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Einleitung

Diese Arbeit beschéftigt sich mit den Auswirkungen einer Herzinsuffizienz (HI; engl. heart failure,
HF) auf den systemischen Glucosestoffwechsel und die Insulinsensitivitdt. Bisher ist nicht genau
bekannt, inwiefern ein verdnderter Glucosestoffwechsel des Myokards den systemischen
Glucosestoffwechsel beeinflusst. In Vorarbeiten, in denen iiber einen operativen Eingriff mittels TAC
(engl. transverse aortic constriction) artifiziell eine Herzinsuffizienz induziert wurde, fanden sich
deutliche Verdnderungen des systemischen Glucosestoffwechsels mit gesteigerter myokardialer

Glucoseaufnahme, erhohter Glucose-Verstoffwechselung und reduzierter Niichtern-Glucose.

Ziel dieser Untersuchung ist es, potentiell damit einhergehende Anderungen der Signalwege des
Glucosestoffwechsels an Myokard und insulinsensitiven Organen aufzuzeigen. Deshalb wurden
sowohl die Glucosespeicherung in Form von Glykogen als auch die Insulin-Signaltransduktion an

Myokard, Leber und Skelettmuskulatur analysiert.

Herzinsuffizienz und ein gestorter Glucose-Stoffwechsel sind zwei héufig miteinander
vergesellschaftete Krankheitsbilder. Zum einen ist bei Diabetikern die Inzidenz der Herzinsuffizienz
mit bis zu 3% pro Jahr' gegeniiber 0,4% pro Jahr in einem Kontrollkollektiv erhoht.> Zum anderen
haben Patienten, die zusitzlich zu einer Herzinsuffizienz an einem Diabetes leiden, eine deutlich
schlechtere Prognose hinsichtlich ihrer Uberlebensrate.>* Da das Myokard als ein wesentlicher
Verbraucher von Glucose einen entscheidenden Anteil am gesamten Korperstoffwechsel hat und in
Zustinden erhohter Arbeitslast bis zu 50% der Glucose nutzt, die nicht bereits im Gehirn
verstoffwechselt wird,” kénnen Anderungen des myokardialen Glucoseverbrauchs den gesamten

Organismus beeinflussen.

1.1 Herzinsuffizienz

Herzinsuffizienz ist eine enorme medizinische, soziale und gesundheitstkonomische Belastung.® In
Deutschland leiden etwa 1,8 Millionen Menschen an einer Herzmuskelschwéche, jahrlich kommen
300.000 Neuerkrankungen hinzu.”® Weltweit gesehen handelt es sich um geschitzte 26 Millionen

Menschen, die an einer Herzinsuffizienz leiden.’

Hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die
Lebensqualitit sowie auf die Prognose stellt die Diagnose eine erhebliche Einschriankung dar. Die
mittlere Uberlebenszeit bei herzinsuffizienten Patienten liegt bei unter fiinf Jahren.'® Im ersten Jahr
nach Diagnosestellung sterben 30 bis 40% an Herzversagen.®

Herzinsuffizienz ist in Deutschland derzeit der haufigste Grund fiir eine stationdre Aufnahme ins
Krankenhaus; auch zukiinftig wird durch die alternde Gesellschaft diese Diagnose einen zentralen

Stellenwert bei der drztlichen Versorgung der Bevdlkerung einnehmen. Dabei werden neue Konzepte
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sowohl in der Priavention als auch in der Therapie erforderlich sein, um eine adidquate Versorgung der
Patienten mit Herzschwiiche zu ermdglichen.” Trotz der erheblichen Fortschritte in der Therapie der
HI verbleibt eine inakzeptabel erhohte Mortalitit sowie Morbiditdt, die sich in einem
Fiinf-Jahresiiberleben von rund 50% widerspiegelt.

Definiert ist die Herzinsuffizienz als verminderte korperliche Belastbarkeit als Folge einer

ventrikuliren Funktionsstrung,'!

charakterisiert durch typische Symptome (Dyspnoe, gestauten

Halsvenen, pulmonale Rasselgerdusche, periphere Odeme und Antriebsschwiche). Sie kann von

Zeichen der strukturellen und/oder funktionellen kardialen Fehlfunktion begleitet werden.!? Zur

Diagnosestellung kommt es demnach, wenn

1. die typischen Symptome einer Herzinsuffizienz vorliegen (in Ruhe oder unter Belastung):
hiufig Dyspnoe, Leistungseinschrinkung, Wasser- und Natriumionenretention'® und

2. ein objektivierbarer Nachweis einer kardialen Dysfunktion (in Ruhe) vorliegt.®!4

Die funktionellen Auswirkungen des Herzens kdnnen dabei isoliert die Systole, Diastole oder beide

Pumpphasen betreffen.®!!

Die diastolische Herzinsuftizienz, HFpEF (engl. heart failure with preserved ejection fraction), ist die

Folge einer verminderten Compliance (Dehnbarkeit) und Entspannung der linken Kammer bei

erhaltener systolischer Pumpfunktion.®!>!* Sie ist definiert als linksventrikulére Ejektionsfraktion

(LVEF) > 50%, erhohten Plasmakonzentrationen des natriuretischen Peptides (z. B. N-terminales pro

B-Typ NP (BNP) >125 ng/l) und der Erfiillung von mindestens einem der zusétzlichen Kriterien:

a. relevante strukturelle Herzerkrankung (links ventrikulidre Hypertrophie und/oder links atriale
Vergréferung) oder

b. diastolische Dysfunktion.

Die systolische Herzinsuftizienz, HFrEF (engl. heart failure with reduced ejection fraction), ist dabei

eine Folge regionaler oder globaler Inotropiestdrungen, die zu einem Abfall der Ejektionsfraktion auf

unter 40% fiihrt.

Der Bereich dazwischen, mit einer EF von 40 bis 49%, wird durch die HFmEF (engl. heart failure

with mid-range ejection fraction) reprédsentiert. Auch hierbei zeigt sich eine erhohte NP-

Plasmakonzentration sowie eines der beiden bei HfpEF genannten zusétzlichen Kriterien.

Typische Zeichen der Herzinsuffizienz konnen in der Frithphase und bei diuretisch behandelten

Patienten fehlen.'?

Der chronischen Herzinsuffizienz als klinisches Syndrom liegen unterschiedliche Atiologien

zugrunde.®!! Hiufige Ursachen sind Perfusionsstérungen durch eine koronare Herzkrankheit (KHK),

Hypertrophie durch Druck- oder Volumenbelastung bei Vitien oder arterieller bzw. pulmonaler

Hypertonie, Kardiomyopathien, Herzrhythmusstérungen, Stoffwechselstorungen, Myokarditis oder

Perikarditis.®
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Auf zwei haufige Ursachen soll im Weiteren eingegangen werden: Hypertrophie und Stérung des

Glucosestoffwechsels.

1.2 Herzmuskelhypertrophie als Ursache der Herzinsuffizienz

Definiert wird die Herzmuskelhypertrophie als Zunahme der Muskulatur des linken oder rechten
Ventrikels. Das normale durchschnittliche Herzgewicht liegt bei gesunden Frauen zwischen 250 und
350 g, bei gesunden Ménnern bei 300 bis 400 g. Durch korperliche Belastung kann dieses Gewicht
auf bis zu 500 g zunehmen. Steigt es weiter an, kommt es zu einer pathologischen Herzhypertrophie.
Ab 500 g spricht man von einem kritischen Herzgewicht.!

Im Allgemeinen ist das Myokard ein zellkonstantes Organ, das nicht, beziehungsweise kaum, zur
mitotischen Teilung fihig ist, weshalb es bei kardialer Uberbelastung nicht zu einer
kompensatorischen Zunahme der funktionellen Zellen kommt, sondern die physiologischen Reserven
ausgenutzt werden, indem die Muskelmasse zunimmt. Diese Umstrukturierung fiihrt zum Ausgleich
der erhohten Erfordernisse an das Herz, allerdings nur bis zum Erreichen des kritischen Herzgewichts,
denn bei fortbestehender Uberlastung fiihrt diese unter anderem durch mangelnde Perfusion zu
Muskelzellnekrosen und Fibrosierung mit erhdhter Steifigkeit des Herzens.!>!® Der
»,maladaptive* Umbau des Myokards (Remodeling) manifestiert sich klinisch als Herzinsuffizienz.
Im Verlauf kann diese zu einer Dilatation mit zunehmender Linksherzinsuffizienz fithren.

Seit einiger Zeit ist die Bedeutung der begleitenden metabolischen Umgestaltungsprozesse bei
diesem hypertrophen Wachstum in den Mittelpunkt des Interesses geraten. Im hypertrophierten
Herzen sind Verdnderungen im Energiebedarf sowie Substratverbrauch und erhohter oxidativer Stress
zu beobachten, die auf molekularer Ebene u. a. zu einem modifizierten Glucosetransport und einer

erhdhten Glykolyse fiihren.!”



1.3 Energiestoffwechsel des Herzens

Das Herz verbraucht mehr Energie als jedes andere Organ im Korper.®!'®!? Es schligt tiglich rund
100.000-mal und pumpt dabei ungefédhr zehn Tonnen Blut durch den Korper. Die benétigte Energie
spiegelt sich im téglichen Verbrauch von ATP wider, der mehr als sechs kg betrdgt. Zu beachten ist

dabei, dass das Herz nur eine geringe Substratspeicherkapazitiit besitzt.>-¢-20-24

Dieser enorme Verbrauch an ATP entspricht dabei etwa dem 20- bis 30-fachen des
Herzgewichts.5!13192% Selbst gesunde Herzen vermdgen nur ca. 25% der Energie zu extrahieren, ein
GroBteil der Energie geht durch Warmeproduktion verloren. Es ist daher nicht verwunderlich, dass
selbst eine geringfiigige Anderung der Energieproduktion oder -verwendung zu einem

schwerwiegenden, sich verstirkenden Einfluss auf die zellulidren Energiespiegel fiihrt.?°

Unter Ruhebedingungen ist der Stoffwechsel des Herzens hauptsidchlich oxidativer Natur, bei der
freie Fettsduren und Glucose die Hauptenergiequellen darstellen. Dabei wird ein Drittel der gesamten
Glucose, die nicht bereits im Gehirn metabolisiert wird, durch das Myokard genutzt.>** Unter akuter
Last erhoht sich dieser Anteil bis auf die Hilfte dessen, was nicht im Gehirn verbraucht wird.>?°2?
Das bevorzugte Substrat hingt von vielen Faktoren ab, u.a. von der arteriellen Substratverfligbarkeit
(Erndhrungssituation), den hormonellen Faktoren (hauptsichlich Insulin) und der Arbeitslast. Meist
verstoffwechselt das Myokard etwa zu 70% freie Fettsduren, dies dndert sich nur wahrend der
postprandialen Phase.?* Unter ischimischen Bedingungen mit vermindertem O»-Angebot wird die
exogene Glucose zum Hauptenergielieferanten fiir das Myokard. Die durch anaerobe Glykolyse
verfligbare Energie reicht dann allein nicht aus, um die kontraktile Funktion aufrechtzuerhalten,

vielmehr wird durch sie der Erhalt der zelluliren Integritit gewihrleistet.!*2

Unter physiologischen Bedingungen besitzt das Herz die Fahigkeit, eine grole Anzahl verschiedener
Substrate zu verstoffwechseln und den Verbrauch den duBleren Bedingungen anzupassen. Diese
metabolische  Flexibilitdt befdhigt das Herz, sich verdnderten Bedingungen bzw.
Substratverfiigbarkeiten anzupassen, um den kontinuierlichen ATP-Bedarf zu decken.”®

Glykogen als Speichermolekiil von Glucose trigt nicht nur signifikant zur ATP-Produktion im aerob
arbeitenden Herzen bei, sondern spielt eine essentielle Rolle im Energiemetabolismus des Herzens
unter bestimmten Bedingungen. Zu diesen gehoren u. a. eine hohe Arbeitslast, Ischdmie ebenso auch
die druckinduzierte Hypertrophie, Sport und die tachykarde Schrittmacherstimulation.5?%3!

Hypertrophierte Herzen beispielsweise bevorzugen die Glucoseoxidation aus Glykogenspeichern im

Gegensatz zur Verwertung der exogenen Zufuhr in gesunden Herzen.?®

Im Folgenden werden die Regulation des Glucose-Stoffwechsels und der Insulin-Signaltransduktion

4



beschrieben, da bei den Vorarbeiten auch signifikante systemische Verdnderungen des

Glucosestoffwechsels festgestellt und deren Entstehung im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

1.4 Systemischer Glucosestoffwechsel und Signalwege der insulinvermittelten
Glucoseaufnahme

Glucose ist ein lebenswichtiger Brennstoff fiir alle Sdugetierzellen. Fiir das Myokard ist Glucose ein
besonders wichtiger Energielieferant, da sie in Bezug auf den Sauerstoffverbrauch effizienter als
andere Substrate verwertbar ist, d.h. pro verbrauchtem Mol O eine hohere ATP-Synthese generiert.*
Unter physiologischen Bedingungen ist die Zellaktivitit und das Uberleben stark vom
kontinuierlichen Angebot an Nihrstoffen durch das Blut abhingig.’® Daher ist die Erhaltung des
Blutglucosespiegels hormonell durch Insulin, Glucagon und Katecholamine eng reguliert. In
Niichternphasen wird der Blutglucosespiegel vor allem tiber die Glykolyse aus hepatischen und
muskuldren Glykogenspeichern aufrechterhalten.

Die Lipiddoppelschicht der Zellwand ist aufgrund der hydrophilen Eigenschaften des
Zuckermolekiils fiir dieses impermeabel. Daher ist die Glucoseautnahme der Zelle iiber eine Vielfalt
von Glucosetransportern (GLUT) geregelt. Es gilt hierbei zwischen der basalen Glucose-Aufnahme,
die kontinuierlich entlang des Konzentrationsgradienten erfolgt, und der insulininduzierten
Glucoseaufnahme, die postprandial bzw. nach Ausschiittung von Insulin bzw. 5'AMP—aktivierte
Proteinkinase (AMPK) in Muskulatur und Fettgewebe erfolgt, zu unterscheiden. Das
Verteilungsmuster der Expression von Glucosetransportern in verschiedenen Geweben ist an die
spezifischen metabolischen Erfordernisse angepasst.

1970 wurde von Kasahara et al. in der Membran menschlicher Erythrozyten erstmals die
transmembrandse Struktur eines faszilierten Glucosetransports beschrieben. Inzwischen sind bereits
14 Mitglieder der Glucosetransporter-Familie bekannt. 333

Die GLUT-Isoformen unterscheiden sich hinsichtlich ihres Transports, Mechanismus, ihrer
Regulation, Kinetik, Lokalisation und des Expressionsmusters, das eine Feinregulation der
Glucoseaufnahme als Antwort auf zellulire Umweltverinderungen ermdglicht. 343

Die GLUT-vermittelte Glucoseaufnahme ist im Herzen mindestens vierfach hoher als im
Skelettmuskel und Fettgewebe. Im Myokard sind fast ausschlieBlich GLUT1 und GLUT4
anzutreffen. 343738

Die insulinunabhdngige GLUTI1-Isoform findet sich in der Plasmamembran fast aller Zellen,
hauptséchlich an der sarkolemmalen Membran. Thre Funktion liegt in der Sicherstellung der basalen
Energieversorgung iiber eine kontinuierliche Glucoseaufnahme.*%

GLUT4 wird vor allem in insulinsensitivem Gewebe wie der Skelettmuskulatur, dem Fettgewebe und

eben dem Myokard exprimiert. Unter basaler metabolischer Stoffwechsellage sind weniger als 1%
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der GLUT4-Isoform an der Plasmamembran vorzufinden.?!

Ein weiterer wichtiger insulinunabhédngiger Glucose-Transporter (GLUT2), findet sich iiberwiegend
in Leber, Niere, Pankreas-Betazellen und im Diinndarm.*® Uber GLUT2 werden Glucose, Galaktose
und Fruktose entlang des Konzentrationsgradienten aufgenommen.

Zusammenfassend gibt es also die basale Glucoseaufnahme, die iiber GLUTs im Allgemeinen und
GLUT1 und 2 im Besonderen sowie die bedarfsorientierte Glucoseaufnahme, die iiber Insulin oder
AMPK vermittelt werden kann.

In der Leber erfolgt die Glykogensynthese: Im ersten Schritt wird Glucose bei hohen Konzentrationen
durch das Enzym Hexokinase IV (=Glukokinase) in Glucose-6-Phosphat umgewandelt, sodass es die
Zelle nicht mehr verlassen kann. Die Hexokinase katalysiert somit den ersten,

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glykogensynthese und der Glykolyse.

Abbildung 2: Metabolische

Glukose Aufgaben der Hexokinase
modifiziert nach 41
—
— GLUT Plasmamembran
/"—\____.

VES=

|Glukose-6-Phosphat |

Y\
[Glykolyse (ATP)] |Glykogenese (Glykogen) |

Glucose-6-Phosphat reduziert liber einen negativen Feedback-Mechanismus die Hexikinasenaktivitat

(s. Abb. 2). Insgesamt gibt es vier [soformen der Hexokinase (HK I-IV).

Hexokinase II ist die pradominante Isoform im insulinsensitiven Gewebe wie dem Myokard, dem
Skelettmuskel und dem Fettgewebe. Sie besitzt eine hohere Glucoseaftinitit als die HK 1V, auch
Glukokinase genannt.

Die Expression der Hexokinase II ist wiederum iiber die Akt/mTOR Signalkaskade reguliert (s. Abb.

3), zudem wird sie durch Hypoxie verstirkt, um einen zelluldren Schutz zu gewihrleisten.*!



Abbildung 3: Regulierung der HK-II-
Expression, die durch den Akt/mTORC]1-

Pfad vermittelt wird med¥iiert nach 41
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Neben Insulin gilt die AMPK als wichtiger Regulator der zelluliren Energichomdostase. Sie
moduliert unter anderem den Glucoseverbrauch und dient als Energiesensor der Zelle.**+

Die Aktivierung der AMPK erfolgt durch eine Phosphorylierung, die durch vorgeschaltete Kinasen
reguliert wird. AMPK wird beispielsweise wiahrend korperlicher Anstrengung oder einer
myokardialen Ischimie als Antwort auf ein erhdhtes AMP/ATP-Verhiltnis aktiviert.**

Die AMPK hemmt die Fettsdurebiosynthese durch Phosphorylierung der Acetyl-Coenzym A-

44749 und ist somit dem

Carboxylase,*® aktiviert die Expression sowie die Translokation von GLUT
Effekt des Insulins dhnlich.’® Zudem stimuliert es glykolytische Enzyme. Eine hohe AMPK-AKktivitit
wihrend einer Ischdmie erhoht die myokardiale Glucosetransporteraktivitit und reduziert die
Apoptose der Kardiomyozyten. 8!

Die postprandiale zelluldre Glucoseaufnahme wird vor allem durch Insulin reguliert, das in den B-
Zellen des Pankreas synthetisiert wird. Es fordert die Aufnahme und senkt damit den Verbrauch an
freien Fettsduren.”> Die Sekretion des Peptidhormons wird hauptsichlich durch die
Glucosekonzentration im Blut sowie {liber das vegetative Nervensystem gesteuert. Es bewirkt durch
seine vielfdltige anabole Wirkung auf Leber, Muskulatur und Fettgewebe eine rasche
Blutzuckerspiegelsenkung. Durch insulininduzierte Aufnahme der Glucose in die Insulin-Zielgewebe
konnen Speichermolekiile wie Glykogen, Triglyceride und Proteine in Leber und Muskel gebildet
werden. Zusitzlich hemmt Insulin die Proteolyse und wirkt antilipolytisch.*!

In insulinsensitiven Organen (Skelettmuskel, Fettgewebe, Myokard) bindet es an die
Insulinrezeptoren an der Zelloberfliche und aktiviert intrazelluldr Signalproteine. Diese bewirken die
Autophosphorylierung des Insulinrezeptors, Thyrosinphosphorylierung des Insulinrezeptorsubstrates
(IRS) und Aktivierung von Phosphoinositol 3-Kinasen (PI3-K), Akt (auch als Proteinkinase B [PKB]
bezeichnet) und Proteinkinase C. Die Aktivierung des Insulin-Signalwegs fiihrt letztlich zur

Translokation von GLUT4 aus dem intrazellularen Pool an die Zelloberfliche und erhoht dadurch

den Glucosetransport in die Zellen um das zehn bis 20-fache (s. Abb. 4).37:40:47:30
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Abbildung 4: Signaltransduktion durch Insulin atypical Protein Kinase C (aPKC), Phosphatase
and tensin homolog deleted on chromosom ten (PTEN) ™odifiziert nach 43

Die PI-3-Kinasen sind nicht nur an der insulinvermittelten Glucoseaufnahme beteiligt, sondern
spielen bei vielfdltigen Signaltransduktionswegen eine bedeutende Rolle. Aktiviert werden sie iiber
verschiedene Rezeptoren mit einer Thyrosin-Kinase-Aktivitit wie beispielsweise IGF-1 und G-
Protein gekoppelten a- und p-2-Adrenorezeptoren.®® Thre Funktionen liegen in der Regulation des
Zellwachstums, -iiberlebens und der -proliferation.>* Prasad et. al. konnten zeigen, dass sie ebenfalls
an der druckinduzierten Hypertrophie bei Miuseherzen beteiligt sind.>

Akt stellt eines der wichtigsten Ziele fiir die PI-3-Kinase dar, sie aktiviert eine groBe Anzahl weiterer
Signalmolekiile wie z.B. die Hexikinase II (s. Abb. 3, S. 7), zudem hemmt sie die Glykogensynthase-
Kinase 3 (GSK-3, s. Abb 44 S. 50). Auch die Inhibition der AMPK ist Akt-abhiingig.>®

Auch wenn der IGF-1-PI-3-K-Akt-Signalweg als physiologische Signalkaskade gilt, kann eine
Uberexpression von IGF-1 oder Akt pathologische Vorginge induzieren. Unter anderem eine
Hypertrophie mit eingeschréankter systolischer Funktion oder eine Herzdilatation, die bis zum Tode

fithren kann.*



1.5 Myokardialer Glucosestoffwechsel bei Herzinsuffizienz und diabetische
Kardiomyopathie

Es ist bereits bekannt, dass ein gestorter Glucosestoffwechsel am Herzen eine Herzinsuffizienz
verursacht. Ziel dieser Arbeit ist es nun herauszufinden, wie eine Herzinsuffizienz den
Glucosestoftfwechsel systemisch beeinflusst.

Im frithen Stadium der Herzinsuffizienz ist der Verbrauch an Kohlenhydraten deutlich erhoht, der
anaerobe Glucosestoffwechsel spielt daher eine bedeutendere Rolle, den Kardiomyozyten die
benétigte Energie zu liefern.’®** Zudem kommt es bei fortschreitender HI zu einer Reduktion des

Fettsiurestoffwechsels (s. Abb. 5).°

Normal Herzinsuffizienz Abbildung 5: Durch eine

| - Herzinsuffizienz

hervorgerufene

~ Veriinderungen der kardialen

Fettsaureverbrauch _m— Energichoméostase ™o%iert nach
6

Ghukoseverbrauch g ___H_

Auch wenn diese Verdnderungen im myokardialen Stoffwechsel bei Herzschwiche auf eine erhohte
myokardiale Glucose-Verstoffwechselung deuten, ist bei Herzinsuffizienz gleichzeitig eine
Insulinresistenz zu beobachten. Die basale Glucoseaufnahme ist iiber eine gesteigerte Anzahl der
GLUTI1-Isoform deutlich erhdht.®?3%3%57  Allerdings wird im Verlauf der Herzinsuffizienz
zunehmend die insulininduzierte Glucose-Aufnahme durch eine verminderte Anzahl an GLUT4 und
gestorte Insulintransduktionswege eingeschrinkt.’® Die Glucoseaufnahme als Antwort auf Insulin ist
im hypertrophierten Herzen sowie bei einer eingeschrinkten Ejektionsfraktion reduziert. Diese
Reduktion ist unabhingig vom myokardialen Blutfluss und préadisponierenden Konditionen
(Hypertonie, KHK, Diabetes).

Die eingeschrinkte Insulinsensitivitdt kann per se zur Entstehung einer Herzinsuffizienz fithren. Das
zeigt sich bei Patienten mit Diabetes,** bei denen hiufig auch ohne weitere Komorbidititen wie der
KHK oder einem arteriellen Hypertonus eine Herzinsuffizienz entsteht. Ahnlich wie in anderen
Stoffwechselorganen entwickelt das diabetische Herz eine Insulinresistenz.>*~° Als Krankheitsentitit
wurde hierfiir der Begriff der diabetischen Kardiomyopathie geprégt.

Makroskopisch zeigt sich im Rahmen einer HI eine konzentrische linksventrikuldre Hypertrophie mit
zunehmendem LV- Wanddickenindex, eine dilatative Kardiomyopathie und extrazellulire Fibrose.®!
AuBerdem kommt es zu Stoffwechselverdnderungen, wie beispielsweise einer erhShten
Lipidoxidation und intramyokardialen Ansammlung an Triglyzeriden. Die Akkumulation freier

Fettsduren beeintrichtigt zusétzlich die insulingesteuerte Glucoseaufnahme durch Hemmung des

9



Insulinrezeptorsubstrates. Die Anhdufung weiterer toxischer Metabolite und reaktiver
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS)* im Herzen trigt zu der Entwicklung der
Insulinresistenz und kardialer Fehlfunktionen bei.’>"% Diese frithen Verinderungen der kardialen
Funktion fiihrt mit der Zeit zum Verlust der kontraktilen Funktion und miindet bei bis zu 75% der
asymptomatischen Diabetespatienten in einer diastolischen Herzinsuffizienz.!%43:¢”

Die Ergebnisse groBer epidemiologischen Studien, z.B. die Framingham Studie, deuten darauf hin,
dass allein das Vorhandensein von DM II mit der auftretenden Insulinresistenz sowie dem
metabolischen Syndrom ein erhohter Risikofaktor fiir das Auftreten einer Herzinsuffizienz
darstellt.5%% DM Il ist ein aussagekriftiger Priadiktor kardiovaskuldrer Morbiditit und Mortalitét und
ein unabhingiger Risikofaktor fiir den Tod von Patienten mit manifester Herzinsuffizienz.”
Umgekehrt belegen klinische wie auch epidemiologische Studien einen engen Zusammenhang
zwischen einer bestehenden Herzinsuffizienz und dem Auftreten eines Diabetes mellitus. Fast zwei
Drittel der Patienten, die an einer chronischen Herzerkrankung leiden, zeigen eine gestorte
Glucosehomdostase.** 1773

Unabhingig von der zugrundeliegenden Ursache ist die HI mit einer systemischen und myokardialen
Insulinresistenz assoziiert, die wiederum selbst einer erhohten Mortalitit unterliegt.”* Die
insulinvermittelte Glucoseaufnahme gilt als unabhéngiger Prognosefaktor der HI.”

Patienten im Stadium NYHA Klasse I entwickeln bis zu 13% einen Diabetes, die steigende Tendenz
bestitigt sich in Klasse II mit 15% Diabetikern, in Klasse III haben bereits 20% der Patienten einen
Diabetes entwickelt.”

Patienten mit einem DM II, dabei aber erhaltener LV-Funktion, weisen noch eine normale
myokardiale Insulinantwort auf, was darauf hindeutet, dass die LV-Funktion und die Insulinsensivitét
des Organismus voneinander abhingen.’s”

Im Weiteren ist das seltene Alstrom Syndrom als Einflussfaktor zu nennen, auch wenn diese
genetische Erkrankung nur etwa 300 Patienten weltweit betrifft. Bei diesen Patienten entsteht eine
schwere Insulinresistenz, die sekundir in ca. 60% der Fille zu einer fatalen Kardiomyopathie fiihrt,”8
sodass die Schlussfolgerung nahe liegt, dass eine Insulinresistenz zu einer Herzinsuffizienz fiihren

kann.

1.6 Veridnderungen des Niichtern-Blutzuckers und der systemischen Glucosetoleranz
bei Herzinsuffizienz einschlieBlich Sucrose ad libitum

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe hatte sich gezeigt, dass der Nichternserumglucosegehalt bei

méannlichen Wildtyp-M&usen drei und vier Wochen nach der TAC-Operation signifikant niedriger
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war. Bereits zehn Tage nach der OP fiel ein signifikant erhdhter Glucoseumsatz auf (s. Abb. 6).

140 - Nuchtern- Blutzucker 300 o GTT10 Tage nach TAC
*
*
=120 e & & -200-
2100{ & g 2
= 4 4 © =] 100
~ 80 - é --Sham
¢ Sham -+-TAC
601 o 71AC 0 . 1 . .
40 - 0 30 60 90 120

op | 1 | 2 | 3 | 4 wochen Minuten

Abbildung 6: Verinderung der Niichtern-Blutzuckerwerte im Verlauf von vier Wochen (Woche 3:
111 £6vs. 95 £4 mg/dl, p < 0.05* Woche 4: 115 =4 vs. 94+ 6 mg/dl, p < 0.05* n =9 vs. §) und
Glucosetoleranztest zehn Tage nach TAC (AUC 11075 £ 439 vs. 8787 £ 702, p < 0.05* n = 10 vs.

7)

Auch bei einer Verldngerung des Beobachtungszeitraumes von bis zu sechs Monaten bestitigt sich

der erhohte Glucoseumsatz bei den TAC-Méusen (s. Abb. 7 und 8).

GTT einen Monat nach TAC GTT drei Monate nach TAC
—@— Sham
250 1 TAC 250 -
200 - 200 -
5 150 1 150 -
(@]
€ 100 100
50 A 50 A
0 T T T mln 1 O T T T 1
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120

Abbildung 7: Glucosetoleranztests im zeitlichen Verlauf von drei Monaten (AUC nach einem
Monat: 9898 £ 424 vs. 7834 £ 805, p < 0.05% n = 10 vs. 6, nach drei Monaten: 9120 + 602 vs. 5150
+ 1031, p<0.05% n=10vs. 6)

Um die Verdnderungen der systemischen Glucosetoleranz aufzudecken, wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten Glucosetoleranztests bei den Versuchstieren durchgefiihrt. Graphisch dargestellt ist hier
der zeitliche Verlauf wihrend der Tests von zwei Stunden und die dazugehorige
Blutzuckerkonzentration. Den bereits beschriebenen myokardialen und systemischen metabolischen
Verdnderungen, die durch eine Herzinsuffizienz ausgelost werden, wurde durch eine
Sucrosefiitterung versucht entgegenzuwirken. Das Ergebnis der Glucosetoleranztests nach sechs
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Monaten zeigt, dass sich der Glucoseumsatz mit der Sucrosesubsitution bei den TAC-Tieren auf ein

Niveau normalisiert, das mit den Forschungsergebnissen der Sham-Tiere vergleichbar ist (s. Abb. 8).

mg/dl GTT sechs Monate nach TAC einschlieRRlich Sucrose ad
300 - libitum

250 ~

200

—

150 \|>‘
100
50

—®—-Sham TAC —&—Sham +Sucrose 8 TAC +Sucrose
O L] L] L] L] 1
0 30 60 90 120 min

Abbildung 8: Glucosetoleranztests nach sechs Monaten einschlieflich zusdtzlicher

Sucrosefiitterung

Ebenso zeigte sich in der Gruppe der Nicht-Sucrose-gefiitterten Tiere, dass gegeniiber den Sucrose-
gefiitterten TAC-Tieren, bei denen 67% tiberleben, signifikant weniger TAC-Tiere, ndmlich nur 37%,
iiberleben (p < 0.05 * vs. Sham T vs TAC, s. Abb. 9).

Uberlebenskurve
100 O-0-@.
80 -

c

(b}

e

o 60 A

D

T 407 —e—Sham

:g 20 - —o—TAC

- TAC-Sucrose

(D)

U 0 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 1
X 0 4 8 Wochen 12 16 20 24

Abbildung 9: Uberlebenskurve nach Sham, TAC bzw. TAC + Sucrose ad libitum im zeitlichen
Verlauf von sechs Monaten

Aufgrund dieser Befunde werden in dieser Arbeit nun pathophysiologische Verdnderungen an

wichtigen Zielgeweben der Glucose untersucht werden.
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1.7 Therapie der Herzinsuffizienz

Therapien der chronischen Herzinsuffizienz erzielten in den letzten 20 Jahren wesentliche
Fortschritte. Grundlage der Herzinsuffzienztherapie ist die Unterbrechung der neuroendokrinen
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) durch den Einsatz von
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)-Inhibitoren,”®" bzw. Angiotensinrezeptor-Blockern, sowie
bei fortgeschrittener Erkrankung auch Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten.®! Die Inhibitoren
des RAAS verbessern nebenbefundlich auch die Insulinsensitivitit*® und sind daher Mittel der Wahl
bei Patienten mit zusdtzlichem metabolischen Syndrom. Auflerdem sind sie eine der wenigen
therapeutischen ~ Optionen  bei  der  Behandlung  der  kardialen  Kachexie.®?
Beta-Rezeptor-Blocker erreichen iiber die Senkung der Herzfrequenz (negative Chronotropie) eine
Verminderung des Energieverbrauchs (=Okonomisierung),’® die meisten fordern jedoch die
Entstehung einer Insulinresistenz.®* Eine Ausnahme stellt Carvedilol dar, das zusitzlich eine Alpha-
Rezeptorblockade bewirkt. Carvedilol reduziert die zirkulierenden freien Fettsduren, verringert den

myokardialen Verbrauch an fFS und erhoht die Glucoseaufnahme. >3

Zusitzlich kann bei ventrikuldrer Asynchronie durch die Resynchronisationstherapie®'®” eine
Optimierung der Himodynamik mit Verbesserung der Auswurfleistung erreicht werden. Hierbei wird
zudem der myokardiale Glucosemetabolismus gesteigert und es kommt zu einer reduzierten
Insulinresistenz.®®%° Auch im Rahmen der akuten oder terminalen Herzinsuffzienz kommen
zunehmend mechanische Unterstiitzungssysteme zum Einsatz, die ebenfalls die Insulinresistenz
giinstig beeinflussen.”’

Mit Sacubitril/Valsartan (Entresto®) ist seit Januar 2016 ein neuer Wirkstoff verfiigbar, der erstmals
seit Jahren eine zusitzliche Behandlungsoption erdffnet. Dieses Kombinationspriparat wurde in der
PARADIGM-HF-Studie®' untersucht und zeigte in der kombinierten Wirkung des AT-1-Blockers
sowie der Hemmung der Neprilysin-Endopeptidase bessere Ergebnisse, als die alleinige Therapie mit
ACE-Hemmern in Bezug auf das Sterberisiko sowie Hospitalisierung durch eine Herzinsuffizienz.
Zudem konnte in einer post-hoc Analyse der PARADIGM-HF-Studie ein glnstiger Effekt von
Sacubitril/Valsartan auf die Blutzuckereinstellung bei Patienten mit HF und DM Il beobachtet
werden®? und in einer Studie®® bei adipdsen und hypertensiven Patienten zeigte sich ein direkter
Einfluss von Sacubitril/Valsartan auf die Verbesserung der Insulinsensitivitat.

Bei vielen therapeutischen Eingriffen tritt also der enge Zusammenhang zwischen einer Verbesserung
der Herzinsuffizienz, der myokardialen Energetik und des systemischen Glucosestoffwechsels
hervor. Zurzeit kommt daher der Regulation der Energichomdostase im Myokard und systemisch als

Mitverursacher der multifaktoriellen Erkrankung Herzinsuffizienz eine zunehmende Bedeutung in

der Erforschung der Pathophysiologie und neuer Therapieansétze zu.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien
Artikel und Bezugsquelle
= 96-well-Mikrotiterplatte, Miktrotestplatte-96-well, Sarstedt, Niimbrecht
= Accu-Check Sensor + Comfort Teststreifen, Roche, Mannheim
= Autoklav, VE-75, Systec, Linden
= (Cellstar 15 und 50 ml, Greiner Bio-One, Frickenhausen
»  COz-Inkubator, C150, Brand, Tuttlingen
= Einschweillgerit, Typ Vacupack plus, Krups
= Eppendorf-Cups, Eppendorf, Hamburg
= Feinwaage, Electronic Balance Typ ABS 120-4, Kern und Sohn, Balingen-Frommern
= Filterpapier, BioRad #1704085
= Qefrierschrank, Bioline, Gram, Vojens, Ddnemark
= Gelkammer, 10+2 Well, BioRad #3459901
= Gewebslysator, Eppendorf, Hamburg
= Hamilton Pipette, Hamilton
= Kombitips, Combitips plus 0,1; 0,2; 1; 2; 5; 10 ml, Eppendorf, Hamburg
= Latexhandschuhe, Micro touch, Ansell, Iselin, USA
=  Multipipette, E3, Eppendorf, Hamburg
= pH-Meter, pH 537, wissenschaftlich technische Werkstédtte Weilheim
= Photometer, SSYS UVM 340, Biochrom, Cambridge, England
= Pipettenspitzen 10, 200, 1000 ul, Sarstedt, Niimbrecht
= Pipettenspitzen, Research Einkanal: 0,1-2,5ul; 0,5-10ul, 2-20ul, 10-100ul, 20-200ul, 100-
1000ul, Eppendorf, Hamburg
= PowerPac Universal power supply, Biorad
= Reaktionsgefile: SafeSeal Gefdl 1,5 und 2 ml Sarstedt, Niimbrecht
» Rontgenfilm Fuji Super RX 13 x 18 #6001 und 18x24 #6002
= Riittlerplatte, REAX3, Heidolph, Schwabach
= SDS-Page, Typ Criterion Gel chamber, BioRad
= Serologische Pipetten: 5, 10, 25 ml steril, Greiner Bio-One, Frickenhausen
= Sterilfiltereinheit, Nalgene Rapid-Flow, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
= Thermomix comfort, Eppendorf, Hamburg
= Transferpipette- 12-200 pl, Brand, Wertheim
14



= Vortexer, Typ L 46, Hartenstein
=  Wairmeplatte, Typ L35 Hartenstein
=  Western Blot, Typ Criterion Blotter, BloRAD
=  Whatman gel blot paper, GB003, 58x60 cm, 0.8 mm, Fisher Sci., Whatman, no. 10402468
#09-301-124
= Zentrifugen: Heraeus Biofuge fresco, Thermo Fisher Scientific, Waltman, USA
Universal 32 R, Hettich, Tuttlingen
Micro Centrifuge SD, Roth, Karlsruhe
Mikro 20, Hettich, Tuttlingen

2.1.2 Chemikalien
Artikel und Bezugsquelle
= 30% Acrylamid/Bis Solution, BioRad #1610158
= Aprotinin, Sigma-Aldrich Steinheim # A6103
= APS (Ammoniumpersulfat), Sigma-Aldrich Steinheim #A3678
= Aqua bidest, Fresenius Kabi, Bad Homburg
=  Bromphenolblau, Roth #T116.1
= BSA, Sigma-Aldrich Steinheim #P0914-5AMP
= D(+)- Saccharose, Roth #4661.1
= EDTA, Sigma-Aldrich Steinheim #E5134
= FEthanol abs., Sigma-Aldrich Steinheim #32205
= Formaldehyd, Sigma-Aldrich Steinheim #47630
= QGlycin, Sigma-Aldrich Steinheim #G8898
= Glykogen Type III (liver), Sigma-Aldrich Steinheim #G8876
= Jgepal CA-630, Sigma-Aldrich Steinheim [3021-100ML
= Insulin, Sigma-Aldrich Steinheim #12643
= [sopropanol, Merck #1009940500
= Kaliumchlorid, Sigma-Aldrich Steinheim #P5405
= Kaliumhydroxid Plitzchen, Roth #P747.1
= Kupfersulfatlosung, Sigma-Aldrich Steinheim #C2284
= Laemli Sample Puffer, BioRad #161-0737
= Leupeptin, Sigma-Aldrich Steinheim # L9783
= Magnesiumsulfat, Sigma-Aldrich Steinheim
= Methanol, Sigma-Aldrich Steinheim #32213
=  Na3VOs (Natriumorthovanadat) Sigma-Aldrich Steinheim # S6508
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= NasP>0O7 (Natriumdiphosphat), Sigma-Aldrich Steinheim #P8010, Sigma #P8010
= Natriumchlorid, Sigma-Aldrich Steinheim #S3014
* Natriumfluorid, Sigma-Aldrich Steinheim #S1504

» Natriumhydroxid, Sigma-Aldrich Steinheim
» Nonfat dry milk, Cell Signaling #9999S

= Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS), Sigma-Aldrich Steinheim
=  Ponceau-S, Fluka #09189-1I-F

= Salzsdure 5N, Sigma-Aldrich Steinheim

= SDS, Sigma-Aldrich Steinheim #1.4390-250g

= TEMED, Sigma-Aldrich Steinheim #T9281-25 ml

= Tris, Roth # 4855.1

» Tris-HCI, Sigma-Aldrich Steinheim #T4661
=  Tween-20, Sigma-Aldrich Steinheim #P9416-100 ml

= Western Lightning ECL Plus, PerkinElmer #NEL105001EA
= [-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich Steinheim #M 6250

2.1.3 Enzyme

Artikel und Bezugsquelle

Glucoseoxidase, Thermo TR 15103
Amyloglykosidase, Sigma-Aldrich Steinheim #A7420

2.1.4 Antikorper

Antikorper Sekundirantikorper Verdiinnung Bezugsquelle
Anti-Kaninchen Ig G -

GLUT1 (Cell Signaling #7gO7 4-S) 1:1000 Milipore # 07-1401

GLUT2 1:2000 in 5% Milchlosung|1:500 Milipore #07-1402

GLUT4 1:100 Milipore #CBL243x

P 85-PI3K agarose-conj. 1:1000 Millipore/Upstate #16-107

Hexokinase 11 1:2000 Cell Signaling #C64G5

Hexokinase [V 1:1000 Abcam Anti-GLK ab137714

Phospho-Akt Ser 473 1:1000 Cell Signaling #9271

Akt 1 1:1000 Millipore/Upstate #05-591

Phospho-AMPK Thr 172 1:1000 Cell Signaling #2531

AMPK alpha 2 1:1000 Cell Signaling #2757-S

GroBenstandard: Kaleidoscope Precision Plus Protein Standards, BioRad # 161-0375
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere
Fiir die Versuchsreihen wurden ménnliche acht bis zehn Wochen alte C57BL/6N Méiuse verwendet,
um wachstumsbedingte Effekte zu vermeiden. Sie wurden von Charles River (Sulzfeld, Deutschland)

bezogen.

2.2.2 Tiermodelle

Um die Pathomechanismen bei der Entstehung von Krankheiten zu verstehen, bzw. zur Erforschung
neuer Therapieoptionen und Medikamente stehen der Forschung unterschiedliche Methoden zur
Verfligung. Hierzu zéhlen insbesondere die Studien an lebenden Tieren oder Zellkulturen. Beide
Methoden zeigen eine Reihe an Vor- und Nachteilen. Allerdings stoft die isolierte Betrachtung von
Zellkulturen besonders dann an ihre Grenzen, wenn es darum geht, erhobene Daten und aufgestellte
Thesen auf den lebenden Organismus zu {ibertragen. Somit ist der Einsatz von Tieren oft
unvermeidlich, bei multifaktoriellen Erkrankungen wie der Herzinsuffizienz im Besonderen, da die

Betrachtung isolierter Zellen nicht ausreichen wiirde.

2.2.3 Transversale Aortenligatur

Das murine TAC-Modell wurde erstmals von Rockman et al. eingefiihrt und hat sich seitdem als
gingiges Verfahren etabliert, um humane kardiovaskuldre Erkrankungen nachzuahmen und zur
Aufkldrung zugrundeliegender Signalwege, die bei einer Herzhypertrophie auftreten und zu der
Entwicklung einer Herzinsuffizienz beitragen, zu verstehen.’*

Durch Ligatur der Aorta auf Hohe des Aortenbogens kommt es initial zu einer kompensatorischen
Hypertrophie des Herzens, die anfanglich mit einer tempordr erhohten Kontraktilitit assoziiert ist.
Innerhalb von zwei bis sieben Tagen entwickelt sich kompensatorisch eine hochgradige,
linksventrikuldre konzentrische Hypertrophie. Dabei kommt es, bezogen auf das Korpergewicht, zu
einer Zunahme des Herzgewichts der Versuchstiere um 40-60%. Allerdings fiihrt dies als Antwort auf
die chronisch himodynamische Belastung im Verlauf zu maladaptiven Anpassungsreaktionen, die
schlieBlich in einer kardialen Dilatation und einer Herzinsuffizienz miinden.

Durchfiihrung:

Bei einem Teil der acht bis zehn Wochen alten mannlichen Mause wurde eine TAC-Operation (engl.
transverse aortic constriction) vorgenommen. Dabei wird die Aorta im Bereich der Aorta transversalis
mittels Ligatur verengt, sodass vor und hinter der kiinstlich hergestellten Stenose ein Druckgradient
von mindestens 30 mmHg entsteht.

Die Intubationsnarkose erfolgt iiber Isofluran, das sich {iber die nur geringe kardiodepressive Wirkung
besonders gut dafiir eignet. Uber eine Kugelkopfschere erdffnet man den Thorax im Bereich des
Sternums und legt die Aorta transversalis frei. Die Aorta wird mit einem nicht resorbierbaren Faden
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verknotet. Zur Sicherstellung eines GroBenstandards des Verfahrens wird vor dem Verknoten eine
27G Nadel parallel zum Gefal3 eingefiihrt, die im Anschluss wieder entfernt wird, sodass jede Ligatur
gleich weit ist. Als Kontrollgruppe wurden die sog. Sham-Tiere genommen, die sich einer

Scheinoperation unterzogen, bei der keine Aortenkonstriktion durchgefiihrt wurde.

2.2.4 Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen bei gleichméBiger
Temperatur (21.5 + 0.5 °C) und einer Luftfeuchtigkeit von 50 + 5% gehalten sowie einem Tages-
Nacht-Rhythmus von 14/10 h (das Licht wurde um 7.00 Uhr angeschaltet). Wéhrend der ganzen Zeit
hatten die Tiere Futter und Wasser ad libitum zur Verfiigung. Es wurden zwei Méuse pro Kifig
gehalten, sodass sie sich an die Gegebenheiten gewohnen konnten, bevor nach ca. einer Woche die
TAC- oder Sham- Operation durchgefiihrt wurde. Sdmtliche Versuche folgten den Vorschriften des
Tierschutzgesetzes nach den Richtlinien des europdischen Wirtschaftsgemeinschaftsrates von 1986
(86/609/EEC [engl. european economic community]) und wurden durch den Regierungsbezirk
Unterfranken und die Universitiat Wiirzburg iiberpriift und genehmigt (Aktenzeichen 55.2-2531.01-
96/11).

Sowohl das Korpergewicht als auch die Nahrungsaufnahme wurden kontrolliert. Die
Insulinsensitivitdit und Glucosetoleranz wurden durch wochentliche (Kurzzeit-Versuch) bzw.
monatliche (6-Monats-Gruppe) Serum-Glucose- und -Insulinmessungen wie auch Glucose- und
Insulintoleranztests dokumentiert.

Eine Subgruppe an Miusen erhielt eine zusitzliche Sucroseldsung ad libitum. Der Leber-, Herz- und
Muskelglykogengehalt, die GLUT-Expression und Insulinsignaltransduktionswege im Herzen, der
Leber und den Skelettmuskelzellen wurden nach der Tétung enzymatisch und iiber Western Blot
Analysen quantifiziert. Die statistische Auswertung erfolgte iiber ANOVA mit Daniel's XL toolbox

software.

2.2.5 Materialgewinnung

Nachdem die Tiere iiber Nacht niichtern waren, wurden sie getrennt in Plastikbehéltern in das Labor
transportiert. Dort wurden die Méuse gewogen und der Blutzuckerspiegel bestimmt, bevor die
Organentnahme erfolgte. Dafiir wurde je eine Maus in einen Kunststoffkasten gesetzt, der Deckel
verschlossen und diese Kammer iiber einen Anschluss mit Kohlenstoffmonoxid gefiillt. Sobald die
Maus bewusstlos war, wurde ihr iiber eine Pinzette, die man im cervikalen Wirbelbereich anlegte, das
Genick gebrochen und sie somit getdtet. Direkt darauf erfolgte die Préparation des Herzens. Dieses
wurde entnommen, in einer eiskalten 0,9%-igen NaCl-Losung gespiilt, anschlieBend in ein
Eppendorf-Réhrchen gegeben, abgewogen und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Um ein

Fortschreiten biochemischer Prozesse zu unterbinden, ist ein schnelles und genaues Arbeiten notig.
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Im Anschluss erfolgte die Entnahme der Leber. Diese wurde direkt in einen Eppendorf-Behilter
gegeben, abgewogen und eingefroren. Anschliefend erfolgte die Praparation des M. gastrocnemius
und des weillen und braunen Fettgewebes, das ebenfalls in Eppendorf-Réhrchen gewogen und in
fliissigem Stickstoff tiefgefroren wurde. Die Tibialdnge wurde gemessen, sie gilt als Mal} fiir den
Entwicklungsstand des Tieres und kann zur Ermittlung des Verhéltnisses von Herzgewicht zu
Tibialinge verwendet werden, das eine Einschitzung der Myokardhypertrophie unabhéngig vom

Korpergewicht erlaubt. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.6 Proteinanalyse
Durch proteinanalytische Methoden konnen Aussagen iiber Qualitdt und Quantitit spezifischer
Proteine getroffen werden. Daraus ergeben sich Riickschliisse auf ihre Funktion und Auswirkung auf

verschiedene Signal- und Aktivierungswege.

2.2.7 Proteinextraktion

Zur Durchfithrung der Proteinextraktion werden von den unterschiedlichen Geweben der diversen
Proben auf Trockeneis anndherungsweise gleich grofle Stiicke abgetrennt und auf der Feinwaage in
vorgekiihlten Eppendorf-Réhrchen abgewogen. Bei den Leberproben handelt es sich dabei um
Gewichte von ca. 30 mg. Die Herzen werden auf Trockeneis in einer mit Alufolie ausgelegten Morser
mit einem in fliissigem Stickstoff gekiihlten Pistill pulverisiert, sodass fiir die Proteinextraktion zwei
Loftel verwendet werden kdnnen. Vom M. gastrocnemius wird die Hélfte des Muskels verwendet.
Zur Herstellung der Gewebelysate wird dem zu untersuchenden gefrorenen Gewebe Lysepuffer

beigegeben, der folgendermaBen zusammengesetzt ist:

Substanz Volumen Konzentration

Tris, pH 7,4 4,8 ml IM; MW 12114 g/mol
EDTA 2,4 ml 500 mM; MW 372,24 g/mol
NasP207 24 ml 100 mM; MW 265,9 g/mol
NaF 120 ml 200 mM

NazVOq4 4,8 ml

Igepal/NP-40 24 ml (10%)

Aprotinin 160 pl 10 mg/ml

Leupeptin 160 pl 10 mg/ml

PMSF 2,4 ml 100 mM

AMPUWA 57,28 ml

Der Lysepuffer (engl. lysis buffer, LB) enthilt zur Suppression von Dephosphorylasen und als
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Proteasen-Inhibitor PMSF (1:100), Leupeptin (1:1000) und Aprotinin (1:1000). Je nach verwendetem
Gewebe werden unterschiedliche Mengen Lysepuffer verwendet, um eine gleichmiBige
Proteinkonzentration in den Homogenisaten zu gewihrleisten. Bei Herzproben wird fiir 20 mg ca.
200 ul Lysepuffer hinzugefiigt, beim M. gastrocnemius und der Leber 500 pl. Fiir die Western Blot
Analysen werden 20-30 pg Protein eingesetzt.

Zur Homogenisierung wird in jedes Eppendorf-Réhrchen eine Metallkugel hinzugefiigt und fiir
eineinhalb Minuten im Gewebslysator bei 30 Hertz geschiittelt. Um durch enzymatische Reaktion ein
homogenes Gemisch zu erhalten, werden die Proben in der Kiltekammer bei 4 °C fiir 30 Minuten
geschwenkt. Zur Trennung der homogenisierten Proteine von Zelldetritus werden die Eppendorf-
Rohrchen danach bei 14000 rpm fiir 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wird der
Uberstand in ein neues Eppendorf-Réhrchen transferiert und eine Proteinbestimmung dieses
Gemisches durchgefiihrt.

Damit eine gleiche Ladungsmenge gewéhrleistet ist, muss zuvor die Proteinkonzentration bestimmt
werden. Diese wird iiber die Bicinchoninséure-Reaktion photometrisch gemessen. Hierfiir wird eine
96-well-Platte und das BCA-Reagenz vorbereitet. Das BCA-Reagenz besteht aus 9,8 ml BCA mit
200 pl 4%-1gem CuSOs, dieses Gemisch wird 1:50 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

Zur Erstellung einer Eichgeraden wird als Standard bovines Serumalbumin verwendet. Diese wird
wie folgt vorbereitet:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1"

0 ul|1 ul|2 ul|3 ul/4 ul(5 ul|6 ul|7 ul/8 ul|9 ul|10 ul
BSA+10 BSA+ |BSA+ |BSA+ |BSA+ |BSA+ |BSA+ |BSA+ |BSA+ |BSA+ |BSA+

pl LB 9uLB 8ulLB (7pllB |6pullB |5pllB |[4pllB [3pllB [2ullB |1 ulLB |OpulLB

Es werden des Weiteren je 10 pl jeder Probe mit 20 ul Lysepuffer in ein neues Eppendorf-Rohrchen
transferiert. Von diesem Gemisch werden 10 pl in die Platte eingebracht. Dazu wird im Anschluss die
Mischung aus Kupfersulfat und BCA zu je 200 pl als Indikator hinzugefiigt. Um die Genauigkeit zu
erhohen, werden der Standard und die Proben jeweils in Duplikaten aufgetragen.

Chemisch wird bei diesem Prozess das zweifach positiv geladene Kupferion durch die Proteine zu
einem einfach positiv geladenen Kupferion reduziert. Zusammen mit der Bicinchoninsdure
komplexiert dieses zu einem violetten Farbstoff.

Die 96-well-Platte wird fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wird sie in den Plate Reader
eingelegt. In diesem wird die Extinktion mit dem Programm Digi-Read bei einer Wellenldnge von

590 nm gemessen.

2.2.8 Angleichen der Proteinkonzentration

Abhdngig davon, welches Protein nachgewiesen werden soll, werden unterschiedliche
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Gesamtproteinmengen benotigt. Die photometrisch bestimmten Werte werden danach in eine
vorbereitete Excel-Datei iibernommen und somit die Proteinkonzentration jeder Probe errechnet. Um
auf Konzentrationen zwischen 10-20 pg/ul zu kommen, werden die Lysate entsprechend mit
Lysepuffer in einem neuen Eppendorf-Behélter verdiinnt und im Anschluss mit Laemmli-Puffer

versetzt, der folgendermallen zusammengesetzt ist:

Fiir 20 ml Masse/Volumen Konzentration
2 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5ml 250 mmol/1
20% SDS 8 ml 8%

Glycerol 8 ml 40%

DTT (MW 154,3) 1,234 g 400 mmol/l
Bromphenolblau 1 Spatelspitze

Aqua dest. 1,5 ml

Zur Denaturierung der Proteine werden alle Proben mit dem Eppendorf Thermomixer bei 95 °C im
Riittler gekocht und im Anschluss in der Tischzentrifuge abzentrifugiert und auf Eis gelagert.
Handelte es sich bei den zu untersuchenden Proteinen um die GLUT-Transporter, so wurden diese
nicht gekocht, da sich gezeigt hat, dass sie in ungekochtem Zustand besser nachzuweisen sind.

Die Proben kdnnen nach diesem Schritt aliquotiert und bei -80 °C gelagert oder direkt fiir den Western
Blot verwendet werden. Waren die Proben tiefgefroren, wurden sie vor der weiteren Bearbeitung kurz

aufgekocht und anschlieBend herunterzentrifugiert.

2.2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) Western Blot
Der Western Blot ist ein molekularbiologisches Nachweisverfahren von Proteinen durch
elektrophoretische Auftrennung und Ubertragung (Blotting) auf eine Trigermembran. AnschlieBend

konnen dann spezifisch Proteine durch Antikorper-Reaktion nachgewiesen werden.

Die elektrophoretische Auftrennung des Proteingemischs erfolgt mittels SDS-Page. Bei dieser
Methode wandern die Proteine entsprechend ihrer GrofBle (in kDa) in einem elektrischen Feld
unterschiedlich weit auf einem Polyacrylamid-Gel. Das Wanderungsverhalten ist abhidngig von der
Konzentration des Polyacrylamidgels, von der Grof3e der Proteine, die nach Denaturierung mithilfe
des anionischen Tensids SDS entsprechend der Anzahl ihrer Eigenladung negativ geladen sind und
somit unterschiedlich schnell zur Kathode gezogen werden. Die Konzentration der SDS-Molekiile
verhélt sich dabei proportional zur Proteingrof3e.

Das Polyacrylamid-Gel besteht aus einem Sammel- und einem Trenngel, welche sich durch den pH-

Wert und die Porengr6Be unterscheiden und folgendermallen zusammengesetzt sind:
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Sammelgel (4%): Trenngel (7%):

30% Acrylamid/bis 0,66 ml 30% Acrylamid/bis 3,5 ml
0,5 M Tris-Cl, pH 6,8 1,26 ml 1,5 M Tris-Cl, pH 8,8 3,5 ml
10% SDS 50 pl 10% SDS 140 pul

Aqua dest. 3 ml Aqua dest. 6,8 ml

10% APS 25 ul 10% APS 70 ul

TEMED 5 ul TEMED 7 ul

Durch Zugabe von APS und TEMED wird die Gelpolymerisation initiiert, die Grundlage fiir die
Entstehung des Gels ist. Es erfolgt hierbei eine N,N'-Methylenbisacrylamidmolekiilvernetzung, aus
der ein dreidimensionales Maschenwerk mit definierter Porengrdof3e entsteht. Das Sammelgel hat eine
geringere Konzentration an Acrylamid, da so gréfere Poren geschaffen werden, sodass dieser Teil
des Gels schnell von den Proteinen durchwandert wird. Es dient der Ladung und Ordnung der
Proteine, bis diese am Trenngel ankommen, in dem die Auftrennung nach GroB3e stattfindet, wobei

sich die kleinen Proteine schneller bewegen und somit weiter wandern.

Fiir diese Arbeit wurden 7,5%-1ge Gele verwendet, da sie gut geeignet fiir die zu bestimmenden
Proteine zwischen ca. 50 (z. B. GLUT1) und 100 kDa (z. B. Hexokinase II) sind.

Die Sammelgelmatrix wird zuerst bis etwa 1 cm unter den Rand der eingezeichneten Taschen in die
Plastikkammer gegossen und mit destilliertem Wasser iiberschichtet, sodass ein luftfreier
Gelabschluss erreicht wird, damit das Gel vor dem Austrocknen geschiitzt ist.

Nach abgeschlossener Aushartung wird anschlieBend das iiberstehende Wasser abgegossen und das
Trenngel in den noch bestehenden Raum eingefiillt bevor der Stackerkamm eingesetzt wird.

Im Anschluss konnen die Gelkammern zur weiteren Bearbeitung in feuchten Zellstoff gewickelt und
bei 4 °C gelagert oder direkt weiterverwendet werden.

Nach der Aushirtung konnen die Kdmme vorsichtig entfernt und die entstehenden Geltaschen
langsam mit Laufpuffer befiillt werden, nachdem die Gelkammern entsprechend in die mit 1000 ml
Laufpufter gefiillte Elektrophoresekammer eingesetzt wurden. Der zehnfach konzentrierte Laufpuffer

ist wie folgt zusammengesetzt:

Fir 1000 ml Masse/Volumen Konzentration

Tris-Base 303¢g 250 mmol/1
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Glycin 144 ¢ 1,918 mol/l
20% SDS 50 ml 1%
Aqua dest. ad 1000 ml

Zur Verdiinnung des Zehnfachkonzentrats wird fiir einen Liter Laufpuffer 100 ml Zehnfachkonzentrat
mit 900 ml Aqua dest. gemischt.

Die Beladung des Polyacrylamidgels erfolgt mit dem Gemisch nach Angleichen der Protein-
konzentration. Die entsprechenden Proben werden zu je 30 pl pro Spur eingefiillt. Als Molekular-
gewichtsstandard wird an beide Seiten der Gelkammer jeweils 5-8 pl Kaleidoscope Precision Plus
Protein Standards in die Spur eingebracht.

An die tliber die Kathode und Anode an das Powersupplygerit angeschlossene Elektrophoresekammer
wird eine Spannung von 100 V angelegt.

Sobald die Proben das Sammelgel durchwandert haben, wird die Spannung fiir das Trenngel auf
150 V erhoht. Insgesamt dauert dieser Vorgang eineinhalb bis zwei Stunden.

Transfer:

Zur Immobilisation der Proteine erfolgt dann der Elektrotransfer der Eiweile in dem nach Grofe
aufgetrennten Acrylamidgel auf eine Cellulose Membran. Dieser geschieht iiber die Einbettung des
Gels in ein Transfersandwich, in dem von der Kathoden- zur Anodenseite Schaumstoft, Filterpapier,
Trenngel, Cellulose-Membran und wiederum Filterpapier und Schaumstoff {ibereinandergeschichtet
werden. All dies wird in einem mit Transfer-Puffer getranktem Plastikbehiltnis durchgefiihrt,
nachdem die das Gel enthaltende Plastikkammer vorsichtig aufgebrochen wurde. Es wird darauf
geachtet, dass alles gut mit Puffer befeuchtet und moglichst luftblasenfrei {ibereinandergeschichtet
ist.

Der zehnfach konzentrierte Transfer-Puffer hat folgende Zusammensetzung:

Fiir 1000 ml Masse/Volumen Konzentration
Tris Base 303 ¢ 250 mmol/l
Glycin 144 ¢ 1,918 mol/l
Aqua dest. ad 1000 ml

Zur Verdinnung des Zehnfachkonzentrats wird fiir einen Liter Transfer-Puffer 100 ml

Zehnfachkonzentrat, 200 ml Methanol und 700 ml Aqua dest. gemischt.

Durch Anlegen eines elektrischen Feldes an die Transferkammer, in die die Sandwiche eingebracht

werden, wandern die negativ geladenen Proteine zur Anode und konnen dadurch von dem
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Polyacrylamidgel auf die Cellulosemembran transferiert werden (Western Blot). Fiir eine
ausreichende Kiihlung sorgt zusitzlich ein gefrorener Kiihlakku in der Kammer. Der Transfer erfolgt
in der Kiithlkammer (4 °C) unter einer Spannung von 105 V bei einer Stromstérke von unter 0,5 A fiir
60 Minuten.

Zur Uberpriifung des erfolgreichen Transfers wird im Anschluss die Ponceau-S-Firbung
durchgefiihrt. Dieses Reagenz bindet reversibel an die positiv geladenen Aminogruppen der Proteine.
Sie kann im Anschluss durch dreimalige Waschschritte mit TBST sehr leicht entfernt werden. Zur

Herstellung des zehnfach konzentrierten TBS bzw. TBST wird folgendes Protokoll herangezogen.

Fiir 1000 ml Masse/Volumen Konzentration
Tris-Base 2423 g 200 mmol/1
NaCl 87¢g 1,49 mol/l (8,7%)
Aqua dest. ad 1000 ml; pH auf 7,4 einstellen

TBST (TBS mit Tween-20):

Fiir 1000 ml Masse/Volumen Konzentration
10x TBS 100 ml 200 mmol/1
Tween-20 500 ul 0,05%

Aqua dest. ad 1000 ml; pH 7,4 einstellen

Danach wird die Membran mit 5%-iger Milchlosung folgender Zusammensetzung

Fiir 300 ml Masse/Volumen
Milchpulver I5¢g
TBST ad 300 ml

in der Kéltekammer unter leichtem Schiitteln fiir eine Stunde geblockt. Dieser Vorgang verbessert
durch Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen der Cellulose die anschlieBende Immundetektion
der gewiinschten Zielproteine.

Danach wird die Membran zusammen mit dem Primérantikdrper (Verdiinnung siehe Tabelle)
zusammengebracht und iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Es werden dafiir ungefahr
10 ml in 1- bzw. 5%-iger Milch geldsten Primérantikdrper verwendet.

Am Folgetag wird die Membran dreimal fiir zehn Minuten in TBST gewaschen, um die
ungebundenen Erstantikorper zu entfernen. Es folgt dann die 60-miniitige Inkubation bei

Raumtemperatur mit einem spezifischen, an Peroxidase gekoppelten Zweitantikorper, der in einer
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Verdiinnung von 1:2000 in 5%-iger Milchlosung hinzugegeben wird.

AnschlieBend wird die Membran wiederum von den iiberschiissigen Sekundérantikérpern durch
dreimalige, 15-miniitige Waschvorgénge mit TBST befreit.

Zur Detektion des gesuchten Proteins wird eine Chemolumineszenz-Reaktion katalysiert, die
aufgrund der an die Zweitantikérper gebundene Enzym Peroxidase erfolgt.

Bei diesem Vorgang kommt es zur oxidativen Umsetzung von Luminol mittels Natriumdithionit, bei
der die entstehende Chemolumineszenz durch Schwirzung eines Fotofilms sichtbar gemacht werden
kann. Diese Durchfiihrung erfolgt in einer Rontgenkassette mit unterschiedlich langen
Belichtungszeiten in der Dunkelkammer. AnschlieBend wird der Film in einen Entwickler gegeben.
Die Membran kann dann in TBST mit Natriumazid als Konservierungsmittel eingeschweif3t und im
Kiihlschrank bei 4 °C gelagert werden.

Zum Nachweis phosphorylierter Proteine werden die ersten Schritte wie oben beschrieben
durchgefiihrt. Um im Anschluss die Expression der Gesamtproteine (phosphoryliert und nicht-
phosphoryliert) darzustellen, werden die Membranen gestripped, d.h. von der vorherigen Antikorper-

Bindung befteit.

Zur Herstellung des Stripping-Puffers wird folgende Zusammensetzung verwendet:
Fiir 10 ml Stripping-Puffer: | Volumen Konzentration
20% SDS 1 ml 2%

1 M Tris-HCI pH 6,8 625 pul 62,5 mmol/l
B-Mercaptoethanol 75 ul 7,5%
Aqua dest. 8,3 ml

Hierfiir wird die Membran nach dem Entwickeln zehn Minuten in TBST gewaschen, um sie
anschliefend 30 Minuten bei 37 °C in einem Strippingbuffer schwenkend zu inkubieren, der die
Proteinbindung zwischen Antikérpern bzw. Milch und den Proteinen auf der Membran 16st.

Dann erfolgen weitere Waschschritte mit TBST. AnschlieBend wird die Membran erneut eine Stunde
bei Raumtemperatur in 5%-iger Milchlésung geblockt und danach iiber Nacht mit dem
Primérantikorper fiir das Gesamtprotein bei 4 °C im Kiihlraum inkubiert. Waschen und Visualisieren

erfolgt entpsrechend den zuvor beschriebenen Schritten.
2.2.10 Glykogenassay

Bei der Bestimmung des Glykogengehalts der Leber werden die Proben auf Trockeneis geschnitten.
Préparate von ca. 30 mg werden mit dem Skalpell abgetrennt, in ein Eppendorf-Roéhrchen iiberfiihrt
und das genaue Gewicht auf der Feinwage kontrolliert und dokumentiert, wie beim M. Gastrocnemius

auch.
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Bei der Bearbeitung des M. gastrocnemius werden die tiefgefrorenen Proben auf Trockeneis gebracht
und dort ein Muskel halbiert, die hélftigen Muskeln werden in ein Eppendorf-Réhrchen eingebracht,
um bei diesen den Glykogengehalt zu bestimmen.

Im weiteren Verlauf wird die Standardkurve, aus sechs Proben bestehend, wie folgt auf Eis

vorbereitet: 0 pgstd. |6 pgstd. |12 pgstd. |18 pgstd. |24 pg std. |30 pg std.
Glykogen 0 ul 60 ul 120 pl 180 ul 240 ul 300 ul
0.1 mg/ml
0.5 N KOH 300l 2400l 180 ul 120wl 60ul  Opl

Fiir die Leber werden wegen des hohen Glykogengehalts Konzentrationen von 1 mg/ml Glykogen
fiir den Glykogenstandard verwendet. Im Folgenden werden die Eppendorf-Réhrchen, die das zu
untersuchende Gewebe enthalten, bei 4 °C auf Eis gebracht und je 300 pl 0,5 N KOH-Losung
hinzugefiigt. Danach werden die Proben 30 Minuten bei 95 °C auf dem Thermomix inkubiert.
Anschliefend werden die Proben gevortext, bis das Gewebe vollstindig gelost ist.

Es werden daraufhin je 25 pl 6%-ige Natriumsulfatlosung und 750 pl 100%-iges Ethanol in die
Behiltnisse gefiillt. Nach 60-miniitiger Inkubation des Gemisches bei -80 °C werden die Proben mit
16000 x g fiir 20 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen.

Zu dem im Eppendorf-Roéhrchen verbleibenden Pellet wird je 1 ml 70%-iges Ethanol pipettiert und
im Anschluss fiir zehn Minuten bei -20 °C gelagert. Danach werden die Proben mit der gleichen
Umdrehung fiir fiinf Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. Wahlweise kénnen
die Proben im Anschluss nach Zugabe von 25ul destilliertem Wasser iiber Nacht bei -80 °C
aufbewahrt werden, damit der Versuch am néchsten Tag fortgesetzt werden kann.

Im néchsten Arbeitsschritt gibt man 120 ul Amyloglucosidase (2 mg/ml in 0,2 M Natriumacetat mit
einem pH von 4,9) zu jeder Probe und vortext diese bis zur volligen Auflosung der Pellets. Bei diesem
Schritt wird das Glykogen an den 1,4- und 1,6 glykosidischen Bindungen hydrolytisch gespalten,
sodass die Glucosemolekiile frei werden.

Nach Zugabe des Enzyms inkubiert man die Proben fiir 60 Minuten bei 37 °C, im Anschluss werden
sie bei 16000 x g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Fiir die Konzentrationsbestimmung werden die
Proben im Weiteren zu je 5 pl in eine 96-well-Platte pipettiert, dazu jeweils 200 pl Glucoseoxidase
hinzugegeben. Durch den Prozess der enzymatischen Oxidation kommt es zum Farbumschlag von
rosa zu violett. Damit das Enzym unter optimalen Bedingungen wirken kann, wird diese Platte bei
37 °C fiir weitere zehn Minuten inkubiert. Im Anschluss wird die Absorption bei einer Wellenldnge
von 500 nm, bei einer Referenzwellenldnge von 600 nm, gemessen.

Uber die von dem Photometer bestimmten Konzentrationen des verwendeten Gewebes sowie die
Werte der Standardkurve ldsst sich die Menge an Glykogen pro Milligramm Gewebe bestimmen. Des

Weiteren kann dadurch der Glykogengehalt des ganzen Organs errechnet werden.
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2.2.11 Statistik

Die gesamten Daten der vorliegenden Studie sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgt mittels zwei-faktorieller Varianzanalyse (ANOVA-
Test) iiber die Software Daniel's XL Toolbox. Bei den erstellten Schaubildern wurde der Mittelwert
und die entsprechende Standardabweichung mittels Fehlerbalken dargestellt. Die Nullhypothese

wurde bei Uberschreiten eines Wahrscheinlichkeitsniveaus von 95% verworfen (p <0.05).
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war, die zugrunde liegenden Verdanderungen im Glucosestoffwechsel zu eruieren,
die den erhohten systemischen Glucoseumsatz und den erniedrigten Niichtern-Blutzucker in der
Herzinsuffizienz im Mausmodell der Aortenligatur (TAC) erkldren konnten. Der Glykogengehalt
verschiedener Gewebe, die Proteinexpression sowie die Insulintransduktionswege wurden post

mortem quantifiziert sowie enzymatischen Messungen und Western Blot Analysen zugefiihrt.

3.1 Entleerungen der Glykogen-Speicher bei Herzinsuffizienz (Leber und Muskel)

Wie bereits beschrieben, wird Glykogen als Speichermolekiil von Glucose in Phasen der
Nahrungskarenz und bei erhohtem Energiebedarf des Organismus gespalten und als Glucose in das
Blut freigesetzt. Da die Leber als Hauptspeicherort von Glykogen gilt, wurde ihr Gehalt bei den
unterschiedlichen Tieren ermittelt. Zudem wurde untersucht, wie sich der Muskelglykogengehalt des

M. gastrocnemius im zeitlichen Verlauf nach der TAC-Operation verdndert.

Glykogengehalt der Leber nach einem
yrogens Glykogengehalt der Leber

Monat:

[mg/g]
. . . e

Die enzymatischen Bestimmungen ergaben g | T
hinsichtlich der Glykogenkonzentrationen, dass
die  TAC-Méuse eine Abnahme der , |
Glykogenspeicher gegeniiber den Sham-Tieren ﬁ
zeigten (s. Abb. 10: Sham 7,2 + 1 mg/g vs. TAC ¢ J

Sham 1 Monat TAC 1 Monat

2+ 1mg/g,n=9vs.7,p<0.05*).

Abbildung 10: Glykogengehalt der Leber nach einem Monat

Glykogengehalt der Leber nach Glykogengehalt der Leber [mg/g]
sechs Monaten:

20 -
Nach diesem Zeitraum sah man
ebenfalls eine Minderung des
Glykogengehalts bei der TAC- °]
Gruppe (Sham 7,4 + 1 mg/g vs. TAC
4,6 £ 1 mg/g, n=6vs. 5 p=0.16), . -

was durch Gabe von Sucroselésung Sham 6 Monate TAC 6 Monate TAC 6 Monate +

. Sucrose
ad libitum (TAC-Sucrose 16 £ 5,

Abbildung 11: Glykogengehalt der Leber nach sechs Monaten
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n =38, TAC vs. TAC + Sucrose: p = 0.095) verhindert werden konnte (s. Abb.11).

Glykogengehalt des M. gastrocnemius nach einem

Glykogengehalt des M.

Monat: gastrocnemius[ug/mg]
Bei der Bestimmung der Glykogenkonzentration des >0

40 A
M. gastrocnemius nach einem Monat kam es zu keiner |

Anderung zwischen den Gruppen (Sham 37 + 4 20 {

png/mg vs. TAC 41 £4 ng/mg,n=9vs. 8, p=0.51, s.

Abb. 12). Sham 1 Monat TAC 1 Monat

Abbildung 12: Glykogengehalt des M. gastrocnemius nach einem Monat

Glykogengehalt des M. gastrocnemius nach sechs Monaten:

Nach sechs Monaten fanden sich Glykogengehalt des M. gastrocnemius
tendenziell reduzierte Glykogen- [ug/mg] 0

speicher bei den TAC-Mdiusen 80 -
(Sham 56 + 19 ng/mg vs. TAC 25 60 A
+ 5 ug/mg, n=6vs.5 p=0.13). 40 -

Diese lieBen sich durch die 20 - -
0

zusatzliche Gabe von Sucrose
Sham 6 Monate TAC 6 Monate TAC 6 Monate +
Sucrose

(TAC + Sucrose 57 = 11 pg/mg, n
=8, TAC vs. TAC + Sucrose: p <
0.05 0) nach sechs Monaten dem
Glykogengehalt der Sham-Tiere angleichen (s. Abb. 13).

Abbildung 13: Glykogengehalt des M. gastrocnemius nach
sechs Monaten

3.2 Marker der myokardialen Glucoseauthahme bei Herzinsuftizienz

Zur Quantifizierung der Proteine, die bei der myokardialen Glucoseaufnahme und -verwertung bzw.
der Entstehung einer Herzinsuffizienz eine entscheidende Rolle spielen, wurden Western Blot
Analysen von GLUT1 und 4, Hexokinase II und Akt durchgefiihrt, auf die im Weiteren eingegangen

werden soll.

Die Western Blot Analysen der Expression der GLUT1/p85 im Myokard, Uber die die basale
Glucoseaufnahme sichergestellt wird, zeigen bereits nach einem Monat einen Trend zur erhéhten
Konzentration der GLUT1 Transporter bei den TAC-Tieren (s. Abb. 14: Sham: 100 + 21 A. U. vs.
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TAC 147 £ 25 A. U, p=0.18, n =9 vs. 6). Dieser Trend bestétigt sich nach sechs Monaten (s. Abb.
15) als signifikante Zunahme der Glucosetransporter bei den TAC-operierten Tieren (Sham 100 = 16
A. U.vs. TAC 233 £ 50 A. U, p <0.05 * n =5 vs. 5). Diese signifikante Zunahme zeigte sich
ebenfalls bei zusétzlicher Sucrosefutterung (s. Abb. 16) bei der Versuchsgruppe nach sechs Monaten
bei den TAC-Tieren (Sham-Sucrose 100 + 23 A. U. vs. TAC-Sucrose 203 + 21 A. U, p<0.05*, n
=6 vs. 6).

% of Sham GLUT 1/

p 85
200 -
150 -
100 { —1L
00 : 5 S ——— —

Sham TAC P .

Abbildung 14: GLUTI1 Expression am Herzen nach einem Monat. (Links) Auswertung der Western
Blot Analyse fiir GLUTI mit Proteinlysaten aus dem Myokard einen Monat nach der Sham- bzw. TAC-
Operation der C57BL/6N Mduse. (Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir GLUTI und p 85 der
Sham- und TAC-Tiere.

GLUT1/p85 oot 1 [ “
% el 4 -

300 - s

250 -

200 - Sham TAC

150 - Abbildung 15: GLUTI Expression am Herzen nach sechs

100 A T Monaten. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
50 - GLUTI mit Proteinlysaten aus dem Myokard sechs Monate nach
0 der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse. (Rechts)

Sham ' TAC Darstellung eines Western Blots fiir GLUTI und p 85 der Sham-
und TAC-Tiere.
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250 + *

200 P85 — — ——

150 - Sham + Sucrose TAC + Sucrose

100 - T Abbildung 16: GLUTI Expression am Herzen nach sechs
50 - Monaten bei Sucrose ad libitum. (Links) Auswertung der
0 Western Blot Analyse fiir GLUTI mit Proteinlysaten aus dem

Sham + TAC + Myokard sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation der

Sucrose  Sucrose C57BL/6N Mduse bei zusdtzlicher Sucrosefiitterung. (Rechts)
Darstellung eines Western Blots fiir GLUTI und p 85 der Sham-
und TAC-Tiere.

Zur ldentifizierung der Auswirkungen einer HI auf die insulinsensitiven GLUT4-Transporter, wurden

diese Uber Western Blot Analysen am Myokard untersucht.

Die Quantifizierung der Expression der insulinabh&ngigen GLUT4/p85 erbrachte bereits nach einem
Monat (s. Abb. 17) eine signifikante Verminderung im TAC Myokard (Sham 100 + 12 A. U. vs. TAC
63£9A.U,p<005* n=9vs. 6

). Der Befund dieses Expressionsmusters kann nach einem Zeitraum von sechs Monaten (s. Abb. 18)
ebenfalls als signifikante Minderung des GLUT4 Gehalts bei TAC nachgewiesen werden (Sham 100
+12A. U.vs. TAC46 £8 A. U, p<0.05*, n =6 vs. 5), auch bei zusatzlicher Sucrosefutterung (s.
Abb. 19) ist der GLUT4 Gehalt nach sechs Monaten vermindert (Sham-Sucrose 100 + 16 A. U. vs.
TAC-Sucrose 45+ 10 A. U, p<0.05* n=6vs. 5).

% of Sham GLUT 4/
p85*

120 -
100 A
80 A
60 -
40 -
20 A
0 T
Sham TAC

—

GLUT4 -

o _

Sham TAC

Abbildung 17: GLUT4 Expression am Herzen nach einem Monat. (Links) Auswertung der Western
Blot Analyse fiir GLUT4 mit Proteinlysaten aus dem Myokard einen Monate nach der Sham- bzw.
TAC-Operation der C57BL/6N Mduse. (Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir GLUT4 und p
85 der Sham- und TAC-Tiere.
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GLUT 4/ p85 GLUT 4 & —
150 - *

p8s ____ PN | .

100 - T Sham |TAC | Sham TAC |Sham | TAC
50 Abbildung 18: GLUT4 Expression am Herzen nach sechs
] Monaten. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
GLUTH4 mit Proteinlysaten aus dem Myokard sechs Monate nach
0 T der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse. (Rechts)
Sham TAC Darstellung eines Western Blots fiir GLUT4 und p 85 der Sham-

und TAC-Tiere.

GLUT 4/p 85 GLUT 4 IR S S (S
- *
150 p 5

100 + I Sham + Sucrose  TAC + Sucrose
50 - Abbildung 19: GLUT4 Expression am Herzen nach sechs
Monaten bei Sucrose ad libitum. (Links) Auswertung der
0 Western Blot Analyse fiir GLUT4 mit Proteinlysaten aus dem
Sham + ) TAC + Myokard sechsnMonat? nac@ d?r Sham- bzw. TfI C-Operation der
Sucrose  Sucrose C57BL/6N Mduse bei zusdtzlicher Sucrosefiitterung. (Rechts)

Darstellung eines Western Blots fiir GLUT4 und p 85 der Sham-
und TAC-Tiere.

Die Hexokinase, die das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Glykolyse ist und auRerdem den
ersten Schritt der Glykogensynthese katalytisch einleitet, dient zur Phosphorylierung der
aufgenommenen Glucose in Glucose-6-Phosphat. Dieses kann die Zellen nicht mehr durch
Rickdiffusion verlassen. Im Myokard ist das Isoenzym Hexokinase Il aktiv, das zum Teil
mitochondrial gebunden ist. Generell ist HK Il die pradominante Form an insulinsensitivem Gewebe,
dessen Aktivitat von der hormonellen Kontrolle durch Insulin abhéngig ist. Zur Identifikation des
Glucosekatabolismus wurde diese Kinase uber Western-Blot Analysen gemessen.

Einen Monat nach TAC zeigte sich kaum ein Unterschied der Expression der Hexokinase 11/p85
zwischen den Versuchsgruppen (s. Abb. 20: Sham 100 + 21 A. U.vs. TAC69+8 A. U.,p=0.23,n
=9vs. 7). Ein dhnliches Ergebnis ergab die Betrachtung des Expressionsmusters nach sechs Monaten
(s. Abb. 21: Sham 100 £ 23 A. U. vs. TAC 75 £ 12 A. U., p = 0.41, n = 6 vs. 5). Bei zusatzlicher
Sucrosefltterung kommt es bei den TAC-operierten Mausen nach sechs Monaten zu einer
signifikanten Abnahme der Hexokinase Il (s. Abb. 22: Sham 100+ 14 A. U.vs. TAC64+7A. U., p
<0.05* n=6vs.6).
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Hexokinase Il / p 85

Hexokinase Il / p 85

Hexokinase Il / p 85

Hexolcinase [] s S— s—— ——

Sham TAC

Abbildung 20: Hexokinase II Expression am Herzen nach
einem Monat. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
Hexokinase Il mit Proteinlysaten aus dem Myokard einen Monat
nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse.
(Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir Hexokinase Il und p
85 der Sham- und TAC-Tiere.

Hexokinase II

p 85 — e

Sham TAC

Abbildung 21: Hexokinase II Expression am Herzen nach sechs
Monaten. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
Hexokinase Il mit Proteinlysaten aus dem Myokard sechs Monate
nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse.
(Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir Hexokinase Il und p
85 der Sham- und TAC-Tiere.

Hexokinase TT i o -—

Sham + Sucrose TAC + Sucrose

Abbildung 22: Hexokinase Il Expression am Herzen nach
sechs Monaten bei Sucrose ad libitum. (Links) Auswertung der
Western Blot Analyse fiir Hexokinase Il mit Proteinlysaten aus
dem Myokard sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-
Operation der  C57BL/6N  Mduse bei  zusdtzlicher
Sucrosefiitterung. (Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir
Hexokinase Il und p 85 der Sham- und TAC-Tiere.

Die Protein Kinase Akt, die durch andere Kinasen tber eine Phosphorylierung an Threonin 308 und

Serin 473 aktiviert wird, nimmt an der Regulation des kardialen Wachstums teil. Durch eine

Aktivierung kommt es zu einem ungunstigen Zellwachstum und einer Proliferation, die in einer

Hypertrophie enden kann. Zudem aktiviert sie die Glykogensynthese. Weiterhin wurde dieses Protein

wegen ihrer spezifischen Wirkung in der Insulinsignaltransduktion untersucht.
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Die Western-Blot Analysen zeigen einen Monat nach TAC (s. Abb. 23) eine geringe Tendenz
Richtung Reduktion der Expression von Akt/p85 (Sham 100 = 16 A. U. vs. 63 £ 11 A. U., p = 0.10,
n =9 vs. 7), allerdings auch der phosphorylierten Form der Akt (P-Akt(S473)/p85) Sham 100 + 21
A.U.vs. TAC55+8 A. U, p=0.09, n=9vs. 7). Im Verhéltnis P- zu total Akt ergab sich daher
kein Unterschied (Sham 100 + 17 A. U. vs. TAC 103 + 25 A. U,, p =092, n = 9 vs. 7).

Total Akt / p85 P- Akt / p 85 P-Akt / total Akt
150 - 150 - 150 -
100 - I 100 - I 100 - I
50 -
0 '
TAC Sham TAC

Abbildung 23: Total Akt Expression und
Phosphorylierung der Akt sowie ihr Verhiltnis

am Herzen mit Western Blot Analysen nach
einem Monat. Auswertung der Western Blot
P85 S S S— — Analyse fiir Total Akt und ihre Phosphorylierung
mit Proteinlysaten aus dem Myokard sowie dem

Sham TAC Verhdltnis P- zu total Akt einen Monat nach der

Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse mit den dazugehorigen Darstellungen der Western
Blots.

Nach sechs Monaten zeigen die Analysen keinen Unterschied (s. Abb. 24), weder in der Akt-
Expression (Sham 100 + 30 A. U. vs, TAC 88 £ 26 A. U., p = 0.77, n = 6 vs. 5), noch bei der
Phosphorylierung des Proteins (Sham 100 + 20 A. U.vs, TAC 89+ 14 A. U, p=0.68, n =6 vs. 5)
oder im Verhaltnis der beiden zueinander (Sham 100 £ 18 A. U. vs, TAC 121 £ 44 A. U, p=0.64, n
=6 vs. 5).
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150 -

100 +

50 -

Total Akt / p 85

Sham

TAC

150 -

100 +

50 -

P-Akt / p 85

Sham

Abbildung 24:

total Akt
— — Y —m

p 85

- —

TAC

200 1

150 -

100 -

50 -

P-Akt / total Akt

Sham

TAC

Total Akt Expression und
PAK e —— e
-— Phosphorylierung (S473) der Akt sowie ihr

Verhiiltnis am Herzen mit Western Blot Analysen

nach sechs Monaten. Auswertung der Western Blot

Analyse fiir total Akt und ihre Phosphorylierung mit

Proteinlysaten aus dem Myokard sowie dem

TAC

Verhdiltnis P- zu total Akt sechs Monate nach der

Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse mit den dazugehérigen Darstellungen der

Western Blots.

Die Gruppe, die eine zusatzliche Sucroseldsung erhielt, zeigt in der Expression nach einem

Beobachtungszeitraum von sechs Monaten ebenfalls keine wesentliche Anderung der total Akt (s.
Abb. 25: Sham 100 + 16 A. U. vs, TAC 82 + 14 A. U., p = 0.42, n = 6 vs. 6), des phosphorylierten
Zustands (Sham 100 + 10 A. U.vs, TAC80 £ 11 A. U, p =0.20, n = 6 vs. 6) oder des Verhéltnisses
der beiden (Sham 100 + 19 A. U. vs, TAC 92 + 16 A. U, p = 0.77, n= 6 vs. 6).

Total Akt / p 85

150 -
100 - I
50 A
0
Sham +
Sucrose

TAC +
Sucrose

P-Akt/p 85
150 -
100 A 1
50 -
0 T
Sham +
Sucrose
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150 -

100 -+

50 -

P-Akt / total Akt

Sham +
Sucrose

TAC +
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Sham + Sucrose

TAC + Sucrose

Abbildung 25: Total Akt Expression und
Phosphorylierung am Herzen sowie ihr
Verhdiltnis nach sechs Monaten bei Sucrose ad
libitum mit Western Blot Analysen. Auswertung
der Western Blot Analyse fiir total Akt und ihre
Phosphorylierung mit Proteinlysaten aus dem
Myokard sowie dem Verhdltnis P- zu total Akt
sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-
Operation der C57BL/6N Mduse bei zusdtzlicher
Sucrosefiitterung  mit den  dazugehorigen
Darstellungen der Western Blots.

3.3 Marker des myokardialen Energichaushalts bei Herzinsuffizienz

Eine Schlusselrolle in der Regulation des myokardialen Energiemetabolismus spielt die 5’AMP-

aktivierte Protein Kinase (AMPK). Sie wird als protektive Antwort des Myokards bei energetischer

Belastung, wie z. B. der HI, aktiviert. Uber Western-Blot Analysen wurde der Gehalt der aktiven,

phosphorylierten Form, sowie der Grundform des Enzyms quantifiziert.

Die Ergebnisse nach einem Monat (s. Abb. 26) zeigen keinen Unterschied beim Gesamtproteingehalt
der AMPK nach TAC (Sham 100 £ 8 A. U. vs. TAC 97 £ 27 A. U., p =0.87, n =9 vs. 7), ebenso ist
kein Unterschied der Phosphorylierung zwischen den Gruppen zu detektieren (Sham 100 + 10 A. U.
vs. TAC 86 £ 23 A. U., p = 0.55, n = 9 vs. 7). Ein &hnliches Ergebnis zeigt die Betrachtung des
Verhaltnisses (Sham 100 £ 9 A. U.vs. TAC89+ 11 A. U, p=043,n=9vs. 7).

Total AMPK / p85
150 -

100 - I

50 -

Sham TAC

P-AMPK / p 85 P-AMPK [/ total AMPK
150 - 150 -
100 T 100 A I
50 - 50 -
0 . 0 .
Sham TAC Sham TAC

Abbildung 26: Total AMPK Expression und
Phosphorylierung der AMPK sowie ihr Verhiiltnis
am Herzen mit Western Blot Analysen nach einem
Monat. Auswertung der Western Blot Analyse fiir
total-AMPK  und ihre Phosphorylierung mit

Proteinlysaten aus dem Myokard sowie ihr
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Verhdltnis einen Monat nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse mit den

dazugehérigen Darstellungen der Western Blots.

Nach sechs Monaten (s. Abb. 27) allerdings kommt es im Mittel zu keiner Anderung, einige der
Versuchstiere zeigen eine erhohte, andere eine niedrigere Expression (Total AMPK / p 85: Sham 100
+7A.U.vs. TAC102+7 A. U, p=0.83, n=6vs. 5, P-AMPK / p85: Sham 100 + 8 A. U. vs. TAC
101 £ 11 A. U, p=0.96,n=6vs.5; P-/total AMPK: Sham 100+ 7 A. U.vs. TAC96 £6 A. U,, p
=0.70,n =6 vs. 5).

Total AMPK / p 85 P-AMPK / p 85 P-AMPK [/ total AMPK
150 - 150 - 150 -
100 - T 100 - T 100 - T
50 - 50 - 50 -
0 ' 0 ' 0 :
Sham TAC Sham TAC Sham TAC

P-AMPK IS S s s Abbildung 27: Total-AMPK Expression und
AMPK W SR S s Phosphorylierung der AMPK sowie ihr Verhdiltnis

am Herzen mit Western Blot Analysen nach sechs

p85 | — J__

Monaten. Auswertung der Western Blot Analyse fiir

Sham TAC
total AMPK wund ihre Phosphorylierung mit

Proteinlysaten aus dem Myokard sowie dem Verhdltnis von P- zu total AMPK sechs Monate nach der
Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse mit den dazugehorigen Darstellungen der Western
Blots.

Bei den Tieren, die sechs Monate zusatzlich Sucrose erhielten, bildet sich das Ergebnis wie folgt ab
(s. Abb. 28): Es zeigte sich eine signifikante Minderung der Expression von Akt/p85 nach TAC
(Sham 100 + 6 A. U. vs, TAC 67 = 10 A. U,, p < 0.05*, n = 6 vs. 6), ein Unterschied der
Phosphorylierung war nicht feststellbar (Sham 100 + 10 A. U. vs, TAC 107 +8 A. U.,p=0.63,n=6
vs. 6), woraus sich im Verhéltnis eine Erhohung des relativen Phosphorylierungsgrades bei den TAC-
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Tieren ergab (Sham-Sucrose 100 £ 15 A. U. vs. TAC-Sucrose 172 + 29 A. U, p = 0.05, n =6 vs. 6).

Total AMPK / p 85 P-AMPK / p 85 P-AMPK / total AMPK
150 - * 150 - 250 - p=0.05
. 200 -
100 A 100 A 150 A
i T
50 - 50 - 100
50 -
0 T O T O T
Sham + TAC + Sham + TAC + Sham + TAC +
Sucrose Sucrose Sucrose Sucrose Sucrose Sucrose
P- AMPK | s S s — Abbildung 28: Total-AMPK Expression und
Phosphorylierung der AMPK sowie ihr Verhdiltnis
AMPK — — — ﬁjr_— pnory g
"% am Herzen mit Western Blot Analysen nach sechs
85 o — — . e
. y— ™ "= Monaten bei Sucrose ad libitum. Auswertung der
Sham TAC Sham TAC Sham . .
+ Sucrose + Sucrose + Sucrose+ Sucrose| + Sucrose Western Blot Analy se ﬂ:l r total AMPK und ihre

Phosphorylierung mit Proteinlysaten aus dem Myokard sowie dem Verhdltnis von P- zu total AMPK
sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse bei zusdtzlicher

Sucrosefiitterung mit den dazugehorigen Darstellungen der Western Blots.

3.4 Marker der peripheren Glucoseaufnahme in der Leber und im Muskel

Im Folgenden wurde die Glucoseaufnahme in die Leber und Skelettmuskulatur untersucht. Die
Skelettmuskulatur dient nach der Leber als wichtigster Speicherort fiir Glykogen. Die Funktion des
in der Leber gespeicherten Glykogens besteht vornehmlich in der Aufrechterhaltung des
Blutzuckerspiegels, die Glykogenspeicher der Muskulatur werden insbesondere fir die Bereitstellung

von Energie in Form des ATPs verwendet, das flr die Muskelkontraktion eingesetzt wird.

Um aufzudecken, wie, bzw. ob sich die periphere Glucoseaufnahme durch eine HI dndert, wurde die
Expression des GLUT2-Transporters an der Leber untersucht. Dieser dient zur Glucoseaufnahme, die
nach Phosphorylierung durch die Hexokinase IV (HK IV) in der Leber bzw. der Hexokinase II im M.

gastrocnemius u. a. der Glykogensynthese zugefiihrt wird.

Die Expression von GLUT2/p85 in der Leber war weder nach einem Monat (s. Abb. 29: Sham 100
13 A. U.vs. TAC 108 £16 A. U.,, p=0.71, n =9 vs. 8) noch nach sechs Monaten (s. Abb. 30: Sham
100 £ 27 A. U.vs. TAC 136 £ 21 A. U., p = 0.36, n = 6 vs. 4) oder zuséatzlicher Sucrosefitterung (s.
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Abb. 31: Sham-Sucrose 100 + 7 A. U. vs. TAC-Sucrose 89 + 6 A. U., p=0.68, n =5 vs. 6) signifikant

verandert.
i R "
GLUT2/p 85 GLUT? S i S S
150 A p 85 p—

100 - | Sham TAC
Abbildung 29: GLUT2 Expression an der Leber nach einem
50 1 Monat. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir GLUT2
mit Proteinlysaten aus der Leber einen Monat nach der Sham- bzw.
0 T TAC-Operation der C57BL/6N Mduse. (Rechts) Darstellung eines

Sham TAC Western Blots fiir GLUT2 und p 85.

GLUT 2/p 85 szg ;--

200 -
150 1 Sham TAC
100 - T . ,
Abbildung 30: GLUT2 Expression an der Leber nach sechs
50 4 Monaten. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
GLUT?2 mit Proteinlysaten aus der Leber sechs Monaten nach der
0 T Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse. (Rechts)
Sham TAC Darstellung eines Western Blots fiir GLUT2 und p 85.
GLUT2/p 85 oz [ S N .
150 ~ %
P85 M=
100 - T Sham + Sucrose TAC + Sucrose
50 - Abbildung 31: GLUT2 Expression an der Leber nach sechs
Monaten bei Sucrose ad libitum (Links) Auswertung der Western
0 : Blot Analyse fiir GLUT2 mit Proteinlysaten aus der Leber sechs
Sham + TAC + Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N
Sucrose  Sucrose Mduse bei zusdtzlicher Sucrosefiitterung. (Rechts) Darstellung

eines Western Blots fiir GLUT2 und p 85.

In der Leber ist das Isoenzym Hexokinase IV aktiv, in der Muskulatur und dem Myokard die
Hexokinase II. Zur Identifikation des Glucosekatabolismus wurde diese Kinase iiber Western-Blot

Analysen gemessen.

Bei Bestimmung der Hexokinase IV/p85 an der Leber lief3 sich nach einem Monat (s. Abb. 32) kein
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Unterschied zwischen den Versuchsgruppen eruieren (Sham 100 £ 14 A. U. vs. TAC 87 £ 13 A. U,,

p=0.52,n=9vs. 7). Nach sechs Monaten (s. Abb. 33) deutet sich eine leichte Reduktion des Enzyms
bei den TAC-Mausen an (Sham 100 = 12 A. U. vs. TAC 67 £ 20 A. U, p = 0.17, n = 5 vs. 6). Bei

zusétzlicher Sucrosefitterung (s. Abb. 34) ergibt sich nach sechs Monaten keine Differenz im
Ergebnis (Sham 100 £ 20 A. U. vs. TAC 106 £ 21 A. U., p=0.85,n=6vs. 6).

Hexokinase IV / p 85

150
100 A I
50 -
0
Sham

TAC

Hexokinase IV / p 85

150 -
100 { —1
50 -
0
Sham

TAC

Hexokinase IV / p 85

150 -
100 - T
50 A
0
Sham +
Sucrose

TAC +
Sucrose

PED | m—

Sham TAC

Abbildung 32: Hexokinase IV Expression der Leber nach einem
Monat. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
Hexokinase IV mit Proteinlysaten aus der Leber einen Monat nach
der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse. (Rechts)
Darstellung eines Western Blots fiir Hexokinase IV und p 85.

‘
HK [V — — _— m—

p 85 — —

Sham TAC

Abbildung 33: Hexokinase IV Expression der Leber nach sechs
Monaten. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
Hexokinase IV mit Proteinlysaten aus der Leber sechs Monate
nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse.
(Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir Hexokinase IV und p
85.

HK IV S S— — .

Sham + Sucrose TAC + Sucrose

Abbildung 34: Hexokinase IV Expression der Leber nach sechs
Monaten bei Sucrose ad libitum. (Links) Auswertung der Western
Blot Analyse fiir Hexokinase IV mit Proteinlysaten aus der Leber
sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N
Mduse bei zusdtzlicher Sucrosefiitterung. (Rechts) Darstellung
eines Western Blots fiir Hexokinase IV und p 85.

Da die Hexokinase auch als Marker der Glucoseaufnahme im Muskel herangezogen wird, wurde der

Gehalt dieses Enzyms durch Western Blot Analysen untersucht.
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Bereits einen Monat (s. Abb. 35) nach der TAC- bzw. Sham-Operation zeigt sich ein Trend zur
erhdhten Expression der HK 11/p85 im M. gastrocnemius der TAC-Tiere (Sham 100 + 19 A.U. vs.
TAC 134 +28 A.U., p =0.33, n =9 vs. 8), die sich im zeitlichen Verlauf von sechs Monaten (s. Abb.
36) zu einer signifikanten Steigerung der Expression entwickelt (Sham 100 £ 19 A.U. vs. TAC 181
+35A.U, p<0.05% n=10vs. 7).

Im Vergleich dazu kommt es nach sechs Monaten mit Sucrose ad libitum (s. Abb. 37) zu einem
anndhernd gleichen Konzentrationsgehalt beider Versuchsgruppen (Sham 100 + 24 A.U. vs. TAC 90
+28 AU, p=0.79,n=6vs. 6).

Hexokinase Il / p 85 HKII = e [— —
200 - p 85 e | — W—
150 1 Sham TAC
100 A I . . . .
Abbildung 35: Hexokinase Il Expression im Muskel nach einem
50 - Monat. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
Hexokinase Il mit Proteinlysaten aus dem M. gastrocnemius einen
0 T Monat nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse.
Sham TAC (Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir Hexokinase Il und p
85.
HEK IS s g —
Hexokinase Il / p 85
—_— 5 -y
250 - P8
200 - Sham TAC
150 -
100 - T Abbildung 36: Hexokinase Il Expression im Muskel nach sechs
Monaten. (Links) Auswertung der Western Blot Analyse fiir
50 1 Hexokinase Il mit Proteinlysaten aus dem M. gastrocnemius sechs
0 T Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N
Sham TAC Mediuse. (Rechts) Darstellung eines Western Blots fiir Hexokinase II
und p 85.
Hexokinase Il / p 85 HKI w7
150 - 85 —
T PR |
Sham  TAC  Sham  TAC
100 - + Sucrose + Sucrose + Sucrose + Sucrose
50 A Abbildung 37: Hexokinase Il Expression im Muskel nach sechs
Monaten bei Sucorse ad libitum. (Links) Auswertung der Western
0 , Blot Analyse fiir Hexokinase Il mit Proteinlysaten aus dem M.
Sham + TAC + gastrocnemius sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation
Sucrose  Sucrose der C57BL/6N Mduse bei zusditzlicher Sucrosefiitterung. (Rechts)

Darstellung eines Western Blots fiir Hexokinase Il und p 835.
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Wie bereits erwdhnt gilt die Protein Kinase Akt als bedeutende Regelgrole im zelluldren
Metabolismus und der Homdostase. Sie trdgt einen groflen Teil zur Integration der zelluldren
anabolischen, katabolischen Signalwege und mechanischen Antworten bei. Eine Aktivierung fiihrt
unter anderem zu einem Wachstumsstimulus, zusidtzlich ist sie an der Aktivierung der
Glykogensynthese beteiligt. Zur Identifizierung mdglicher Verdnderungen dieses Enzyms wurden

Western Blot Analysen durchgefiihrt.

Nach einem Monat (s. Abb. 38) zeigt sich im untersuchten Muskel beziiglich der Gesamtexpression
Akt/p85 keine Anderung (Sham 100 + 21 A.U. vs. TAC 114 + 22 A.U., p = 0.65, n = 8 vs. 7),
wohingegen sich eine geringere Phosphorylierung der Akt nach TAC ergab (Sham 100 £ 25 A.U. vs.
TAC 42 £ 14 A.U.,, p =0.06, n = 8 vs. 7). Im Verhiltnis zeigt sich die Phosphorylierung als nicht
signifikant (Sham 100 £ 39 A.U.vs. TAC36 + 14 A.U.,p=0.13,n=8vs. 7).

Total Akt / p 85 P-Akt/p 85 P-Akt / total Akt
150 150 7  P=006 150
100 A T 100 A I 100 A l
50 A 50 A ‘ 50 -
0 T O T 0 T -
Sham TAC Sham TAC Sham TAC
P-AKt i - _ Abbildung 38: Total Akt Expression und

Phosphorylierung im Muskel mit Western Blot
total Akt NI SN S S Analysen nach einem Monat. Auswertung der
Western Blot Analyse fiir total Akt und ihre
P85 Phosphorylierung mit Proteinlysaten aus dem M.
gastrocnemius sowie dem Verhdltnis P- zu total Akt
einen Monat nach der Sham- bzw. TAC-Operation

Sham TAC

der C57BL/6N Mduse.

Nach einem Monat (s. Abb. 39) zeigt sich im untersuchten Muskel beziiglich der Gesamtexpression
Akt/p85 keine Anderung (Sham 100 + 21 A.U. vs. TAC 114 + 22 A.U.,, p = 0.65, n = 8 vs. 7),
wohingegen sich eine geringere Phosphorylierung der Akt nach TAC ergab (Sham 100 £ 25 A.U. vs.
TAC 42 £ 14 A.U., p = 0.06, n = 8 vs. 7). Im Verhiltnis zeigt sich die Phosphorylierung als nicht
signifikant (Sham 100 + 39 A.U.vs. TAC 36 £ 14 A.U.,,p=0.13,n =8 vs. 7).
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Total ik” p 85 P-Akt/ p 85 P-Akt / total Akt
200 - 200 - 200 -
150 A 150 A 150 A
100 A I 100 A T 100 A T
50 - 50 - 50 -
0 T 0 0 T
Sham TAC Sham TAC Sham TAC
P_AKt D S s Abbildung  39: Total Akt Expression und
Phoyshporylierung der Akt im Muskel mit Western
total AKt s « s Blot Analysen nach sechs Monaten. Auswertung
der Western Blot Analyse fiir total-Akt und ihre
p 85 Phosphorylierung mit Proteinlysaten aus dem M.
gastrocnemius sowie dem Verhdltnis P- zu total Akt
Sham TAC sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation
der C57BL/6N Mduse.

Bei zusétzlicher Sucrosefitterung (s. Abb. 40) zeigt sich nach sechs Monaten bei der total-Akt/p85
kein Expressionsunterschied (Sham 100 + 11 A.U. vs. TAC 71 + 27 A.U., p = 0.35, n = 4 vs. 4),
ahnlich stellen sich die Ergebnisse der phosphorylierten Akt dar (Sham 100 + 28 A.U. vs. TAC 89 +
36 AU, p=0.81, n =4 vs. 4). Im Verhéltnis von P- zu total Akt ist kein bedeutender Trend zu
erkennen (Sham 100 £ 43 A.U.vs. TAC 511 £ 461 A.U.,p=0.41,n=4vs. 4).

Total Akt / p 85

150 - 150 -
100 A T 100 A
50 A 50 -
0 T 0

Sham + TAC +
Sucrose Sucrose
P-Akt — —

P-Akt/ p 85 P-Akt / total Akt

1250 A
T 1000 -
750 A
500 -
250 A
T 0 -

Sham + TAC + Sham + TAC +

Sucrose Sucrose Sucrose  Sucrose

Sham + Sucrose TAC + Sucrose
P- zu total Akt sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse bei
zusdtzlicher Sucrosefiitterung mit den dazugehorigen Darstellungen der Western Blots.

Abbildung 40: Total-Akt Expression und
Phosphorylierung der Akt sowie ihr Verhiltnis
im M. gastrocnemius mit Western Blot Analysen
nach sechs Monaten bei Sucrose ad libitum.
Auswertung der Western Blot Analyse fiir total-
Akt und ihre Phosphorylierung mit Proteinlysaten
aus dem M. gastrocnemius sowie dem Verhdltnis
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3.5 Marker des hepatischen und muskuliaren Energichaushaltes bei Herzinsuffizienz

Die AMP- Kinase besitzt eine Schlusselrolle in der Regulation der Energiehomdostase, auRerdem
fihrt sie zu einer Reduktion der ROS-Produktion im Zytosol. Da sie diese wichtigen Schritte mit
beeinflusst, wurde ihr Gehalt durch Western-Blot Analysen zusétzlich zum Herzen auch im M.
gastrocnemius quantifiziert. Das Enzym wird durch metabolische Belastungen, die zu einem
geringeren ATP-Gehalt flihren, sowie durch eine weitere Anzahl verschiedenster physiologischer

Prozesse, die dazu dienen, die Energiebalance wiederherzustellen, aktiviert.

Uber Western Blot Analyse konnten nach einem Monat (s. Abb. 41) keinen Unterschied der
Expression der AMPK/p85 gezeigt werden (Sham 100 + 20 A.U. vs. TAC 88 £ 19 A.U,, p=0.68, n
=9vs. 7), ebenso ergab sich keine Differenz in der Phosphorylierung zwischen den Versuchsgruppen
(Sham 100 + 19 A.U. vs. TAC 81 + 17 A.U., p = 0.49, n = 9 vs. 7) sowie sich auch im Verhaltnis
keine Anderung ergab (Sham 100 + 8 A.U.vs. TAC89+9 AU., p=0.37,n=9vs. 7).

Total AMPK / p 85 P-AMPK / p 85 P-AMPK / total AMPK
150 - 150 - 150 -
100 - T 100 - I 100 - I
50 A 50 - 50 -
0 r 0 r 0 ,
Sham TAC Sham TAC Sham TAC

P-AMPK - - Abbildung 41: Total-AMPK Expression und
L el — Phosphorylierung der AMPK sowie ihr Verhiiltnis

1D L . o im Muskel mit Western Blot Analysen nach einem
AMPK -—e Monat. Auswertung der Western Blot Analyse fiir
W S e s total-AMPK  und  ihre  Phosphorylierung  mit
T T =" Proteinlysaten aus dem M. gastrocnemius sowie
Sham TAC dem Verhdltnis P- zu total AMPK einen Monat
nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse.

p 85

Im Verlauf von sechs Monaten (s. Abb. 42) erbrachten die Analysen der Gesamtexpression des
Enzyms keinen Unterschied (Sham 100 £ 12 A.U.vs. TAC97 + 15 A.U,, p=0.89,n=10vs. 7), das
gleiche Ergebnis ergab die Untersuchung der Phosphorylierung (Sham 100 = 10 A.U. vs. TAC 130 £
23 A.U., p=0.20, n =10 vs. 7). Im Verhéltnis zeigte sich ebenfalls kein Unterschied (Sham 100 + 7

A.U.vs. TAC 143 +37 A.U., p=0.20, n = 10 vs. 7).
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Abbildung 42: Total-AMPK Expression und
Phosphorylierung der AMPK sowie ihr Verhdiltnis

im Muskel mit Western Blot Analysen nach sechs
Monaten. Auswertung der Western Blot Analyse fiir
Phosphorylierung  mit

total-AMPK  und

ihre
Proteinlysaten aus dem M. gastrocnemius sowie
dem Verhidltnis P- zu total AMPK sechs Monate nach

der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N
Mdiuse mit den dazugehorigen Darstellungen der Western Blots.

Die Ergebnisse der Western Blots der Tiere, die Uber einen Zeitraum von sechs Monaten zusatzlich

eine Sucroselosung erhielten (s. Abb. 43), zeigen bei Quantifizierung der total AMPK keine
Anderung (Sham 100 + 11 A.U. vs. TAC 88 + 7 A.U., p =0.12, n = 6 vs. 6), ebenso auch beziiglich
der Phosphorylierung zwischen den Versuchsgruppen (Sham 100 + 10 A.U. vs. TAC 129 £ 29 A.U.,
p =0.35, n =6 vs. 6). Insgesamt gibt es auch bei dem Verhéltnis keine Unterschiede (Sham 100 + 8
AU.vs. TAC 142 £ 23 A.U.,p=0.12, n =6 vs. 6).

Total AMPK / p 85
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Abbildung 43: Total-AMPK Expression und
Phosphorylierung der AMPK sowie ihr Verhiltnis im
Muskel mit Western Blot Analysen nach sechs
Monaten bei Sucrose ad libitum. Auswertung der

Western Blot Analyse fiir total-AMPK und ihre

Sham + Sucrose

TAC + Sucrose
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sechs Monate nach der Sham- bzw. TAC-Operation der C57BL/6N Mduse bei zusdtzlicher
Sucrosefiitterung mit den dazugehérigen Darstellungen der Western Blots.

3.6 Zusammenfassung der Befunde

Am Myokard zeigte sich die Expression des Glucosetransporters fiir die basale Glucoseaufnahme
(GLUT1) in den TAC-operierten Tieren erhoht, wihrend die Expression des insulinabhéngigen
Glucosetransporters GLUT4 erniedrigt war. Expression und Aktivierung von Schliisselenzymen der
Glucose-Nutzung Akt, AMPK und Hexokinase II im Myokard waren unveréndert.

Die Glykogenspeicher in Leber und Muskel waren nach der TAC-Operation reduziert, wobei die
Leerung der hepatischen Speicher bereits nach einem Monat, im Muskel erst nach sechs Monaten
signifikant ausgeprigt war. Die Expression des hepatischen Glukostransporter GLUT2 und die des
Schliisselenzyms der Glykogensynthese Hexokinase IV war zu keinem Zeitpunkt zwischen den
Behandlungsarmen verdndert. Am Skelettmuskel fand sich einen Monat nach TAC eine transiente
Reduktion der Akt-Phosphorylierung, die nach sechs Monaten nicht mehr zu verzeichnen war. Jedoch
kam es sechs Monate nach TAC zu einer gesteigerten Expression sowohl der Akt als auch von
Hexokinase II.

Sucrosefiitterung tiber sechs Monate hatte keinen Einfluss auf die Expression der myokardialen
Glucosetransporter GLUT1 und GLUT4. GLUT1 war - ebenso wie bei Tieren ohne Sucrosefiitterung
- in TAC vs. Sham erhoht, GLUT4 erniedrigt. Die myokardiale Expression und Aktivierung von Akt
waren unverdndert. Die AMPK-Expression war nach TAC unter Sucrose-Substitution reduziert,
jedoch bei gleichzeitig gesteigerter Phosphorylierung, so dass die relative Aktivierung unveriandert
blieb. Die Expression der Hexokinase II war im Myokard nach TAC unter Sucrosefiitterung reduziert,
nicht jedoch im Skelettmuskel. Die nach TAC erhohte HK II-Expression im Skelettmuskel hatte sich
somit normalisiert.

Mit Sucrosefiitterung konnten sechs Monate nach TAC sowohl bei den hepatischen als auch den
muskulidren Glykogen-Speicher mit Sham-operierten Tieren vergleichbare oder hohere Werte

verzeichnet werden.
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4 Diskussion

4.1 Metabolische Verinderungen bei der Herzinsuffizienz

Durch diese Arbeiten wurden die Signalwege an Leber, Myokard und Skelettmuskulatur untersucht,
die den Veranderungen des Glucosestoffwechsels im zeitlichen Verlauf bei TAC-induzierter
systolischer Herzinsuffizienz zu Grunde liegen konnen. Zudem wurde untersucht, welche
Veridnderungen des Glucosestoffwechsels im Modell der Sucrose-Substitution bei TAC-induzierter
Herzinsuffizienz zum verbesserten Uberleben der Tiere beigetragen haben konnen.

Da sich in den Blutzuckermessungen und Glukos-Toleranz-Tests gezeigt hatte, dass der systemische
Glucoseverbrauch in der Herzinsuffizienz erhdht und der Niichtern-Blutzucker trotz unveranderter
Insulinspiegel vermindert war, wurden weitere wichtige Regulatoren des systemischen
Blutzuckerspiegels untersucht.

Zunichst wurde die Glucoseaufnahme des Myokards untersucht, da hier die Manipulation erfolgt und
direkte Auswirkungen zu erwarten waren. Wie bereits aus anderen Arbeiten zu TAC-induzierter
Hypertrophie und Herzinsuffizienz bekannt,?*-*%37-> fand sich auch in unserem Modell die Expression
des insulinabhéngigen Glucosetransporters GLUT4 sowohl nach einem als auch nach sechs Monaten
erniedrigt, was auf das Vorliegen einer myokardialen Insulinresistenz hinweist. Die sechsmonatige
Sucrosefiitterung dnderte diese Beobachtung jedoch nicht, sodass davon auszugehen ist, dass die
erreichte Prognoseverbesserung nicht auf eine verbesserte Insulinsensitivitit des Myokards
zurlickzufiihren ist.

Allerdings zeigte sich, dhnlich wie in den Beobachtungen vorangegangener Arbeiten,”>*® eine
Erhohung der Expression fiir die basale Glucoseaufnahme (GLUT1) bei den TAC-operierten Tieren,
und wir konnten dies iiber einen Beobachtungszeitraum von bis zu sechs Monaten bestitigen. In
weiterfiihrenden Arbeiten konnte die Arbeitsgruppe mit Hilfe von PET-Bildgebung zeigen, dass dies
auch funktionell von einer erhohten basalen Glucoseaufnahme begleitet war.

Andere wichtige Regulatoren der Glucose-Nutzung wie Akt, AMPK und Hexokinase Il waren im
Myokard sowohl frithzeitig nach TAC als auch im Verlauf in ihrer Expression oder Phosphorylierung
nicht verdndert.

Die Senkung des Niichtern-Blutzuckers nach TAC (s. Abb. 6, S. 11) ist jedoch nicht ausreichend
durch die erhdhte kardiale Glucose-Aufnahme allein erkldrbar. Vielmehr ist zur Aufrechterhaltung
des Niichternblutzuckers vor allem die Bereitstellung von Glykogen aus Leber und Muskel relevant.
Unter physiologischen Bedingungen kommt es bei erhdhtem systemischen Glucosebedarf zur
Ausschiittung von Glucagon und Adrenalin. Durch diese endokrine Aktivierung werden {iber die
Phosphorylase-Kinasen die Glykogenphosphorylasen stimuliert und Glucose aus der Leber

freigesetzt. In der Muskulatur dient Glykogen vornehmlich der direkten Energiegewinnung bei
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kurzfristigen Mangelzustinden oder in der Hypoglykdmie. Konsistent erniedrigte Niichtern-
Blutzuckerspiegel sind nur bei fehlerhafter Regulation der Glykogen-Mobilisation oder durch eine
Entleerung der Speicher moglich.

Die Glykogenspeicher in Leber und Muskel waren nach der TAC-Operation reduziert, wobei die
Leerung der hepatischen Speicher bereits nach einem Monat, im Muskel erst nach sechs Monaten
signifikant war. Aus Studien zu Hungerzustinden wurde berichtet, dass das Muskelglykogen erst nach
Erschopfung des Leberglykogens eingesetzt wird, dass aber bei ldngeren Hungerzustdnden auch das
Skelettmuskelglykogen zur Aufrechterhaltung des Blutzuckerspiegels verwendet wird.”® Die Daten
dieser Arbeit deuten nun darauf hin, dass dies auch im hier verwendeten Modell der TAC-induzierten
Herzinsuffizienz eine vergleichbaren Hintergrund haben kdnnten.

In Ratten, die bei korperlichem Training eine kohlenhydratreiche Erndhrung bekommen hatten,
konnte ein deutlicher Anstieg der gesamten Glykogensynthase-Aktivitdt im Gastrocnemius-Muskel
nachgewiesen werden.!” So zeigten auch die Ergebnisse dieser Arbeit bei zusitzlicher
Sucrosefiitterung sowohl fiir die hepatischen als auch die muskuldren Speicher einen Anstieg des
Glykogengehalts auf Werte vergleichbar mit Sham-operierten Tieren bzw. hoher (s. Abb. 11 und 13,
S. 28 f.). Diese Wiederherstellung der Glykogenspeicher und des systemischen Glucosestoffwechsels
scheint also Anteil an der verbesserten Prognose der Sucrose-gefiitterten herzinsuffizienten Tiere zu
haben.

Um zu verstehen, iiber welche Signalwege die Reduktion der Glykogenspeicher in Muskel und Leber
vermittelt wird, wurden die Insulinsignaltransduktion und Mediatoren der Glucoseaufnahme an
Muskel und Leber untersucht.

So fand sich am Skelettmuskel einen Monat nach TAC eine transiente Reduktion der Akt-
Phosphorylierung, die nach sechs Monaten nicht mehr zu verzeichnen war. Akt hemmt iiber
Phosphorylierung die Glykogensynthase-Kinase 3 und aktiviert damit die Glykogensynthase (s. Abb.
44). Somit konnte die zu Beginn (nach einem Monat) reduzierte P-Akt im Skelettmuskel die
Glykogensynthese erhohen und die Glykogenspeicher dort aufrechterhalten.

Abbildung 44: Interaktion zwischen Akt, GSK-3 und
P-Akt @I GSK-3 &

GSK-3 = Glykogensynthase Glykogensynthase

Sechs Monate nach TAC zeigte sich im Skelettmuskel hingegen eine gesteigerte Expression sowohl
der Akt als auch von Hexokinase II (deren Expression wiederum u. a. iiber Akt gesteigert wird, s.
auch Abb. 3, S. 7). Da eine verminderte Akt Expression mit Muskelatrophie einhergeht!'’! und eine

Uberexpression  die  Atrophie  verhindern  kann!®?

interpretieren ~ wird  dies  als
Kompensationsmechanismus der Skelettmuskulatur. Durch die Hexokinase wiederum soll der Zelle

Glucose-6-Phosphat und damit mehr direkte Energie zur Verfligung gestellt werden (s. auch Abb. 2,
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S.6). Dies war jedoch in unserem Modell durch die fehlende Verfiigbarkeit von Serum-Glucose
eingeschriankt, weshalb wir die erhohte Expression als Gegenregulation auf ihren Mangel
interpretieren. Interessanterweise fand sich ndmlich keine erhohte Expression von Akt oder HK 11
wenn durch Sucrosefiitterung die Serum-Glucose normalisiert war (s. Abschnitt 4.2 , Kardiale
Kachexie und Sucrosefiitterung*).

Um Verianderungen des Glucosestoffwechsels der Leber zu untersuchen, wurde die Expression des
hepatischen Glukostransporters GLUT2 und des Schliisselenzyms der Glucosenutzung (Hexokinase
IV) detektiert. Hier fand sich keine Veranderung der Expression, so dass der Reduktion der Speicher
nicht eine Hemmung der Aufnahme, sondern die fehlende Verfiigbarkeit von Glucose zu Grund zu
liegen scheint. Lediglich nach sechs Monaten deutet sich eine leichte Reduktion der HK IV bei den
TAC-operierten Méusen an, nicht jedoch, wenn sie gleichzeitig Sucrose erhielten. Die Glukokinase
trigt zur Glykogensynthese aus Serumglucose bei und ihre Expression wird durch Fasten
herunterreguliert.!®® Wir interpretieren die leicht reduzierte Expression daher als Folge der signifikant
niedrigeren Blutzuckerspiegel durch erhohten Verbrauch in den anderen Geweben (in diesem Fall
dem Myokard).

Es liegt nun durch die Ergebnisse dieser Arbeit die Schlussfolgerung nahe, dass es bei den TAC-
Tieren zu einem erhdhten myokardialen Glucoseverbrauch kommt, der durch die Nahrung nicht
ausreichend kompensiert wurde, dadurch die Glykogenreserven verbraucht und so durch die fehlende
Verfiigbarkeit von Glucose fiir den Stoffwechsel der peripheren Organe zur kardialen Kachexie und
Mortalitét fiihrt (s. Abb. 9, S.12). Da diese Arbeit zeigte, dass durch Sucrosefiitterung sowohl die
Glykogenreserven gefiillt als auch die Mortalitit gesenkt werden konnte, ergibt sich hier ein
moglicher Therapieansatz.

Um zu verstehen, welche metabolischen Verdnderungen zu einer kardialen Kachexie fiihren, soll im

Weiteren genauer auf die Hintergriinde eingegangen werden.

4.2 Kardiale Kachexie und Sucrose-Substitution

Kachexie ist definiert als Gewichtsverlust von mind. 5% iiber einen Zeitraum von max. zwolf
Monaten.!** Vergleichbar mit Stoffwechselverinderungen wihrend des Fastens kommt es auch bei
herzinsuffizienten Patienten zur Depletion der Glykogenspeicher der Leber und Muskulatur,*+'% wie
auch im hier verwendeten Modell nachgewiesen (s. Abb. 10-13, S. 28 f.). Die Verdnderungen im
myokardialen Stoffwechsel im Rahmen der HI haben in dem hier verwendeten Modell den
systemischen Glucosemetabolismus beeinflusst und moglicherweise direkt die Entwicklung der
kardialen Kachexie beeinflusst.

Wie auch in verschiedenen Studien bereits beim Menschen nachgewiesen, findet man bei Patienten
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mit einer chronischen Herzinsuffizienz um bis zu 20% verringerte Glykogenspeicher, schon bevor
eine kardiale Kachexie entsteht.!%1%7 So zeigte sich die Leerung der hepatischen Glykogenspeicher
in unserem Modell bereits einen Monat nach TAC (s. Abb. 10, S. 28).

Die kardiale Kachexie ist eine Komplikation der chronischen Herzinsuffizienz, die mit einer
schlechten Prognose einhergeht, unabhéngig vom funktionellen Schweregrad der Erkrankung, dem
Alter, Ausmall der Belastbarkeit und LVEF. Patienten, die davon betroffen sind, leiden unter
generalisiertem Verlust an Muskelmasse, fettreichem und -armem Gewebe sowie der Knochenmasse,
die zu einer Osteoporose beitrdgt. Diese Patienten ermiiden schneller und leiden unter einer
ausgepragten Abgeschlagenheit. Dies ist unter anderem auf die reduzierte Muskelmasse und eine
beeintrichtigte Muskelqualitét zurlickzufiihren. Dort kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen
der Proteinbiosynthese und deren Abbau.!%%112

In dieser Arbeit wurde nun gezeigt, dass durch Sucrose ad libitum ein Auffiillen der Glykogenspeicher
erzielt werden kann (s. Abb. 11 und 13, S. 28 f.). Dariiber hinaus wurde die Mortalitit der TAC-Tiere
durch Sucrosefiitterung reduziert (s. Abb. 9, S. 12).

Von den hier untersuchten Signalwegen tragen vor allem die Regulation der Hexokinase am Myokard
sowie von Akt und Hexokinase im Skelettmuskel zur Erkldrung des verbesserten
Glucosestoffwechsels unter Sucrosefiitterung bei.

Denn obwohl die myokardiale Glucoseaufnahme iiber GLUT1 weiterhin erhoht war, zeigen die
verminderte Expression der Hexokinase I am Myokard und die Normalisierung der Hexokinase II
am Skelettmuskel an, dass der Glucosebedarf beider Gewebe ausreichend gedeckt war. Die geringere
Mortalitdt in Sucrose-gefiitterten TAC-Tieren scheint somit primér nicht durch verdnderte
myokardiale Glucoseaufnahme oder -Utilisation, sondern aufgrund besserer Glucose-Verfligbarkeit
aus dem Serum bedingt. Am Skelettmuskel normalisierte Sucrosefiitterung auch die erhohte
Expression von Akt nach TAC, was wir ebenfalls als Ausdruck der verbesserten Energieverfligbarkeit
interpretieren, bei der die kompensatorische Akt-Erhohung zur Gegenregulation einer Muskel-
Atrophie ausbleibt.

Bei Patienten mit Herzinsuffizienz ist die Therapie der Kachexie bisher eher unspezifisch, die
aktuellen Leitlinien verweisen lediglich auf eine optimale HI-Therapie, korperliches Training und
Reduktion kardiovaskulirer Risikofaktoren.!? Spezifische Diitempfehlungen kénnen jedoch bisher
nicht ausgesprochen werden, da bisherige Ansitze, insbesondere die Supplementierung von Proteinen
oder essentiellen Aminosiduren wenig Erfolg versprechend verliefen.!>!>"!> Eine achtwdchig
gemischte Kalorien-Supplementation konnte z.B. reduzierte Glykogenspeicher nicht wieder fiillen.'!®
Auch die Gabe von Anabolika ist bisher umstritten. Durch die Infusion von Glucose-Insulin-Kalium
konnte jedoch bei Patienten mit einer chronisch ischdmischen Kardiomyopathie zumindest eine

kurzfristige Verbesserung der ventrikuliren Funktion erreicht werden.!!”
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Ob und inwieweit eine Sucrose-Substitution in Kombination mit anderen z.B. anti-inflammatorischen
Ansitzen zur Therapie der kardialen Kachexie genutzt werden kdnnte, miisste in klinischen Studien
erprobt werden. Zur Verbesserung der Herzinsuffizienz selbst wére weiterhin die Kombination mit

bewdhrten und/oder neuen HI-Therapien notig.

4.3 Innovative Therapieansitze der Herzinsuffizienz

Der Hauptansatz der bisher erfolgreichsten Optionen zur Herzinsuffizienz-Therapie (ACE-Hemmer,
AT-1-Blocker, Betablocker, Aldosteron-Rezeptorantagonisten und Diuretika) greift nicht primér am
Herzen, sondern hemmend in die neurohumoralen Kompensationsmechanismen ein. In den Leitlinien
wurde daher als wichtiges neues Ziel zukiinftiger Therapieansdtze auch die Bedeutung von
Komorbidititen fiir die Inzidenz und den Verlauf der Herzinsuffizienz aufgenommen.

Durch Okonomisierung der Herzarbeit bei weiterer Frequenzsenkung mit dem If-Kanal-Inhibitor
Ivabradin zeigte die SHIFT-Studie, dass es unter dieser Medikation zu einer reduzierten Rate an
Klinikeinweisungen wegen kardialer Dekompensation kam, ebenso wurde die Mortalitdt infolge
einer Herzinsuffizienz signifikant reduziert.''®

Therapien, die direkt auf eine Kontraktilititssteigerung des Myokards zielen, beispielsweise
Levosimendan und andere Myosin-Aktivatoren, sind bisher umstritten.'"®

Eine Verbesserung der Mortalitit konnte in der PARADIGM-HF-Studie®! mit LCZ696
(Sacubitril/VValsartan) im Vergleich zu Enalapril gezeigt werden. Hierbei wurden knapp 8500
Patienten mit systolischer Herzinsuffizienz verglichen. Sacubitril hemmt das Enzym Neprilysin, eine
neutrale Endopeptidase, die verschiedenste endogene vasoaktive Peptide abbaut, wie beispielsweise

das natriuretisches Peptid, Bradykinin und Adrenomedullin.'?*-'2?

Das AusmaR der BNP-Erhéhung oder das Verhéltnis von BNP und NT-pro-BNP kann die
Regulierung des Glucosestoffwechsels beeinflussen. Patienten, die in der PARADIGM-HF-Studie’"
mit kombinierter Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Hemmung (ARNI) behandelt wurden, haben
zwar einen héheren BNP-Wert, aber einen niedrigeren NT-pro-BNP-Serumspiegel.!?* Zudem zeigte
eine Post-Hoc-Analyse von diabetischen Patienten eine verbesserte glykdmische Kontrolle mit einer
starkeren langfristigen HbAZlc-Reduktion.”” Dies wird mdglicherweise durch mehrere Peptide
vermittelt, die mit ARNI verandert werden und die Insulinempfindlichkeit verbessern, wie ANP und
CNP, GLP-1 und Bradykinin. Hier zeigt sich also, dass Hdmodynamik, natriuretische Peptide und
Glucosestoffwechsel in direkter Interaktion stehen.

Ein weiterer neuer Ansatzpunkt, der in die Modulation des Myokardstoffwechsels eingreift, ist die
Reduktion der myokardialen Fettsdureoxidation und Stimulation der Glucoseoxidation durch
Trimetazidin.!** Diese Substanz hat eine protektive Wirkung auf die Mitochondrien, verringert die

Protonenproduktion und fordert die endotheliale Protektion.!?>!?® In einigen Studien wurde
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unabhiingig von der Atiologie der HI eine signifikante Verbesserung der funktionellen Fihigkeit,
linksventrikuliren Funktion und des Remodeling beobachtet.!”® Dies wire moglicherweise ein
interessanter Therapieansatz, insbesondere in Kombination mit einer zusétzlichen Sucrose-Gabe, um
gleichzeitig die Verfiigbarkeit und die Effizienz der myokardialen Glucosenutzung zu verbessern.
Positive Effekte sind auch durch Perhexilin moglich, das den mitochondrialen Fettsduretransport tiber
die reversible Hemmung der Carnitin-Palmitoyl- Transferase-1 verringert.'*° Die in den 70er Jahren
eingefiihrte  antiangindse Substanz wurde nicht lidnger genutzt, nachdem es bei
Langsammetabolisierern liber eine erhohte Plasmakonzentration zu Féllen von Leberversagen und
Neuropathie gekommen war.!*! Da diese Nebenwirkungen durch Titrierung iiber Monitoring des
Plasmaspiegel vermieden werden konnen, fiihrte es im Verlauf zur Wiedereinfithrung bei refraktarer
Angina in Australien und Neuseeland, allerdings kommt es in Europa nur beschriinkt zum Einsatz.!3?
In einer randomisierten Doppelblind-Studie an 56 optimal medikamentos eingestellten HI Patienten
iber acht Wochen zeigte Perhexillin eine Verbesserung der Symptomatik, maximale
Sauerstoffaufnahmekapazitit und eine Verbesserung der LV-Funktion.'** Jedoch sind noch weitere
prospektive Studien zur Bestétigung dieser Daten notig.

Ebenfalls vielversprechend sind die Ergebnisse der Studien zu einer neuen Gruppe Antidiabetika: der
selektiven Natrium-Glucose-Kotransport-2-Inhibitoren (SGLT2i). Diese wurden primér zur Therapie
des Diabetes entwickelt, zeigten aber eindriickliche kardio- und nephroprotektive Effekte.
Empagliflozin fiihrte in der EMPAREG Outcome-Studie zum verminderten Auftreten einer
Herzinsuffizienzhospitalisierung bei Diabetikern.!3*13¢ Unter Einnahme des Medikaments als Mono-
oder Begleittherapie kam es zu einer Reduktion des HbAlc-Levels bei Patienten mit Typ 11 DM,
inklusive der Patienten, die sich im Stadium 2 oder 3 a der chronischen Niereninsuffizienz befanden.
Zudem werden Gewichtsabnahme und Reduktion des Blutdrucks ohne Zunahme der Herzfrequenz
beschrieben.!*”1* Es resultierte ein signifikant geringeres Sterberisiko durch kardiovaskulare
Ursachen, zudem zeigte die Empagliflozin-Gruppe ein signifikant geringeres Risiko der
Rehospitalisierung durch eine Dekompensation.!*> Auch in den kiirzlich publizierten CREDENCE!#
und DAPA-HF-Studien!*’konnte ein zusatzlicher Nutzen fir Nierenfunktion und Herzinsuffizienz-
Hospitalisierungen belegt werden, wobei in letzterer erstmals auch nicht-diabetische Patienten
behandelt wurden. Die Mechanismen hinter den beobachteten Nutzen bleiben spekulativ,
maoglicherweise stehen in Anbetracht des raschen Wirkungseintritts besonders die hdmodynamischen
Effekte durch die Diurese und Natriurese sowie die Auswirkung auf den kardialen Sauerstoffbedarf
(in Abwesenheit der Aktivierung des sympathischen Nervensystems) im Vordergrund.'#-15
Relevant im Hinblick auf unsere Arbeit ist jedoch, dass — anders als in unserem Modell — in diesen
Studien keine Patienten mit fortgeschrittener Herzinsuffizienz behandelt wurden.

Nicht zuletzt tragen korperliche Betéitigung sowie didtetische MaBnahmen zu einer sinnvollen
52



Herzinsuffizienztherapie bei. Allerdings ist hierbei die Studienlage sehr gering.

Die Auswirkungen von Trainingsmafnahmen auf das Myokard und das Gefdf3system sind abhingig
von der Hiufigkeit, Intensitit und Dauer der ausgefiihrten Ubungen. Nach einem lingeren Zeitraum
(> sechs Monate) regelmaBiger intensiver Bewegung bei zuvor untrainierten Personen sind die Ruhe-
und submaximalen Trainingsherzfrequenzen typischerweise um flinf bis 20 Schlidge niedriger bei
gleichzeitem Anstieg des Schlagvolumens um etwa 20% und einer verbesserten myokardialen
Kontraktilitit.!>!

In einer Langsschnittstudie &lterer Teilnehmer aus der Framingham-Studie wurde festgestellt, dass
eine geringere korperliche Aktivitit mit einem vermehrten Auftreten einer HI verbunden ist.'*?
Ebenfalls wurde gezeigt, dass es bei iibergewichtigen Personen unter kurzzeitiger Belastung zu einer
Verbesserung der insulinvermittelten Perfusion des Skelettmuskels und der Glucoselieferung kommt.
Im Weiteren fiihrt kdrperliches Training bei der HI zu einer Reduktion der Insulinresistenz'>®. Dies
wird moglicherweise iliber die Stimultion der insulin-unabhingigen GLUTI1-Transporter an der
Skelettmuskulatur ausgeldst.!>>154

Personen, die ihr Fitnessniveau erhdhten, hatten eine geringere Hospitalisierungsrate aufgrund einer
HI.!% Trotz der vorhandenen Erkenntnisse und Leitlinien'? fiir Trainingsprogramme bei HI-Patienten
erhielten nur zehn Prozent der berechtigten Patienten nach Entlassung aus dem Krankenhaus eine
kardiologische Anschlussheilbehandlung.!>® Dies ist sowohl auf #rztliche Faktoren (geringer
wahrgenommener  Nutzen, fehlender Nachweis eines geringeren  Mortalititsrisikos,
Sicherheitsaspekte) und patientenbezogene Faktoren (hoheres Alter, niedrigerer soziodkonomischer
Status, logistische Probleme, Versicherungsstatus und Komorbidititen) zuriickzufiihren.!'>’

Weitere Fortschritte im Verstindnis der zentralen und peripheren Mechanismen der
Trainingsintoleranz wiahrend der HI sind entscheidend fiir die zukiinftige Gestaltung von

Therapiemodalitiiten und eine erfolgreiche Prognose-Verbesserung. !>
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Signalwege an Myokard, Leber und Skelettmuskulatur untersucht, die
den Verdnderungen des Glucosestoffwechsels im zeitlichen Verlauf bei TAC-induzierter systolischer
Herzinsuftizienz zu Grunde liegen konnen.

Es wurde dafiir iiber eine TAC-Operation am Mausmodell eine Herzinsuffizienz induziert.
Erniedrigte Niichtern-Blutzuckerwerte und ein erhéhter myokardialer Glucoseverbrauch fanden sich
als die wesentlichen metabolischen Verdnderungen in diesem Mausmodell mit TAC-induzierter
Herzinsuffizienz. In Vorarbeiten ergaben die GTTs nach zwei Wochen eine erhdhte Glucoseaufnahme
nach TAC, die nicht durch eine verstirkte Insulinsignaltransduktion hervorgerufen wurde, da sich die
Insulinkonzentrationen und die Insulinsensitivitidt zwischen den Gruppen nicht unterschieden. Der
Niichternblutzuckers war bei den TAC-operierten Tieren niedriger als bei den Sham-operierten. In
der PET-Bildgebung wurde eine erhdhte Glucoseaufnahme im Herzen bei den TAC-Tieren verglichen
mit den Sham-operierten Tieren gezeigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nun nach einem bzw. sechs Monaten bei den Versuchsgruppen
Western Blot Analysen sowie Glykogenassays durchgefiihrt. Zudem wurde untersucht, wie sich eine
zusitzliche Sucrosefiitterung liber sechs Monate ab OP auswirkt.

Dabei fand sich eine erhdhte Expression des basalen Glucosetransporters GLUT1 am Myokard,
passend zur erhohten basalen Glucoseaufnahme im PET. Die Expression des insulinabhingigen
Transporters GLUT4 hingegen war - wie bereits in anderen Arbeiten zu Hypertrophie und
Herzinsuftizienz - vermindert.

Der hepatische und muskuldre Glykogengehalts war nach TAC reduziert, wobei die Depletion der
hepatischen Speicher bereits nach einem Monat, im Muskel erst nach sechs Monaten signifikant war.
Die Regulation der muskuldren Glykogenreserven wurde in unserem Modell mdglicherweise tiber
Akt und Hexokinase II vermittelt. Einen Monat nach TAC war am Skelettmuskel eine
voriibergehende Reduktion der Akt-Phosphorylierung zu verzeichnen, was iiber Aktivierung der
Glykogensynthase zur Aufrechterhaltung der muskuldren Glykogenspeicher beitragen kann. Sechs
Monate nach TAC-OP war die Akt-Expression im Skelettmuskel dann jedoch verstirkt, was zwar
einen Kompensationsmechanismus zur Vermeidung einer Muskel-Atrophie darstellt, jedoch durch
Inaktivierung der Glykogensynthase sinkende Glykogenreserven bedingt. Gleichzeitig war eine
Steigerung der Expression von Hexokinase Il zu beobachten, die durch Bildung von Glucose-6-
Phosphat die intrazelllulire Glucoseverfiigbarkeit kompensiert.

Bei zusitzlicher Sucrosefiitterung iiber sechs Monate zeigte sich im Muskel der TAC-operierten Tiere
keine kompensatorische Steigerung von Akt- und HKII-Expression mehr, und auch die Entleerung

der muskuldren Glykogenspeicher war vollstindig abgefangen. Ebenso wurde die Entleerung der
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hepatischen Glykogenvorridte durch Sucrose-Substitution verhindert, was fiir eine ausreichende
Glucoseverfiigbarkeit spricht und die Normalisierung der Glucosetoleranz erkldrt. Wichtige
Regulatoren der Leber-Glykogensynthese, z.B. GLUT2 und HK IV, oder der zelluldren Energie-

Homdostase, z.B. AMPK, waren hingegen zu keinem Zeitpunkt wesentlich veréndert.

Zusammenfassend konnten somit durch eine Sucrosesubstitution die bei TAC-induzierter
Herzinsuffizienz reduzierten Glykogenspeicher in Muskel und Leber erhalten, der systemische
Glucosestoffwechsel normalisiert und eine Reduktion der Mortalitit erzielt werden. Insgesamt l14sst
sich feststellen, dass sich Strategien, die zu einer Wiederherstellung der systemischen
Glucoseverfiigbarkeit beitragen, moglicherweise positiv auf eine Herzinsuffizienztherapie auswirken

konnten.
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