazelluldren Matrixproteinen ab, die die strukturelle Integritdt des infarzierten Ventrikels
aufrechterhalten [169, 170]. Myofibroblasten synthetisieren interstitielle Kollagene wie
Kollagen III, welches ein feines Netzwerk aus Fibrillen formt. Die weitere Narbenbildung
erfolgt durch die Vernetzung kollagener Matrix nach Einlagerung von Kollagen I, das der

Narbe Zugfestigkeit verleiht [171, 172]. Zudem zeigt sich im Narbengewebe eine gesteigerte

17



Einleitung

Angiogenese. Die reparativen Zellen werden deaktiviert und unterliegen der Apoptose

(Reifungsphase) [165, 173, 174].

Durch den Verlust des lebensfahigen Myokards kommt es im benachbarten und nicht
ischdmischen Remote-Gewebe zur Bildung einer kompensatorischen Hypertrophie, um die
Kontraktionskraft aufrechtzuerhalten [160]. Des Weiteren zeigt sich ein Wachstum des
Kapillarnetzes und eine Zunahme des interstitiellen Kollagens [175]. Die Infarktgrof3e und
der ordnungsgemiBe Ablauf des Remodelings ohne Storungen sind die wichtigsten
prognostischen Faktoren. Zudem gilt die rasche Wiederherstellung der Reperfusion als das
effizienteste therapeutische Mittel, um kardiale Umbauprozesse und die Entwicklung einer
Herzinsuffizienz zu minimieren. Medikament6se Ansétze, insbesondere im Bereich der
inflammatorischen Phase, zeigen lediglich eine unterstiitzende Wirkung und sind

Gegenstand aktueller Forschung [161, 176].

Im Rahmen des Remodelings zeigt sich sowohl im Narben- als auch im Remote-Gewebe ein
vermehrter Einbau von Kollagen, was zu einer sekundéren Fibrose fiihrt. Sekundéare Fibrose
bezeichnet eine pathologische Ansammlung von Fibroblasten und die iibermiBige
Ablagerung von Proteinen der extrazelluldren Matrix, insbesondere Kollagen, aufgrund
endogener und exogener Ausldser wie Entziindungen und Ischédmie, folglich endend in einer
gestorten Organarchitektur. [177, 178]. Im Herzen besteht physiologisch tiber 90 % des
Kollagens aus interstitiellem Kollagen, darunter Kollagen Typ I, IIl und V, die hauptsichlich
von Fibroblasten, aber auch von Myofibroblasten synthetisiert werden und strukturelle
Eigenschaften haben [172]. Mehrere Kollagenmolekiile verbinden sich zu Fibrillen und sind
gegeneinander quervernetzt, sodass sie ein stabiles Netzwerk bilden [171, 179].
Physiologisch besteht ein Gleichgewicht zwischen der Synthese und dem Abbau von
Kollagen [180]. Eine pathologische Zunahme an Kollagenfibrillen fiithrt zu einer
verminderten Beweglichkeit der Kardiomyozyten und damit reduzierten Dehnbarkeit
(Compliance) der Ventrikel. Zudem konnen vermehrt Arrhythmien aufgrund einer
verlangsamten Depolarisation und Reizweiterleitung durch Beeinflussung des Ionenflusses

entstehen [181, 182].

1.4 Adipositas und ihre Auswirkungen auf die Herzfunktion

Adipositas (= Fettleibigkeit) ist eine chronische Krankheit und definiert als iibermiBige
Vermehrung des Korperfetts [183]. Die mit alarmierender Geschwindigkeit ansteigende

Pravalenz sowohl im Kindesalter als auch fiir Erwachsene fiihrt zu einer ansteigenden
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gesundheitlichen und wirtschaftlichen Belastung. In einer systematischen Analyse iiber
einen Zeitraum von 1980 bis 2013 konnte gezeigt werden, dass sich die Zahl fettleibiger
Erwachsener in 33 Jahren mehr als verdoppelt hat von 857 Millionen im Jahr 1980 auf 2,1
Milliarden Menschen 2013 [184]. Adipositas selbst gilt als starker Risikofaktor fiir die
Entwicklung kardiovaskulédrer Erkrankungen und einer dadurch erhéhten Mortalitét [185].
Zudem ist die Krankheit mit weiteren Risikofaktoren wie Bluthochdruck,
Hypercholesterindmie und einer gesteigerten Insulinresistenz verbunden [186, 187]. Eine
ausgepragte viszerale Adipositas beeinflusst die Herzfunktion nicht nur durch vermehrte
Begleiterkrankungen, sondern auch durch direkte Auswirkungen auf das Myokard und das
GefaBsystem [188]. Die Ansammlung von Fett im Herzmuskel ist charakterisiert durch eine
erhéhte ROS-Produktion und oxidativen Stress und fiihrt dariiber hinaus zu Fibrose [189,
190], wihrend Adipozytenansammlungen im Bereich des Perikards und der Leber zu einem
erhohten Blutvolumen und zur Aktivierung von Entziindungsreaktionen beitragen. Dadurch
steigen das Schlagvolumen und die Belastung der Herzwand. Der daraus resultierende
Myokardschaden fiihrt zur Ausbildung einer konzentrischen Herzmuskelypertrophie, einem
weiteren Remodeling des Herzens und letztendlich zu einer diastolischen und systolischen
Herzinsuffizienz [191, 192]. Priventive Mallnahmen umfassen unter anderem die
Gewichtsreduktion aber auch eine Steigerung der korperlichen Fitness, was selbst bei bereits

vorhandener Herzinsuffizienz die Prognose verbessern kann [193, 194].

1.5 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus bezeichnet eine Gruppe chronischer Stoffwechselerkrankungen, deren
Gemeinsamkeit die Erhohung der Blutglukosekonzentration (Hyperglykdmie) ist. Die
weltweite Prdvalenz von Diabetes mellitus bei Erwachsenen wurde 2021 auf bis
537 Millionen Menschen geschétzt. Es ist aktuell davon auszugehen, dass diese Zahl bis
2045 auf etwa 783 Millionen Menschen ansteigen wird, vor allem bedingt durch T2DM mit
iiber 90 %, auf den in dieser Arbeit mit seiner Vorstufe dem Préadiabetes der Fokus gelegt
wurde. [195]. T2DM ist definiert als eine verminderte Wirkung von Insulin
(Insulinresistenz) auf die Korperzellen mit einem relativen Insulinmangel und einer
zunehmenden Funktionseinschrankung der Insulin-produzierenden Zellen. Es zeigt sich
typischerweise eine Storung der glukoseabhingigen Insulinsekretion. Initial flihrt eine
Storung verschiedener zelluldrer Signalwege zu einer verminderten Empfindlichkeit
peripherer Zellen insbesondere im Muskel-, Leber- und Fettgewebe gegeniiber Insulin

(Insulinresistenz). In friihen Stadien 10st diese verringerte Insulinsensitivitit eine
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kompensatorische Erhohung der Insulinsekretion aus den [-Zellen aus. Diese
Hyperinsulindmie verhindert zundchst die Hyperglykdmie. Im Verlauf sind die
Kompensationsmechanismen der [B-Zellen jedoch erschopft [196, 197]. Durch die
Summierung mehrerer Faktoren wie eben Insulinresistenz und erhhtem Insulinbedarf aber
auch genetische Veranlagung, Gluko- und Lipotoxizitit und eine beeintrichtigte
Inkretinfreisetzung entsteht eine fortschreitende [-Zell-Dysfunktion, die zu einem
Insulinmangel mit der Folge einer Hyperglykdmie fiihrt [198]. Zudem bedingt die
Insulinresistenz eine erhohte Glukoseproduktion in der Leber (durch vermehrte Freisetzung
von Glukagon) und eine verminderte Glukoseaufnahme in Muskel-, Leber und Fettgewebe
[199, 200]. Die Hyperglykdmie im Zusammenhang mit dem Insulindefizit fiihrt in den
Zielgeweben zu einer inflammatorischen Reaktion, sowie intrazelluldir zu einer

mitochondrialen Dysfunktion und einer gesteigerten ROS-Produktion [201].

Als Pridiabetes werden verschiedene Vorstufen des Diabetes mellitus zusammengefasst, bei
denen bereits ein erhohter Niichternblutzucker (IFG = impaired fasting glucose), eine
gestorte Glukosetoleranz (IGT = impaired glucose tolerance) oder ein HbAlc zwischen
6,0 % und 6,4 % (T2DM 26,5 %) vorliegen und beschreiben den Bereich zwischen
physiologischen und pathologischen Werten [202, 203]. Auch pathophysiologisch lassen
sich bereits eine beginnende Insulinresistenz an den Zielgeweben und eine gestorte
quantitative und qualitative Insulinfreisetzung beobachten [198, 204]. Ein Pridiabetes
erhoht das Risiko zur Entwicklung eines manifesten Diabetes und seiner Komplikationen.
Die kumulative Inzidenz eines T2DM fiinf Jahre nach der Erstdiagnose eines Pridiabetes
betriigt zwischen 26 % und 50 % [205]. Eine Anderung des Lebensstils insbesondere durch
regelméfige korperliche Bewegung, Gewichtsreduktion und eine kalorienreduzierte

Ernihrung kann den Ubergang zum T2DM verzogern und sogar verhindern [206, 207].

1.6 Verinderungen des Herzmetabolismus durch Ubergewicht und
T2DM

Der Herzmetabolismus ist bei Adipositas, T2DM und dementsprechend bei der

Komorbiditit beider Erkrankungen verdndert. Die im Folgenden beschriebenen Prozesse

sollen einen Einblick in die Anpassung des Stoffwechsels geben (Abb. 1.7), jedoch sind

weitere Vorgéinge bekannt und in ihrer Komplexitdt bislang nicht vollstdndig untersucht.

Sowohl durch eine ineffiziente Fettspeicherung in den Adipozyten und eine erhhte TAG-

Produktion in der Leber bei der Adipositas als auch durch eine gesteigerte Lipolyse durch
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die herabgesetzte Insulinfunktion beim T2DM ist das Angebot an frei zirkulierenden FS
deutlich erhoht, was die myokardiale FS-Aufnahme und TAG-Speicherung induziert [208].
Infolgedessen wird PPARa zur Verhinderung einer ektopischen Lipidakkumulation
aktiviert [209]. Daraus resultiert eine gesteigerte FS-Aufnahme, sowie die Hochregulation
der B-Oxidation und ein relativ verminderter Glukosemetabolismus [210, 211]. Die
Zunahme in der FS-Verwertung ist wiederum mit einer voranschreitenden Insulinresistenz
verbunden und unterdriickt die Glukoseaufnahme und deren Oxidation [33]. Die vermehrte
FS-Verwertung fiihrt jedoch nicht zu einem Anstieg der ATP-Synthese. Aufgrund
komplexer Verkniipfungen in der Atmungskette und der Verwertung von
Reduktionsidquivalenten ist die oxidative Kapazitdt der Mitochondrien erschopft. Daraus
resultieren eine geringere ATP-Ausbeute und ein Verlust an mitochondrialer Effizienz [212].
Zudem steigern erhohte FS die Expression von UCP3, was gleichzeitig die ROS-Produktion
hemmt, die aufgrund des erhohten FS-Gehalts in den Mitochondrien und der vermehrten
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung ebenfalls erhoht ist. Dies hat aufgrund der
Reduktion des kardialen Zellschadens einen protektiven Effekt [213]. Des Weiteren ist wie
bereits beschrieben der allgemeine Sauerstoffbedarf im Rahmen der B-Oxidation im
Vergleich zur Glukoseverwertung erhoht. Obwohl die gesteigerte FS-Aufnahme, getriggert
durch eine dauerhafte Verlagerung der FS-Translokase CD36 in das Sarkolemm [214], die
ektopische Lipidanhdufung reduziert, konnte auch intrazellulér eine Lipotoxizitit aufgrund
vermehrter TAG-Anhdufung und weiterer FS-Molekiile in Kardiomyozyten nachgewiesen
werden, die zu einer weiteren Insulinresistenz und einem erheblichen Zellschaden bis hin
zur Apoptose fithren kann unter anderem verursacht durch mitochondriale Schidigung und

ebenfalls eine erhohte ROS-Produktion [13, 215].

Der verdnderte Glukosemetabolismus scheint auf mehreren Ebenen eingeschrinkt zu sein.
Zum einen zeigt sich eine verringerte Insulin-induzierte Glukoseaufnahme iiber GLUT4 und
eine reduzierte Glykolyse-Rate im Zytosol vor allem durch die Hemmung der PFK-1 durch
anfallendes Citrat aus dem Citratzyklus [216]. Zum anderen ist die Umwandlung von
Pyruvat durch den PDH-Komplex in den Mitochondrien zu Acetyl-CoA vermindert, der
durch PDK4 gehemmt wird (siehe Kapitel 1.1.1) [217]. Es konnte bislang gezeigt werden,
dass die PDH-Aktivitit in Echtzeit sowohl in diabetischen als auch in fettreichen

Tiermodellen verringert ist [218, 219].
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Abb. 1.7: Vereinfachte Darstellung der Verinderungen im Herzmetabolismus durch Adipositas und
Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM). Durch Adipositas und T2DM ist das allgemeine Angebot an Glukose und
freien Fettsduren (FS) erhoht. Durch die vermehrte FS-Aufnahme und TAG-Speicherung, sowie einem Anstieg
der B-Oxidation, wird die Glukoseverwertung gehemmt. Aufgrund des Uberangebots an FS ist die
mitochondriale Effizienz jedoch vermindert, was zu einer geringeren ATP-Synthese und vermehrten ROS-
Produktion fiihrt. Diese wird wiederum durch eine vermehrte Expression von UCP3 gehemmt. Abb. erstellt

mit BioRender.com

1.7 Insulin-like growth factor 1

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ist ein Hormon, dem wichtige regulatorische
Eigenschaften im Rahmen kardialer Stoffwechselprozesse sowie Zellwachstum und
Zelldifferenzierung nachgewiesen wurden und das strukturelle Ahnlichkeiten zu Insulin
aufweist [220]. Die Hauptproduktion findet in der Leber statt, wobei in nahezu allen
Geweben eine Sekretion von IGF-1 beobachtet werden konnte [221, 222]. Die Transkription
wird unter anderem durch Somatotropin induziert, wihrend IGF-1 im Sinne der negativen
Riickkopplung die Somatotropin-Sekretion im Hypothalamus hemmt [223]. Anders als bei
Insulin wird die Bioverfiigbarkeit von IGF-1 tiber Insulin-like growth factor binding proteins

(IGFBPs) reguliert, die auch einen Einfluss auf die Affinitit zum Insulin-like growth factor-
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1 Rezeptor (IGF-1R) ausiiben [224]. Der IGF-1R gehort wie der IR zur Familie der
Rezeptor-Tyrosinkinasen bestehend aus vier Untereinheiten und wird analog zum IR bei
IGF-1-Bindung durch Autophosphorylierung und Bindung der IRS beziehungsweise SHC
aktiviert. Intrazellular folgt ebenso die Aktivierung der PI3K-Signalkaskade, die unter
anderem die Glykogensynthese stimuliert und den Glukosetransport beeinflusst, sowie die
Aktivierung der MAPK-Kaskade, der eine Zellproliferation und Differenzierung begiinstigt
[225, 226]. Die genauen Prozesse wurden in Kapitel 1.1.2 erldutert (Abb. 1.4).
Interessanterweise kann sowohl der IR als auch der IGF-1R Homodimere oder Heterodimere
(Hybrid-Rezeptor) bilden, jedoch ist die Affinitdt zu den namensgebenden Hormonen hoher.
[227, 228]. Trotz der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten von Insulin und IGF-1
scheint Insulin vermehrt metabolische Prozesse zu beeinflussen, wahrend IGF-1 dominanter

in das Zellwachstum und die Hemmung des programmierten Zelltodes eingreift [229-231].

Durch seine vielféltigen Funktionen, spielt IGF-1 eine grofe Rolle in der Pathogenese
kardiovaskuldrer und metabolischer Erkrankungen und scheint protektive Funktionen zu
haben. Bislang konnte eine inverse Korrelation zwischen der Entstehung einer KHK und
IGF-1-Spiegeln nachgewiesen werden, am ehestens ausgelost durch ein vermindertes
Voranschreiten der Atherosklerose. Dies wiederum senkt das Risiko eines MI [232, 233].
Des Weiteren konnen positive Effekte auf die Herzzellen nachgewiesen werden. IGF-1 hat
eine positive inotrope Wirkung durch Sensibilisierung der Myofilamente fiir Calcium und
induziert die Teilung kardialer Stammzellen [234, 235]. Auf der anderen Seite verursacht
IGF-1 eine Hypertrophie der Kardiomyozyten [236], verlangsamt jedoch auch eine
Verschlechterung der Herzmuskelfunktion durch Hemmung der Apoptose dieser Zellen
[237]. Auch auf die Pathogenese des T2DM hat IGF-1 Einfluss, wobei eine moderat erh6hte
IGF-1-Konzentration die Prdvalenz des Diabetes senkt und ein IGF-1-Defizit dessen
Entstehung durch eine Hyperinsulindmie, verminderte Glukosetoleranz  und
Insulinsensitivitit begiinstigt [238-240]. Der erhohte Gehalt an freien FS wie bei Adipositas
inhibiert eine IGF-1 gesteuerte P-Zellproliferation, was bei einem Insulinmangel die
Glukosedysregulation verstirkt [241]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass IGF-1 den FS-
Transport und die B-Oxidation im Muskel fordert [242]. Dadurch verringert sich der FS-
Anteil in der Leber, die sonst frei zirkulierende FS aufnehmen wiirde mit der Folge einer
hepatischen Steatose. Zudem konnte eine verbesserte Insulinsignalwirkung nachgewiesen,
die zusammen mit dem erhdhten FS-Verbrauch im Muskel zu einer deutlichen Verringerung

des gesamten FS-Flusses fiihrt [243, 244]. AuBlerdem zeigt IGF-1 einen protektiven Effekt
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auf die Mitochondrien durch eine verringerte ROS-Produktion in der Leber [245]. Das
Zusammenspiel von IGF-1 mit dem IGF-1R und Somatotropin hat auch Einfluss auf das
Immunsystem. Proinflammatorische Zytokine, die zum Beispiel vom Fettgewebe bei

Adipositas produziert werden, scheinen mehrere Bereiche der IGF-1-Signalwege zu

dédmpfen. [246, 247]

Zusammenfassend scheinen die genannten Effekte wie die Beeinflussung der
Immunantwort, die erhdhte Insulinsensitivitit, die Balance aus pro- und anti-
atherosklerotischen Faktoren und eine verbesserte Kontraktilitdit des Myokards zu einer
Verlangsamung kardiovaskuldrer Erkrankungen und der Reduktion des MI-Risikos
beizutragen [248], jedoch konnten in vereinzelten Studien auch kontroverse Ergebnisse
erfasst werden, die eine weitere Forschung zur Verbesserung der Evidenz von IGF-1 als

mogliches Therapeutikum von Noten machen [249].

1.8 Ziele der Arbeit

Sowohl Ubergewicht als auch T2DM sind relevante Risikofaktoren fiir die Entwicklung
eines MI und verschlechtern zudem die Prognose. Durch ihre steigende Inzidenz
beeinflussen sie vermehrt unser Gesundheitssystem und die Lebensqualitit eines jeden
Betroffenen. Um dies zu verhindern ist eine intensive Prévention von enormer Bedeutung.
Bereits durch einen Pridiabetes zeigen sich erste Verdnderungen im Metabolismus, der
Morphologie und der Organfunktionen, die jedoch zu Teilen durch eine
Lebensstilverdnderung umkehrbar sind. Das Ziel der Arbeit war es, die Art und das Ausmalf}
der Verdnderungen im Herzen in einem pridiabetischen Mausmodell, ausgeldst durch eine
fett- und zuckerreiche Diét, zu charakterisieren. Des Weiteren sollten Verdnderungen nach
einem MI in priadiabetischen Méusen analysiert werden und mogliche Auswirkungen einer
IGF-1-Behandlung aufgedeckt werden. Die im folgenden genannten Punkte schaffen einen

Uberblick iiber die analysierten Eigenschaften.

- Das erste Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der fett- und zuckerreichen
Didt auf die Gewichtszunahme von Méausen und auf die Morphologie des Herzens
zu untersuchen. Dazu wurde die wochentliche Gewichtszunahme gemessen und

Verdnderungen ventrikuldaren Wanddicken echokardiographisch untersucht.

- Das Eintreten eines MI fiihrt zu einem Umbau des betroffenen Myokards. Es stellte

sich die Frage, inwieweit sich dieses fibrotische Remodeling nach einem MI
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zwischen wildtypischen Mausen und Méusen mit einem Pridiabetes unterscheidet.
Zu diesem Zweck wurde eine immunhistochemische Férbung zur Darstellung von
Kollagen 3, sowie Genexpressionsanalysen des Gens Col/3al mittels qPCR

durchgefiihrt.

- Das gesunde Herz von Wildtyp-Méusen nutzt sowohl Glukose als auch Fettsduren
als Energiequellen, wobei die Fettsdureverwertung iiberwiegt. Es konnten bislang
Verdanderungen im Zusammenhang mit T2DM aber auch nach einem MI unter
anderem in der Substratverwertung aber auch im Bereich der mitochondrialen
Funktionalitdt nachgewiesen werden. Dies warf die Frage auf, wie sich der
Stoffwechsel bei Méausen mit Priddiabetes und nach einem MI verdndert. Dazu
wurden Genexpressionsanalysen (QPCR) von stoffwechselrelevanten Markern wie

CPT1B und GLUT4 analysiert.

- Friihere histologische Analysen haben beschrieben, dass eine dreitdgige IGF-1-
Verabreichung nach einem MI die Grofle der Narbe bei Wildtyp-Méusen reduziert.
Um die Auswirkungen einer dreitdgigen IGF-1-Behandlung nach einem MI auf das
Ausmal} der Fibrose des ventrikuldren Myokards und auf den Metabolismus in
wildtypischen und pridiabetischen Tieren zu untersuchen, wurden histologische

Féarbungen und Genexpressionsanalysen durchgefiihrt.

Zusammenfassend soll diese Arbeit zu einem besseren Verstindnis der strukturellen und
metabolischen Verdnderungen bei einem Pridiabetes fithren, um so durch mogliche
Lebensstilinterventionen und medikamentdse Ansidtze frithzeitig das Auftreten und die

Verschlechterung kardiovaskuldrer Komorbiditéiten zu beeinflussen.
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2 Material und Methoden

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurde bei Bedarf hochreines Wasser aus

einer Millipore-MilliQ-Anlage verwendet. Losungen und Verbrauchsmaterialien wurden

soweit erforderlich bei 121 °C und 2 bar fiur 30 Minuten autoklaviert. Nicht benannte

Materialien, die verwendet wurden, sind tiblich in einem molekularbiologischen Labor.

2.1 Laborgerite und Zubehor

Gerite & Produkte

Hersteller und Bestellnummer

Adhisive PCR-Platten-Dichtung

Thermo Fisher Scientific (Deutschland),
AB-0558

Beatmungsgerit

Hugo Sachs Elektronik (Deutschland),
Mouse Ventilator Minivent Type 845

Deckglaser fiir Mikroskopie

Engelbrecht (Deutschland), 24 x 50 mm,
K12450

Dewargefil3 KGW-Isotherm (Deutschland), Dewar
Transportgefdll Typ B

Eismaschine Ziegra (Deutschland), ZBE 70-35

FACS-Ro6hrchen Sarstedt (Deutschland), 5 ml

Faden Ethicon (Deutschland), Z1012 Stéirke: 6-0,
KHH5643 Stérke 7-0

Faltenfilter Schleicher und Schuell (Deutschland),
311652

Feinwaage Sartorius (Deutschland), BP121S, Typ1801

Fluoreszenzmikroskop Keyence (Japan), BZ9000

Fliissigstickstofftank

Air Liquide (Deutschland), Arpege 110,
GT80

Gefrierschrank, -20°C

Liebherr (Deutschland), GNP 3056

Premium NoFrost

Gefrierschrank, -80°C

Thermo Fisher Scientific (Deutschland),
Revco UxF 40086V

Gewebehomogenisator

Qiagen (Deutschland), Tissue Ruptor I1

Isofluran-Verdampfer

VetEquip (USA), Isofluran Vaporizer

Kryostat

Leica Biosystems (Deutschland), CM1850
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Kiihlschrank, 4°C

Liebherr (Deutschland), ProfiLine
GCv4010

Lichtmikroskop Leica Biosystems (Deutschland), DME

Loftelspatel Bochem Instrumente (Deutschland)

Magnetriihrer IKA (Deutschland), RCT Basic

Magnetstédbchen Roth (Deutschland), Rotilabo

Mikroplatte Applied Biosystems (USA), Fast 96-Well
Reaction Plate (0,1 mL)

Mikroreaktionsgefaf} Eppendorf (Deutschland), Safe-Lock Tubes
(0,5ml, 2,0ml), PCR Tubes (0,2 ml)
Sarstedt  (Deutschland), Reagiergefal3
(1,5 ml)

Mikrotomklinge Feather (Japan), Microtome Blade C35

Narkosebox VetEquip (USA), Induction Chamber

Objekttrager Marienfeld (Deutschland), 76 x 26 x 1 mm,

adhasive Oberflache, 0810000

Osmotische Minipumpe

Alzet (USA), Typ 1003D

PCR Thermocycler Eppendorf (Deutschland), Mastercycler
Nexus Gradient

Pipetten Eppendorf (Deutschland), 10 — 1000 pl
Gilson (UK), Pipetman Classic
10 — 1000 pl

Pipettenspitzen Star Lab (Deutschland), TipOne
Pipettenspitzen (steril), 10/20 pl, 100 pl,
200 pl, 1000 pl

Préparationsbesteck Fine Science Tools (Deutschland)

Reagenzrohrchen Greiner Bio-One (Deutschland), Cellstar

Tubes (15 ml, 50 ml)

Real-Time PCR System

Applied Biosystems (USA), StepOnePlus

Schallkopf

FUJIFILM VisualSonics (Kanada), Linear
Array Transducer MS400

Schiittler

Edmund Biihler GmbH (Deutschland),
Kombischiittler KL 2
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Spektralphotometer Peqlab Biotechnologie (Deutschland),
Nanodrop ND-1000

Stereomikroskop Leica Biosystems (Deutschland), KL 1500
LCD

Thermomixer Eppendorf (Deutschland), Thermomixer

compact

Tiermultifunktionstisch

FUJIFILM VisualSonics (Kanada), Vevo

Imaging Station

Ultraschallgerit FUJIFILM VisualSonics (Kanada),
Vevo2100 Imaging System

Vortexer Heidolph (Deutschland), Reax Top

Waage Kern (Deutschland), 572-39
Mettler-Toledo (Deutschland), PE 3600

Wiérmeplatte Uno B.V. (Niederlande)

Wasseraufbereitungssystem

Merck (Deutschland), Milli-Q Reference

Wasseraufbereitungssystem

Zentrifuge

Eppendorf (Deutschland), 5402; Roth
(Deutschland), Micro Centrifuge No.
042690; Thermo  Fisher  Scientific
(Deutschland), Technico Mini C1301B-
230V; Heraeus Instruments (Belgien),
Megafuge 1.0

Tabelle 1: verwendete Laborgerite und Zubehor mit jeweiligen Herstellern

2.2 Chemikalien und weitere Substanzen

Chemikalie & Bestellnummer

Hersteller

2-Methylbutan (3927.1)

Roth, Deutschland

2-Propanol (9866.1)

Roth, Deutschland

Bouin’s Solution (HT10132) Sigma, USA
Buprenorphin (Temgesic®) Indivior, UK
Calciumcarbonat (C4830) Sigma, USA
Calciumchlorid (C1016) Sigma, USA

Chloroform (102445)

Merck, Deutschland
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Povidon-Iod (Betaisodona®, 09196772)

ACA Miiller Pharma, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Dihydrat,
106580)

Merck, Deutschland

Entellan New (107961)

Merck, Deutschland

Essigsédure (100063)

Merck, Deutschland

Essigsdure 1% (10180)

Morphisto, Deutschland

Ethanol, 96 % (20.824.321)

VWR, Frankreich

Flouromount-G DAPI (0100-20)

Southern Biotech, USA

Fliissigstickstoff

Linde, Deutschland

Formaldehyd 37 % (252549)

Sigma, USA

Gefrorenes Gewebemedium (KP - Cryo —
Compound, 1620)

Klinipath, Niederlande

Haarentfernungscreme

RB, Veet, UK

Héamatoxilin nach MASSON (11717)

Morphisto, Deutschland

Human IGF-1 (research grade, 130-093-
887)

Miltenyi Biotec, Deutschland

Isofluran (9714675)

Piramal Healthcare, UK

Kaliumchlorid (104936)

Merck, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (5108)

Merck, Deutschland

Lichtgriin, 0,2 % (GOLDNER 111, 10267))

Morphisto, Deutschland

Natriumchlorid (27.810.364)

VWR Chemical, Frankreich

Normal Goat Serum (S-1000)

Vector Laboratories, USA

Paraformaldehyd (16005)

Aldrich, USA

Phosphormolybdénsédure - Orange G,
0,2 % (GOLDNER II, 11195)

Morphisto, Deutschland

Saponin (6857.1)

Roth, Deutschland

Saurefuchsin-Ponceau (GOLDNER 1,
10366)

Morphisto, Deutschland

Super PAP Pen Liquid Blocker (N71310)

Science Services, Deutschland

Trizol (Reagent, 15596-026)

Invitrogen, Deutschland

Ultraschallgel

ROESER Medical GmbH, Deutschland

Xylol (Isomere, 9713.1)

Roth, Deutschland

Tabelle 2: verwendete Chemikalien und weitere Substanzen mit jeweiligem Hersteller
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2.3 Puffersystem

Puffersystem

Zusammensetzung

PBS (pH 7.5)

0,2 g Kaliumchlorid

0,2 g Kaliumhydrogenphosphat

8 g Natriumchlorid

1,17 g Dinatriumhydrogenphosphat
Pro 1 Liter Wasser

Tabelle 3: verwendetes Puffersystem mit dessen Zusammensetzung

2.4 Antikorper

Antikorper Referenznummer | Verdiinnung Hersteller

Primér: ab 7778 1:100 Abcam, UK
Rabbit a Collagen III

Sekundar: 111-165-144 1:300 Dianova / Jackson,
Goat o Rabbit, Deutschland
gekoppelt an CY3

Tabelle 4: verwendete Antikorper fiir immunhistochemische Firbung mit jeweiligem Hersteller

2.5 Kits

Kit und Bestellnummer

Hersteller

Maxima SYBR Green / ROX qPCR Master
Mix (K0221)

Thermo Scientific, USA

QuantiTect Reverse Transkription Kit | Qiagen, Deutschland
(205311)

RNase-Free DNase Set (79254) Qiagen, Deutschland
RNeasy Mini Kit (74106) Qiagen, Deutschland

Tabelle 5: verwendete Kits mit jeweiligem Hersteller

2.6 Primer

Primer Sequenz (5¢ — 3°)

Cptlb Forward ACTAACTATGTGAGTGACTGG
Reverse TGGCATAATAGTTGCTGTTC

Col3 Forward CTGTAACATGGAAACTGGGGAAA
Reverse CCATAGCTGAACTGAAAACCACC

Nudc Forward AGAACTCCAAGCTATCAGAC
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Reverse CTTCAGGATTTCCTGTTTCTTC
Pdk4 Forward ACAATCAAGATTTCTGACCG
Reverse TCTCCTTGAAAATACTTGGC
Ppara Forward GATGTCACACAATGCAATTC
Reverse CAGTTTCCGAATCTTTCAGG
Slc2a4 (GLUT4) Forward CAATGGTTGGGAAGGAAAAG
Reverse AATGAGTATCTCAGGAGGC
Ucp2 Forward ACCTTTAGAGAAGCTTGACC
Reverse TTCTGATTTCCTGCTACCTC
Ucp3 Forward CAAGAAATGCCATTGTCAAC
Reverse GAAGTTGTCAGTAAACAGGTG

Tabelle 6: verwendete Primer und deren Sequenz

2.7 Verwendete Softwareprogramme

Software Hersteller

BZ-1I-Analyzer Software Keyence, Japan

GraphPad PRISM 6 GraphPad Software Inc., USA
Image J (1.52p) National Institutes of Health, USA
Microsoft Office 2019 Microsoft Corporation, USA
Microsoft Excel 2019 Microsoft Corporation, USA
Microsoft PowerPoint 2019 Microsoft Corporation, USA
StepOne Software v2.3 Applied Biosystems, USA

Vevo LAB (1.7.1) FUJIFILM VisualSonics, Kanada
ND-1000 (V.8.1) Peqlab Biotechnologie, Deutschland
Endnote 21 Clarivate Analytics, USA

Tabelle 7: verwendete Softwareprogramme mit jeweiligem Hersteller
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2.8 Arbeiten mit Mausen

2.8.1 Tierschutz

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen mit Mausen wurden gemil § 8 des
Deutschen Tierschutzgesetzes (Neufassung vom 18. Mai 2006, BGBI. IS. 1206, 1313) durch
das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW (LANUV) genehmigt. Die
Referenznummer der Tierversuchsgenehmigung lautet: 81-02.04.2017A401. Die
Organentnahme erfolgte nach der Genehmigung der Zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-

Universitdt mit der Organisationsnummer O16/04. Ein Tiertétungskurs wurde am 1. Oktober

2019 besucht.

2.8.2 Tierhaltung und Fiitterung

Es wurden ausschlieBlich midnnliche Méuse des C57BL/6J Stammes verwendet, die von
JANVIER LABS geziichtet und im ZETT der Heinrich-Heinrich-Universitéit gehalten und
gefiittert wurden. Alle Tiere hatten durchgehend freien Zugang zu Trinkwasser und Futter.
Im Alter von 8 Wochen wurden die Méuse in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Kontrollgruppe
(Wildtyp = WT) erhielt iiber 10 Wochen eine normale Fiitterung (Sniff V1534-000). Die
andere Gruppe von Mausen erhielt iiber 10 Wochen eine fett- und zuckerhaltige Didt (Sniff
S7200-E010) um Ubergewicht und Priidiabetes zu induzieren. Diese Gruppe erhilt im
Folgenden die Bezeichnung ,,.DIO* fiir ,,Diet induced obesity*. Der Gewichtsverlauf wurde

woOchentlich dokumentiert.

Der priadiabetische Phédnotyp wurde bereits zuvor in unserem Institut fiir Herz- und
Kreislaufphysiologie durch Untersuchungen nachgewiesen, durchgefiihrt von Dr. André
Spychala [250]. Dabei zeigten sich erhohte Niichtern-Blutglukosespiegel von bis zu
200 mg/dl und eine eingeschrankte Glukosetoleranz, sowie erhohte Plasmainsulinspiegel bei
DIO-Méusen mit 1,3 ng/l im Vergleich zu WT mit 0,4 ng/l. Jedoch fiihrte exogen
zugegebenes Insulin im Insulintoleranztest (ITT) zu einer Senkung der Blutglukosespiegel,

was auf einen Pridiabetes nicht aber auf einen manifesten Diabetes mellitus Typ 2 hinweist

(Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Identifizierung des pridiabetischen Phéinotyps. Dargestellt sind die Ergebnisse diagnostischer
Tests zu Identifizierung eines Pradiabetes bei Mausen nach einer fett- und zuckerhaltigen Diét (High-Fat Diet =
HFD, entspricht DIO) verglichen zu WT (chow) durchgefiihrt von Dr. André Spychala aus dem Institut fiir
Herz- und Kreislaufphysiologie. (B) Es wurden erhohte Blutglukosespiegel nach 9 Wochen Fiitterung bei DIO-
Mausen (HFD) nachgewiesen (n = 23/32), sowie (C) erhdhte Plasmainsulinspiegel im ELISA nach 10 Wochen
Fiitterung gemessen (n = 15/16). (D) Eingeschrénkte Glukosetoleranz bei HFD nach einer Injektion von 2 mg
Glukose pro Gramm Korpergewicht nach 10 Wochen Fiitterung (n =7/8). (E) Insulintoleranztest nach
Injektion von 0,75 U Insulin pro Kilogramm Korpergewicht nach 10 Wochen Fiitterung (n = 11/12). Abb.
iibernommen aus Ochler et al., 2022 [250]

2.8.3 Echokardiografie

Die in vivo Untersuchung der linksventrikuldren Strukturen des murinen Herzens erfolgte
bei wildtypischen und DIO-Miusen im Alter von 18 Wochen mittels einer
echokardiografischen Untersuchung durchgefiihrt durch Dr. Dr. Andre Heinen und Dr.
André Spychala aus dem Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie. Ziel der
Echokardiografie war die Analyse der Morphologie der Herzen durch Bestimmung der

linksventrikuldren Wanddicken, Ventrikelgrofle und des Ventrikelgewichts.

Die transthorakale Echokardiographie ist das hdufigste bildgebende Verfahren in der

Kardiologie und liefert wegweisende Informationen iiber strukturelle und funktionelle
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Storungen des Herzens [251]. Technisch gesehen erzeugt eine elektrische Stimulation
piezoelektrischer Kristalle im Schallkopf Ultraschallwellen. Diese werden aufgrund der
unterschiedlichen Gewebeimpedanzen (zum Beispiel Muskelgewebe und Blut)
unterschiedlich stark reflektiert. Wenn die reflektierten Schallwellen aus dem Gewebe auf
die Kristalle im Schallkopf treffen, werden sie zuriick in elektrische Signale umgewandelt.

Nach komplexen Verarbeitungsschritten wird ein Bild generiert [252].

Vor der Untersuchung wurden die Mause gewogen. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit
2,5 % Isofluran durch Begasung in einer Narkosebox. Anschlieend wurde die Narkose mit
2 % Isofluran iiber eine Atemmaske mit Hilfe eines Isofluranverdampfers aufrechterhalten.
Die Lagerung der Méuse erfolgte in Riickenlage auf einem Tiermultifunktionstisch mit
integrierter Wéarmefunktion, um eine konstante Korpertemperatur von 37 °C zu
gewdhrleisten. Eine zusitzliche Erwdrmung konnte bei Bedarf durch eine Infrarotlampe
erzielt werden. Um vergleichbare Untersuchungsbedingungen zu schaffen, sowie eine
einheitliche Narkosetiefe zu gewdhrleisten, wurden die Miuse wihrend der Aufnahme
mittels der Ableitung eines Elektrokardiogramms (EKG), einer Herzfrequenz- und
Atemfrequenzbestimmung und der analen Messung der Korpertemperatur {iberwacht. Das
Bauchfell wurde durch Enthaarungscreme beseitigt. AnschlieBend erfolgte das Auftragen
des auf 37 °C erwédrmten Ultraschallgels. Die Sequenzen wurden mit einem Ultraschallgerét
(Vevo 2100 Imaging System, FUJIFILM VisualSonics) tiber einen 30 MHz Schallkopf
(MS400, FUJIFILM VisualSonics) aufgenommen. Die Auswertung erfolgte verblindet mit
Hilfe der Software ,,VevoLAB 1.7.1° (FUJIFILM VisualSonics).

Fir die Darstellung des Herzens in dieser Arbeit wurden verschiedene ein- und
zweidimensionale Methoden verwendet. Die B-Mode (Brightness modulation) Aufnahme
zeigt die topographische Anatomie des Herzens und offenbart Details wie die Dimensionen
der Herzkammern, Klappenanomalien oder Wandbewegungsstorungen, wie zum Beispiel
bei einem Myokardinfarkt auftreten konnen. Zunichst wurde eine solche B-Mode Aufnahme
der parasternalen langen Achse (PSLA, parasternal long axis) des linken Ventrikels in
Systole und Diastole aufgezeichnet und daraus die Ventrikellinge in beiden
Herzzyklusphasen bestimmt (Abb. 2.2). Anschliefend wurde eine Aufnahme im B-Mode
der parasternalen kurzen Achse (SAX, short axis) des linken Ventrikels auf Hohe der

Ventrikelmitte aufgezeichnet.
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SimpLength;d:

L=8,622 mm

Abb. 2.2: Messung der Linge des linken Ventrikels in der parasternalen langen Achse (PSLA).
Dargestellt ist eine exemplarische B-Mode Aufnahme der PSLA des linken Ventrikels in der Diastole zur

Messung der Ventrikellinge in mm.

Die eindimensionale M-Mode-Darstellung (motion modulation) ermdglicht eine Messung
der Grofe und des Durchmessers der Herzhohlen tiber den Herzzyklus hinweg. Dabei weisen
erhohte enddiastolische linksventrikuldire Wanddickenwerte auf die Ausbildung einer
Herzhypertrophie hin. Um eine M-Mode Sequenz der midventrikuldren parasternalen kurzen
Achse zu erzielen, wurde durch das B-Mode-Bild eine Achse gelegt, die eindimensional die
Gewebestrukturen des linken Ventrikels iiber die Zeit auftriigt. Uber die Dauer von drei
Herzzyklen wurden in Systole und Diastole die Durchmesser der linksventrikuldren
anterioren (LVAW, left ventricular anterior wall) und posterioren (LVPW, left ventricular
posterior wall) Myokardwénde ausgemessen, sowie das intraventrikuldre Lumen (LVID, left
ventricular internal diameter) bestimmt (Abb. 2.3). Die linksventrikuldre Masse wurde

durch die folgende Formel mit Hilfe der softwaregesteuerten Analysefunktion berechnet:

Linksventrikulére Masse (LV Mass Corr (LV Trace)) in mg
=0,8 x 1,053 x ((durchschnittlicher Durchmesser der #uBeren Wand in Diastole)?

- (durchschnittlicher Durchmesser der inneren Wand in Diastole)?)
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Abb. 2.3: M-Mode der midventrikuldren parasternalen kurzen Achse (SAX). Dargestellt ist exemplarisch

eine M-Mode Aufnahme der SAX (unteres Bild) mit Markierung der entsprechenden linksventrikuléren
Wanddicken (LVAW, LVPW) sowie des interventrikuldren Durchmessers (LVID) in Systole (s) und Diastole
(d) zur Messung der Wandstédrken in mm und Berechnung der linksventrikuliren Masse in mg. Das obere Bild

zeigt die SAX-Aufnahme in der der M-Mode abgeleitet wurde (gelbe, senkrechte Linie).

2.8.4 Operation der Miuse

Um bei DIO- und Kontroll-Mdusen die Auswirkungen eines Myokardinfarktes zu
untersuchen, wurde eine intraoperative Ligatur des Ramus interventricularis anterior
(RIVA) fiir 45 Minuten mit anschlieBender Reperfusion (I/R) durchgefiihrt (Abb. 2.4).
Dieser gilt trotz einiger Anastomosen als funktionelle Endarterie, da er keinen vollstdndigen
Kollateralkreislauf bildet [253]. Des Weiteren wurde einigen DIO-Tieren mithilfe einer
osmotischen Minipumpe IGF-1 fiir drei Tage nach der OP verabreicht. Die Operation
erfolgte durch Dr. André Spychala aus dem Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie. Eine
Ubersicht iiber die verschiedenen Versuchsgruppen ist in Abb. 2.5 dargestellt.
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RCA
RIVA

GefaBverschluss des
RIVA mit Ischdmie im
Versorgungsgebiet

Abb. 2.4: Blutversorgung des Herzens. Dargestellt ist ein Teil der Gefédversorgung des Herzens iiber die
Hauptaste der Koronararterien Arteria coronaria dextra (RCA) und Arteria coronaria sinistra (LCA), sowie
die Auswirkungen eines Gefalverschlusses des RIVA (Ramus interventricularis anterior). Abb. erstellt mit

BioRender.com

Nachdem zu Beginn das Korpergewicht der Mause bestimmt worden war, wurden diese mit
2,5 % Isofluran narkotisiert und orotracheal mit einer Verweilkaniile intubiert. Die
Ventilation erfolgte mittels eines speziell fiir Nagetiere hergestellten Beatmungsgeréts
(Mouse Ventilator Minivent Type 845, Hugo Sachs Elektronik) mit einem Gasgemisch aus
Raumluft und 40 % reinem Sauerstoff, sowie einer Beimischung von 2 % Isofluran zur
Narkoseerhaltung. Anschliefend wurden die Tiere in Riickenlage auf einer Warmeplatte
(Uno, Niederlande) positioniert, um eine konstante Korpertemperatur von 37,5 °C zu
erzielen. Diese wurde iiber eine anale Temperatursonde kontinuierlich iberwacht. Ebenfalls
wurde ein Elektrokardiogramm {iber die gesamte Dauer des Eingriffs aufgezeichnet. Das
Bauchfell wurde mit Enthaarungscreme entfernt und das Operationsgebiet griindlich mit
Pvidon-lod (Betaisodona®, ACA Miiller Pharma) desinfiziert. Zur Vergroferung der
Einsicht verwendete der Operateur ein Stereomikroskop (KL 1500 LCD, Leica Biosystems).
Der Brustkorb wurde mittels lateraler Thorakotomie (Hautinzision ca. 10 mm Léange)
eroffnet und das Perikard durchschnitten. Nach der Detektion des Ramus interventricularis
anterior (RIVA) wurde das Gefdll mit einem 7-0 Polypropylenfaden 1 mm von der Grenze
des Vorhofes entfernt umstochen. Die Nahtenden wurden durch einen Silikonschlauch
verschlossen, der zur Abklemmung des Gefdles (Induktion einer Minderperfusion des
Myokards) komprimiert wurde. Der daraus resultierende Myokardinfarkt zeigte sich im

Abblassen des distal gelegenen Myokards und durch Verdnderungen im EKG (ST-Strecken-
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Hebung). Nach 45 Minuten wurde die Ligatur des GefiBles durch Entlastung der
Kompression aufgehoben, sodass die Reperfusion des Gewebes stattfand. Der Faden wurde
entfernt und die Schichten der Brustwand mit einem resorbierbaren, monofilen 6-0 Faden
verschlossen. Ein Teil der DIO-Maiuse erhielt kurz vor Einleitung der Reperfusion einen
IGF-1-Bolus (Human IGF-1, 130-093-887, Miltenyi Biotec) von 40 ng pro Gramm
Korpergewicht subkutan gefolgt von einer kontinuierlichen IGF-1-Gabe von 1 ug pro
Gramm Korpergewicht pro Tag {iber einen Zeitraum von 3 Tagen. Dafiir wurde intraoperativ
eine subkutane osmotische Pumpe (Typ 1003D, Alzet) in die Nackenregion implantiert. Um
vergleichbare Bedingungen in der Kontrollgruppe sicherzustellen, erhielten Standard
C57BL/6J-Méuse und DIO-Tiere eine BSA-Pumpe fiir 3 Tage. Nach Beendigung des
Eingriffs wurden die Tiere mit dem Beginn der Spontanatmung extubiert und unter einer

Infrarotlampe fiir ca. 4 Stunden iliberwacht.

Mausmodel:
Woche Woche Woche Woche
0 10 11 12

LN Fett- und zuckerhaltige Diédt s .
(f\ .‘?‘\) ( ﬁ
e o/ X 6/
TRAN T T T T TRERS
Start der Diiit Echokardiographic ~ Ischémie / Tod / Organentnahme

im Alter von 8 Wochen basal Reperfusion

Ubersicht iiber die Versuchsgruppen:

WT-Miéuse DIO-Méuse WT-Méuse DIO-Méuse DIO-Méuse
rA £A ¥e.
oo/ e e/ v
Ry R TRERS
[ Basale Situation J [ Ischdmie mit Reperfusion ]
y IGF-1-Pumpe fiir
[ BSA-Pumpe fiir 3 Tage J [ 3 Tage J
WT DIO WT /R DIOI/R DIO I/R +IGF-1

Abb. 2.5: Schematische Darstellung des Mausmodells, sowie orientierende Ubersicht iiber die
Versuchsgruppen und ihre Bezeichnung. Dargestellt wurde der Ablauf der Fiitterung mit einer fett- und
zuckerhaltigen Diét {iber einen Zeitraum von 10 Wochen. Nach einer Echokardiographie erfolgte bei einem
Teil der Miuse die operativ induzierte Ischdmie des Myokards mit anschlieender Reperfusion, sowie eine

anschlieBende Pumpentherapie (mit IGF-1 oder BSA).
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Alle Tiere erhielten eine Analgesie durch Buprenorphin (Temgesic®, Indivior). Das
Analgetikum wurde den Méusen pridoperativ einmalig in einer Dosierung von 0,1 mg/kg
Korpergewicht subkutan verabreicht sowie postoperativ in einer Dosierung von 0,05 —

0,1 mg/kg alle 8 Stunden iiber 3 Tage subkutan gespritzt.

2.8.5 Priaparation und Organentnahme

Die Totung der Tiere mittels zervikaler Dislokation erfolgte im Alter von 18 Wochen
(Wildtypen und DIO-Gruppe ohne Infarkt) beziehungsweise 7 Tage nach Myokardinfarkt
fiir histologische Untersuchungen und 3 Tage nach Myokardinfarkt fiir Genomanalysen. Im
Weiteren steht die Bezeichnung ,,I/R*“ fiir die Gruppen, die eine Ischdmie des RIVA mit

anschlieender Reperfusion erhielten.

Der Brustkorb wurde mittels einer Schere erdffnet, das Herz freiprépariert und entnommen.
Es erfolgte die Abtrennung der Vorhofe, sowie der zu- und abfithrenden Geféfle. Das iibrige
Myokard wurde anschlieBend in PBS gewaschen, um verbliebende Blutbestandteile zu
l6sen. Fiir Expressionsanalysen wurde aus einigen Herzproben das Infarktgebiet
beziehungsweise bei basalen Mausen Gewebe an gleicher Stelle (4rea at risk = AAR) und
das Remote-Gebiet (septaler Bereich ohne infarziertes Gewebe) aus dem linken Ventrikel
und dem Septum prépariert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
(Abb. 2.6). Die AAR stellt dabei das Versorgungsgebiet des RIVA dar, welches bei einer
Unterbrechung des Blutflusses (Verschluss des RIVA bei Myokardinfarkt) hypoxisch wird.

Die anderen Proben wurden fiir histologische Analysen weiterverarbeitet.

DIO mit I/R + IGF-1

Remote = septaler
Bereich ohne
infarziertes Gewebe

AAR = Area at risk
(infarziertes Gewebe)

Ebene 6

Abb. 2.6: Entnommene Bereiche fiir Genexpressionsanalysen. Dargestellt sind die Lokalisationen der
Probenentnahme (Remote- und AAR-Gewebe) fiir die Genexpressionsanalysen. Dazu dient exemplarisch ein

Bild einer Schnittserie eines DIO-Myokards 7 Tage nach I/R und 3-tdgiger IGF-1-Behandlung, in der mit Hilfe
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der Masson-Trichom-Farbung fibrosiertes Gewebe (Kollagenanteil in griin) angeféarbt wurde. Es ist Ebene 6 in

4-facher Vergroferung durch die Merge-Funktion dargestellt.

2.9 Histologie

2.9.1 Priaparation der Herzen

Nach Préparation der Herzen wurden diese jeweils in einen 2cm x 0,5 cm groflen
Aluminiumzylinder eingebettet, der mit KP-Cryo-Compound (Klinipath) gefiillt war. Dabei
zeigte der Apex nach oben. Die Zylinder wurden in -35 °C vorgekiihltes Methylbutan
gehalten, um ein schnelles und gleichmiBiges Einfrieren der Proben zu gewéhrleisten und
anschlieBend kurzzeitig auf Trockeneis aufbewahrt. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die

Proben bei -80 °C gelagert.

2.9.2 Schneiden am Kryostaten

Zur Anfertigung der Schnittserie wurde der Kryostat zu Beginn auf -23 °C heruntergekiihlt
und die Herzprobe mindestens eine Stunde bei -20 °C der Temperatur angepasst. Danach
wurde die Probe auf der Objektplatte des Kryostaten befestigt. Es folgte das Verwerfen der
Schnitte bis zum Anschnitt des Apex. Alle Herzen wurden nach dem hier aufgefiihrten
Schnittprotokoll (Tabelle 8) geschnitten, sodass jede Ebene 350 um betrug (Abb. 2.7). Dabei
wurde die letzte Ebene auf Hohe der Herzklappen bestimmt. Die Schnitte wurden mit Hilfe
eines Lichtmikroskops begutachtet, um gegebenenfalls die Einstellungen des Messers und

der Streckerplatte anzupassen.

Schnittanzahl Schnittdicke (um) | Summe (um)
Trimmen 15 10 150
1. Schnittserie 6 10 60
Trimmen 4 10 40
Feinadjustieren 10 4 40
2. Schnittserie 12 4 48
Verwerfen 3 4 12

Tabelle 8: Schnittprotokoll pro Ebene fiir histologische Analysen

Es wurden jeweils zwei Schnitte auf einem Objekttriger nebeneinander positioniert und kurz
angewarmt. Anschliefend wurden die Objekttrager fiir einige Minuten hitzefrei unter einem
Fohn getrocknet und bis zur weiteren Verarbeitung in einer Box mit Trockenperlen bei -

20 °C gelagert.
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.- Ebene 15

e 1 350 pm

W .. Ebene1l

Abb. 2.7: Schnittschema des Herzens. Dargestellt ist die Schnittseric des Herzens, bei der der Abstand
zwischen jeder Ebene 350 um betrug. Es wurden Ebenen vom Apex bis zur Klappenebene verwendet. Abb.

erstellt mit BioRender.com

2.9.3 Masson-Trichom-Firbung

Um die Auswirkungen einer dreitdgigen IGF-1-Behandlung nach Eintreten eines
Myokardinfarkts auf das Ausmal} der Fibrosierung des Ventrikelmyokards bei DIO-M4&usen
7 Tage nach dem operativen Eingriff zu untersuchen, wurde die in 1929 von Claude L. Pierre
Masson entwickelte Masson-Trichom-Féarbung angewendet. Diese wurde mit dem Férbekit
»~MASSON-Farbung (Original)*, Bestellnummer: 11092.00.250 der Firma Morphisto
durchgefiihrt. Die Dicke der verwendeten Schnitte betrug 4 um.

Zu Beginn erfolgte die Fixierung der Schnitte mit Bouin’s Solution fiir 15 Minuten, wobei
anschliefend die {iberschiissige Losung fiir 5 Minuten mit flieBendem Leitungswasser
entfernt wurde. Folgend wurden die Zellkerne fiir 5 Minuten mit Himatoxylin nach Masson
gefarbt. Die Schnitte wurden darauffolgend fiir 10 Minuten unter flieBendem
Leitungswasser gewaschen. Zur Firbung des Zellplasmas erfolgte das Eintauchen der
Objekttrager fiir 2 Minuten in Sdurefuchsin-Ponceau (Goldner I). AnschlieBend wurden die
Schnitte fiir 30 Sekunden mit destilliertem Wasser gewaschen. Dieser Vorgang wurde
einmal wiederholt. Dann wurden die Objekttridger zur Beizung und Farbung fiir 2 Minuten
in Phosphormolybdénsdure-Orange G getaucht und erneut zweimalig filir jeweils
30 Sekunden in destilliertem Wasser gewaschen. Die Fasern wurden darauthin fiir
20 Minuten in Lichtgriin gefarbt und die restliche Losung kurz in Leitungswasser abgespiilt.
Die Differenzierung erfolgte kurz in 1-prozentiger Essigsdure, gefolgt von einem kurzen

Eintauchen in destilliertem Wasser. Zur Entwésserung wurden die Schnitte kurz zweifach in
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Ethanol (96 %) und folgend kurz in Isopropanol eingestellt. Mit Xylol wurden die Schnitte
dann abschlieend zweimal fiir jeweils 5 Minuten entwéssert. Das Eindecken erfolgte mit
Entellan (Merck). Das beschriebene Protokoll farbt die Zellkerne blauschwarz, das
Zytoplasma ziegelrot und Kollagen griin (Abb. 2.8).

Ebene 01 Ebene 02 Ebene 03

Ebene 04 Ebenc 05

Ebene 07 " Ebene08

Ebene 11 Ebene 12 : —_—

Ebene 13 // 7 i 1 “ Ebene 15 il ——

Abb. 2.8: Darstellung einer Schnittserie nach erfolgter Masson-Trichom-Firbung. Dargestellt ist
exemplarisch eine Schnittserie eines DIO-Myokards 7 Tage nach I/R und 3-tigiger IGF-1-Behandlung, in der
mit Hilfe der Masson-Trichom-Farbung fibrosiertes Gewebe (Kollagenanteil in griin) angefarbt wurde. Dabei

liegt zwischen jeder Ebene ein Abstand von 350 pm. Ebene 15 zeigt die Klappenebene.
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Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Keyence, BZ9000 und
der ,,.BZ-II-Analyzer Software* (Keyence). Um einheitliche Bedingungen der Bilder zu
erzielen, wurden mit Hilfe der Merge-Funktion pro Schnitt 16 Bilder in 4-facher
VergroBerung erstellt und zusammengefiigt. Des Weiteren wurden neben einer konstanten
Belichtung von 1:120 Sekunden zusitzliche detaillierte Einstellungen getroffen (Schatten:
47, Helligkeit: 220, Gammakorrektur: 1.0).

Die Auswertung wurde mit dem Grafikprogramm ,,Image J, Version 1.52p*“ (National
Institutes of Health) durchgefiihrt. Dabei wurde die Gesamtfliche eines jeden Schnittes
bestimmt, sowie die fibrosierte Flache (Kollagenanteil in griin) ausgemessen. AnschlieBend
wurde der Narbenanteil im Verhéltnis zur Gesamtflache bis zur Klappenebene der Ventrikel

berechnet.

2.9.4 Kollagen III-Fiarbung (Immunfluoreszenz)

Um den Grad der Fibrosierung im Myokard der verschiedenen Versuchsgruppen (Abb. 2.5)
zu untersuchen, wurde eine immunhistochemische Féarbung nach dem Protokoll von Emde
et al. [254] durchgefiihrt, die Kollagen III darstellt. Dazu wurden von jedem Herz jeweils
2 Schnitte der Ebene 7 und der Ebene 13 gefirbt.

Zu Beginn wurden die 4 um dicken Myokardschnitte der Mause fiir 10 Minuten mit 4 %
Paraformaldehyd fixiert (250 pl pro Schnitt). AnschlieBend erfolgten drei Waschschritte, bei
denen die Schnitte einmal fiir wenige Sekunden und zweimal fiir jeweils 10 Minuten in PBS
eingetaucht wurden. Alle auch im folgenden beschriebenen Waschschritte wurden bei
Raumtemperatur auf einem Schiittler (KL 2, Edmund Biihler) durchgefiihrt. Im néchsten
Schritt wurde mit 10 % Normal Goat Serum (NGS), welches in einer Losung aus 0,2 %
Saponin und PBS verdiinnt wurde, fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer auf dem Schiittler blockiert. Saponin permeabilisiert dabei kurzzeitig die
Zellmembran. Danach wurden ca. 90 ul der primédren Antikorperlosung auf jeden Schnitt
gegeben und iiber Nacht in der feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Die Antikorperlosung
bestand aus dem Antikorper Rabbit a Collagen III (ab 7778, Abcam) mit einer Verdiinnung
von 1:100 und 2 % NGS verdiinnt in PBS/Saponin 0,2 %. Am néchsten Tag erfolgte ein
dreistufiger Waschgang mit PBS/Saponin 0,2 % (einmal fiir wenige Sekunden und zweimal
fiir jeweils 10 Minuten). Der sekundédre Antikorper Goat a Rabbit, gekoppelt an CY3 (111-
165-144, Dianova/Jackson) wurde in PBS/Saponin 0,2 % und 2 % NGS in einem Verhiltnis
von 1:300 verdiinnt. 90 ul dieser Antikorperlosung wurden auf jeden Schnitt pipettiert und
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fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Seit Einsatz des sekundéren
Antikorpers erfolgten alle weiteren Schritte aufgrund der Lichtempfindlichkeit des
gekoppelten Farbstoffes CY3 im Dunkeln. Im Anschluss wurden die Schnitte einmal kurz
und dreimal fiir jeweils 15 Minuten in PBS gewaschen. Zum Schluss wurden die Schnitte
mit Fluoromount G mit DAPI (0100-20, Southen Biotech) eingedeckt und bei 4 °C
getrocknet. DAPI (=4°,6-Diamidin-2-phenylindol) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der DNA

darstellt und so auch den Zellkern anféarbt.

Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Keyence, BZ9000 und
der ,,BZ-II-Analyzer Software* (Keyence). Um vergleichbare Bedingungen zu schaffen
wurde zundchst in 4-facher Vergroferung mit Hilfe der Merge-Funktion eine
Ubersichtsaufnahme eines jeden Schnittes aus 16 Bildern erstellt. Dabei wurden eine
Belichtung von 3 Sekunden, ein Schatten von 18, eine Helligkeit von 200 und eine
Gammakorrektur von 1.0 voreingestellt. AnschlieBend wurden jeweils 4 Nahaufnahmen in
20-facher VergroBerung aus dem Remote-Gebiet und der Area at Risk aufgenommen
(weitere getroffene Einstellungen: Belichtung = 3 Sekunden, Schatten = 26,
Helligkeit = 200, Gammakorrektur = 1.0) (Abb. 2.9).

Die Auswertung der Nahaufnahmen wurde mit dem Grafikprogramm ,,Image J, Version
1.52p* (National Institutes of Health) durchgefiihrt. Zunichst wurde in jedes Bild ein immer
gleich grof3es Kidstchen in die linke untere Bildecke gelegt, da hier eine konstante Belichtung
des Bildes vorlag. Dieser Ausschnitt wurde anschlieBend mit der Funktion HSB-Stack
konvertiert, sodass lediglich unterschiedliche Helligkeiten zu sehen waren. Danach wurde
ein Schwellenwert (7reshold) gesetzt, um im Bild die angefdrbten Anteile vom Hintergrund
zu segmentieren. Dabei wurden Kollagen I1I angefarbte Bereiche in Rot und der Hintergrund
in Graustufen angezeigt. Die gesetzten Schwellenwerte fiir nicht infarzierte Bereiche lagen
bei einem Minimum von 200 und einem Maximum von 254, wihrend im Narbengewebe ein
Minimum von 180 bei gleichem Maximum von 254 gewéhlt wurde. Die verschiedenen
Schwellenwerte waren notwendig, da ansonsten eine ausreichende Kontrastierung und somit
Abgrenzbarkeit in der Messung bei den unterschiedlich hohen Kollagenanteilen
(Narbengewebe versus normales Myokard) nicht dargestellt werden konnte. Die Intensitit
des Signals bei dem jeweiligen Schwellenwertbereich wurde in Pixeln gemessen. Die Menge
an Gesamtpixeln ohne gesetzten Schwellenwert war iiber allen Bildern konstant. Zur
abschliefenden Auswertung wurden nur Bereiche miteinander verglichen, bei denen die

gleiche Schwellenwertgrenze gesetzt worden war. Dazu wurden die Mittelwerte einer jeden
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Ebene (aus 4 Nahaufnahmen) der fold change-Werte berechnet und diese wiederum

zwischen den Gruppen verglichen.

Ebene 13, 4-fache VergroBerung, Merge-Funktion

Nahaufnahmen aus
|:| Remote-Gewebe

Nahaufhahmen aus

Area at risk

20-fache Vergroflerung oo 20-fache VergroBerung 100um

Abb. 2.9: Ubersicht iiber Kollagen ITI-Firbung. Dargestellt ist im oberen Bild eine Ubersichtsaufnahme der
Fluoreszenzfarbung mit dem Rabbit o Collagen III einer DIO-Maus nach I/R. Dieser Schnitt wurde in 4-facher
VergroBerung mit Hilfe der Merge-Funktion aufgenommen. Die beiden unteren Bilder zeigen Nahaufnahmen

in 20-facher Vergroferung aus dem Remote-Gewebe (rechts) und der AAR (links).

2.10 RNA - Isolation

Zur Durchfithrung von Genexpressionsanalysen erfolgte eine RNA-Extraktion. Dazu wurde
ein im Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie etabliertes Hybridprotokoll verwendet.
Dieses basiert auf Teilen der Single-Step-Methode nach Chomczynski und Sacchi [255] und
der Verwendung des RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen.
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Die bei -80 °C eingefrorenen Herzproben wurden vor Beginn der Isolation gewogen.
AnschlieBend wurde zu jeder Probe 1 ml gekiihltes Trizol gegeben und das Gewebe mit
Hilfe des Tissue Ruptors (Typ II, Qiagen) fiir 40 Sekunden homogenisiert. Durch das
Reagenz Trizol wurden sowohl die Zellen lysiert und die RNA gelost, als auch RNasen
inaktiviert. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde das
dissoziierte Gewebe zur Phasentrennung mit 0,2 ml Chloroform versetzt und gemischt. Die
Proben wurden dann 5 Minuten ohne Bewegung bei Raumtemperatur inkubiert und fiir
15 Minuten zentrifugiert. Dieser und alle im Verlauf genannten Zentrifugationsschritte
wurden mit einer auf 4°C gekiihlten Zentrifuge (Nr. 5402, Eppendorf) bei
14000 Umdrehungen pro Minute durchgefiihrt. Nach der Zentrifugation waren drei Phasen
zu erkennen: die obere wissrige Phase, welche die gewiinschte RNA beinhaltet, die DNA-
haltige Interphase und die untere Chloroformphase, die einen Proteingehalt aufweist.
Dementsprechend wurde die obere wissrige Phase (RNA-haltig) in ein neues 1,5 ml
Eppendorf-Gefal iberfiihrt und mit 0,5 ml Isopropanol prizipitiert. Bis zu 700 ml des Lysats
wurden dann auf eine Sdule (RNeasy Mini Spin Column, Qiagen) gegeben und fiir
15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Beinhaltete die Probe mehr als
700 ml wurde dieser Vorgang wiederholt. Um Anteile genomischer DNA zu beseitigen und
so Verunreinigungen der RNA zu verhindern, wurde ein DNase-Verdau durchgefiihrt
(RNase-Free DNase Set, Qiagen). Dazu wurden 350 ul RW1-Puffer auf die Séulen gegeben
und der Durchfluss nach 15-sekiindiger Zentrifugation verworfen. AnschlieBend wurden die
Saulen Tropfchenweise mit 80 pl eines Gemisches aus 10 ul der DNase I Stammlésung und
70 ul des RDD-Puffers beladen. Nach erfolgter Inkubation iiber 15 Minuten bei
Raumtemperatur wurden erneut 350 pl RW1-Puffer hinzugegeben. Die Sdulen wurden fiir
15 Sekunden zentrifugiert und der Durchfluss wurde verworfen. Folgend wurden 500 pl
RPE-Puffer auf die Séulen pipettiert, fiir 15 Sekunden zentrifugiert und die gefilterte
Flissigkeit verworfen. Dieser Vorgang wurde mit einer 2-miniitigen Zentrifugation
wiederholt. Zur Trocknung der Membran der Siulen wurden diese in ein neues 2 ml
Eppendorf-Gefd3 gegeben und fiir 1 Minute zentrifugiert. AbschlieBend erfolgte nach
Uberfithrung der Séulen in ein 1,5 ml Eppendorf-GeféB ein zweifacher Waschvorgang zur
Gewinnung der freien RNA. Dazu wurden jeweils 30 pul RNase freies Wasser auf die Sdulen
gegeben und die Gefdle nach 1-miniitiger Einwirkzeit fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der
Durchfluss von ca. 30 ul wurde zur Wiederholung des Vorgangs wieder auf die Séule
pipettiert. Im direkten Anschluss wurde die Konzentration der aufgereinigten RNA bestimmt

(siehe 2.10.1). Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.10.1 Spektralphotometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Die Konzentrationsbestimmung der RNA nach der Extraktion erfolgte mit Hilfe eines
Spektralphotometers (Nanodrop ND-100, Peqlab Biotechnologie) und der dazu gehorigen
Software ND-1000 V.8.1. Dabei wurde die optische Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von
260 nm bestimmt, da diese dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren entspricht. Eine
OD260 von 1 entspricht dabei 40 ug/ml RNA, sodass sich die RNA-Konzentration mit

folgender Formel berechnen lésst:
RNA Konzentration [pg/ml] = OD,4 x 40 pg/ml

Um den relativen Proteingehalt der Probe und damit deren Reinheit an RNA zu bestimmen
wurde die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 280 nm (OD2go) gemessen, was dem
Absorptionsmaximum von Proteinen entspricht und der Quotient aus OD2s0 und OD2go
berechnet. Das Verhiltnis sollte bei reiner RNA ungefihr bei 2,0 liegen, wobei kleinere

Werte auf eine Verunreinigung deuten.

2.11 Polymerase - Kettenreaktion (PCR)

2.11.1 Allgemeines Prinzip

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde 1983 von Kary B. Mullis [256] entwickelt und dient
der Vervielfiltigung von DNA in vitro. Durch das Nutzen sequenzspezifischer Primer
konnen gezielt bestimmte Nukleotidsequenzen amplifiziert werden. Im Folgenden soll das
allgemeine Prinzip beschrieben werden. Eine PCR-Amplifikation besteht aus etwa 20 — 50

Zyklen, wobei ein jeder Zyklus aus drei Phasen besteht.

1. Denaturierung: Zur Auftrennung des DNA-Doppelstrangs einer Ausgangsprobe in
Einzelstringe wird die DNA erhitzt, sodass die Wasserstoffbriickenbindungen
aufgebrochen werden.

2. Primerhybridisierung: Die Anlagerung der Primer an die komplementéren Basen des
DNA-FEinzelstrangs folgt fiir etwa 30 Sekunden bei einer fiir den jeweiligen Primer
spezifischen Temperatur.

3. Elongation: Die DNA-Polymerase bindet an die freie OH-Gruppe der Primer am 3'-
Ende und fiillt durch Verkniipfung von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTPs)
unter Abspaltung der Diphosphate die Strdnge zu einem neuen komplementéren
Strang auf. Die bei diesem Schritt vorliegende Temperatur ist abhdngig von der

verwendeten DNA-Polymerase.
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Der entstandene Doppelstrang wird wie alle bisher vorhandenen Doppelstrdnge im niachsten
Zyklus zu zwei Einzelstrangen denaturiert und dient ebenfalls als Matrize, sodass es zu einer

exponentiellen Vermehrung der Primer-spezifischen Sequenz kommit.

2.11.2 Reverse Transkription

Die reverse Transkription dient der Umschreibung zuvor isolierter RNA in komplementére
DNA (cDNA). Dazu wird das aus Viren stammende Enzym Reverse Transkriptase (RT)
genutzt, das durch seine unterschiedlichen Aktivititen die gesamte Reaktion katalysiert.
Zunichst synthetisiert es durch seine RNA-abhédngige DNA-Polymerase-Aktivitdt von einer
einzelstringigen RNA einen komplementiren DNA-Strang, sodass ein Hybridstrang
vorliegt. Der RNA-Anteil wird anschlieend durch eine Endoribonuklease-Aktivitit des
Enzyms abgebaut und der verbleibende DNA-Einzelstrang durch die DNA-abhéngige DNA-

Polymerase der Reversen Transkriptase zum Doppelstrang vervollstindigt.

In dieser Arbeit wurde fiir die Reverse Transkription das QuantiTect Reverse Transkription
Kit der Firma Qiagen verwendet. Dazu wurde zuvor eine Verdiinnung aller Proben auf
200 ng/pl RNA in 20 pl Gesamtvolumen erstellt. Die isolierten RNA-Proben und die
Reverse Transkriptase wurden durchgehend auf Eis gelagert. Von jeder Probe wurden zu
Beginn 5 pl der RNA in ein Eppendorf-Gefal vorgelegt. Um einen vollstindigen DNA-
Verdau zu gewdhrleisten, wurde ein Mix aus 7 ul Wasser und 2 pl gDNA Wipeout Puffer
erstellt und der Probe hinzugefiigt. Der Ansatz wurde fiir 2 Minuten bei 42 °C in einem
Thermocycler (Mastercycler Nexus Gradient, Eppendorf) inkubiert. Es folgte die Reverse
Transkription nach Angaben des Herstellers. Jeder Probe wurde ein Ansatz aus 1 pl Reverse
Transkriptase, 4 pul RT-Puffer (enthdlt auch dNTPs) und 1 pl RT-Primer Mix hinzugegeben.
Nach erfolgter Mischung wurde die Probe fiir 20 Minuten bei 42°C und fiir 3 Minuten bei
95 °C im Thermocycler inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung der cDNA fand eine

Lagerung bei -80 °C statt.

2.11.3 Quantitative ,,Real - Time*“ PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) beruht auf der von Kary B. Mullis entwickelten
herkdmmlichen PCR-Methode und ermdglicht zusétzlich zur Primer-spezifischen
Vervielfiltigung der DNA, deren Quantifizierung. Diese findet in der exponentiellen Phase
der PCR statt. Zur Quantifizierung wird die DNA fluoreszenzmarkiert und die Intensitét des
Farbstoffs nach Durchlauf eines jeden Amplifikationszyklus wdhrend der Elongation

gemessen. Durch die Korrelation steigender Intensitét des Fluoreszenzsignals mit der Menge
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an synthetisierter DNA konnen Riickschlusse auf die initiale DNA-Menge gezogen werden.
In der Anwendung wird dieses Prinzip genutzt, um die Expressionsstirke eines Gens zu
messen. Die Verwendung Gen-spezifischer Primer grenzt den zu amplifizierenden Bereich

ein und quantifiziert die Gen-codierenden Sequenzen.

Zur Detektion der Expression des Transkripts (cDNA) wurde der Maxima SYBR Green /
ROX gPCR Master Mix der Firma Thermo Scientific verwendet. Dieser beinhaltet den
Cyaninfarbstoff SYBR-Green, die ,Maxima Hot Start® Taq DNA-Polymerase,
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP) und einen PCR-Puffer. SYBR-Green bindet die
doppelstrangige cDNA und emittiert griines Licht bei einer Wellenldnge von 521 nm. Des
Weiteren wurden dem Ansatz cDNA und sequenzspezifische Primer hinzugefiigt, sodass das
Gemisch, welches auf eine 96-Well Platte pipettiert wurde, pro Well aus folgenden

Komponenten bestand:

10 ul  SYBR Green / ROX qPCR Master Mix
1 ul  cDNA

7,2 ul H20 (RNase-frei)

0,9 ul Forward Primer (0,45 uM)

0,9 ul Reverse Primer (0,45 uM)

20 ul  Gesamtvolumen

Alle Experimente wurden mit dem ,,StepOnePlus Real-Time PCR Detection System*
(Applied Biosystems) und der dazugehorigen Software (StepOne Software v2.3, Applied
Biosystems) unter folgenden Einstellungen durchgefiihrt. Die Proben wurden als Duplikate
gemessen. Der erste Zyklus der Genamplifikation fand zur Aktivierung der Taq DNA-
Polymerase fiir 10 Minuten bei 95 °C statt. Die weiteren 40 Zyklen wurden bei einer
Temperatur von 95 °C fiir 15 Sekunden und bei 60 °C fiir weitere 60 Sekunden absolviert.
Um die Spezifitit der Amplifikate zu verifizieren, wurden im Anschluss Schmelzkurven
unter den gleichen Bedingungen analysiert. Dabei wurde die Temperatur alle 15 Sekunden

um 0,3 °C bis zu einer Endtemperatur von 90 °C erhdht.
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Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Xo-Methode nach Thomsen et al. [257], wobei in
allen Experimenten ein Referenzgen (NUDC) mitgemessen wurde, um einen relativen

Mengen-Vergleich zu erzielen.

Die Amplifikation einer qPCR besteht aus drei Phasen. In der ersten Phase ist die Menge an
cDNA begrenzt und somit die Wahrscheinlichkeit einer Primer- und DNA-
Polymeraseanlagerung niedrig. Die dritte Phase kennzeichnet sich durch den gegenteiligen
Effekt, da die Menge der amplifizierten Produkte sehr hoch ist, die Substrate verbraucht
wurden und die Polymerasen durch die Hitze mit der Zeit in ihrer Funktion eingeschrankt
arbeiten. Fiir die Auswertung wurde daher die zweite Phase betrachtet, in der es zu einem
exponentiellen und quantifizierbaren Anstieg an cDNA-Sequenzen kommt. Dabei wurde fiir
jedes Gen ein Schwellenwert (Treshold) gesetzt, der sich innerhalb des exponentiellen
Wachstumsbereichs der Amplifikationsrate befindet. Aus dem Treshold und der Proben-
spezifischen Amplifikationskurve wurde der Ct-Wert (Cycle Treshold, zu Deutsch:
Schwellenwertszyklus) bestimmt. Dieser definiert den Zyklus, bei dem die amplifizierte

Menge an Zielmolekiilen den bestimmten Treshold erreicht.

Die Xo-Methode beschreibt die exponentielle Amplifikation mit folgender Gleichung:
n
Xp=Xox (1+ Egmp)

Dabei stellt X;, die Anzahl an Zielmolekiilen zum Zeitpunkt n dar, wobei n der Zyklusanzahl
entspricht. X, beschreibt die Menge an Zielmolekiilen zu Beginn und Eamp die Effizienz der
Amplifikation. Es wird angenommen, dass die qPCR eine Effizienz von 100 % (Egpmy = 1)
aufweist. Wird fiir n der Ct-Wert eingesetzt, entspricht die Menge an Zielmolekiilen (X,,) zu
diesem Zeitpunkt dem manuell gesetzten Treshold, sodass sich folgende Formel fiir die
Berechnung ergibt:
_ Treshold
0~ 2Ct

Der errechnete Xy-Wert des zu analysierenden Gens wurde anschlieend auf den X,-Wert
des Referenzgens (NUDC) bezogen. Darauthin wurden (wenn nicht anders im Ergebnisteil

beschrieben) die Mittelwerte der WT auf 1 normalisiert und bezogen darauf die relative

Genexpression (Fold change) der anderen Gruppen berechnet.
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2.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad PRISM 6 der Firma
GraphPad Software Inc. Dabei wurden die Ergebnisse als Mittelwerte =+
Standardabweichung dargestellt und die Signifikanzen mit Hilfe eines Student t-Test
zwischen zwei Gruppen oder mittels ANOVA bei mehr als zwei Gruppen verglichen. Die
genaue Anwendung wurde bei den jeweiligen Ergebnissen beschrieben. Diese Signifikanzen

gelten im Folgenden:
* p-Wert < 0,05 = signifikant
** p-Wert < 0,01 = hochsignifikant

%k p-Wert < 0,001 = hochstsignifikant
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3 Ergebnisse

3.1 Die Umstellung auf eine fett- und zuckerhaltige Diat fithrt zu einer

deutlichen Gewichtszunahme
Um prédiabetische Bedingungen in einem Mausmodell zu induzieren, wurden wildtypische
C57BL/6 Mause im Alter von 8 Wochen iiber 10 Wochen mit einer fett- und zuckerhaltigen
Diét (Sniff S7200-E010) gefiittert (DIO = ,,Diet induced obesity*). Eine Kontrollgruppe
(WT = Wildtyp) erhielt iiber diese 10 Wochen die normale Fiitterung (Sniff V1534-000). In
initialen Analysen in unserem Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie konnte gezeigt
werden, dass die Umstellung der Fiitterung bei den DIO-Tieren sowohl zu leicht erhdhten
Blutglukosespiegeln, als auch zu einer beeintrachtigten Glukosetoleranz fiihrt (Abb. 2.1).
Zusitzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit der Gewichtsverlauf wéhrend der 10-wdchigen

Didt durch wochentliches Wiegen der Tiere analysiert.

Korpergewicht iiber die Zeit

(<))
o
1

= WT

L B
o [4)]
1 1

- DIO

Kérpergewicht (g)
w w
S

20Illllllllll
1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit (Wochen)

Abb. 3.1: Darstellung des Korpergewichts gemessen iiber einen Zeitraum von 10 Wochen von DIO- und
WT-Miusen. Zur Analyse der Gewichtszunahme bei DIO- Maiusen, die iiber 10 Wochen (Zeitraum der
Messungen) eine fett- und zuckerhaltige Diét erhielten verglichen mit WT-Méusen, wurde einmal pro Woche
deren Korpergewicht in Gramm (g) gemessen (n=31). Die Auswertung zeigte eine signifikant hohere
Gewichtszunahme der DIO-Méuse im Vergleich zu den WT. Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen two-way-repeated measures

ANOVA, Sidak post-hoc Test, wobei ein * = p-Wert < 0,05 als signifikant gewertet wurde.

Die hochkalorische Didt iiber einen Zeitraum von 10 Wochen zeigte eine signifikante

Gewichtszunahme der DIO-Maéduse im Vergleich zu den WT-Tieren, wobei eine erste
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Signifikanz nach einem Fiitterungszeitraum von 2 Wochen auftrat (Abb. 3.1). Wihrend die
Wildtypen eine durchschnittliche Gewichtszunahme von 0,55 g pro Woche (£ 0,32)
aufwiesen, nahmen die DIO-Méduse im Mittel 1,7 g pro Woche zu (+ 0,21). Nach 10-
wochiger Fiitterung konnte bei den DIO-Maéusen ein durchschnittliches Gewicht von 40,6 g
gemessen werden, was einer Zunahme von 72 % bezogen auf das urspriingliche
Korpergewicht (im Alter von 8 Wochen) entspricht. Verglichen mit der Kontrollgruppe, die
ein durchschnittliches Korpergewicht von 28,3 g hatte und somit eine Gewichtszunahme von
24 % erzielte, waren die DIO-Tiere am Ende des Beobachtungszeitraumes im Mittel 12,3 g
schwerer. Es konnte somit gezeigt werden, dass die fett- und zuckerhaltige Didt zu einer
signifikanten Gewichtszunahme der Méuse fiihrt und die Ausbildung eines Préidiabetes

initiiert.

3.2 Echokardiographische Untersuchungen zeigen morphologische

Veranderungen des linken Ventrikels bei DIO-Miusen
Eine verstirkte Gewichtszunahme ist ein Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
kardiovaskuldren Erkrankung, die auch zu strukturellen Verdnderungen des Myokards wie
zum Beispiel einer Herzmuskelhypertrophie fithren konnen [191]. Um das Myokard der
DIO-Tiere im Vergleich zu wildtypischen Miusen in vivo morphologisch zu beurteilen,

wurde eine Echokardiographie im Alter von 18 Wochen durchgefiihrt.

Die Bestimmung der Lénge des linken Ventrikels in Diastole und Systole erfolgte in der
parasternalen langen Achse. In beiden Herzzyklusphasen zeigte sich eine signifikante
Abnahme der Linge des linken Ventrikels. Wéhrend der Mittelwert der linksventrikuldren
Lange beit WT 8,87 mm + 0,24 in Diastole und in der Kontraktionsphase 8,24 mm + 0,32
betrug, wurde bei DIO-Miusen eine Lidnge von 8,64 mm+ 0,21 in Diastole und
7,81 mm + 0,24 in Systole gemessen. Darauthin wurden zusdtzliche echokardiographische
Analysen durchgefiihrt, um die morphologischen Veridnderungen genauer zu

charakterisieren.
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Abb. 3.2: Darstellung linksventrikuliren Léinge bei DIO- und WT-Miusen. Dargestellt sind die
Messungen der Léange des linken Ventrikels (LV) in der parasternalen langen Achse in Diastole und Systole in
mm bestimmt aus der Echokardiographie, wobei gezeigt werden konnte, dass die DIO-Tiere in beiden
Herzzyklusphasen eine signifikante Abnahme der linksventrikuldren Linge aufweisen. (n = 10). Die Werte
sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen
unpaired two-tailed Student’s t-Test fiir die jeweilige Herzzyklusphase, wobei: * =p-Wert <0,05 und
** =p-Wert < 0,01 als signifikant gewertet wurde.

3.2.1 DIO-M:iuse weisen ein verdicktes linksventrikulires Myokard und ein
verkleinertes Ventrikellumen auf

Um Aussagen iiber eine mogliche Wandverdickung unabhédngig von der Kontraktion des

Myokards bei DIO-Méusen treffen zu konnen, wurde die linksventrikuldre Wanddicke

sowie der Innendurchmesser des Ventrikellumens linksseitig in der midventrikuldren

parasternalen kurzen Achse (SAX) in Systole und Diastole bestimmt (Abb. 3.3). Die

Ergebnisse zeigen eine signifikante Zunahme der Wanddicke der DIO-Méuse in beiden

Phasen des Herzzyklus, sowie eine Abnahme des Innendurchmessers des linken Ventrikels.
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Abb. 3.3: M-Mode der midventrikuliiren parasternalen kurzen Achse (SAX) aufgezeichnet bei einer
DIO-Maus und einer WT-Maus. Dargestellt ist exemplarisch eine M-Mode Aufnahme der SAX einer WT-
Maus (A) und einer DIO-Maus (B) mit Markierung der entsprechenden linksventrikuldren, anterioren und
posterioren Wanddicken (LVAW, LVPW) sowie des interventrikuldren Durchmessers (LVID) in Systole (s)
und Diastole (d) zur Messung der Wandstérken.

Die Messungen ergaben in den DIO-Maédusen in der Diastole im Mittel eine anteriore
Wanddicke von 0,98 mm =+ 0,14, was verglichen zu den WT-Méusen (0,91 mm + 0,11) einer

Zunahme von 8,3 % entspricht (Abb. 3.4 A).
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Abb. 3.4: Darstellung der echokardiografisch bestimmten Wanddicken und des gemessenen
Innendurchmessers des linken Ventrikels (LV) bei DIO- und WT-Miusen. (A-D) Dargestellt sind die
Messungen der linksventrikuldren anterioren (LVAW) und posterioren (LVPW) Wanddicke in Diastole und
Systole in mm, wobei gezeigt werden konnte, dass die DIO-Tiere in jedem Bereich eine signifikant dickere
Myokardwand aufweisen. (E-F) Dargestellt sind Messungen des linksventrikuldren Innendurchmessers
(LVID) in Diastole und Systole in mm. Dabei zeigte sich eine signifikante Abnahme des Durchmessers bei den
DIO-Maéusen. (n = 25/67). Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die statistische
Auswertung erfolgte durch einen unpaired two-tailed Student’s t-Test, wobei: *=p-Wert <0,05,

** = p-Wert < 0,01 und *** = p-Wert < 0,001 als signifikant gewertet wurde.
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Noch deutlicher zeigte sich der Unterschied in der Systole (Abb. 3.4 B), in der die DIO-
Tiere eine 19 % dickere Wand aufwiesen (1,51 mm+0,20) als die WT-Tiere
(1,27 mm £ 0,14). Die gleiche Tendenz ergab sich aus der Messung der posterioren
Wanddicke mit einer Zunahme von 16 % (WT: 0,79 mm + 0,15; DIO: 0,91 mm + 0,16) in
der Diastole (Abb. 3.4 C) und 18 % (WT: 1,21 mm % 0,22; DIO: 1,44 mm + 0,23) in der
Systole bei den DIO-Miusen (Abb. 3.4 D). Interessanterweise nahm der Innendurchmesser
des linken Ventrikels in beiden Herzzyklusphasen ab. So wurde in der Diastole ein
Innendurchmesser bei den DIO-Méausen von 3,8 mm =+ 0,27 gemessen, wihrend dieser bei
den WT 4,0 mm =+ 0,25 betrug (Abb. 3.4 E), was einer Abnahme um 4,5 % entspricht. In der
Systole zeigte sich kongruent zu der Wanddickenzunahme eine Verkleinerung des
Innendurchmessers um 16,5 % (WT: 2,81 mm + 0,41; DIO: 2,34 mm £ 0,40) (Abb. 3.4 F).
Zusammengefasst zeigen diese Daten deutlich, dass die hochkalorische Fiitterung zu einer
signifikanten Wanddickenzunahme fiihrt, die in Kombination mit der Verkleinerung des
Ventrikellumens, auf die Ausbildung einer konzentrischen Herzmuskelhypertrophie

hinweist.

3.2.2 Die hochkalorische Diiit fithrt zur Zunahme der linksventrikulidren Masse

Um den Einfluss der fett- und zuckerhaltigen Fiitterung auf das Herzgewicht zu untersuchen,
wurde mit Hilfe der softwaregesteuerten Analysefunktion des Programms ,,VevoLAB 1.7.1%
(FUJIFILM VisualSonics) die linksventrikuldre Masse der DIO- und WT-Maéuse berechnet.
Dabei zeigte die Auswertung einen signifikanten Massenunterschied zwischen beiden
Gruppen von 10,8 %. Bei den DIO-Méusen wurde eine durchschnittliche linksventrikulédre
Masse von 110,68 mg+ 17,60 gemessen, widhrend sie dagegen bei den WT-M4iusen
99,91 mg + 9,92 betrug (Abb. 3.5).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Umstellung der Fiitterung sowohl zu
morphologischen Verdnderungen (Abnahme der Ventrikellange und Wanddickenzunahme

des linken Ventrikels) als auch zu einer Massenzunahme der Herzen bei Méausen fiihrt.
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Abb. 3.5: Darstellung der aus echokardiografischen Daten errechneten linksventrikulidren Masse (LV-
Masse) von DIO- und WT-Miusen. Dargestellt ist die mit Hilfe der softwaregesteuerten Analysefunktion
des Programms ,,VevoLAB 1.7.1“ (FUJIFILM VisualSonics) errechnete linksventrikuldre Masse der DIO- und
WT-Miuse. Die Berechnungen zeigen eine signifikante Massenzunahme des linken Ventrikels bei DIO-Tieren
im Vergleich zu WT-Tieren. (n = 25/67). Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
Die statistische Auswertung erfolgte durch einen wunpaired two-tailed Student’s t-Test, wobei:

* = p-Wert < 0,05 und ** = p-Wert < 0,01 als signifikant gewertet wurde.

3.3 Analyse des Gehalts an reaktiver Fibrose in DIO-Miusen vor und

nach Eintreten eines Myokardinfarktes
Kardiale Umbauprozesse (Remodeling) entstehen durch strukturelle und zelluldre
Verdnderungen, die wiederum auf unterschiedliche Erkrankungen wie zum Beispiel einen
MI aber auch T2DM zuriickzufiihren sind [160]. Ein wichtiger Faktor des Remodelings ist
der vermehrte Einbau von Kollagen, der zu einer sekundéren Fibrose fiihrt, wodurch sich die
Organarchitektur verandert und die Beweglichkeit der Kardiomyozyten vermindert ist [178].
Nachdem bereits morphologische Verdnderungen bei DIO-Miusen in der
Echokardiographie nachgewiesen werden konnten, stellte sich die Frage, ob diese Gruppe
auch strukturelle Unterschiede in Form einer vermehrten Kollageneinlagerung im Myokard
aufweist. Dazu wurden Immunfluoreszenzfarbungen und Genexpressionsanalysen
durchgefiihrt. Zusdtzlich zum Vergleich zwischen Kontroll- (WT) und DIO-Tieren, wurde
auch Gewebe von Herzen untersucht, die aus Tieren isoliert wurden, die einen experimentell
ausgelosten Myokardinfarkt aufwiesen. Entsprechend des Protokolls wurden die Herzen

sieben Tage nach Induktion eines MI (45-miniitige Ischdmie gefolgt von Reperfusion, I/R)
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fiir histologische Untersuchungen und drei Tage nach I/R fiir Genomanalysen entnommen.
Ein Teil der DIO-Maiuse erhielt nach I/R IGF-1 fiir drei Tage {iber eine osmotische
Minipumpe, da dem Hormon kardioprotektive Effekte nachgewiesen werden konnten. Eine

Ubersicht iiber die Versuchsgruppen zeigt Abb. 2.5

3.3.1 DIO-M:iuse zeigen keine verinderte Kollagen III-Einlagerung in der
Immunfluoreszenz.

Die Darstellung von Kollagen III erfolgte mittels Immunfluoreszenzfarbung durch einen

Rabbit a Collagen III Antikoérper auf zwei Ebenen des Myokards der verschiedenen

Versuchsgruppen. Dabei zeigte sich die kollagenhaltige Matrix in Rot, wie beispielhaft fiir

die Ebene 7 eines WT-Herzens und eines DIO-Schnittes in Abb. 3.6 zu sehen ist.

DIO, Ebene 7

20-fache VergréBerung —2m | 20-fache VergroBerung

Abb. 3.6: Kollagen III-Immunfluoreszenzfirbung. Dargestellt sind zwei Myokardschnitte der Ebene 7 links
eines WT-Myokards und rechts eines DIO-Herzens, die nach erfolgter Immunfluoreszenzfarbung Kollagen 111

in Rot darstellen. Die Aufnahme wurde in 20-facher VergréBerung erstellt.

Die anschlieBende Auswertung der vorhandenen Kollagen III-Menge erfolgte bei konstanter
Belichtung durch Setzung eines Schwellenwertes und Messung des Helligkeitssignals in
Pixeln. Dabei mussten unterschiedliche Schwellenwerte fiir die basalen Gruppen, die
Infarkttiere und die unterschiedlichen Bereiche (Narbengewebe und Remote) gesetzt
werden, da eine Abgrenzbarkeit aufgrund des unterschiedlich hohen Kollagenanteils bei
einem einheitlichen Schwellenwert nicht moglich gewesen wire (siehe Kapitel 2.9.4). Daher
wurden diese Gruppen nur getrennt voneinander im Folgenden ausgewertet. Unter basalen
Bedingungen (Abb. 3.7) konnte keine vermehrte Kollagen III-Einlagerung im DIO-Myokard
verglichen zu WT nachgewiesen werden (p-Wert =0,5130), sodass das Vorliegen eines

Prédiabetes allein scheinbar zu keinem gesteigerten Kollagen I1I-Einbau fiihrt.
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Kollagen lll-Einlagerung unter basalen Bedingungen
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Abb. 3.7: Darstellung der gemessenen relativen Menge an Kollagen III bei WT und DIO-M:iusen unter
basalen Bedingungen. Es wurden WT- und DIO-Herzen entnommen, eingebettet und immunhistochemisch
mit einem Rabbit o Collagen III Antikorper geférbt, der Kollagen III in Rot darstellt. Dargestellt ist die
errechnete relative Menge an Kollagen III (Fold change) im Verhiltnis zum WT. Die Auswertung ergab keinen
Unterschied zwischen WT (Fold change: 1 +0,29) und DIO (Fold change: 1,061 + 0,34) (n =4). Die Werte
sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen

unpaired two-tailed Student’s t-Test, wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant gewertet wurde.

Auch nach Eintreten eines MI mit anschlieBender Reperfusion zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede, sondern nur eine leichte Tendenz (p-Wert=0,06) zu einer
erhohten Kollagen III-Einlagerung bei DIO-Miausen im Remote-Gewebe (Fold change:
1,415+ 0,62 verglichen zu WT (Fold change: 1+0,27), wobei eine grofle Variabilitdt
innerhalb der Gruppen vorlag. Eine IGF-1-Behandlung verminderte diese Tendenz lediglich
leicht (Fold change: 1,22 +0,49) (Abb. 3.8 A). Dieses Muster wurde auch in der AAR
nachgewiesen. Wihrend Schnitte von DIO-Herzen eine leicht erhohte Kollagenmenge
beinhalteten (Fold change: 1,19 +0,20), war die Menge nach einer IGF-1-Gabe leicht
reduziert (Fold change: 1,01 £0,26) (Abb. 3.8 B).
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Kollagen llI-Einlagerung im Remote-Gewebe nach /R Kollagen lll-Einlagerung im AAR-Gewebe nach IR
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Abb. 3.8: Darstellung der gemessenen relativen Menge an Kollagen III nach Eintreten eines MI mit
anschlieBender Reperfusion (I/R). Es wurden WT- und DIO-Herzen 7 Tage nach Eintreten der Ischdmie
entnommen, eingebettet und immunhistochemisch mit einem Rabbit o Collagen III Antikorper geféarbt, der
Kollagen III in Rot darstellt. Dabei erhielt eine Gruppe iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine
IGF-1-Behandlung. Dargestellt ist die errechnete relative Menge an Kollagen III (Fold change) im Verhéltnis
zum WT im Remote (A) und der AAR (B). Die Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede. Es zeigte
sich in beiden Gebieten lediglich eine leichte Tendenz. DIO-Méusen wiesen etwas mehr Kollagen auf als WT,
wobei eine IGF-1-Behandlung diesen Effekt reduzierte. (n=4). Die Werte sind als Mittelwerte =+
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen one-way ANOVA, Tukey
post-hoc Test, wobei: * = p-Wert < 0,05 als signifikant gewertet wurde.

3.3.2 Vermehrte Kollagen III-Expression im Rahmen des Remodelings nach MI

Nachdem in der Immunfluoreszenzfarbung eine leicht vermehrte Kollagen III-Einlagerung
im Myokard bei priddiabetischen Méausen lediglich nach Eintreten eines MI nachgewiesen
werden konnte, stellte sich die Frage, ob diese Verdnderung bereits auf Ebene der
Genexpression von Kollagen III zu beobachten ist. Dazu wurde die Genexpression von
Col3al (codiert Kollagen III) mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) auf
mRNA-Ebene untersucht. Hierfiir wurde zuvor RNA aus entnommenen Herzen der
verschiedenen Versuchsgruppen (Abb. 2.5) isoliert, in ¢cDNA umgewandelt und im
Verhiltnis zum Referenzgen NUDC gemessen. Um einen direkten Vergleich der
Kollagenmenge zwischen dem Remote-Gewebe und der AAR zu erhalten, wurden in Abb.

3.9 die Xo-Werte normalisiert zu NUDC aufgetragen.
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Abb. 3.9: Darstellung der absoluten Genexpression von Kollagen III (Col3al) in den unterschiedlichen
Versuchsgruppen. Es wurden WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen ohne Ischdmie und 3 Tage nach
Eintreten der Ischdmie entnommen und eine Gewebeprobe aus dem Remote-Gewebe und der AAR
herauspripariert. Dabei erhielt eine DIO-Gruppe iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine IGF-1-
Behandlung. Dargestellt sind die mittels qPCR ermittelten Werte der Genexpression (Xo-Werte) von Col3al
normalisiert auf den Xo-Wert des internen Standards Nudc. Dabei wurde jeweils die gemessene Expression im
Remote-Gewebe mit der in der AAR einer jeden Gruppe verglichen. In den basalen Herzen von WT- und DIO-
Tieren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede sowohl zwischen den entnommenen Bereichen
(Remote /| AAR) als auch zwischen den Versuchsgruppen. Nach Eintreten eines Myokardinfarktes mit
anschlieBender Reperfusion (I/R) konnte in allen drei Gruppen (WT I/R, DIO I/R und DIO I/R + IGF-1) eine
signifikant hoéhere Expression im infarzierten Gewebe (AAR) verglichen zum Remote-Gewebe beobachtet
werden. (n =4 Herzen pro Reihe). Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die
statistische Auswertung erfolgte durch einen one-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, wobei:
* =p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01 und *** = p-Wert < 0,001 als signifikant gewertet wurde. Es gilt: * p

versus Remote-Gewebe der jeweiligen Versuchsgruppe.

Unter basalen Bedingungen zeigten sich auch auf Ebene der Genexpression keine
Unterschiede nach einer fett- und zuckerhaltigen Didt zwischen WT und DIO-Maiusen
sowohl im Bereich des Remotes als auch in der AAR (p-Wert > 0,999). Das Eintreten eines
MI mit anschlieBender Reperfusion fiihrte zu einer Hochregulation von Col3al im Remote
bei WT um das 4-fache (Xo= 7,368 &+ 5,04), jedoch ohne Signifikanz (p-Wert = 0,878).
Diese Hochregulation fiel bei DIO-Mé&usen sogar geringer aus (Xo = 4,91+ 4,33). Allgemein
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zeigte sich eine grofBe Variabilitit zwischen den einzelnen Messwerten innerhalb der
Gruppen. Eine IGF-1-Behandlung reduzierte tendenziell jedoch nicht signifikant die
Expression von Kollagen III wie auch schon in der Immunfluoreszenz gezeigt wurde
(X0 =3,967+ 1,80). Das Narbengewebe wies in allen drei Gruppen eine signifikant hohere
Expression von Kollagen III verglichen zum Remote-Gewebe der jeweiligen Gruppe auf.
Dies war zu erwarten, da in der immunhistochemischen Fiarbung bereits unterschiedliche
Schwellenwerte zur Differenzierung gesetzt werden mussten. Die hochste Expression wurde
in der AAR der DIO-Tiere nach I/R gemessen (Xo=36,27+10,24). Signifikante
Unterschiede in der AAR nach I/R zwischen WT, DIO-Miusen und nach einer IGF-1-
Behandlung wurden jedoch nicht aufgedeckt.

Zusammengefasst zeigte die Analyse von Kollagen III sowohl immunhistochemisch als auch
in der Genexpression keine signifikante Zunahme von Kollagen III im Myokard
priadiabetischer Mduse unter basalen Bedingungen, so dass die fett- und zuckerhaltige Diit
allein nicht zu einer reaktiven Fibrose in diesem frithen Stadium zu fiihren scheint. Auch das
Eintreten eines MI zeigte lediglich eine leichte Tendenz der vermehrten Kollagen III-
Einlagerung, interessanterweise auf Transkriptionsebene vermehrt bei WT und aus
histologischer Sicht in DIO-Méausen. Im Narbengewebe selbst waren die zu erwartenden
Umbauprozesse im Rahmen des Remodelings nachweisbar. IGF-1 scheint einen leicht
reduzierenden Effekt auf den Einbau von Kollagen III zu haben. Dies wurde im folgenden

Kapitel in Bezug auf die allgemeine Narbengrof3e genauer untersucht.

3.3.3 1IGF-1 zeigt keinen Effekt auf die Narbengrofie bei DIO-Méusen

In fritheren histologischen Analysen konnte bereits beschrieben werden, dass eine 3-tigige
IGF-1-Gabe nach Eintreten eines Myokardinfarktes die Narbengrofe bei wildtypischen
Maiusen um 37 % reduziert [258]. Auch wurde wie zuvor beschrieben eine leicht
verminderte Kollagen III-Einlagerung nach IGF-1 bei DIO-Méiusen beobachtet. Um zu
untersuchen ob IGF-1 bei DIO-Maéusen einen dhnlichen Effekt auf die Narbengrofe austibt,
bekam ein Teil der DIO-Maéuse nach der Ischdmie/Reperfusionsoperation (I/R) eine IGF-1-
Behandlung iiber 3 Tage. Nach 7 Tagen wurden die Herzen entnommen, geschnitten und
histologisch mit der Masson-Trichom-Féarbung gefarbt. Dabei stellen sich Zellkerne
blauschwarz, das Zytoplasma ziegelrot und Kollagen griin dar. Die Auswertung wurde
manuell mit dem Grafikprogramm ,,Image J, Version 1.52p* (National Institutes of Health)
durchgefiihrt. Dabei wurde die Grofle der Gesamtfliche eines jeden Schnittes und die

fibrosierte Flache (Kollagenanteil in griin) ausgemessen und anschlieBend ins Verhiltnis
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zueinander gesetzt. Um vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurde fiir jedes Herz das
gleiche Schnittprotokoll verwendet. Des Weiteren wurden nur Schnitte bis zur

Klappenebene ausgewertet.

DIO mit I/R DIO mit I/R +

IGF-1

1090um

Ebene 10 Ebene 10

Abb. 3.10: Exemplarische Aufnahmen zweier Myokardschnitte nach erfolgter Masson-Trichom-
Firbung. Dargestellt sind zwei Myokardschnitte, in denen fibrosiertes Gewebe (Narbengewebe) 7 Tage nach
Eintreten eines Myokardinfarktes mit Hilfe der Masson-Trichom-Férbung griin angefarbt wurde. Links ist ein
Schnitt aus Ebene 10 eines DIO-Herzens abgebildet, wahrend rechts ein Schnitt aus selbiger Ebene einer mit

IGF-1 behandelten DIO-Maus zu sehen ist.

Die Narbe présentierte sich als griines, zusammenhéngendes Areal, welches sich tiber
mehrere Ebenen zog (Abb. 3.10). Die Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied
der Narbengroe zwischen DIO-Mausen mit und ohne eine IGF-1-Behandlung (p = 0,1775).
Dabei wurde bei DIO-Maiusen, die IGF-1 erhielten, ein durchschnittlicher Narbenanteil von
21,2 % + 1,54 im Verhiltnis zur Gesamtfldche gemessen, wihrend die Kontrollgruppe einen
Narbenanteil von 17,17 % + 3,98 aufwies (Abb. 3.11). Somit flihrte die kurzzeitige IGF-1
Gabe bei DIO-Maiusen zu keiner Reduktion der NarbengroB3e 7 Tage nach Eintreten eines

Myokardinfarktes.

64



Ergebnisse

NarbengrofRe (Masson-Trichom-Fiarbung)

251
&
o 15+
5 ®
g 10+
2
S 5
0 T
€ ©
Q x
\\Q-
0\0

Abb. 3.11: Darstellung der gemessenen Narbengrofle im Verhiltnis zur Gesamtfliche bei DIO-M:iiusen
mit und ohne IGF-1-Behandlung nach Eintreten eines Myokardinfarktes. Es wurden DIO-Herzen 7 Tage
nach Eintreten der Ischimie entnommen, eingebettet und histologisch mit der Masson-Trichom-Farbung
gefarbt. Dabei erhielt eine Gruppe iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine IGF-1-Behandlung.
Dargestellt ist die errechnete NarbengroBe in %, die sich aus dem Verhéltnis der gemessenen Gesamtfldche
eines Schnittes und der fibrosierten Fliche (Kollagenanteil in griin) ergab. Die Auswertung ergab keine
Reduktion der Narbengrofe durch IGF-1 (p=0,1775). (n=3). Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen unpaired two-tailed

Student’s t-Test, wobei ein p-Wert < 0,05 als signifikant gewertet wurde.

3.4 Veranderter Metabolismus bei DIO-Mausen

Wildtypische Méuse zeigen eine ausgeglichene Energieverwertung. Sie nutzen vor allem
Fettsduren, aber auch Glukose um ATP zu generieren und kénnen so flexibel auf wechselnde
Bedingungen reagieren und Energiereserven aufbauen [5]. So konnte nachgewiesen werden,
dass es nach Eintreten eines Myokardinfarktes zu einer Verdnderung des Gleichgewichts der
Energiegewinnung durch eine zunehmende Glukoseverwertung kommt [133]. Diese
Umstellung fiihrt zu der Frage, ob DIO-Méuse mit einem Préadiabetes basal eine Umstellung
in der Art der kardialen Energiegewinnung aufweisen, wie das Eintreten eines
Myokardinfarktes diese beeinflusst und ob die 3-tdgige IGF-1-Gabe einen Effekt auf den
Metabolismus zeigt. Dazu wurde die Genexpression metabolisch relevanter Gene mit Hilfe
der quantitativen Real-Time PCR (qPCR) auf mRNA-Ebene untersucht. Hierfiir wurde
zuvor RNA aus entnommenen Herzen der verschiedenen Versuchsgruppen (Abb. 2.5)
isoliert und in cDNA umgewandelt. Um einen relativen Mengenvergleich zu erzielen wurde

NUDC als Referenzgen mitgemessen.
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3.4.1 Pridiabetes fithrt bei DIO-Miusen zu verinderten Genexpressionsmustern im
Fettsiure- und im Glukosemetabolismus
Bei einer Verwertung der FS im Rahmen der B-Oxidation, die den Hauptanteil der ATP-
Gewinnung im gesunden Herzen ausmacht, muss aufgrund der Undurchléssigkeit der
Mitochondrienmembran Acyl-CoA aus dem Zytosol durch die Carnitin-Palmityltransferase
1B (CPT1B) iiber die duflere Mitochondrienmembran eingeschleust werden. CPT1B gilt
dabei als das geschwindigkeitsbestimmende Enzym fiir die Aufnahme von FS, so dass deren
Genexpression als MaB fiir die Verwertung von FS gewertet werden kann [15]. Durch die
Umstellung der Fiitterung (fett- und zuckerhaltig) zeigte sich in der qPCR (Abb. 3.12 A)
eine leichte Zunahme der Expression von CPT1B im septalen Bereich (Remote) von basalen
DIO-Méusen (Fold change: 1,91 +0,67) im Vergleich zu WT. Nach Eintreten eines
Infarktes wurde ein signifikanter Anstieg der Expression sowohl bei WT- (Fold change:
3,89 £0,67) als auch bei DIO-Tieren (Fold change: 3,26 £ 0,64) gemessen, was auf eine
allgemein erhohte FS-Verwertung nach einem Myokardinfarkt hindeutet. Die Behandlung
mit IGF-1 zeigte in den DIO I/R-Tieren eine tendenziell stirkere Expression von CPT1B im

Vergleich zu DIO I/R Tieren ohne IGF-1-Behandlung (Fold change: 4,47 + 0,82).
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Abb. 3.12: Darstellung der relativen Genexpression von CPT1B und GLUT4 im Remote-Gewebe der
DIO- und WT-Miiuse vor und nach Eintreten eines Myokardinfarktes und einer folgenden IGF-1-
Behandlung. Es wurden WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen ohne Ischimie und 3 Tage nach
Eintreten der Ischdmie entnommen und eine Gewebeprobe aus dem Bereich des Remotes (septaler Bereich)
herausprépariert. Dabei erhielt eine DIO-Gruppe iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine IGF-1-
Behandlung. Dargestellt ist die mittels qPCR ermittelte, relative Genexpression (Fold change) von CPT1B (A)
und GLUT4 (B), die im Verhéltnis zum Referenzgen NUDC berechnet wurde. Dabei wurden die Mittelwerte
der WT auf 1 normalisiert. (A) In der gPCR von CPT1B konnte eine leicht erhohte Expression in DIO-Herzen
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beobachtet werden. In den Infarktgruppen war die Expression allgemein erhéht. (D) Es wurde eine
hochstsignifikante Expressionszunahme von GLUT4 im WT nach I/R gemessen, die signifikant hoher war als
der Anstieg in den DIO-I/R-Gruppen. (n=4). Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen one-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, wobei:
* =p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01 und *** = p-Wert < 0,001 als signifikant gewertet wurde. Es gilt: * p
versus WT, # p versus DIO, § p versus WT I/R.

Um einen Eindruck iiber die Glukoseverwertung in Zellen des Myokards zu erlangen, wurde
die Genexpression des Glukosetransporters Typ 4 (GLUT4, Gen: Slc2a4), gemessen. Dieser
spielt eine entscheidende Rolle bei der insulinvermittelten Glukoseaufnahme in die Zelle
[21]. Die relative Genexpression von GLUT4 (Abb. 3.12 B) wies keine Unterschiede
zwischen WT- und DIO-Herzen auf. Das Eintreten einer Ischdmie mit anschlieBender
Reperfusion fiihrte jedoch zu einem signifikanten Anstieg bei WT-Méusen mit I/R (Fold
change: 6,78 £ 2,0), wihrend das gleiche Prozedere (I/R) bei DIO-Miusen nur eine deutlich
geringere Zunahme der GLUT4-Expression verursachte (Fold change: 2,81 + 0,83). Die
Behandlung mit IGF-1 in den DIO-Méusen zeigte nur einen marginalen Anstieg der
Expression nach Infarkt verglichen zu DIO-Miusen ohne IGF-1-Behandlung (Fold change:
3,79 = 0,88). Betrachtet man lediglich die Infarkttiere, so konnte eine signifikant niedrigere

Expression bei DIO-Herzen im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen werden.

Zusammengefasst fiihrt das Eintreten eines Prédiabetes insbesondere nach Eintreten eines
Myokardinfarktes zu einer Einschrinkung der metabolischen Flexibilitit. Wihrend
wildtypische Tiere vermehrt GLUT4 exprimieren, scheint die Glukoseaufnahme durch
GLUT4 bei DIO-Méusen eingeschriankt zu sein. Zudem zeigt sich sowohl bei WT als auch
bei DIO-Tieren eine Hochregulation von CPT1B nach I/R.

3.4.2 DIO-Miuse zeigen leicht verinderte Genexpression im Myokard auf
regulatorischer Ebene
Durch die zuvor beschriebenen Verdnderungen metabolisch relevanter Gene, stellte sich die
Frage, ob Proteine, die eine regulierende Funktion in diesen Stoffwechselabldufen ausiiben,
ebenfalls in der Genexpression auf mRNA-Ebene Verdnderungen aufweisen. Um die Hohe
der Expression im Vergleich zum Referenzgen NUDC zu messen, wurde die relative
Genexpression des Gens Ppara und des Pdk4-Gens mittels der qPCR aus cDNA aller
Versuchsgruppen (Abb. 2.5) im Remote-Gewebe bestimmt. Pparo. ist das codierende Gen
des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors alpha (PPARa), der durch seine Funktion

als nukleédrer Rezeptor als Transkriptionsfaktor tétig ist. Dabei fordert seine Aktivierung die
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Aufnahme und den Katabolismus von Fettsduren durch eine Hochregulation der in den

Lipidmetabolismus involvierten Gene [259].
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Abb. 3.13: Darstellung der relativen Genexpression von PPARe und PDK4 im Myokard der DIO- und
WT-Miuse vor und nach Eintreten eines Myokardinfarktes und einer folgenden IGF-1-Behandlung. Es
wurden WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen ohne I/R und 3 Tage nach Eintreten der Ischimie
entnommen und eine Gewebeprobe aus dem Remote-Gewebe herausprépariert. Dabei erhielt eine DIO-Gruppe
iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine IGF-1-Behandlung. Dargestellt ist die mittels qPCR
ermittelte, relative Genexpression (Fold change) von PPARa und PDK4, die im Verhiltnis zum Referenzgen
NUDC berechnet wurde. Dabei wurden die Mittelwerte der WT auf 1 normalisiert. (A) In der Untersuchung
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression von PPARa im Remote-Gewebe zwischen den
Versuchsgruppen. Es konnte jedoch eine Zunahme der Expression in DIO-Mausen mit I/R und IGF-1-
Behandlung nachgewiesen werden verglichen zum basalen DIO-Myokard. (B) PDK4 wurde in der Gruppe der
DIO-I/R Herzen mit IGF-1-Behandlung im Remote-Gewebe signifikant hoher exprimiert verglichen zum
basalen WT und der WT-I/R-Gruppe. Der Myokardinfarkt beeinflusste die Expression nicht signifikant.
(n=4). Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
durch einen one-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, wobei: * =p-Wert < 0,05, ** =p-Wert <0,01 und
*** p-Wert < 0,001 als signifikant gewertet wurde. Es gilt: * p versus WT, # p versus DIO, § p versus WT I/R.

Die Expression von PPARa zeigte im septalen Myokard (Abb. 3.13 A) bei den basalen DIO-
Maiusen keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum WT. Aufgrund der erhéhten
Expression von CPT1B nach Infarkt, bestand die Vermutung, dass die Expression des
Transkriptionsfaktors PPARa ebenfalls verdndert sei, durch den die Transkription unter
anderem von CPTI1B induziert wird [19]. Diese Hypothese konnte wegen der nicht
nachweisbaren Signifikanz der Messwertunterschiede nicht bestdtigt werden. Eine IGF-1-

Behandlung nach I/R fiihrte allerdings zu einer hochsignifikanten Expressionszunahme
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(Fold change: 1,38 £0,28) im DIO-Myokard verglichen zur basalen DIO-Gruppe (Fold
change: 0,76 = 0,22).

Als Transkriptionsfaktor steuert PPARa ebenfalls die Expression der PDK4, die als
mitochondriales Enzym den PDH-Komplex durch Phosphorylierung inhibiert und so die
Umwandlung von Pyruvat zu Acetyl-CoA reduziert. Dies schriankt die ATP-Produktion
durch die Verwertung von Glukose bedeutend ein [44, 49]. Unter préadiabetischen
Bedingungen wurde bei DIO-Tieren im septalen Remote-Gewebe eine 6-fach hdhere
Expression von PDK4 (Fold change: 5,97 £ 1,5) nachgewiesen als in WT (Fold change:
1 +0,32) (Abb. 3.13 B). In Kongruenz zur deutlich gesteigerten GLUT4 Expression (erhohte
Glukoseverwertung) nach Eintreten eines Infarktes im Vergleich zu den DIO-Tieren mit I/R
zeigte sich eine geringere Expressionszunahme von PDK4 nach I/R in WT verglichen zu
DIO-Méusen mit I/R. Die nahezu verdoppelte PDK4-Expression in der Gruppe der DIO-
I/R-Tiere (Fold change: 9,68 + 5,34) im Vergleich zum basalen DIO-Myokard deutet auf
eine verminderte Glukoseverwertung hin. Dies sind jedoch nur Tendenzen, da die einzelnen
Messwerte eine grof3e Streuung aufwiesen und die statistische Auswertung keine Signifikanz
ergab. Die Gabe von IGF-1 fiihrte zu einer weiteren Steigerung der Expression um 30 %

(Fold change: 13,74 £ 5,12).

3.4.3 Das Narbengewebe zeigt eingeschrinkte Genexpression

Ein Gefdlverschluss mit der darauffolgenden Hypoxie im betroffenen Myokard ist
charakterisiert durch einen regionalen Untergang von Kardiomyozyten. Dieser nekrotische
Prozess fiihrt dabei nicht nur zu strukturellen Umbauprozessen wie einer
Kollageneinlagerung, sondern auch zu Verdnderungen im Metabolismus [125, 134].
Wihrend im Remote-Gewebe das Energiedefizit im Rahmen der Ischdmie bei WT durch
eine gesteigerte Glukoseverwertung scheinbar kompensiert wird, nutzen DIO-Maiuse
verstarkt FS zur Energiegewinnung. Es stellte sich die Frage, ob dieser Trend auch im
infarzierten Gewebe (Area at risk = AAR) zu sehen ist, weshalb die Expression der zuvor
beschriebenen = metabolischen = Marker auch  im  Narbengewebe  mittels

Genexpressionsanalysen (qQPCR) untersucht wurde.

Die kardialen Umbauprozesse fithren zu einer eingeschrinkten Genexpression aller
untersuchten Marker. Im Folgenden wird dies am Beispiel von CPTI1B erldutert, wobei

vergleichbare Ergebnisse fiir GLUT4, PPARa und PDK4 dem Anhang beigefiigt wurden
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(Abb. 6.1). Dabei wurden die beschriebenen Daten aus dem Remote und der AAR

zueinander in Bezug gesetzt und verglichen.
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Abb. 3.14: Darstellung der relativen Genexpression von CPT1B im Remote und AAR in den
unterschiedlichen Versuchsgruppen. Es wurden WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen ohne
Ischdmie und 3 Tage nach Eintreten der Ischimie entnommen und eine Gewebeprobe aus dem Bereich des
Remotes und der AAR herausprépariert. Dabei erhielt eine DIO-Gruppe iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach
Infarkt eine IGF-1-Behandlung. Dargestellt ist die mittels qPCR ermittelte, relative Genexpression von
CPTIB, die im Verhiltnis zum Referenzgen NUDC berechnet wurde. Dabei wurde jeweils die gemessene
Expression im Remote-Gewebe mit der in der AAR einer jeden Gruppe verglichen und die Mittelwerte des
Remotes auf 1 normalisiert. (A und B) In den basalen Herzen von WT- und DIO-Tieren zeigten sich keine
Unterschiede in der Expression zwischen dem septalen Remote-Gewebe und der aus der AAR entnommenen
Probe. (C-E) Im infarzierten Gewebe konnte in allen drei Gruppen (WT I/R, DIO I/R und DIO I/R + IGF-1)
eine geringere Expression verglichen zum Remote-Gewebe beobachtet werden. (n =4). Die Werte sind als
Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen unpaired two-
tailed Student’s t-Test, wobei: * = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01 und *** = p-Wert < 0,001 als signifikant

gewertet wurde.
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Wie in Abb. 3.14 A und B dargestellt, wurde in den basalen Herzen ohne Infarkt eine
dhnliche Expression in der AAR gemessen wie im Remote-Gewebe, was auf eine
vergleichbare metabolische Situation zwischen den verschiedenen Bereichen im gesunden
Zustand hindeutet. Nach Eintreten des Infarktes kam es jedoch verglichen zum Remote-
Gewebe sowohl bei den Kontrolltieren (Fold change: 0,26 £ 0,06), als auch bei den DIO-
Tieren mit und ohne IGF-1-Behandlung (Fold change: D1IO I/R: 0,57 £ 0,12; DIO I/R + IGF-
1: 0,54 + 0,12) zu einer signifikant geringeren Expression von CPT1B in der AAR (Abb.
3.14 C-E).
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Abb. 3.15: Darstellung der relativen Genexpression metabolisch relevanter Proteine im AAR-Gewebe
der DIO- und WT-Miuse vor und nach Eintreten eines Myokardinfarktes und einer folgenden IGF-1-
Behandlung. Es wurden WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen ohne Ischdmie und 3 Tage nach
Eintreten der Ischdmie entnommen und eine Gewebeprobe aus dem Bereich der AAR herausprépariert. Dabei
erhielt eine DIO-Gruppe iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine IGF-1-Behandlung. Dargestellt
ist die mittels qPCR ermittelte, relative Genexpression (Fold change) von CPT1B (A), GLUT4 (B), PPARa
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(C) und PDK4 (D), die im Verhiltnis zum Referenzgen NUDC berechnet wurde. Die Mittelwerte der WT
wurden auf 1 normalisiert. (A) DIO-Tiere zeigten eine hohere Expression als WT vor und nach Infarkt. (B)
Die GLUT4-Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede im AAR-Gewebe zwischen den Gruppen nach
I/R. (C) PPARa wird nach Infarkt signifikant geringer exprimiert. (D) DIO-Tiere weisen mehr PDK4 auf als
WT, sowie eine geringere Abnahme nach I/R. (n = 4). Die Werte sind als Mittelwerte = Standardabweichung
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen one-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, wobei:
* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01 und *** = p-Wert < 0,001 als signifikant gewertet wurde. Es gilt: * p
versus WT, # p versus DIO und § p versus WT I/R.

Betrachtet man das Gewebe der AAR eigenstidndig (Abb. 3.15 A) wurde in den DIO-Herzen
sowohl basal (Fold change: 2,36 £ 0,59), als auch nach I/R (Fold change: 1,85 £+ 0,38) und
einer IGF-1-Behandlung (Fold change: 2,4+ 0,56) eine hohere CPTI1B-Expression
nachgewiesen als bei den Kontrolltieren. Anders als im Remote-Gewebe gab es in der
GLUT4-Expression keine Unterschiede nach I/R zwischen den Gruppen (Abb. 3.15 B). Auf
regulatorischer Ebene zeigte sich bei der Expression des Transkriptionsfaktors PPARa ein
vergleichbares Bild zu CPT1B (Abb. 3.15 C). Wihrend WT-Méuse nach I/R dort nur eine
relative Expression von 0,38 + 0,09 aufwiesen, wurde in DIO-M4iusen verglichen zur
basalen Situation (Fold change: 0,99 + 0,14) eine Abnahme um die Hélfte beobachtet (Fold
change DIO I/R: 0,52 + 0,12). In IGF-1 behandelten Méusen betrug die relative Expression
0,68 £ 0,12. Interessanterweise wurde somit die Abnahme der Expression in der AAR fiir
PPARa und auch fiir CPT1B nach Infarkt durch eine IGF-1-Behandlung vermindert, sodass
sich eine verstiarkte Aktivierung des Lipidmetabolismus durch PPARa im Gegensatz zu WT
mit I/R vermuten ldsst. Die Untersuchungen der PDK4-Expression in der AAR (Abb.
3.15 D) ergaben eine signifikante Zunahme bei DIO-Méusen im Vergleich zum WT,
kongruent zu der bereits beschriebenen Tendenz im Remote-Gewebe. Bis auf eine
allgemeine Abnahme der Expression im infarzierten Gewebe wurden keine Unterschiede

zwischen den Gruppen deutlich.

Zusammengefasst fithren die Ergebnisse zu der Annahme, dass es durch die Umstellung der
Fiitterung und die Induktion eines Pridiabetes zu Verdnderungen im Metabolismus und
insbesondere in der Gewichtung der Energiegewinnung im Myokard der Mduse kommt.
Basale DIO-Méuse weisen dabei sowohl im septalen Remote-Gewebe als auch im anterioren
linksventrikuldren AAR-Gewebe eine gleichwertige leichte Erh6hung der Expression von
CPT1B als Indikator des Fettsduremetabolismus auf, wihrend die Glukoseverwertung nicht
gesteigert zu seien scheint. Durch Eintreten eines Infarktes kommt es im Remote-Gewebe zu

einer erhohten Genexpression aller untersuchten metabolischen Marker. Wéahrend WT-
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Maiuse die ATP-Produktion scheinbar vor allem durch die Verwertung von Glukose
aufrechterhalten (Anstieg der GLUT4-Expression, geringere Steigerung der PDK4-
Expression), weisen die Ergebnisse der DIO-Tiere auf eine verstirkte Fettsdureverwertung
in den Mitochondrien des Myokards hin (vermehrte Expression von CPTIB und in AAR
von PPAR«). Der direkte Vergleich zwischen Remote- und AAR-Proben zeigt zudem eine
Abnahme der Genexpression aller untersuchten Gene im infarzierten Gewebe, was auf eine
eingeschrinkte Funktionalitit des Gewebes deuten ldsst. IGF-1 erzielte keine mafigebliche

Anderung der Genexpressionsmuster.

3.4.4 Verinderte Genexpression der Uncoupling proteins gibt Hinweis auf Einfluss in
Metabolismus
Die Uncoupling proteins (UCP2 und UCP3), die in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert sind, weisen vielfdltige Funktionen auf. Thre Hauptaufgabe ist die Reduktion
oxidativen Stresses, der vor allem durch eine Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) entsteht. Dabei dienen UCP2 und UCP3 als mitochondriale Anionentransportproteine
[84, 88]. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass UCP2 und UCP3 die FS- und
Glukoseverwertung beeinflussen, wobei UCP3 vornehmlich in Zellen synthetisiert wird, die
3-Oxidation betreiben und UCP2 in Zellen hochreguliert ist, die ihre Energie iiber die
Glykolyse gewinnen [94, 95]. Es stellte sich die Frage, ob pradiabetische Mause ebenfalls
eine Verdnderung der UCP2- und UCP3-Expression aufweisen und ob diese moglichen
Verinderungen Ahnlichkeiten zu den bereits beschriebenen Expressionsmustern der
metabolischen Marker zeigen. Dies konnte ein weiterer Hinweis auf einen Einfluss von
UCP2 und UCP3 auf metabolische Abldufe sein. Um die Expression fiir die codierenden
Gene (Ucp3 und Ucp?2) zu untersuchen wurde eine qPCR durchgefiihrt, die Unterschiede in
der Expression von UCP3 und UCP2 zwischen WT- und DIO-Mé&usen sowohl in der basalen

Situation, als auch signifikant nach Eintreten eines Myokardinfarktes zeigte.

So ergab die Auswertung des septalen Gewebes wie in Abb. 3.16 A zu sehen eine 6-fache
relative Erhohung der Genexpression von UCP3 (Fold change: 5,99 +2,59) bei DIO-
Maiusen ohne Myokardinfarkt im Vergleich zu WT (Fold change: 1 +0,47). Eine dhnlich
hohe Expression konnte bei WT-Midusen mit Infarkt gemessen werden (Fold change:
5,2+3,86), wihrend die DIO-Tiere nach Eintreten eines Infarktes sogar eine
hochsignifikante Hochregulation der Expression von UCP3 aufwiesen verglichen zu basalen
WT-Miéusen (Fold change: 10,52 +2,88). Im Vergleich zu basalen DIO-Herzen entspricht

dies nahezu einer Verdopplung der UCP3-Expression verursacht durch einen Infarkt. Eine
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IGF-1-Behandlung zeigte bei den DIO-Miusen mit Infarkt keine Anderung der
Genexpression von UCP3 (Fold change: 11,5 £ 4,07).
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Abb. 3.16: Darstellung der relativen Genexpression von UCP3 und UCP2 vor und nach I/R und einer
folgenden IGF-1-Behandlung. WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen ohne Ischdmie und 3 Tage
nach Eintreten der Ischdmie wurden entnommen und Gewebeproben aus dem Remote und der AAR
herausprépariert. Dabei erhielt eine DIO-Gruppe iiber 3 Tage nach I/R eine IGF-1-Behandlung. Dargestellt ist
die mittels qPCR ermittelte, relative Genexpression (Fold change) von UCP3 (A, C), UCP2 (B, D), im
Verhiltnis zum Referenzgen NUDC. Die Mittelwerte der WT wurden auf 1 normalisiert. (A) Die Abbildung
der relativen Genexpression von UCP3 zeigt eine verstarkte Expression von UCP3 im DIO-Myokard und einen
signifikanten Anstieg nach Eintreten des I/R in DIO-Herzen, wéhrend der Anstieg in der WT-I/R-Gruppe
geringer ausfallt. (B) Es zeigte sich eine leicht erhohte UCP2-Expression in basalen DIO-Herzen. Des Weiteren
war die Expression nach Infarkt deutlich in allen I/R-Gruppen erhoht, jedoch hochstsignifikant im WT-I/R. (C)
UCP3 zeigte nach I/R eine signifikante Abnahme der Expression im infarzierten Gewebe der DIO-Méuse,
wahrend die Expressionsabnahme in WT-I/R-Proben deutlich geringer ausfiel. (D) Die Abbildung stellt eine

hochstsignifikante Expressionszunahme von UCP2 im infarzierten Myokard aller drei Gruppen nach I/R dar.
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(n=4). Die Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
durch einen one-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, wobei: * =p-Wert <0,05, ** =p-Wert <0,01 und
**% = p-Wert < 0,001 als signifikant gewertet wurde. Es gilt: * p versus WT, # p versus DIO, § p versus WT
I/R.

Die Auswertung der relativen Genexpression von UCP2 im Remote-Gewebe zeigte einen
gegenldufigen Verlauf zur UCP3-Expression (Abb. 3.16 B). Basale DIO-Mause wiesen
lediglich eine Verdopplung der Expression auf (Fold change: 2,02+0,62).
Interessanterweise konnte in der Gruppe der WT-Méuse nach Eintreten des Infarktes eine
signifikante Zunahme der Expression von UCP2 um das 52-fache (Fold change:
51,86 +12,67) gezeigt werden, dhnlich wie es zuvor bei GLUT4 beobachtet wurde.
Betrachtet man die Expression von UCP2 in den DIO-Tieren nach Infarkt (Fold change:
8,13 £2,71), so konnte zwar auch eine erhohte Expression im Vergleich zur Basalsituation
gezeigt werden, jedoch fillt diese geringer aus als bet WT-Tieren mit Infarkt. Eine IGF-1-
Behandlung der DIO-I/R-Méuse zeigt keinen Effekt (Fold change: 12,68 + 4,48).

Im Gewebe der AAR konnte fiir UCP3 (Abb. 3.16 C) eine deutlich signifikante Erh6hung
der Expression bei DIO-Maiusen (Fold change: 7,59 +2,08) im Vergleich zu WT-Méiusen
(Fold change: 1 £0,38) nachgewiesen werden, was der bereits beschriebenen Tendenz im
Remote-Gewebe dhnelt. Nach einem Infarkt, zeigten die DIO-Tiere zwar eine verringerte
UCP3-Expression, jedoch war diese weiterhin deutlich groBer als in den WT-Tieren nach
Infarkt (Fold change: 2,89 + 1,88). Die IGF-1-Behandlung zeigte keinen Effekt auf die
UCP3-Expression in den DIO-Méusen (Fold change: 3,18 = 1,87). Bei den WT-Méusen mit
I/R kam es zu keiner signifikanten Anderung der Expression im Vergleich zur basalen

Kontrollgruppe (Fold change: 0,52 + 0,39).

Die UCP2-Expression im AAR-Gewebe (Abb. 3.16 D) zeigte dhnliche Muster sowohl in
WT- als auch in DIO-Tieren verglichen zur Expression im Remote-Gewebe. Ebenso war die
UCP2-Expression in der Gruppe der WT-Méuse mit I/R im AAR- und Remote-Gewebe
gleichwertig erhoht (Abb. 3.17 A). In der Gruppe der DIO-Mause mit I/R zeigte sich jedoch
ein signifikanter Unterschied zwischen den Regionen (Abb. 3.17 B), der einer 4,5-fachen-
Zunahme der Expression in der AAR (Fold change: 4,54 + 2,13) verglichen zum Remote
entsprach. Diese Signifikanz verstdrkte sich durch eine IGF-1-Behandlung (Fold change:
3,93+ 0,42, Abb. 3.17 C).
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Abb. 3.17: Darstellung der relativen Genexpression von UCP2 im Remote- und AAR-Gewebe. Es wurden
WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen und 3 Tage nach Eintreten der Ischdmie entnommen und eine
Gewebeprobe aus dem Bereich des Remotes und der AAR herauspripariert. Dabei erhielt eine DIO-Gruppe
iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine IGF-1-Behandlung. Dargestellt ist die mittels qPCR
ermittelte, relative Genexpression (Fold change) von UCP2, die im Verhéltnis zum Referenzgen NUDC
berechnet wurde. Dabei wurde jeweils die gemessene Expression im Remote-Gewebe mit der in der AAR einer
jeden Gruppe verglichen und die Mittelwerte des Remotes auf 1 normalisiert. (A) In wildtypischen Herzen mit
I/R wurde kein Unterschied in der UCP2-Expression zwischen den beiden Gebieten gemessen. (B und C) Im
infarzierten Gewebe der DIO-Herzen mit und ohne IGF-1-Behandlung zeigte sich verglichen zum Remote-
Gewebe ecine signifikant hohere Expression von UCP2. (n=4). Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen unpaired two-tailed
Student’s t-Test, wobei: * =p-Wert < 0,05, ** =p-Wert <0,01 und ***=p-Wert <0,001 als signifikant

gewertet wurde.

Zusammenfassend zeigte sich, dass bei DIO-Maiausen nach einem Myokardinfarkt im
Remote-Gewebe eine erhohte Genexpression von UCP3 im Myokard auftritt, wiahrend
UCP2 in dieser Gruppe im Vergleich zu WT-Méusen mit I/R weniger stark exprimiert wird.
Basale DIO-Méuse weisen im Vergleich zu WT-Méusen vor allem eine verstérkte
Expression von UCP3 auf. Ein Pridiabetes beeinflusst somit die Anhdufung von UCP3 im
Myokard sowie die von CPTI1B, einem Marker der Fettsdureverwertung. Nach einem
Myokardinfarkt scheinen pridiabetische Tiere im Gegensatz zu WT-Méiusen in ihrer
metabolischen Flexibilitdt eingeschriankt zu sein. Insbesondere die Glukoseverwertung ist
im Vergleich zu normal erndhrten Tieren mit I/R reduziert, ebenso wie die Expression von
UCP2. Die parallelen Verdanderungen in der Genexpression der UCPs und anderer Marker,

die direkt am Metabolismus beteiligt sind, deuten auf einen metabolischen Einfluss der
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Uncoupling Proteins hin. Aber auch ein Einfluss auf die ROS-Produktion durch UCP2 und
UCP3 ist im Bezug auf pradiabetische Bedingungen durchaus relevant und sollte diskutiert

werden.
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4 Diskussion

Ubergewicht und die Entwicklung einer Adipositas gelten nicht nur als eigenstindige
Erkrankung, sondern sind auch wichtige Risikofaktoren fiir die Entstehung kardiovaskulérer
Komorbiditdten, Diabetes mellitus und einiger Krebserkrankungen. Durch die rasant
ansteigende Prdvalenz der Adipositas bei Erwachsenen aber auch schon im Kindesalter,
erhilt die Erkrankung eine zunehmend wichtige Rolle durch wirtschaftliche Folgen, in der
allgemeinen Privention und in der Forschung, in der die genauen Auswirkungen von
Ubergewicht analysiert werden [187]. Das Krankheitsbild des T2DM ist multifaktoriell und
fiihrt insbesondere durch die Vielzahl an chronischen Langzeitschdden zu einer hohen
Mortalitit. Die Vorstufe des T2DM, der Pridiabetes, wird unter anderem durch Ubergewicht
ausgelost und ist mit bereits erhohten Blutglukosespiegeln und einer beginnenden
Insulinresistenz assoziiert. Pradiabetes gilt als relevanter aber umkehrbarer Risikofaktor fiir
T2DM und dem damit verbundenen erhohten kardiovaskuldren Risikoprofil [198]. Jedoch
konnten bereits Verdanderungen am Herzen durch einen Priadiabetes beschrieben werden. So
zeigten Untersuchungen, dass bei mehr als 60 % der Personen, bei denen eine
Herzkatheteruntersuchung aufgrund des Verdachts einer KHK durchgefiihrt wurde, ein
bislang unentdeckter Pridiabetes oder sogar T2DM diagnostiziert werden konnte [260]. Ein
MI ausgelost durch eine KHK gilt als die Haupttodesursache bei Patienten mit T2DM und
ist mit einer doppelt so hohen Mortalitdt im Vergleich zu Nicht-Diabetikern verbunden [261,
262].

Diese Arbeit thematisierte in einem durch eine fett- und zuckerhaltige Diédt induzierten
pradiabetischen Mausmodell die strukturellen und funktionellen Auswirkungen auf das Herz
basal, sowie nach Eintreten einer Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion, wie es der
Myokardinfarkt als hdufige Komorbiditét darstellt. Die wesentlichen Ergebnisse lassen sich

wie folgt zusammenfassen:

1) Auf struktureller Ebene wurde nach einer fett- und zuckerhaltigen Didt eine
signifikante Wanddickenzunahme des Myokards mit Ausbildung einer
konzentrischen Herzmuskelhypertrophie nachgewiesen.

2) Ein Préddiabetes allein fiihrt zu keiner vermehrten Kollagen III-Einlagerung im

murinen Herzen.
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3) Das préidiabetische Myokard zeigt basal einen erhohten Fettsduremetabolismus.
Nach Eintreten eines MI scheint der Wechsel zur vermehrten Glukoseverwertung
eingeschrinkt zu sein.

4) UCP2 und UCP3 haben Einfluss auf Metabolismus im pradiabetischen Mausmodell.

5) IGF-1 =zeigt keine signifikanten Effekte auf die Expression Metabolismus-

assoziierter Gene.

4.1 Herzmuskelhypertrophie als Kompensationsmechanismus bei

Pradiabetes

Menschen mit einem Préddiabetes haben ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen, sowie fiir die Entwicklung eines T2DM [263]. Bereits viele Jahre vor der
Diagnose eines T2DM mit einer Hyperglykdmie zeigt sich eine beginnende Insulinresistenz,
die Auswirkungen auf verschiedene Organe wie Leber, Niere, Skelettmuskulatur aber auch
das Herz hat. Im préadiabetischen Mausmodell konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
die fett- und zuckerhaltige Diét zu einer Wanddickenzunahme des Myokards fiihrt, wihrend
der Innendurchmesser des linken Ventrikels abnimmt (siehe Kapitel 3.2.1). Diese
Kombination deutet auf die Ausbildung einer konzentrischen Herzmuskelhypertrophie hin.
Auch die linksventrikuldre Masse nahm zu (sieche Kapitel 3.2.2). In einer Studie von De
Marco et al. konnte neben einer linksventrikuldren Massenzunahme auch eine beginnende
systolische und diastolische Dysfunktion bei Menschen mit Priddiabetes und T2DM
beschrieben werden [264]. Auch die Progression der kardialen Dysfunktion bis zur
Herzinsuffizienz ist bei T2DM deutlich erhoht und die Prognose verschlechtert [265, 266].
Des Weiteren wurde in vorangegangenen Arbeiten ein erhohter Sauerstoffbedarf des
hypertrophen Herzens nachgewiesen mit der Auswirkung, dass ein Oz-Mangel bei
Hypertrophie verstirkt zu kardiovaskuldren Erkrankungen wie Arrhythmien und
Myokardinfarkten beitrdgt [267]. Der Herzmuskel besteht vor allem aus Kardiomyozyten,
die 70—-80% der Herzmasse ausmachen, aber auch aus Fibroblasten, glatten
GefaBmuskelzellen, Endothelzellen und Immunzellen [268]. Da sich die meisten
Kardiomyozyten nicht teilen konnen, geht man davon aus, dass die Massenzunahme bei
konzentrischer Hypertrophie mit einer lateralen VergroBerung der Kardiomyozyten infolge
einer gesteigerten Proteinbiosynthese einhergeht [120, 269, 270]. Die konzentrische
Herzmuskelhypertrophie wird hiufig als Kompensationsmechanismus bei einer erhhten
Druckbelastung beschrieben [119]. Diese resultiert zum Beispiel aus einer arteriellen

Hypertonie, die als hdufige Komorbiditét bei einem Pridiabetes auftritt [271]. Fiir das hier
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untersuchte Mausmodell liegen bisher keine Blutdruckdaten vor, so dass ein genaueres
Monitoring des Blutdrucks und weitere echokardiographische Analysen bei dem uns
vorliegenden Mausmodell zu weiteren Erkenntnissen beziiglich der genauen Ursache der
Hypertrophie beitragen kdnnten. Woodiwiss et al. zeigten jedoch auch, dass Ubergewicht
allein zu einer konzentrischen Herzmuskelhypertrophie fiihrt in Abwesenheit einer
Hypertonie [272]. In vorangegangenen Studien wurde das Vorliegen einer Hypertrophie im
Rahmen eines T2DM ohne die Existenz weiterer kardiovaskuldrer Komorbidititen
beschrieben [273], was erstmalig durch Rubler et al. als diabetische Kardiomyopathie
benannt wurde [274]. Dabei scheinen vor allem die Hyperglykdmie, die zeitweise
bestehende Hyperinsulindmie und die Insulinresistenz im Rahmen des T2DM fiir die
Pathogenese verantwortlich zu sein. Weitere Arbeiten beschrieben, dass es neben der
ventrikuldren Hypertrophie zu einer zunehmenden Myokardfibrose kommt, die durch eine
Erhohung inflammatorischer Zytokine ausgelost werden kann. Ergebnis des daraus
folgenden Remodelings ist in der der Regel zunéchst eine diastolische, spéter aber auch aber
auch systolische Dysfunktion [275-278]. In unserem Mausmodell konnten Untersuchungen
aus unserem Institut jedoch zeigen, dass DIO- im Vergleich zu WT-Méusen im
Untersuchungszeitraum eine leicht verbesserte Ejektionsfraktion aufweisen (unpublished
data, Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie, [279]). Dies deutet auf eine bislang
fehlende kardiale Dysfunktion hin. Die Hypertrophie scheint hier einen kompensatorischen
Effekt auszuiiben, um die Kontraktilitdt aufrechtzuerhalten. Eine zunéchst physiologische
Hypertrophie ohne kardiale Dysfunktion kann jedoch bei Voranschreiten der Pathogenese
und einem fibrotischen Umbau in eine pathologische Hypertrophie mit der Entstehung einer
Herzinsuffizienz iibergehen, wie es von Shimizu et al. beschrieben wurde [280]. All diese
Erkenntnisse demonstrieren die groBe Bandbreite der Atiologie der konzentrischen
Herzmuskelhypertrophie und geben Grund zur Annahme, dass im Rahmen einer gestorten

Glukosetoleranz multifaktorielle Einfliisse existieren.

4.2 Fibrotische Umbauprozesse im pradiabetischen Modell nicht

sichtbar
Die Hauptaufgabe des Herzmuskels ist die Kontraktion mit anschlieBender Relaxation, um
die Pumpfunktion und somit die Blutversorgung des Korpers aufrechtzuerhalten. Ein
vermehrter Einbau von Kollagen und anderer Matrixproteine schrankt diese Beweglichkeit
ein und fiihrt zu einer sekundéren Fibrose [178]. Meine Ergebnisse in Abb. 3.7 zeigen, dass

die fett- und zuckerhaltige Diét bei pradiabetischen DIO-Mausen basal zu keiner vermehrten
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Kollagen IlI-Einlagerung in das Myokard fiihrt. Auch eine Studie von Storz et al. wies keine
signifikanten fibrotischen Verdnderungen bei relativ gesunden Patientenpopulationen mit
Préadiabetes nach [281]. Diese Ergebnisse passen zu den vorherigen echokardiographischen
Untersuchungen meiner Arbeitsgruppe, in denen bei DIO-Tieren keine Anzeichen einer
kardialen Funktionseinschrinkung nachgewiesen werden konnten (unpublished data,
Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie, [279]). Kongruent dazu konnte eine Studie von
Kitamura et al. zeigen, dass die Menge an eingelagertem Kollagen III signifikant mit der
Einschrinkung der diastolischen Funktion und der Ejektionsfraktion als Marker der
systolischen Funktion korreliert [282]. Eine Studie von Carroll et al. wies dagegen eine
vermehrte Fibrose mit Kollageneinlagerung bei Kaninchen nach einer Diét von 12 Wochen
nach. In dieser Arbeit wurde jedoch nur das Ubergewicht protokolliert und keine Angaben

zu einem eventuell verdnderten Zuckerstoffwechsel veroffentlicht [283].

Wihrend der Literaturrecherche fiel zudem auf, dass in einigen Studien nur die allgemeine
Zunahme an Kollagen bei der Entstehung der Fibrose beschrieben wurde und nicht die
genaue Typisierung der verschiedenen Kollagen-Arten. Eine pathologische Hypertrophie
geht in der Regel mit einer interstitiellen Fibrose und dem Absterben von Kardiomyozyten
einher, wobei die Konzentration von Typ I Kollagen und die Aktivierung von
Myofibroblasten zunimmt. In mehreren Studien konnte bislang gezeigt werden, dass die
relative Zunahme der Kollagen I-Expression eher zu einer verminderten Dehnbarkeit der
Ventrikel fiihrt, wihrend eine gesteigerte Kollagen III-Synthese aufgrund der erhdhten
Elastizitdt die Entwicklung einer Ventrikeldilatation begiinstigt [284, 285]. In diesem
Zusammenhang, wire eine Untersuchung der Kollagen I-Expression im Myokard von
Bedeutung. Es ist jedoch aufgrund der guten Kontraktilitit bei den DIO-Herzen nicht von
einer starken Kollagen I-Einlagerung auszugehen. Die Effekte der fett- und zuckerhaltigen
Didt scheinen in einem so frithen Stadium keine mafgeblichen Auswirkungen auf die
strukturellen Eigenschaften der extrazelluliren Matrix zu haben. Bei einer lidngeren
Fiitterungsdauer konnten weitere Einfliisse eventuell zu sehen sein. In einer Studie von
Calligaris et al. wurde nach einer acht monatigen Fiitterung fettreicher Nahrung eine
Uberexpression sowohl von Kollagen I als auch III nachgewiesen, nach 16 Monaten sogar
eine signifikante Herzmuskelhypertrophie mit deutlicher Myokardfibrose [286]. Es muss
jedoch bedacht werden, dass der Ubergang in einen manifesten T2DM, bei dem strukturelle
Verinderungen in der Literatur beschrieben wurden, flieBend ist und ebenfalls genau erfasst

werden miisste. Diese Verdnderungen untersuchte die Arbeitsgruppe von Regan et al. bereits
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1981 am Myokard von Hunden. Der nachgewiesene vermehrte Einbau von interstitiellem
Kollagen verstirkte die Steifigkeit der Herzkammern und senkte die Kontraktionskraft

[287].

In weiteren Studien wurde beschrieben, dass insbesondere auf Ebene der Kardiomyozyten
Defekte in der Erregungsweiterleitung (Verlust der autonomen Funktion) und der
Calciumhomdoostase sowie erhohter oxidativer Stress vorliegen, aber auch metabolische
Verdnderungen wie ein erhdhter FS-Metabolismus und der Verlust insulinabhingiger
Glukosetransporter nachweisbar sind (sieche auch Kapitel 4.3) [277, 288]. Auch bei
Myokardproben von Menschen mit einem Diabetes wurde eine erhdhte perivaskuldre und
interstitielle Fibrose in Abwesenheit anderer kardiovaskuldrer Erkrankungen beobachtet
[289]. So konnte die Arbeitsgruppe von Gao et al. eine positive Korrelation zwischen dem

Ausmal der Fibrose und der Héhe des HbA 1c nachweisen [290].

Das Absterben von Kardiomyozyten geht mit dem Ersatz des Gewebes durch Fibroblasten
einher. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte
Blutglukosekonzentration die Fibroblastenproliferation stimuliert, die Umwandlung in
Myofibroblasten fordert und die Transkription und Sekretion extrazelluldrer Matrixproteine
aktiviert [291, 292]. Mechanistisch ist davon auszugehen, dass die vermehrten
Kollagenablagerungen mit einer erhdhten Expression von Bindegewebswachstumsfaktoren
wie TGF-f zusammenhingen, die die Kollagenproduktion anregen, wiahrend der Zelltod vor
allem mit erhdhtem oxidativem Stress in Verbindung gebracht wird [293-296]. In einer
Studie von Kwon et al. konnte gezeigt werden, dass ROS zum Verlust von Herzmuskelmasse
im Rahmen des Remodelings beitragen, indem sie die Apoptose von Kardiomyozyten
induzieren [297]. Zudem zeigten Van Linthout et al. eine Dysregulation des extrazelluldren
Matrixabbaus aufgrund einer Umstrukturierung der Matrix-Metalloproteinasen (MMP), die

zu einem erhohten Bindegewebsanteil in diabetischen Herzen beitrigt [298].

Zusammengefasst scheinen die fibrotischen Umbauprozesse mit Kollageneinlagerung und
Dysregulation der MMPs, die bei einem Diabetes zu finden sind, im pradiabetischen Modell
noch nicht nachweisbar zu sein. Die Dauer der Hyperglykdmie und die bislang fehlende

Insulinresistenz konnten hierfiir ausschlaggebend sein [299].
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4.2.1 Grofle Variabilitit maskiert strukturelle Umbauprozesse nach MI im
pradiabetischen Myokard
Das Risiko einen MI innerhalb von 10 Jahren nach Erstdiagnose eines T2DM zu erleiden
liegt bei iiber 20 % [300]. Auch ein Priddiabetes und die meist damit verbundenen
Komorbidititen wie Ubergewicht, arterielle Hypertonie und Dyslipidimie erhdhen durch die
Entstehung einer Atherosklerose das Risiko enorm. In einer Studie von Stacey et al. konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl unerkannter MI bei pradiabetischen Patienten mit einer
dreifach hoheren Pravalenz verbunden ist im Vergleich zu normoglykdmen Patienten [301].
Mit Eintreten eines M1 beginnt das kardiale Remodeling bis zur Entstehung einer sekundiren
Fibrose. Dabei zeigen sich Umbauprozesse nicht nur im ischdmischen Infarktgewebe,

sondern auch im Remote-Bereich.

Erste immunhistochemische Analysen in dieser Arbeit zeigten in WT-Méusen nach einer
induzierten Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion eine leicht erhohte Kollagen III-
Einlagerung in das nicht infarzierte Myokard (Remote-Gewebe). Bei DIO-Herzen ergab sich
lediglich eine leichte Tendenz einer vermehrten Kollagen IlI-Einlagerung in das Remote-
Gewebe (siehe Kapitel 3.3.1). Auf Transkriptionsebene wurde dagegen eine hoéhere
Kollagen III-Expression bei WT nach I/R gemessen (siche Kapitel 3.3.2). Bei beiden
Methoden zeigte sich jedoch eine grole Variabilitdt innerhalb der Gruppen. Diese konnte
mit der Komplexitit des Heilungsprozesses nach einem MI, aber auch aufgrund der
unterschiedlichen GroBe des ischdmischen Areals zusammenhingen. Wie bereits in der
Einleitung beschrieben baut sich das nicht infarzierte Myokard zur Kompensation um und
weist eine Kardiomyozytenhypertrophie auf, die von einer fortschreitenden interstitiellen
Fibrose begleitet wird. Zudem konnte in einer Studie gezeigt werden, dass wiahrend der
inflammatorischen Phase eine lokale Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten einen
chronischen Umbau der extrazelluldren Matrix im Remote-Gewebe auslosen [302]. Zu
Beginn dieser Arbeit wurde hypothetisch von einer vermehrten Kollageneinlagerung in
DIO-Miusen nach MI ausgegangen, da Diabetes aber auch Ubergewicht allein mit einem
Umbau der extrazelluldren Matrix assoziiert sind insbesondere auch durch inflammatorische
Prozesse. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass durch die erhdhte Blutglukose
matrixforderne Proteine in diabetischen Herzen vermehrt gebildet werden und {iber
verschiedene Signalwege kardiale Fibroblasten aktivieren [303, 304]. Der Einbau an
kollagenreicher Matrix scheint nicht nur von der Umwandlung der Myofibroblasten

abhingig zu sein, sondern auch durch Makrophagen, Kardiomyozyten und Endothelzellen

&3



Diskussion

beeinflusst zu werden, die durch Sekretion von Wachstumsfaktoren die von Fibroblasten
abgeleitete Kollagensynthese stimulieren [305-307]. Der hyperglykédme Zustand, verbunden
mit der Insulinresistenz und der gesteigerten inflammatorischen Reaktion, kann zu einer
Storung wéhrend der Reparatur nach einem MI fithren, was zu einer fehlerhaften Heilung
beitrdgt und die NarbengroBe negativ beeinflusst [308, 309]. Es existieren jedoch auch
kontroverse Ergebnisse, bei denen eine verminderte Narbengrole nach MI bei
iibergewichtigen Ratten nachgewiesen wurde, wobei die genauen Mechanismen ungekléart

sind [310].

Neben der Tatsache, dass das hier vorliegende Mausmodell eine leichte Form des
Pradiabetes aufweist, bei der mdgliche Prozesse des fibrotischen Umbaus noch nicht
vollzogen sind, spielt die pathophysiologische Heterogenitét von Adipositas und Diabetes /
Pradiabetes in Kombination mit der Komorbiditit eines MI eine entscheidende Rolle, was

die Analyse im Einzelnen erschwert und weiter erforscht werden muss.

4.2.2 Anzeichen fiir protektive Effekte von IGF-1 im Rahmen des Remodelings

IGF-1 ist ein regulatorisches Peptid, welches als Wachstumsfaktor Einfluss auf
Zellwachstum und Zelldifferenzierung hat, aber auch als anaboles Hormon den kardialen
Stoffwechsel beeinflusst [311]. Aufgrund nachgewiesener protektiver Effekte im
kardiovaskuldren Gebiet, riickt IGF-1 zunehmend in den Vordergrund der Forschung, jedoch
mit kontroversen Ergebnissen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine dreitidgige
IGF-1-Gabe nach einem MI einen leicht positiven, aber nicht signifikanten Effekt auf die
Kollagen III-Einlagerung im Myokard hat. So wurde bei DIO-Herzen mit IGF-1-
Behandlung nach MI sowohl immunhistochemisch als auch auf Transkriptionsebene eine
etwas geringere Kollagen III-Menge als bei DIO-Méusen nach MI nachgewiesen (siehe
Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). Der positive Effekt von IGF-1 auf das kardiale Remodeling nach
einem MI wurde bereits durch unsere Arbeitsgruppe bei wildtypischen Maéusen
demonstriert. Dabei war die Narbengrof8e nach einer kurzzeitigen IGF-1-Gabe verringert
[258]. Ebenso konnte in dieser Studie und in anderen vorangegangen Arbeiten gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von IGF-1 beziehungsweise die kurzzeitige IGF-1-Gabe
nach einem MI die Angiogenese fordert und die kardiale Funktion verbessert. Auch Zellen
der frithen Immunantwort scheinen die Prozesse zu beeinflussen [312, 313]. Experimentelle
Studien mit einer induzierten Herzinsuffizienz oder einem MI, stiitzen diese These. In diesen
fordert IGF-1 das physiologische Herzwachstum und reduziert die Apoptose sowie

Kollagenablagerungen, wodurch die Herzfunktion und das Uberleben verbessert wurde
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[314-316]. Durch seine Wirkung auf die Regeneration des Herzmuskels kann IGF-1 den
Beginn einer Herzinsuffizienz verzogern, indem unter anderem die Kontraktilitdt und das
Schlagvolumen verbessert wird [317-319]. Jedoch werden in der Literatur auch kontroverse
Ergebnisse beschrieben, die eine weitere Forschung von Noten machen. In einer Studie von
Andreassen et al. wurde eine Korrelation zwischen erhohten IGF-1-Spiegeln mit einer
erhohten Mortalitdt und der Entwicklung einer Herzinsuffizienz nachgewiesen [320].
Blackstock et al. zeigte, dass IGF-1 die Kollagen I-Synthese in glatten GefaBmuskelzellen
und dessen extrazelluldre Anreicherung stimuliert [321], wéahrend die Arbeitsgruppe von
Huang et al. eine gesteigerte Kollagensynthese und Hypertrophie neonataler
Kardiomyozyten in Ratten nachwiesen [322]. Auch eine Untersuchung von Iswandi et al.
mittels  nuklearmedizinischer =~ Untersuchung  (Single-Photon-Emissionscomputer-
tomographie, SPECT) beschrieb keinen Zusammenhang zwischen IGF-1-Spiegeln im
Verhiltnis zur Infarktgrofe [323].

Im Bereich der Signaltransduktion wirkt IGF-1 auf Rezeptor-Tyrosinkinasen gekoppelte
Rezeptoren [324]. Sie scheinen eher einen Einfluss auf ein kompensatorisches
(physiologisches) Kardiomyozytenwachstum zu haben. So konnte eine Studie von Bueno et
al. zeigen, dass genetisch veridnderte Miuse, bei denen die ERK-Kaskade aktiviert wurde,
eine Form der kompensierten Hypertrophie aufwiesen, die nur leichte Anzeichen einer
veranderten Histologie oder Fibrose hatten, dhnlich dem pridiabetischen Modell. Diese
Kaskade wird auch unter anderem durch IGF-1 aktiviert [325]. Es wire interessant im
Weiteren zu untersuchen, ob sich die bereits nachgewiesene konzentrische
Herzmuskelhypertrophie bei DIO-Méusen nach einer IGF-1-Gabe verdndert. Bei einer
Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion aktiviert IGF-1 ebenfalls den PI3K/Akt-Signalweg
und reduziert so die kardiale Dysfunktion und Fibrose wie es von Khan et al. gezeigt wurde
[326]. Diese Signalkaskade scheint somit durch eine kurzzeitige Aktivierung protektive
Effekte auszuiiben, die mit einer kompensierten Herzmuskelhypertrophie und einer
verminderten Fibrose einhergehen, wihrend in Modellen mit einer dauerhaften
Uberexpression ebenfalls eine kardiale Dilatation und Dysfunktion nachgewiesen wurde
[327, 328]. Dieses Ergebnis gibt Grund zur Annahme, dass eine dauerhafte IGF-1-Gabe, die
unter anderem zur Aktivierung der PI3K/Akt Signalkaskade fiihrt, negative Effekte haben
kann. Die beschriebenen Abldufe stellen nur einen Ausschnitt der Effekte von IGF-1 dar.
Das Hauptproblem in der therapeutischen Gabe von IGF-1 scheint in der Komplexitét der

verschiedenen folgenden Signalwege zu liegen. Wihrend das Zellwachstum zum einen zu
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einer Kompensation der Herzfunktion beitrigt, fithrt eine dauerhafte Aktivierung eher zu
einer Verschlechterung der kardialen Kontraktilitit. Daher kdnnte ein gezielteres Ansteuern
einzelner nachfolgender Signalwege von IGF-1 durch medikamentdse Liganden eher von

Nutzen sein.

Doch wie beeinflusst die IGF-1-Gabe das Remodeling bei Ubergewicht und Pridiabetes?
Eine verringerte NarbengroBle bei DIO-Méusen im préadiabetischen Modell durch IGF-1
konnte in dieser Arbeit, anders als bei WT zuvor, nicht gezeigt werden (siehe Kapitel 3.3.3).
Die untersuchte Gruppe an Myokardproben war mit einer Anzahl von drei pro Gruppe

jedoch sehr klein, was eine eindeutige Limitation darstellt.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass IGF-1 die Insulinsensitivitdt erhdht und
den Blutzuckerspiegel senkt, auch bei einem gestdrten Glukosestoffwechsel [329, 330].
Reduzierte IGF-1-Spiegel werden mit einer gestorten Glukosetoleranz und T2DM in
Verbindung gebracht [331]. Zudem zeigen iibergewichtige Erwachsene und sogar Kinder
erniedrigte IGF-1-Werte verbunden mit erhohten Niichternglukosewerten. Das Ausmaf3
korreliert dabei mit der Menge an Korperfett [332, 333]. In unserem pridiabetischen
Mausmodell sind die basalen IGF-1-Spiegel bisher unbekannt und miissten fiir eine genaue
Einordnung der Befunde untersucht werden. Erniedrigte IGF-1-Spiegel konnten den Effekt
der induzierten IGF-1-Gabe nach I/R maskieren, da die Dosis im Vergleich zu WT
moglicherweise nicht ausreicht, um dhnliche Ergebnisse in Bezug auf die Narbengrofle zu
messen. In einer Studie von Bailey-Downs et al. konnte gezeigt werden, dass ein IGF-1-
Mangel das kardiovaskuldre System anfélliger fiir die schiddlichen Auswirkungen von
Ubergewicht (gesteigerte Entziindung, vermehrter oxidativer Stress, endotheliale
Dysfunktion) macht [334]. Eine weitere Arbeit, in der Ubergewicht durch eine fett- und
zuckerhaltige Didt bei Mausen induziert wurde, zeigte in einem Beobachtungszeitraum von
12 Wochen Fiitterung sowohl eine verbesserte Glukosetoleranz durch eine IGF-1-Gabe als
auch eine verminderte Kollagen I- und I1I-Einlagerung [335]. Verglichen zu unserem Modell
betrug die Dauer der IGF-1-Gabe hierbei jedoch 7 Tage. Mechanistisch wurde eine
Hochregulation des Akt-Signalweges nachgewiesen. Auch der IGF-1R spielt eine Rolle. So
konnte eine Studie von Huynh et al. zeigen, dass die herzspezifische Uberexpression des
IGF-1R zu einer verminderten Kollagenexpression und Fibrose im diabetischen Mausmodell

beitrigt [336].
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All diese Erkenntnisse untermauern den protektiven Effekt von IGF-1 auf das Herz.
Dennoch existieren auch negative Eigenschaften. Insbesondere eine kurzzeitige und auf die
Kardiomyozyten begrenzte IGF-1-Therapie scheint positiven Einfluss zu haben, wéhrend
die systemische Gabe mit Nebenwirkungen wie Vasodilatation, Tachykardie und
Hypoglykidmie sowie Langzeitfolgen verbunden ist. Dabei konnen die anti-apoptotischen
Eigenschaften und die Beeinflussung des Zellwachstums auch eine Vermehrung maligner
Zellen und somit das Krebsrisiko begiinstigen, ein wichtiger negativer Effekt durch IGF-1
[337, 338].

4.3 Pradiabetes steigert myokardiale FS-Verwertung

Das Herz ist in der Lage sich verschiedenen Stoffwechsellagen anzupassen und so eine
kontinuierliche Energieproduktion aufrechtzuerhalten, um die Funktionsfdhigkeit der
Kardiomyozyten zu gewéhrleisten. Dabei nutzt es unter physiologischen Bedingungen vor
allem FS im Rahmen der B-Oxidation zur ATP-Produktion aber auch Glukose und Laktat
[5]. Unter pathologischen Bedingungen dndert sich jedoch sowohl das Substratangebot als
auch der Energiebedarf. Dadurch kommt es zu einer anderen Gewichtung der

Substratverwertung.

In dieser Arbeit wurde zunichst das myokardiale Expressionsprofil metabolisch relevanter
Gene nach einer fett- und zuckerhaltigen Diét basal untersucht. Erste Analysen konnten
zeigen, dass im pradiabetischen Mausmodell die Fettsdureverwertung gesteigert zu sein
scheint, da die Genexpression von CPTIB leicht erhoht war, wihrend die
Glukoseverwertung bei einer stabilen GLUT4-Expression vermeintlich unverdndert ist
(siche Kapitel 3.4.1). Auch in einer Studie von Yan et al. wurde eine gesteigerte FS-
Oxidation bei iibergewichtigen Méusen beschrieben [339]. Die reduzierte Insulinsensitivitét,
die bereits bei einem Priadiabetes auftritt, fiihrt insbesondere postprandial zu einer Erh6hung
frei zirkulierender FS, die vermehrt in die Kardiomyozyten aufgenommen werden [208,
340]. In einer anderen Studie mit einer Fiitterungsdauer von 16 Wochen wurde ebenfalls
eine gesteigerte FS-Aufnahme (Erhdhung von CD36) und Lipidakkumulation
nachgewiesen, jedoch zeigte sich hier eine reduzierte B-Oxidation. (erniedrigte CPT1B-
Expression) [341]. In Bezug auf die Glukoseverwertung sind in der Literatur kontroverse
Ergebnisse beschrieben, da die Patientenpopulationen meist nicht nur den pradiabetischen
Phénotyp beinhalten, sondern auch Patienten mit T2DM. Kim et al. zeigte dhnlich zu der
GLUT4-Expression in dieser Arbeit, dass Prddiabetes nicht mit einer verringerten
myokardialen Glukoseaufnahme im niichternen Zustand assoziiert war, T2DM dagegen
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schon [342]. Die Arbeitsgruppe von Nielsen et al. untersuchte diesen Zusammenhang eine
Stunde nach oraler Glukoseaufnahme mit dem Ergebnis einer verminderten
Glukoseaufnahme im Herzen. Es ist jedoch nicht bekannt ob es Unterschiede zwischen
Pradiabetes und T2DM in dieser Studie gab, zumal die Studienpopulation zudem eine

Herzinsuffizienz hatte. [343].

Der GLUT4-Transporter gilt als Insulin-abhidngig [21]. Eine verminderte GLUT4-
Expression bei T2DM konnte ein protektiver Mechanismus zur relativen Minderung der
Glukoseaufnahme bei chronischer Hyperglykémie sein [344, 345]. Eine Studie von Sahraoui
et al. untersuchte die metabolischen Verdnderungen am Modell von Wiistenrennmausen
nach einer 16-wochigen fettreichen Diédt. Hier zeigte sich wie in meiner Arbeit eine
gleichbleibende GLUT4-Expression, wihrend eine Hochregulation des Insulin-
unabhéngigen Glukosetransporters GLUT1 beschrieben wurde [341]. Der vermehrte Einbau
von GLUT1 im adulten Herzen wurde auch nach einer Ischdmie oder myokardialem Stress
nachgewiesen [346]. Es wiére daher interessant im weiteren Verlauf sowohl die GLUT1-
Expression, als auch weitere Marker der Glukoseverwertung zu bestimmen, um die
Zusammenhidnge der einzelnen Stoffwechselwege (wie anaerobe Glykolyse,

Pentosephosphatweg, Glukoseoxidation etc.) nachzuvollziehen.

Des Weiteren konnte in unserem Mausmodell eine erhohte PDK4-Expression nachgewiesen
werden (siehe Kapitel 3.4.2). Diese gilt als wichtigster Regulator der PDH und inhibiert so
die Glukoseoxidation. Dies steht im Einklang mit einer fritheren Studie von Crewe et al., in
der eine erhohte PDK4-Expression zusammen mit einer erhdhten Verfiigbarkeit von FS
anstelle von Glukose bei Ubergewicht beschrieben wurde. Diese Verdinderung in der
Substratnutzung geht wahrscheinlich mit einer verringerten myokardialen ATP-Produktion
durch Glukose einher, da die Inhibition des PDH-Komplexes zu einer Anderung der
Glukoseverwertung mit verminderter Oxidation von Pyruvat hin zu einer gesteigerten

Glykolyse fiihrt [347].

Die Analyse der Expression des Transkriptionsfaktors PPARa zeigte in dieser Arbeit
interessanterweise keine Verdanderungen bei DIO-Tieren im Remote-Gewebe (siehe Kapitel
3.4.2), obwohl PPARa unter anderem die Transkription der bereits beschriebenen Gene wie
PDK4 und CPT1B induziert. In einer Studie von Finck et al. fiihrte die Uberexpression von
PPARo im Myokard zu einem deutlichen Anstieg der FS-Aufnahme, B-Oxidation und

Fetteinlagerung aufgrund einer Erhdhung der an diesen Prozessen beteiligten Enzyme [259].
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Im Gegensatz dazu wurde bei Experimenten mit einer Deletion von PPARa (PPARa-
Knockout), eine reduzierte Expression relevanter Gene der B-Oxidation und parallel ein
Anstieg der Glukoseoxidation nachgewiesen [348, 349]. Die unverdnderte PPARa-
Expression und damit scheinbare Diskrepanz, die auch bei diabetischen Méusen beobachtet
wurde [350], konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die PPARo-Aktivitdt unabhingig von
der Genexpression erhoht sein konnte oder die verdanderten Stoffwechselprozesse hier nicht
von PPARa abhingig sind. Die PPARa-Expressionshohe allein ist daher moglicherweise

kein geeigneter Marker des kardialen Substratstoffwechsels in vivo.

4.4 Anderung der metabolischen Flexibilitit nach MI im priidiabetischen

Modell

Nach einem MI kommt es im Remote-Gewebe zu einer metabolischen Umstellung
(metabolic switch) [8]. Dieser beinhaltet die vermehrte Glukoseverwertung insbesondere im
Rahmen der anaeroben Glykolyse [134]. Untersuchungen in dieser Arbeit konnten zeigen,
dass es nach Eintreten eines MI mit anschlieBender Reperfusion zu einer
Expressionszunahme von CTP1B bei WT und im DIO-Modell kommt, die jedoch in der
Hoéhe nicht zwischen den Gruppen variiert (siche Kapitel 3.4.1). Auch die Expression von
GLUT4 war gesteigert. Im WT zeigte sich eine deutliche Expressionszunahme von GLUT4,
wihrend die PDK4-Expression (mit einer grolen Variabilitdt innerhalb der Proben) nur
leicht erhoht war (siehe Kapitel 3.4.2). Dieser Zusammenhang deutet darauf hin, dass bei
WT nach einer I/R der ,metabolische Switch“ mit einem Wechsel zur vermehrten
Glukoseverwertung stattgefunden hat, wie es zu erwarten war. Im pradiabetischen Modell
scheint diese Flexibilitdt eingeschrinkt zu sein, da eine geringere Zunahme der GLUT4-
Expression nachgewiesen wurde, die fiir eine zwar leicht erhdhte Glukoseverwertung
spricht, jedoch in geringerem Male als bei WT-Herzen. Zudem zeigte sich eine vermehrte
PDK4-Expression im DIO-Myokard verglichen zu WT mit I/R (Abb. 4.1). Eine relative
Erhohung der FS-Verwertung fiihrt zu einer Entkopplung der Glukoseoxidation von der
Glykolyse, passend zu der gesteigerten PDK4-Expression, was zu einer Anhdufung von
Wasserstoffionen fithrt und durch intrazellulire pH-Verschiebungen die Kontraktilitéit
einschrankt [145, 351]. Beobachtungen in mehreren Studien fiihrten zu therapeutischen
Ansitzen, die den Glukosestoffwechsel bei Herzinsuftizienz fordern, da davon ausgegangen
wurde, dass dies die Schiadigung positiv beeinflusst und die Effizienz der kardialen ATP-
Generierung unter hypoxischen Bedingungen nach einem MI erhéht [352, 353]. Eine weitere

Interventionsmoglichkeit bietet die Blockade der FS-Oxidation, um den Wechsel zur
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Glukoseoxidation zu stimulieren [354]. Kontrovers zu diesem Ansatz zeigte eine Studie von
Berthiaume et al. anhand eines isolierten Arbeitsherz-Perfusionsmodells ex vivo, dass eine
fettreiche Didt tiber 8 Wochen nach einem MI kardioprotektiv wirken kann, indem der
metabolische Phanotyp sich dem gesunden Herzen mit einer vermehrten 3-Oxidation und
geringerer Glukoseoxidation annihert [355]. Ahnliche Erkenntnisse konnten auch in

weiteren Studien nachgewiesen werden [310, 356].

Zusammengefasst geben die Ergebnisse Grund zur Annahme, dass das Vorliegen eines
Préadiabetes in Kombination mit einem MI zu einer Entkopplung der Glukoseoxidation von

der Glykolyse fiihrt, wihrend die FS-Verwertung gesteigert zu sein scheint.

Gesundes Herz Pradiabetes Pradiabetes + Ml

_— CPT1B 1 CPT1B 11
FS-Oxidation PPARQ « PPARa ¢
PDK4 1 PDK4 T 1

Glukoseverwertung GLUT4 & GLUT4 1
Mitochondriale ucp3 1 uce3 t 1t
Entkopplung ucp2 1 ucp2 t 1t

Abb. 4.1: Schematische Darstellung metabolischer Verinderungen vor und nach einem MI im
pridiabetischen Modell. Wihrend das gesunde Herz vor allem B-Oxidation betreibt aber auch in geringerem
MaBe Glukose nutzt, fithrt die Ausbildung eines Pradiabetes zu einer gesteigerten FS-Verwertung. Nach einem
MI scheint die metabolische Flexibilitit, die bei WT durch eine starke Glukoseverwertung gekennzeichnet ist,
eingeschrinkt zu sein, was ebenfalls zu einer relativ gesteigerten FS-Verwertung fiihrt, wihrend die Glykolyse
von der Glukoseoxidation entkoppelt zu sein scheint (PDK4-Expression erhoht). Mit voranschreitender

Pathogenese zeigt sich eine zunehmend erhdhte mitochondriale Entkopplung. Abb. erstellt mit BioRender.com
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4.5 Hinweise fiir Einfluss von UCP2 und UCP3 auf Metabolismus

Die Hauptaufgabe von UCP2 und UCP3 scheint die Reduktion von oxidativem Stress zu
sein, was mit einer Reduktion von ROS einhergeht. In der Literatur gibt es jedoch auch
Hinweise darauf, dass die Expression von UCP2 und UCP3 den Glukose- und FS-
Metabolismus beeinflusst [94, 95].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Pridiabetes basal zu einer deutlichen
Genexpressionszunahme von UCP3 und einer milden Zunahme von UCP2 fiihrt. Im
Gegensatz dazu wurde nach I/R eine um das 52-fache gesteigerte UCP2-Expression bei WT
nachgewiesen, wihrend bei den DIO-Tieren UCP3 vermehrt exprimiert wurde (siehe Kapitel
3.4.4). Wie bereits beschrieben sind der Sauerstoffverbrauch und die FS-Verwertung im
Herzen fettleibiger Tiere gesteigert, was auf eine beginnende mitochondriale Entkopplung
zurilickzufiihren sein konnte. In einer Studie von Hidaka et al. konnte im Tiermodell gezeigt
werde, dass ein Diabetes ebenfalls mit einer erhohten UCP3-Expression verbunden ist,
jedoch wurde nicht untersucht, ob die mitochondriale Entkopplung direkt zur myokardialen
Dysfunktion bei Diabetes und Adipositas beitrdgt [357]. Eine erhohte UCP3-Expression
wurde auch bei erhohten FS-Konzentration im Herzmuskel nachgewiesen [358]. Die
Arbeitsgruppe von Boudina et al. zeigte eine FS-induzierte mitochondriale Entkopplung mit
verminderter ATP-Synthese (geringere kardiale Effizienz) im Herzen diabetischer Mause
und beobachtete, dass diese hauptsichlich durch eine erhohte UCP-Aktivitédt vermittelt wird
[359]. In mehreren Studien wurde eine Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung durch
gesteigerte UCP2 und UCP3 Level bei Ubergewicht im Myokard nachgewiesen [356, 360,
361]. Ein mildes Entkoppeln der oxidativen Phosphorylierung durch UCPs unter oxidativem
Stress zeigte jedoch auch kardioprotektive Effekte. Dies konnte unter anderem bei Diabetes
[362] und nach Reperfusion nach einem Myokardinfarkt nachgewiesen werden [90, 363].
Sowohl die Hochregulation der Expression von UCP2 als auch UCP3 war nach I/R in
gesunden Tieren am ehesten mit einer Reduktion des Zellschadens assoziiert [364], wiahrend
in UCP3-Knockout-Tieren nach einem MI eine ventrikuldre Funktionseinschrankung mit
verschlechterter Kontraktilitdt, der Entwicklung von Arrhythmien und eine groBBere Narbe

nachgewiesen wurde [363].

Die UCP3-Expression steht in engem Zusammenhang mit dem FS-Metabolismus, was auf
eine Rolle bei der B-Oxidation oder deren Regulierung schlieen lésst. Interessanterweise

konnte eine Studie von Gong et al. jedoch zeigen, dass UCP3-Knockout-Mause weder basal
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noch unter Einfluss von Stress einen verdnderten Phénotyp aufwiesen, was darauf hindeutet,
dass das Fehlen von UCP3 durch andere Signalkaskaden umgangen werden kann [365]. In
meiner Arbeit zeigten DIO-Mause nach I/R eine gesteigerte UCP3-Expession, was in der
Zusammenschau der Befunde mit der nachgewiesenen erhohten CPT1B- und PDK4-
Expression fiir einen vermehrten FS-Stoffwechsel spricht. Eine dhnliche Korrelation wurde
auch in einer Studie von Rohm et al. bei Diabetes beschrieben [344]. In Ratten, die fiir 7
Tage einer hypobaren hypoxischen Umgebung ausgesetzt waren, wurde von einer anderen
Arbeitsgruppe eine signifikant verringerte kardiale UCP3-Expression, sowie von PDK4 und

CPT1B gemessen, was die Glukoseverwertung begiinstigte [366].

In Bezug auf UCP2 werden in der Literatur kontroverse Ergebnisse beschrieben, wobei
UCP2 im adulten Herzen in manchen Studien nachgewiesen wurde und in anderen nicht.
Dagegen existiert ein allgemeiner Konsens, dass UCP2 wihrend der fetalen Entwicklung
und unter pathophysiologischen Bedingungen verstarkt gebildet wird [89, 92,94, 111]. Auch
der Einfluss von UCP2 auf die Substratverwertung ist nicht eindeutig geklédrt. Neben einer
erhohten UCP2-Expression in glukoseverwertenden Zellen [94], konnte eine
Hochregulation der UCP2-Expression auch in Zellen mit vermindertem aeroben
Glukosestoffwechsel (Hemmung der Glukoseoxidation durch UCP2) und einer gesteigerten
3-Oxidation nachgewiesen werden [89, 367]. Die stark erhohte UCP2-Expression nach
einem MI bei WT konnte somit auf eine gesteigerte anaerobe Glykolyse unter ischdmischen
Bedingungen hindeuten. Die Entwicklung eines Pridiabetes fiihrte in dieser Arbeit basal zu
leicht erhohten UCP2-Werten. In einer Studie von Li et al. induzierte die Exposition mit
freien FS bei adulten Ratten-Kardiomyozyten eine UCP2-Expression und eine
anschlieende Apoptose in vitro, wobei die Transkription von UCP2 durch PPARa reguliert
wurde [368]. Somoza et al. stellten ebenfalls eine erhohte UCP2-Expression nach 8-Wochen
fettreicher Nahrung fest [369]. Im Gegensatz dazu zeigte die Arbeitsgruppe von Alrefraie et
al. eine signifikante Herabregulierung von UCP2 nach einer 6-monatigen HFD-Diit [370].
Diese Kontroverse beziiglich der UCP2-Genexpression konnte auf die ldngere Dauer der
Fiitterung zuriickzufiihren sein und auf eine weitere Umstellung der Substratverwertung

aufgrund der zunehmenden Pathogenese hindeuten.

Insgesamt ist die Datenlage zur kardialen UCP2- und UCP3-Expression in der Literatur
uneinheitlich, was auf eine grofle Variabilitit bei verschiedenen Spezies und Stimmen oder

auf experimentelle Einschrankungen hinweisen kann. Einigkeit herrscht jedoch dariiber,
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dass die UCPs durch Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung den Metabolismus

beeinflussen und eine Zielstruktur fiir therapeutische Ansitze sein konnte (Abb. 4.1).

4.6 Verinderung der Struktur und Funktionalitit im Narbengewebe

Der Verlust an Kardiomyozyten nach einem Infarkt fiihrt zur Bildung einer Narbe auf
Kollagenbasis, die den Ventrikel strukturell stiitzt und gleichzeitig seine mechanischen
Eigenschaften verdndert. Proteine der extrazelluldren Matrix, die im infarzierten Gewebe
vermehrt gebildet werden, scheinen als Vermittler fiir Schliisselsignale der Reparatur zu
dienen und wirken als Modulatoren der Zellmigration, Proliferation und Adhésion [371]. In
dieser Arbeit wurde, wie zu erwarten war, eine erhohte Kollagen III-Einlagerung sowohl
immunhistochemisch als auch auf Transkriptionsebene nachgewiesen, jedoch ohne
signifikante Unterschiede zwischen WT und DIO-Herzen. Diese ,,Replacement Fibrose®, die
sich auf die Bildung kollagenreichen Narbengewebes in Bereichen der Myokardnekrose
bezieht, konnte unter anderem auch eine Studie von Cleutjens et al. zeigen [171]. In anderen
Mausmodellen mit genetisch oder diiitetisch induziertem Ubergewicht und einer
Insulinresistenz (also mit fortgeschrittener Pathogenese) zeigte sich nach I/R eine verstérkte
ventrikuldre Dilatation, was auf eine mangelhafte Narbenbildung und eingeschrédnkte
Funktion der reparativen Zellen zuriickzufiihren sein konnte [372, 373]. Dies wiederum fiihrt
zu einer verminderten Ablagerung von Kollagen und einer geringeren Zugfestigkeit der
Narbe. Adipositas und eine eingeschrinkte Glukosetoleranz scheinen somit die

Fibroblastenfunktion zu beeinflussen und fiihren zu einer weniger effektiven Heilung [374].

Die Ischdmie miindet in einer Unterbrechung der oxidativen Phosphorylierung, weshalb die
Kardiomyozyten alternative Wege zur ATP-Erzeugung nutzen (insbesondere anaerobe
Glykolyse). Im hypoxischen Areal (Narbengewebe, AAR) wurden in dieser Arbeit
signifikant erniedrigte Genexpressionslevel von CPT1B, GLUT4, PPARa und PDK4
gemessen, was auf eine allgemeine Funktionseinschrinkung des Narbengewebes hindeutet
(siche Kapitel 3.4.3). Es muss jedoch bedacht werden, dass die zelluldre Zusammensetzung
im Narbengewebe verindert ist. Kardiomyozyten, die durch den Infarkt zugrunde gegangen
sind, werden im Narbengewebe erst allmdhlich durch Bindegewebszellen ersetzt, was zu
einem Verlust an metabolischer Funktionalitit / Kontraktilitit fiihrt [375, 376]. Es
dominieren Fibroblasten und Myofibroblasten. Auch eine inflammatorische Reaktion hat
stattgefunden (siehe Kapitel 1.3.2). Wiahrend Fibroblasten eine geringe metabolische
Aktivitit zeigen, betreiben Myofibroblasten in der aktiven Umbauphase aerobe Glykolyse
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[377]. Interessanterweise wurde in dieser Arbeit im Narbengewebe eine gesteigerte UCP2-
Expression nachgewiesen verglichen zum Remote-Gewebe (sieche Kapitel 3.4.4). Eine Studie
von Safari et al. untersuchte die UCP2-Spiegel auf Transkriptions- und Proteinebene nach
I/R [364]. Hier zeigte sich zwar keine verdnderte Genexpression weder nach der Ischdmie
noch der Reperfusion, aber auf Proteinebene war eine signifikante UCP2-Erh6hung im
linken Ventrikel nach der Reperfusion messbar. Diese nahm mit der Zeit im Verlauf ab.
Anders als in dieser Arbeit, wo sich eine erhohte UCP3-Expression nur im Remote-Gewebe
zeigte, wurde auch eine UCP3-Erh6hung im Narbengewebe gemessen. Die nachgewiesenen
Erhohungen konnten am ehestens auf eine erhéhte ROS-Produktion durch die Schidigung
im antioxidativen System (mitochondriale Dysfunktion) zuriickzufiihren sein [378, 379].
Friihere Studien haben gezeigt, dass ROS der wichtigste regulierende Faktor fiir die Aktivitét
und Expression von UCP2 und UCP3 ist [380].

4.7 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass das hier vorliegende pradiabetische Mausmodell
mit milder Insulinresistenz bereits strukturelle Verdnderungen des Myokards verursacht,
ohne die kardiale Funktion bislang wesentlich zu beeintrichtigen. Eine metabolische
Anpassung durch eine vermehrte FS-Verwertung ist jedoch auch in diesem frithen Stadium
schon nachweisbar. Die grundlegenden Auswirkungen des Pradiabetes wurden in Abb. 4.2
schematisch dargestellt. Ein Einfluss von IGF-1 auf das Remodeling nach einem MI liefert
Hinweise auf potenziell protektive Effekte eines therapeutischen Ansatzes. Allerdings ist die
Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit diskutierten Studienergebnisse kritisch zu bewerten, da
die verwendeten préadiabetischen und diabetischen Modelle hinsichtlich genetischer
Grundlagen, diétetischer Einfliisse, Fiitterungsdauer und Tierstimme teils erheblich

variieren.
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Abb. 4.2 Auswirkungen eines Pridiabetes basal. Die Abbildung zeigt eine orientierende Ubersicht iiber
metabolische und strukturelle Verdnderungen des Myokards bei einem Priddiabetes, ausgelost durch eine

Hyperglykdmie, Hyperinsulinimie und Insulinresistenz. Abb. erstellt mit BioRender.com
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Anhang

6 Anhang

6.1 Weitere Darstellung der Genexpressionsanalysen

GLUT4-Expression
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Abb. 6.1: Darstellung der relativen Genexpression von GLUT4, PPARa und PDK4 im Remote und AAR
nach I/R. Es wurden WT- und DIO-Herzen im Alter von 18 Wochen 3 Tage nach I/R entnommen und eine
Gewebeprobe aus dem Bereich des Remotes und der AAR herausprépariert. Dabei erhielt eine DIO-Gruppe
iiber einen Zeitraum von 3 Tagen nach Infarkt eine IGF-1-Behandlung. Dargestellt ist die mittels qPCR
ermittelte, relative Genexpression (Fold change) eines jeden Genes, die im Verhaltnis zum Referenzgen NUDC
berechnet wurde. Dabei wurde jeweils die gemessene Expression im Remote-Gewebe mit der in der AAR einer
jeden Gruppe verglichen und die Mittelwerte des Remotes auf 1 normalisiert. (A-I) Im infarzierten Gewebe
konnte in allen drei Gruppen (WT I/R, DIO I/R und DIO I/R + IGF-1) fiir alle untersuchten Gene eine geringere
Expression verglichen zum Remote-Gewebe beobachtet werden. (n =4). Die Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen unpaired two-tailed
Student’s t-Test, wobei: * =p-Wert <0,05, ** =p-Wert <0,01 und *** =p-Wert <0,001 als signifikant

gewertet wurde.
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