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ZUSAMMENFASSUNG

Der Insulindhnliche Wachstumsfaktor-1-Rezeptor (IGF-1R) ist ein wichtiger
Regulator fur Zellwachstum, Stoffwechsel und Alterung. In Anbetracht seiner
Bedeutung fur die Herzfunktion ist der IGF-1R-Signalweg ein potenzielles
therapeutisches Ziel fur altersbedingte Herzerkrankungen wie Herzinsuffizienz. Die
Auswirkungen eines chronisch aktivierten IGF-1R-Signalwegs auf Kardiomyozyten
sind im Zusammenhang mit der kardialen Alterung jedoch noch umstritten.
Basierend auf unseren fruheren In-vivo-Daten, welche zeigen, dass eine
lebenslange IGF-1R-Uberaktivierung im jungen Alter vorteilhafte bzw. im spéateren
Alter nachteilige Auswirkungen hat, stellten wir in der vorliegenden Arbeit die
Hypothese auf, dass die Auswirkungen des aktivierten IGF-1R-Signalwegs in
Kardiomyozyten auf die Ca?*-Homd&ostase und Kontraktilitat auch altersabhangig
sind. Zu diesem Zweck verwendeten wir mannliche und weibliche junge (3-6
Monate alt) und altere Mause (18-20 Monate alt), welche IGF-1R spezifisch in
Kardiomyozyten tberexprimierten (IGF1RY9). IGF1R9-Mause, die keine Anzeichen
von Herzversagen aufwiesen, wurden mit altersgleichen Wildtyp-Wurfgeschwistern
verglichen. Die Kardiomyozyten wurden mit Hilfe der Langendorff-Herzperfusion
frisch isoliert und die Sarkomerverkirzung in Kombination mit intrazellularen Ca?*-
Veranderungen (FURA-2/AM) gleichzeitig bei verschiedenen
Stimulationsfrequenzen (1-4 Hz) gemessen. Im Allgemeinen stellten wir fest, dass
die Alterung einen starkeren negativen Einfluss auf die Amplitude und die Kinetik
der Sarkomerverkiirzung und der Ca?*-Transienten in IGF-1R-Kardiomyozyten im
Vergleich zu WT-Zellen hatte. Unerwartet wurden in jungem Alter keine eindeutigen
positiven Auswirkungen der IGF-1R-Signallbertragung auf die Kontraktilitat und die
Ca?*-Homoostase festgestellt. Im hohen Alter war die Kontraktilitatskinetik in alten
IGF-1R-Zellen jedoch beeintrachtigt, allerdings in Verbindung mit einer erhohten
Sarkomerverklrzung und maximalen Ca?*-Transientenamplitude im Vergleich zu
WT-Zellen. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei alten IGF-1R-Mausen
ohne Anzeichen einer Herzinsuffizienz eine beeintrachtigte Kontraktionskinetik dem
Abbau der kontraktilen Kraft und der maximalen Ca?*-Amplitude vorausgeht.
Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass die Auswirkungen des aktivierten IGF-
1R-Signalwegs in Kardiomyozyten auf die Ca?*-Homoostase und Kontraktilitat

altersabhangig sind.



ABSTRACT

The insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R) signaling is a key regulator of
cellular growth, metabolism and aging. Considering its importance for cardiac
function, the IGF-1R pathway is a potential therapeutic target for age-associated
cardiac diseases, such as heart failure. However, the effects of chronically activated
IGF-1R signaling on cardiomyocytes in the context of cardiac aging are still
controversial. Based on our previous in vivo data showing that life-long IGF-1R
overactivation exerts beneficial and detrimental effects at young and old age,
respectively, we hypothesized in the present work that the effects of activated IGF-
1R pathway in cardiomyocytes on Ca?* homeostasis and contractility are age-
dependent. For this purpose, we used male and female young (3-6 months old) and
aged mice (18-20 months old) overexpressing IGF-1R specifically in
cardiomyocytes (IGF1RY). IGF1RY mice with no signs of heart failure were
compared with age-matched wild-type littermates. Cardiomyocytes were freshly
isolated using Langendorff-based heart perfusion and their sarcomere
shortening/re-lengthening in combination with intracellular Ca?* changes (FURA-
2/AM) were simultaneously measured at different pacing frequencies (1-4 Hz). In
general, we found that aging had a stronger negative impact on the amplitude and
kinetics of sarcomere shortening/re-lengthening and Ca?* transients in IGF-1R
cardiomyocytes as compared to WT cells. Surprisingly, no clear beneficial effects of
IGF-1R signaling on contractility and Ca®* homeostasis were detected at young age.
At old age, however, the contractile kinetics were compromised in old IGF-1R cells,
but associated with increased sarcomere shortening and peak Ca?* transient
amplitude as compared to WT cells. Our results suggest that impaired contractile
kinetics precedes the decline of contractile force and peak Ca?* amplitude in old
IGF-1R mice at risk of heart failure. We conclude that life-long activation of IGF-1R
pathway in cardiomyocytes exhibits age-dependent effects on cellular Ca®*
homeostasis and contractility (i.e. sarcomere shortening).



1. EINLEITUNG

1.1. UBERSICHT

In einer dem demographischen Wandel unterliegenden alternden Bevolkerung
steigt mit zunehmendem Alter auch die Zahl an Patienten und Patientinnen mit
Herzmuskelschwache. Die Begriffe Alterung und Herzinsuffizienz sind eng
miteinander verknupft, da altersassoziierte =zellulare Veranderungen, wie
beispielsweise eine gestorte Ca?*-Homoostase in Kardiomyozyten, die
elektromechanische Kopplung und hiermit einhergehend die Kontraktilitat in
Herzmuskelzellen negativ beeinflussen. Der Insulinahnliche Wachstumsfaktor 1
(IGF-1) ist ein wichtiger Regulator zellularer Alterung, zellularen Wachstums und
Stoffwechsels und stellt einen wichtigen Signalweg fur Alterungsprozesse in
Kardiomyozyten dar. In Zellen unterschiedlicher Gewebe von Saugetieren entfaltet
dieses Protein uber den IGF-1-Rezeptor pleiotrope Wirkungen. Im Folgenden wird
die Physiologie des IGF-1-Signalwegs im Herzen dargestellt und einige seiner
multiplen Effekte beschrieben (Abbildung 1). Hierbei sollen vor allem die
Auswirkungen des IGF-1-Signalwegs auf die zellulare, insbesondere die kardiale

Alterung und die damit assoziierte Herzinsuffizienz naher betrachtet werden.
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Abbildung 1: Effekte des IGF-1-Signalwegs im Herzen. Ubernommen von McMullen, 2008



1.2. CALCIUM-HOMOOSTASE IN KARDIOMYOZYTEN

Grundlegend fur die physiologische Funktion von Kardiomyozyten ist, wie bei
anderen Zellen auch, die Aufrechterhaltung eines inneren Milieus, sowie die
Regulation der intrazellularen Konzentrationen verschiedener lonen wie Natrium,
Kalium, Calcium und ihrer Gradienten entlang der Plasmamembran. Fur die kardiale
Kontraktion sind primér die intrazellulare Ca?*-Konzentration und ihre Regulation
von Bedeutung. Im Folgenden sollen hier die physiologischen Prinzipien der
myokardialen Ca?*-Homoostase dargestellt werden. Grundlegend sind hierbei die
einzelnen Phasen der Herzaktion - Systole und Diastole - zu unterscheiden.

1.2.1. CALCIUM-HOMOOSTASE IN DER SYSTOLE

Zu Beginn der Systole kommt es durch eine Depolarisation der Zellmembran zu
einem Ca?*-Einwartsstrom, welcher im Weiteren den systolischen Ca?*-Transienten
bedingt. Durch den Anstieg der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration wird die
Kontraktion der Kardiomyozyten generiert. Hierbei bestimmt die Amplitude des
Ca?*-Transienten die Kontraktilitat des Herzens. (Eisner, 2014) Der primare Anstieg
der intrazellularen Ca?*-Konzentration, induziert durch die Membrandepolarisation,
erfolgt Uber spannungsabhéngige L-Typ-Ca?*-Kanale (Dihydropyridin-Rezeptor,
DHPR) in den T-Tubuli des Sarkolemms (Abbildung 2).

® c@ ® @ ® @ @
a
1 Py / Voltage
gaTm :’ii Ci’L dependent lear

Abbildung 2: Mégliche Mechanismen der Aktivierung der SR-Ca**-Freisetzung in
Kardiomyozyten. 1: Ca?-induzierte = Ca*-Freisetzung (CICR), vermittelt  durch
spannungsabhangigen L-Typ-Ca?*-Kanalstrom; 2: CICR, vermittelt durch spannungsabhangigen T-
Typ-Ca?*-Kanalstrom; 3 und 4, CICR, ausgelost durch Calciumeinstrom Uiber Na*/Ca?*-Austauscher
(NCX); 5: CICR ausgelost durch Ca?*Einstrom iber einen Tetrodotoxin-empfindlichen Ca?*-Kanal;
6: Ca?'-Freisetzung, die durch eine "Slip-Mode-Leitfahigkeit" vermittelt wird, bei der
spannungsabhangige Na*-Kanale eine veranderte Affinitat fir Ca2* haben; 7: spannungsabhéngige
Ca?*-Freisetzung; 8: Ca?*-Freisetzung, die durch InsPs Uber InsP3-Rezeptoren ausgelost wird.
Ubernommen von Bers, 2002.



Der entstehende geringe Ca?*-Einstrom dient vor allem als Ausloser flr die massive
Ca?*-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR), indem Ca?*-lonen
den dort lokalisierten Ryanodinrezeptor Typ 2 (RyR2) aktivieren und 6ffnen. Der
kardiale RyR2 stellt das groRte Kanalprotein der Zelle dar und besitzt mehrere
Phosphorylierungsstellen, welche unter anderem durch Proteinkinase A (PKA) und
sekundare intrazellulare Messenger wie zyklische ADP-Ribose phosphoryliert
werden, wodurch die Offenwahrscheinlichkeit dieses Kanals erhdht wird.
(Macgregor et al., 2006; Eisner, 2014) Durch eine erhéhte Offenwahrscheinlichkeit
wird ein Ca?*-Auswartsstrom aus dem sarkoplasmatischen Retikulum generiert,
welcher zu einem Anstieg der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration flihrt und den
Grofteil des systolischen Ca?*-Transienten ausmacht (Eisner, 2014). Die durch den
Ca?-Einwartsstrom vermittelte sarkoplasmatische Ca?*-Freisetzung wird als
Calcium-induzierte Calciumfreisetzung (calcium-induced calcium release, CICR)
bezeichnet (Fabiato 1985; Bers, 2002; Eisner, 2014). Neben spannungsabhangigen
L-Typ-Ca?*-Kanalen befinden sich in Kardiomyozyten spannungsabhangige T-Typ-
Ca?*-Kanale, deren Ca?*-Einwartsstrom jedoch sehr gering ist (Bers, 2002). Das
freigesetzte Calcium bindet an Troponin C und ist somit direkter Aktivator der
Myofilamente, welche durch die Ca?*-Troponin-C-Bindung eine Kontraktion der
Kardiomyozyten erzeugen. Die physiologische Kontraktion generiert isometrische
Kraft und eine schnelle Verkirzung und kann uber 2 Mechanismen ihre Starke
modulieren. Wie oben beschrieben, ist die Kontraktion stark abhangig von der
Amplitude des Ca?*-Transienten, so dass eine Anderung der Amplitude oder der
Dauer des Transienten die Kontraktionsstarke beeinflusst. (Bers, 2002) Einen
anderen Weg stellt die Adaptation der Ca?*-Sensitivitat der Myofilamente dar. So
generiert eine Dehnung der Filamente eine grofere Sensitivitat und bedingt damit
eine starkere Kontraktion. Eine hohere Sensitivitat wird ebenfalls durch Koffein und
Inotropika (z.B. Dobutamin, Dopamin, Noradrenalin, Adrenalin) erzielt. Die
Reduktion der Ca?*-Sensitivitat der Myofilamente wird durch lokale Veranderungen
erzeugt, die beispielsweise im Rahmen einer Ischamie auftreten. Hierzu gehoren
die lokale Azidose, sowie erhohte Phosphat- und Magnesiumkonzentrationen. Bei

B-adrenerger Aktivierung wird die Ca?*-Sensitivitat herabgesetzt. (Bers, 2002)



1.2.2. CALCIUM-HOMOOSTASE IN DER DIASTOLE

In der Diastole gilt es den Ausgangszustand, die urspringlichen intra- und
extrazellularen lonenkonzentrationen und Gradienten entlang des Sarkolemms
wiederherzustellen. Um den Ca?*-Haushalt zu regulieren besitzen Kardiomyozyten
drei Mechanismen (Abbildung 3).

(1) Zytoplasmatisches Ca?* wird durch eine in der Membran des
sarkoplasmatischen Retikulums lokalisierte ATPase 2a (SR-Ca?*ATPase,
SERCA2a) in das SR aufgenommen, wobei die SERCA2a-Aktivitat neben der Ca?*-
Konzentration auch von dem Protein Phospholamban (PLB) moduliert wird.
Unphosphoryliertes PLB hemmt die SERCA2a-Aktivitat. (Tada & Katz, 1982; Bers,
2002; Eisner, 2014) Durch cAMP-abhangige PKA oder durch Calcium-Calmodulin-
abhangige Proteinkinasen Il (CaMKIIl) wird PLB phosphoryliert und somit aktiviert,
beispielsweise bei der B-adrenergen Stimulation (Bers, 2002).

(2) Ein im Sarkolemm befindlicher Na*/Ca?*-Austauscher (NCX) transportiert im
Austausch ein Ca?* ins Zytosol und drei Na* in den extrazellularen Raum (sog.
Vorwartsmodus). Dieser NCX ist jedoch nicht nur in der Diastole
(Relaxationsphase) aktiv, sondern besitzt auch einen sog. Rickwartsmodus, womit
er zu Beginn des Aktionspotenzials zum Ca?*-Einstrom beitragt (Abbildung 2).

(3) Neben dem NCX als Hauptmechanismus fiir den Ca?*-Auswartsstrom, spielt
auch eine in der Plasmamembran lokalisierte Ca?*-ATPase (PMCA) eine geringe
Rolle, denn diese uUbernimmt in Ratten-Kardiomyozyten etwa 7-25% der NCX-
Leistung im Vorwartsmodus. (Bassani et al., 1995; Choi & Eisner, 1999). Die
beschriebenen Mechanismen filihren zu einer Reduktion der intrazellularen Ca?*-
Konzentration in der Diastole, wodurch es auch zu einer Dissoziation von Ca?* vom
Troponin C kommt, was eine Relaxation der Kardiomyozyten beglnstigt (Bers,
2002). Es folgt eine Refraktarzeit von ca. 300 ms bevor eine erneute Kontraktion
generiert werden kann. Diese Refraktarzeit ist u.a. auf die Erschopfung des SR-
Ca?*-Gehalts und die Erholung der RyR2-Verfligbarkeit zurlickzufiihren, wobei
letztere neben einer schnellen Erholungszeit von 100-300 ms, Uber eine langsame
Erholungszeit von mehreren Sekunden verflugt. (Satoh et al., 1997; Sham et al.,
1998; Bers, 2002) Durch die Abnahme des SR-Ca?*-Gehalts und die Inaktivierung
der RyR2 wird der CICR unterbrochen, was die Voraussetzung fur die Relaxation
der Kardiomyozyten darstellt (Bers, 2002).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der elektromechanischen Kopplung und
wichtiger Mechanismen der zelluliren Ca?*-Homdostase. Ubernommen von Eisner et al.,
2017.

1.2.3. REGULATION DER SR-CALCIUM-KONZENTRATION

Neben der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration ist vor allem die
Aufrechterhaltung des SR-Ca?*-Gehalts fir die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten
essenziel. Wie oben erwahnt erfolgt die Ca?*-Aufnahme ins SR durch die
SERCA2a, welche in ihrer Aktivitat durch PLB moduliert wird. Der
sarkoplasmatische Ca?*-Gehalt moduliert wiederum die RyR2-
Offnungswahrscheinlichkeit und den initialen Ca?*-Einwértsstrom durch
spannungsabhangige L-Typ-Ca?*-Kanale. Ist die SR- Ca?*-Konzentration gering, so
kommt es zu einer langsameren Inaktivierung des L-Typ-Ca?*-Kanals und einem
vermehrten Ca?*-Einwartsstrom, da die Ca?*-abhangige Inaktivierung aufgrund des
kleineren Ca?*-Transienten reduziert ist. (Sipido et al., 1995; Adachi-Akahane et al.,
1996; Eisner, 2014) Ein kleinerer Ca?*-Transient bedingt ebenso eine reduzierte
Aktivierung des NCX, wodurch der Ca?*-Efflux aus der Zelle vermindert wird.
(Eisner, 2014) Insgesamt wird durch diese Regulationsmechanismen ein Anstieg
des intrazelluldaren und sarkoplasmatischen Ca?*-Gehalts generiert, welcher
wiederum den Ca?*-Auswartsstrom erhéht und den Ca?*-Einwartsstrom reduziert.
(Trafford et al., 1997; Eisner, 2014) Hierdurch wird ein starker negativer Feedback-

Mechanismus zur Kontrolle des SR-Ca?*-Gehalts erzielt, der zu einer Abnahme des



Zell- und SR-Ca?*-Gehalts fiihrt. Dieser wichtige Feedback-Mechanismus ist
essenziell fir die Schlag-zu-Schlag-Regulation der Ca?*-Konzentration im SR.
(Eisner, 2014) An dieser Stelle wird deutlich, wie sehr die Feinmodulation des SR-
Ca?*-Gehalts die Calcium-Homoostase der Kardiomyozyten beeinflusst und welche
negativen Folgen eine gestorte Regulation des SR-Ca?*-Gehalts fir die

Zellintegritat und Kontraktilitatsfunktion darstellt.

1.2.4. REGULATION DER CALCIUM-HOMOOSTASE DURCH VERANDERUNG
VON EXPRESSION UND AKTIVITAT DER CALCIUM-REGULATIONS-
PROTEINE

Neben diesen schnellen Regulationsmechanismen konnen Kardiomyozyten die

Expression oder Aktivitat wichtiger Ca?*-Regulationsproteine modulieren. Hiervon

sind vor allem spannungsabhangige L-Typ-Ca?*-Kanale, NCX, SERCA2a und

kardiale RyR2 betroffen. Durch diese Anpassung wird der SR-Ca?*-Gehalt reguliert.

Ziel ist eine enddiastolische SR-Ca?*-Konzentration von 1-1,5 mmol/L, welche

wahrend der Kontraktion um 50-75% abfallt (Shannon et al., 2003; Eisner et al.,

2017). Mechanismen zur Anderung von Aktivitat und Expression von Proteinen sind

die Erhdhung der SERCAZ2a-Aktivitat und eine Verringerung der

Offenwahrscheinlichkeit des RyR2, wodurch eine Erhdhung des SR-Ca?*-Gehalts

erreicht wird. Dem gegenuber steht eine Erhohung der Aktivitat und Expression des

NCX, welche eine Verringerung des SR-Ca?*-Gehalts zur Folge haben. (Eisner et

al., 2017) Interessanterweise werden durch eine starke Erhohung des L-Typ-Ca?*-

Stroms nur geringe Auswirkungen auf den SR-Ca?*-Gehalt erzielt (Trafford et al.,

2001; Eisner et al., 2017). Diese Mechanismen haben nicht nur physiologische

Bedeutung, sondern sind vor allem bei der Herzinsuffizienz vorzufinden. So kommt

es bei dieser zu einer Zunahme der NCX-Expression und Aktivitat, einer Abnahme

der SERCAZ2a-Expression und Aktivitat und einer erhohten Calcium-Leckage durch

RyR2 ins Zytosol, was zu einer Reduktion des SR-Ca?*-Gehalts fiihrt. (Hobai &

O’Rourke, 2001; Piacentino et al., 2003; Eisner, 2014)

1.2.5. EINFLUSS VON MITOCHONDRIEN AUF DIE CALCIUM-HOMOOSTASE
Einen wichtigen Beitrag zur intrazellularen Calcium-Homoostase liefern die

Mitochondrien in Kardiomyozyten, wobei die physiologische Bedeutung, sowie der



Beitrag zur Gesamtleistung der Ca?*-Regulation noch umstritten sind (Lu et al.,
2012). Neben einer perinukledren Lokalisation in Kardiomyozyten bilden
Mitochondrien zwei weitere Subpopulationen, welche sich unter der
Plasmamembran (subsarkolemmal) und zwischen den Myofibrillen (interfibrillar)
befinden und funktionelle Unterschiede aufweisen (Ruiz-Meana et al., 2010). Die
innere Mitochondrienmembran enthalt einen mitochondrialen Ca?*-Uniporter
(MCU), welcher eine wichtige Rolle fur die mitochondriale Funktion darstellt (Finkel
et al., 2015). Mitochondrien wurden vermehrt in der Nahe des junktionalen SR
nachgewiesen und es wurde gezeigt, dass die SR-Ca?*-Freisetzung zu einem
starken Ca?*-Einstrom in die Mitochondrien fiihrt (Lu et al., 2012), wodurch viele
Enzyme der mitochondrialen Matrix aktiviert werden, welche
Stoffwechselreaktionen im Krebs-Zyklus begunstigen (Eisner et al., 2017). Diese
physiologische Funktion hat zum Ziel, die ATP-Synthese in den Mitochondrien
direkt dem Bedarf anpassen zu konnen, den eine Kontraktion darstellt. Steigt die
Kontraktionskraft, erhoht sich der ATP-Bedarf der Kardiomyozyten. Durch den
gesteigerten intrazellularen Ca?*-Gehalt erhoht sich die mitochondriale Ca?*-
Konzentration, was zu einer vermehrten ATP-Synthese genutzt wird. Dies geschieht
durch die Stimulation von Schlusseldehydrogenasen durch langsame kumulative
Veranderungen der intramitochondrialen Ca?*-Konzentration, wodurch eine
gesteigerte Synthese von NADH und ATP erfolgt. (Brandes & Bers, 1997). Der
Abfall des mitochondrialen Ca?*-Transienten erfolgt nur relativ langsam, was mit
einem geringen Ca?*-Efflux durch den mitochondrialen Na*/Ca?*-Austausch
begriindet wird. Bei erhohter Frequenz kommt es durch das langsame Ca?*-
Recycling zu einer Abschwachung der Schlag-zu-Schlag-Transienten und es
resultiert ein tonischer Anstieg der mitochondrialen Ca?*-Konzentration. (Eisner et
al., 2017) Wie oben beschrieben ist der Ca?*-Strom in Mitochondrien im Vergleich
zur gesamten aus dem SR freigesetzten Ca?*-Menge gering und hat somit nur einen
begrenzten Einfluss auf die globale Calcium-HomoOostase und Relaxation in
Kardiomyozyten. Die so aus dem Zytosol eliminierte Ca?*-Menge und die Relevanz
fur die Erregungs-Kontraktionskopplung werden als gering betrachtet (Bers, 2002).



1.3. ALTERSASSOZIIERTE VERANDERUNGEN DER CALCIUM-
HOMOOSTASE

Im alternden Herzen sind spezifische altersassoziierte Veranderungen zu

beobachten, welche mit einer gestoérten Ca?*-Homdostase einhergehen und eine

Beeinflussung der kontraktilen Funktion des Herzens bedingen. Verschiedene

zellulare Strukturen ventrikularer Kardiomyozyten wurden hierbei in Tierversuchen

identifiziert (Abbildung 4).
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/ ETC
4 \\_- \
Ca* Ca>*
Ca?+
T tubule PLB 5
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" '
CaMKIll

Spontaneous Ca?* release and arrhythmogenesis

Abbildung 4: Schematische Zusammenfassung der Auswirkungen der kardialen
Alterung auf die intrazellulire Ca®'-Freisetzung in alternden Kardiomyozyten.
Ubernommen von Hamilton & Terentyev, 2019.

So unterliegen vor allem RyR2, SERCA2a, NCX, spannungsabhangige L-Typ-Ca?*-
Kanale und Mitochondrien altersassoziierten Veranderungen und begunstigen
somit eine myokardiale Dysfunktion. Im Alter kommt es zu einer Reduktion der
mitochondrialen Funktion, welche mit einem erhohten Auftreten reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) einhergeht (Chaudhary et al., 2011). Diese ROS besitzen
das Potenzial, lonenkanale negativ zu beeinflussen (Zima & Blatter, 2006). Hierzu
zahlen in Kardiomyozyten i.e.L. die oben genannten Kanalproteine (Kim et al., 2017,
Muralidharan et al., 2017). Eine Dysfunktion des RyR2 manifestiert sich primar
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durch ein erhohtes Ca?*-Leck aus dem SR ins Zytosol, welches fiir die Entstehung
diastolischer Ca?*-Sparks verantwortlich ist (Cooper et al., 2013; Howlett et al.,
2005; Zhu et al., 2005) und die SR-Ca?*-Konzentrationen und damit einhergehend
die Transientenamplituden reduziert (Zhu et al., 2005). Ein weiterer Mechanismus
altersassoziierter Veranderungen der Ca?*-Homdostase ist eine Veranderung der
Funktion der SERCAZ2a, welche vor allem auf einer verminderten Expression und
einer reduzierten Phosphorylierung des SERCA2a/PLB-Komplexes, einhergehend
mit einer reduzierten Aktivitat, beruht (Xu & Narayanan, 1998; Schmidt et al., 2000;
Kaplan et al., 2007) Spannungsabhangige L-Typ-Ca?*-Kanale zeigen in gealterten
ventrikularen Kardiomyozyten eine beeintrachtigte Kinetik (Liu et al., 2000), sowie
veranderte Verteilungsmuster entlang der T-Tubuli des SR (Kong et al., 2018)
Kardiale Alterungsprozesse bedingen ebenfalls eine veranderte Expression und
Aktivitat des NCX, welcher vor allem fur eine mit dem Alter assoziierte langere
Aktionspotenzial- und Diastolendauer verantwortlich ist (Janczewski & Lakatta,
2010). Weiterhin ist die [p-adrenerge Signaltransduktion und somit die
Phosphorylierung intrazellularer sekundarer Messenger in alten Kardiomyozyten
beeintrachtigt (Janczewski & Lakatta, 2010; de Lucia et al., 2018). Hier wurden vor
allem eine reduzierte Phosphorylierung von CaMKII beobachtet (Xu & Narayanan,
1998).

1.4. VERANDERUNGEN DER CALCIUM-HOMOOSTASE BEI
HERZINSUFFIZIENZ
Bei der Herzinsuffizienz ist die intrazelluldare Ca?*-Homdostase gestort (Samuel et
al., 2018; Janczewski & Lakatta, 2010) Pathophysiologisch zeigt sich vor allem eine
Beeintrachtigung der Regulation der Ca?*-Konzentration im SR. Diese ist deutlich
vermindert und bedingt so einen signifikant reduzierten systolischen Ca?*-
Transienten, welcher mit verminderter Kontraktilitat und eingeschrankter inotroper
Kompetenz des Herzens einhergeht. (Hobai & O’Rourke, 2001; Piacentino et al.,
2003) Ursachlich wurden mehrere Mechanismen identifiziert, welche eine
Verminderung des SR-Ca?*-Gehalts bedingen. So sind in betroffenen Herzen die
Expressionsniveaus verschiedener Kanale verandert. Eine Abnahme der
SERCAZ2a-Expression in ventrikularen Kardiomyozyten bedingt eine reduzierte
Ca?*-Wiederaufnahme in das SR, wodurch wahrend der nachsten Systole der durch

den CICR-bedingte systolische Ca?*-Transient deutlich vermindert wird. Die
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reduzierte SERCA2a-Aktivitat wird vor allem durch eine verminderte Expression
oder Hypophosphorylierung von PLB vermittelt (Periasamy et al., 2007; Briston et
al., 2011) und erhéht mit zunehmender RyR-Dichte (Li et al., 2015) die
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Ca?*-Funken (Walker et al., 2014; Walker
et al., 2015). Hierdurch werden integrierte Schutzfunktionen beeintrachtigt, wodurch
die Entstehung von Ca?*-Wellen gefordert wird, welche Ca?*-induzierte Arrhythmien
auslosen konnen. Gleichzeitig ist die Expression des NCX erhoht, wodurch der
Ca?*-Auswartsstrom verstarkt und die intrazellulare Ca?*-Konzentration gesenkt
wird (Hasenfuss, 1998; Eisner, 2014). Ebenfalls spielt der RyR2 eine zentrale Rolle
in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz. Dieser zeigt wahrend der Diastole ein
physiologisches Ca?*-Leck, welches im Rahmen der Herzinsuffizienz erhéht ist und
somit eine Reduktion des SR-Ca?'-Gehalts bedingt. Dieses erhohte Ca?*-Leck
besitzt ebenfalls ein arrhythmogenes Potenzial und begunstigt die Entstehung von
Ca?*-Wellen, welche sich Uber die gesamte Zelle ausbreiten. (Marx et al., 2000;
Pogwizd et al., 2001) Assoziiert mit Herzkrankheiten ist nicht nur eine gestorte
Funktion des RyR2, sondern auch eine veranderte Expression und Verteilung
dieser Rezeptoren. Nach Li et al. (2015) kommt es zu einer Verschiebung der RyR2-
Verteilung, sodass an Zellenden mit geringerer Dichte an T-Tubuli eine erhdhte Zahl
an RyR2 vorliegt und somit die Rezeptordichte in diesem Zellbereichen verandert
ist. So ist in ventrikularen Kardiomyozyten die Anzahl der T-Tubuli reduziert, woraus
ein Verlust der strukturellen Kopplung zwischen L-Typ-Ca?*-Kanalen und RyR2
resultiert. Dieser Zustand bedingt sog. verwaiste RyR2, eine verminderte
Synchronizitdt und Amplitude des systolischen Ca?*-Transienten. (Louch et al.,
2006; Song et al., 2006)

1.5. DER IGF-1-SIGNALWEG

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ist ein 7,6 kDa grof3es Peptidhormon, welches
zu 50% mit humanem Insulin strukturverwandt ist. Es besteht aus einer Sequenz
von 70 Aminosauren und wird primar in der Leber, aber auch in anderen Geweben
wie Herz, Skelettmuskel und Gehirn synthetisiert. (Troncoso et al., 2014, De Meyts
& Whittaker, 2002) Im menschlichen Korper entfaltet IGF-1 Uber den in
verschiedenen Geweben exprimierten |IGF-1-Rezeptor pleiotrope Wirkungen.
Hierzu zahlen Effekte auf physiologisches Wachstum, zellulares Altern, sowie

Metabolismus. (Troncoso et al., 2014)
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1.5.1. IGF-1 UND REGULATION DURCH DIE SOMATOTROPE ACHSE

Die Synthese wird durch die somatotrope Achse stimuliert und reguliert. Die
Inkretion  von  Wachstumshormon  (Somatotropin, GH) aus dem
Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse) erfolgt durch die hypothalamische
Freisetzung von Wachstumshormon-freisetzendem Hormon (Growth Hormone
Releasing Hormone, GHRH), sowie Ghrelin (Growth Hormone Release Inducing),
welches appetitanregend wirkt und in der Magenschleimhaut produziert wird und
spezifische Stimuli, wie enteral resorbierte Proteine (Milman et al., 2016). Durch die
Wachstumshormon-Stimulation, als wichtigsten Regulator der hepatischen IGF-1-
Inkretion, gelangt IGF-1 in den systemischen Blutkreislauf und entfaltet an
verschiedenen Organen seine Wirkung. Das Wachstumshormon bedingt ebenfalls
eine Insulin-Freisetzung, durch welche hepatische Wachstumshormon-Rezeptoren
hochreguliert werden und die IGF-1-Sekretion somit verstarkt wird (Leung et al.,
2000). Daruber hinaus wird IGF-1 in verschiedenen Geweben durch
Wachstumshormon-Stimulation exprimiert, wirkt jedoch vorrangig lokal durch
autokrine und parakrine Mechanismen (Stewart & Rotwein, 1996). Im Sinne eines
negativen Feedback-Mechanismus hemmt zirkulierendes IGF-1 direkt die
hypophysare Wachstumshormon-Freisetzung. Weitere Mechanismen der
Ruckkopplungsschleife sind die Hemmung der Wachstumshormon-Inkretion durch
das Wachstumshormon selbst, als auch durch neuroendokrine Signale, wie
beispielsweise Insulin (Ceda et al., 1985). Die beschriebene Achse ist wahrend der
gesamten Lebensspanne von Bedeutung, zeigt jedoch deutliche Unterschiede im
Laufe des Lebens. So andern sich die Wachstumshormon- und IGF-1-Spiegel von
der Geburt bis zum Tod und erreichen ihren Hochststand ungefahr im 2.
Lebensjahrzehnt, von wo sie dann bis zum Beginn des 6. Lebensjahrzehnt wieder
abfallen und das restliche Leben in einer Plateauphase stagnieren. (Yamamoto et
al., 1991)

1.5.2. IGF-1-TRANSPORT DURCH IGF-BINDUNGSPROTEINE

Nach seiner systemischen Freisetzung liegt IGF-1 vor allem gebunden an IGF-
Bindungsproteine (IGFBP) vor. Diese Bindungsproteine bilden Komplexe, in welche
IGF-1 eingelagert und somit vor vorzeitigem Zerfall geschutzt wird (Rajaram et al.,
1997; Baxter, 2000). IGFBP werden ebenfalls in der Leber synthetisiert und durch

hypophysares Wachstumshormon positiv und Insulin negativ reguliert. Im Blut
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zirkulierendes IGF-1 ist zu einem Grofteil an IGFBP-3 gebunden. Durch diese
Bindung werden der Abbau und die Ausscheidung von systemischem IGF-1
geschutzt, sowie die Serumkonzentration an freiem, biologisch aktivem IGF
reguliert. (Rajaram et al., 1997; Baxter, 2000; Holly & Perks, 2012)

1.5.3. IGF-1-REZEPTOR UND INTRAZELLULARE SIGNALKASKADEN
Zirkulierendes IGF-1 bindet an IGF-1-Rezeptoren (IGF-1R), welche zur Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) gehdéren. Die Bindung von IGF-1 an den hochaffinen
IGF-1R in der Zellmembran induziert eine komplexe Signalkaskade (Abbildung 5),
fur welche eine sequenzielle Phosphorylierung innerhalb der katalytischen Domane
des IGF-1R bendtigt wird (Foncea et al., 1997; Adams et al., 2000; Ward et al.,
2001).
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Abbildung 5: Insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) und Insulin-Signalwege in
Kardiomyozyten. Ubernommen von Lee & Kim, 2017.

Hierzu zahlt vor allem die Phosphorylierung der Insulinrezeptor-Substratmolekule
(IRS) (Adams et al., 2000; Troncoso et al., 2014). Weiterhin kommt es zu einer
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Aktivierung des Phosphoinositid-3-Kinase-Signalwegs (PI3K), sowie der Mitogen-
aktivierten  Proteinkinase-Signalkaskade = (MAPK). Durch die IGF-1R-
Signaltransduktion werden komplexe intrazellulare Netzwerke aktiviert, wodurch die
zellulare Proliferation, Differenzierung und Hypertrophie, sowie der zellulare
Stoffwechsel reguliert werden. (Foncea et al., 2000; Kim et al., 2008; Troncoso et
al., 2013) Die durch IGF-1-Bindung induzierten Signalwege lassen sich in
kanonische und, durch neuere Studien beschriebene, nicht-kanonische, Gi-Protein-
vermittelte Pfade differenzieren. In Kardiomyozyten sind zwei durch IGF-1
induzierte kanonische Signalwege beschrieben; der PI3K-/Akt-Signalweg und der
extrazellulare signalregulierte-Kinase Weg (ERK). Beide Signalwege sind an der
prohypertrophen und prouberlebensfordernden  Wirkung von IGF-1 in
Kardiomyozyten beteiligt. (Foncea et al., 2000; Kim et al., 2008) Durch IGF-1R-
Aktivierung werden ERK und Akt, sowie Phospholipase C (PLC) aktiviert. Letztere
stellt einen Anteil des nicht-kanonischen Signalwegs dar und induziert einen Anstieg
der Inositol-1,4,5-Triphosphat-Konzentration (InsP3), wodurch Ca?*-Signale im
Zellkern moduliert werden. (Ibarra et al., 2003) Im Folgenden soll auf das zentrale
nachgeschaltete Ziel des IGF-1-Signalwegs eingegangen werden, den PI3K-Akt-

Signalweg, dessen Funktion durch zwei essenzielle Enzyme reguliert wird.

1.5.4. PHOSPHOINOSITID-3-KINASE (PI3K)

PI3K ist eine an vielen Prozessen beteiligte Lipidkinase, welche aus einer
regulatorischen und einer katalytischen Untereinheit besteht (Xie et al., 2018).
Durch die IGF1R-vermittelte Aktivierung der PI3K wird die Phosphorylierung von
Lipiden in der Plasmamembran katalysiert, wodurch intrazellulare sekundare
Botenstoffe (Messenger), wie Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3),
produziert werden. PIP3 fuhrt zur Rekrutierung von Enzymen aus dem Zytosol zur
Plasmamembran, um sie spater zu aktivieren. Hierzu gehort beispielsweise Akt,
welches mit der phosphoinositidabhangigen Proteinkinase-1 (PDK1) komplexiert
vorliegt (Whitman et al., 1988)

1.5.5. PROTEINKINASE B (AKT)
Akt ist eine Proteinkinase (Proteinkinase B, PKB) und stellt einen weiteren wichtigen
Bestandteil innerhalb der IGF1R-PI3K-Akt-Signalkaskade dar (Ferrara et al., 1988)

Zwei Phosphorylierungsschritte initiieren und aktivieren den Akt-Signalweg (Kerber
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et al., 1975; Lockie et al., 2012). Diese duale Phosphorylierung der Akt ist
essenziell, um die maximale Kinaseaktivitat zu erreichen (Okazaki et al., 1993).
Aktivierte PKB induziert weitere intrazellulare Phosphorylierungsschritte, wobei die
Phosphorylierungen mehrere Zellkompartimente betreffen kdnnen. So konnen die
Ziele der aktivierten PKB zytosolisch, nuklear oder mitochondrial liegen, wodurch

ebenfalls vielfaltige Wirkungen erzielt werden. (Xiao, 2017)

1.5.6. LOKALISATION DES IGF-1-REZEPTORS

Die Wirkung von IGF-1 durch die Bindung an den IGF-1R wird nicht nur durch die
Induktion verschiedener intrazellularer Signalwege, sondern auch durch die
Lokalisation des IGF-1R bestimmt. Analog zu anderen sarkolemmalen Rezeptoren,
wie Endothelin-1-, Angiotensin-lI- (ATIl) und B-adrenergen Rezeptoren, wurden
auch bei IGF-1R zwei getrennte Rezeptorpools nachgewiesen. (Tadevosyan et al.,
2010; Vaniotis et al., 2010; Merlen et al., 2013) Der IGF-1R-Komplex ist
sarkolemmal und nuklear lokalisiert, wodurch er nicht nur die plasmatische, sondern
auch die nukleare Signalubertragung moduliert und die Genexpression beeinflusst.
In Kardiomyozyten ist ein groRer Anteil des IGF-1R in perinuklearen T-Tubuli
lokalisiert, welche der Kernhulle anliegen. Durch die beschriebene
Lokalisationsverteilung wird eine schnelle und direkte interorganelle
Kommunikation zwischen Zellmembran und Zellkern vermittelt. (Bers, 2013;
Troncoso et al., 2013) Diese Verteilung ist nicht nur in adulten Kardiomyozyten von
Bedeutung. So wurden in neonatalen Kardiomyozyten unreife sarkolemmale
Einstulpungen, sog. pra-T-Tubuli, beschrieben, welche eine perinukleare Basis fur
sarkolemmale Rezeptoren darstellen und die Expression kardialer Gene fordern.
(Troncoso et al., 2013) Neben der Genexpression spielen die pra-T-Tubuli eine
zentrale Rolle fur die elektromechanische Kopplung im Laufe der Differenzierung
von neonatalen zu adulten Kardiomyozyten. So ist die Architektur und Verteilung
der T-Tubuli in adulten Kardiomyozyten fir den CICR und somit fur die

elektromechanische Kopplung von grofer Bedeutung. (Troncoso et al., 2013)
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1.5.7. EFFEKTE VON IGF-1 AUF DIE KARDIALE PHYSIOLOGIE

1.5.7.1. WACHSTUM

Experimentelle Studien im Mausmodell zeigten, dass sowohl IGF-1 als auch der
IGF-1R wahrend der Differenzierung von Skelettmuskelzellen einer
Hochregulierung unterliegen und dass eine selektive Uberexpression von IGF-1 in
Kardiomyozyten zu einer erhohten intrazellularen Proteinkonzentration und zu
Zellwachstum fuhrt. (Glass, 2005; Troncoso et al., 2013) Die Hypertrophie erfolgt
primar physiologisch im Rahmen des Wachstums und als Adaptation an
Belastungen des Herzkreislaufsystems (z.B. korperliche Aktivitat). Die adaptive
Hypertrophie wird Uber die Aktivierung des PI3K-Signalwegs induziert. Dem
gegenuber steht die maladaptive bzw. pathologische Hypertrophie, welche u.a.
durch Signalwege bei Herzinsuffizienz induziert wird, die G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) nachgeschaltet sind. (Heineke & Molkentin 2006; McMullen et
al., 2007; Moellendorf et al., 2012)

1.5.7.2. METABOLISMUS

Die Auswirkungen von IGF-1 auf den Stoffwechsel werden vor allem durch seine
Wirkung an verschiedenen Rezeptoren bedingt. Der IGF-1R und der Insulinrezeptor
(IR) besitzen ahnliche Kinasedomanen, welche zu tiber 80% strukturidentisch sind.
Demnach konnen sowohl IGF-1 als auch Insulin Uber den IGF-1R ihre Wirkungen
entfalten. (DeBosch & Muslin, 2008) Beide Rezeptoren weisen gemeinsame
nachgeschaltete Signalwege auf (PI3K/Akt). Es wurde bereits vielfach postuliert,
dass der Insulin-/IGF-1-Signalweg als ein einziger Signalmechanismus zu
verstehen ist, der je nach gebundenem Liganden verschiedene Wirkungen besitzt.
So wurden dem Insulin Wirkungen auf den Metabolismus und dem IGF-1
Wirkungen auf Proteinsynthese und Wachstum zugeordnet. (Nagoshi et al., 2011)
Allerdings zeigte sich, dass beide Peptide verschiedene Akt-Isoformen im PI3K/Akt-
Signalweg verwenden und so verschiedene Wirkungen entfalten. IGF-1 wirkt
demnach dber Akt1 und kontrolliet dadurch ein physiologisches
Herzmuskelwachstum, sowie die Kontrolle des Zellwachstums. Insulin hingegen
wirkt Gber Akt2 und reguliert hierdurch den Metabolismus und das Uberleben von
Kardiomyozyten. (Muslin, 2011) Neben den IGF-1R und IR wurden zusatzlich
Hybrid-Holorezeptoren, bestehend aus IR und IGF-1R, nachgewiesen (DeBosch &
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Muslin, 2008). Diese kdnnen durch beide Hormone aktiviert werden, wobei hier
vorrangig IGF-1 als Ligand anzusehen ist. Insulin entfaltete seine Wirkungen in
Experimenten nur in supraphysiologischen Dosen. Diese chimaren Rezeptoren
wurden in vielen Geweben nachgewiesen. Hierzu zahlen die Skelettmuskulatur, die
Herzmuskulatur, glatte Muskelzellen der Koronarien, Endothelzellen, Fibroblasten,
Fettgewebe und weitere Gewebetypen (Pierre-Eugene et al, 2012)
Untersuchungen zeigten, dass eine fettreiche Diat die IGF-1-Signalubertragung in
Kardiomyozyten negativ beeinflussen kann. Sie induziert mitochondriale
Dysfunktion, intrazelluldare Ca?*-Dysregulation und eine abnormale IGF-1-
Signaltransduktion. (Marsh & Davidoff, 2012) Neuere Arbeiten zeigten weitere
wichtige Funktionen von IGF-1 auf den kardiomyozytaren Stoffwechsel. So ist
beispielsweise hepatisch synthetisiertes und sezerniertes IGF-1 essenziell fur die
Synthese von Kreatin, welches fur Kardiomyozyten ein essenzielles Substrat
darstellt und fur die kardiale Energiehomoostase genutzt wird. Durch hepatische
Deletion von IGF-1 wurde gezeigt, dass das myokardiale Kreatin reduziert wurde.
Ursachlich wurden hier Auswirkungen von IGF-1 auf die Regulierung des
kardiomyozytaren Kreatintransporter-Gens beschrieben. (Scharin et al., 2012)
Weiterhin wurde gezeigt, dass IGF-1 einen Groldteil zur Aufrechterhaltung der
kardialen Bioenergetik unter Nahrstoffstressbedingungen beisteuert. Durch eine
vermehrte mitochondriale Ca?*-Aufnahme und die Erhéhung der mitochondrialen
Atmung fordert IGF-1 den Metabolismus der Mitochondrien und die Synthese von
ATP. (Troncoso et al., 2011)

1.5.7.3. ALTERUNG

Der IGF-1-Signalweg spielt nicht nur in der jungen Lebensphase eine wichtige Rolle
fur Wachstum und Stoffwechsel, sondern ist auch mit Einflissen auf die
Lebensspanne assoziiert. Physiologisch kommt es mit zunehmendem Alter zu einer
Reduktion der zirkulierenden Wachstumshormon- und |IGF-1-Spiegel im Blut,
wodurch der zellulare Alterungsprozess induziert wird. (Troncoso et al., 2013) Der
IGF-1/Akt-Signalweg wurde als wesentlicher Regulator des zellularen Alterns von
Kardiomyozyten identifiziert, welcher molekularbiologische und strukturelle
Veranderungen im alternden Herzen induziert, welche mit einer chronischen
Entzindungsreaktion einhergehen. Diese ist durch die erhdhte Expression
proinflammatorischer Zytokine, Chemokine und Proteasen charakterisiert und wird
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als Seneszenz-assoziierter sekretorischer Phanotyp (SASP) bezeichnet. Hierzu
zahlen IL-1a, IL-1B, IL-6, NFkB-Ligand, TNFa und RANKL. (Freund et al., 2010;
Tchknoia et al., 2013) Die chronische Inflammation, welche u.a. durch den IGF-1-
Signalweg vermittelt wird und als wesentliches Merkmal zellularen Alterns gilt,
fordert die strukturellen Umbauprozesse des Herzens, welche vor allem durch
Hypertrophie, linksventrikulare Dilatation und Fibrose gekennzeichnet sind.
(Fontana et al., 2012) Diese, durch die altersassoziierte Reduktion des
systemischen IGF-1-Spiegels induzierten, strukturellen Veranderungen bedingen
konsekutiv eine progressive Verschlechterung der kardiovaskularen Funktion und
fordern das Entstehen und Fortschreiten kardiovaskularer Erkrankungen (Ungvari
et al., 2012). Im Tiermodell zeigte sich damit einhergehend eine Beeintrachtigung
der kardialen  Kontraktilitat, Herzatrophie, sowie eine verminderte
belastungsinduzierte hypertrophe Adaptationsreaktion ventrikularer
Kardiomyozyten (Li et al., 2008; Groban et al., 2011; Hua et al., 2012). Eine erhéhte
Herzmuskelsteifigkeit kennzeichnet die Entstehung einer diastolischen Dysfunktion,
welche durch verschiedene Mechanismen zu erklaren ist (Moellendorf et al., 2012).
Eine beeintrachtigte Ca?*-Clearance aus dem Zytosol ins SR, welche mit einer
Abnahme der SERCAZ2a-Expressionsniveaus in Kardiomyozyten assoziiert ist, wird
im zunehmenden Alter beobachtet. Bei kardiomyozytenspezifischer
Uberexpression von IGF-1 zeigt sich jedoch eine verminderte Abnahme der
SERCA2a-Expression und eine weniger stark eingeschrankte zytoplasmatische
Ca?*-Wiederaufnahme in das SR. (Li et al., 2006) Durch weitere altersassoziierte
Veranderungen der extrazellularen Matrix oder intrinsischer Faktoren in
Kardiomyozyten wird die diastolische Dysfunktion ebenfalls beeinflusst. Hierzu
zahlen, neben der schon erwahnten reduzierten Ca?*-Wiederaufnahme, eine
langsamere Ca?*-Dissoziation im Querbriickenzyklus (Fraysse et al., 2012),
Modulationen  der  Titin-Struktur ~ (Nagueh et al., 2004), sowie
Phosphorylierungsschritte intrazellularer Enzyme (Kruger et al., 2008). Ebenso
wurde eine signifikante endotheliale Dysfunktion und Endothelzellapoptose bei
erhdhtem oxidativem Stress beschrieben (Bailey-Downs et al., 2011) Des Weiteren
kommt es im alten Myokard =zu einer verminderten Adaptation an
hamodynamischen Stress und Ischamie (Isoyama & Nitta-Komatsubara, 2002).
Neben dem Abfall der systemischen IGF-1-Konzentration kommt es zur lokalen
IGF-1-Synthese durch kardiale Fibroblasten. Hierdurch wird die Kollagensynthese
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durch Fibroblasten und damit einhergehend eine kardiale Fibrose begunstigt,
welche die Herzmuskelsteifigkeit erhoht. Ebenfalls wird die Hypertrophie
umliegender Kardiomyozyten begunstigt. (Horio et al., 2005; Takeda et al., 2009)

1.5.8. REGULATION & AUSWIRKUNGEN DES KARDIALEN IGF-1-SIGNAL-
WEGS IM ALTER

Die Effekte des IGF-1-/IGF-1R-Signalwegs hinsichtlich der kardialen Alterung sind
trotz  intensiver  Forschung im Bereich  der  Herzalterung und
Herzinsuffizienzentstehung noch immer unvollstandig geklart und sogar umstritten.
Transgene Mause mit einer IGF-1-Uberexpression in Kardiomyozyten zeigten in
Experimenten einen signifikanten Anstieg des systemischen IGF-1-Spiegels um
80%. Unter diesem erhdhten [|IGF-1-Plasmaspiegel prasentierten sich
hypertrophierte Herzen mit einer normalen Herzfunktion. Die Zunahme der
HerzgrélRe wurde hierbei durch zellulare Hyperplasie hervorgerufen. (Reiss et al.,
1996) Ein anderes Mausmodell, unter Verwendung des a-Skelett-Actin-Promotors
und damit verbundener Transgenexpression in Kardiomyozyten und Myozyten der
Skelettmuskulatur, zeigte keine erhohten |GF-1-Serumspiegel. In jungen
Mauseherzen zeigte sich zunachst eine physiologische kardiale Hypertrophie mit
verbesserter systolischer Funktion, welche jedoch in alten Mauseherzen
zunehmend in den Zustand einer pathologischen Hypertrophie mit reduzierter
systolischer Funktion und gesteigerter interstitieller Fibrose Uberging. (Delaughter
et al., 1999) In einer weiteren experimentellen Studie wurde eine Uberexpression
von humanem IGF-1R in Kardiomyozyten induziert. Hierdurch kam es ebenfalls zu
einer physiologischen kardialen Hypertrophie, welche, im Gegensatz zur
Arbeitsgruppe von Reiss et al., nicht durch Zellhypertrophie, sondern durch
Hyperplasie hervorgerufen wurde. In diesen Kardiomyozyten zeigten sich keine
Anzeichen von histopathologischen Veranderungen und eine verbesserte
systolische Herzfunktion, welche sich ebenfalls im zunehmenden Alter der Mause
und auch im direkten Vergleich mit gleichaltrigen Kontrolltieren zeigte. In diesen
Mauskardiomyozyten wurde eine signifikant erhohte Aktivitat von PI3K und Akt
nachgewiesen, welche einen Bestandteil des IGF-1/IGF-1R-Signalwegs und einen
moglichen Regulationsmechanismus darstellen. (McMullen et al., 2003)
Einhergehend mit der altersbedingten Abnahme der mRNA-Expression von
Wachstumshormon, nimmt mit zunehmendem Alter physiologisch auch der IGF-1-
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Serumspiegel ab (Crew et al., 1987; Leifke et al., 2000). Interessanterweise nimmt
die myokardiale Expression von IGF-1R in gealterten Herzen jedoch zu, wahrend
systemische IGF-1- und lokale IGF-1R-Spiegel in anderen Geweben bei Mausen
mit zunehmendem Alter abnehmen. Vermutet wird ein kompensatorischer
Mechanismus durch eine Induktion der IGF-1R-Expression in alternden
Kardiomyozyten, welcher die altersbedingten Umbauprozesse (Remodeling) im
Herzen fordert. (Ock et al, 2015) Neuere Studien zeigen, dass dieses
altersassoziierte Remodeling mit der Entwicklung einer diastolischen
Funktionsstorung einhergeht, wohingegen die systolische Funktion nahezu erhalten
bleibt (Dai et al., 2012). Eine Unterbrechung der IGF-1R-Signaltransduktion
verlangsamte diesen Alterungsprozesse in Kardiomyozyten und zeigte eine
verminderte Fibrosierung und eine abgeschwachte Hypertrophie des Myokards im
Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyp-Mausen (Ock et al., 2015) Sehr alte Mause (105-
130 Wochen) mit einer IGF-1R-Deletion zeigten trotz altersbedingter Hypertrophie
eine erhaltene Kontraktilitat und fraktionelle Verkurzung, jedoch keine Unterschiede
in Uberlebensraten und Herzstruktur (Ock et al., 2015) Friihere Studien an anderen
Tierspezies haben zudem gezeigt, dass eine Reduktion der IGF-1-
Signaltransduktion mit einer Lebensverlangerung assoziiert ist (Brown-Borg, 1996;
Kimura et al., 1997; Clancy et al., 2001). Im Mausmodell konnte mit einer
Uberexpression des Klotho-Gens, wodurch die Tyrosinphosphorylierung von IR und
IGF-1R gehemmt wurde, eine verlangerte Lebensspanne von Mausen erzielt
werden (Kurosu, 2005). Mause mit einer heterozygoten |IGF-1R-Ausschaltung
lebten 33% langer als die Kontrolltiere (Holzenberger et al., 2002; Xu et al., 2013).
Der IGF-1/IGF-1R/Akt-Signalweg wurde als wesentlicher Regulator der
Kardiomyozytenalterung identifiziert und neuere experimentelle Erkenntnisse
sprechen dafur, dass physiologische |IGF-1R-Signale die Alterung von
Kardiomyozyten fordern und eine |IGF-1R-Deletion eine strukturelle
Verschlechterung im gealterten Herzen verhindert (Ock et al., 2015).

Dem gegenuber stehen die Ergebnisse einer frUheren Studie, welche zeigte, dass
die Aktivierung des IGF-1R-Signalwegs flr eine erhaltene Herzfunktion im alternden
Herzen notwendig ist, da die Herzmuskelrelaxation in alten Mausen mit einer
kardialen Inaktivierung des IGF-1R reduziert ist (Moellendorf et al., 2012). Weiterhin
zeigte eine kardiomyozytenspezifische Uberexpression von IGF-1, bei
altersentsprechendem |IGF-1R-Expressionsmuster, eine verbesserte diastolische
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Funktion, welche auf eine erhaltene Ca?*-Wiederaufnahme ins SR zuriickzufiihren
ist. Eine verminderte Abnahme des SERCAZ2a-Expressionsniveaus wurde hierbei
als Mechanismus verantwortlich gemacht. (Li et al., 2006)

Eine Analogie der genannten positiven Effekte einer Abschwachung der IGF-1R-
Signaltransduktion hinsichtlich kardiovaskularer Erkrankungen im menschlichen
Organismus lieR sich in Humanstudien nicht eindeutig zeigen. Assoziationen
zwischen kardiovaskularen Erkrankungen, kardiovaskular bedingter Mortalitat und
IGF-1-Spiegeln bleiben beim Menschen ungeklart. (Milman et al, 2014)
Humanstudien zeigten, dass hohere zirkulierende IGF-1-Spiegel mit einem hoheren
Risiko fur die Entwicklung einer kongestiven Herzinsuffizienz assoziiert sind, wobei
diese Ergebnisse nicht durch alle Studien unterstitzt werden konnten (Andreassen
et al., 2009; Vasan et al., 2003). In Bevdlkerungsstudien konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass Menschen mit einem niedrigen zirkulierenden IGF-1-Spiegel
ein um 1,5-2,5-fach erhohtes Risiko fur kardiovaskulare Mortalitat aufweisen (Juul
et al., 2002; Laughlin et al., 2004; Friedrich et al., 2009; Svensson et al., 2012). Die
NHANES |lI-Studie hingegen zeigte keine signifikante Korrelation zwischen
kardiovaskularer Mortalitat und IGF-1-Spiegeln (Saydah et al., 2007).

Dem gegenuber stehen die Ergebnisse groler epidemiologischer Studien
(Rotterdam-Studie & Framingham-Studie) in welchen beobachtet wurde, dass der
Plasma-IGF-1-Spiegel negativ mit dem Risiko der Herzinsuffizienzentstehung
korreliert. So ist ein niedriger zirkulierender IGF-1-Spiegel mit einem hoheren Risiko
fur die Entstehung einer koronaren Herzkrankheit assoziiert und zeigte bei alteren
Patienten und Patientinnen ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer
kongestiven Herzinsuffizienz (Spallarossa et al., 1996; Vasan et al., 2003).
Interessanterweise konnte jedoch auch gezeigt werden, dass sowohl hohe als auch
niedrige zirkulierende IGF-1-Spiegel mit einem erhdhten Risiko fur kardiovaskulare
Mortalitdt assoziiert sind. (van Bunderen et al., 2010) Verschiedene Studien
konnten zeigen, dass die Aktivitdt der GH/IGF-1-Signalachse auch in alternden
Menschen und Labortieren reduziert war und dass verminderte IGF-1-
Plasmaspiegel mit einer Verschlechterung der kardiovaskularen Funktion und
einem Fortschreiten von Herzkreislauferkrankungen korrelierten. (Troncoso et al.,
2013)

Die im Alter beschriebene Uberexpression von IGF-1R, jedoch nicht von IGF-1,

konnte einen Kompensationsmechanismus darstellen, welcher das altersbedingte
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kardiale Remodeling fordert und Erscheinungen wie linksventrikulare Hypertrophie,
diastolische Dysfunktion, interstitielle Fibrose und eine eingeschrankte chronotrope
Kompetenz bedingt. (Fontana et al., 2012; Roof et al., 2015).

1.6. HYPOTHESE DER DIPLOMARBEIT

Im Alter zeigt sich eine erhohte Aktivitat des IGF-1R-Signalwegs in Kardiomyozyten,
welcher bei einer systemischen Abnahme des zirkulierenden IGF-1-Spiegels, durch
eine erhohte myokardiale Expression des |GF-1-Rezeptors induziert wird. Diese
erhohte Aktivitat ist mit einem kardialen Alterungsprozess und einer Abnahme der
myokardialen Funktionen assoziiert. (Abdellatif et al., 2022) In dieser Arbeit wurden
die Auswirkungen einer chronischen Aktivierung des [IGF-1R-Signalwegs
hinsichtlich der Kontraktilitat und der Calcium-Homobostase untersucht. Hierbei
wurde die Hypothese Uberpruft, dass eine chronische Aktivierung des IGF-1R-
Signalwegs gegensatzliche Effekte auf die Funktion von Kardiomyozyten hat und
dass diese Effekte der IGF-1-Signalgebung durch das Alter bestimmt werden. Es
wurde erwartet, dass eine chronische Verstarkung des IGF-1R-Signalwegs positive
Effekte auf die Funktion junger Kardiomyozyten besitzt, wahrend sie in alten
Kardiomyozyten negative Effekte und eine Abnahme der myokardialen Funktionen
bedingt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MAUSE

In dieser Diplomarbeit wurden genetisch veranderte mannliche Mause (FVB/N
Stamm) mit einer Uberexpression des IGF-1-Rezeptors in Kardiomyozyten (IGF-
1R*") verwendet, wahrend deren Wildtypen (WT, Wurfgeschwister) zur Kontrolle
dienten. Diese Mause wurden den Experimenten in zwei Lebensphasen
unterzogen: junge Mause wurden in einem Alter von 3-6 Monaten fur die Versuche

freigegeben, alte Mause in einem Alter von 18-20 Monaten.

2.2. LOSUNGEN

Die Durchfuhrung der Experimente beruhte zunachst auf dem Erstellen von
Losungen. Die zur Herstellung der Perfusionslosung verwendeten Reagenzien,
welche als Basis fur alle weiteren Losungen diente, sind der Tabelle 1 zu
entnehmen. Nach Abwiegen und Einfullen in einen 1 Liter Standzylinder wurden die
Reagenzien in 900 ml destilliertem Wasser gelost. Anschliefend wurde der pH-Wert
mit 5 M NaOH auf 7,4 bei Raumtemperatur eingestellt, was einem pH-Wert von 7,2
bei 37°C entspricht. Nach korrekter Einstellung des pH-Wertes wurde die Losung
mit destilliertem Wasser auf 1000 ml aufgefullt und steril gefiltert.

Tabelle 1: Reagenzien fiir die Herstellung der Perfusionslésung

Reagenz Hersteller ~ Kat. Nr. Mol-Gewicht  Endkonzentration Gewicht
[g/mol] [mM] fur 1L [g]
NaCl Roth 3957.1 58,44 135 7,889
KCI Roth P017.1 74,56 4,7 0,350
KH2PO4 Roth P018.1 136,09 0,6 0,082
HNa2PO4 dibasic ~ Merck S0876 141,96 0,6 0,085
MgSO4*7H20 Roth P037.1 246,48 1,2 0,296
HEPES Roth 6763.1 238,31 10 2,383
Taurin Merck T0625 125,15 30 3,755

Anschlielend wurde am Tag der Isolation zur Herstellung des Perfusionspuffers
noch 2,3-Butandion-2-monoxim (BDM) und Glukose geldst (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Reagenzien fiir die Herstellung des Perfusionspuffers

Reagenz Hersteller Kat. Nr. Mol-Gewicht ~ Endkonzentration Gewicht
[g/mol] [mM] fur 1L [g]
Perfusionslosung Siehe
oben
2,3-Butanedion-2-  Merck B0753 101,1 10 0,337
monoxim
Glukose Merck 50-99-7 180,16 10 0,6

Fur die Herstellung der Kanulierungslosung wurden 150 ml des Perfusionspuffers
entnommen und darin 150 ul Calciumchlorid (Stammlésung 1M) geldst (Tabelle 3).

Tabelle 3: Reagenzien zur Herstellung der Kaniilierungslésung

Reagenz Hersteller Kat. Nr. gegebene C  Endkonzentration Volumen
Perfusionspuffer  Siehe oben 150 ml
CaCl, Fluka 21115 1™ 1mM 150 pl

Aus dem hergestellten Perfusionspuffer wurden weitere Losungen hergestellt.
Hierzu mussten jeweils eine 100 mM und eine 10 mM CaClz-Losung hergestellt
werden. Ein groRes Falcon-Tube wurde fur die Herstellung der Kardiomyozyten-
Verdauungslésung verwendet (Tabelle 4). Die Enzyme wurden langsam, auf Eis
liegend, aufgetaut und erst kurz vor dem Perfusionsstart mit der Kardiomyozyten-
Verdauungslosung in das Langendorff-System hinzugegeben.

Tabelle 4: Reagenzien zur Herstellung der Kardiomyozyten-Verdauungslésung

Reagenz Hersteller Kat. Nr. gegebene C  Endkonzentration Volumen
Perfusionspuffer Siehe oben 20 ml
Liberase ~ TM Roche 05401127001 5 mg/ml 300 pl
Research Grade

Trypsin GIBCO 15090-046 10x2,5% 111 ul
1/100 CaCly Siehe oben 10 mM 12,5 uM 25
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Aus dem Perfusionspuffer wurden ebenfalls die Stopplésungen 1 (Tabelle 5) und 2
(Tabelle 6) hergestellt.

Tabelle 5: Reagenzien zur Herstellung der Stopplésung 1

Reagenz Hersteller Kat. Nr. gegebene C  Endkonzentration Volumen
Perfusionspuffer Siehe oben 2,25 ml
BCS 0,25 ml
1/100 CaClz Siehe oben 10 mM 12,5 uM 3,125 pl

Tabelle 6: Reagenzien zur Herstellung der Stopplésung 2

Reagenz Hersteller Kat. Nr. gegebene C  Endkonzentration Volumen
Perfusionspuffer  Siehe oben 19 ml
BCS 1 ml
1/100 CaClz Siehe oben 10 mM 12,5 uM 25

Die Stopplosung 2 diente als Basis fur die Herstellung der einzelnen Calcium-
Aufbaulésungen mit verschiedenen Calcium-Konzentrationen: 0,125, 0,25 und 0,5
mM (Tabelle 7).

Tabelle 7: Reagenzien zur Herstellung der Calcium-Aufbaustufen

Calcium-Aufbaustufe ~ Volumen Endkonzentration Volumen von 100 mM
Stopplésung 2 [ml] CaCly [mM] CaCla [ul]

1 8 0,125 10

2 4 0,25 10

3 8 0,5 40

Anschlief3end erfolgte die Herstellung der Normal-Tyrode-Lésung (Tabelle 8) und
der pH-Wert mit 5M NaOH auf 7,4 bei Raumtemperatur eingestellt und steril
gefiltert. Die Glukose wurde der Stammlosung erst bei der jeweiligen
Versuchsdurchfuhrung beigefugt.
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Tabelle 8: Reagenzien zur Herstellung der Normal-Tyrode-Lésung

Reagenz Hersteller Kat. Nr. Mol-Gewicht Endkonzentration ~Gewicht
[g/mol]/C [mM] fur1L[g]
NaCl Roth 3957.1 58,44 140 8,182
KCI Roth P017.1 74,56 4 0,298
MgCl2*6H20 Roth HNO03.2 203,3 1 0,203
HEPES Roth 6763.1 238,31 10 2,383
CaClz Fluka 21115 110,98 1 1ml

(Stammldsung 1M)

Glukose Merck 50-99-7 180,16 5 0,3 fiir 333 ml
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2.3. ZELLISOLATION
2.3.1. HERZENTNAHME UND KANULIERUNG

Fir die Herzentnahme und Praparation bendtigt man chirurgisches Besteck,

welches aus folgenden Instrumenten besteht:

Abbildung 6: Verwendetes Sezierbesteck. 1: Hautschere; 2: anatomische Pinzette; 3:

Anatomische Pinzette
Chirurgische Pinzette
Hautschere

Spatel

Nadeln zur Fixation

Styropor-Unterlage

Stereomikroskop

2 kleine Pinzetten

Chirurgischer Faden SERAFLEX USP 5/0
Mikroschere (Dissektionsschere)

Gefall mit geklhlter Kanullierungslésung
Petrischale mit Kanulierungslosung

1 ml Spritze

Kanule mit Kerbe

chirurgische Pinzette; 4: Spatel; 5: Mikroschere; 6: Nadeln zur Fixation; 7: Kanile mit Kerbe; 8:
Styropor-Unterlage

Vor der Kanulierung mussten die Versuchstiere heparinisiert werden, um unter

anderem eine Thrombenbildung in den Koronargefalen, mit eingeschrankter
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Perfusion der Enzyml6sungen zu verhindern. Hierzu wurden 100 pl Heparin in 900
pl 0,9% NaCl geldst und in einer 1 ml Spritze aufgezogen. Das Versuchstier wurde
vor der Heparinisierung mittels Isoflurannarkose (5% lIsofluran, 95% O>) in einer
Induktionsbox sediert. Nach der intraperitonealen Injektion von 100 ul (= 50 IE)
Heparinlosung erwachte die Maus aus der Narkose und wurde fur 15 Minuten in
den Kafig gesetzt, um die Heparinwirkung zu erreichen. Ein weiterer wichtiger Punkt
der Vorbereitung war das Entluften der mit Kanulierungslosung befullten Spritze,
welche zum perfundieren der Koronargefale vorgesehen war. Diese Spritze
musste komplett entluftet werden, um Luftembolien der Koronargefalle
vorzubeugen, welche eine enzymatische Verdauung unmoglich gemacht hatten.

FUr den Beginn der Herzentnahme wurde das Versuchstier erneut und tief mit
Isofluran (5% Isofluran, 95% O3) sediert, auf die Styropor-Unterlage gelegt und mit
einem Genickbruch getotet. Die Extremitaten wurden an der Unterlage befestigt,
um den Thorax bestmdglich darzustellen. Mit der chirurgischen Pinzette wurde das
Fell ungefahr auf Hohe des Sternums angehoben und es erfolgte ein medianer
Schnitt mit der Schere, wodurch ein freiliegendes, annahernd ovales Fenster Uber
dem Thorax entstand. Mit der gleichen Pinzette wurde dann der kndécherne Thorax
am unteren Rand angehoben und das Diaphragma durch Er6ffnen des kranialen
Abdomens dargestellt. Dieses wurde von der unteren ventralen Thoraxapertur
abgesetzt und es erfolgte beidseitig jeweils ein Schnitt in der Axillarlinie durch die
Rippen. Das so entstandene Thoraxschild konnte nun mobilisiert werden und wurde
nach kranial umgeklappt und mit einer weiteren Kanule fixiert, um die Thoraxorgane
darzustellen. Es folgte die topographische Orientierung im Thorax. Hierbei war vor
allem bei jungen Mausen auf den haufig noch stark ausgepragten Thymus zu
achten, welcher bis auf die Herzbasis ragen konnte. Mit der anatomischen Pinzette
galt es, das Herz mdoglichst zugig freizulegen und von Perikard und anderen
Strukturen zu befreien. Im Anschluss wurde das Herz im Bereich der Aorta
ascendens angehoben und die Aorta mit einer Schere unterhalb der Pinzette
abgesetzt. Hierbei war darauf zu achten, dass die Aorta nicht zu weit proximal
abgesetzt wird, da dies die Kanulierung deutlich erschwerte. Das entnommene Herz
wurde in die eisgekuhlte Kanulierungslosung transferiert, gegeben und mit dem
Spatel vorsichtig umgeruhrt, um mechanisch die mit Blut geflllten Ventrikel zu
leeren und andere am Herz verbliebene Gewebe wie Thymus oder Lunge vom

Herzen zu trennen. Anschliel3end wurde das Herz mit dem Spatel vorsichtig aus
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dem Becherglas in die mit Kanulierungslésung gefilite Petrischale gegeben. Mit
den beiden Feinpinzetten wurde das Herz vor der Kanlle fixiert und der
Aortenstumpf zwischen den Atrien aufgesucht. Vorsichtig wurde die Aorta mit den
Pinzetten erfasst und Uber die Kantle gezogen, sodass ihr distales Ende proximal
der Nadeleinkerbung zu liegen kam. Die Fixierung der Aorta an der Kanule erfolgte
mit chirurgischem Faden. Dieser wurde schon vorher auf die Kanile gezogen und
musste nun ans Kanilenende und Uber die Aorta gelegt werden. Uber der

Einkerbung wurde der Faden zum ersten Mal festgezogen.

Abbildung 7: Aufsuchen der Aorta und deren Kaniilierung (A) und Fixierung der Aorta
an der Kaniileneinkerbung mit chirurgischem Faden (B) (Video Tutorials: Murine
Cardiomyocyte Isolation, 2022)

Es erfolgte eine retrograde Perfusion mit der in der Spritze befindlichen
Kanulierungslésung um das Herz und die Koronargefalde von Blut zu befreien. Bei
richtiger Lage sah man sofort eine Abblassung der Koronargefal’e, sowie der
Ventrikel.

Abbildung 8: Zustand der KoronargefaBe vor retrograder Perfusion mit
Kaniilierungslosung (A) und Abblassen der KoronargefaBe bei retrograder Perfusion
mit Kaniilierungslosung (B) (Video Tutorials: Murine Cardiomyocyte Isolation, 2022)
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Zur Sicherung der Aorta wurde ein chirurgischer Knoten angelegt, die
Uberstehenden Fadenenden abgeschnitten und das Herz mit der
Kanulierungslosung weiter vorsichtig gespult. Im Anschluss wurde die Kantle mit
dem Herz von der Spritze entfernt und an das Langendorff-System montiert
(Abbildung 9 und 10).

2.3.2. ENZYMATISCHE VERDAUUNG AM LANGENDORFF-SYSTEM
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau des Langendorff-Systems

Das System besteht aus zwei Glasbehaltern, in welche jeweils Perfusionspuffer und
Myozytenverdauungslésung gegeben werden. Beide Gefalle werden Uber jeweils einen Schlauch
Uber einen Drei-Wege-Hahn zusammengefiihrt. Von diesem geht eine weitere Leitung ab, welche
Uber eine Peristaltikpumpe in eine Blasenfalle fiihrt. Anschlief’end an die Blasenfalle befindet sich
ein Konnektor zum Anbringen der Kaniile mit dem extrahierten Herz. Beide Glasbehélter, sowie die
Blasenfalle sind doppelwandig aufgebaut und an einen externen Wasserkreislauf angeschlossen,
Uber welchen die Lésungen durch warmes, zirkulierendes Wasser erwarmt werden konnen.
Ubernommen von Li et al., 2020.

Das am Langendorff-System (Abbildung 9 und 10) angeschlossene Wasserbad
wurde eingeschaltet und auf 39,5°C eingestellt um die Perfusionslosung bis zum
Eintritt in das kanulierte Herz auf eine Temperatur von 37°C zu erwarmen Die weiter
oben befindlichen Behalter wurden schon vor der Herzentnahme mit den jeweiligen

Losungen beflllt. Bei der Kardiomyozyten-Verdauungslosung war darauf zu achten,
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dass die Enzyme, Liberase und Trypsin, erst kurz vor dem Perfusionsstart mit der
Kardiomyozyten-Verdauungslosung hinzugegeben wurden. Die angeschlossene
Rollpumpe wurde gestartet und eine Perfusionsrate von 2 ml/Min eingestellt. Der
Anschluss des kanulierten Herzens an das Langendorff-System erfolgte bei
laufender Rollpumpe mit einer Laufrate von 2 ml/Min. Mit Perfusionspuffer wurde
das Herz fur insgesamt 1,5 Minuten perfundiert. In dieser Zeit wurden die vorher
aufgetauten Enzyme, Liberase und Trypsin, zu der Kardiomyozyten-
Verdauungslosung hinzugegeben. Nach 1,5 Minuten wurde der Fluss am
Dreiwegehahn umgestellt, so dass nun die Kardiomyozyten-Verdauungslosung das
Herz fur eine Dauer von 7,5 Minuten perfundierte, um durch eine enzymatische
Verdauung der Extrazellularmatrix einzelne Kardiomyozyten aus ihrem Zellverband
zu isolieren. Nach vollstandig durchgefuhrter Perfusion mit der Enzymlosung wurde
das Herz ungefahr an der AV-Ebene abgesetzt, um ventrikulare Kardiomyozyten zu
erhalten. Das Herz wurde in Stopplosung 1 transferiert und mit einer Mikoschere in
kleine Gewebestlcke zerteilt. Anschliel’iend wurde die Dissziation und Suspension
der Zellen mechanisch durchgefuhrt, indem die Gewebestlucke in der Stopplosung
2 in Pasteur-Pipetten mit unterschiedlich groRen Offnungen wiederholt aspiriert
wurden. Hierdurch wurden die Zellen, zusatzlich zur Enzymverdauung, aus ihren
Zellverbanden geldst und mit einem 200 pm Nylon-Maschenfilter von unverdautem
Herzgewebe getrennt. Nach Verwendung der dritten Pasteur-Pipette mit dem
kleinsten Offnungslumen wurde die aspirierte Lésung in das im Eppendorf-Tube
befindliche Mesh gegeben. Nach Uberwindung der Oberflachenspannung
sammelte sich die Zellsuspension im Eppendorf-Tube. Zusatzlich konnte man das
Mesh noch etwas komprimieren, um die restlichen Zellen zu erhalten. Das Mesh
wurde im Anschluss mitsamt dem verdauten, organischen Material entsorgt. Das
Eppendorf-Tube mit der Zellsuspension wurde fur 10 Minuten stehen gelassen,
damit sich die Zellen am Grund absetzen konnten. So entstand nach dieser
Wartezeit ein Pellet, welches eine erste morphologische Beurteilung zulie. So
waren hier vor allem GroRe und Farbe maligeblich, um die durchgeflhrte
enzymatische Verdauung zu beurteilen. Die GroRe war nicht ausschlaggebend fur
die Qualitéat der Zellen, da diese u.a. auch von dem Alter der Maus abhing. Alte
Mause, mit deutlich grolReren Herzen, brachten im Allgemeinen auch grof3ere
Pellets hervor. Dem hingegen war jedoch die Farbe des Pellet ein Indikator fur die
Zellqualitat in der Suspension. Sehr helle, fast weil3 wirkende Pellets, oder helle
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Auflagerungen auf dem restlichen Pellet sprachen hier meist fiir einen sehr grof3en
Anteil an morphologisch beschadigten Zellen. Diese setzten sich an dem Pellet

meist oben ab.

S

Abbildung 10: Aufbau und Bestandteile des Langendorff-Systems. 1: Wasserbad; 2:
Temperaturregler; 3: Perfusionspuffer; 4: Kardioyozyten-Verdauungslésung; 5: Blasenfalle; 6:
Warmekammer; 7: Peristaltikpumpe

2.3.3. CALCIUM-AUFBAU

Nach dem Absetzen der Kardiomyozyten wurde der Uberstand der Stopplésung 1
abpipettiert, 125 yM Calcium-Aufbaulosung hinzugegeben und das Eppendorf-
Tube so fir 10 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend wurde der Uberstand
entfernt und die nachsthdhere Calcium-Aufbaustufe (250 uM) hinzugegeben. Nach
jeweils 10 Minuten Inkubationszeit und der letzten Calcium-Aufbaulésung (500 pM)
wurde der Uberstand wieder entfernt und die Normal-Tyrode-Lésung zu den

Kardiomyozyten gegeben.

31



2.4. FARBUNG MIT FURA-2/AM

Der ratiometrische Calcium-empfindliche Farbstoff FURA-2/AM (50 p g) wurde in
50 pl Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck) gelést, um eine 1 mM Stamml&sung
herzustellen, welche aliquotiert und anschliel3end bis zur Verwendung bei -20°C
gelagert wurde. Kardiomyozyten wurde mit 1 yM FURA-2/AM fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden die
Kontrollzellen schon unter dem Mikroskop angeschaut, um eine erste Einschatzung
der Zellqualitat zu erhalten. Nach 20 Minuten wurde nicht aufgenommenes FURA-
2/AM mit Normal-Tyrode-L6sung ausgewaschen und FURA-2/AM-beladene und
nicht spontan kontrahierende Kardiomyozyten fur die Messung verwendet.
FURA-2/AM ist ein Acetoxymethylester-Derivat von Fura-2, das lipophil und
zellmembrandurchlassig ist, was eine Diffusion des Farbstoffes in die Zellen
ermoglicht. Die intrazellularen Esterasen spalten das Acetoxymethylester von
FURA-2/AM, wodurch der Farbstoff in den Zellen erhalten bleibt. FURA-2/AM wird
mit einer Lichtwellenlange von 340 nm und 380 nm angeregt. Je nach
Calciumbindungszustand und intrazellularen Ca?*-Konzentrationen verschiebt sich
das Maximum der Fluoreszenzabsorption von 3-facher Erhohung der Absorption
bei 340 nm im calciumgesattigten Zustand zu 10-facher Reduktion der Absorption
bei einer Erregungswellenlange von 380 nm von einer Erregungswellenlange im
calciumfreien Zustand. Das Maximum der Fluoreszenzemission (>505 nm)
verandert sich nur gering im calciumgesattigten und calciumfreien Zustand. Nach
Anregung mit entsprechenden Lichtwellenlangen wird das Verhaltnis der jeweiligen
Fluoreszenzintensitaten verwendet (Fz40/F3g0 Ratio). (Fluorescence Excitation and
Emission Fundamentals, o.D). Die Differenz zwischen Erregungs- und
Emissionswellenlange wird als Stokes-Verschiebung bezeichnet. Diese basiert auf
einem Energieverlust zwischen Absorption und Emission. Ein Teil der eintreffenden
Energie der Photonen wird in Schwingungsenergie bzw. Warme umgewandelt, das
emittierte Licht hat somit eine niedrigere Energiedichte und folglich eine grolRere
Wellenlange. Die ratiometrische Eigenschaft von FURA-2/AM umgeht die
ungleichmafige Farbstoffverteilung aufgrund der intraorganellen
Kompartimentierung und minimiert den Fluoreszenzverlust, bedingt durch die
photochemische Zerstorung der Fluorophor-Molekule durch das Anregungslicht
(Photobleichung) (Fluorescence Excitation and Emission Fundamentals, o. D).
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2.5. MIKROSKOP, FLUORESZENZ- UND KONTRAKTIONSMESSUNGEN

Abbildung 11: Mikroskop, Aufbau des Setups zur Messung von Calcium-Transienten
und Kontraktilitat. 1: Feldstimulator; 2: Fluorescence System Interface; 3: Cell Framing Adapter;
4: Nikon Eclipse Ti2; 5: Perfusionskammer; 6: Lichtquelle; 7: Normal-Tyrode-L6sung; 8:
Peristaltikpumpe

Die Messungen der isolierten Kardiomyozyten erfolgten mithilfe eines Nikon Eclipse
Ti2 Epifluoreszenzmikroskops, an welches eine Lichtquelle (HyperSwitch Light
Source, lonOptix) angeschlossen wurde. Hinzu kamen ein Cell Framing Adapter,
welches fur die Darstellung einzelner Kardiomyozyten noétig war, eine Myo-Cam zur
Darstellung der Kontraktionen der einzelnen Zellen, sowie ein Fluorescence System
Interface. Weitere Bestandteile des Setups waren eine Perfusionskammer, ein
Feldstimulator, die Software lonWizard (Version 7.2 revision 2; alles von lonOptix
Irland). Kardiomyozyten wurden mittels Feldstimulator mit einer Frequenz von 1 Hz
elektrisch stimuliert. Unter Stimulation wurde nun eine Zelle ausgewahlt, die
morphologisch (z.B. quergestreift) und funktionell (z.B. nicht spontan kontrahierend)
intakt war. Die Zellen wurden jeweils fur 120 Sekunden mit 1 Hz, 2 Hz, 3 Hz und 4
Hz stimuliert. Nach der 4 Hz-Stimulation erfolgte erneut eine Stimulation mit 1 Hz

fur 120 Sekunden bis zum Erreichen eines Steady-State.
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Abbildung 12: Schematische Ubersicht der experimentellen Arbeitsschritte.

(erstellt mit Biorender; https://app.biorender.com)

2.6. DATENANALYSE

Nach Abschluss aller Experimente und Messungen erfolgte die Auswertung der
gemessenen Daten mithilfe der lonOptix-Software. Bei den zunachst dargestellten
Base Traces wurde auf der Zeitachse ein Intervall von ca. 30 Sekunden ausgewahlt.
Dieser gewahlte Rahmen sollte fur die Analyse der einzelnen Frequenzen stets
gleichbleiben und fur die Analyse der nachsten Frequenzstufe nur auf der Zeitachse
verschoben werden. Bei dem zu analysierenden Intervall war darauf zu achten,
dass die Amplituden sowohl bei der Sarkomerverkurzung als auch bei den Calcium-
Transienten moglichst gleich blieben und die Analyse in Intervallen mit Steady-State
erfolgte. Jegliches Signalartefakt im Steady-State konnten mithilfe der Software
exkludiert und aus der Analyse entfernt werden. Das Programm errechnete aus den
einzelnen Amplituden Mittelwerte einzelner Parameter und modellierte so eine
gemittelte Kurve fur jede Frequenz, sowohl fur die Sarkomerverkurzung als auch fur
die Calcium-Transienten. Alle Analyseschritte erfolgten ,verblindet®. Die
Entblindung erfolgte wie weiters beschrieben. Die ermittelten Daten wurden
chronologisch gespeichert und in einer Excel-Datei zusammengefugt. Hierbei
wurden die Messzeitpunkte abgeglichen und es erfolgte eine Entblindung der
Daten. Die entsprechenden Gruppen IGF-Y, IGF-O, WT-Y und WT-O wurden in der
Excel-Datei erganzt. Im nachsten Schritt wurde ein weiteres Blatt in der Excel-Datei

angelegt, in welchem die Werte der einzelnen Frequenzen zusammengetragen
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wurden. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung von Aufreillern mithilfe der 1,5-
Interquartilbereich-Regel und des Standardfehlers (SEM). Der limitierende Faktor
waren  hierbei die Baseline-Fluoreszenzwerte  aullerhalb des 1,5-
Interquartilbereichs (oberhalb des oberen Quartils, Q3 oder unterhalb des unteren

Quartils, Q1). Diese Zellen wurden nicht in die Auswertung einbezogen.

1Hz 3 Hz

IGE,Y IGF,0 wr,y wr,0 IGE,Y IGF,0 wr,y wr,0
Q1 0,691 0,694 0,729 0,742 0,798 0,796 0,801 0,864
Q3 0,873 0,850 0,919 0,939 0,957 1,012 1,013 1,048
IQR 0,182 0,156 0,190 0,197 0,159 0,216 0,212 0,185
1,5*IQR rule outlier low 0,418 0,460 0,444 0,447 0,560 0,472 0,483 0,587
outlier high 1,146 1,084 1,204 1,235 1,196 1,336 1,331 1,325

2 Hz

IGE,Y IGF,0 wr,y wr,0 IGF,Y IGF,0 wrT,y wrt,0
Q1 0,731 0,731 0,769 0,796 0,855 0,813 0,836 0,887
Q3 0,923 0,928 0,984 0,983 1,004 1,068 1,093 1,104
IQR 0,192 0,197 0,215 0,188 0,149 0,255 0,257 0,217
1,5*IQR rule outlier low 0,443 0,436 0,447 0,514 0,631 0,431 0,451 0,561
outlier high 1,211 1,224 1,307 1,264 1,228 1,451 1,479 1,430

Abbildung 13: Identifikation von AuBreiBern mithilfe der 1,5-Interquartilbereich-Regel
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Abblldung 14: Belsplel TranSIentenanaIyse

Im oberen Graphen der Abbildung ist die Sarkomerverkiirzung einer ausgewahlten Zelle bei einer
Frequenz von 1 Hz Uber die Zeit dargestellt. Der untere Graph zeigt die gemessenen Fluoreszenz-
Signale als F340/380 Fura-2/AM Ratio.

Abbildung 15: Beispiel Kurvenmodell

Die obere Abbildung zeigt die gemittelten Transienten der Sarkomerlange der Zellen lber die Zeit.
Die untere Abbildung zeigt die gemittelten Transienten der gemessenen Fluoreszenz-Signale als F340/380 Fura-2/AM
Ratio.
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2.7. GRAPHISCHE DARSTELLUNG UND STATISTISCHE ANALYSE

Nach lIdentifikation und Elimination der Ausreil’er wurden die Mittelwerte der
einzelnen Frequenzen in das Programm GraphPadPrism 8.4.0 ubertragen und
Daten mittels einer 1-Wege-ANOVA- und einer 2-Wege-ANOVA analysiert.

Far die 1-Wege-ANOVA wurde eine Gaul¥’sche Normalverteilung angenommen.
Gleiche Standardabweichungen wurden nicht angenommen, weshalb der Brown-
Forsythe und Welch-ANOVA-Test durchgefuhrt wurden. Im Mehrvergleichstest
wurde nicht fur multiple Vergleiche korrigiert. Hier wurde der ungepaarte T-Test und
die Welch-Korrektur verwendet. Die Signifikanz wurde mit p < 0,05 festgelegt und
das Confidence-Intervall mit 95% angegeben.

Fiar die eine 2-Wege-ANOVA wurde keine Spharizitat (gleiche Variabilitat der
Unterschiede) der Werte angenommen. Es wurde eine Geisser-Greenhouse-
Korrektur verwendet. Fur den Fall, dass wahrend der Analyse keine fehlenden
Werte auftraten, wurde das ANOVA-Modell verwendet, bei fehlenden Werten wurde
die Option eines mixed-effects-Modells gewahlt. Werte wurden in dem Modell nicht
bertcksichtigt und ein einfacheres System wurde angepasst, wenn sie den Wert
Null oder negative Zahlenwerte annahmen. Der Tukey-Test wurde als
Mehrvergleichstest herangezogen und eine Signifikanz von p<0,05 festgelegt. Das

Confidence-Intervall wurde mit 95% angegeben.
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3. ERGEBNISSE
Diastolische (Baseline) Sarkomerlange und FURA-2/AM Fluoreszenz
IGF1R-O Kardiomyozyten zeigten in allen

Frequenzen die niedrigsten

Sarkomerlangen, welche sich bei hoheren Frequenzen und einer damit
einhergehenden verkirzten Diastole, abermals reduzierten (Abbildung 16A). Diese
Gruppe zeigte im Vergleich zu allen anderen Gruppen signifikante Unterschiede in
der diastolischen Sarkomerlange (IGF1R-Y vs. IGF1R-O, P=0.005; WT-O vs.
IGF1R-O P=0.002). IGF1R-Y Kardiomyozyten zeigten bei 1 Hz und 2 Hz &hnliche
Werte wie WT-Y, hatten jedoch bei 3 und 4 Hz grol3ere Sarkomerlangen, welche
jedoch das Signifikanzniveau nicht erreicht haben. WT-O Kardiomyozyten zeigten
initial die groRte Sarkomerlange, welche bei zunehmender Frequenz vergleichbar
mit den IGF1R-O Zellen abfiel. Signifikante Unterschiede gab es zwischen WT-O
und IGF1R-O Kardiomyozyten in Frequenzen von 1 bis 3 Hz (WT-O vs. IGF1R-O,
1 Hz: P=0.018; 2 Hz: P=0.03; 3 Hz: P=0.024; Abbildung 16A).

Die Fss0/F3g0 Ratio stieg in allen Gruppen mit zunehmender Frequenz. Signifikante
Unterschiede lagen hierbei nicht vor (Abbildung 16B). Im Vergleich einzelner
Gruppen

in einzelnen Frequenzen wurden keine relevanten Signifikanzen

festgestellt.
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Abbildung 16: Diastolische (Baseline) Sarkomerlange und FURA-2/AM Fluoreszenz
(A) Die diastolische (Baseline) Sarkomerlange ist ein pradiktiver Wert fiir die Zellgesundheit und die
Kontraktilitat der Zelle. (B) Die diastolische (Baseline) FURA-2/AM Fluoreszenz stellt indirekt die
diastolische Calcium-Konzentration (nicht-kalibrierte Werte) dar. Dieser Wert wurde vorab fir die
Definition von Ausreildern herangezogen, da Fehl- oder Minderbeladungen der Zellen zu einem
vermehrten Auftreten von Rauscharterfakten gefiihrt hatten.

N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen
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Maximale (systolische) Amplitude der Sarkomerlange und der FURA-2/AM
Fluoreszenz

Ahnlich zu der diastolischen Sarkomerlange zeigten IGF1R-O Zellen die niedrigsten
systolischen Sarkomerlangen, welche bei zunehmender Frequenz weiterhin
abnahmen, zumindest bis zu einer Frequenz von 3 Hz (Abbildung 17A). IGF1R-Y
und WT-Y Kardiomyozyten zeigten, analog zur diastolischen (Baseline)
Sarkomerlange, ahnliche Werte bei Frequenzen von 1 Hz und 2 Hz. WT-O Zellen
hatten bei zunehmender Frequenz annahernd konstant abnehmende
Sarkomerlangen. Analog zu den signifikanten Unterschieden der diastolischen
(Baseline) Sarkomerlangen bestanden auch hier im Vergleich der gleichen Gruppen
signifikante Unterschiede (IGF1R-Y vs. IGF1R-O, P=0.002; IGF1R-O vs. WT-O,
P=0.006). Innerhalb der Frequenzen 1 bis 3 Hz zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen WT-O und IGF1R-O (1 Hz: P<0.001; 2 Hz: P=0.005; 3 Hz:
P=0.015; Abbildung 17A).

Alle Gruppen zeigten bei zunehmender Frequenz einen relativ konstanten Anstieg
der maximalen Amplitude der FURA-2/AM Fluoreszenz (systolische Fz40/F380 Ratio;
Abbildung 17B). Lediglich IGF1R-O Kardiomyozyten zeigten in der 4 Hz Frequenz
eine abnehmende FURA-2/AM Fluoreszenz. IGF1R-Y Zellen zeigten in allen
Frequenzen die kleinste maximale Amplitude der FURA-2/AM Fluoreszenz,
wohingegen WT-Y Mause in allen Frequenzen die hochsten Werte aufwiesen,
welche eine Signifikanz erreicht haben (P=0.049; Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Maximale (systolische) Amplitude der Sarkomerldnge (A) und der
FURA-2/AM Fluoreszenz (B)
N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen
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Relative Verkiirzung der Sarkomerlange und relativer Anstieg der FURA-2/AM
Fluoreszenz

IGF1R-O Kardiomyozyten zeigten von 1 bis 3 Hz die gréfRte relative Verkirzung.
Lediglich bei 4 Hz naherten sich die Werte denen der anderen Gruppen an
(Abbildung 18A). Diese zeigten in allen Frequenzen annahernd ahnliche Verlaufe.
IGF1R-O Zellen zeigten signifikante Unterschiede zu allen anderen Gruppen
(IGF1R-Y vs. IGF1R-O, P=0.008; WT-O vs. IGF1R-O, P=0.05).

WT-O Zellen zeigten hierbei den geringsten relativen Anstieg der FURA-2/AM
Konzentration. Dieser nahm mit steigender Frequenz zu (Abbildung 18B). Die
anderen Gruppen zeigten deutlich hohere Werte, welche bei zunehmender
Frequenz abnahmen, so dass bei einer Frequenz von 4 Hz alle Gruppen annahernd
ahnliche Werte aufwiesen. WT-O Kardiomyozyten zeigten hier signifikante
Unterschiede zu den anderen Gruppen (WT-O vs. IGF1R-O, P=0.027; WT-Y vs.
WT-O; P=0.004; Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Relative Verkiirzung der Sarkomerlange und relativer Anstieg FURA-
2/AM Fluoreszenz

(A) relative Sarkomerverkiirzung von der Baseline bis zur maximalen Amplitude (von der maximalen
diastolischen zur systolischen Sarkomerlénge). (B) Relativer Anstieg der FURA-2AM Fluoreszenz
von der Baseline bis zur maximalen Amplitude (von der diastolischen zur systolischen FURA-2/AM
Fluoreszenz).

N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen

39



Geschwindigkeit der systolischen Sarkomerverkiirzung und des systolischen
FURA-2/AM-Fluoreszenz-Anstiegs

Im Gegensatz zu der WT-O Gruppe, die den Trend zur geringsten Geschwindigkeit
zeigte, welche Uber die Frequenzen deutlich zunahm, waren die
Geschwindigkeitswerte der systolischen Sarkomerverkirzung von IGF1R-O,
IGF1R-Y und WT-Y Kardiomyozyten bei 1 Hz vergleichbar mit WT-O
Kardiomyozyten (Abbildung 19A). Die Kontraktionsgeschwindigkeit nahm bei
IGF1R-O Mausen mit zunehmender Frequenz bis zu 3 Hz zu. IGF1R-Y und WT-Y
Zellen zeigten ahnliche Werte. Insgesamt konnten zu diesem Parameter keine
Signifikanzen nachgewiesen werden (Abbildung 19A).

WT-Y Kardiomyozyten zeigten bei dem systolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz-
Anstieg die schnellste Kinetik mit leicht ansteigenden Geschwindigkeiten tUber die
gegebenen Frequenzen und wiesen signifikant hohere Geschwindigkeiten im
Vergleich zu IGF1R-Y Zellen auf (WT-Y vs. IGF1R-Y, P=0.001; Abbildung 19B).
WT-0O und IGF1R-O Zellen zeigten in den Frequenzen 1 und 2 Hz ahnlich niedrige
Geschwindigkeiten und divergierten dann bei zunehmender Frequenz auseinander.
WT-O Zellen zeigten bei zunehmender Frequenz konstant groer werdende
Geschwindigkeiten und naherten sich bei 4 Hz der WT-Y Gruppe an. IGF1R-O
Mause zeigten von 2 auf 3 Hz nur einen geringen Zuwachs an Geschwindigkeit, bei
4 Hz nahm diese dann deutlich ab. Weitere signifikante Unterschiede wurden
zwischen jungen und alten Gruppen deutlich (IGF1R-Y vs. IGF1R-O, P=0.022;
Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Geschwindigkeit der systolischen Sarkomerverkiirzung (A) und
Geschwindigkeit des systolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz-Anstiegs (B)
N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen
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Zeit bis zur maximalen Geschwindigkeit der  systolischen
Sarkomerverkiirzung und zur maximalen Geschwindigkeit des systolischen
FURA-2/AM-Fluoreszenz-Anstiegs

IGF1R-O Zellen erreichten die maximale Kontraktionsgeschwindigkeit am
spatesten und zeigten signifikante Unterschiede zur WT-O Gruppe (WT-O vs.
IGF1R-O, P=0.002; Abbildung 20A). Diese zeigte bei 1 Hz noch die geringste
Dauer, welche bei zunehmender Frequenz deutlich abnahm. IGF1R-Y Zellen
zeigten von 1 bis 3 Hz einen Abfall der Zeit bis zur maximalen
Kontraktionsgeschwindigkeit, bei 4 Hz stieg diese jedoch deutlich an. WT-Y
Kardiomyozyten zeigten ein ahnliches Verhalten im Bereich von 1 bis 3 Hz, hatten
jedoch gering héhere Werte (langere Zeiten bis zum Erreichen der maximalen
Kontraktionsgeschwindigkeit; Abbildung 20A).

Ahnlich wie bei der systolischen Sarkomerverkiirzung erreichten IGF1R-O
Kardiomyozyten die maximale Geschwindigkeit des systolischen FURA-2/AM-
Fluoreszenz-Anstiegs spater als die anderen Gruppen und mit signifikanten
Unterschieden (IGF1R-Y vs. IGF1R-O; P<0.001, WT-O vs. IGF1R-O, P=0.003;
Abbildung 20B). Signifikante Unterschiede innerhalb einzelner Frequenzen
bestanden bei 3 Hz zwischen IGF1R-Y und IGF1R-O (P=0.027) und bei 4 Hz
zwischen IGF1R-Y und IGF1R-O (P=0.015; Abbildung 20B).
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Abbildung 20: Zeit bis zur maximalen Geschwindigkeit der systolischen
Sarkomerverkiirzung (A) und Zeit bis zur maximalen Geschwindigkeit des
systolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz-Anstiegs (B)

N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen
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Geschwindigkeit der diastolischen Sarkomerverlangerung und des
diastolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz-Abfalls

Alle Gruppen zeigten vergleichbare Geschwindigkeiten der diastolischen
Sarkomerverlangerung und des diastolische FURA-2/AM-Fluoreszenz-Abfalls
(Abbildung 21 A und B).
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Abbildung 21: Geschwindigkeit der diastolischen Sarkomerverléangerung (A) und des
diastolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz-Abfalls
N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen
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Zeit bis zum Erreichen der maximalen Geschwindigkeit der
Sarkomerverlangerung der maximalen Geschwindigkeit des FURA-2/AM-
Fluoreszenz-Abfalls

IGF1R-O Kardiomyozyten bendtigten Uber alle Frequenzen mehr Zeit als die
anderen Gruppen um die maximale Relaxationsgeschwindigkeit der
Sarkomerverlangerung zu erreichen (Abbildung 22A). Ahnlich verhielten sich WT-
O Zellen, gefolgt von WT-Y und IGF1R-Y Zellen mit der geringsten bendtigten Zeit.
Alle Gruppen zeigten eine ahnliche frequenzabhangig verkurzte Dauer bis zum
Erreichen der maximalen Geschwindigkeit der Sarkomerverlangerung. Innerhalb
der einzelnen Frequenzen lagen signifikante Unterschiede zwischen IGF1R-Y und
IGF1R-O (1 Hz: P=0.001; 2 Hz: P=0.05; 3 Hz: P=0.007; 4 Hz; P=0.002) vor.
IGF1R-O Kardiomyozyten bendtigten Uber alle Frequenzen die meiste Zeit um die
maximale Geschwindigkeit des FURA-2/AM-Fluoreszenz-Abfalls zu erreichen, die
im Vergleich zu allen anderen Gruppen statistisch signifikant war (IGF1R-Y vs.
IGF1R-O, P=0.009; WT-O vs. IGF1R-O: P=0.006; Abbildung 22B). IGF1R-Y und
WT-Y Zellen zeigten bei 1 und 2 Hz vergleichbare Werte, divergierten jedoch bei 3
und 4 Hz auseinander. IGF1R-Y Zellen bendétigten bei hdheren Frequenzen (3 und
4 Hz) weniger Zeit bis zum Erreichen der maximalen Geschwindigkeit des FURA-
2/AM-Fluoreszenz-Abfalls, wahrend WT-Y Zellen mehr Zeit benétigten. WT-O
Zellen verhielten sich ahnlich wie WT-Y Zellen. Die WT-O Kardiomyozyten zeigten
bei 1 und 2 Hz zunachst die geringste Zeit bis zum Erreichen der maximalen
Geschwindigkeit des FURA-2AM-Fluoreszenz-Abfalls, verlangsamten jedoch
deutlich bei 3 und 4 Hz (Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Zeit bis zum Erreichen der maximalen Geschwindigkeit der
Sarkomerverlangerung (A) und des FURA-2/AM-Fluoreszenz-Abfalls (B)
N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen

43



Zeit bis zum Erreichen der halb-maximalen systolischen Sarkomerlange und
der halb-maximalen systolischen FURA-2/AM Fluoreszenzamplitude
IGF1R-O Kardiomyozyten bendétigten in allen Frequenzen die meiste Zeit, um die
halb-maximale systolische Sarkomerlange zu erreichen, welche von 1 bis 4 Hz
kontinuierlich abnahm, und zeigten signifikante Unterschiede zu WT-O Zellen
(P=0.032; Abbildung 23A). Die Werte bei WT-Y und WT-O waren vergleichbar.
IGF1R-Y Zellen bendtigten Uber alle Frequenzen die geringste Zeit um 50% der
minimalen systolischen Sarkomerlange zu erreichen und zeigten hierbei signifikante
Unterschiede zu WT-Y Zellen (P=0.026; Abbildung 23A). Weiters bestand
Signifikanz zwischen IGF1R-O und IGF1R-Y (P=0.009). Innerhalb einzelner
Frequenzen konnten wir signifikante Unterschiede zwischen IGF1R-Y und IGF1R-
O (1 Hz: P=0.005; 2 Hz: P=0.003; 3 Hz: P=0.007; 4 Hz: P=0.012), sowie zwischen
WT-O und IGF1R-O (1 Hz: P=0.017; 2 Hz: P=0.019; Abbildung 23A) feststellen.
IGF1R-O Zellen zeigten Uber alle Frequenzen einen deutlich langsameren Anstieg
der halb-maximalen FURA-2/AM-Fluoreszenzamplitude in der Systole, mit
signifikanten Unterschieden zu WT-O (WT-O vs. IGF1R-O, P<0.001) und zu den
jungen Kardiomyozyten (IGF1R-Y vs. IGF1R-O, P<0.0001). IGF1R-Y Zellen
bendtigten signifikant weniger Zeit als WT-Y Kardiomyozyten um die halb-maximale
systolische FURA-2/AM-Fluoreszenzamplitude zu erreichen (P=0.015; Abbildung
23B).
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Abbildung 23: Zeit bis zum Erreichen der halb-maximalen systolischen
Sarkomerlange (A) und der halb-maximalen systolischen FURA-2/AM-
Fluoreszenzamplitude

N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen
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Zeit bis zum Erreichen der 90% der diastolischen (Baseline) Sarkomerlange
und der diastolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz

Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 24 A
und B).
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Abbildung 24: Zeit bis zum Erreichen der 90% der diastolischen (Baseline)
Sarkomerlange (A) und 90% der FURA-2/AM-Fluoreszenz in der Diastole (B)
N (WT-Y) = 33 Zellen; N (WT-O) = 54 Zellen; N (IGF1R-Y) = 29 Zellen; N (IGF1R-O) = 28 Zellen
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4. DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, welche Effekte eine chronische
Aktivierung des IGF-1R-Signalwegs in Mauskardiomyozyten hinsichtlich der
Kontraktilitat und Calcium-Homoostase besitzt. Unsere Ergebnisse zeigen, dass
IGF1R-O Kardiomyozyten im Vergleich mit gleichaltrigen Kardiomyozyten vom
Wildtyp mehr Zeit bis zum Erreichen der maximalen Geschwindigkeit der
systolischen Sarkomerverkirzung und der maximalen Geschwindigkeit des
systolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz-Anstiegs bendtigten. Ebenfalls war die Zeit
bis zum Erreichen der halb-maximalen systolischen Sarkomerlange bzw. bis zum
Erreichen der halb-maximalen systolischen FURA-2/AM Fluoreszenzamplitude im
Vergleich zu Wildtypen verlangert. Diese kinetischen Parameter sind indikativ fur
eine langsamere Kontraktionskinetik und Kraftentwicklung der Kardiomyozyten. Die
gewonnenen Ergebnisse sind kongruent mit der Hypothese, dass eine chronische
Aktivierung des IGF-1R-Signalwegs negative Auswirkungen auf die Funktion
gealterter Kardiomyozyten hinsichtlich ihrer Kontraktilitait und Ca?*-Homdostase
besitzt. Weiterhin zeigten transgene Zellen eine verlangerte Zeit bis zum Erreichen
der maximalen Geschwindigkeit des FURA-2/AM-Fluoreszenz-Abfalls. Dieser
Parameter charakterisiert die diastolische Ca?*-Regulation und ist hinweisend, dass
eine chronische IGF-1R-Signaaktivitat ebenfalls negative Auswirkungen auf die
Ca?*-Homoostase und Relxationskinetik besitzt. Interessanterweise zeigten alte
IGF1R-Zellen eine kurzere Baseline (diastolische) Sarkomerlange, sowie eine
kleinere maximale (systolische) Amplitude der Sarkomerldange im Vergleich mit
Wildtyp-Zellen. Weiterhin wiesen IGF1R-O Zellen die hochste relative Verklrzung
der Sarkomerlangen und, im Vergleich mit gleichaltrigen Wildtypen, einen groferen
relativen Anstieg der FURA-2/AM Fluoreszenz auf. Zusammenfassend zeigte sich
in transgenen Kardiomyozyten eine verbesserte Kontraktilitdt und ein hoherer
intrazellularer Ca?*-Anstieg im Zusammenhang mit einer kleineren Sarkomerlange
und einer geringeren FURA-2/AM  Fluoreszenz, was auf einen
Kompensationsmechanismus in IGF1R-Zellen hinweist.

Junge Wildtyp-Zellen zeigten im Vergleich mit gleichaltrigen transgenen Zellen eine
gréRere maximale (systolische) Amplitude der FURA-2/AM Fluoreszenz, sowie eine
hdohere Geschwindigkeit des systolischen FURA-2/AM-Fluoreszenz-Anstiegs.
Diese Befunde zeigen, dass eine chronische IGF-1R-Aktivierung ebenfalls deutliche
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Effekte auf die Ca?*-Homdostase in jungen Kardiomyozyten besitzt. Diese lassen
sich jedoch nicht eindeutig einer positiven oder negativen Beeinflussung zuordnen.
Transgene Zellen bendtigten weniger Zeit bis zum Erreichen der halb-maximalen
systolischen Sarkomerlange und bis zum Erreichen der halb-maximalen
systolischen FURA-2/AM Fluoreszenzamplitude. Diese Befunde sprechen fir eine
IGF-1R-abhangige verbesserte Kinetik der Kontraktion und Ca?*-Homd&ostase
gegenuber Wildtypzellen. Zusammenfassend sprechen die vorliegenden
Ergebnisse i.e.lL. fur negative Effekte in einer chronischen IGF-1R-
Signaltransduktion in gealterten Kardiomyozyten, welche sich sowohl in
systolischen und diastolischen Parametern als auch in der Kontraktilitat und der
Ca?*-Homoostase manifestieren. Eindeutig positive Effekte auf die Funktion junger
Kardiomyozyten lielen sich nicht eindeutig darstellen. Letztere Ergebnisse sind
kongruent mit den Ergebnissen von Li et al. (2006), welche ebenfalls keine
signifikanten IGF-1-assoziierten Auswirkungen hinsichtlich der Kontraktionsfunktion
in jungen Kardiomyozyten gefunden haben. Dem hingegen zeigen unsere Befunde
jedoch widerspruchliche Ergebnisse in gealterten Kardiomyozyten. Li et al.
beschreiben eine im Alter durch IGF-1 induzierte Abschwachung der kontraktilen
Dysfunktion in  Kardiomyozyten und sprechen dem Insulindhnlichen
Wachstumsfaktor 1 positive Effekte auf die Kardiomyozytenfunktion im Alter zu.
Transgene Zellen mit einer kardiomyozytenspezifischen |GF-1-Expression zeigten
im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtypen eine hohere Verkirzungs- und
Verlangerungsgeschwindigkeit, sowie eine kurzere Verlangerungsdauer. Mehrere
Forschungsgruppen zeigten bereits widerspruchliche Ergebnisse hinsichtlich der
Auswirkungen von IGF-1 auf die Funktion junger und alter Kardiomyozyten,
bedienten sich allerdings meisten der Verwendung des IGF-1 und fuhrten nur
Messungen von Kontraktilititsparametern ohne Ca?*-Amplitude und Kinetik durch.
Unsere Arbeit hingegen bedient sich einer kardiomyozytenspezifischen
Uberexpression des IGF-1-Rezeptors, weshalb direkte Vergleiche mit anderen
Studien nur eingeschrankt moglich sind, da sich erhohte oder reduzierte IGF-1-
Konzentrationen nicht direkt auf die Aktivitat des IGF-1R-Signalwegs Ubertragen
lassen (Abdellatif et al., 2022) Weiterhin haben wir neben Parametern der
Kontraktilitat auch Parameter der Ca?*-Homdoostase in Kardiomyozyten gemessen.
Unsere Ergebnisse konnen positive Effekte einer IGF-1-Signalgebung im Alter nicht

unterstitzen und zeigen, dass eine vermehrte IGF-1R-Aktivitat einige kinetische
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Parameter der systolischen und diastolischen Funktion von Kontraktilitat und Ca?*-
Homoostase negativ beeinflussen kann. Pathophysiologisch kann Uber eine
veranderte |IGF-1-assoziierte Expression von Proteinen spekuliert werden, welche
die intrazellulare Ca?*-Homoostase regulieren und somit zu einer Beeintrachtigung
dieser und der Kontraktilitat fuhren. Anschlie3end an Li et al. sind hier vor allem
SERCA2a und NCX zu erwahnen, welche maligeblich den systolischen und
diastolischen Ca?*-Haushalt beeinflussen. Obwohl die derzeitige Literatur
hinsichtlich der Wirkung des IGF-1 teils sehr widerspruchlich ist, legen einige
Publikationen nahe, dass es im Alter physiologisch zu einer Reduktion der
zirkulierenden IGF-1-Spiegel kommt, welche im Herzen einen
Kompensationsmechanismus induzieren, welcher durch eine Uberexpression des
IGF-1R charakterisiert ist. Sollte diese Uberexpression mit einer veranderten
Expression von Proteinen und einer Verschlechterung von Kontraktilitat und Ca?*-
Homobostase einhergehen, konnte eine therapeutische Inhibierung dieses
Rezeptors oder eine Beeinflussung nachgeschalteter Ziele des IGF-1/IGF-1R-
Signalwegs einen Ansatz fur Therapieverfahren der altersassoziierten
Herzinsuffizienz darstellen. Unsere Arbeit ist hinweisend auf i.e.L. negative Effekte
einer chronischen IGF-1R-Aktivierung in alten Kardiomyozyten, bendtigt jedoch
weitere Messungen, beispielsweise im spateren Alter (>20 Monate alte IGF-1R
Mause mit Herzinsuffizienz), und weiterfuhrende Untersuchungen um ursachliche

Mechanismen der IGF-1R-induzierten Dysfunktion zu klaren.

4.1. MOGLICHE EINSCHRANKUNGEN (BIAS)

4.1.1. SYSTEMATISCHE BIAS

Systematische Fehler in dieser Arbeit konnen durch die Verwendung identischer
Protokolle fur jede Zelle weitestgehend ausgeschlossen werden. Jedes
Versuchstier durchlief zunachst genau festgelegte und standardisierte Schritte bis
zur Herzentnahme. Die Zellisolation, sowie die Messungen und die Auswertung der
Ergebnisse erfolgte ebenfalls fur jede Tier und jede Zelle nach einem klar

festgelegten Schema.
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4.1.2. SELEKTIONSBIAS

Bei der Auswahl der im Mikroskop zu messenden Zellen wurden vor allem
subjektive, nicht messbare Charakteristika der isolierten Kardiomyozyten
herangezogen. So gab es vor allem morphologische und funktionelle Kriterien,
welche verwendet wurden. Zellen mit einer klaren Abgrenzung der Zellmembran
und einer nahezu rechteckigen Form wurden hierbei bevorzugt, da Zellen mit
inkonstanter Form im Allgemeinen anfalliger fur Messfehler waren. Weiterhin
zeigten diese Zellen im Stimulationsprotokoll keine Arrhythmien. Vor Beginn des
Protokolls wurden die Zellen fur einige Zeit mit einer Frequenz von 1 Hz stimuliert,
bis sie ein Steady-State erreicht haben. Zellen, welche beispielsweise erst im
Verlauf des Protokolls mit der Kontraktion begannen, wurden somit
ausgeschlossen. Weiterhin wurde subjektiv zwischen den kontrahierenden Zellen
unterschieden. Zellen mit einer vermeintlich besseren Kontraktilitat wurden hierbei
praferiert. In den verschiedenen Gruppen zeigten sich weiterhin Unterschiede in
den Anteilen an morphologisch und funktionelle intakten Zellen. Alte Populationen
wiesen hierbei generell weniger intakte Zellen auf als die jungen Populationen. In
der alten Population zeigten sich Unterschiede zwischen transgenen Zellen und
Wildtypen, einhergehend mit einer reduzierten Funktionalitat in transgenen Zellen.
Dies zeigt, dass diese Zelle den Isolationsprozess und die Farbung mit FUR-2/AM
im schlechteren Zustand uberstanden haben.
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6. APPENDIX

Anhang 1: 1-Wege-ANOVA, multiple Vergleiche, individuelle P-Werte
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2-Wege-ANOVA, multiple Vergleiche, angepasste P-Werte

Anhang 2
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