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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Kardiovaskulare Erkrankungen steigen stetig in ihrer Pravalenz und stellen in der westlichen
Welt die fihrende Todesursache dar (Lymperopoulos, et al.,, 2013). Eine spezielle Entitat
kardiovaskularer Erkrankungen ist die Herzinsuffizienz, deren Inzidenz mit weltweit jahrlich

2 Millionen neuen Fallen sehr hoch ist (Kemp und Conte, 2012).

Zwei wichtige Typen der Herzinsuffizienz sind zu unterscheiden: Die Herzinsuffizienz mit
reduzierter Ejektionsfraktion (HFrEF) und die Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion
(HFpEF). Die Ejektionsfraktion (EF) wird ab einem Wert von unter 50 % als reduziert
angesehen (Berliner und Bauersachs, 2017). Eine Herzinsuffizienz entwickelt sich haufig nach
einem Herzinfarkt: Durch die Zerstérung von Herzmuskelgewebe wird die Pumpleistung und
der Auswurf des Herzens eingeschrankt. Seine Fahigkeit, die Gewebedurchblutung
aufrechtzuerhalten, sinkt (Lymperopoulos, et al., 2013). Fir die Atiologie scheinen vor allem
Diabetes, Hypertonie und ischamische Herzerkrankungen wichtig zu sein (Kemp und Conte,
2012).

1.1.2 Pathomechanismus

Durch den verringerten Auswurf aus dem insuffizienten Herzen sinken der mittlere arterielle
Druck (MAP) und die Gewebedurchblutung. Charakteristisch fur die Herzinsuffizienz ist die
Aktivierung  von  neurohumeralen Systemen, die kurzfristig eine adaquate
Gewebedurchblutung ermdéglichen, langfristig allerdings zur Verschlechterung der
Herzinsuffizienz-Symptomatik beitragen. Zu diesen Systemen zadhlen das sympathische
Nervensystem, das System der natriuretischen Peptide und das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) (Kemp und Conte, 2012).

Das sympathische Nervensystem reagiert auf den Abfall des MAP mit einer Sekretion von
Katecholaminen, die die Herzfrequenz und die Kontraktilitdt des Herzens steigern kénnen.
Durch sympathische Aktivierung und verminderten renalen Blutfluss steigt die Renin-
Sekretion, die fir vermehrte Natrium-Rlckresorption, Aldosteron-Freisetzung und
Vasokonstriktion sorgt (Kemp und Conte, 2012). Die natriuretischen Peptide sind als
Gegenspieler des adrenergen und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zu verstehen:
Atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide (BNP) und c-type natriuretic peptide

(CNP) werden bei vermehrter Dehnung des Ventrikels bzw. der Atrien freigesetzt und bewirken
1
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direkt an den Gefalten eine Vasodilatation. Aulerdem sorgen sie fir eine Wasser- und
Salzexkretion, hemmen die Sekretion von Renin, Aldosteron und Antidiuretischem Hormon
(ADH). Erhohte BNP-Werte dienen in der Diagnostik als erster Hinweis fur eine sich
entwickelnde Herzinsuffizienz und werden als Marker fur die Progression der Erkrankung

genutzt (Kemp und Conte, 2012).

Durch die dauerhafte verstarkte Aktivierung des sympathischen Nervensystems und den
daraus resultierenden hohen Katecholamin-Spiegel ist das adrenerge System im insuffizienten
Herzen verandert: Es kommt zu einer Desensitivierung der adrenergen Rezeptoren
(Lymperopoulos, et al., 2013). Auch haben Studien gezeigt, dass es bei Herzinsuffizienz des
Stadiums NYHA IV zu einer Reduktion der $1-mRNA um bis zu 50 % kommen kann, wahrend
die Expression des B2-Rezeptors unbeeinflusst bleibt (Engelhardt, et al., 1996). Die
Interpretation dieser Anpassungsmechanismen ist umstritten. Eine Erklarung kénnte sein,
dass sich das Herz durch die Desensitivierung und die Herabregulation der Rezeptoren vor

den negativen Effekten der chronischen (3-Rezeptor-Stimulation schitzt (Lohse, et al., 2003).

1.1.3 Therapie

Ziele der Therapie der Herzinsuffizienz sind eine Verbesserung der Symptome (z. B. Odeme,
Dyspnoe) und der Lebensqualitat, die Reduktion der Hospitalisierungsraten und eine

Verringerung der Mortalitat (Ponikowski, et al., 2016).

Die Therapieoptionen fir HFrEF-Patienten sind zahlreich. Die Basistherapie beinhaltet ACE-
Inhibitoren, Mineralokortikoid-Rezeptorantagonisten und Beta-Adrenorezeptor-Blocker.
Darlber hinaus koénnen Diuretika, I+-Kanalblocker, Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-
Inhibitoren und Digitalispraparate eingesetzt werden, um die Symptome der Patienten zu
verbessern, die Progression der Herzinsuffizienz zu verlangsamen und die Kontraktilitat
aufrechtzuerhalten (Berliner und Bauersachs, 2017). Fur HFpEF-Patienten gibt es bis heute
keine ausreichenden Therapiemdoglichkeiten. Studien konnten bisher bei keiner Kombination
aus Standardmedikamenten eine Senkung der Mortalitat bei HFpEF-Patienten zeigen. Bei der
Therapie der HFpEF-Patienten steht deshalb vor allem die Symptomlinderung mit z.B.

Diuretika im Fokus (Berliner und Bauersachs, 2017).

1.1.4 Kardiale B-Adrenorezeptoren

Zwei Gegenspieler regulieren die Aktivitdt des Herzens: der Parasympathikus und der
Sympathikus. Der Parasympathikus wirkt herzfrequenzsenkend (negativ chronotrop), seine
Nervenendigungen innervieren jedoch nur die Atrien (Vorhofe), sodass er kaum Einfluss auf

die Funktion der Herzkammern (Ventrikel) und somit auf die Kontraktilitdt des Herzens hat.
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Der Sympathikus hingegen beeinflusst neben der Herzfrequenz auch die Kontraktilitat
(Inotropie), die Erschlaffungsgeschwindigkeit (Lusitropie) und die Uberleitungsgeschwindigkeit
elektrischer Signale von den Vorhéfen auf die Ventrikel (Dromotropie) (Lymperopoulos, et al.,
2013)

Die vom sympathischen Nervensystem sezernierten Katecholamine Noradrenalin und
Adrenalin wirken im Herzen vor allem Uber die -adrenergen Rezeptoren (siehe Abbildung 1).
Das Herz exprimiert drei verschiedene Arten von [(-Rezeptoren: (+1-, B2~ und Ps-
Rezeptoren (EI-Armouche und Eschenhagen, 2009). Die Rolle der $1- und B2>-Rezeptoren ist
gut erforscht: Ihre Aktivierung sorgt fur eine Zunahme der Kontraktilitat, der Herzfrequenz und
der Uberleitungsgeschwindigkeit im AV-Knoten (El-Armouche und Eschenhagen, 2009). Der
Bs-Rezeptor ist der am geringsten exprimierte B-Rezeptor im Herzen, bei Aktivierung kann er
Uber den NO-Synthase-Weg negativ inotrop und so als Gegenspieler kardialer B1-, B2-

Uberstimulation wirken (Lymperopoulos, et al., 2013).

B-Adrenorezeptor LTcC | Na*/K*-ATPase C?C)Na+

mannnnn anmnnmann
uyuguuuuyu guuuvuuuguyuuy
L‘( \w.

Sarkomer

Sarkoplasmatisches Retikulum

Abbildung 1: Signaltransduktion der kardiale B-Adrenorezeptoren

AC, Adenylatzyklase; ATP, Adenosintriphosphat; cAMP, cyclisches Adenosinmonophosphat; LTCC, L-Typ-
Calcium-Kanal; PKA, Proteinkinase A; PLB, Phospholamban; RyR, Ryanodin-Rezeptor; SERCA,
Sarkoplasmatische Calcium-ATPase. Schematische Darstellung der Signaltransduktion der 3-Adrenorezeptoren im
Herzen: Nach Bindung eines Liganden kommt es zur Aktivierung des G-Proteins (Austausch GDP durch GTP). Das
G-Protein dissoziiert in die Untereinheiten a und B/y. Die a-Untereinheit eines Gs-Proteins interagiert mit der
Adenylatzyklase und bewirkt so eine vermehrte Synthese des Second messengers cAMP. Zwei Molekiile cAMP
aktivieren die Proteinkinase A (PKA), die unter anderem den L-Typ-Calcium-Kanal, Ryanodin-Rezeptoren und
Phospholamban phosphoryliert und so deren Aktivitat reguliert. Diese Abbildung wurde mithilfe von Servier Medical
Art Vorlagen erstellt, die unter einer Creative Commons Attribution 3.0 Unported License lizenziert sind;
https://smart.servier.com.
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1.2 Bariatrische Chirurgie

In den vergangenen Jahren gewinnt die bariatrische Chirurgie immer mehr an Bedeutung. Die
Effekte dieser Eingriffe sind weitreichend und begrenzen sich keinesfalls nur auf den
Glukosestoffwechsel und das Gewicht. Das Herz wird von bariatrischen Eingriffen positiv
beeinflusst. Ein besseres Verstandnis der Verbindung zwischen bariatrischer Chirurgie und
dem Herzen birgt groRes Potential, um neue Angriffspunkte in der Therapie der

Herzinsuffizienz zu finden.

1.2.1 Indikationen

Aufgrund des Fehlens effizienter, nicht invasiver Therapiemdglichkeiten der Adipositas sind
bariatrische Eingriffe momentan die einzige erfolgsversprechende Option, um einen
langfristigen Gewichtsverlust zu erzielen (Bruinsma, et al., 2015). Bariatrische Chirurgie greift
auf verschiedenste Techniken wie Magenverkleinerung, Magenteilung und die Schaffung
neuer Verbindungen innerhalb des Gastrointestinaltraktes zurick (Rubino, 2016). Die
bariatrische Chirurgie induziert einen dauerhaften Gewichtsverlust und eine Typ-2-Diabetes
mellitus (T2DM)-Verbesserung uber einen Eingriff in die gastrointestinale Anatomie (Bruinsma,
et al., 2015).

Seit den 1950er Jahren werden bariatrische Eingriffe bei Menschen mit starkem Ubergewicht
durchgefihrt (Rubino, 2016). Die aktuelle Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fir Allgemein-
und Viszeralchirurgie empfiehlt nach Erschépfung der konservativen Therapie
(Erndhrungsumstellung, Pharmaka, Bewegungstherapie) flr folgende Patientengruppen einen
bariatrischen Eingriff: fir Patienten mit einem body mass index (BMI) > 40 kg/m? ohne
Kontraindikationen (bspw. Schwangerschaft, maligne Erkrankung und instabile
psychopathologische Zustande) und fur Patienten mit einem BMI zwischen 35 und 40 mit
einer/mehreren  Adipositas-assoziierten = Begleiterkrankungen. Im  Rahmen einer
wissenschaftlichen Studie kann ebenfalls fur Patienten mit einem BMI zwischen 30 und 35 und
einem T2DM ein bariatrischer Eingriff in Erwagung gezogen werden (DGAV-CAADIP, 2018).

1.2.2 Adipositas als globales Gesundheitsproblem

Definiert ist Ubergewicht bei Erwachsenen durch einen BMI von 25-29,9 kg/m?. Adipositas
beginnt ab einem BMI von 30 kg/m? (Lavie, et al., 2009). Adipositas und Ubergewicht werden
zunehmend zum globalen Gesundheitsproblem. Schon 2015 gab es mehr als eine halbe
Milliarde Ubergewichtige Erwachsene und 40 Millionen Ubergewichtige Kinder auf der Welt
(Hamzeh, et al., 2017). Statistiker rechnen damit, dass sowohl Inzidenz als auch Pravalenz

von Adipositas stark zunehmen werden: Fir die nachsten 50 Jahre prognostizieren sie eine

4
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Verdopplung der Ubergewichtigen und eine Verdreifachung der adipésen Menschen (Hamzeh,
et al., 2017). Neben Ubergewicht hat sich auch T2DM zum ernsthaften Gesundheitsproblem
in den Industrielandern entwickelt. Vorhersagen rechnen mit einer stetigen Zunahme der
Patientenzahlen in den kommenden 20 Jahren (Wu, et al., 2014). Ubergewicht wurde als
wichtigster Risikofaktor fur die Entwicklung von T2DM identifiziert. Es begunstigt die
Entwicklung einer Insulinresistenz und tragt zur Progression von Diabetes bei. Weitere

Risikofaktoren sind kérperliche Inaktivitat, Rauchen und Alkoholkonsum (Wu, et al., 2014).

1.2.3 Operationstechniken

Bei einem Roux-en-Y-Magenbypass (RYGB) wird das Magenvolumen auf 20 ml verkleinert,
das Jejunum wird 50 cm distal des Treitz-Bandes durchtrennt und eine End-zu-Seit-
Anastomose zwischen Magen und distalem Jejunum wird gebildet (alimentarer Ast). Der
proximale Teil des Jejunums wird Uber eine Seit-zu-Seit-Anastomose 100 cm distal der
Gastrojejunostomie mit dem distalen Jejunum verbunden (biliarer Ast). So werden Teile des
Magens, das komplette Duodenum und das proximale Jejunum vom Nahrungsfluss exkludiert
(Rubino, et al., 2006; Rubino, et al., 2004). Durch die Anastomosierung des duodenojejunalen
(biliaren) Astes mit dem alimentdren Ast gelangen die biliopankreatisch sezernierten

Verdauungssafte weiterhin in den Dinndarm (Rubino, et al., 2006).

Die immer popularer werdende Technik des Schlauchmagens (sleeve gastrectomy, SG) wird
sowohl bei jugendlichen als auch erwachsenen Patienten zunehmend verwendet (McGuire, et
al., 2014). Die SG-Technik beinhaltet die Entfernung von 80 % des Fundus und Korpus des
Magens. Dabei wird das Volumen von ca. 2,5 | auf 250 ml verringert (Dixon, et al., 2015). Die
Schlauchmagen-Operation kann mit einem sogenannten duodenojejunalen Bypass (DJB)
verbunden werden. Bei diesem kombinierten Verfahren wird der Magen wie beim
Schlauchmagen verkleinert und ahnlich wie beim RYGB ein biliopankreatischer Ast (100 cm
lang) und ein alimentarer Ast (150 cm) gebildet, sodass Duodenum und Teile des Jejunums

vom Nahrungsfluss exkludiert sind (Seki, et al., 2018).

1.2.4 Aktuelle Entwicklungen

Die Zahl der durchgeflhrten bariatrischen Eingriffe hat in den vergangenen Jahren stark
zugenommen: 1997 wurde von ca. 40.000 Operationen weltweit berichtet, 2013 hingegen von
bereits Uber 450.000 (Angrisani, et al., 2015). Die Technik des RYGB war 2013 das am
haufigsten durchgefuhrte Verfahren (45 % der durchfuhrten Eingriffe). Nach und nach
gewinnen allerdings auch andere Techniken wie die Schlauchmagen-Operation (37 %) und
das Magenband (10 %, engl. adjustable gastric banding) an Beliebtheit (Angrisani, et al.,
2015).
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Auch in Europa spielt die bariatrische Chirurgie eine immer wichtigere Rolle. Die Zahl der
Eingriffe ist auch hier in nur zehn Jahren um ein Vielfaches angestiegen: 2003 gab es nur
33.771 bariatrische Eingriffe in Europa, 2013 zahlte man 125.185 (Angrisani, et al., 2015).
Der RYGB ist auch in Europa das am haufigsten durchgefiihrte Verfahren. Es wird nach und
nach aber von der Schlauchmagen-Operation abgeldst. 2013 machte die Schlauchmagen-
Operation 37 % der Eingriffe aus, ein RYGB wurde in 38 % der Operationen durchgefihrt. Ein

Magenband wurde nur noch in 15 % der Falle eingesetzt (Angrisani, et al., 2015).

1.2.5 Diabetes: Remission und -pravention

Bariatrische Eingriffe wie der RYGB sorgen bei den Patienten nicht nur flir Gewichtsverlust.

Sie haben weitreichende Effekte auf den ganzen Korper.

Die Swedish Obese Subjects-Studie (SOS-Studie) ist eine prospektive Kohortenstudie Uber
die Langzeitauswirkungen von bariatrischen Eingriffen, sie beinhaltete eine Operations- und
eine Kontrollgruppe. Die Operationsgruppe erhielt einen bariatrischen Eingriff (verschiedene
Techniken) und die Kontroligruppe eine Kombination aus Lifestyle-Intervention und
Pharmakotherapie zur Behandlung des Ubergewichts (Sjéstrom, 2013). Sjdstrom et al.
analysierten dabei die Auswirkungen von bariatrischen Eingriffen auf Diabetesremission und
diabetes-assoziierte Langzeitfolgen. Sie konnten zeigen, dass die Diabetesremissionrate, die
als Nuchternblutglukose von weniger als 100 mg/dl und fehlende Diabetesmedikation definiert
war, nach zwei Jahren in der OP-Gruppe deutlich héher war (72,3 %, Kontrollgruppe: 16,4 %).
AuRerdem zeigte sich, dass bariatrische Eingriffe mit weniger mikro- und makrovaskularen
Komplikationen einhergingen (Sjostrom, et al., 2014). Bei bereits an Diabetes erkrankten
Patienten kann bariatrische Chirurgie dartuber hinaus eine Remission bewirken. Bei noch nicht
diabetischen Patienten scheint sie eine Diabetespravention darzustellen (Sjostrom, 2013). Die
Studie belegt, dass bariatrische Eingriffe das Risiko, Diabetes zu entwickeln, im Vergleich zu
normaler medikamentdser Versorgung zwei, zehn und 15 Jahren nach Operation um 96 %,
84 % und 78 % senken (Sjostrom, 2013).

Die Exklusion des Duodenums ist fiir die positiven Effekte auf den Glukosestoffwechsel von
groBer Bedeutung: Bei Goto-Kakizaki-Ratten (T2DM, nicht Ubergewichtig) wird die
Insulinsensitvitat durch Resektion oder Bypass des Duodenums und proximalen Jejunums
verbessert (Salinari, et al., 2014). Ein Versuch mit verschiedenen Operationstechniken und
Reoperationen erbrachte das Ergebnis, dass die Exklusion des proximalen Intestinums nétig
ist, um eine Verbesserung der Glukosetoleranz zu bewirken. Es konnte auflerdem
ausgeschlossen werden, dass eine verringerte Kalorienaufnahme nach Bypass fur den
positiven Effekt sorgt: DJB-operierte Ratten zeigten eine bessere Glukosetoleranz als schein-
operierte Ratten mit identischer Kalorienaufnahme (Rubino, et al., 2006).
6
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1.3 Das Herz und bariatrische Chirurgie

Bariatrische Eingriffe senken das Risiko, eine Herzinsuffizienz zu entwickeln und verbessern
die linksventrikulare Funktion. Die Erforschung der Effekte von bariatrischer Chirurgie auf das
Herz erlaubt es, ein tieferes Verstandnis der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz zu

entwickeln und moglicherweise neue Therapieoptionen zu entdecken.

1.3.1 Das Herz - Ubergewicht und Diabetes

Ubergewicht und Diabetes kdnnen zahlreiche Veranderungen in der Hdmodynamik und dem
kardiovaskularen System nach sich ziehen. Ubergewicht allein erhoht das zirkulierende
Blutvolumen und den kardialen Auswurf, der systemische GefaRwiderstand und der
Fullungsdruck nehmen zu — die Arbeitsbelastung des ganzen Herzens nimmt zu (Lavie, et al.,
2009). Als Folge dieser Veranderungen steigt das Risiko fir linksventrikuldare Hypertrophie,
konzentrisches Remodeling, systolische und diastolische Dysfunktion, Herzinsuffizienz und
Vorhofflimmern. Wichtige kardiovaskulare Risikofaktoren wie Hypertonie, Diabetes mellitus
und Fettstoffwechselstérungen werden durch Ubergewicht negativ beeinflusst (Lavie, et al.,
2009).

Ubergewicht und Diabetes treten haufig gemeinsam auf und bedingen sich gegenseitig. Im
diabetischen Herzen findet man vermehrt Fibrose, intramyokardiale Inflammation, gesteigerte
Expression von proinflammatorischen Zytokinen, pro-apoptotische Signale und myokardiale
Lipidakkumulation (Bugger und Abel, 2014). Auch der Stoffwechsel des diabetischen Herzens
ist eindeutig beeinflusst: Sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen konnte gezeigt
werden, dass Diabetes mellitus zu einer gesteigerten kardialen Fettsdureoxidation fuhrt
(Fillmore, et al., 2014). Dieser vermehrte Umsatz resultierte vermutlich aus erhdhten
Fettsaure- und Triacylglycerin-Spiegeln im Serum und einer vermehrten Aktivitdt von PPAR-
a, das die Expression von Genen der Fettsaureoxidation steigert (Bugger und Abel, 2014;
Finck, et al., 2002). Neben dem Fettstoffwechsel ist auch der Zuckerstoffwechsel verandert:
Die Glukose-Aufnahme im diabetischen Herzen ist verringert, was moglicherweise durch eine
verminderte Expression von Glukosetransporter 4 (GLUT4) begruindet ist (Bugger und Abel,
2014).

Das Calcium handling der Kardiomyozyten wird ebenfalls durch Diabetes beeinflusst: Im
ob/ob-Mausmodell, einem Leptin-defizienten Mausmodell fir Typ-2-Diabetes, zeigte sich eine
verminderte Reaktion auf extrazelluldres Calcium und eine verminderte Aktivitat der
Sarkoplasmatische Calcium-ATPase 2a (SERCAZ2a) (Banerjee, et al., 2009; Bugger und Abel,
2014). Ein weiteres diabetisches Mausmodell mit ausgepragter Insulintoleranz (db/db) wies

reduzierte diastolische und systolische Calcium-Level auf (Belke, et al., 2004; Bugger und
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Abel, 2014). Eine direkte Verbindung zwischen dem veranderten Glukosestoffwechsel und der
kontraktilen Dysfunktion bei T2DM-Patienten wurde vor kurzem entdeckt: Im Herzen von
diabetischen Menschen und Ratten fuhrte akute Hyperglykdmie zur Aktivierung der CaMKII
(Ca?*/Calmododulin-abhangige Kinase 2), deren Aktivitat direkte Auswirkungen auf

lonenkanale, Calcium handling und Transkription hat (Erickson, et al., 2013).

All diese Veranderungen im diabetischen Herzen tragen dazu bei, dass die Haufigkeit von
kardiovaskularen Ereignissen, die kardiovaskulare Mortalitat und das Risiko fir ischamische
Ereignisse bei Patienten mit Diabetes mellitus deutlich hoher ist. Das Risiko aufgrund einer
Herzinsuffizienz hospitalisiert zu werden, ist unter Diabetespatienten um ein Drittel hdher als

unter nicht-diabetischen Patienten (Cavender, et al., 2015).

1.3.2 Das Herz - Bariatrische Chirurgie

Bariatrische Eingriffe haben weitreichende Auswirkungen auf das kardiovaskuldre System.
Benotti et al. zeigten, dass das Risiko, ein schweres kardiovaskulares Ereignis zu erleiden, in
der RYGB-Kohorte auch acht Jahre nach dem Eingriff nur etwa halb so hoch ist wie in der
Kontrollgruppe (Benotti, et al., 2017). Schwere Kkardiovaskulare Ereignisse waren:
Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt und Schlaganfall. Des Weiteren zeigten sie, dass auch funf
Jahre nach dem Eingriff wichtige kardiovaskulare Risikofaktoren wie Cholesterin-Level,
systolischer Blutdruck, BMI und Diabetes in der RYGB-Gruppe klar niedriger waren. Der
Framingham-Risk-Score, der das kardiovaskulare Risiko in den nachsten zehn Jahren
beschreibt, war ebenfalls deutlich geringer in der RYGB-Gruppe (Benotti, et al., 2017). Ein
systematisches Review von Studien, die pra- und postoperative Analysen der kardialen
Struktur und Funktion durchgefihrt hatten, konnte eine Verbesserung der Herzfunktion nach
bariatrischer Chirurgie zeigen: Die linksventrikulare Masse nahm ab und die Ejektionsfraktion

stieg. Der minimale Follow-up-Zeitraum betrug drei Monate (Aggarwal, et al., 2016).

Bariatrische Eingriffe sorgen neben den direkten Effekten auf das Herz auch fir ein Absinken
des C-reaktiven Proteins und anderer Inflammationsmarker. Oxidativer Stress und
Inflammation spielen beim metabolischen Syndrom mit Ubergewicht und Diabetes eine
wichtige Rolle und begunstigen die Entwicklung von Arteriosklerose. Die Reduktion dieser
inflammatorischen Biomarker tragt mutmallich zur Senkung des kardiovaskularen Risikos

nach bariatrischer Intervention bei (Ashrafian, et al., 2008).

Viele Erkenntnisse zum Einfluss von bariatrischer Chirurgie auf das Herz sind vor allem aus
dem Tiermodell bekannt. Im Rattenmodell wurden SG, DJB und Sham-Eingriff und deren
Auswirkung auf das Herz verglichen. Ein DJB war trotz fehlendem starken Gewichtsverlust in

der Lage, wichtige Funktionsparameter des Herzens positiv zu beeinflussen: Acht Wochen
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nach Operation war die Ejektionsfraktion (EF) und die Kontraktilitdt, gemessen als das
Fractional shortening (FS), erhéht und die Dicke der hinteren Wand des linken Ventrikel
verkleinert. Das deutet darauf hin, dass ein Bypass des Duodenums auch ohne
nennenswerten Gewichtsverlust eine Verbesserung der linksventrikularen Funktion bewirkt
(Zhang, et al., 2017). 16 Wochen nach einem DJB zeigten sich im Rattenmodell bei fehlendem
signifikanten Gewichtsverlust sowohl eine diastolische als auch systolisch verbesserte
Herzfunktion: Die DJB-Gruppe wies niedrigere BNP-Werte, eine gesteigerte Ejektionsfraktion
und FS auf. Weiterhin fanden sich in den DJB-Herzen weniger myokardiale Fettablagerungen,
der systolische Calcium-Peak war héher und die Dauer des Calciumstroms kirzer. Nicht nur
funktionelle  Unterschiede  wurden deutlich, auch die Expression wichtiger
Kontraktilitdtsproteine war in der DJB-Gruppe verandert. Die DJB-Kohorte zeigte eine
vermehrte kardiale SERCA2a- und Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) -Expression und eine
verstarkte Phosphorylierung von PLB (Huang, et al.,, 2018). Die Veranderungen der
myokardialen Expression von SERCA2a und RyR2 trug hier méglicherweise zur Verbesserung
der linksventrikularen Funktion und der Normalisierung der Calcium-Homoostase bei (Huang,
et al., 2018).

1.3.3 Das Herz - Energiehaushalt

Der grolie ATP-Verbrauch des Herzens wird grofitenteils durch die Oxidation von Fettsauren
und Kohlenhydraten gewahrleistet (Szablewski, 2017). Unter physiologischen Bedingungen
werden 60-90 % des kardialen ATPs durch die Oxidation von Fettsauren erzeugt. Im
Zytoplasma der Kardiomyozyten werden die Fettsduren zu Acyl-CoA aktiviert, von den
Fettsaure-Acyl-CoA-Produkten werden 75 % durch Membranshuttles wie Cpt-1 und -2
(Carnitine palmitoyltransferase-1/2) ins Mitochondrium transportiert. Im Mitochondrium findet
dann die B-Oxidation statt. 25 % der Fettsdure-Acyl-CoA-Produkte werden nicht direkt ins
Mitochondrium transportiert, sondern als Triglyzeride fir spatere Oxidationen gespeichert
(Azevedo, et al., 2013). Glukose und Laktat werden fir 25-30 % der myokardialen ATP-
Produktion verantwortlich gemacht (Shao und Tian, 2015). Die Glukoseaufnahme in die
Kardiomyozyten erfolgt zum Grof3teil Uber erleichterte Diffusion durch die Glukosetransporter-
Familie GLUT (siehe Abbildung 2). Im Herzen sind GLUT1 und GLUT4 die wichtigsten
Vertreter dieser Familie. GLUT1 ist verantwortlich fur den Insulin-unabhangigen, GLUT4 fur
den Insulin-abhangigen Glukosetransport in die Zelle. Unter Insulin-Stimulation wird GLUT4
vermehrt in die Zellmembran eingebaut und so die Glukoseaufnahme in die Herzmuskelzelle

gesteigert (Azevedo, et al., 2013).

Die Expression von GLUT1 wird durch chronische Hypoxie gesteigert, was scheinbar der

Apoptose von Kardiomyozyten entgegenwirkt. Man vermutet, dass Hypoxie wie in anderen
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Zelltypen auch in Kardiomyozyten direkt durch Bindung von hypoxia-inducible factor 1a
(HIF-1a) an den GLUT1-Promoter wirkt. Fasten (48 h) induziert eine Herabregulation der
Expression von GLUT1. Ein Anstieg von Glukose oder freien Fettsduren im Plasma sorgt fur
eine GLUT1-Hochregulation. Insgesamt Isst sich sagen: Die GLUT 1-Expression kann durch
viele verschiedene Mechanismen beeinflusst werden. Insulin und auch der metabolische
Status des Herzmuskels spielen eine wichtige Rolle (Shao und Tian, 2015). Neben der GLUT-
Familie ist auch der Transporter sodium-dependent glucose transporter 1 (SGLT1) von
Bedeutung bei der Glukoseaufnahme des Herzens (siehe Abbildung 2). SGLT1 ist vor allem
im Sarkolemm lokalisiert. Vermutlich ist auch dieser Transporter fur die Hormon-stimulierte

Aufnahme von Glukose wichtig ist (Szablewski, 2017).

Glukose ist nicht die Hauptenergiequelle des Herzens. Unter bestimmten Bedingungen wie
Stress, Ischamie und Hypertrophie kann sich die Substratpraferenz von Fettsauren in Richtung
Glukose verschieben (Shao und Tian, 2015). Hypertrophierte Herzen weisen eine verstarkte

Glykolyse und eine hdohere Glukoseaufnahme auf (Kolwicz und Tian, 2011).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Glukoseaufnahme im Herzen

Vereinfachte Darstellung der Aufnahme von Glukose im Herzen. Zu sehen sind die wichtigsten Glukosetransporter
im Herzen: SGLT1, GLUT1, GLUTA4. Diese Abbildung wurde mithilfe von Servier Medical Art Vorlagen erstellt, die
unter einer Creative Commons Attribution 3.0 Unported License lizenziert sind; https://smart.servier.com.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Bariatrische Eingriffe sorgen gewichtsunabhangig fir eine Verbesserung der Herzfunktion und
senken das Risiko fir kardiovaskulare Erkrankungen, doch bisher ist wenig tber die zugrunde
liegenden Mechanismen bekannt. In dieser Arbeit soll zunachst der Einfluss einer Hochfettdiat
auf die Herzfunktion im Mausmodell mittels Echokardiographie analysiert werden. Im zweiten
Schritt sollen durch bariatrische Eingriffe hervorgerufene Veranderungen im kardialen
Expressionsmuster untersucht werden. Das tiefere Verstandnis der Verbindung zwischen
gastrointestinaler Intervention und dem Herzen birgt womdglich groRes Potenzial flr
Therapieansatze und das bessere Verstandnis der Auswirkungen von Adipositas und Diabetes

auf das Herz.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, die folgenden Fragstellungen zu klaren:

1. Auswirkungen von Ubergewicht und Diabetes auf den kardialen Glukosestoffwechsel

> Inwieweit andert sich die Herzfunktion von Mausen im Rahmen einer chronischen
Hochfettdiat (zwolf Wochen)?
» Welche Adaptationsprozesse finden in der Genexpression kardialer

Glukosestoffwechsel-Gene statt?

Um den Einfluss von Adipositas und T2DM auf die Funktion und den Stoffwechsel des Herzens
analysieren zu kénnen, wurde mannlichen C57BL/6-Mausen fur zwolf Wochen eine

Hochfettdiat geflttert und die Herzen funktionell und molekularbiologisch untersucht.

2. Molekulare Veranderungen im Herzen nach bariatrischer Intervention

» Wie andert sich das Expressionsmuster kardialer Gene nach bariatrischer
Intervention?

» Wird die Expression der B-Adrenorezeptoren oder der Calcium-handling Proteine
durch eine bariatrische Intervention beeinflusst?

» Inwieweit verandern sich die Expressionsmuster kardialer Gene, die fir Glukose- und

Fettsaurestoffwechsel relevant sind?

Um die Fragestellungen beantworten zu kdénnen, wurden Herzen von Ratten nach
bariatrischem Eingriff untersucht. Vor dem Eingriff erhielten die Ratten eine Hochfettdiat,
sodass Adipositas und Diabetes induziert wurden. Bei der durchgefiuihrten bariatrischen
Intervention handelte es sich um einen DJB (duodenojejunaler Bypass), die Kontrollgruppe

wurde einem Schein-Eingriff (Sham-Operation) unterzogen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiermodelle

2.1.1.1 Mause

Fir die Hochfettfltterung wurden mannliche C57BL/6NRj-Mause verwendet. Sie wurden im
Alter von acht Wochen von der Firma Janvier (Saint Berthevin Cedex, Frankreich) erworben.
Die Tiere wurden unter Barrierebedingungen und unter der Aufsicht durch tiermedizinisches
und -pflegerisches Personal im Experimentellen Zentrum des Medizinisch-Theoretischen
Zentrums der Medizinischen Fakultat Carl Gustav Carus der TU Dresden gehalten. Die Tiere
hatten jederzeit Zugang zu Futter und Wasser. Die Haltung und alle Untersuchungen der Tiere
entsprachen den gesetzlichen Bestimmungen (TVV 1/2017) und den Richtlinien der

.Federation of European Laboratory Animal Science Associations" (FELASA).

2.1.1.2 Ratten

Durch die Zusammenarbeit mit Professor Francesco Rubino, Professor flir Metabolische und
Bariatrische Chirurgie am King’s College London, im Rahmen des IRTG2251 ,Immunological
and Cellular Strategies in Metabolic Disease” stand fur die Untersuchungen dieser Arbeit
linksventrikulares Gewebe eines Rattenmodells nach bariatrischer Intervention zur Verfigung.
Die mannlichen Sprague-Dawley-Ratten wurden im Tierstall des James Black Centers des

King’s College in London unter Einhaltung aller gesetzlichen Bestimmungen gehalten.

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Chemikalien, Reagenzien und Verbrauchsmittel

Substanz Firma
20%ige Glukoselésung Braun
Ammoniumpersulfat (APS) BioRad
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche

DNA molecular weight standard (1 kb DNA ladder)

Thermo Scientific

Elektrodengel

Dahlhausen

Glukose-Eichlésung

Accu Check Aviva

Glukosemessstreifen

Accu Check Aviva

HD-Green

Intas

High fat diet Futter D12492, HFD (Maus)

12
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High fat diet Futter TD.88137, HFD (Ratte) Envigo, UK
Insulin, Insuman® Infusat Sanofi
Isofluran Baxter

Loading dye 6x (agarose gel electrophoresis)

Thermo Scientific

Low molecular weight marker, LMW

GE Healthcare

Methanol Roth
Milchpulver Applichem
Natriumdodecylsulfat (SDS) Applichem
Normal diet Futter D12450B (Maus) Brogaarden
Normal diet Futter, ND (Ratte) Envigo, UK
Nuklease-freies, RNAse-freies Wasser Promega™
peqGOLD Universal Agarose peglLab
Phosphate Buffer Saline Dulbecco’s (PBS) Biochrom
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets Roche
Ponceau-S Sigma Aldrich
Precision Plus Protein™ Standards BioRad
Tetramethylethylendiamin (TEMED) BioRad
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Applichem

TRIzol® ThermoFischer Scientific
Tween 20 Roth
2.1.3 Gerate

Tabelle 2: Geréte

Funktion Produktbezeichnung

Hersteller

SGU-020T-2,MGU-102uT;

Agarosegelkammern
41-2025, 40-1515

C.B.S. Scientific Co.;
peglab

Analysewaage BP3100S Sartorius
Munchener Medizin
Autoklav Vakulab HP
Mechanik GmbH
Begasungsbrutschrank BBD 6220 CO2 Inkubator Thermo Scientific
Blot-System Western Blot Mini-PROTEAN 3 Cell BioRad
Blutzuckermessgerat AccuCheck® Aviva 3 Set AccuCheck®

mg/dl
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Echokardiographie Vevo®3100 Visualsonics
Gelelektrophorese-System o _
Mini-PROTEAN Tetra Cell Biorad
Western Blot
Gradienten-PCR-Cycler Mastercycler nexus gradient  Eppendorf
Homogenisator TissuelLyser LT Qiagen®
Horizontalschuttler Vibrax-VXR electronic IKA
Kuahlzentrifuge 3K30 Sigma-Aldrich

Magnetruhrer

Variomag Mono

Thermo Scientific

Mikropipetten

10, 20, 100, 200, 1000 pl

Labnet, Gilson

Mikrowellenherd

HF 22023

Siemens

Multifunktionsplattenreader

Synergy HTX

BioTek

Multipipetten 50 pl; 300 pl Brand; Eppendorf
pH-Meter pH Level 2 InoLab
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann
CFX96 Touch™ Real-Time
Real-Time PCR Cycler BioRad
PCR
Reinstwasseranlage Q-Pod Milli-Q Millipore
Rollenmischer RollerMixer SRT2 Stuart
Scanner Scanjet 4890 HP
Power Pac Basic, Power Pac
Spannungsquellen Biorad

200, Power Pac HC

Sterilbank

HeraSafe KS

Thermo Scientific

Thermomixer

Thermomixer compact

Eppendorf

Tischzentrifuge

Spectrafuge Mini

Labnet International

Tischzentrifuge fur PCR-
Tube-Strips

Perfect spin mini

Peqlab

UV-Vis Spectrophotometer

NanoDrop™ One
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Vortex MS2 Minishaker IKA

Wasserbad M12 Lauda

Zentrifuge far _
Microfuge 18 Beckmann Coulter

Mikroreaktionsgefalie

Zentrifuge far 96-well o
Heraeus Megafuge 8R Thermo Scientific

Platten und Falcons

2.1.4 Antikorper

Tabelle 3: Primére Antikorper

Bezeichnung/ Konjugat Konzentra- Hersteller, Bande
Spezifitat tion Artikelnummer kDa
cMyBP-C Kaninchen 1:1000 Abcam, ab-133499 140
cMyBP-C-Ser 282 Kaninchen 1:2000 Enzo, ALX-215-057-R050 140
CSQ Kaninchen 1:2000 Thermo, #PA1-913 54
EEF2 Kaninchen 1:50000 Abcam, ab408102 95
GLUT1 Kaninchen 1:1000 Abcam, ab652 55
PLB-ges Maus 1:5000 Badrilla Ltd., AO10-14 6
PLB-Ser 16 Kaninchen 1:5000 Badrilla Ltd., A010-12 6
PLB-Thr 17 Kaninchen 1:5000 Badrilla Ltd., A0O10-13 6
SERCA2a Ziege 1:1000 Santa Cruz, sc-8094 110
Troponin-l ges Kaninchen 1:1000 Abcam, ab47003 30
Troponin-I-Ser 23/24  Kaninchen 1:1000 Cell signaling, #40045 30
a-SMA Kaninchen 1:2000 Sigma-Aldrich, A5228 42

Tabelle 4: Sekundire Antikorper

Bezeichnung/ Konjugat Konzentration Hersteller,

Spezifitat Artikelnummer
Anti-Maus Meerrettich-Peroxidase 1:10000 Sigma-Aldrich, A3682
Anti-Kaninchen Meerrettich-Peroxidase 1:10000 Jackson Immuno
Research, 111-035-045
Anti-Ziege Meerrettich-Peroxidase  1:5000 Santa Cruz, sc-2020
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2.1.5 Primer

2.1.5.1 Primer Ratte
Tabelle 5: Primer Ratte

Beschreibung Sequenz
Adrb1 F: CTACAACGACCCCAAGTGCT

R: CGCAGCTGTCGATCTTCTTC
Adrb2 F: CAAGCAAGCCATCGACTGTT

R: GCTGAGGTTTTGGGCATGAA
Adrb3 F: ACAAAAACGGCTCTCTGGCT

R: ACGAGGAGTCCCACTACCAA
Cpt-1b F: CTCCCGACAAGGTATGGCTC

R: CAGCTTCAGGGTTTGTCGGA
Glut1 F: CTTATTGCCCAGGTGTTCGG

R: GGCAGAAGGGCAACAGGATA
Glut4 F: GCCGGGACACTATACCCTAT

R: TTCCCCATCTTCAGAGCCGAT
Hif-1a F: TCCATTTTCAGCTCAGGACAC

R: GGTAGGTTTCTGTAACTGGGTC
Hprt1 F: CCCAGCGTCGTGATTAGTGATG

R: TTCAGTCCTGTCCATAATCAGTC
Mcad F: TAGCTTCGAGTTGACGGAGC

R: GGCGACCGGGATTATTTCCT
Nhe1 F: CGTCACTGTGGTCCTCTACC

R: CCGAGGGACACGACAAAGAA
Pgc-1a F: AAGCCAATGAGCACGAAAGG

R: CACGGCGCTCTTCAATTGCT
Sqlt1 Biorad, Assay ID: gRnoCID0008954
Tbp F: CACCGTGAATCTTGGCTGTAAAC

R: CGCAGTTGTTCGTGGCTCTC
B-Actin F: GCTCTCTTCCAGCCTTCCTT

R: CAATGCCTGGGTACATGGTG
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2.1.5.2 Primer Maus

Tabelle 6: Primer Maus

Beschreibung Sequenz

Glut1 F: GATCCCAGCAGCAAGAAGGT
R: GAGAGACCAAAGCGTGGTGA

Glut4 F: TGTTGCGGATGCTATGGGTC
R. AAAAGGGAAGGTGTCCGTCG

Sgit1 F: AAAATCGCCTGTGTCCTCCC
R: GGCCTCGCAGTCCATTAGG

B-Actin F: ACTGTCGAGTCGCGTCCA

R: ATCCATGGCGAACTGGTGG

2.1.6 Software

Tabelle 7: Software

Software Funktion Hersteller
Prism 6 Allgemeine Statistik GraphPad Software
BioRad CFX Manager Auswertung Real-Time PCR  BioRad®

FusionCapt Advance

Auswertung Western Blot

Vilber Lourmat

Ingenuity Pathway Analysis ~ Analyse Daten RNA- Qiagen®
Sequencing
Nanodrop 1000 v3.7 Spektrophotometer Thermo Fisher Scientific™
Gen 5 Proteinmessung BioTek®
Vevo Lab 3.1.1 Auswertung Visualsonics
Echokardiographie
2.1.7 Kits
Tabelle 8: Kits
Bezeichnung Hersteller
iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for g°PCR BioRad  BioRad®

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific™

Qiagen Gel Extraction Kit

Qiagen®

RNAse-Free DNAse Set
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RNeasy® Mini Kit

Qiagen®

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix

BioRad®

SuperSignal™ West Femto Extended Duration Substrate

Thermo Fisher Scientific™

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Fisher Scientific™

2.1.8 Verbrauchsmittel

Tabelle 9: Verbrauchsmittel

Funktion

Bezeichnung

Hersteller

96-Well-Platte BCA

Microplate 96 Well

Greiner bio-one

96-Well-Platte RT-PCR

Hard-Shell Thin-Wall 96 Well

BioRad®

Blotting Filterpapiere

Blotting Paper Sheets

AHLSTROM Munktell

Cryoréhrchen 2 ml

Cryo S.

Greiner bio-one

Falkons 15, 50 ml

Cell-star tubes

Greiner bio-one

Filterspitzen 10, 20, 100, 200,
1000 ul

Barrier pipet tips; Filter tips

Corning Deck Works;
Corning Axygen,

Sarstedt, Biosphere

Handschuhe

Micro-touch coated; Sterling

nitrile powderfree exam gloves

Ansell; Halyard

Kanilen 18, 20, 22, 23, 24, 25
G

Eclipse Needle, Microlance 3;

Sterican

BD; Braun

Mikroreaktionsgefalie
0,2;0,5; 1,5; 2,0 ml

SafeSeal, Multiply Pro

Sarstedt

Mikroskopobjekttrager

SuperFrost Plus

Thermo Scientific

Nitrocellulose Blotting Membran
0,45 pm

Amersham Protran

GE Healthcare Life

Sciences

Nuklease-freies Wasser Nuclease-free Water promega
Parafilm Parafilm Bemis
Pipetten 5, 10, 25, 50 ml Costar stripette Corning
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Plattenversiegelung RT-PCR Microseal Adhesive Seal

BioRad

Carl Roth GmbH +

PVDF Blotting Membran Roti-PVDF
Co. KG
Reservoir Einweg flr Pipetten Reagent Reservoir 25 ml VWR
Skalpell Chirurgische Einmal-Skalpelle  Braun
Spitzen 10, 20, 1000 pl Tip Sarstedt, Biosphere
Spitzen zum Pipettieren von Carl Roth GmbH +
MultiFlex-Tips
Acrylamidgele Co. KG
Spritzen 1 ml Microlance 3 BD

2.1.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.

Mit n wurde die Anzahl der Tierproben dargestellt. Zur statistischen Analyse dienten folgende

statistische Tests: t-test (ungepaart, zweiseitig), 2-Way-ANOVA-Analyse.

P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Darstellung der statistischen
Signifikanz: ns P 2 0,05, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. Die Analysen erfolgten mit der

Software Prism6.
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimente

2.2.1.1 Duodenojejunaler Bypass bei adipésen Sprague-Dawley-Ratten

Tiere und experimentelle Planung. Das Tierexperiment wurde im Labor von Professor
Francesco Rubino, Professor flr Metabolische und Bariatrische Chirurgie am King’s College
London von ihm und seinen Mitarbeitern durchgefuhrt. Dank einer Kollaboration stellte
Professor Francesco Rubino flur diese Arbeit linksventrikuldres Herzgewebe der Ratten zur
Verfigung. Fur das Experiment wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Ab
einem Alter von sechs Wochen wurde den Ratten Hochfettfutter gefuttert (siehe Tabelle 10).
Die Tiere erhielten Wasser und Hochfettfutter ad libitum (Envigo). Das Hochfettfutter
(TD.881374) wurde von Envigo RMS Division (Indianapolis, United States) erworben, die
Zusammensetzung ist Tabelle 10 zu entnehmen. Nach 18 Wochen der Hochfettfutterung
wurden die Tiere randomisiert in zwei Gruppen aufgeteilt: Duodenojejunaler Bypass (DJB) und
Schein-Eingriff (Sham). Nach Durchfuhrung des Eingriffs erhielten die Tiere bis zur
Organentnahme nach acht Wochen weiter Hochfettfutter. Die Haltung und alle

Untersuchungen der Tiere entsprachen den gesetzlichen Bestimmungen.

‘DJBISham‘ | Organentnahme ‘

| | | | | | | | | | Zeit in Wochen

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Tierversuches

Dargestellt ist der zeitliche Ablauf des Tierversuches. Ab einem Alter von sechs Wochen wurde den Tieren ein
hochkalorisches, fettreiches Futter (High fat diet, HFD) gefiittert. Nach 18 Wochen Fitterung wurden die Tiere
operiert (Sham oder DJB) und acht Wochen nach Operation wurden die Tiere zur Organentnahme getotet.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Futters, Ratte

Hochfettfutter (HFD)

% Gesamtanteil | % kcal
Protein 17,3 15,2
Kohlenhydrate 48,5 42,7
Fett 21,2 42,0
Cholesterol 0,2

20



Material und Methoden

Duodenojejunaler Bypass. Die in dem Tierexperiment verwendete bariatrische Operation
wurde von Prof. Francesco Rubino und seinen Mitarbeitern durchgefihrt und wird im
Folgenden zum Verstandnis kurz erklart. Bei einem duodenojejunalem Bypass handelt es sich
um einen bariatrischen Eingriff, der das Magenvolumen unverandert Iasst. Bei der Operation
der Versuchstiere wurden das gesamte Duodenum (Zwolffingerdarm) und 10 cm des
proximalen Jejunums (Leerdarm) vom Nahrungsfluss exkludiert. Der Magen und das Jejunum
wurden in einer gastrojejunalen Anastomose 10 cm distal des Treitz-Bandes mit einem
resorbierbaren Faden verbunden. Um zu gewahrleisten, dass die Sekrete aus Pankreas und
Gallenblase in den Darm gelangen kénnen, wurde eine End-zu-Seit-Anastomose gebildet: 15
cm distal der gastrojejunalen Anastomose wurde der biliopankreatische Ast in Roux-en-Y-Art
mit dem Nahrungsast verbunden. Die Strecke Dinndarm, die bei einem duodenojejunalen
Bypass umgangen wird, ist vergleichbar mit dem beim Menschen haufig durchgefihrten
proximalen RYGB (Rubino, et al.,, 2006). Abbildung 4 veranschaulicht die komplizierte

Operationstechnik.

a) b)
Duodenum Duodenum

Alimentarer Ast
Jele:L:Jrrr? & Jejunum & lleum

Abbildung 4: Schematische Darstellung des duodenojejunalen Bypasses

a) physiologische Anordnung des Gastrointestinaltraktes, b) Anordnung nach einem duodenojejunalen Bypass.
Durch den DJB entstehen ein biliopankreatischer Ast und ein alimentérer Ast. Diese Abbildung wurde mithilfe von
Servier Medical Art Vorlagen erstellt, die unter einer Creative Commons Attribution 3.0 Unported License lizenziert
sind; https://smart.servier.com.

Sham-/Schein-Eingriff. Wahrend des Sham-Eingriffes wurden an den oben beschriebenen
Stellen Schnitte im Gastrointestinaltrakt eingefihrt, um die Belastung der Operation
nachzustellen. Die Schnitte wurden zur Aufrechterhaltung des physiologischen

Nahrungsflusses wieder reanastomosiert.

Gewinnung des Herzgewebes. Die Herzen wurden direkt nach Entnahme in flissigem
Stickstoff schockgefroren und im Folgenden bei -80° C gelagert. Im Rahmen der Kollaboration
mit Prof. Francesco Rubino stand linksventrikulares Herzgewebe der Ratten fur die

Experimente dieser Arbeit zur Verfligung.
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2.2.1.2 Hochfettdiat bei C57BL/6NRj-Mausen

Verwendete Tiere und experimentelle Planung. Bei den verwendeten Tieren handelte es
sich um mannliche C57BL/6NRj-Mause. Ab einem Alter von zehn Wochen erhielten die Mause
entweder eine high fat diet (HFD) (D12492, Brogaarden®, Danemark) oder eine normal diet
(ND) (D12450B, Brogaarden®, Danemark). Die Zusammensetzung des Futters ist in Tabelle
11 zu sehen. Die Tiere wurden wahrend des Experiments zwei Mal wochentlich gewogen. Zu
Beginn, nach sechs und nach zwdlf Wochen Futterung wurden die Mause
echokardiographisch untersucht. Glukose- und Insulintoleranztests wurden in regelmafligen
Abstanden durchgeflihrt (siehe Abbildung 5). Die Haltung und alle Untersuchungen der Tiere
entsprachen den gesetzlichen Bestimmungen (TVV 1/2017) und den Richtlinien der

.Federation of European Laboratory Animal Science Associations” (FELASA).

Echokardiographie
Echo- Glukose- Insulin- Echo- Glukose- Insulin- Organentnahme
kardiographie toleranztest toleranztest kardiographie toleranztest toleranztest
v \ v / \ v v
0 1 2 5 8 9 10 11 12

3 4 6 7

HFD (high fat diet) oder ND (normal diet)

| Zeit in Wochen

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Tierversuches

In der Abbildung sind die Untersuchungen und Interventionen dargestellt, die wahrend des Versuchszeitraumes
durchgefiihrt worden sind. Vor Beginn der HFD-Fitterung, nach sechs und nach zwolf Wochen Fitterung wurde
eine Echokardiographie durchgefiihrt. Ein Glukosetoleranztest wurde nach vier und nach zehn Wochen Fuitterung
durchgefiihrt. Einen Insulintoleranztest wurde nach funf und elf Wochen der Futterung durchgefuhrt. Die
Organentnahme fand nach zwdélf Wochen Hochfettfiitterung statt.

Tabelle 11: Zusammensetzung des Futters, Maus

Hochfettfutter (HFD) Normales Futter (ND)

% Gesamtanteil | % kcal % Gesamtanteil | % kcal
Protein 26,2 20 19,2 20
Kohlenhydrate 26,3 20 67,3 70
Fett 34,9 60 4,3 10

Insulintoleranztest. Fir den Insulintoleranztest (ITT) wurde den Mausen nach einer
funfstiindigen Fastenperiode 0,75U/kg Korpergewicht Insulin (Insuman® Infusat, Sanofi)

intraperitoneal injiziert. Mithilfe eines Glukosemessgerats und Glukoseteststreifen wurde vor
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der Injektion sowie 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten nach Injektion die Blutglukose im

Schwanzvenenblut gemessen.

Glukosetoleranztest. Fur den Glukosetoleranztest (GTT) wurde den Mausen nach einer
funfstlindigen Fastenperiode 1g/kg KG Glukoseldsung intraperitoneal injiziert. Mithilfe eines
Glukosemessgerats und Glukoseteststreifen wurde vor der Injektion, 15, 30, 60, 90 und

120 Minuten nach Injektion die Blutglukose im Schwanzvenenblut gemessen.

Echokardiographie. Die Echokardiographie wurde von wissenschaftlichen Mitarbeitern und
technischen Assistenten des Institutes fiir Pharmakologie und Toxikologie durchgefiihrt. Sie
wurde mit einem Kleintierechogerat vom Typ Visualsonics Vevo3100 durchgefihrt und dauerte
circa 15-20 Minuten. Die Untersuchungen fanden unter Narkose mit Isofluran (0,5-4 % in
Sauerstoff) statt. Nach der Narkoseeinleitung wurden die Tiere in Rickenlage auf dem
Untersuchungstisch fixiert, der linke Thorax mit Enthaarungscreme enthaart und mit Wasser
gereinigt. Zum Schutz der Augen vor Austrocknung wurde Augensalbe aufgetragen. Fur die
Untersuchung wurde angewarmtes Ultraschallgel und eine Warmeplatte verwendet, um eine
Unterkihlung der Maus zu verhindern. Das Gel wurde nach Abschluss der Untersuchung
entfernt, das Tier wieder in den Kafig Uberfuhrt, wo es innerhalb von ein bis zwei Minuten
aufwachte. Die Auswertung der Echokardiographien erfolgte durch wissenschaftliche
Mitarbeiter des Institutes flir Pharmakologie und Toxikologie. Benutzt wurde die Software Vevo

Lab 3.1.1. von Visualsonics.

Organentnahme. Nach Durchfihrung der Echokardiographie wurden die Tiere durch
zervikale Dislokation getotet. Post mortem wurde das Herz mit einer 27G-Kanule punktiert und
bis zu 1 ml Blut enthommen. Nach der Herzpunktion wurden Ventrikel und Atrien geteilt und
sofort in flissigem Stickstoff gefroren. Das Gewebe wurde bis zur Nutzung fir RNA- oder

Proteingewinnung bei -80° C aufbewahrt.

2.2.2 Molekularbiologie

2.2.2.1 Real-Time PCR

RNA-Isolation aus Herzgewebe. Nach der Pulverisierung des Gewebes wurde das TRIzol®-
Extraktionsverfahren nach Herstelleranweisung angewendet. Im Anschluss an die TRIzol®-
Extraktion kam zur Aufreinigung der Probe das RNeasy® Mini Kit von Qiagen zum Einsatz. Am
NanoDrop™ One wurden die Menge und Reinheit der isolierten RNA bestimmt. Angestrebt
wurden ein 260/280-Verhéaltnis von 1,8-2,0 und ein 260/230-Verhaltnis von 1,8-2,2. Die
isolierte RNA wurde bei -80° C gelagert.
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iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR. Zur Synthese von cDNA wurde das
iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR von Biorad nach Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Synthetisierte cONA wurde bei -20° C gelagert.

Tabelle 12: Komponenten und Reaktionszusammensetzung des Kits zur cDONA-Synthese

Komponente Volumen pro Reaktion in pl
5x iScript Advanced Reaction Mix 4

iScript Advanced Reverse Transkriptase | 1

RNA variabel

Nuklease-freies Wasser variabel

Endvolumen 20

Real-Time PCR. Fiir die Real-Time PCR wurde der SsOAdvanced™ Universal SYBR® Green
Supermix nach Anleitung des Herstellers genutzt. Der Mastermix wurde in 96-Well-Platten
pipettiert und am gPCR-Cycler (CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System) analysiert.
Die Wahl des Housekeeper-Genes ist in den Abbildungsbeschreibungen ersichtlich. Die
Datenanalyse erfolgte mit der Software CFX Manager von BioRad®. Zur relativ-quantitativen
Analyse der Expressionsmuster wurde die ACt-Methode verwendet und die Genexpression
der Interventionsgruppe ist zur besseren Veranschaulichung als Vielfaches der Genexpression

der Kontrollgruppe dargestellt (fold change).

2.2.2.2 Western Blot

Proteinisolierung. Nach der mechanischen Zerkleinerung des Gewebes mit Morser und Pistill
wurden RIPA-Puffer (siehe Tab. 13), 10 % Phosstop und 10 % Complete-Inhibitoren und eine
Stahlkugel hinzugegeben. Das Gewebe wurde flur vier Minuten im vorgekuhlten Tissue Lyser
LT mit 50/s homogenisiert. Nach der Homogenisierung wurden die Proben zentrifugiert
(10 min, 5000 g, 4° C). Der Proteingehalt wurde mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kits
und dem Multifunktionsplattenreader von BioTek gemessen. Die Proben wurden 1:5 mit
6x Lammli-Puffer verdiinnt, bei 95° C fir 5 min in einem Thermomixer gekocht. Dies diente

der Denaturierung der Proteine.

Gelelektrophorese. Die Proben wurden zusammen mit Markern (Prestained, LMW) auf ein
Acrylamidtrenngel aufgetragen. Marker und Proben liefen bei 80 V fur 15 Minuten in das
Sammelgel. Dann wurde die Spannung fur 75 Minuten auf 125V erhoht. Die SDS-Page
erfolgte in Laufpuffer im Mini-Protean Tetra Elektrophorese-System (BioRad). Nach
Beendigung des Laufes wurde das Sammelgel verworfen, das Trenngel wurde fur die weitere

Analyse benutzt.
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Western Blot. Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines Western Blots auf eine
Membran (PVDF/Nitrozellulose) Gbertragen. Nach dem Transfer (220 mA, 4° C, 75 min) wurde
die Membran zur Kontrolle eines positiven Proteintransfers bei Raumtemperatur fur
funf Minuten in Ponceau S-Losung inkubiert, nicht gebundener Farbstoff wurde mit Wasser
entfernt. Mit einem Skalpell wurden die Membranen in Streifen geschnitten, um sie gezielt mit
dem jeweiligen AntikOrper inkubieren zu kdnnen. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 % TBS-T
fur je funf Minuten wurden die Streifen fir eine Stunde in 5%iger Milchlosung (RT) inkubiert,
um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Uber Nacht und bei 4° C erfolgte die
Inkubation der Membranen mit dem proteinspezifischen Primarantikérper. Alle weiteren
Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Membranen wurden mehrfach mit 0,1 % TBS-T
gewaschen und mit dem jeweiligen Sekundarantikérper inkubiert (1h, RT). Nach der
Inkubation wurden die Membranen erneut mehrfach mit 0,1 % TBS-T gewaschen. Nun erfolgte
die Detektion der Proteinbanden mit SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate
oder SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific).
Die Detektion des Chemilumineszenzsignals erfolgte mit dem FusionFX7 Detektionssystem
(Vilber Lourmat). Die densitometrische Quantifizierung der detektierten Signalbanden erfolgte
mit der Software FusionCapt Advance und die Auswertung der Daten mittels Excel und Prism6.
Die Zusammensetzung aller Materialien flr Proteinisolation und Western Blot ist in Tabelle 13

dargestellt.

Tabelle 13: Materialien Proteinisolation und Western Blot

Name Zusammensetzung
RIPA-Puffer 5 ml 1M Tris-HCI pH 7,4
0,2 ml 0,5M EDTA ph 8,0
10 ml 1,5M NaCl
1 ml NP-40

1 ml 10 % SDS

84,8 ml Milli-Q-H.0

6x Lammli 2,4 g SDS

12 mg Bromphenolblau
15 g Glycerol 99,8 %
4,8 ml TRIS-Base 1,0M; pH 6,8
1,86 g DTT

Sammelgel fur 4 kleine Gele 5,6 ml H20

1,7 ml 30 % Acrylamid
2,5ml 0,5 M Tris, pH 6,8
0,1 ml 10 % SDS

0,1 ml 10 % APS
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0,01 ml TEMED

Trenngel fur 2 kleine 10 % Gele

4,0 ml H20

3,3 ml 30 % Acrylamid
2,5ml1,5M Tris pH 8,8
0,1 ml 10 % SDS

0,1 ml 10 % APS

0,008 ml TEMED

10x Gel-Elektrophorese-Puffer

60,6 g 25 mM Tris HCL

= Laufpuffer (1x) 288 g 192 mM Gilycin
pH 8,3 209 0,1 % SDS
2 | Milli-Q-H20
Blotpuffer TRIS-Base 25 mM
Glycin 192 mM

Methanol 20 %

Ponceau S-Ldsung

0,6 g Ponceau S 0,5 %
9 g Trichloressigsaure 1 %

9 g 5-Sulfosalicylsaure

Milchlésung Milchpulver (fettarm, 5 %) in TBS-T geldst
10x TBS 121,4 g Tris 50mM

175,32 g NaCl 150mM
0,1 % TBS-T 100 ml 10x TBS

900 ml Milli-Q-H20
1 g Tween 20 0,1 %

2.2.3 Differentielle Genexpressionsanalyse

2.2.3.1 RNA-Isolation und Sequenzierung

RNA-Isolation. Die RNA-Isolation wurde mit dem RNeasy® Mini Kit geman den Angaben des

Herstellers durchgefiihrt. Nach Elution in 30 ul nuklease-freiem Wasser wurde die RNA bei

-80° C gelagert. Die Messung der Konzentration erfolgte am NanoDrop™ One.

RNA-Sequenzierung. Die RNA-Sequenzierung wurde von der Deep Sequencing Group am
Biotechnologischen Zentrum der TU Dresden (BIOTEC) durchgefuhrt. Es wurde an einem

lllumina HiSeq 2500 mit 75 bp single end reads sequenziert. Die statistische Auswertung
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wurde von Dipl. Bioinf. Mathias Lesche, einem Mitarbeiter der Deep Sequencing Group

vorgenommen.

2.2.3.2 Ingenuity Pathway Analysis

Zur Analyse der Daten wurde eine Testversion des Programms ,Ingenuity Pathway Analysis®
(IPA) von Qiagen® verwendet. Das Programm nutzte folgende Daten aus der
bioinformatischen Analyse: Ensembl identifiers, log.fold change und p-adjusted. Innerhalb des
Programmes wurde eine sogenannte ,Core analysis® durchgefiihrt, die Ergebnisse fur
folgende Kategorien liefert: Signalwege, Upstream Regulators, Disease & Functions. Fur die
Berechnung der Signifikanzen wurde ein Fisher's Exact Test verwendet, der eine Aussage
Uber die Wahrscheinlichkeit trifft, dass eine Assoziation zwischen Genen und dem Prozess
oder Signalweg Zufall ist. Der p-Wert identifiziert eine statistisch signifikante
Uberreprasentation von Genen innerhalb eines Prozesses. Des Weiteren berechnete das
Programm anhand von Daten aus einer Knowledge Base und dem Datenset z-scores (siehe
Abbildung 6). Der z-Score trifft eine Aussage Uber die Beeinflussung eines Signalweges,
indem Knowledge Base und Genexpression innerhalb des Datensets verglichen werden
(Kramer, et al., 2014). Ein weiterer wichtiger Begriff fir das Verstandnis der IPA ist die Ratio.

Sie beschreibt den Anteil der Gene des Signalweges, die im Datenset enthalten sind.

Genexpression (Knowledge Base)

Genexpression (Datenset) N+ —N — 7—-1

POPOOPOGOOBO TTE W

+1: konsistent, -1: inkonsistent

Abbildung 6: Berechnung einer Aktivitatsvorhersage mittels z-Score durch IPA

Die Ingenuity Pathway Analysis verwendet eine Knowledge Base und das Datenset und berechnet eine Aktivitats-
oder Inhibierungsvorhersage eines Signalweges. Anhand eines Beispiels erklart die Abbildung die Berechnung des
z-Scores: 8 Gene eines Signalweges liegen im Datenset verandert vor. Bei 7 von 8 Genen ist die Genexpression
bezuglich der Auswirkung auf den Signalweg zwischen Datenset und Knowledge Base konsistent. Daraus ergibt
sich nach Einsetzen in die Formel ein z-Score von 2,12, was einer Aktivitats-Pradiktion entspricht.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Einflusses von Ubergewicht auf das

Herz im Mausmodell

Ubergewicht (BMI: 25,0-29,9) und Adipositas (ab BMI = 30,0) wirken sich schnell und direkt
auf das Herz aus und sind assoziiert mit einer Reihe von hamodynamischen Veranderungen,
die Remodeling und eine ventrikulare Dysfunktion nach sich ziehen kénnen (Alpert, et al.,
2014). Ubergewicht geht haufig Hand in Hand mit der Entwicklung eines Typ-2-Diabetes, der
das Herz durch vermehrte Fibrosierung, intramyokardiale Inflammation und myokardiale
Lipidakkumulation weiter beeintrachtigt (Bugger und Abel, 2014; Wu, et al., 2014).

Um den Einfluss von Ubergewicht und Diabetes auf die Herzfunktion und den
Glukosestoffwechsel des Herzens zu charakterisieren, wurde mannlichen C57BL/6-Mausen
Uber zwoIf Wochen eine Hochfett- (HFD-Gruppe) bzw. Normaldiat (ND-Gruppe) gefittert. lhre
Herzfunktion wurde regelmafig per Echokardiographie und ihr Glukosestoffwechsel per

Glukosetoleranztest (GTT) und Insulintoleranztest (ITT) beobachtet.

3.1.1 Gewichtsverlauf

Um die Gewichtszunahme in beiden Versuchsgruppen zu bestimmen, wurden die Tiere zwei
Mal pro Woche unter gleichbleibenden Bedingungen gewogen. Nach wenigen Wochen zeigte
sich deutlich eine starkere Gewichtszunahme in der HFD-Gruppe. Ab der siebten Woche
zeigte die HFD-Gruppe gegenlber der Kontrollgruppe ein signifikant héheres Gewicht (siehe
Abbildung 7). Auswirkungen dieser Futterung auf das Herz und den Glukosestoffwechsel

wurden in weiteren Tests geprift.
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451 ND HFD
Gewicht [g] | Gewicht [g]
40 Woche 2 | 27,54 +0,40 | 27,66 + 0,39
s i Woche 4 | 29.38 036 | 30.13% 0,61
E *
] 35+ *
s Woche 6 | 29,99 + 0,44 | 31,06+ 0,79
[}
o
30- /__’/__//I/l\’/l Woche 8 | 31,85+ 0,39 | 34,33+0,94
/—
gl - ND HFD | Woche 10 | 32,90 £ 0,50 | 38,20 + 1,06
25
12 3 456 7 8 9101112 yoche12| 33362059 | 39,96 £ 1,22
Zeit [Wochen]

Abbildung 7: Gewichtsverlauf der ND- und HFD-Gruppe in zw6lf Wochen Fiitterung

Zwei Mal wochentlich wurde das Gewicht der Mause festgehalten und das Gewicht im Laufe der Zeit graphisch
dargestellt. Zur statistischen Analyse wurde ein t-Test (ungepaart, zweiseitig) verwendet. Darstellung der
statistischen Signifikanz: ns P 2 0,05, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P £0,001.

3.1.2 Glukosestoffwechsel

Zur Darstellung des Einflusses einer hochkalorischen, fettreichen Erndhrung auf den
Glukosestoffwechsel und die adaquate Insulinsekretion wurden Insulin- und Glukosetoleranz

regelmalig getestet.

Der nach vier Wochen Futterung durchgefihrte Glukosetoleranztest zeigte keinen Unterschied
in der Reaktion auf eine festgelegte Menge Glukose (siehe Abbildung 8). Beide Gruppen
reagierten auf die Glukosegabe zunachst mit einem Anstieg der Blutglukose, daraufhin sank
die Blutglukose in beiden Gruppen stetig ab. Der nach zehn Wochen Futterung durchgefiihrte
Glukosetoleranztest zeigte, dass die HFD-Gruppe stetig signifikant hdhere Blutglukosewerte
aufwies. Vor der Injektion der Glukose war der Blutglukosewert in der HFD-Gruppe bereits
hoéher als in der ND-Gruppe (t = 0 min; 157,3 £ 9,61 vs. 135,4 + 8,89). Auf die Glukoseinjektion
reagierten beide Gruppen mit einem deutlichen Anstieg der Blutglukose. Die ND-Gruppe hatte
durchgehend niedrigere Blutglukosewerte als die HFD-Gruppe (siehe Abbildung 8). Wahrend
nach vier Wochen Futterung keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen erkennen liel3,
wiesen die HFD-Tiere nach zehn Wochen Futterung durchgehend deutlich hdhere
Blutglukosewerte auf als die ND-Tiere. Ein beginnender gestorter Glukosemetabolismus war

zu erkennen.
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Abbildung 8: Ergebnisse der Glukosetoleranzteste

Die Glukosetoleranztests wurden durchgefihrt wie im Methodenteil beschrieben. Links ist der Glukosetoleranztest
nach vier Wochen, rechts nach 10 Wochen Hochfettfiitterung zu sehen. Zur statistischen Analyse wurde eine
2-Way-ANOVA-Analyse verwendet. Darstellung der statistischen Signifikanz: ns P =2 0,05, * P 0,05, ** P < 0,01,
** P < 0,001

Der nach funf Wochen Futterung durchgefihrte Insulintoleranztest lasst zu zwei Zeitpunkten
(60, 120 min) signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ND und HFD erkennen
(Abbildung 9): Beide Gruppen reagierten auf die Insulingabe mit einer initialen Absenkung der
Blutglukose, anders als bei den ND-Tieren stieg die Blutglukose bei den HFD-Tieren allerdings
schneller wieder an (t = 60 min; 85,08 £ 5,04 vs. 70,27 £ 4,90). Der nach elf Wochen Ftterung
durchgefihrte Insulintoleranztest zeigte nur zum Zeitpunkt 30 min (t = 30 min) einen signifikant

erhdhten Blutglukosewert in der HFD-Gruppe (siehe Abbildung 9).
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% 100] 4N %1004 T -
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Abbildung 9: Ergebnisse der Insulintoleranzteste

Die Insulintoleranztests wurden durchgefiihrt wie im Methodenteil beschrieben. Links ist der Insulintoleranztest
nach 5 Wochen, rechts nach 11 Wochen Hochfettflitterung zu sehen. Zur statistischen Analyse wurde ein t-Test
(ungepaart, zweiseitig) verwendet. Darstellung der statistischen Signifikanz: ns P 20,05, * P < 0,05, ** P < 0,01
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die zwdlf Wochen Hochfettfutterung ausreichend
waren, um einen diabetischen/pradiabetischen Phanotyp in der HFD-Gruppe zu induzieren.
Die Tiere der HFD-Gruppe wiesen zum Ende der Futterung ein signifikant hdheres

Koérpergewicht (mittleres Kdrpergewicht HFD = 39,95 vs. ND = 33,35) auf, sie hatten im
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Vergleich zur ND-Gruppe erhdhte Blutglukosewerte und es zeigte sich eine beginnende
Storung des Glukosestoffwechsels. Die funktionellen und molekularen Auswirkungen der
Hochfettfitterung auf das Herz der Mause wurden per Echokardiographie und qPCR

charakterisiert.

3.1.3 Herzfunktion

Zur Darstellung des Einflusses einer hochkalorischen, fettreichen Ernédhrung auf das Herz und
seine Funktion wurde vor Beginn der Fitterung, nach sechs Wochen und nach zwdlf Wochen
eine Echokardiographie der Mauseherzen durchgefiihrt. Abbildung 10 fasst die Ergebnisse
aller echokardiographischen Parameter zusammen. Kein Parameter ist nach den zwolf
Wochen Hochfettfitterung signifikant verandert. Deutlich sind allerdings Tendenzen zu
erkennen: Das enddiastolische Volumen (EDV) und der linksventrikulare enddiastolische
Innendurchmesser (LVIDd) scheinen in der HFD-Kohorte nach zwélf Wochen erhdht zu sein.
Groflken wie die Ejektionsfraktion (EF) und das Fractional area shortening (FAS) gelten als
gute Indikatoren flir die Kontraktilitait des Herzen; sie sind nach zwolf Wochen
Hochfettfitterung nicht signifikant verandert in der HFD-Gruppe. Die Hochfettflitterung

bewirkte keine signifikanten Einschrankungen der Herzfunktion.

Woche 0 Woche 12
ND (n=9) HFD (n=9) ND (n=11) HFD (n=12)
Morphologisch
HW/BW 4,19 (+ 0,19) 4,41 (+ 0,44) 3,20 (+ 1,04) 3,06 (+ 0,57)
LVIDd (mm) 4,20 (+ 0,07) 4,24 (+0,13) 4,25 (+0,17) 4,47 (+ 0,11)

Diastolische Funktion

EDV (ul)

82,75 (x 4,09)

89,72 (+ 9,34)

85,32 ( 5,41)

98,30 (% 6,65)

Systolische Funktion

EF %

58,69 (+ 1,65)

56,45 (+ 4,46)

52,38 (+ 8,36)

49,62 (+ 6,87)

FAS %

54,38 (+ 1,38)

51,09 (+ 4,83)

47,79 (+ 9,66)

44,98 (+ 6,35)

Herzfrequenz

431,3 (+ 15,83)

407,3 (+ 21,97)

4514 (+ 14,98)

448,8 (+ 18,57)

Schlagvolumen (pL)

48,22 (+ 1,89)

48,14 (+ 2,46)

43,87 (+ 7,84)

48,13 (+ 8,98)

Abbildung 10: Ergebnisse der Echokardiographien

HW, heart weight; BW, body weight; LVIDd, linksventrikuldrer enddiastolischer Innendurchmesser; EDV,
enddiastolisches Volumen; EF, Ejektionsfraktion; FAS, Fractional area shortening. Die Echokardiographie wurde
wie im Methodenteil beschrieben durchgefihrt, die Werte sind dargestellt als Mittelwerte + Standardabweichung,
MW (zSTABWN). Die Daten-Sets wurden mittels t-Test (ungepaart, zweiseitig) verglichen. Darstellung der
statistischen Signifikanz: * P < 0,05.
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3.1.4 Expression von Glukosetransportern

Es ist bekannt, dass Ubergewicht und Diabetes im Herzen zu Verdnderungen des
Stoffwechsels flihren. Die Fettsaureoxidation ist im diabetischen Herzen gesteigert (Fillmore,
et al.,, 2014). Um nun zu klaren, welchen Einfluss Diabetes und Ubergewicht auf den
Glukosestoffwechsel haben, wurde die Expression der drei wichtigsten kardialen
Glukosetransporter im linksventrikularen Gewebe des HFD-Mausmodells untersucht. Die
Expression des Transporters Sglt1 war durch die HFD-Ftterung nicht beeinflusst, die mRNA-
Level zwischen ND und HFD waren nicht signifikant unterschiedlich (siehe Abbildung 11). Die
MRNA-Expression der Transporter Glut1 und Glut4 allerdings war in der HFD-Gruppe deutlich
niedriger als in der ND-Gruppe (siehe Abbildung 11). Die HochfettfUtterung sorgte fir eine
Herabregulation der Glukosetransporter Glut1 und Glut4.
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Abbildung 11: Expression von Glut1, Glut4 und Sglit1

Die Probengewinnung erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Die Genexpressionsanalyse erfolgte mittels
gPCR, als Referenzgen wurde B-Actin verwendet. Gezeigt sind reprasentative Ergebnisse aus unabhangigen
Experimenten. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des Mittelwertes). Die Daten-
Sets wurden mittels t-Test (ungepaart, zweiseitig) verglichen. P-Werte von <0,05 (*) werden als statistisch
signifikant angesehen. P-Werte > 0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.
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3.2 Differentielle Genexpressionsanalyse — RNA-Sequencing

nach bariatrischer Operation im Rattenmodell

Bariatrische Eingriffe haben weitreichende Auswirkungen auf den gesamten Koérper und
gewinnen als Therapieoption fur Ubergewichtige und diabetische Patienten zunehmend an
Relevanz. Die positiven Auswirkungen auf das Herz sind zahlreich, die molekularen

Grundlagen jedoch wenig verstanden.

Dank des IRTG2251 (,Immunological and Cellular Strategies in Metabolic Disease*) entstand
eine Zusammenarbeit mit Professor Francesco Rubino, dem Chair of Metabolic and Bariatric
Surgery am King’s College London. Im Rahmen dieser Kollaboration konnte fir diese Arbeit
linksventrikulares Gewebe eines DJB-Rattenmodells verwendet werden: Mannliche Sprague-
Dawley-Ratten erhielten nach 18 Wochen Hochfettfutterung entweder einen Schein-Eingriff
(Sham) oder einen duodenojejunalen Bypass (DJB). Nach weiteren acht Wochen
Hochfettfitterung wurden die Herzen entnhommen und molekularbiologisch analysiert. Um
einen moglichst groen Erkenntnisgewinn aus den Proben zu erhalten, wurde das
Genexpressionsprofil der Herzen mittels RNA-Sequenzierung charakterisiert. Sequenziert
wurde RNA, die aus dem linken Ventrikel von zehn DJB-Ratten und zehn Sham-Ratten

gewonnen wurde.

3.2.1 Hauptkomponentenanalyse (Gruppenzugehorigkeit)

Die in der RNA-Sequenzierung generierten Daten wurden zunachst einer
Hauptkomponentenanalyse (engl. Principal Component Analysis, PCA) unterzogen. Diese
diente dazu, einen Uberblick Giber mdgliche AusreiRer und die Gruppenzugehdrigkeit der
Proben zu erhalten. Eine PCA reduziert miteinander korrelierte Variablen auf wenige
voneinander unabhangige Variablengruppen, die sogenannten Hauptkomponenten (engl.
principal components, PC). Durch Projektion auf die Hauptkomponenten lassen sich

Zusammenhange unterschiedlicher Datensatze darstellen.

In Abbildung 12a ist das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse aller 20 Proben zu sehen.
Auf der x-Achse ist die Hauptkomponente 1 (PC1) aufgetragen, die den grof3ten Varianzanteil
reprasentiert (36 %). Im Koordinatensystem nah beieinander liegende Punkte weisen eine
gesteigerte Ahnlichkeit auf. In Abbildung 12b ist die Hauptkomponentenanalyse der Gruppen
nach Exklusion des AusreilRers s2 und der sechs Mismatches zu sehen (DJB vs Sham). Auf
der x-Achse ist der Hauptkomponent 1 (PC1) aufgetragen, der den gréften Varianzanteil
beinhaltet (41 %). Der Hauptkomponent 1 erklart hier folglich 41 % der Varianz zwischen den
Gruppen DJB und Sham.
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a S1vs S2 b DJB vs Sham
PCA (1-2) of top 500 most diverse genes PCA (1-2) of top 500 most diverse genes

PC2: 16% variance
PC2: 15% variance

10 10

S 0 0
PC1: 36% variance PC1: 41% variance

Cond DJB sham Cond DJB sham

Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse der Expressionsprofile

a) Hauptkomponentenanalyse S1 vs S2 b) Hauptkomponentenanalyse DJB vs Sham. Basierend auf den 500 am
starksten regulierten Genen erklaren PC1 und PC2, die beiden ersten Hauptkomponenten, in a 52 % in b 56 %
der Varianz. Jede Probe wird durch einen Punkt reprasentiert, ein roter Punkt reprasentiert eine Ratte mit
duodenojejunalem Bypass, ein blauer Punkt eine Ratte mit Schein-Eingriff.

3.2.2 Orientierende Genexpressionsanalyse

Nach der allgemeinen Analyse der Daten mittels PCA sollten die Ergebnisse auf Gen-Ebene
analysiert werden. Bei einer False Discovery Rate von 1 % (FDR =1 %) waren 3634 Gene
signifikant differentiell exprimiert. Es wird deutlich, dass die Intervention DJB eine grofde
Auswirkung auf das Herz zu haben scheint. Zur Veranschaulichung der grofen Datenmenge
wurde eine Heatmap der 25 am starksten herauf- und herabregulierten Gene erstellt (siehe
Abbildung 13). Diese Heatmap arbeitet mit dem z-score als Mal fir die Darstellung der
relativen Expressionsunterschiede. Der z-score beschreibt hier die in Standardabweichungen

ausgedruckte Entfernung eines Wertes vom arithmetischen Mittel aller Werte.

Ein interessantes, durch DJB vermindert exprimiert vorliegendes Gen in dieser heatmap ist
zum Beispiel Sic8a1 (solute carrier family 8 member A1), das fur den Natrium-Calcium-
Austauscher (NCX) codiert. Dieser Transporter transportiert drei Natriumionen im Austausch
gegen ein Calciumion in die Kardiomyozyte und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation
der regelhaften Relaxation und zellularen Calcium-Homdostase (Shattock, et al., 2015). Seine
Expression ist auch deshalb von Interesse, weil sie in pathologischen Zustdanden wie

Herzinsuffizienz verandert vorliegen kann (Xu, et al., 2012).

Das Gen Vwa8, das in der DJB-Gruppe eine verminderte Expression zeigt, codiert fir das

Von Willebrand-Containing Protein 8, Uber dessen Funktion bisher wenig bekannt ist. Sicher
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ist, dass es u. a. im Herzen exprimiert wird und seine hepatische Expression nach HFD erhéht

ist (Luo, et al., 2017).
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Abbildung 13: Heatmap der 25 am starksten herauf- und herunterregulierten Gene.

Die Farbcodierung reprasentiert den z-score, ein Wert uber (gelb) bzw. unter (hell- bis dunkelblau) O einer
gesteigerten bzw. verminderten Expression gegenliber dem arithmetischen Mittel aller Werte entspricht.
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3.2.3 Uberblick tber die Signalwege

Nach der bioinformatischen Analyse durch die Deep Sequencing Group am CRTD Dresden
wurden die Sequenzierungsdaten mithilfe der ,Core Analysis“ des Programmes Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) von Qiagen® analysiert. Die Expressionsmuster der DJB- und der

Sham-Kohorte wurden verglichen und Signalweganalysen durchgefihrt.

Die 15 signifikantesten Ergebnisse der Signalweganalyse sind in der Abbildung 14 zu sehen.
Einen positiven z-Score (oranger Balken) und damit eine vorhergesagte Aktivierung durch
DJB-Intervention weist u. a. der Signalweg ,Oxidative Phosphorylation“ auf. Das Herz als
dauerhaft kontrahierender Muskel verbraucht viel Energie und ist auf eine stetige ATP-
Versorgung angewiesen. Der Grofdteil der ATP-Produktion findet im Mitochondrium durch
oxidative Phosphorylierung in der Atmungskette statt. Fehlfunktionen dieser essentiellen
Prozesse spielen eine Rolle bei der Entstehung von erblichen Kardiomyopathien,
Herzinsuffizienz, Herzhypertrophie und ungunstigen Alterungsprozessen im Herzen (Schwarz,
et al., 2014).

Einen negativen z-Score (blauer Balken) und damit eine vorhergesagte Inhibierung durch die
DJB-Operation weist u. a. der Signalweg ,Renin-Angiotensin-Signaling® auf (siehe Abbildung
14). Das Renin-Angiotensin-System spielt eine essentielle Rolle bei der Entstehung einer
Herzinsuffizienz und seine Blockade durch ACE-Hemmer und Angiotensin-Rezeptor-Inhibition

gilt als etablierte Therapieoption bei Herzinsuffizienz (Mori, et al., 2013).

Fir den Signalweg ,Cardiac Hypertrophy Signaling”“ wurde ebenfalls ein negativer z-score fur
die DJB-Kohorte berechnet (siehe Abbildung 14). Hypertrophie dient als
Kompensationsmechanismus bei vermehrter Belastung des Herzens, mit der Zeit kann sich
aus dieser kompensierten Hypertrophie allerdings eine dekompensierte Hypertrophie und
Herzinsuffizienz entwickeln (Tham, et al., 2015). Ubergewicht ist auBerdem haufig mit der
Entwicklung einer linksventrikularen Hypertrophie und Dilatation verbunden (Kenchaiah, et al.,
2002).
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W positive z-score z-score =0 M negative z-score no activity pattern available Ratio
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Mitochondrial Dysfunction

Molecular Mechanisms of Cancer
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Oxidative Phosphaorylation _]
ILK Signaling

Paxillin Signaling _
EGF Signaling _
CXCR4 Signaling

Renin-Angictensin Signaling _

FAK Signaling

Cardiac Hypertrophy Signaling

Abbildung 14: Signalwege und z-Scores

Mithilfe der ,Core Analysis® der Software IPA® wurden in den Proben regulierte Signalwege identifiziert und ihre
Aktivierung bzw. Inhibierung mithilfe eines z-Scores vorhergesagt. Ein positiver z-Score (orange) sagt eine
Aktivierung, ein negativer z-score (blau) eine Inhibierung des Signalweges durch DJB vorher. Als minimales
Signifikanzniveau wurde p=0,05 gewahlt (Fisher's exact test).

3.2.3.1 Die oxidative Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung dient der Generierung des Energietragers ATP und spielt im
Herzen eine grol’e Rolle. Das Herz als standig arbeitender Muskel hat einen grolden ATP-
Verbrauch und ist somit auf eine intakte Atmungskette und oxidative Phosphorylierung
angewiesen. Herzinsuffizienz wird bekanntermafen begleitet von einer Kapazitdtsminderung
der oxidativen Phosphorylierung, einer verminderten Aktivitdt der Atmungskette und
vermehrtem Elektronen-Leak (Schwarz, et al., 2014). In der IPA zeigte sich der Komplex
»Oxidative Phosphorylierung® als einer der wichtigsten regulierten Signalwege. Es wurde eine
Aktivierung des Signalweges berechnet (z-Score: 4,62). In Abbildung 15 sind die einzelnen
Komplexe der Atmungskette zu sehen, die Farbgebung symbolisiert eine Aktivierung (rot) oder
Inhibierung (gruin). Es fallt auf, dass vor allem der Komplex V, die ATP-Synthase, nach DJB
hochreguliert ist.
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Abbildung 15: Oxidative Phosphorylierung, Ingenuity Pathway Analysis

®
Die IPA -Analyse fir den Komplex ,Oxidative Phosphorylierung“ ergab folgende Werte: z-score: 4,62, p-value:
3,19% ", Ratio: 45/109,

3.2.3.2 Der Renin-Angiotensin-Signalweg

Ein weiterer interessanter regulierter Signalweg ist das Renin-Angiotensin-Signaling.
Klassische Herzinsuffizienz-Medikamente wie ACE-Hemmer setzen genau an diesem System
an, indem sie die Konversion von Angiotensin zu Angiotensin Il verhindern. In den Herzen der
Ratten mit duodenojejunalem Bypass ist das Renin-Angiotensin-Signaling laut der IPA®
vermindert (z-Score: -3,59). Eine weitere molekularbiologische Validierung mittels g°PCR und
Western Blot ist jedoch notwendig, um abschlieRende Aussagen Uber die Bedeutung dieser

Ergebnisse treffen zu kénnen.
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Abbildung 16: Renin-Angiotensin-System, Ingenuity Pathway Analysis

Die IPA®-AnaIyse fur den Komplex ,Renin-Angiotensin Signaling“ ergab folgende Werte: z-score: -3,59, p-value:
-10

4,97*e , Ratio: 46/128 (0,359).
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3.2.3.3 Adrenerge Signalwege

Adrenerge Stimulation spielt bei der Regulation der Herzfunktion eine essentielle Rolle. In der
IPA® ergab sich, dass sowohl die a- als auch die B-adrenerge Signalkaskade in den Herzen
der DJB-Ratten verandert sind (siehe Abbildung 17 und Abbildung 18). Fur die a-adrenerge
Signalkaskade (Abbildung 17) zeigte sich, dass nicht nur die RNA-Level des oa-
Adrenorezeptors, sondern auch weitere Signalmolekile innerhalb der Kaskade vermindert
vorliegen. Mit einem z-Score von -2,68 wurde flr das ,a-adrenergic signaling“ insgesamt eine
Inhibition vorhergesagt. Interessante Molekiile flir weitere Analysen sind u. a. der Natrium-

Calcium-Austauscher (NCX), der a-Adrenorezeptor selbst und Proteinkinasen.
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Abbildu®ng 17: a-adrenerge Signalkaskade, Ingenuity Pathway Analysis

Die IPé -Analyse fiir den Komplex ,Alpha-adrenergic signaling“ ergab folgende Werte: z-score: -2,68, p-value:
6,43*e , Ratio: 32/93 (0,34).

Die B-adrenerge Signalkaskade (Abbildung 18) erhielt in den Berechnungen einen z-Score
von -1,96. Es wurde ebenfalls eine Inhibierung des Signalweges vorhergesagt. Wahrend der
B1-Rezeptor auf RNA-Ebene nicht reguliert zu sein scheint, sind viele andere fir das Herz
relevante Molekile in der DJB-Gruppe herunterreguliert: Der L-Typ-Calciumkanal, der eine
wichtige Rolle bei der Herzmuskelkontraktion spielt; der Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2), der bei
Aktivierung Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freisetzt und die SERCA, eine
Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (Bers, 2002; EI-Armouche und
Eschenhagen, 2009).
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Abbildung 18: B-adrenerge Signalkaskade, Ingenuity Pathway Analysis

®
Die IPA -Analyse fir den Komplex ,Beta-adrenergic signaling® ergab folgende Werte: z-score: -1,96, p-value:

4,42%", Ratio: 38/141 (0,27).
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3.3 Genexpression ausgewahlter Gene innerhalb der

adrenergen Signalkaskade

Die Ergebnisse der differentiellen Genexpressionsanalyse (siehe Kapitel 3.2) sollten im
Folgenden molekularbiologisch mittels Western Blot und gPCR Uberpruft werden. Neben den
targets, die in der RNA-Sequenzierung eine Regulation gezeigt hatten, wurden auch in der
Sequenzierung unauffallige Molekule untersucht, um eine modgliche Regulation auf

Proteinebene zu finden.

3.3.1 Expression von 3-Adrenorezeptoren

Bariatrische Eingriffe wirken sich positiv auf die Herzfunktion aus und verringern das Risiko,
eine Herzerkrankung zu entwickeln. Im Herzen spielen vor allem 3-Rezeptoren eine wichtige
Rolle bei der Regulation funktioneller Parameter wie der Herzfrequenz, der Kontraktilitdt und
der Uberleitungsgeschwindigkeit (El-Armouche und Eschenhagen, 2009). Um dem
molekularen Mechanismus hinter der verbesserten Herzfunktion nach bariatrischen Eingriffen
auf den Grund zu gehen, wurde die kardiale Expression von [3-Rezeptoren nach DJB bzw.

Scheineingriff verglichen.

3.3.1.1 Auswahl eines Referenzgenes

In kardiovaskularen Fragestellungen und Experimenten werden haufig Gene aus dem
Kohlenhydratstoffwechsel als Referenzgene verwendet (z. B. Gapdh), da sie Uber
Interventionsgruppen hinweg stabil exprimiert werden. Bei dem vorliegenden Experiment, das
Ubergewicht, Diabetes und Gewichtsverlust beinhaltet, war allerdings zu erwarten, dass
gerade diese Stoffwechselwege im Herzen beeinflusst sein werden. Klassische Referenzgene
wie Gapdh zeigten sich als ungeeignet und es musste vor Beginn der Experimente ein
geeignetes Housekeeping-Gen identifiziert werden. Um ein mdgliches Referenzgen zu finden,
wurde zundchst Literaturrecherche betrieben. Ahnliche Rattenmodelle, &hnliche
Interventionen und die verwendeten Housekeeping-Gene wurden verglichen und drei
moglicherweise geeignete Gene konnten identifiziert werden: Hprt1 (Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase 1), Tbp (TATA binding protein) und B-Actin (Cabiati, et al., 2012).
Die Expression von Hprt1, Tbp und Actin wurde in der DJB-Gruppe und der Sham-Gruppe in
einer gPCR analysiert und ihre Cg-Werte in der Software NormFinder verglichen (Andersen,
et al., 2004). NormFinder berlcksichtigt inter- und intragroup variations und berechnet einen
sogenannten stability value (M). Das stabilste Housekeeping-Gen einer Analyse besitzt den
kleinsten M-Wert. B-Actin wurde als das stabilste Referenzgen (M-Value = 0,2) identifiziert und

fur die folgenden Analysen als Housekeeping-Gen verwendet (siehe Tabelle 14).
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Tabelle 14: Ergebnisse der Analyse moglicher Referenzgene mittels Normfinder
Die Software Normfinder berechnet fir Referenzgene einen stability value (M). In der Tabelle sind die M-Werte fir
die moéglichen Referenzgene Tbp, Hprt1 und 3-Actin zu sehen.

Gen Stability value (M)
Thp 0,32
Hprt1 0,22
B-Actin 0,2

3.3.1.2 Expression der B-Adrenorezeptoren

Nach der erfolgreichen Identifizierung eines Referenzgenes wurde zunachst die Expression
von (B1-Rezeptoren im linken Ventrikel der Ratten analysiert. Die statistische Analyse zeigte,
dass zwischen den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied in der Expression von
B1-Rezeptoren besteht (siehe Abbildung 19a). Neben dem [+-Rezeptor spielt auch der
B2-Rezeptor eine wichtige Rolle im Herzen. Es wurde auch seine Expression im linken
Ventrikel von Ratten der Sham- und DJB-Gruppe in einer Real-Time PCR verglichen (siehe
Abbildung 19b). Die statistische Analyse zeigte auch hier keine Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. Nach einem DJB kommt es nicht zu einer Anderung der Ba-
Rezeptorexpression in den Herzen. Die verbesserte Kontraktilitdt und die erhdhte
Ejektionsfraktion nach bariatrischen Eingriffen lassen sich demnach weder durch eine

Anderung der B+- noch der B,-mRNA-Expression erklaren.
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Abbildung 19: mRNA-Expression von B1- und Bz-Rezeptoren im linken Ventrikel
Quantitative Bestimmung der mRNA-Expression von .- (Adrb1) und B,-Rezeptor (Adrb2) im linken Ventrikel von

Ratten mit DJB (duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff) mittels qPCR. B-Actin wurde zur
Normalisierung genutzt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des Mittelwertes).
P-Werte > 0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.

Der Bs-Rezeptor wird im Herzen in deutlich geringerem Male exprimiert als die B1- und B2-
Rezeptoren. Es wird vermutet, dass der Bs:-Rezeptor als Sicherung gegenuber adrenerger
Uberstimulation dient (Lymperopoulos, et al., 2013). Eine Aktivierung des Bs-Rezeptors flihrt

demnach Uber NO-Produktion und eine verminderte Aktivitdt der L-Typ-Calcium-Kanale zu
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einer erhdhten Vasodilatation und einer verbesserten diastolischen Funktion (Rozec, et al.,
2009).

Es war nicht mdglich, in den Rattenherzen eine Expression des [33-Rezeptors nachzuweisen.
Bei der Primer-Validierung im Bs-Rezeptor-reichen Fettgewebe (Abbildung 20b) zeigte sich ein
Produkt-Peak der Schmelzkurve bei ca. 90° C. Bei der fir die Genexpressionsanalyse der
Rattenherzen durchgeflihrten gPCR (Abbildung 20a) fehlte dieser Produkt-Peak vollstandig.
Stattdessen zeigte sich ein Peak bei circa 78° C. Dieser Peak entstand durch Primer-Dimere,
die aufgrund ihrer verminderten Grdle eine niedrigere Schmelztemperatur als das eigentliche
Produkt (244 bp) aufweisen.

a Genexpressionsanalyse b Primer-Validierung

Melt Peak Melt Peak
T T

Primer-Dimere 3500 +
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500 1

I e = .. ] P
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Abbildung 20: mRNA-Expression von |33-Rezeptoren im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der mRNA-Expression von (3-Rezeptor im linken Ventrikel von Ratten mit DJB
(duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff) mittels qPCR. In a ist die Schmelzkurve der
Genexpressionsanalyse zu sehen, in b die Schmelzkurve der Primer-Validierung. Bei der Primer-Validierung
entsteht das gewtiinschte Produkt, bei der Genexpressionsanalyse bilden sich Primer-Dimere.
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3.3.2 Expression von Calcium-handling Proteinen

Nach Analyse der B-Adrenorezeptoren folgte die Quantifizierung der Kontraktilitdtsproteine,

deren Aktivitat von den -Adrenorezeptoren reguliert wird.

Die SERCAZ2a, eine Calcium-Pumpe im sarkoplasmatischen Retikulum (SR), sorgt dafiir, dass
Calcium aus dem Zytosol in das SR gelangt. Calcium wird so aus dem Zytosol entfernt, die
Relaxation des Herzmuskels geférdert und der Calcium-Load des SRs erhdht. Der erhdhte
Calcium-Load fihrt wahrend der Systole zu vermehrtem Calcium-Ausstrom und einer

gesteigerten Kontraktionskraft (EI-Armouche und Eschenhagen, 2009).

Die Proteinexpression der SERCA2a wurde mittels Western Blot vergleichend untersucht.
Eine Probe innerhalb der Sham-Gruppe musste aufgrund niedriger Proteinkonzentration
exkludiert werden. Wie in Abbildung 21 ersichtlich wird, bestand kein Unterschied in der
Proteinexpression von SERCA2a zwischen den Gruppen DJB und Sham. In der RNA-
Sequenzierung (siehe Abbildung 18) zeigten sich verminderte RNA-Level in der DJB-Gruppe.
Diese Tendenz wird auf Proteinebene ebenfalls sichtbar (siehe Abbildung 21b), ist allerdings

statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 21: Proteinexpression von SERCA2a im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der Proteinexpression von SERCAZ2a (sarkoplasmatische Calcium-ATPase 2a) im linken
Ventrikel von Ratten mit DJB (duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff). EEF2 (eukaryotischer
Elongationsfaktor 2) wurde zur Normalisierung genutzt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM
(Standardfehler des Mittelwertes). P-Werte > 0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.

Neben der SERCA spielt auch Phospholamban (PLB) eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Kontraktilitdt des Myokards. Phospholamban ist der endogene Inhibitor der SERCA. Unter
adrenerger Stimulation kommt es zur Phosphorylierung von Phospholamban durch die
Proteinkinase A (PKA) oder die CaMKII. Dadurch wird die hemmende Wirkung von
Phospholamban auf die SERCA aufgehoben, dies erlaubt eine schnelle Relaxation (Bers,

2002).

Auch eine veranderte Expression oder Phosphorylierung dieses hemmenden Proteins kdnnte
folglich die Herzaktivitat beeinflussen. Daher wurde die Proteinexpression und die
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Phosphorylierung von PLB an Serin-16 und Threonin-17 per Western Blot untersucht. Die
Proteinexpression von Phospholamban war zwischen den beiden Gruppen nicht verandert
(siehe Abbildung 22a, b). Ein Nachweis von phosphorylietem Phospholamban war in den
Rattenherzen kaum moglich (siehe Abbildung 22c, d). Bei den Western Blots wurde eine
Positivkontrolle (+) mitgefuhrt. Die Ratten erhielten vor der Organentnahme weder
Medikamente wie Isoproterenol, die eine Phosphorylierung vermuten lieen, noch waren sie
groliem Stress ausgesetzt. Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die Herzen sich bei

der Organentnahme im unphosphorylierten Basalzustand befanden.
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Abbildung 22: Proteinexpression und Phosphorylierung von PLB im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der Proteinexpression von PLB ges (Phospholamban gesamt), PLB-Ser16 (an Serin16
phosphoryliert) und PLB-Thr17 (an Threonin17 phosphoryliert) im linken Ventrikel von Ratten mit DJB
(duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff). CSQ (Calsequestrin) wurde zur Normalisierung genutzt.
Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des Mittelwertes). P-Werte > 0,05 werden
als nicht signifikant (ns) angesehen.
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Ein weiteres Protein, das von der PKA phosphoryliert werden kann, ist Troponin | (Tn-l). Die
Phosphorylierung an Ser23/24 sorgt fur eine verminderte myofibrillare Calcium-Sensitivitat und
eine beschleunigte Relaxation (EI-Armouche und Eschenhagen, 2009). Um einen Einblick in
die Expression und den Phosphorylierungszustand von Troponin | (Tn-1) zu bekommen, wurde
ein Western Blot auf Tn-l und die phosphorylierte Form Tn-I-Ser 23/24 durchgefuhrt. Wie in
Abbildung 23 ersichtlich wird, war die Expression und Phosphorylierung von Troponin | nicht
signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen. Es ist allerdings erkennbar, dass die

DJB-Kohorte tendenziell eine niedrigere Troponin I-Expression aufweist.
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Abbildung 23: Proteinexpression und Phosphorylierung von Troponin | im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der Proteinexpression von Tn-I (Troponin 1), Tn-I-Ser23/24 (an Serin23/24 phosphoryliert)
im linken Ventrikel von Ratten mit DJB (duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff). CSQ
(Calsequestrin) wurde zur Normalisierung genutzt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM
(Standardfehler des Mittelwertes). P-Werte > 0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.
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Ein weiteres Calcium-handling Protein, das eine Rolle bei der Regulation der kardialen
Kontraktilitat spielt, ist das kardiale Myosin-binding Protein C (cMyBP-C). Durch die PKA oder
die CaMKIl kann cMyBP-C an Serin-282 phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung von
cMyBP-C ist wichtig flr eine adaquate Kraftentwicklung, wirkt kardioprotektiv und ermdéglicht
eine normale Herzfunktion. In pathologischen Zustanden wie atrialer Fibrillation und Ischiamie
zeigte sich eine verminderte Phosphorylierung von cMyBP-C (EI-Armouche, et al., 2007). Die
Proteinexpression von phosphoryliertem cMyBP-C (Ser-282-cMyBP-C) und dem gesamten
cMyBP-C wurde untersucht (siehe Abbildung 24). Es konnte gezeigt werden, dass weder die

Phosphorylierung noch die Gesamtexpression in den Ratten mit DJB verandert ist.
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Abbildung 24: Proteinexpression und Phosphorylierung von cMyBP-C im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der Proteinexpression von cMyBP-C (cardiac myosin-binding Protein) und Ser282-
cMyBP-C (an Serin282 phosphoryliertes cMy-BP) im linken Ventrikel von Ratten mit DJB (duodenojejunaler
Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff). CSQ (Calsequestrin) wurde zur Normalisierung genutzt. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des Mittelwertes). P-Werte > 0,05 werden als nicht signifikant (ns)
angesehen.
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3.4 Der Fibrosemarker a-SMA

Fibrose kann die Kontraktilitat des Herzens vermindern und tragt zur Entstehung kardialer
Krankheitsbilder bei (Kemp und Conte, 2012). Histologisch konnte nachgewiesen werden,
dass ein duodenojejunaler Bypass myokardiale Fibrose vermindert (Zhang, et al., 2017). Auf
Proteinebene sollte dies nun anhand des Fibrosemarkers a-SMA (alpha-smooth muscle actin)
Uberprift werden. Die Proteinexpression von a-SMA war zwischen den beiden Gruppen nicht
signifikant verandert. Es ist aber erkennbar, dass die a-SMA-Proteinexpression in der DJB-
Gruppe tendenziell niedriger ist (siehe Abbildung 25). Eine Probe innerhalb der Sham-Gruppe
musste aufgrund niedriger Proteinkonzentration exkludiert werden.
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Abbildung 25: Proteinexpression von a-SMA im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der Proteinexpression von a-SMA (alpha smooth muscle actin) im linken Ventrikel von
Ratten mit DJB (duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff). EEF2 (eukaryotischer Elongationsfaktor 2)
wurde zur Normalisierung genutzt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des
Mittelwertes). P-Werte > 0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.

3.5 Ausgewahlte Gene im Glukose- und Fettsaurestoffwechsel

Physiologischerweise gewinnt das Herz den Grofdteil seines ATPs aus Fettsauren. In
Stresssituationen wie Ischamie und pathologischer Hypertrophie beginnt das Herz nach und

nach auf den Glukosestoffwechsel umzustellen (Shao und Tian, 2015).

Ob sich die Expression der Glukosetransporter Glut1, Glut4 und Sglt1 nach dem DJB
verandert, wurde mit einer Real-Time PCR untersucht (siehe Abbildung 26). Die Analyse
zeigte, dass sich die Expression von Glut4 und Sglt1 nicht verandert. Die Glut1-Expression
hingegen war in der Gruppe mit bariatrischem Eingriff signifikant erhdht. Moglicherweise lasst
sich die bessere Herzfunktion durch eine vermehrte Expression von Glut1 und eine dadurch

vermehrte Glukoseaufnahme ins Herzen erklaren.
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Abbildung 26: mRNA-Expression von Glukosetransportern

Quantitative Bestimmung der mMRNA-Expression von a) Glut1 (Glukosetransporter 1), b) Glut4 (Glukosetransporter
4) und c) Sglt1 (sodium-dependent glucose transporter 1) im linken Ventrikel von Ratten mit DJB (duodenojejunaler
Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff) mittels gPCR. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM
(Standardfehler des Mittelwertes). P-Werte von < 0,05 (*) werden als statistisch signifikant angesehen, P-Werte >
0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.

Nachdem eine Erhdhung der mMRNA-Expression von Glut1 gezeigt werden konnte, sollte diese
Beobachtung ebenfalls auf Proteinebene Uberprift werden. Die Proteinexpression wurde
mittels Western Blots analysiert (siehe Abbildung 27). Eine Probe innerhalb der Sham-Gruppe
musste aufgrund niedriger Proteinkonzentration exkludiert werden. Eine signifikante Erh6hung

der Proteinmenge nach DJB konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 27: Proteinexpression von GLUT1 im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der Proteinexpression von GLUT1 (Glukosetransporter 1) im linken Ventrikel von Ratten
mit DJB (duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff). EEF2 (eukaryotischer Elongationsfaktor 2) wurde
zur Normalisierung genutzt. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (Standardfehler des
Mittelwertes). P-Werte >0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.

Um den Einfluss eines bariatrischen Eingriffs auf den Fettsaurestoffwechsel des Herzens zu
analysieren, wurde die Expression von drei fur die Fettsdureoxidation wichtige Gene,
untersucht: Cpt-1b (Carnitine palmitoyltransferase Ib) ist ein Membranshuttle, das Fettsaure-
Acyl-CoA-Molekdule in das Mitochondrium transportiert (Azevedo, et al., 2013). Neben Cpt-1b
wurden noch das Enzym MCAD (Medium-Acyl-CoA-Dehydrogenase) und PGC-1a
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), ein Co-Aktivator von
PPAR-a untersucht (Pereira, et al., 2013; Yang, et al., 2015). Die Ergebnisse der

Expressionsanalyse machen deutlich, dass zwischen den Gruppen DJB und Sham keine
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Unterschiede in der mRNA-Expression der analysierten Fettsdure-Gene Cpt-1b, Mcad und
Pgc-1a bestanden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: mRNA-Expression von Genen der Fettsdureoxidation im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der mRNA-Expression von Cpt-1b (Carnithin-Palmitoyl-Transferase 1b), Mcad (Medium-
Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase) und Pgc-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1a)
im linken Ventrikel von Ratten mit DJB (duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-Eingriff) mittels gPCR. Die
Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM (Standardfehler des Mittelwertes). P-Werte > 0,05 werden als
nicht signifikant (ns) angesehen.

3.6 Die Gene Hif-1a und Nhe1

Der Transporter GLUT1 zahlt zu den Hypoxie-induzierbaren Genen, seine Genexpression wird
u. a. direkt Gber das Hypoxia-inducible Factor-1-System reguliert. Die Aktivitat dieses Systems
wiederum wird Uber den Faktor HIF-1a (hypoxia-inducible factor 1a) reguliert. Die Synthese
dieses Faktors wird von Inflammationsmediatoren stimuliert, sauerstoff-abhangige
Ubiquitinierung und proteasomale Degradierung férdern seine Degradierung (Bateman, et al.,
2007) Die Expression von HIF-1a kann somit erste Hinweise auf den Versorgungszustand des
Herzens geben und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Expression von GLUT1.
Um festzustellen, ob eine vermehrte Expression von HIF-1a vorliegt und in diesem Modell
moglicherweise zur vermehrten Expression von GLUT1 beitrégt, wurde eine Analyse der Hif-
1a-Genexpression durchgefihrt. In Abbildung 29a ist die mRNA-Expression von Hif-1a in der
DJB- und Sham-Gruppe dargestellt. Es konnten kein Unterschied in der Hif-1a-Expression
gezeigt werden. Die DJB-Gruppe zeigte keine verminderte mMRNA-Expression von Hif-1a. Die
erhdhte Glut1-Expression in der DJB-Gruppe lasst sich demnach nicht durch eine erhéhte Hif-

1a-Expression erklaren.
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Abbildung 29: mRNA-Expression von Hif-1a und Nhe1 im linken Ventrikel

Quantitative Bestimmung der mRNA-Expression von Hif-1a (hypoxia-inducible factor 1a) und Nhe? (sodium-
hydrogen antiporter 1) im linken Ventrikel von Ratten mit DJB (duodenojejunaler Bypass) oder Sham (Schein-
Eingriff) mittels gPCR. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte = SEM (Standardfehler des Mittelwertes). P-
Werte > 0,05 werden als nicht signifikant (ns) angesehen.

Sodium-hydrogen antiporter 1 (NHE1) ist ein Antiporter, der Natrium im Austausch fir
Protonen in die Zelle transportiert. Bei Herzinsuffizienz ist die Aktivitdt des NHE1-Transporters
erhoht. Durch eine erhohte NHE1-Aktivitat kommt es zu Zellschaden und Kardiomyopathien.
Eine Inhibition von NHE1 mit dem NHE-1-Inhibitor Cariporid verminderte kardiale Nekrose,
Fibroseneigung, InfarktgréRe, Remodeling und die Entwicklung einer Hypertrophie oder einer
systolischen Dysfunktion (Packer, 2017). Die Expression von NHE1 sollte auch in dem Kontext
von bariatrischer Chirurgie untersucht werden. Durch eine gPCR konnte gezeigt werden, dass
ein DJB keine Anderung der Nhe7-mRNA-Expression herbeifiihrte (siehe Abbildung 29b).
Eine mdglicherweise protektive verringerte Nhe 7-mRNA-Expression in den Herzen der DJB-

Ratten konnte nicht nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Inzidenz und Pravalenz der Adipositas werden in Zukunft stark zunehmen, fir die nachsten
50 Jahre prognostizieren Statistiker eine Verdopplung der Ubergewichtigen und eine
Verdreifachung der adipésen Menschen (Hamzeh, et al., 2017). Effiziente, non-invasive
Therapieansatze flr einen dauerhaften Gewichtsverlust fehlen, ein bariatrischer Eingriff ist
momentan die einzige dauerhaft erfolgsversprechende Therapiemoglichkeit der Adipositas
(Bruinsma, et al, 2015). Bariatrische Eingriffe sorgen Uber Modifikationen der
gastrointestinalen Anatomie flr einen dauerhaften Gewichtsverlust (Bruinsma, et al., 2015).
Das Spektrum der positiven Auswirkungen bariatrischer Chirurgie auf den gesamten Koérper
ist enorm: Durch den Eingriff verbessert sich der Glukosestoffwechsel der Patienten drastisch
bis hin zu einer Remission des Typ-2-Diabetes und die Patienten sind nach dem Eingriff haufig
nicht mehr auf Insulin oder orale Antidiabetika, wie Metformin, angewiesen (Rubino, et al.,
2016). Neben den eindrucksvollen Effekten auf den Glukosestoffwechsel wurde auch ein
positiver Effekt auf das kardiovaskuldare System beobachtet: Funktionelle Parameter des
Herzens, wie beispielsweise die Ejektionsfraktion oder die Herzfrequenz verbessern sich kurz
nach dem Eingriff und das Risiko schwerer kardiovaskularer Ereignisse sinkt deutlich
(Aggarwal, et al., 2016; Benotti, et al., 2017; Zhang, et al., 2017).

Diese bisher wenig erforschte Verbindung zwischen der Modulation des Stoffwechsels durch
bariatrische Eingriffe im Gastrointestinaltrakt und dem Herzen birgt grof3es Potential, um zu
einem tieferen Verstandnis der Auswirkungen von Adipositas, Diabetes und Gewichtsverlust
auf das Herz zu gelangen. Interessant ist vor allem, dass das zuvor diabetische Herz, welches
gekennzeichnet ist durch linksventrikulare Hypertrophie, Dilatation und Fibrose, durch die

Operation in einen physiologischeren Zustand gebracht wird.

Das Verstandnis molekularer zellularer Mechanismen und Signalwege, die zur Verbesserung
der kardialen Funktion durch bariatrische Operation flhren, liefert moglicherweise neue
Erkenntnisse zur Pathophysiologie kardiovaskularer Erkrankungen und konnte helfen, neue

Therapieoptionen flir schwerwiegende Erkrankungen wie Herzinsuffizienz abzuleiten.
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4.1 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Um Einblick in die Effekte von Ubergewicht und bariatrischer Chirurgie auf das Herz zu
erlangen, wurde in dieser Arbeit mit linksventrikularem Gewebe diabetischer Ratten, die einen
duodenojejunalen Bypass erhielten und mit linksventrikularem Gewebe Ubergewichtiger,

pradiabetischer Mause gearbeitet. Dabei sind die folgenden Ergebnisse generiert worden:

1. Ubergewicht und ein pradiabetischer Zustand induzierten im HFD-Mausmodell eine
drastische Herabregulation der mRNA-Expression der Glukosetransporter Glut1 und
Glut4.

2. Die differentielle Genexpressionsanalyse der Rattengewebeproben (DJB vs. Kontrolle)
lieferte einen Uberblick Uber die verschiedenen Signalwege, die nach bariatrischer
Intervention verandert sind. Das in silico modeling, die sogenannte Pathway-Analyse,
ergab eine hypothetische Regulation der oxidativen Phosphorylierung, der adrenergen
Signalkaskade und des Renin-Angiotensin-Signalsystems.

3. Die daraufhin durchgefiihrte Analyse des [B-adrenergen Signalweges zeigte keine
differentielle Expression relevanter Gene oder Proteine zwischen den bariatrischen
Interventionsgruppen.

4. AbschlieBend wurden die Auswirkungen eines DJB auf die Expression von Genen des
kardialen Stoffwechsels untersucht: Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-
Expression des Glukosetransporters Glut1 mit bariatrischem Eingriff signifikant erhdht war,
wahrend die Glukosetransporter Glut4 und Sg/t1 und reprasentative Gene des
Fettsaurestoffwechsels wie Mcad, Pgc-1a und Cpt-1b nicht durch den bariatrischen Eingriff

beeinflusst waren.

4.2 Das Herz - Adipositas und Diabetes

Um den Einfluss von Ubergewicht und Typ-2-Diabetes auf die Herzfunktion und das kardiale
Gen- und Proteinexpressionsprofil zu analysieren, wurden mannliche C57BL/6-Mause Uber
zwolf Wochen mit einer speziellen Hochfettdiat gefuttert. Mittels GTT und ITT wurde die
Blutzuckerregulation der Tiere regelmafig Uberpruft und am Ende des Experimentes konnte

eine diabetische bzw. pradiabetische Stoffwechsellage festgestellt werden (siehe 3.1.2).

4.2.1 Funktionelle Analyse mittels Echokardiographie

Die funktionellen Auswirkungen der Hochfettfutterung auf das Herz wurden mittels
Echokardiographie evaluiert. Die auch klinisch relevanten Parameter Herzfrequenz,
Schlagvolumen, Ejektionsfraktion (EF), enddiastolisches Volumen und fractional area

shortening (FAS) dienten hier als Indikatoren flir die Herzfunktion und Kontraktilitat. Zu keinem
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der Zeitpunkte (Woche 0, 6, 12) zeigten sich signifikante Unterschiede in den oben genannten
funktionellen Parametern. Die zwodlfwochige Hochfettfutterung flhrte zu keinen

echokardiographisch darstellbaren pathologischen Veranderungen der Herzen.

Diese Ergebnisse stehen teilweise im Widerspruch zu bisher publizierten Arbeiten Uber die
Auswirkungen einer Hochfettdiat auf das kardiovaskulare System im Mausmodell. Dabei war
eine Fltterung Uber zwoIf Wochen ausreichend, um kardiale Veranderungen zu induzieren:
Roberts et al. zeigten, dass bereits nach zwolf Wochen Ftterung die linksventrikulare Masse
der HFD-Tiere signifikant erhéht war. Verwendet wurden hier C57BL/6J-Mause und eine
HochfettfUtterung mit 60 % kcal % Fett (Roberts, et al., 2015). Andere Parameter wie die EF,
das Fractional shortening (FS) und die Herzfrequenz waren jedoch auch hier durch die zwolf
Wochen Hochfettfltterung nicht verandert (Roberts, et al., 2015). Das bestéatigt unsere
Ergebnisse teilweise. Eine beeintrachtigte kardiale Kontraktilitdt durch Hochfettfltterung
konnte bei 16-monatiger HFD (60 % der Kalorien aus Fett) bestatigt werden. In dieser Studie
zeigten die Tiere unter basalen Bedingungen in der Echokardiographie keine Dysfunktion.
Jedoch konnte durch pharmakologische Stressinduktion eine verminderte Kontraktilitat
nachgewiesen werden (Calligaris, et al., 2013). Aulerdem nahm das Herzgewicht zu, die
Wand des linken Ventrikels und das intraventrikulare Septum hypertrophierten. Insgesamt kam
es durch die Hochfettfltterung zu pathologischen Umbauprozessen im Herzen (Calligaris, et
al., 2013). Fur weitreichende funktionelle Einschrankungen des Herzens sorgten bei C57BL/6
auch 22 Wochen Hochfettfutterung mit einem weniger fetthaltigen Futter (45 % der Kalorien
aus Fett): Das linksventrikulare FS nahm ab und die linksventrikulare Masse zu (Guo, et al.,
2013). Insgesamt korrelieren strukturelle Veranderungen des Herzens mit der Dauer der HFD

und der Futtersorte und dies muss in zukinftigen Studien bertcksichtigt werden.

4.2.2 Veranderungen im Glukosemetabolismus

Neben der funktionellen Evaluation mittels Echokardiographie wurden die Herzen auch
hinsichtlich der Expression bestimmter Glukosetransporter analysiert. Es wurde die mRNA-
Expression von Glut1, Glut4 und Sglt1 vergleichend untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass die Expression von Glut1 und Glut4 in der HFD-Gruppe signifikant vermindert war (siehe
Kapitel 3.1.4).

Von anderen Arbeitsgruppen wurde bereits bewiesen, dass durch Hochfettfltterung
induziertes Ubergewicht im Herzen von Mausen fir metabolische Veranderungen sorgt: Nach
acht Monaten Futterung waren die mRNA-Level von Glut1 und Glut4 im Herz signifikant
vermindert (Calligaris, et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass

bereits drei Monate Hochfettfiitterung ausreichend sind, um diese Veranderungen im kardialen
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Expressionsmuster zu induzieren. Auf Proteinebene zeigten Roberts et al. eine Verminderung
der GLUT4-Expression nach zwolf Wochen Hochfettfutterung (Roberts, et al., 2015).

Fir den Transporter Sglt1 konnte keine signifikante Beeinflussung durch HFD gezeigt werden.
Andere Arbeitsgruppen allerdings waren in der Lage nachzuweisen, dass die SGLT1-
Expression in verschiedenen Setups verandert sein kann. In hypertrophierten und
ischamischen humanen Herzen war die SGLT1-Expression signifikant erhéht (Di Franco, et
al., 2017). Fir das T2DM-Mausmodell ob/ob konnte eine zwei- bis dreifache Erhéhung der
MRNA-Expression von Sglt1 gezeigt werden (Banerjee, et al., 2009).

Die hier generierten Ergebnisse weisen klar darauf hin, dass es schon durch eine
vergleichsweise kurze Hochfettfltterung und die damit einhergehende Gewichtszunahme zu
einer Herabregulation der Expression von Glut1 und Glut4 kommt, dieser Effekt konnte flr

Sglt1 nicht gezeigt werden.

4.2 .3 Limitationen des HFD-Mausmodells

In unserem Tiermodell verwendeten wir C57BL/6NRj-Mause. Diese gelten als besonders gut
geeignet, um metabolische Auswirkungen von hochkalorischer, fettreicher Erndhrung auf den
menschlichen Kérper zu imitieren (Wang und Liao, 2012). Bei einer ad libitum-Futterung mit
HFD-Futter entwickeln Mause dieses Stammes Ubergewicht, Hyperinsulindmie,
Hyperglykamie und Hypertonie. Erhalten diese Tiere allerdings ND-Futter ad libitum, bleiben
sie normalgewichtig und entwickeln keine metabolischen Einschrankungen (Wang und Liao,
2012). Mause des C57BL/6-Stammes sind demnach prinzipiell gut geeignet zur Beantwortung

unserer Fragestellung und entwickeln bei Hochfettfltterung Veranderungen des Herzens.

Neben der Wahl des Stammes, ist auch die Dauer der HFD-Flitterung ein Parameter, der das
Ausmal der Auswirkungen auf das Herz limitiert. R. Guo et al. zeigten, dass 22 Wochen
Hochfettfltterung Veranderungen kardialer Parameter wie des Fractional shortenings (FS) und
des Herzgewichts induzieren. Verwendet wurden C57BL/6-Mause, die zu Beginn der
Futterung vier Monate alt waren (Guo, et al., 2013). Eine andere Arbeitsgruppe, die CD-1-
Mausen ab dem Alter von acht Wochen einer Hochfettfutterung unterzogen, konnten bereits
nach acht Wochen Futterung echokardiographisch Veranderungen in der HFD-Gruppe
feststellen (Carbone, et al., 2015). Faktoren wie die Wahl des Mausstammes, die Dauer der
Hochfettfltterung und das Alter der Tiere spielen eine entscheidende Rolle fir die Entwicklung
kardialer Veranderungen. Eine mdgliche Erklarung fur die fehlenden Veranderungen in der
Echokardiographie konnte die Dauer der Futterung und das Alter der Tiere sein. Fur unseren
experimentellen Ansatz ist die Wahl des Mausstammes C57BL/6 durchaus geeignet und spielt

wahrscheinlich eine eher untergeordnete Rolle fir die fehlenden kardialen Einschrankungen.
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Um Veranderungen der Herzfunktion in der Echokardiographie zeigen zu kénnen, hatte die
Dauer der Hochfettfutterung oder das Alter der Tiere bei Versuchsbeginn méglicherweise

angepasst werden mussen.

Zu bedenken ist auRerdem, dass die Tiere wahrend der zwolf Wochen Fltterung wiederholtem
Stress in Form von Blutentnahmen oder Gewichtskontrollen ausgesetzt waren. Stress, z.B.
durch Einschrankung ihrer Bewegungsfreiheit in einem Restrainer, sorgt dafir, dass die Tiere
weniger an Gewicht zunehmen als eine Vergleichsgruppe ohne Einschrankungen (Jeong, et
al., 2013). Auch Stress durch Separation fuhrt zu einem deutlichen Gewichtsverlust (Hao, et
al., 2001). Uber den Versuchszeitraum waren die Tiere mehrfach Episoden der Separation
und des Handlings ausgesetzt: Insgesamt wurden vier metabolische Tests durchgefuhrt, die
Tiere wurden zweimal wodchentlich gewogen und es wurden drei Echokardiographien
durchgefihrt. Moglicherweise hatten die Tiere bei weniger Interventionen und somit weniger
Stress durch Handling mehr an Gewicht zugenommen. Die Einschrankungen des Herzens

waren so eventuell friher und vermehrt eingetreten.

Die Reproduzierbarkeit echokardiographischer Analysen ist abhangig von einer konsistenten
Analyse der Bilder (Pistner, et al., 2010). In unserem Fall stieg der Schwierigkeitsgrad der
echokardiographischen Beurteilbarkeit mit zunehmendem Ko&rpergewicht und damit
verbundenem subkutanem Fett der Tiere. Eine Beeinflussung der Ergebnisse aufgrund der
zunehmend komplizierteren Bedingungen ist auch in unserem Versuchsaufbau nicht

auszuschliel3en.
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4.3 Das Herz - Bariatrische Chirurgie

Bariatrische Eingriffe haben weitreichende Auswirkungen auf das Herz und seine Funktion.
Patienten weisen nach einem bariatrischen Eingriff ein deutlich geringeres Risiko fir schwere
kardiovaskulare Ereignisse wie Myokardinfarkt und Schlaganfall auf (Benotti, et al., 2017).
Darlber hinaus zeigen sich Verbesserungen der Ejektionsfraktion und eine Abnahme der
linksventrikularen Masse (Aggarwal, et al., 2016). Dass sich diese Effekte gewichtsunabhangig

manifestieren, konnte im Tiermodell gezeigt werden (Zhang, et al., 2017).

4.3.1 Differentielle Genexpressionsanalyse — RNA-Sequenzierung

Die RNA fur die Sequenzierung wurde direkt nach Erhalt der Herzen aus London isoliert und
an die Deep Sequencing Group am Biotechnologischen Zentrum der TU Dresden (BIOTEC)
weitergegeben. Die RNA-Sequenzierung (siehe Kapitel 3.2) ergab, dass die Intervention DJB
zu einer grollen Anzahl von signifikant veranderten Transkripten flhrte. Insgesamt waren weit
Uber 3000 Gene in den Herzen der DJB-Gruppe differentiell exprimiert. Dies bestatigte die
Annahme, dass der Eingriff im Gastrointestinaltrakt grof3e Auswirkungen auf das Herz hat und

zeigte, dass eine dezidiertere Analyse der regulierten Signalwege weiterfihrend ist.

Die Analyse der Sequenzierung mittels IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Qiagen®) diente
dazu, in silico regulierte Signalwege durch automatisierte Mustererkennung aufzuzeigen und
grafisch darzustellen. Durch dieses Computermodeling werden dem Anwender auch
potenzielle Interaktionen zwischen regulierten Genen aufgezeigt, die Einblicke in bisher
unbekannte Regulationsmechanismen liefern kdnnen. Ferner liefert dieses experimentelle

Vorgehen auch Angriffspunkte fur kiinftige Forschungsvorhaben.

In der IPA auffallig gewordene Molekile wurden mittels molekularbiologischer Verfahren
analysiert und so eine Regulation auch auf Proteinebene untersucht. Auch in der IPA primar
unauffallige Molekile wurden molekularbiologisch untersucht, da eine fehlende Regulation auf
RNA-Ebene eine Regulation auf Proteinebene nicht ausschlief3t (Maier, et al., 2009). Die IPA-
Analyse identifizierte zahlreiche Signalwege als aktiviert oder inhibiert. In den folgenden
Abschnitten soll auf einzelne, fur das Herz besonders relevante Signalwege eingegangen

werden.

4.3.1.1 Oxidative Phosphorylierung und mitochondriale Funktion

Die IPA sagte eine Aktivierung (z-Score: 4,62) des Komplexes ,Oxidative Phosphorylierung*
vorher (siehe Kapitel 3.2.3.1). Als Organ mit groBem Energiebedarf ist das Herz auf eine
effiziente und konstante mitochondriale ATP-Synthese angewiesen (Anupama, et al., 2018).
Syntheseort von ATP sind die Mitochondrien mit der Elektronentransportkette (ETC, electron

transport chain) und der Oxidativen Phosphorylierung (Schwarz, et al., 2014). Ein Gber der
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inneren Mitochondrienmembran entstehender elektrochemischer Gradient sorgt letztlich fir
die Synthese von ATP, denn er treibt die Phosphorylierung von ADP zu ATP durch die ATP-
Synthase (Komplex V) an (Schwarz, et al., 2014). Zur kardialen ATP-Synthese stehen neben
Glukose auch Fettsauren als Hauptenergiequelle zur Verfugung. Fir das diabetische Herz ist
bekannt, dass haufig ein Ungleichgewicht zwischen Aufnahme und Abbau von Fettsduren
herrscht, dies kann zur sogenannten Lipotoxizitat, der intramyokardialen Akkumulation von
Lipiden, fihren (Anupama, et al., 2018; Giordano, 2005). Typische Folgen der Lipotoxizitat
sind ein erhohter Sauerstoffverbrauch, mitochondriales Uncoupling, kontraktile Dysfunktion
und eine reduzierte ATP-Synthese (Anupama, et al., 2018; Giordano, 2005). Ein weiterer
Grund fur eine reduzierte ATP-Synthese kann eine sogenannte mitochondriale Dysfunktion
darstellen. Die Entstehung vieler kardiovaskularer Erkrankungen wie Herzinsuffizienz und
Arteriosklerose ist mit einer mitochondrialer Dysfunktion verbunden (Siasos, et al., 2018). Bei
einer mitochondrialer Dysfunktion kommt es zur vermehrten Entstehung von toxischen
reactive oxygen species (ROS), die einerseits als wichtige Signalmolekile fungieren,
andererseits bei UbermaRiger Produktion fir makromolekulare Schaden sorgen kdnnen
(Cadenas, 2018; Siasos, et al., 2018). Vermehrte Anwesenheit von ROS im Herzen begunstigt
Inflammationsprozesse, strukturelle Veranderungen der mitochondrialen Membran und
verandert sowohl mitochondriale als auch nukleare Expressionsmuster (Wu, et al., 2015; Yao,
et al., 2015).

In unseren Analysen lieferte die IPA den Hinweis auf eine verbesserte oxidative
Phosphorylierung innerhalb der DJB-Kohorte. Vor allem Gene des Komplexes V, der fur die
ATP-Synthese zustandig ist, scheinen in den Herzen der DJB-Ratten Uberreprasentiert zu
sein. Dankel et al. zeigten bereits Veranderungen von Genen der ATP-Synthase im Kontext
bariatrischer Chirurgie. Bei der Analyse von subkutanem Fettgewebe ein Jahr nach
bariatrischem Eingriff (hier verwendet: BPD/DS, biliopancreatic diversion with duodenal stitch)
trat eine vermehrte Expression von ATP5G2, einer Untereinheit der ATP-Synthase und
COX5B, einer Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidase, auf (Dankel, et al., 2011). Eine andere
Arbeitsgruppe analysierte die mitochondriale Funktion im Skelettmuskel nach biliopancreatic
diversion (BPD) und konnte Veranderungen in Genen zeigen, die die mitochondriale Aktivitat
und Funktion beeinflussen und die mitochondriale Biogenese regulieren (Hernandez-Alvarez,
et al.,, 2009). Eine Beeinflussung der mitochondrialen Funktion durch einen bariatrischen

Eingriff ist demnach durchaus auch im Herzen vorstellbar.

Um eine valide Aussage Uber die genauen Auswirkungen der vermehrten Expression von
Genen der oxidativen Phosphorylierung auf die mitochondriale Funktion und die ATP-

Produktion treffen zu kdnnen, sind weitere Experimente notig. Eine gesteigerte ATP-Synthese

58



Diskussion

kénnte die positiven Effekte der gastrointestinalen Intervention auf die Pumpfunktion des

Herzens und die kardiovaskulare Prognose erklaren.

4.3.1.2 Adrenerge Signalwege

Auch der a- und der B-adrenerge Signalweg wurden mittels IPA analysiert (siehe 3.2.3.3): Fir
die a-adrenerge Signalkaskade wurde eine Inhibition vorhergesagt, der a-Adrenorezeptor
selbst und weitere Signalmolekule wie der Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) lagen auf
RNA-Ebene in der DJB-Gruppe vermindert vor. Bekannt ist, dass die diabetische
Kardiomyopathie haufig mit einer Dysfunktion des NCX einhergeht, die Calcium-Homdostase
gestort ist und es zu einem erhohten diastolischen Calcium-Level kommt (Singh, et al., 2018).
Eine Hochregulation des NCX konnte beispielsweise bei Vorhofflimmern nachgewiesen
werden (Schotten, et al., 2002). Insgesamt lieferte die Analyse mittels IPA hier vor allem

interessante neue Angriffspunkte fur zukinftige Experimente und Projekte.

Durch die IPA wurde auch fur die B-adrenerge Signalkaskade eine Inhibition (z-Score: -1,96)
vorhergesagt (siehe Kapitel 3.2.3.3). Wahrend der 1-Rezeptor selbst auf RNA-Ebene nicht
reguliert war, sind viele andere flir das Herz relevante Molekile in der DJB-Gruppe
herunterreguliert: Der L-Typ-Calciumkanal, der eine wichtige Rolle bei der
Herzmuskelkontraktion spielt; der RyR2, der bei Aktivierung Calcium aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum freisetzt und die SERCA, eine Calcium-ATPase des
sarkoplasmatischen Retikulums (Bers, 2002; EI-Armouche und Eschenhagen, 2009).
Abnormales intrazellulares Calcium-handling gilt als einer der Hauptgriinde fir die Entstehung
verminderter kardialer Kontraktilitdt und Stérungen der Relaxation bei Herzinsuffizienz
(Santulli, et al., 2017). Bekannt ist auch, dass es im Myokardinfarkt und der Herzinsuffizienz
zu einer vermehrten spontanen Freisetzung von Calcium aus entkoppelten Ryanodin-
Rezeptoren kommt, was mdglicherweise zur Entstehung von Arrhythmien beitragt (Dries, et
al., 2018).

Die Bedeutung der Alterationen innerhalb beider Signalkaskaden mussen auf verschiedenen
Ebenen gepruft werden. Alle Ergebnisse der IPA missen molekularbiologisch bestatigt
werden, um valide Aussagen Uber die Auswirkungen auf die Herzfunktion treffen zu kénnen.
Die IPA lieferte auch hier nur erste Hinweise auf regulierte Signalwege innerhalb der

Interventionsgruppe.

4.3.1.3 Limitationen der RNA-Sequenzierung

Bei der RNA-Sequenzierung zeigten sich Schwierigkeiten, die in Zukunft bedacht und
verbessert werden sollten. In der Hauptkomponentenanalyse (siehe Kapitel 3.2.1) wurde
deutlich, dass sich die Proben eindeutig in zwei Gruppen aufteilen (S1 und S2), diese

Gruppeneinteilung entsprach allerdings nicht komplett den experimentellen Gruppen (DJB und
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Sham). Die Gruppen S1 und S2 waren in sich sehr homogen, innerhalb des experimentellen
Setups gab es keine andere Intervention als die DJB-Operation, die eine derart klare
Auftrennung erklaren konnte. Nach ausfuhrlicher Diskussion wurde entschieden, die
Mismatches fur alle folgenden Analysen der Sequencing-Daten und quantitative
Bestimmungen mittels Western Blot und Real-Time PCR zu exkludieren. Nach Exklusion der
Mismatches und der Probe s2 ergaben sich die Gruppen DJB und Sham (siehe Abbildung
12b), mit denen im Folgenden weitergearbeitet wurde. Mogliche Grunde fur die Fehlzuordnung
einiger Proben: Es muss bei der Organgewinnung, dem Transport von London nach Dresden
oder der RNA-Isolation zu Verwechslungen gekommen sein, die diese nicht korrekte
Gruppenzuordnung erklaren. Insgesamt waren viele Personen in die Bearbeitung,
Ubermittlung und Auswertung der Proben involviert, sodass Fehler in der Zuordnung nicht
auszuschlieRen sind. Weitere Fehlerquellen kénnten eine nicht suffiziente Operation oder ein
Nicht-Ansprechen auf die Operation sein. Ein Nicht-Ansprechen (non-responder) auf
bariatrische Interventionen ist in der Literatur beschrieben und teilweise wurde daraufhin eine
Unterteilung in non-responder (Nicht-Ansprechen) und responder (Ansprechen)
vorgenommen (Kindel, et al., 2017). Befanden sich auch in der DJB-Kohorte non-responder
konnte das die relativ breite Streuung der Ergebnisse erklaren. Eine weitere Schwierigkeit war
die hohe Menge an mitochondrialer RNA innerhalb der Proben, die allerdings charakteristisch
ist fir das mitochondrienreiche Herz (Siasos, et al., 2018). Fir die Zukunft ware eine
dezidiertere Analyse der nicht-mitochondrialen Anteile ebenfalls sehr interessant. Eine
Nukleus-Sequenzierung, die Transkripte auflerhalb des Nukleus exkludiert, kdnnte dies

ermdglichen (Hu, et al., 2018)

4.3.2 Die adrenerge Signalkaskade

Eine Charakterisierung wichtiger Gene und Proteine innerhalb der adrenergen Signalkaskade
wurde mittels gPCR und Western Blot durchgeflhrt. Die mRNA-Expression des B+- und des
B2-Rezeptors war in den linken Ventrikeln der Sham- und DJB-Herzen nicht verandert (siehe
Kapitel 3.3.1). Eine Expression des [s-Rezeptors in den linken Ventrikeln konnte nicht
nachgewiesen werden. Calcium-handling Proteine, die den B-Rezeptoren nachgeschaltet
sind, zeigten weder eine veranderte Expression noch eine veranderte Phosphorylierung
(3.3.2). Die Proteinexpression der SERCA 2a war nicht unterschiedlich zwischen den
Gruppen. Ebenso unverandert waren die Proteinexpression und Phosphorylierung von
Troponin | und cMy-BP. Die PLB-Proteinexpression war nicht verandert, eine
Phosphorylierung von PLB an Serin-16 oder Threonin-17 konnte nur in Einzelfallen

nachgewiesen werden und wurde deshalb nicht vergleichend ausgewertet.
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Uber die kardiale Expression von B-Adrenorezeptoren nach bariatrischer Chirurgie ist wenig
bekannt. Frihere Studien zeigten jedoch, dass die Aktivitdt des sympathischen
Nervensystems durch einen RYGB beeinflusst wird: Patienten, die vor mindestens zwdlf
Monaten einen RYGB erhalten hatten, wiesen im Ruhezustand eine verminderte Aktivierung
des sympathischen Nervensystems auf. Gemessen wurde die sympathische Aktivierung tber
eine MSNA (MSNA, muscle sympathetic nerve activity) am N. peroneus (Curry, et al., 2013).
Falls es in unserem Modell ebenfalls zum Rickgang sympathischer Erregung gekommen ist,
dann flhrte diese zu keiner Veranderung der Expression kardialer Adrenorezeptoren.
Posttranskriptionelle Mechanismen wie die Veranderung der B-Adrenorezeptordichte und eine
Desensitivierung der Rezeptoren konnten hier nicht untersucht werden. Veranderungen dieser
posttranskriptionellen Mechanismen kommen unter anderem bei Herzinsuffizienz vor
(Lymperopoulos, et al., 2013). Eine moégliche posttranskriptionelle Beeinflussung der kardialen
B-Adrenorezeptoren ware durchaus denkbar und kénnte ein interessanter Ansatzpunkt flr

zuklnftige Experimente sein.

Die Calcium-handling Proteine sind bereits besser untersucht: Im linken Ventrikel von
Sprague-Dawley-Ratten, die mittels Streptozocin-Injektion und nachfolgender HFD in einen
T2DM-Zustand gebracht und dann entweder DJB oder SG unterzogen wurden, konnten
Veranderungen der Proteinexpression von RyR2, SERCA2 und PLB festgestellt werden
(Huang, et al., 2018). Die linksventrikulare RyR2-Expression war sowohl bei DJB-, wie auch
bei SG-Ratten signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Auch die Serca2a-Proteinexpression
war in beiden Interventionsgruppen signifikant erhoht. Die Proteinexpression von PLB war bei
DJB- und SG-Ratten vermindert, es kam jedoch zu einer vermehrten Phosphorylierung (PLB-
Ser16, PLB-Thr17) (Huang, et al., 2018). Fur das DJB-Modell in dieser Arbeit war es nicht
moglich, signifikante Veranderungen in PLB-Expression und -Phosphorylierung und SERCA2-
Expression zu zeigen. Es waren allerdings deutliche Tendenzen beispielsweise bei der
SERCA2- und der Troponin |-Expression erkennbar, diese waren aber statistisch nicht
belegbar (siehe Kapitel 3.3.2). Eine mdgliche Ursache fir die fehlenden signifikanten
Veranderungen in unserem Modell ist die kiirzere Lebenszeit nach Operation: Huang et al.
fuhrten die molekularbiologischen Analysen der Herzen 16 Wochen nach Operation aus, in
unserem Modell erfolgte die Organentnahme bereits sechs Wochen postoperativ. Des
Weiteren war die Anzahl der Tiere pro Gruppe deutlich héher als in unserem Tierexperiment
(n=15 pro Gruppe vs. n = 5/6 pro Gruppe) (Huang, et al., 2018). Diese hdhere Anzahl bedingt,
dass auch kleinere Unterschiede in statistischen Tests das Signifikanzniveau erreichen
kénnen (Sullivan und Feinn, 2012). Mdglicherweise ware es mit einer héheren Anzahl an
Tieren mdglich gewesen, kleinere Veranderungen zu entdecken und signifikante Ergebnisse

Zu generieren.
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Insgesamt konnte fir unser DJB-Modell auf Protein- oder RNA-Ebene keine Veranderung der
Expression oder Phosphorylierung ausgewahlter Zielmolekile innerhalb der B-adrenergen
Signalkaskade gezeigt werden. Da hier nur ein Ausschnitt der relevanten Gene und Proteine
beleuchtet wurde, kann eine Beteiligung der adrenergen Signalwege an den positiven Effekten
allerdings nicht ausgeschlossen werden. Neben den in dieser Arbeit analysierten Rezeptoren
und Proteinen existieren zahlreiche weitere interessante Targets innerhalb der adrenergen
Signalkaskade. In der RNA-Sequenzierung (siehe Kapitel 3.2.3.3 und Kapitel 4.3.1) auffallig
gewordene Molekulle wie der NCX-Kanal, die Adenylatcyclase (AC), der L-Typ-Calcium-Kanal
und die Proteinkinase A (PKA) werden in Zukunft interessante Ansatzpunkte fur weitere

Experimente sein.

4.3.3 Expression von Glukosetransportern

Ratten, die einem duodenojejunalen Bypass unterzogen wurden, zeigten in unseren
Versuchen im Vergleich zu Sham-operierten Tieren Veranderungen der mRNA-Expression
eines wichtigen kardialen Glukosetransporters: Die kardiale mRNA-Expression von Sg/t1 und
Glut4 war unverandert, die Expression von Glut1 allerdings war um das 2,39-fache erhoht
(siehe Kapitel 3.5). Auf Proteinebene konnte eine signifikante Erhéhung von GLUT1 allerdings

nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 27).

Interessanterweise konnte eine lokalisierte Heraufregulation des Transporters GLUT1 nach
RYGB bereits fur den Gastrointestinaltrakt gezeigt werden (Saeidi, et al., 2013). Die hier
gezeigten Veranderungen im Herzen decken sich mit den publizierten Ergebnissen fir den

Gastrointestinaltrakt von RYGB-operierten Ratten.

Den Effekt einer vermehrten GLUT 1-Expression auf Herzfunktion und kardialen Stoffwechsel
untersuchten bereits andere Arbeitsgruppen: Eine herzspezifische Uberexpression von
GLUT1 fahrte im Mausmodell zu einer erhohten Glukoseaufnahme und vermehrter Glykolyse
(Liao, et al., 2002). Nach AAC (ascending aortic constriction), die durch Verengung der Aorta
eine chronische Druckbelastung des Herzens bewirkt, zeigte sich in den transgenen Mausen
ein protektiver Effekt der GLUT1-Uberexpression: Im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen
entwickelten sie keine linksventrikulare Dysfunktion und ihre Mortalitat war deutlich niedriger.
Vermehrte Glukoseaufnahme in das hypertrophierte Herz wirkt sich demnach protektiv auf die
Entwicklung einer kontraktilen Dysfunktion und linksventrikularer Dilatation aus (Liao, et al.,
2002). Protektive Effekte von GLUT1 wurden auch von Luptak et al. gezeigt: Diese
Arbeitsgruppe untersuchte den Effekt transienter Ischamie auf die kardialen ATP-Spiegel. Sie
zeigten, dass GLUT1-transgene Mause am Ende einer ischamischen Phase doppelt so hohe
ATP-Spiegel wie Mause gleichen Alters aufwiesen. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass
eine dauerhaft erhéhte Glukoseaufnahme ins Herz die kardiale Energieversorgung verbessert
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(Luptak, et al., 2007). In einem Mausmodell induzierbarer GLUT1-Uberexpression zeigte sich
nach einer TAC (transverse ascending constriction)-Operation, die fur eine Druckbelastung
des Herzens sorgt, eine verminderte Fibroseneigung, eine Aufrechterhaltung der ATP-
Produktion und eine erhohte mRNA-Expression von Genen der oxidativen Phosphorylierung
und Fettsaureoxidation. Diese kurzzeitige GLUT1-Uberexpression war allerdings nicht in der
Lage die Entwicklung einer kontraktilen Dysfunktion nach TAC zu verhindern (Pereira, et al.,
2013).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich eine vermehrte Expression von GLUT1
protektiv auf das Herz auszuwirken scheint: Die Mortalitdt nach AAC war vermindert, eine
linksventrikulare Dysfunktion war seltener, die ATP-Versorgung des Herzen war deutlich
erhdht und es kam seltener zu Fibrose (Liao, et al., 2002; Luptak, et al., 2007; Pereira, et al.,
2013). Fur das DJB-Rattenmodell konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ein DJB zu
einer erhdhten mMRNA-Expression von Glut1 im Herzen flhrt. Die protektive Wirkung, die diese
bariatrische Intervention auf das Herz hat, kénnte mdglicherweise durch vermehrte
Glukoseaufnahme und verbesserte Energieversorgung erklart werden. Ein weiterer Hinweis
sind die Ergebnisse der IPA, die eine Aktivierung der oxidativen Phosphorylierung und
vermehrte Expression bestimmter Gene der Atmungskette zeigte (siehe Kapitel 4.3.1). Um
diese These zu bestatigen, sind weitere Experimente wie eine Messung der ATP-Synthese in

Herzen nach bariatrischer Chirurgie von Noéten.

Die Familie der Natrium-/Glukose-Cotransporter (SGLT) hat in den letzten Jahren aufgrund
der Gliflozine, die erfolgreich zur Therapie des Typ-2-Diabetes verwendet werden, viel
Aufmerksamkeit genossen. Gliflozine als SGLT2-Inhibitoren haben in Studien eine bisher
groRtenteils unverstandene Senkung der kardiovaskularen Mortalitat bewirkt (Di Franco, et al.,
2017). Auch im Herzen wird ein Transporter dieser Familie, namlich SGLT1, exprimiert
(Banerjee, et al., 2009). Die Expression dieses Transporters scheint durch diabetische
Stoffwechsellagen beeinflusst zu werden. In einem diabetischen Mausmodell fur Typ-1-
Diabetes war die mRNA-Expression geringer als in der Kontrollgruppe, in einem Modell fur
Typ-2-Diabetes (ob/ob-Mause) allerdings war die mRNA-Expression deutlich erhéht. Leptin,
aber nicht Insulin sorgten fur eine erhdhte mRNA-Expression von Sglt1. Mithilfe eines
spezifischen Inhibitors von SGLT1 wurde des Weiteren gezeigt, dass SGLT1 fir einen Teil der
Insulin- und Leptin-stimulierten Glukoseaufnahme verantwortlich ist (Banerjee, et al., 2009). In
der vorliegenden Arbeit konnte weder der Insulin- noch der Leptinspiegel im Blut der Tiere
gemessen werden, da nur linksventrikulares Herzgewebe zur Verfigung stand. In unseren
Experimenten konnten wir keine Beeinflussung der Sglt7-mRNA-Expression durch den
bariatrischen Eingriff zeigen. Zwischen der Sham- und der DJB-Gruppe zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede in der Sglt1-Expression.
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Insgesamt konnten wir zeigen, dass die Intervention DJB zu einer interessanten
Hochregulation von Glut1 auf RNA-Ebene fuhrte. Die Auswirkungen dieser Hochregulation auf
die mitochondriale Funktion und wichtige Parameter wie Fibroseneigung und kardiovaskulare

Mortalitdt missen in weiteren Experimenten charakterisiert werden.

4.3.4 Expression von Genen der Fettsaureoxidation

Neben den Glukosetransportern wurden auch drei wichtige Gene der Fettsdureoxidation
vergleichend untersucht. Die mMRNA-Expression von Cpt-1b, Mcad und Pgc-1a wurde in den
linken Ventrikeln der Ratten analysiert und es zeigte sich fur keines der Gene eine signifikante

Beeinflussung durch die bariatrische Intervention (siehe Kapitel 3.5).

Bekannt ist, dass die Fettsdureoxidation im Herzen von Diabetikern und Ubergewichtigen
erhoht ist, die Glukoseoxidation ist vermindert und die Herzen sind auf Fettsauren als
Hauptenergiequelle angewiesen. Diese metabolischen Alterationen leiten die Entstehung von
kardialer Hypertrophie und Glukoseintoleranz ein (Fillmore, et al., 2014). Vor der
gastrointestinalen Intervention befanden sich alle unserer Versuchstiere in einem diabetischen
Zustand, nach der DJB-Operation verbesserte sich der Zuckerstoffwechsel der DJB-Gruppe.
Daraus entstand die Arbeitshypothese, dass nach der Reversion des Diabetes die Expression
reprasentativer Gene, die bei Fettsaureoxidation eine Rolle spielen, verandert ist. Dies war
jedoch nicht der Fall, es kam durch den DJB nicht zu Alterationen innerhalb der Expression
dieser reprasentativen Gene (Mcad, Cpt-1b, Pgc-1a). Allerdings kénnen wir in diesem Kontext
keine Aussagen uber mdgliche posttranskriptionelle Auswirkungen des DJB auf die
Fettsdureoxidation treffen, da sich unsere Analyse auf die mRNA-Ebene beschrankt
(Wigestrand, et al., 2011).

4.3.5 Limitationen des DJB-Rattenmodells

Die Transition vom kranken, diabetischen Herz zum gesunden Herzen durch einen
bariatrischen Eingriff gilt es zu erforschen und zu verstehen. Um diesen Effekt bestméglich zu
studieren, ware eine weitere Gruppe im experimentellen Setup dieses Rattenmodells glinstig
gewesen: normalgewichtige, herzgesunde Ratten gleichen Alters. So ware ein Vergleich
zwischen den gesunden Herzen ohne DJB-Intervention und den gesunden Herzen mit DJB-
Intervention ermoglicht worden. Des Weiteren ware eine funktionelle Charakterisierung der
Rattenherzen zu verschiedenen Zeitpunkten interessant gewesen. Eine Echokardiographie,
die Auskunft Gber Parameter wie Ejektionsfraktion, Herzfrequenz, Schlagvolumen und
Kontraktilitat gibt, hatte weiteren Einblick in die Auswirkungen eines DJBs auf das Herz geben
kénnen. In Folgestudien, die auf der vorliegenden Arbeit aufbauen, missen diese

Erkenntnisse beim Design der Studie bedacht und eingeplant werden.
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4.4 Synopsis — Der duodenojejunale Bypass und das Herz

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit sollten dazu beitragen, die Interaktion zwischen
bariatrischen Eingriffen und dem Herzen besser zu verstehen. Die initial aufgeworfenen

Fragen sollen nun kurz zusammenfassend beantwortet werden.

Auswirkungen von Ubergewicht und Diabetes auf den kardialen Glukosestoffwechsel

> Inwieweit andert sich die Herzfunktion von Mausen im Rahmen einer chronischen
Hochfettdiat (zwolf Wochen)?

Die zwolfwéchige HFD war nicht in der Lage, echokardiographisch darstellbare
Veranderungen der Herzfunktion zu induzieren. Mdogliche Ursachen hierfir sind Stress durch
zahlreiche Interventionen Uber den Versuchszeitraum hinweg, geringe Dauer der HFD und ein

junges Alter bei Beginn der Fitterung.

» Welche Adaptationsprozesse finden in der Genexpression kardialer

Glukosestoffwechsel-Gene statt?

Obwohl keine funktionelle Einschrankung der Herzen gezeigt werden konnte, konnten
molekularbiologische Veranderungen nachgewiesen werden. Die HFD sorgte fir eine
verminderte Expression der Glukosetransporter Glut? und Glut4. Die Expression des

Glukosetransporters Sglt1 blieb von der HFD unbeeinflusst.

Molekulare Verdnderungen im Herzen nach bariatrischer Intervention

» Wie andert sich das Expressionsmuster kardialer Gene nach bariatrischer

Intervention?

Eine Beeinflussung der adrenergen Signalwege und der oxidativen Phosphorylierung durch
DJB zeigte sich in der Pathway-Analyse. Eine mogliche verbesserte mitochondriale Funktion
gilt es in weiteren Experimenten zu beweisen. Einige der Signalmolekile innerhalb der
adrenergen Signalkaskade konnten auf Proteinebene bereits untersucht werden, fir andere

interessante Signalmolekile steht dies noch aus.

» Wird die Expression der B-Adrenorezeptoren oder der Calcium-handling Proteine

durch eine bariatrische Intervention beeinflusst?

Es konnte keine signifikante Veranderung der Expression des [3+- oder des B2-Rezeptors in
der DJB-Gruppe gezeigt werden. Auch wichtige Calcium-handling Proteine zeigten weder in

Proteinexpression noch in Phosphorylierung signifikante Unterschiede.
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> Inwieweit verandern sich die Expressionsmuster kardialer Gene, die flir Glukose- und

Fettsaurestoffwechsel relevant sind?

Wahrend reprasentative Gene der Fettsaureoxidation durch DJB nicht verandert exprimiert
wurden, zeigten sich Alterationen im Glukosestoffwechsel. Die Transporter Glut4 und Sglt1
lagen nicht differentiell reguliert vor, Glut1 allerdings war in der DJB-Gruppe auf RNA-Ebene
vermehrt vorhanden. Der laut Literatur protektive Effekt vermehrter Glut1-Expression erklart

hier mdglicherweise die verbesserte kardiale Performance nach DJB.

4.5 Experimenteller Ausblick

Um das volle Spektrum des Effekts bariatrischer Chirurgie auf das Herz verstehen zu kdnnen
und so mdglicherweise neue Targets fiur die Therapie kardiovaskularer Erkrankungen zu

identifizieren, bedarf es weiterer Forschung.

Die weiterfihrende Analyse interessanter Targets innerhalb der adrenergen Signalkaskade
wird dabei helfen, eine detailliertere Aussage Uber die mdgliche Beteiligung an den positiven
Effekten auf das Herz-Kreislaufsystem zu treffen. In diesem Kontext ware vor allem die
Untersuchung weiterer Calcium-handling Proteine, kardialer Kanale wie NCX und
Proteinkinasen von Interesse. Fir eine dezidiertere Analyse der einzelnen Zellpopulationen
innerhalb des Herzens und eine isolierte Analyse nukledrer Expressionsmuster ware eine
Nukleus-Sequenzierung ratsam (Hu, et al., 2018). Des Weiteren ware es denkbar, bei einem
neuen Tierversuch eine Langendorff-Isolation durchzufihren, die die Auftrennung in
Fibroblasten und Kardiomyozyten erméglicht (Kinzel, et al., 2018; Vettel, et al., 2017). Bei
einem weiteren Versuchsdurchlauf ware neben einer Langendorff-lsolation am Ende des
Zeitraums die Einplanung regelmaliger Echokardiographien und zusatzliche
Interventionsgruppen (ND, HFD, HFD+Sham, DJB) sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund und Fragestellung. Ubergewicht und Diabetes werden zunehmend zum
globalen Gesundheitsproblem, eine vielversprechende Behandlungsmoglichkeit der
therapieresistenten Adipositas stellen bariatrische Eingriffe dar. Ein positiver Effekt
bariatrischer Chirurgie auf die Herzfunktion und das kardiovaskulare Risiko wurde beobachtet,

molekularbiologische Erklarungen dieses Zusammenhanges fehlen bislang.

Material und Methoden. Es wurden zwei verschiedene Tiermodelle genutzt, um den
Auswirkungen von Ubergewicht und bariatrischer Chirurgie auf das Herz nachzugehen: ein
HFD-Mausmodell und ein HFD-Rattenmodell mit duodenojejunalem Bypass (DJB).
Linksventrikulares Gewebe beider Modelle wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR und
Western Blot auf Expression der Zielgene und -proteine untersucht. Aus dem
linksventrikularen Gewebe des DJB-Rattenmodells wurde RNA fir eine differentielle
Genexpressionsanalyse gewonnen. Die Genexpressionsanalyse wurde von der Deep
Sequencing Group am CRTD Dresden durchgeflhrt. Die Analyse der Sequenzierungsdaten

erfolgte mittels Ingenuity Pathway Analyse.

Ergebnisse. Die zwolfwochige Hochfettfutterung flihrte bei den Mausen zu keiner
echokardiographisch darstellbaren Einschrankung des Herzens. Die Tiere wiesen allerdings
eine pra- bzw. diabetische Stoffwechsellage auf. Das linksventrikulare Gewebe der HFD-
Méause zeigte eine Herabregulation der Glukosetransporter Glut1 und Glut4. Die bariatrische
Intervention fuhrte im linksventrikularen Gewebe der Ratten zu einer Heraufregulation des
Glukosetransporters Glut1, die Proteinexpression war unverandert. Die Expression des B1-,
des B2-Rezeptors und ausgewahlter Calcium-handling Proteine war zwischen den beiden
Gruppen ebenfalls nicht verschieden. Reprasentative Gene des kardialen
Fettsaurestoffwechsels zeigten keine Beeinflussung durch die bariatrische Intervention. Die
Analyse der differentiellen Genexpressionsanalyse zeigte fur die DJB-Gruppe Veranderungen

innerhalb der oxidativen Phosphorylierung und innerhalb adrenerger Signalwege.

Zusammenfassung. Es konnte gezeigt werden, dass es durch Ubergewicht und eine (pra-)
diabetische Stoffwechsellage im linken Ventrikel zur Herabregulation der Glut1- und Glut4-
Expression kommt. Nach bariatrischer Chirurgie zeigten Herzen der Interventionsgruppe eine
vermehrte Glut1-Expression. Ausgewahlte Gene und Proteine der adrenergen Signalkaskade
zeigten keine Veranderung innerhalb der DJB-Gruppe, die Pathway-Analyse lasst allerdings
vermuten, dass andere Proteine innerhalb dieses Signalweges durchaus differentiell
exprimiert vorliegen. Die Uberreprasentation von Genen der oxidativen Phosphorylierung und
die protektive Heraufregulation von Glut1 kdnnten neue Ansatzpunkte fir die Therapie

kardiovaskularer Erkrankungen liefern.
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6 Summary

Background and aims. Obesity and diabetes are turning into global health issues. A
promising therapeutic option for the treatment of severe obesity is bariatric surgery. Bariatric
interventions lead to an improved heart function and help to reduce the cardiovascular risk.

The molecular links between bariatric interventions and the heart are not yet understood.

Material and methods. To investigate the effects of obesity and bariatric interventions upon
the heart we used a high fat diet mouse model and a high fat diet rat model with bariatric
intervention (duodenojejunal bypass, DJB). Left ventricular tissue of those models was
analysed using qPCR and Western Blot. RNA sequencing of the rat heart tissue was
performed. The RNA sequencing and analysis took place at the CRTD Dresden. To analyse

the RNA sequencing data the program Ingenuity Pathway Analysis was used.

Results. The HFD did not result in alterations in the contractility parameters analysed by
echocardiography of the mouse hearts. The high fat feeding led to alterations in the glucose
metabolism, the HFD mice showed a different reaction to glucose and insulin injections. The
analysis of left ventricular tissue showed a down-regulation of Glut1 and Glut4. In the left
ventricular tissue of the rats we observed an upregulation of Glut1 expression in the DJB group.
Protein expression was not altered. The expression of representative genes in the fatty acid
oxidation was not affected by DJB. The RNA sequencing showed alterations in the adrenergic

signalling pathway and the oxidative phosphorylation.

Summary. Obesity and a prediabetic metabolism lead to down-regulation of Glut1 and Glut4
in the left ventricle. The bariatric intervention DJB promoted an upregulation of cardiac Glut1
expression. The molecular analysis of representative genes involved in the adrenergic
signalling cascade did not show any alterations but RNA sequencing analysis showed
significant changes in other genes involved in this pathway. The protective effects of Glut1
upregulation and the possible role of oxidative phosphorylation seem like promising targets for

future experiments.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

Abkurzung Erklarung

ADH Antidiuretisches Hormon

ANP Atrial natriuretic peptide

ATP Adenosintriphosphat

BCA-Assay Bicinchoninsaureassay

BMI Body Mass Index

BNP Brain natriuretic peptide

bp Basenpaar

BPD Biliopancreatic diversion

CaMKiIl Ca?*/Calmodulin-abhangige Kinase 2
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat
cMyBP-C Kardiales Myosin-binding Protein C
CNP C-type natriuretic peptide

CO; Kohlenstoffdioxid

Cpt1b Carnitine palmitoyltransferase 1b
DJB Duodenojejunaler Bypass

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraacetat-Dihydrat
EDV Enddiastolisches Volumen

EEF2 Eukaryotic elongation factor 2
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EF Ejektionsfraktion

FAS Fractional area shortening

FS Fractional shortening

g Erdbeschleunigung oder Gramm

GAPDH Glyzerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase

GLUT Glukosetransporter

GTT Glukosetoleranztest

HFD High fat diet

HFpEF Herzinsuffizienz mit erhaltener
Ejektionsfraktion

HErEF Herzinsuffizienz mit reduzierter
Ejektionsfraktion

HIF-1a Hypoxia-inducible factor 1a

Hprt1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1

IPA Ingenuity Pathway Analysis

ITT Insulintoleranztest

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

KG Kérpergewicht

kg/m? Kilogramm pro Quadratmeter

I Liter

LVIDd Linksventrikularer enddiastolischer
Innendurchmesser

M Molar

MAP Mittlerer arterieller Druck

MCAD Medium-Acyl-CoA-Dehydrogenase
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ml Milliliter

mM Millimolar

mRNA .Messenger-RNA®

NCX Natrium-Calcium-Austauscher

ND Normal diet

Nhe1 Sodium-hydrogen antiporter 1

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline

PCA Principal Component Analysis

PCR Polymerase-Kettenreaktion

Pgc-1a Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1-alpha

PKA Proteinkinase A

PLB Phospholamban

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

ROS Reactive oxygen species

RT-PCR Real-Time-PCR

RYGB Roux-en-Y-Magenbypass

RyR2 Ryanodin-Rezeptor 2

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standardfehler des Mittelwertes

SERCA Sarkoplasmatische Calcium-ATPase

SG Sleeve Gastrectomy, Schlauchmagen

SGLT Sodium-dependent glucose transporter

Sham-Eingriff Schein-Eingriff

71




Anhang

T Temperatur/Schmelztemperatur
T2DM Typ-2-Diabetes mellitus

TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer

Tbp TATA binding protein

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tn-I Troponin |

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
WT Wildtyp

a-SMA a-smooth muscle actin
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