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1. Zusammenfassung

Asprosin ist ein Fasten-induziertes glukogenes Hormon, welches mit Fettleibigkeit und Diabe-
tes mellitus in Verbindung gebracht wird. Wahrend mehrere Studien auf eine kardioprotektive
Wirkung hinweisen, ist wenig darlber bekannt, ob Asprosin im Herzen synthetisiert wird, und
falls ja, in welchen Herzregionen es nachgewiesen werden kann. Ebenso ist unbekannt, ob
verschiedene Stoffwechselbedingungen die kardiale Expression und Lokalisation von Aspro-
sin beeinflussen. Dieses Grundlagenwissen ist jedoch notwendig, um einen mdglichen Ein-
fluss von Asprosin auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen besser zu verstehen. Die vorliegende Ar-
beit ergriindet folglich die Frage, ob Asprosin im Herzen synthetisiert wird, ob seine Expression
von der Region abhangt und ob sich die Expressionswerte bei kdrperlichem Training oder

Ubergewicht &ndern.

In diesem Kontext wurde ein Tiermodell mannlicher Wildtyp-Mause (C57BL/6J) verwendet, die
entweder eine Standarddiat (SD, RUN) oder zur Ubergewichtsinduktion eine Western-Style
Diat (DIO) erhielten. Die RUN-Gruppe flihrte zusatzlich ein freiwilliges Laufradtraining durch.
Die Herzen der Versuchstiere wurden mithilfe immunhistochemischer Farbungen, gqRT-PCR
und Western Blot-Analysen untersucht, um die raumliche Verteilung sowie die Gen- und Pro-

teinexpression von Asprosin zu bestimmen.

Es zeigte sich, dass das Vorkommen von Asprosin im Herzen eine starke Abhangigkeit vom
Zelltyp aufweist, mit einem intensiven Vorkommen insbesondere in Endothelzellen und am
Endokard und einem schwacheren Vorkommen in und um Kardiomyozyten. Auf’erdem fand
sich Asprosin in einem faserartigen Muster mit einer ausgepragten Co-Lokalisierung mit Fib-
rillin-1. DarUber hinaus war eine erhdhte Asprosin-Protein-Expression in den Ventrikeln unter
DIO zu beobachten. In einem zellularen Modell konnte zudem bestatigt werden, dass Asprosin

von Kardiomyozyten synthetisiert wird.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit somit aufzeigen, dass Asprosin im Herzen
in Abhangigkeit von der Stoffwechsellage synthetisiert wird. Es ist hauptsachlich in Endothel-
zellen, im Endokard und in einer faser-ahnlichen Struktur in unmittelbarer Nahe zu Fibrillin-1
zu finden. Diese Ergebnisse leisten damit einen Beitrag zum besseren Verstandnis von As-

prosin und seiner mdglichen Rolle bei der Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen.
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2. Einleitung

2.1. Noncommunicable Diseases

74% der Tode weltweit sind auf ,noncommunicable diseases" zurlickzufihren. Dabei handelt
es sich um eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, deren Gemeinsamkeit darin besteht,
dass sie auf den vier veranderbaren Hauptrisikofaktoren Tabakkonsum, ibermaRigem Alko-
holkonsum, ungesunden Ernahrungsgewohnheiten und einem Mangel an kérperlicher Aktivitat
beruhen 12, Diese konnen unter anderem zu Adipositas, arterieller Hypertonie, Hyperglykamie
und Hyperlipidamie fihren. Den Grof3teil der daraus hervorgehenden Erkrankungen machen
kardiovaskulare Erkrankungen, Krebs, chronische Lungenerkrankungen und Diabetes aus.
Insbesondere die kardiovaskularen Erkrankungen sind von immenser Bedeutung, da sie welt-
weit fir ca. 17,9 Millionen Tode verantwortlich sind 2. Auch in Deutschland sind Krankheiten
des Herz-Kreislaufsystems die Ursache fir 33,3% der Tode und somit die haufigste Todesur-
sache 2 (siehe Abbildung 1).

Todesursachen nach Krankheitsarten 2021

17,40%

4,30% .

33,30%

5,60%

5,90%

7,00%

22,40%

= Krankheiten des Kreislaufsystems = Bosartige Neubildungen (Krebs)
= Covid-19 Psychische und Verhaltensstérungen
= Krankheiten des Atmungssystems  ® Krankheiten des Verdauungssystems

m Sonstige

Abbildung 1 Todesursachen nach Krankheitsarten 2021, angelehnt an eine Grafik des Statistischen Bundesamtes:
Statistisches Bundesamt. Todesursachen https:.//www.destatis.de/DE/Themen/Gesellschaft-Umwelt/Gesund-
heit/_Grafik/_Interaktiv/todesursachen-krankheitsarten.html. (Aufgerufen: Aug 21, 2023).
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Auch der soziookonomische Einfluss der ,noncommunicable diseases" ist hoch und das, ob-
wohl viele dieser Erkrankungen und Tode durch eine Modifikation der Risikofaktoren veran-
derbar waren. Die World Health Organization (WHO) nahm sich des Themas an und gab Emp-
fehlungen zur Pravention dieser Gruppe von Erkrankungen. Leider zeigte ein Progress Moni-
tor, dass viele Lander die anvisierten Ziele nicht erreichen, sodass weiterhin ein grol3er Ver-
besserungs- und Forschungsbedarf besteht, um Tode durch ,noncommunicable diseases”

wirksam zu verhindern .

2.2. Das Herzkreislaufsystem

2.2.1. Aufbau und Funktion

Das Herz ist das zentrale Kreislauforgan des menschlichen Kérpers. Es besteht makrosko-
pisch aus vier Herzkammern — den linken und rechten Ventrikeln und Vorhéfen (Atria) 5. Die
rechte und linke Herzhalfte sind durch das interventrikulare und interatriale Septum getrennt.
Das sauerstoffarme Blut wird ber den rechten Vorhof und Ventrikel in den Lungenkreislauf
gepumpt und dort oxygeniert. AnschlieRend wird das sauerstoffreiche Blut tiber den linken
Vorhof und den linken, muskelreichen Ventrikel in den Korperkreislauf gepumpt, wobei die
Herzklappen zwischen Vorhéfen und Ventrikeln sowie Ventrikeln und Truncus pulmonalis res-
pektive Aorta die Flussrichtung des Blutes vorgeben 6. Das Herz wird von Perikard umgeben
und besteht aus drei Schichten — dem Epikard, einer Schicht aus Bindegewebe und Fettge-
webe mit einem Uberzug aus Epithel, welche das Herz umgibt — sowie dem Endokard, einer
Schicht aus Epithel mit Bindegewebe aus Kollagenfasern und elastischen Fasern. Zwischen
Epikard und Endokard liegt das Myokard, welches aus den Kardiomyozyten, den Herzmuskel-
zellen, besteht. Dabei handelt es sich um quergestreifte Muskelzellen mit einer Lange von 50
— 120 pm, die miteinander Uber Glanzstreifen verbunden sind und eine komplexe funktionelle
Einheit bilden 7. Neben der Kontraktion und der damit einhergehenden Aufrechterhaltung des
Blutkreislaufs produzieren Kardiomyozyten auch atrial natriuretic peptide (ANP) und brain nat-
riuretic peptide (BNP) 8. Diese Hormone regulieren den Blutdruck, indem sie den GefaRtonus
herabsetzen und eine héhere Flissigkeitsausscheidung in der Niere bewirken °. Neben diesen
systemischen Effekten zeigen diese Peptide eine schiitzende Wirkung vor einer iibermafigen
Fibrose und Hypertrophie des Herzens. Sie wirken somit endokrin und para-/ bzw. autokrin in

einer das Herz schitzenden Art und Weise °.

Insgesamt zeigt sich eine groRe zellulare Heterogenitat im Herzen, sodass sich die zellulare
Zusammensetzung je nach Region unterscheidet '°. Die hauptsachlich vorkommenden Zellty-
pen sind Kardiomyozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Immunzel-

len °. Insbesondere die Fibroblasten sind auch dadurch von groRBer Bedeutung, dass sie die
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kardiale Extrazellularmatrix (ECM) produzieren. Die kardiale extrazellulare Matrix ist ein dyna-
misches System, welches sich als Folge externer Stimuli verandert -3, Sie enthalt unter an-
derem verschiedene Kollagentypen, Fibuline, Fibronectin und Fibrillin 421, Neben ihrer me-
chanisch-strukturellen Bedeutung fiir das Herz spielt die ECM eine entscheidende Rolle in der
Herzentwicklung und ihr Einfluss auf die Auspragung (kardialer) Krankheitsentitaten wie Dia-
betes, Hypertonie und Herzinsuffizienz ist Gegenstand aktueller Diskussionen 22-25. Fibrillin-1,
welches durch das Gen FBN1 kodiert wird und Mikrofibrillen mit Elastin bildet, ist von beson-
derer Bedeutung fir die Elastizitat und bei pathologischen Veranderungen gleichzeitig eine
potentielle Ursache flir das kardiovaskulare System stark betreffende Erkrankungen wie das

Marfan-Syndrom 21.26-29,
2.2.2. Einfluss von Sport auf das Herz

Sport und kérperliche Betatigung beeinflussen nahezu jedes Organ und wirken unter anderem
protektiv gegeniiber Ubergewicht, Diabetes, Darm- und Brustkrebs sowie kardiovaskularen
Erkrankungen 3°. Folglich wird in den ,ESC Guidelines on cardiovascular disease prevention
in clinical practice” flir Erwachsene eine Klasse IA Empfehlung fir 150 — 300 Minuten aeroben
Trainings pro Woche bei moderater Intensitat oder 75 — 150 Minuten bei hoher Intensitat pro
Woche ausgesprochen, um die Gesamtsterblichkeit und die kardiovaskulare Sterblichkeit zu
reduzieren 3'-33. Ein zusatzlich durchgefiihrtes Krafttraining war mit einer weiteren Reduktion
kardiovaskularer Komplikationen und der Gesamtsterblichkeit assoziiert 34-37. Die Mechanis-
men, Uber welche die kardiovaskulare Protektion ausgelost wird, sind vielschichtig 3. So
konnte gezeigt werden, dass Sport eine Blutdrucksenkung, eine erhdhte Insulinsensitivitat und
ein verbessertes Lipidprofil bewirken kann 3%-4'. Zudem verringerte Sport Inflammation,
Apoptose und Fibrose und verstarkte die Angiogenese, die mitochondriale Biogenese sowie
den antioxidativen Schutz und verbesserte die Endothelfunktion in verschiedenen kardialen
Krankheitszustanden 2542-51, Des Weiteren kann korperliches Training zu einer Hypertrophie
der Kardiomyozyten und durch die veranderte Hdmodynamik zu einer symmetrischen Vergro-
Rerung der Herzkammern und der Wanddicke des linken Ventrikels fiihren 5253, Zu differen-
zieren sind diese physiologischen Adaptionen von den pathologischen strukturellen Verande-
rungen, die bei Leistungssportlerinnen und Leistungssportlern im Ausdauerbereich auftreten

kénnen 54,
2.2.3. Einfluss von Adipositas auf das Herz

Ubergewicht und Adipositas werden anhand des Body-Mass-Index (BMI) definiert. Wahrend
ein BMI von 18,6 - 24,9 kg/m? dem Normalgewicht entspricht, wird bei einem BMI Uber 25

kg/m? von Ubergewicht und bei iber 30 kg/m? von Adipositas gesprochen ®.
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Im Gegensatz zur protektiven Wirkung von Sport auf das Herz ist eine ungesunde Erndhrung
mit der Folge von erhéhten Lipiden, arterieller Hypertonie, Diabetes Mellitus Typ 2 und Adipo-
sitas ein starker Risikofaktor fir kardiovaskulare Erkrankungen 3'%5. Deshalb werden in den
,ESC Guidelines on cardiovascular disease prevention in clinical practice® eine gesunde, vor-
nehmlich mediterrane Erndhrung sowie die Reduktion von Ubergewicht empfohlen 3'. Insbe-
sondere die viszerale Fettmasse scheint einen sehr starken Einfluss auf die Entwicklung kar-
diovaskularer Pathologien, vor allem der Arteriosklerose zu haben %6. Die myokardialen Ver-
anderungen, die mit Ubergewicht einhergehen, sind immens und kénnen unter dem Begriff
der ,Obesity cardiomyopathy“ subsummiert werden 7. Die kardialen Veranderungen bei Uber-
gewicht umfassen Veranderungen der Herzfunktion, ein erhéhtes Herzgewicht mit links- und
rechtsventrikularer Hypertrophie und Dilatation sowie eine vermehrte kardiale Fibrose und Ent-
zlindungsaktivitat -84, Die Entstehung der ,Obesity cardiomyopathy* ist multifaktoriell. Disku-
tiert werden unter anderem die hdmodynamischen Veranderungen mit erhohter ventrikularer
Belastung 57:6566 metabolische Veranderungen mit einer erhéhten Insulinresistenz 84, myokar-
diale Inflammation, eine erhdhte Aktivitat des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems mit kon-
sekutiv vermehrter Fibrose %7 sowie eine Mikroangiopathie mit endothelialer Dysfunktion 67:68 .
Ahnliche Mechanismen werden auch als ursachlich fiir die ,diabetische Kardiomyopathie®, die

bei Diabetes auftretenden myokardialen Veranderungen, diskutiert ©°.
2.3. Asprosin

Asprosin ist ein Proteinhormon, das den Blutzuckerspiegel reguliert und 2016 von Romere et
al. an Patienten mit neonatalem Progeroid Syndrom entdeckt wurde, einem Syndrom, das mit
einer charakteristischen Lipodystrophie einhergeht 7°. Diese Patienten wiesen euglykdme Blut-
zuckerspiegel auf, wahrend die Insulinspiegel deutlich erniedrigt waren. Bei der genetischen
Analyse der Patienten fanden sich Mutationen des FBN7-Gens als ursachlich fur die Auspra-
gung des Syndroms. Der Name Asprosin ist angelehnt an das griechische Wort fur ,weil3“ und
bezieht sich auf das weilRe Fettgewebe, welches als Hauptquelle flr Asprosin identifiziert wer-
den konnte und die charakteristische Reduktion subkutanen Fettgewebes, welche Patienten

mit Asprosinmangel aufwiesen 7°.

Es handelt sich bei Asprosin um das C-terminale Spaltprodukt von Profibrillin-1, welches durch
die Protease Furin abgespalten wird 7. Weilles Fettgewebe ist als primare Quelle von Aspro-
sin bekannt, aber andere Organe wie beispielsweise das Herz und die Lunge weisen ebenfalls
eine hohe Expression des FBN7-Gens auf 7°. Die Ausschittung von Asprosin wird durch Fas-
ten induziert und folgt einer zirkadianen Rhythmik 7°. Nach seiner Ausschiittung entfaltet es an
multiplen Organen seine Wirkung. In der Leber bindet Asprosin an den G-Protein-gekoppelten
OLFR734-Rezeptor und aktiviert so den G-Protein-cAMP-PKA-Signalweg. Dadurch bewirkt
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Asprosin die Produktion und Freisetzung von Glukose aus Hepatozyten und erhéht den Blut-
zuckerspiegel 7972, Gleichzeitig scheint Asprosin in der Lage zu sein die Blut-Hirn-Schranke
zu uberwinden und das zentrale Nervensystem zu beeinflussen. So aktiviert Asprosin im Nu-
cleus Arcuatus im Hypothalamus ,agouti-related peptide“ (AgRP) Neuronen, wodurch die Ak-
tivitat von ,pro-opiomelanocortin“ (POMC) Neuronen gehemmt und Appetit stimuliert wird 73.
Im Skelettmuskel sorgt Asprosin fiir eine Stressreaktion des endoplasmatischen Retikulums
und wirkt pro-inflammatorisch durch die Aktivierung des PKC38/SERCA2-Signalwegs. Dies
flhrt zu einer Insulinresistenz im Skelettmuskel 74. Die Wirkung von Asprosin auf das Pankreas
wird Uber den Toll-like receptor 4 (TLR4) und Uber den TLR4/JNK-Signalweg vermittelt.
Dadurch kommt es zu einer erhdhten Produktion an Radikalen Sauerstoffspezies (ROS) und
entzindungsférdernder Zytokine, was wiederum eine erhdhte Entzindungsaktivitat und

Apoptoserate bewirkt 75.
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Abbildung 2 Uberblick iiber die Wirkung von Asprosin. Asprosin wird in Adipozyten produziert und erreicht tiber die
Blutbahn zentrale und periphere Organe. Im Hypothalamus stimuliert Asprosin Appetit und Nahrungsaufnahme
liber eine Aktivierung des G-Protein-cAMP-PKA-Signalwegs und der AgRP-Neuronen. In der Leber bindet Asprosin
an den Rezeptor OLFR734 und stimuliert (iber den G-Protein-cAMP-PKA-Signalweg die Glukosefreisetzung. Im
Pankreas bewirkt Asprosin (iber die Bindung an TLR4 eine Entziindungsreaktion und verminderte Insulinsekretion.
Im Skelettmuskel wird durch Bindung an einen bisher unbekannten Rezeptor eine Entziindungsreaktion und ver-
stérkter endoplasmatischer Stress und somit Insulinresistenz induziert. Adaptiert nach Yuan et al. 2020 und Jano-
schek et al. 2020.
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2.3.1. Asprosin und das Herz-Kreislaufsystem

Mehrere klinische und experimentelle Studien weisen auf einen Einfluss von Asprosin auf das

Herz und kardiovaskulare Erkrankungen hin:

Insbesondere das Risiko der Arteriosklerose ist durch Diabetes Mellitus stark erhoht. In einem
Patientenkollektiv aus Diabetikern zeigten jene, die arteriosklerotische Plaques in der Arteria
Carotis aufwiesen, signifikant hdhere Asprosinspiegel als die Kontrollgruppe ohne Plaques 6.
Auch bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung (KHK), der Manifestation der Arterio-
sklerose in den Koronararterien, zeigten sich héhere Asprosinspiegel als in der Kontrollgruppe
ohne KHK 77. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Asprosinspiegel mit der Zahl der
Koronararterien mit Stenosen zunimmt und Asprosin somit fur die Diagnose und Abschatzung
des Schweregrads der KHK von Nutzen sein kann 7. Veranderungen des Asprosinspiegels
korrelieren aulierdem positiv mit dem Syntax-Score, der den Schweregrad einer Gefalderkran-
kung angiografisch bewertet. Asprosin konnte damit als Marker fir den Schweregrad des
akuten Koronarsyndroms (ACS) und der instabilen Angina pectoris (UAP) dienen 7989, |n ei-
nem Patientenkollektiv aus Diabetikern mit peripherer arterieller Verschlusskrankheit zeigten
sich ebenfalls erhohte Asprosinspiegel im Vergleich zu den Kontrollgruppen 8'. Zusétzlich
konnte gezeigt werden, dass Asprosin Uber die Aktivierung des TGF- 3-Signalwegs eine Tran-
sition von Endothelzellen zu Mesenchymzellen induziert und somit zur endothelialen Dysfunk-
tion beitragt 8'. Diese pro-inflammatorische Wirkung Asprosins auf Endothelzellen konnte auch
in einer weiteren Studie demonstriert werden 2. In Makrophagen, die als sogenannte Schaum-
zellen ebenfalls an der Entstehung der Arteriosklerose beteiligt sind, hemmt Asprosin die Fett-
Akkumulation und scheint somit gegensatzlich zu den Daten der anderen Studien im Rahmen
dieses Mechanismus vor arteriosklerotischen Plaques zu schitzen 83, Insgesamt wird deutlich,
dass die Entstehung der Arteriosklerose auf komplexen Mechanismen beruht, sodass die ge-
nauen Einflisse von Asprosin auf diese noch nicht vollstandig geklart sind. Dennoch gilt As-
prosin als mdglicher biochemischer Marker und medikamentdser Therapieansatz in diesem

Feld 80-62,

Bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie sind erhdhte Asprosinwerte mit einem geringe-
ren Risiko fiir negative kardiovaskulare Ereignisse assoziiert 8. Darliber hinaus wirkt Asprosin
in vitro kardioprotektiv: Es verbessert das Uberleben von Kardiomyozyten unter diabetischen
Bedingungen mit hohem Glukosevorkommen durch die Verringerung der Produktion von Ma-
londialdehyd (MDA) sowie reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 8% und schiitzt Kardiomyoblas-
ten vor Hypoxie-induziertem Zelltod 8. Bei mesenchymalen Stromazellen, die zur Behandlung
von Herzinfarkten untersucht werden, verbessert die Vorbehandlung mit Asprosin das zellulare

Uberleben, indem sie vor H2O2-induzierten Schadigungen schiitzt 8.
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Asprosin beeinflusst zudem Uber seine zentrale Wirkung am Paraventrikularen Nucleus des
Hypothalamus das Herz, indem es die Aktivitat des Sympathikus erhdéht und damit eine Stei-

gerung des Blutdrucks und der Herzfrequenz bewirkt &7.
2.3.2. Asprosin und Ubergewicht

Es konnte gezeigt werden, dass Asprosin durch seine Effekte auf den Hypothalamus appetit-
stimulierend wirkt und die Nahrungsaufnahme steigert 3. Des Weiteren fanden mehrere Stu-
dien erhohte Asprosinspiegel bei Gbergewichtigen Erwachsenen 88° Bei schwer adipdsen
Patienten, die eine bariatrische Operation erhielten, konnte in zwei Studien eine deutliche Ab-
nahme der Asprosinspiegel sechs Monate nach der Operation gezeigt werden 89, Bei (iber-
gewichtigen Kindern fanden sich widersprichliche Daten in Bezug auf den Zusammenhang
von Asprosin und Ubergewicht. Wahrend einige Studien erhéhte Asprosinspiegel bei tiberge-
wichtigen Kindern zeigen konnten °'92, fanden andere Studien erniedrigte oder nur geschlech-

terabhangig erhdhte Asprosinspiegel 93-9°,

Wahrend in einer tierexperimentellen Studie mit Ratten durch die tagliche Gabe von Asprosin
eine Zunahme des Korpergewichts sowie erhdhte Blutzuckerspiegel und Insulinresistenz in-
duziert werden konnten, konnte im Mausmodell durch die Anwendung von Asprosin-spezifi-
schen Antikdrpern eine deutliche Gewichtsreduktion und eine verringerte Nahrungsaufnahme
gezeigt werden, weshalb Asprosin als méglicher Behandlungsansatz fiir Adipositas diskutiert

wird 739,

Ubergewicht und Adipositas sind bedeutende Komponenten bei der Entwicklung von Insulin-
resistenz und Diabetes Mellitus Typ 2. In Patientenkollektiven mit Insulinresistenz und Diabe-
tes Mellitus Typ 2 konnten mehrere Studien erhohte Asprosinspiegel feststellen 97190, Eine
weitere Studie konnte bei Patienten mit neu diagnostiziertem Diabetes Mellitus Typ 2 keine
erhdhten Asprosinspiegel nachweisen, hingegen zeigten sich jene bei Patienten mit bereits
seit lAngerem bestehendem Diabetes Mellitus Typ 2 0'. Patienten mit Diabetes Mellitus Typ
2, die mit Metformin oder dem Sodium-Glucose-Transporter-2 (SGLT2) Inhibitor Dapagliflozin,
der auch fir die Behandlung der Herzinsuffizienz von essenzieller Bedeutung ist, therapiert

wurden, zeigten eine Reduktion der Asprosinspiegel 102103,
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2.3.3. Asprosin und Sport

Kérperliches Training wirkt als protektiver Faktor gegen Ubergewicht, Insulinresistenz und Di-

abetes Mellitus Typ 2.

In Gbergewichtigen und normalgewichtigen Menschen zeigte eine Studie, dass die Asprosin-
spiegel im Plasma durch ein akutes aerobes Training reduziert wurden %4, In einer anderen
Studie wurden die Effekte eines akuten anaeroben Trainings bestimmt und es zeigten sich bei
Mannern keine Effekte des Trainings auf den Asprosinspiegel. Bei Frauen zeigte sich hinge-
gen eine kurzfristige Verringerung und langfristige Erhdhung des Asprosinspiegels °°. Morcos
et al. konnten jedoch in mannlichen Athleten nach einer dreiRigminitigen Laufeinheit eine er-

hohte Asprosinkonzentration nachweisen .

Tierexperimentelle Studien an Ratten konnten zeigen, dass chronische aerobe kérperliche Be-
tatigung zu erniedrigten Asprosinspiegeln im Plasma flihrt 197198 Diese Ergebnisse eines lang-
fristigen korperlichen Trainings konnten auch in zwei Kohorten mit menschlichen Probanden

bestatigt werden 109110,
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2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist in dem Spannungsfeld aus ,noncommunicable diseases” wie kardi-
ovaskularen Erkrankungen und Diabetes sowie dem Hauptrisikofaktor der ungesunden Ernah-
rung mit Adipositas als Folge und dem protektiven Faktor korperlicher Bewegung angesiedelt.
Trotz einer Vielzahl an klinischen und laborexperimentellen Studien, die darauf hindeuten,
dass Asprosin flr die kardiovaskulare Gesundheit und Krankheit von Bedeutung ist, fehlen
wesentliche Erkenntnisse Uber die lokale Verteilung und seine Veranderungen unter verschie-
denen Stoffwechselbedingungen, um den Einfluss von Asprosin auf das Herz besser zu ver-
stehen. Ein schitzender Einfluss unter hypoxischen und hyperglykdmischen Bedingungen
konnte, wie bereits erwahnt, in vitro gezeigt werden. Insbesondere aufgrund der starken Be-
deutung der ECM im Herzen, der nachweislich ausgepragten FBN7-Expression und dem Wis-
sen Uber andere aus dem Herzen ausgeschuttete Hormone, stellt sich die Frage, ob Asprosin
im Herzen produziert wird, wo es lokalisiert ist und ob die jeweiligen metabolischen Bedingun-
gen die Asprosin-Expression im Herzen beeinflussen. Folglich lauten die Kernfragen dieser
Arbeit:

1. Ist Asprosin im Herzen nachzuweisen?
2. Wo ist Asprosin im Herzen lokalisiert?

3. Gibt es Unterschiede in der Asprosin-Expression in den verschiedenen Regionen des Her-

zens?

4. Wie verandert sich die Asprosin-Expression im Herzen durch eine Diat-induzierte Adipositas
(D10)?

5. Wie verandert sich die Asprosin-Expression durch eine Intervention mit Laufradtraining
(RUN)?

6. Wird Asprosin von Kardiomyozyten produziert?

Asprosin wird als wesentlicher Einflussfaktor fur das Herz-Kreislaufsystem diskutiert und
koénnte perspektivisch beispielsweise als diagnostischer Faktor oder medikamentdser Ansatz-
punkt genutzt werden #. Die Erkenntnisse dieser Dissertation sollen zum besseren Verstand-
nis der Rolle Asprosins in den Bereichen der kardiovaskularen Gesundheit und der Erkran-
kungen beitragen sowie der protektiven und schadlichen Einflisse durch gesunde und unge-

sunde Lebensstilveranderungen in diesem Kontext.
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3. Material und Methoden

3.1. Gerate und Software

Tabelle 1 Verwendete Geréate und Software

Gerat / Software

Firma, Firmensitz

Leica ASP300S Fully Enclosed Tissue Pro-

cessor

Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA

Shandon Finesse ME+ Mikrotom

Thermo Fisher, Rockford, IL, USA

Paraffin Streckbad 1052

GFL, Burgwedel, Deutschland

NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner

Hamamatsu, Hamamatsu, Japan

Bildauswertungssoftware
QuPath v. 0.2.3

Bildauswertungssoftware
Imaged v. 1.53d

National Institutes of Health, USA

Fluoreszenz-Mikroskop Olympus BX53

Olympus, Hamburg, Deutschland

Software CellSensDimension (V1.8)

Olympus, Hamburg, Deutschland

Schwingmuhle MM 400

Retsch, Haan, Deutschland

NanoDrop-Spektrophotometer
Nano Quant infinite M200 Pro

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Software iControl 2.0

Tecan, Crailsheim, Deutschland
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Zentrifuge Rotina 420R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge 5804R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermocycler
7500 Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Software 7500 Software v2.0.6

Life Technologies

Homogenisator Sonopuls®

Bandelin, Berlin, Deutschland

Doppelgel-Elektrophorese-System Perfect-

Blue™ Twin

PeqglLab, Erlangen, Deutschland

Semi-Dry-Elektroblotter PerfectBlue™

PeglLab, Erlangen, Deutschland

Power Supplies, PEQLAB Power Supply
EV231

Peqlab, Erlangen, Deutschland

ChemiDoc XRS+ System

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Schuttler Polymax 1040

Heidolph, Schwabach, Deutschland

FolienschweilRgerat Severin Folio

Severin, Sundern, Deutschland

Software Image Lab v. 4.0.1

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Software Graphpad Prism (V. 9.0)
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3.2. Chemikalien und Enzyme

Tabelle 2 Verwendete Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Enzyme

Firma, Firmensitz

PFA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Paraffin Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA

Neo-Clear Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Saure Hamalaunlésung nach Mayer

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Eosin G 0,5% wassrig

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Neo-Mount

Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA

van Gieson-Ldsung

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Phosphomolybdansaure Lésung (0,2%)

ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA

Picro-Sirius-Red Solution

ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA
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Resorcin-Fuchsin nach Weigert

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Citrat Puffer (Target Retrieval Solution,
pH6)

Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, Cali-

fornia, USA

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Sea Block Blocking Puffer

Thermo Fisher, Rockford, IL, USA

Permanent AEC-Kit

Zytomed Systems, Berlin, Deutschland

TRIzol TriReagent

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Chloroform

Merck, Darmstadt, Deutschland

DNase-I-Puffer

Promega, Mannheim, Deutschland

RNase-free DNase

Promega, Mannheim, Deutschland

Oligo-dT-Primer

Promega, Mannheim, Deutschland

Random Primer

Promega, Mannheim, Deutschland

Reverse Transkriptase

Promega, Mannheim, Deutschland

RNase-Inhibitor

Promega, Mannheim, Deutschland

M-MLV-Puffer

Promega, Mannheim, Deutschland

GoTaq Mastermix

Promega, Mannheim, Deutschland
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EDTA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

dNTP-Mix

Thermo Fisher, Rockford, IL, USA

BCA-Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Waltham, USA

beta-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH + Co.

Deutschland

KG, Karlsruhe,

Marker Page Ruler™ Prestained Protein
Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

GE Healthcare Amersham™ ECL Prime

Western-Blot-Detection-Reagenz

GE Healthcare, Chicago, USA

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fluoroshield mit DAPI

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Tween-20 Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

PBS AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tris Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Acrylamid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SDS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

APS Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Aprotinin Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Leupeptin Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Pepstatin A Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

PMSF Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

NaF Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

NazVO4 Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Igepal Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Natriumdesoxycholat

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

NaCl

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Ponceau S

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

3.3. Stammloésungen, Gele und Puffer

Tabelle 3 Verwendete Stammlésungen, Gele und Puffer

Stammlésungen, Gele und Puffer

Zusammensetzung

Trenngel 10% ftr 10 ml

4 ml H20

- 3,3 ml 30% Acrylamid

- 2,5ml1,5M Tris (pH 8,8)
- 0,1ml 10% SDS

- 0,1ml10% APS

- 0,004 ml TEMED

Sammelgel fir 10 ml

- 6,8mlH20

- 1,7 ml 30% Acrylamid

- 1,3ml 0,5 M Tris (pH 8,8)
- 0,1ml10% SDS

- 0,1ml10% APS

- 0,01 ml TEMED

RIPA-Puffer

- 50 mM Tris-HCI

- 150 mM NaCl

- 1% Igepal

- 0,25% Natriumdesoxycholat

- 1 mMEDTA
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RIPA-Puffer-Modifikator

Leupeptin 1 ug/ml
Aprotinin 1 ug/ml
Pepstatin A 1 pg/mi
1 mM PMSF

1 mM NaF

1 mM Na3VO4

Towbin-Puffer 10x

0,25 M Tris

2 M Glycin

Transferpuffer

10% Methanol

10% 10x Towbin-Puffer

80% dH20

Laufpuffer (Lammli-Puffer) 10x

0,25 M Tris
2 M Glycin

1% SDS

Probenpuffer 5x

0,082 M Sammelgelpuffer
2,06 % SDS

0,0026 % Bromphenolblau
10 % Glycerin

25 % B-Mercaptoethanol
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TBS-Tween

NaCl 10 mM

Tris 1 mM

0,05% Tween-20

3.4.

Primer

Tabelle 4 Verwendete Primer

Primer

Orientierung

Sequenz (5'-3°)

Firma,

Firmensitz

FBN1

Forward

5-GGTCAATGCAACGATCGAAA-3

Geno-
GmbH,

Eurofins
mics
Ebersberg,

Deutschland

FBN1

Reverse

5-AGTGTGACAAAGGCAGTAGAAGCTT-3'

Geno-
GmbH,

Eurofins
mics
Ebersberg,

Deutschland

ACTB

Forward

5-TGACAGGATGCAGAAGGAGATTACT-3'

Geno-
GmbH,

Eurofins
mics
Ebersberg,

Deutschland

ACTB

Reverse

5-GCCACCGATCCACACAGAGT-3'

Geno-
GmbH,

Eurofins
mics
Ebersberg,

Deutschland
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3.5.

Antikorper fur Western Blot

Tabelle 5 Verwendete Antikérper fiir Western Blot

Antikérper | kDa | Verdinnung Sekundarantikérper | Firma, Firmensitz Bestellnummer
mit Verdinnung
Asprosin 30 1:1000, Kanin- | Anti-Kaninchen MyBiosource, San | MBS7607159
chen anti-Hu- Diego, USA
1:1000
man/Maus
GAPDH 37 1:5000, Kanin- | Anti-Kaninchen Cell Signalling, | 2118
chen Danvers, Massa-
1:5000 chusetts, USA
HPRT 24 1:1000, Kanin- | Anti-Kaninchen abcam, Cam- | ab10479
chen anti- bridge, UK
Maus/Human 1:2000
3.6. Tierversuche

3.6.1. Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Mannliche Wildtyp-Mause (C57BL/6J) erhielten entweder eine Standarddiat (SD, RUN) oder
eine Diat nach westlichem Vorbild, um eine Diat-induzierte Adipositas zu bewirken (DIO). Die
genauen Inhaltsstoffe sind in der nachfolgenden Tabelle beschrieben (Tabelle 6). Die Tiere
wurden in die Gruppen ,,Organentnahme* oder ,Glukosetoleranztest (GTT)“ eingeteilt. Bei P42
wurde der RUN-Gruppe ein Laufrad fur freiwillige Bewegung zur Verfugung gestellt. Distanz
und Zeit wurden dreimal wdchentlich kontrolliert. Bei P56 wurde der GTT-Gruppe sechs Stun-
den lang der Zugang zu Futter verwehrt, anschlieRend wurde ein GTT durch intraperitoneale
Verabreichung von 2 mg/g Korpergewicht Glukose und Messung des Blutzuckers vor der Ver-
abreichung sowie nach 15, 30, 60 und 120 Minuten durchgefiihrt. Bei P70 wurden die Mause
fur die Organentnahme geopfert und die Herzen fiir die histologische Analyse und andere Or-
gane entnommen. Die GTT-Gruppe erhielt erneut flir sechs Stunden kein Futter und wurde mit

CO: eingeschlafert. Dann wurden zum einen die Herzen fir die Protein- und RNA-Analyse
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sowie zum anderen das Nichternserum entnommen. Alle Tierversuche entsprachen den ethi-
schen Standards der einschlagigen nationalen Leitfaden fur die Pflege und Verwendung von
Versuchstieren (AZ81-02.04.2019.A130, Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucher-
schutz Nordrhein-Westfalen, Disseldorf, Deutschland) und wurden vom institutionellen Aus-
schuss (Universitatsklinikum Koln, Deutschland) genehmigt. Diese Arbeiten wurden von Thor-

ben Hoffmann durchgefiihrt.

Tabelle 6 Futterzusammensetzung

Zusammensetzung Standarddiat (SD) Diat-induzierte Adipositas (DIO)
Metabol. Energie [kcal/kg] 3225 5237

Fett [g/kg] 190 220

Protein [g/kg] 33 236

Kohlenhydrate [g/kg] 413 387

Zucker [g/kg] 54 211

3.7. Histologische Methoden

3.7.1. Einbetten und Schneiden

Nach der Sektion wurden die Herzen fir 24 Stunden mit 4 % PFA fixiert. Daraufhin wurden sie
fir mindestens 24 Stunden und maximal eine Woche in 70%iges Isopropanol gelegt, bevor sie
im Leica ASP300S Fully Enclosed Tissue Processor (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL,
USA) in Paraffin eingebettet wurden. Die paraffinierten Herzen wurden mit einem Shandon
Finesse ME+ Mikrotom (Thermo Fisher, Rockford, IL, USA) in 5 um dicke Schnitte aus dem
Apex, der Mitte des Ventrikels und den Vorhdfen geteilt. Die Paraffinschnitte wurden in ein
Wasserbad (Paraffin Streckbad 1052, GFL, Burgwedel, Deutschland) tUberfihrt und anschlie-

Rend auf Objekttrager geladen. Es wurde insbesondere darauf geachtet, bei jedem Herz fiir
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die Schnitte die gleiche Ebene zu erreichen. Diese Unterscheidung der verschiedenen Herz-
ebenen erfolgte in Anlehnung an Steijns et al. 2018, welche histologisch die Verteilung von

Fibrillin-1 in den verschiedenen Ebenen bestimmten 2'.
3.7.2. Hamatoxylin- & Eosin-Farbung

Fur die morphologische Untersuchung und die Vermessung der Herzschnitte wurde eine Ha-
matoxylin-Eosin-Farbung verwendet. Daflir wurden die Herzschnitte dreimal fir je fiunf Minuten
in Neo-Clear (109843, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) entparaffiniert. Anschlief3end
wurden sie in einer absteigenden Alkoholreihe stufenweise gewassert. Diese bestand aus ei-
ner jeweils einmindtigen Inkubation in 100%, 96%, 80% und 70% Ethanol (EtOH). Daraufhin
wurden die Schnitte eine Minute in destilliertem Wasser (dH20) gewaschen und anschlieend
fur finf Minuten mit der sauren Hamalaunlésung nach Mayer (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) gefarbt. Die Hamalaunlésung dient einer Blaufarbung der basophilen
Strukturen, insbesondere der Zellkerne und der darin befindlichen DNA. Es folgte ein dreise-
kindiger Waschschritt in destilliertem Wasser und das sechsminitige Blauen in Leitungswas-
ser. Nach einem erneuten Waschschritt in dH>O wurden die Schnitte fur drei Minuten in wass-
rigem Eosin G 0,5% (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) unter Zusatz eines
Tropfens Eisessig inkubiert, welches eine Farbung der eosinophilen bzw. azidophilen Struktu-
ren wie beispielsweise des glatten endoplasmatischen Retikulums und der Mitochondrien be-
wirkt. Es folgten ein erneuter Waschschritt in dH2O flir drei Sekunden und die aufsteigende
Alkoholreihe (70%, 80%, 96% und 100% EtOH fir jeweils eine Minute). Zuletzt folgten zwei
finfminutige Inkubationen in Neo-Clear (109843, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) und
die Eindeckelung der Schnitte mit Neo-Mount (109016, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

3.7.3. Sirius-Red-Farbung

Die Sirius-Red-Farbung dient der Darstellung von Kollagenfasern. Die Herzschnitte wurden zu
Beginn dreimal fur jeweils zehn Minuten in Neo-Clear (109843, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) entparaffiniert und anschlieend in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%,
80%, 70% EtOH, jeweils eine Minute Inkubationszeit) gewassert. Es folgte eine einmintige
Hydratisierung der Schnitte in dH>O. Daraufhin wurden die Schnitte fir drei Minuten in Phos-
phomolybdansaure-Lésung (0,2%) (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA) und fiir 90 Mi-
nuten in der Picro-Sirius-Red Solution (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA) inkubiert. An-
schlielend folgte eine zweimalige kurze Spullung in Essigsaurelésung (0,5%). Die Schnitte
wurden zudem jeweils zweimal fur 30 Sekunden in 100% EtOH und Neo-Clear (109843,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) inkubiert. Abschliel’iend wurden die Schnitte mit Neo-
Mount (109016, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) eingedeckelt.

31



3.7.4. Elastika-van-Gieson-Farbung

Die Elastika-van-Gieson-Farbung dient der Darstellung von Elastinfasern. Dafiir ist der Farb-
stoff Resorcin-Fuchsin nach Weigert verantwortlich. Zu Beginn erfolgten die Entparaffinierung
der Schnitte mithilfe von Neo-Clear (109843, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) fiir dreimal
zehn Minuten und die Wasserung in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70%
EtOH, jeweils eine Minute Inkubationszeit). Anschliellend wurden die Schnitte fir 30 Minuten
mit der Resorcin-Fuchsin-Lésung gefarbt. Nach einer kurzen Spulung mit dH20, einer zehn-
sekundigen Differenzierung mit 80% EtOH und einem erneuten kurzen Spulen mit dH.O er-
folgte eine mikroskopische Kontrolle der elastischen Fasern. Im Anschluss wurden die Schnitte
mit Eisenh@matoxylinldsung fur drei Minuten inkubiert und mit dH>O zur Vermeidung von Ha-
matein-Niederschlagen gespult. Die Schnitte wurden im Folgenden fur zehn Minuten mit flie-
Rendem Leitungswasser gebldut und flr zwei Minuten mit der van-Gieson-Lésung geféarbt.
Daraufhin wurden die Schnitte mit EtOH 70% und EtOH 96% gespult und einmal mit EtOH
96% sowie zweimal mit EtOH 100% entwassert. Zuletzt wurden sie mit Neo-Clear (109843,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) jeweils zweimal fur funf Minuten geklart und mit Neo-
Mount (109016, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) eingedeckelt.

3.7.5. Immunhistochemiefarbung

Zur Vorbereitung fir die Immunhistochemiefarbung wurden die Schnitte dreimalig fiir jeweils
zehn Minuten in Neo-Clear (109843, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) deparaffiniert so-
wie in einer absteigenden Alkoholreihe (100, 96, 80 und 70 % Ethanol) und destilliertem Was-
ser rehydriert. Die Schnitte wurden daraufhin fur 25 Minuten in Citrat Puffer (Target Retrieval
Solution, pH6, Dako) gekocht. Nach einer dreiligminutigen Abkuhlungsphase wurden sie in
destilliertem Wasser gewaschen. Die endogene Peroxidase wurde mit 3 % H.O. inaktiviert
und das Gewebe wurde mit PBS/0,3 % Triton-X (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) per-
meabilisiert. Nach dem Blockieren mit Sea Block Blocking Puffer (37527, Thermo Fisher,
Rockford, IL, USA) wurden die Schnitte ber Nacht bei 4 °C mit primaren Antikdrpern (1: 100,
Kaninchen anti-Mensch/Maus Asprosin Polyklonaler Antikérper, MBS7607159, MyBiosource,
San Diego, USA; 1:1000, anti-Mensch/Maus Fibrillin-1 (rf11) Polyklonaler Antikérper, herge-
stelltim Labor; 1:100 Kaninchen IgG polyklonale Isotypkontrolle, ab37415, abcam, Cambridge,
UK) inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte dreimal fur je finf Minuten in PBS gewa-
schen. AnschlielRend wurden die Schnitte fur eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) mit HRP
One-Step Polymer anti-Mouse/Rabbit (ZUC053-100, Zytomed Systems, Berlin, Deutschland)
inkubiert. Nach drei erneuten Waschschritten in PBS flr jeweils funf Minuten wurde das Per-
manent AEC Kit (ZUC054-200s, Zytomed Systems, Berlin, Deutschland) zugegeben und fiir

zwei (Asprosin) bzw. drei Minuten (Fibrillin-1) inkubiert. Zuletzt wurde eine Gegenfarbung mit
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Hamatoxylin durchgefihrt. Daflr wurden die Schnitte fiir finf Minuten mit einer sauren Hama-
launlésung nach Mayer (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gefarbt. Im Anschluss erfolgte die
einminitige Waschung in destilliertem Wasser und das Blauen unter flieBendem Leitungswas-
ser fir zehn Minuten. Die Schnitte wurden daraufhin in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70,
80, 96, 100 % Ethanol) und Neo-Clear dehydriert und anschlieRend mit Neo-Mount (109016,
Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) eingebettet.

3.7.6. Mikroskopische Aufnahmen und Vermessung

Die gesamten Objekttrager der apikalen, ventrikuldren und atrialen Schnitte wurden mit dem
NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner (Hamamatsu, Hamamatsu, Japan) der CECAD Ima-
ging Facility gescannt. Beispielhafte Bildausschnitte verschiedener untersuchter Regionen
(Myokard, Endokard, Klappen, GefaRe) wurden auf der Grundlage der Histologie ausgewahlt,
um die Lokalisierung von Asprosin, Fibrillin-1, Kollagen und elastischen Fasern mithilfe der

Software QuPath und ImagedJ zu bestimmen.

In H&E-gefarbten Schnitten wurden der horizontale und vertikale Durchmesser des linken
Ventrikels, die Dicke der freien Wand des linken Ventrikels sowie des intraventrikularen Sep-

tums gemessen (Abbildung 3).

500 pm

500 pm

Abbildung 3 H&E-Farbung ventrikuldrer Schnitte. Dargestellt sind die durchgefiihrten Vermessungen des linken
Ventrikels. (1) zeigt den linksventrikuldren vertikalen Durchmesser, (2) zeigt den linksventrikuldren horizontalen
Durchmesser, (3) zeigt die Dicke der linksventrikuldren freien Wand, (4) zeigt die Dicke des interventrikuldren Sep-
tums.
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3.7.7. Messung des kardialen Kollagengehalts

Die Sirius-Red-Farbung dient der Darstellung von Kollagenfasern. Diese erscheinen in der
konventionellen Lichtmikroskopie rot. Die Auswertung kann allerdings auch fluoreszenz-mik-
roskopisch erfolgen. Lebendige Zellen stellen sich mit einer griinen Autofluoreszenz dar, wah-
rend Kollagenfasern rot erscheinen. Es wurden drei standardisierte Regionen des linken
Ventrikels unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus BX43F, DP80 dual CCD-Kamera, mo-
torisierter Tisch M-MS-BX-4-2) mit dem Programm CellSensDimension (V1.8) aufgenommen.
Die Aufnahme erfolgte jeweils im griinen GFP-Kanal und im roten CY3-Kanal. Die Auswertung
des Kollagengehalts im Verhaltnis zu den lebenden Zellen erfolgte in Anlehnung an Vogel et
al. (2015) im Programm ImagedJ, wobei Bilder mit Gefaltanschnitten aufgrund des hohen peri-

vaskularen Kollagengehaltes exkludiert wurden, um eine Vergleichbarkeit zu gewahrleisten".

3.8. gRT-PCR

3.8.1. RNA-Isolation

Die Herzen wurden in Apex, mittlere Ventrikel und Vorhéfe unterteilt. Die RNA wurde mit TriRe-
agent (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) gemal’ den Anweisungen des Herstellers isoliert.
Die Gewebeproben wurden mit jeweils 500 pl TriReagent 20 Sekunden lang homogenisiert
(Schwingmuhle MM 400, Retsch, Haan, Deutschland) und nach einer funfminitigen Inkubation
bei RT mit je 100 pyl Chloroform versetzt, gemischt und fur drei Minuten inkubiert. Um eine
Phasentrennung zu erreichen, wurden die Proben 15 Minuten lang bei 4°C und 12000 U/min
zentrifugiert. Dadurch bildeten sich eine wassrige, RNA enthaltende Phase, eine weille, DNA
enthaltende Interphase und eine phenolhaltige Phase, welche Proteine enthielt. Die RNA-hal-
tige, wassrige Phase wurde enthommen und mit 250ul Isopropanol versetzt. Die RNA-Probe
wurde nach erneuter Inkubation bei 4°C und 15000 U/min zentrifugiert. Anschliellend wurde
das Isopropanol entfernt. Das Ubrig gebliebene RNA-Pellet wurde zwei Mal mit 75% Ethanol

gewaschen. Danach wurde es flr 30 Minuten getrocknet und in RNase-freiem Wasser gel6st.
3.8.2. Bestimmung der Konzentration, Reinheit und Qualitat der RNA

Durch Messung der UV-Absorption mit dem NanoDrop-Spektrophotometer (Nano Quant infi-
nite M200 Pro) und der Software iControl 2.0 wurden Reinheit und Konzentration der isolierten
RNA untersucht. Daflir wird sich das unterschiedliche Absorptionsmaximum von RNA (260
nm) und Proteinen (280 nm) zunutze gemacht. Die Konzentration der RNA-Probe wird aus der
Absorption des UV-Lichts bei 260 nm berechnet. Der Quotient aus der UV-Absorption bei den

genannten Wellenlangen gibt Auskunft Uber die Reinheit der RNA. Bei einer reinen RNA-Probe
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liegt der Quotient der optischen Dichte bei 260 nm zur optischen Dichte bei 280 nm zwischen
1,8 und 2,0.

3.8.3. cDNA-Synthese

Aufgrund der grofden Instabilitat der isolierten RNA muss aus dieser zur weiteren Analyse mit-
tels PCR die komplementare DNA (cDNA) synthetisiert werden. Von jeder Probe wurde 1 ug
RNA mit 1 yl DNase-I-Puffer (Promega, Mannheim, Deutschland) und 1 pl RNase-free DNase
(Promega, Mannheim, Deutschland) versetzt und flr 15 Minuten bei RT inkubiert, um eine
mdgliche DNA-Kontamination zu verhindern. Dieser Vorgang wurde unter Zugabe von 1 pl 25
mM EDTA beendet, woraufhin die Proben fir 15 Minuten bei 65°C inkubiert wurden. Anschlie-
Rend wurden 0,4 ul Oligo-dT-Primer (Promega, Mannheim, Deutschland) und 0,6 ul Random
Primer (Promega, Mannheim, Deutschland) zu den RNA-Proben gegeben und fur finf Minuten
bei 70°C inkubiert. Die Proben wurden mit 1 pl Reverser Transkriptase (M-MLV, 200 U) (Pro-
mega, Mannheim, Deutschland), 0,5 pl RNase-Inhibitor (40 U) (Promega, Mannheim, Deutsch-
land), 1,25 pl dNTP-Mix (je 10 mM pro Nukleotid) (Thermo Fisher, Rockford, IL, USA) und 5 pl
M-MLV-Puffer gemischt und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Das Enzym Reverse Tran-
skriptase synthetisiert in diesem Schritt die cDNA aus der RNA. Als Startpunkt braucht die
Reverse Transkriptase die zugegebenen Oligo-dT-Primer, welche aus mehreren Thyminba-
sen bestehen und dadurch an den komplementaren Poly-A-Schwanzen der RNA binden kén-
nen. Bei den ebenfalls zugegebenen Random-Primern handelt es sich um zufallige Kombina-
tionen der Basen, welche an verschiedenen Stellen der RNA-Strange binden kénnen und so-
mit viele Startpunkte fir die cDNA-Synthese bilden. Die durch diesen Prozess entstandene

cDNA kann nach der Inkubation bei -20°C gelagert werden.
3.8.4. Ablauf der qRT-PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) bietet die Moglichkeit auf Basis der PCR die Ex-
pression verschiedener Gene in Echtzeit zu quantifizieren. Es wurde die SYBR-Green Me-
thode verwendet. Dafir wird ein fluoreszierender SYBR-Green-Farbstoff an die doppelstran-
gige DNA gekoppelt, sodass das Fluoreszenzsignal proportional zur zunehmenden Menge an
doppelstrangiger DNA steigt. Der PCR-Zyklus, in dem das detektierte Fluoreszenzsignal sig-
nifikant die Hintergrundfluoreszenz lbersteigt, wird als Cycle threshold (Ct) angegeben. Der
gemessene Ct-Wert wird zusatzlich ins Verhaltnis zu stabil exprimierten Housekeeping-Genen
gesetzt, sodass die relative Genexpression beurteilt wird. Nach Ablauf der qRT-PCR wird die
amplifizierte DNA zu Einzelstrangen aufgeschmolzen, wobei eine Schmelzkurve erstellt wird,
anhand derer sich beurteilen lasst, ob die Primer spezifisch an die untersuchten Gene gebun-

den haben.
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Zur Vorbereitung der qRT-PCR wurden 10 yl GoTaq Mastermix (Promega, Mannheim,
Deutschland), 0,5 ul Primer forward (10 uM), 0,5 ul Primer reverse (10 yM), 1 pl der entspre-
chenden cDNA-Probe und 8 pl destilliertes Wasser auf eine 96-Well-Platte gegeben, welche
versiegelt und drei Minuten lang bei 1000 U/min zentrifugiert wird (Zentrifuge Rotina 420R,
Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Die qRT-PCR wird im 7500 Real-Time PCR System (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA, USA) mit der entsprechenden Software 7500 Software
v2.0.6 (Life Technologies) durchgefiihrt. Der genaue Ablauf umfasste zwei Minuten bei 50°C,
zehn Minuten bei 95°C und 40 Zyklen, bestehend aus 15 Sekunden bei 95°C und einer Minute
bei 60°C.

In dieser Arbeit wurden Primer fir das ACTB-Gen als Housekeeping-Gen sowie fur das FBN1-

Gen verwendet. Die Sequenzen sind in der Primerliste (Tabelle 4) aufgefihrt.

Zur Berechnung der relativen Genexpression wurde jeder Ct-Wert mit Hilfe der AA-Ct-Methode

auf den Ct-Wert des stabil exprimierten, endogenen Kontroll-Gens ACTB normalisiert 12,

3.9. Western Blot

3.9.1. Protein-Isolation

Die Herzen wurden in apikale, ventrikulare und atriale Gewebeproben unterteilt. RIPA-Puffer
(50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% Igepal, 0,25% Natriumdesoxycholat, 1 mM EDTA) wurde
mit Proteaseinhibitoren (Leupeptin 1 pg/ml, Aprotinin 1 ug/ml, Pepstatin A 1 ug/ml), 1 mM
PMSF, 1 mM NaF und 1 mM NazVO4 modifiziert und zu den Gewebeproben gegeben. Die
Proben wurden zerkleinert, homogenisiert und durch Sonifikation (Sonopuls®; Bandelin, Ber-
lin, Deutschland) fir 20 Sekunden bei 50% Energie lysiert sowie fur eine Stunde bei 4°C inku-
biert. Anschlie®end wurden die Proben bei 14000 U/min fur finf Minuten bei 4°C zentrifugiert,
der Uberstand wurde entnommen, in ein neues Mikroreaktionsgefalt gegeben und bei -80°C

gelagert.
3.9.2. Messung der Konzentration

Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem BCA-Protein Assay Kit (Thermo Scientific,
Waltham, USA) bestimmt. Dazu wurden eine BSA-Standardreihe angesetzt und die Protein-
proben im Verhaltnis 1:10 mit RIPA-Puffer verdiinnt. AnschlieRend wurden die Standardreihe
und Proteinproben mit jeweils 200 ul Arbeitsreagenz aus dem BCA-Protein Assay Kit versetzt
und flr 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die photometrische Messung der Proteinkonzentration
erfolgte mithilfe des NanoQuant infinite M200 Pro (Tecan, Crailsheim, Deutschland) mit der
Software iControl 2.0, indem die Absorption der Proteinprobe bei 562 nm gemessen und in
Bezug zur Standardreihe gesetzt wird.
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3.9.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung der Proteine,
die durch die bindenden SDS-Molekiile eine negative Ladung aufweisen, hinsichtlich ihres
Molekulargewichts. 20 ug Protein wurden mit 3 pl Probenpuffer, welcher beta-Mercaptoethanol
zur Spaltung der Disulfidbriicken der Proteine enthalt, versetzt und zehn Minuten lang bei 70°C
inkubiert sowie denaturiert. Ein 10%iges Acrylamid-Trenngel zur Auftrennung der Proteine und
ein Sammelgel flr eine gleichmafige Lauffront wurden vorbereitet. AnschlieRend wurde das
Sammelgel mit den Proben und einem Marker (Page Ruler™ Prestained Protein Ladder, Fer-
mentas, St. Leon-Rot, Deutschland) beladen. Die Gel-Elektrophorese erfolgte in einer Elekt-
rophorese-Kammer (Peglab, Erlangen, Deutschland) mit 1x Laemmli-Puffer zunachst bei 80V
flr 45 Minuten und anschlielRend bei 120V fur drei Stunden.

3.9.4. Ablauf Western Blot

Nach der SDS-PAGE-Elektrophorese wurden die Proteine in einem halbtrockenen Blotting-
System auf eine Nitrocellulose-Membran (Nitrocellulose Blotting Membrane Amersham
Protran, GE Healthcare, Chicago, USA) Gbertragen. Hierbei wird ein elektrisches Feld senk-
recht zum Gel und zur Membran angelegt, sodass die aufgetrennten Proteine vom Gel auf die
Membran transferiert und dort fixiert werden. Nachdem die Membran in kaltem entsalztem
Wasser aktiviert wurde, wurde sie flir 20 Minuten in Transferpuffer (10% Methanol, 10% Tow-
bin-Puffer und 80% dH20) inkubiert. Der Proteintransfer in der Blotting-Kammer (Bio-Rad La-
boratories, Miinchen, Deutschland) erfolgte bei 1,3 mA/cm? fiir zwei Stunden. Mithilfe einer
Ponceau-S-Farbung wurde der Erfolg des Blotting-Prozesses Uberpruft. Dafir wurde die
Membran mit der Ponceau-S-Ldsung (Ponceau S 0,2 %, Trichloressigsaure 3 % in dH20)
gefarbt, wodurch die Protein-Banden auf der Membran sichtbar wurden, anhand derer die
Membran horizontal geschnitten wurde. Die Farbung wurde nach der Kontrolle mit destilliertem
Wasser entfernt. AnschlieRend wurden die freien Bindungsstellen auf den Membranen eine
Stunde lang mit 5 % Milch und 2 % BSA in TBST geblockt und tber Nacht mit den primaren
Antikérpern in 5 % BSA/TBST bei 4 °C inkubiert. Es wurden primare Antikérper gegen Aspro-
sin (1:1000, Kaninchen anti-Human/Maus Asprosin Polyklonaler Antikérper, MBS7607159,
MyBiosource, San Diego) und als Ladekontrolle GAPDH (1:5000, Kaninchen monoklonal,
2118, Cell Signalling, Danvers, Massachusetts, USA) und HPRT (1:1000, Kaninchen anti-
Maus/Human Polyklonal, ab10479, abcam, Cambridge, UK) verwendet. Anschlieflend wurden
die Membranen drei Mal flr jeweils zehn Minuten in TBST gewaschen und eine Stunde lang
bei RT mit HRP-gebundenen sekundaren Antikérpern gegen Kaninchen-IgG (1:1000 fir As-
prosin, 1:2000 fir HPRT und 1:5000 fir GAPDH, Antikorper #7074, Cell Signaling, Danvers,
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Massachusetts, USA) inkubiert. Die Membranen wurden in TBST gewaschen und anschlie-
Rend eine Minute lang mit GE Healthcare Amersham™ ECL Prime Western-Blot-Detection-
Reagenz (28980926, GE Healthcare, Chicago, USA) inkubiert. Die Blots wurden mit dem Che-
miDoc XRS+ System (1708265, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) gescannt. Die Quantifizie-
rung wurde mit der Software Image Lab (v. 4.0.1, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) durchge-
fuhrt. FUr den Vergleich der Herzebenen in der SD-Gruppe (Apex, Ventrikel, Vorhéfe) und der
Vorhofproben unter verschiedenen Bedingungen (SD, RUN, DIO) wurden aufgrund des gerin-

gen Signals unter Standardbedingungen 40 ug Protein und eine PVDF-Membran verwendet.
3.10. Zellkultur und Immunfluoreszenz

Bereits aus induzierten pluripotenten Stammzellen differenzierte menschliche Kardiomyozyten
von der AG Alcazar, Universitatsklinikum Koln, wurden fur diese Arbeit zur Verfugung gestellt.
Die Zellen wurden in DMEM/10% FBS gehalten. Anschliel3end wurden sie fur zehn Minuten in
100% Methanol fixiert. Die Platten wurden mit PBS gewaschen, 30 Minuten lang mit PBS/0,3%
Triton permeabilisiert und eine Stunde lang mit Sea-Block blockiert. AnschlieRend wurden die
Zellen Uber Nacht bei 4 °C mit primaren Antikdrpern (1:100 Kaninchen-Antihuman/Maus-As-
prosin-Polyklonal-Antikérper, MBS7607159, MyBiosource, San Diego, USA; 1:100 Maus-An-
tihuman-Herz-Troponin T monoklonaler Antikdrper, ab10214, abcam, Cambridge, UK) inku-
biert. Nach dem Waschen wurden die Zellen mit sekundaren Antikdrpern (1:500, Cy ™5 Affini-
Pure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), AB_2338013, Jackson Immuno Research, West Grove, PA,
USA; 1:500, Cy™3 AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L), AB_2338680, Jackson Immuno
Research, West Grove, PA, USA) fur eine Stunde inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen
gewaschen und in Fluoroshield mit DAPI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) eingebettet.
Die Bilder wurden bei 100-facher VergroRerung mit dem Fluoreszenzmikroskop Olympus

BX53 (Olympus, Hamburg, Deutschland) aufgenommen.
3.11. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse und die Erstellung von Grafiken wurden mit der Software Graphpad
Prism (V. 9.0) durchgefuhrt. Datensatze mit n = 8 wurden mit dem D'Agostino-Pearson-Test
auf eine Gaullsche Verteilung geprift. Wenn die Datensatze normal verteilt waren, wurden sie
je nach Anzahl der Variablen mit einer ein- oder zweifaktoriellen ANOVA analysiert. Wenn die
Ergebnisse signifikant waren, wurden die Gruppen auch einzeln fir jeden Zeitpunkt mit Stu-
dent's t-Tests verglichen. Wenn die Datensatze nicht normalverteilt waren oder bei Datensat-
zen mit n < 8 wurden Kruskal-Wallis-Tests durchgefiuihrt. Wenn die Ergebnisse signifikant wa-
ren, wurden die Gruppen auch fiir jeden Zeitpunkt einzeln mit dem Mann-Whitney-U-Test ver-
glichen (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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4. Ergebnisse

4.1. Vorarbeiten: Tiermodell und Phanotypisierung

Die folgenden Vorarbeiten zum Tiermodell und zur Phanotypisierung wurden von Thorben
Hoffmann durchgefuhrt. Um den Einfluss verschiedener Stoffwechselbedingungen auf die Ex-
pression und Lokalisierung von Asprosin zu untersuchen, wurde eine Gruppe von Versuchs-
tieren mit Standarddiat (SD), eine Gruppe mit westlicher Diat-induzierter Adipositas (DIO) und
eine Gruppe mit Standarddiat und Sport (RUN) gebildet. Um Unterschiede in der Nahrungs-
aufnahme zu ermitteln, wurde die Nahrung dreimal pro Woche gewogen. Es zeigten sich keine
Unterschiede in der Nahrungsaufnahme zwischen den Gruppen, die Versuchstiere der DIO-
Gruppe wiesen bei P70 jedoch ein signifikant hoheres Koérpergewicht auf als die Mause der
SD-Gruppe. Die Mause der RUN-Gruppe legten eine durchschnittliche Laufstrecke von 8,75
km/Tag zurlick und wiesen bei P70 ein signifikant geringeres Kérpergewicht im Vergleich zur
SD-Gruppe auf. AuRerdem war die Glukosetoleranz der DIO-Mause im Vergleich zu den SD-

Mausen signifikant beeintrachtigt (Tabelle 7).

Tabelle 7 Klinische Parameter und Glukosetoleranztests bei SD, DIO und RUN. Es zeigten sich signifikant hbhere
Gewichte der Versuchstiere in der DIO- im Vergleich zur SD-Gruppe. Die Versuchstiere der RUN-Gruppe waren
signifikant leichter als die der SD-Gruppe. Die Nahrungsaufnahme zeigte keine Unterschiede im Gruppenvergleich.
Die Glukosetoleranztests zeigten eine signifikant beeintréchtigte Glukosetoleranz in der DIO-Gruppe nach 30 und
60 Minuten. Zur statistischen Analyse wurden ein D'Agostino-Pearson-Test und anschlieBend eine ANOVA sowie
Student's t-Tests durchgefiihrt. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

Klinische Parameter | SD DIO RUN Signifikanz | Signifikanz
(Mittelwert  + | (Mittelwert ~ + | (Mittelwert + | SD vs. DIO | SD vs. RUN
Standard-ab- | Standard-ab- Standard-ab-
weichung; weichung; weichung;
Min./Max.) Min./Max.) Min./Max.)

Kdrpergewicht [g] 2752 + 1,85 | 30,45 + 1,8 |26,32 + 1,75 | **** *
23,7131,47 26,9/34,14 22,91/30,2

Nahrungsaufnahme 143 + 2,03 (1397 = 1,06 | 16,37 + 247

[kcal] 12,07 /16,82 | 13,13/15,49 12,24 /19,76

Laufdistanz [km] 8,75 + 3,07

3,66/ 15,15
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GTT
Glucose [mg/dl]

0 Minuten 138,4 £ 21,76 | 1516 * 26,2 | 1353 = 15,83
1117183 112/ 196 114/ 166

15 Minuten 365 + 49,19 | 410,8 = 86,91 | 324,5 + 56,92
306 / 442 2927479 206/ 380

30 Minuten 296,2 + 53,26 | 409,1 = 61,18 | 280,9 £ 59,88 | ****
203 /382 315/517 185 /350

60 Minuten 205,8 +70,31 | 305,1 = 54,68 | 189,8 + 45,34 | ****
75/ 311 2371397 130/ 247

120 Minuten 153,1 £ 26,51 | 179,6 + 35,65 | 143,6 + 18,64
116 /190 133 /256 118 /170
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4.2. Histologische Analyse der linksventrikularen Struktur und Kollagenak-
kumulation

Um den Einfluss von DIO und Sport auf die ventrikulare Struktur und eine eventuell vorliegende
Hypertrophie nachzuweisen, wurden in H&E-gefarbten Schnitten der horizontale und vertikale
Durchmesser des linken Ventrikels, die Dicke der freien Wand des linken Ventrikels und des

intraventrikularen Septums gemessen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in die-
sen Messungen zwischen den Gruppen (Abb. 4).
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Abbildung 4 Analyse der linksventrikuldren Dimensionen in H&E-geférbten, 5um dicken Schnitten des Ventrikels
von SD-, DIO- und RUN-Versuchstieren (N=5 je Gruppe). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im
Durchmesser des linken Ventrikels (LV) in horizontaler oder vertikaler Messung. Auch die Dicke der freien Wand
des linken Ventrikels und das interventrikuldre Septum wiesen keine signifikanten Gruppenunterschiede auf. Die
Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufgenommen und die Messungen mit
der Software QuPath durchgefiihrt. Eine beispielhafte Darstellung der Messebenen wird in Abbildung 3 gezeigt.
Die Graphen zeigen den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse wurde ein Kruskal-Wallis-
Test verwendet (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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Eine verstarkte Fibrosierung des Herzens steht wie zuvor erwahnt in Zusammenhang mit der
Entitat der Adipositas- und Diabetes-assoziierten Kardiomyopathie. Zur Quantifizierung des
Kollagengehalts des linksventrikularen Myokards wurden Schnitte mit einer Sirius-Red-Ldsung
gefarbt und Bilder mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen (Abbildung 5A). Es
wurden keine signifikanten Veranderungen des Kollagengehalts des linken Ventrikels zwi-

schen den Gruppen festgestellt (Abbildung 5B).
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Abbildung 5A Fluoreszenzaufnahmen von Picro-Sirius-Red-geférbten Schnitten der SD-, DIO- und RUN-Gruppe.
Linke Spalte CY3-Aufnahmen (rot), rechte Spalte GFP-Aufnahmen (griin). Kollagenfasern stellen sich rot und Zel-
len griin dar.

Abbildung 5B Analyse der Picro-Sirius-Red-Fluoreszenzaufnahmen zur Bestimmung des relativen Kollagengehalts
in den Gruppen SD, DIO und RUN (pro Gruppe N=5). Es zeigten sich keine signifikanten Gruppenunterschiede im
relativen Kollagengehalt. Die Bilder wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Olympus BX53 aufgenommen und mit-
hilfe der Software QuPath ausgewertet. Der Graph zeigt den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen
Analyse wurde ein Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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4.3. FBN1-Expression bei SD, DIO und RUN

Um die relative Expression des FBN1-Gens, welches flir Asprosin und Fibrillin-1 kodiert, im
Vergleich zwischen den Gruppen zu untersuchen, wurden gPCR-Analysen durchgefiihrt. Die-
ser Vergleich zwischen den verschiedenen metabolischen Bedingungen wurde auf Ebene der
Vorhofe, Ventrikel und Herzspitzen durchgefiihrt, um eventuelle Unterschiede in der lokalisa-

tionsspezifischen Genexpression aufzudecken.

Es zeigten sich sowohl in den Vorhéfen als auch in den Ventrikeln und Herzspitzen keine
signifikanten Veranderungen in der relativen FBN1-Expression zwischen SD, DIO und RUN
(Abbildung 6).
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Abbildung 6 gPCR-Untersuchung der relativen mRNA-Expression des FBN1-Gens in Vorhéfen (A), Ventrikeln (B)
und Herzspitzen (C) unter SD-, DIO- und RUN-Bedingungen (je Gruppe N=8). Es zeigten sich keine signifikanten
Gruppenunterschiede in den verschiedenen Regionen. Das ACTB-Gen wurde als Housekeeping-Gen verwendet.
Die Graphen zeigen den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse wurden ein D'Agostino-
Pearson-Test und eine one-way-ANOVA (Atria) oder ein Kruskal-Wallis-Test (Apex und Ventrikel) durchgefiihrt (*p
<0,05; *p < 0,01; ***p < 0,001; ***p < 0,0001).
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4.4. Asprosin-Expression bei SD, DIO und RUN

Um die relative Asprosin-Expression unter den verschiedenen metabolischen Bedingungen
(SD, DIO, RUN) zu quantifizieren und zu vergleichen, wurden Proteine aus Gewebeproben
der Vorhofe, Ventrikel und Herzspitzen isoliert und anschliefiend Western Blot-Analysen
durchgefihrt.

In den Gewebeproben der Vorhofe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der relativen

Asprosin-Expression zwischen SD-, DIO- und RUN-Gruppe (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Western Blot-Untersuchung der relativen Asprosin-Expression in den Vorhéfen unter SD-, DIO- und
RUN-Bedingungen (N=7 pro Gruppe). Es zeigten sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. Als Ladekontrolle
wurde GAPDH verwendet. Der Graph zeigt den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse
wurde ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
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Auf Ventrikelebene war die relative Asprosin-Expression in der DIO-Gruppe gegeniber der
Standarddiatgruppe signifikant erhéht. Im Vergleich der RUN-Gruppe mit der Standarddiat-

gruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Proteinexpression (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Western Blot-Untersuchung der relativen Asprosin-Expression in den Ventrikeln unter SD-, DIO- und
RUN-Bedingungen (N=7 pro Gruppe). Es zeigte sich eine signifikant hGhere relative Asprosin-Expression bei DIO
im Vergleich zu SD. Zwischen RUN und SD zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Als Ladekontrolle wurde
GAPDH verwendet. Der Graph zeigt den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse wurde ein
Kruskal-Wallis-Test und anschlielSend ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;

*kkk,

p < 0,0001).
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In den Herzspitzen zeigten sich im Vergleich der SD-, DIO- und RUN-Gruppen keine signifi-

kanten Unterschiede in der relativen Asprosin-Expression (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Western Blot-Untersuchung der relativen Asprosin-Expression in den Herzspitzen unter SD-, DIO- und
RUN-Bedingungen (N=7 pro Gruppe). Es zeigten sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. Als Ladekontrolle
wurde GAPDH verwendet. Der Graph zeigt den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse
wurde ein Kruskal-Wallis-Test und anschlieBend ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p
<0,001; ****p < 0,0001).
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4.5. Expression und Lokalisierung von Asprosin im Herzgewebe

Um die Asprosin-Expression in den Vorhdfen, Ventrikeln und der Herzspitze zu quantifizieren
und zu vergleichen, wurden die Western Blot-Analysen der unterschiedlichen Regionen inner-

halb der jeweiligen Gruppe (SD, DIO und RUN) verglichen.

In den Herzen der Mause mit Standarddiat zeigte sich eine signifikant erhéhte relative Aspro-
sin-Expression in den Ventrikeln und der Herzspitze im Vergleich zu den Vorhéfen. Die relative
Asprosin-Expression war in der Herzspitze am starksten ausgepragt und gréRer als in den
Ventrikeln (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Western Blot-Untersuchung der relativen Asprosin-Expression unter SD-Bedingungen im Vergleich
zwischen Vorhéfen, Ventrikeln und Herzspitzen (N=7 pro Gruppe). Es zeigte sich eine signifikant h6here relative
Asprosin-Expression in den Ventrikeln und im Apex im Vergleich zu den Atrien. Als Ladekontrolle wurde HPRT
verwendet. Der Graph zeigt den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse wurde ein Kruskal-
Wallis-Test und anschlieBend ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001).

47



In der DIO-Gruppe war die relative Asprosin-Expression in der Herzspitze sowie den Ventrikeln
gegenlber den Vorhdfen ebenfalls signifikant erhéht. In dieser Gruppe zeigte sich die starkste
relative Asprosin-Expression jedoch in den Ventrikeln und nicht in der Herzspitze (Abbildung
11).
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Abbildung 11 Western Blot-Untersuchung der relativen Asprosin-Expression unter DIO-Bedingungen im Vergleich
zwischen Vorhéfen, Ventrikeln und Herzspitzen (N=7 pro Gruppe). Es zeigte sich eine signifikant héhere relative
Asprosin-Expression in den Ventrikeln und im Apex im Vergleich zu den Atrien. Als Ladekontrolle wurde GAPDH
verwendet. Der Graph zeigt den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse wurde ein Kruskal-
Wallis-Test und anschlieBend ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001).
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Die relative Asprosin-Expression in den Herzen der RUN-Gruppe zeigte die gleiche Tendenz
wie in der DIO-Gruppe. Die relative Asprosin-Expression war in den Ventrikeln und in der
Herzspitze gegenlber den Vorhdfen signifikant erhdht. Die grote relative Asprosin-Expres-

sion zeigte sich in den Ventrikeln (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Western Blot-Untersuchung der relativen Asprosin-Expression unter RUN-Bedingungen im Vergleich
zwischen Vorhéfen, Ventrikeln und Herzspitzen (N=7 pro Gruppe). Es zeigte sich eine signifikant héhere relative
Asprosin-Expression in den Ventrikeln und im Apex im Vergleich zu den Atrien. Als Ladekontrolle wurde GAPDH
verwendet. Der Graph zeigt den Mittelwert + Standardabweichung und zur statistischen Analyse wurde ein Kruskal-
Wallis-Test und anschlieBend ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001).

4.6. Histologische Analyse der Lokalisierung von Asprosin im Herzgewebe

im Vergleich mit Fibrillin-1, elastischen Fasern und Kollagen

Um die Lokalisierung von Asprosin im Herzgewebe mit der Lokalisierung von Fibrillin-1, elas-
tischen Fasern und Kollagen zu vergleichen, wurden Immunhistochemie-Farbungen, eine
Elastika-van-Gieson-Farbung und eine Sirius-Red-Farbung fur SD, DIO und RUN durchge-
fuhrt.
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4.6.1. Histologische Analyse bei SD

In der SD-Gruppe konnte Asprosin intrazellular im Bereich der Zellkerne beobachtet werden
(Abb. 13.1). AuRerdem wurde Asprosin im linken Ventrikel in einer extrazellularen, faser-ahn-
lichen Verteilung angefarbt (Abbildung 13.1). Diese ist vergleichbar mit dem Verteilungsmuster
von Fibrillin-1 in Fasern (Abbildung 13.2).

Asprosin Fibrillin-1
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Abbildung 13 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Férbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Farbung (rot, 4) gefarbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte des linken Ventrikels (LV) von
Versuchstieren der SD-Gruppe. Es zeigte sich eine Farbung von Asprosin an den Zellkernen und in Fasern (1).
Diese Fasern sind vergleichbar mit den Fibrillin-1-Fasern (2). Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer
S360 Digital Slide Scanner aufgenommen und es wurden mit der Software QuPath beispielhafte Ausschnitte aus-
gewdhlt (N=15 pro Férbung).
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Das Endokard, die Herzklappen sowie der umgebende Anulus fibrosus weisen viele elastische
Fasern und Kollagen auf (Abbildung 14.3 & 14.4). Sie zeigten zudem eine Farbung fir Aspro-
sin (Abbildung 14.1). Fibrillin-1 wurde vor allem in den aufReren Schichten der Herzklappen
beobachtet (Abbildung 14.2).
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Abbildung 14 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Farbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Férbung (rot, 4) geférbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte der Herzklappen von Ver-
suchstieren der SD-Gruppe. Es zeigte sich eine Fdrbung von Asprosin im Bereich der Herzklappen, beispielsweise
angezeigt durch die schwarzen Pfeile (1). Fibrillin-1 zeigte sich in den &ul3eren Schichten der Herzklappen (2). Es
zeigen sich des Weiteren viele elastische Fasern und Kollagen in den Herzklappen und dem Anulus fibrosus (3 &
4, gestrichelte Pfeile). Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufgenommen
und es wurden mit der Software QuPath beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N=15 pro Férbung).
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BlutgefalRe wiesen eine Asprosin-Farbung im Endothel auf (Abbildung 15.1) und zeigten im
Bereich der Membrana elastica interna und externa sowie im Bereich der Tunica adventitia
eine Asprosin-Farbung, die mit dem Auspragungsmuster elastischer Fasern und des Kolla-
gens vergleichbar war (Abbildung 15.3 & 15.4).

Asprosin Fibrillin-1
()]
2
é‘(g
()
)
Elastische Fasern Kollagen
()]
2
é‘(g
(]
)

Abbildung 15 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikbrpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Farbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Férbung (rot, 4) gefarbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte der Blutgefél3e von Versuchs-
tieren der SD-Gruppe. Es zeigte sich eine Farbung fiir Asprosin im Bereich des Endothels sowie im Bereich der
Membrana elastica interna und externa und im umgebenden Bindegewebe (1). Die Pfeile zeigen beispielhaft das
positive Férbesignal fiir Asprosin (1). Die gestrichelten Pfeile zeigen die Membrana elastica interna und externa,
die reich an elastischen Fasern sind (3). Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scan-
ner aufgenommen und es wurden mit der Software QuPath beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N=15 pro Féar-
bung).
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Um die Asprosin-Lokalisierung noch genauer darzustellen, wurden Aufnahmen der Immunhis-
tochemiefarbungen der SD-Gruppe in 100-facher VergroRerung dargestellt. Deutlich zeigte
sich die Asprosin-Farbung am endokardialen Uberzug des Myokards (Abbildung 16.1). Im Ext-
razellularraum des Myokards stellte sich Asprosin in Fasern dar (Abbildung 16.2). Zudem
konnte eine Asprosin-Farbung um Kapillaren und gréfiere Blutgefalie beobachtet werden (Ab-
bildung 16.3 & 16.4).

Myokard Extrazellularraum

Kapillaren BlutgefaRe

Abbildung 16 Dargestellt sind immunhistochemische Farbungen mit einem Antik6rper gegen Asprosin in 100-facher
VergréBerung. Es handelt sich um 5um dicke Schnitte des Myokards (1), des Extrazelluldrraums (2), der Kapillaren
(3) und gréBRerer Blutgefél3e von Versuchstieren der SD-Gruppe. Es zeigte sich eine Farbung fiir Asprosin im Be-
reich des Endokards (1), in einer faserigen Struktur im Extrazelluldrraum des Myokards (2) sowie an Kapillaren (3)
und gréBeren BlutgefélRen (4). Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner auf-
genommen und es wurden mit der Software QuPath beispielhafte Ausschnitte ausgewahlt (N=15).
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4.6.2. Histologische Analyse bei DIO

Um die Lokalisierung von Asprosin im Herzen unter DIO zu analysieren, wurden auch in dieser

Gruppe immunhistochemische Farbungen durchgefihrt.

In der DIO-Gruppe fand sich im linken Ventrikel ebenfalls eine Asprosin-Farbung an Zellkernen
und am Endokard (Abbildung 17.1). Fibrillin-1 stellte sich in langen Fasern dar (Abbildung
17.2). Elastische Fasern und Kollagen zeigten sich zwischen den Kardiomyozyten (Abbildung
17.3 & 17.4).
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Abbildung 17 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Férbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Féarbung (rot, 4) gefarbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte der linken Ventrikel (LV) von
Versuchstieren der DIO-Gruppe. Es zeigte sich eine Farbung fiir Asprosin an einigen Zellkernen und am Endokard
(1). Fibrillin-1, elastische Fasern und Kollagen zeigten sich zwischen den Kardiomyozyten (2-4). Die Aufnahmen
wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufgenommen und es wurden mit der Software Qu-
Path beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N = 15 pro Férbung).
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An den Herzklappen der DIO-Gruppe zeigte sich ein intensives Farbesignal fur Asprosin, ins-
besondere am Endokard. Eine dhnliche Verteilung zeigte auch Fibrillin-1 (Abbildung 18.1 &
18.2). Elastische Fasern und Kollagen zeigten sich an den Herzklappen zentraler gelegen und

in grol’en Mengen am umgebenden Anulus fibrosus (Abbildung 18.3 & 18.4).
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Abbildung 18 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Férbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Férbung (rot, 4) gefdrbt. Es handelt sich um 5um dicke Schnitte der Herzklappen von Ver-
suchstieren der DIO-Gruppe. Asprosin und Fibrillin-1 zeigten sich vor allem an den dul8eren Schichten der Herz-
klappen (1 &2), wéhrend elastische Fasern und Kollagen sich in den Klappen zentraler zeigten und im Anulus
fibrosus vorkamen (3 & 4). Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufge-
nommen und es wurden mit der Software QuPath beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N=15 pro Farbung).
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An den Blutgefallen der DIO-Gruppe zeigte sich ein intensives Signal fir Asprosin und Fibrillin-
1 am Endothel und an der Membrana elastica interna sowie vereinzelt im perivaskularen Bin-
degewebe (Abbildung 19.1 & 19.2). Auch elastische Fasern und Kollagen konnten an der
Membrana elastica interna und im perivaskularen Bindegewebe dargestellt werden (Abbildung
19.3 & 19.4).
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Abbildung 19 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Férbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Férbung (rot, 4) geférbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte der Blutgefél3e von Versuchs-
tieren der DIO-Gruppe. Es zeigte sich eine Férbung fiir Asprosin und Fibrillin-1 an den Endothelzellen, an der
Membrana elastica interna und im perivaskuldren Bindegewebe (1 & 2). Elastische Fasern und Kollagen fanden
sich ebenfalls in der Membrana elastica interna und im perivaskuldren Bindegewebe (3 & 4). Die Aufnahmen wur-
den mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufgenommen und es wurden mit der Software QuPath
beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N=15 pro Farbung).
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4.6.3. Histologische Analyse bei RUN

Die immunhistochemischen Farbungen wurden ebenfalls in der RUN-Gruppe durchgefihrt,

um die Lokalisierung unter positiven metabolischen Veranderungen zu untersuchen.

Im Myokard des linken Ventrikels zeigte sich eine Farbung flir Asprosin an Zellkernen und in
einer faser-ahnlichen Verteilung (Abbildung 20.1). Fibrillin-1, elastische Fasern und Kollagen

stellten sich ebenfalls extrazellular in Fasern dar (Abbildung 20.2 — 20.4).
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Abbildung 20 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Férbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Farbung (rot, 4) geférbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte der linken Ventrikel (LV) von
Versuchstieren der RUN-Gruppe. Es zeigte sich eine Férbung fiir Asprosin an Zellkernen sowie in einer faser-
&hnlichen Verteilung (1). Fibrillin-1, elastische Fasern und Kollagen zeigten sich in extrazelluléren Fasern (2 — 4).
Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufgenommen und es wurden mit der
Software QuPath beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N=15 pro Férbung).
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An den Herzklappen der RUN-Gruppe zeigten sich Asprosin und Fibrillin-1 vor allem am En-
dokard der Klappen (Abbildung 21.1 & 21.2). Elastische Fasern und Kollagen zeigten sich

zentraler in den Klappen sowie am umgebenden Anulus fibrosus (Abbildung 21.3 & 21.4).
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Abbildung 21 Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Férbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Férbung (rot, 4) geférbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte der Herzklappen von Ver-
suchstieren der RUN-Gruppe. Es zeigte sich eine Farbung fiir Asprosin und Fibrillin-1 am Endokard der Herzklap-
pen (1 & 2). Elastische Fasern und Fibrillin-1 zeigten sich auch zentraler in den Herzklappen und am Anulus fibro-
sus. Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufgenommen und es wurden
mit der Software QuPath beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N=15 pro Farbung).
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An den Blutgefallen der RUN-Gruppe zeigte sich Asprosin am Endothel und an der Membrana
elastica interna (Abbildung 22.1). Fibrillin-1, elastische Fasern und Kollagenfasern waren an
der Membrana elastica interna und im perivaskularen Bindegewebe ebenfalls nachzuweisen
(Abbildung 22.2 — 22.4).

Asprosin Fibrillin-1

Gefalle

Gefalle

Abbildung 22 Dargestellt sind Immunhistochemische Férbungen mit Antikérpern gegen Asprosin (braun, 1) und
Fibrillin-1 (braun, 2). Elastische Fasern wurden mit einer Elastika-van-Gieson-Fé&rbung (schwarz, 3) und Kollagen
mit einer Sirius-Red-Férbung (rot, 4) geférbt. Es handelt sich um 5 um dicke Schnitte der Blutgefél3e von Versuchs-
tieren der RUN-Gruppe. Es zeigte sich eine Férbung fiir Asprosin am Endothel und an der Membrana elastica
interna. Fibrillin-1, elastische Fasern und Kollagen zeigten sich in der Membrana elastica interna und im perivasku-
l&ren Bindegewebe (2 — 4). Die Aufnahmen wurden mithilfe des NanoZoomer S360 Digital Slide Scanner aufge-
nommen und es wurden mit der Software QuPath beispielhafte Ausschnitte ausgewéhlt (N=15 pro Farbung).

Bei der qualitativen histologischen Analyse konnten keine Unterschiede hinsichtlich der Loka-
lisation von Asprosin bei SD, DIO und RUN festgestellt werden. Asprosin zeigte sich in allen
Gruppen insbesondere am Endokard, an BlutgefalRen und deren Endothel, an Zellkernen der
Kardiomyozyten sowie extrazellular in einer faser-ahnlichen Verteilung, die mit dem Farbe-

muster von Fibrillin-1 vergleichbar war.
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4.7. Asprosin in menschlichen Kardiomyozyten

Um zu untersuchen, ob Asprosin in Kardiomyozyten gebildet wird, wurde eine Immunfluores-
zenzfarbung menschlicher Kardiomyozyten durchgefihrt, die aus induzierten pluripotenten
Stammzellen stammen. Die Farbung fir Troponin T war positiv und bestatigte die korrekte
Differenzierung in menschliche Kardiomyozyten (Abbildung 23.2). Asprosin war im Zytoplasma

und hauptsachlich um den Zellkern herum zu finden (Abbildung 23.1).

Um eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch Asprosin im Kulturmedium auszu-
schlielRen, wurde in separaten Experimenten durch andere Mitarbeitende der Arbeitsgruppe

das Vorliegen von Asprosin im Kulturmedium mittels Western Blot ausgeschlossen.

Asprosin Troponin T Negativkontrolle

Abbildung 23 Dargestellt sind Immunfluoreszenzfédrbungen humaner Kardiomyozyten. Die Farbung wurde mit DAPI
und einem Antikérper gegen Asprosin (1) (rot) und Troponin T (2) (griin) durchgefiihrt. Die Negativkontrolle (3)
wurde ohne Primérantikérper geférbt. Die Bilder wurden bei 100-facher Vergré3erung mit dem Fluoreszenzmikro-
skop Olympus BX53 aufgenommen und mithilfe der Software Imaged ausgewaéhit.
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5. Diskussion

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache in Deutschland, obwohl die
Hauptrisikofaktoren wie beispielsweise Adipositas und protektive Faktoren wie Sport flr diese
Gruppe von Erkrankungen erforscht und veranderbar sind '3. Das kiirzlich entdeckte Protein-
hormon Asprosin ist bekannt dafir, unter anderem den Appetit und den Blutzucker zu regulie-
ren 3. Allerdings steht auch die wechselseitige Beziehung zwischen Asprosin und dem kar-

diovaskularen System zunehmend im wissenschaftlichen Fokus '3,

Die vorliegende Arbeit verfolgte deshalb das Ziel, neue Erkenntnisse bezliglich der Expression
und Lokalisierung von Asprosin im Herzen unter verschiedenen metabolischen Bedingungen

Zu gewinnen.
5.1. Tiermodell und Phanotypisierung

Zu diesem Zweck wurde ein Mausmodell mit mannlichen Wildtypmausen genutzt, welche in
eine Standarddiatgruppe (SD), eine Diat-induzierte Adipositas-Gruppe (DIO) mit einer ,westli-
chen“ Nahrungszusammensetzung und eine Gruppe mit freiwilligem Laufradtraining (RUN)

eingeteilt wurden.

Die Mause der DIO-Gruppe waren signifikant schwerer und die Mause der RUN-Gruppe sig-
nifikant leichter als die Mause der SD-Gruppe. Bei der gemessenen Nahrungsaufnahme in
kcal zeigten sich hingegen keine Gruppenunterschiede. Die Mause der RUN-Gruppe nutzten
ihr Laufrad und liefen durchschnittlich 8,75 km pro Tag. Bei den Glukosetoleranztests zeigten
die DIO-Mause eine eingeschrankte Glukosetoleranz. Durch die signifikanten Differenzen in
Bezug auf das Korpergewicht, die absolvierte Laufstrecke und die Glukosetoleranztests wur-
den die Voraussetzungen fir die weiteren Untersuchungen als gegeben angesehen, da das

Tiermodell die angestrebten metabolischen Veranderungen zuverlassig induzieren konnte.
5.2. Ventrikulare Struktur und Kollagenakkumulation

Die Vermessung der Dimensionen des linken Ventrikels zeigten weder im horizontalen oder
vertikalen Durchmesser noch in der Dicke des interventrikularen Septums oder der linksventri-
kularen freien Wand signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Diese Daten weichen
von den Ergebnissen anderer Studien ab, die bei Ubergewicht eine Hypertrophie und Dilata-
tion der Ventrikel zeigen konnten 5%-63, Auch Sport kann bekanntlich zu physiologisch oder
pathologisch veranderten kardialen Dimensionen flihren %2-%, Im Vergleich zu anderen Maus-
studien, welche die Hypertrophie des Herzens durch freiwilliges Laufradtraining beschrieben,

wurden dhnliche Distanzen und eine ahnliche Dauer der Intervention erreicht. Allerdings wurde
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in dieser Arbeit nicht das Herzgewicht gemessen, sondern auf histologische Weise versucht,
eine Hypertrophie festzustellen 4115, Auf die Schwierigkeiten dieser Methodik wird spater ein-
gegangen. Diese erwahnte Abweichung zu anderen Studien, die eine kardiale Hypertrophie
bei Adipositas beschreiben, ist moglicherweise auf das junge Alter der Mause (70 Tage) bei
den vorliegenden Experimenten oder auf ein noch gering ausgepragtes Ubergewicht im Ver-
gleich zur SD-Gruppe zuriickzufiihren, da die Dauer des Ubergewichts und der BMI mit dem
Grad der kardialen Hypertrophie korrelieren 6261, Viele Ergebnisse in der Literatur sind bislang
nur in Menschen gezeigt worden. Im Mausmodell konnte bei Ubergewichtigen Mausen eine
Hypertrophie mit Hilfe der Echokardiografie nachgewiesen werden 3. Diese Methode bietet
den Vorteil, dass sie wenig invasiv ist, bei lebendigen Tieren durchgefiihrt werden kann und
zusatzlich zu den Dimensionen auch naherungsweise die Herzfunktion bestimmt werden kann.
In der hier angewendeten Methode zeigten sich des Weiteren Schwierigkeiten, da sich die in
Paraffin eingebetteten Herzen zum Teil verformt hatten. Au3erdem erwies es sich als schwie-
rig, in jedem Herzen exakt die gleiche Schnittebene zu erreichen, auch wenn dies fur eine

moglichst hohe Vergleichbarkeit stets genauestens versucht wurde.

Zusammenfassend muss an dieser Stelle die verwendete Methodik kritisch hinterfragt werden,
sodass ruckblickend eine Messung der Herzgewichte eine einfachere und eventuell aussage-
kraftigere Methode gewesen ware. Dahingegen hatte die Echokardiografie zusatzliche Er-
kenntnisse Uber die Herzfunktion geliefert, ware aber gleichzeitig mit einer aufwandigen Durch-

fuhrung durch speziell geschultes Personal verbunden gewesen.
5.3. Kardiale Fibrose

Um den Grad der kardialen Fibrose zu bestimmen, wurden Sirius-Red-gefarbte Schnitte unter
dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. So konnte der relative Anteil des Kollagens am
Myokard semiquantitativ bestimmt und verglichen werden. Dies erfolgte in Anlehnung an Vogel
et al. ""1. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im relativen Kollagengehalt zwi-
schen den Gruppen. Die mausexperimentellen Belege, die fir eine deutliche kardiale Fibrose
sprechen, entstammen Uberwiegend Untersuchungen an gentechnisch veranderten Mau-
sen 16, In Mausmodellen mit Diat-induziertem Ubergewicht brauchte es beispielsweise 6-16
Monate, um eine signifikante Fibrose des Myokards zu induzieren '"6. Im Vergleich dazu waren
die hier genutzten Mause deutlich jinger und haben Uber eine wesentlich kirzere Zeit DIO-
Futter erhalten, sodass sich die Effekte vermutlich noch nicht zeigen konnten. Dass korperli-
ches Training vor einer UberschielRenden kardialen Fibrosierung schiitzt, konnte insbesondere

flr Krankheitszustande wie nach Herzinfarkten gezeigt werden 7. Da es sich bei den fiir diese
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Forschung genutzten Mausen um gesunde Versuchstiere handelte, ist es daher wenig Uber-
raschend, dass im Vergleich der RUN- und der gesunden SD-Gruppe keine signifikanten Un-

terschiede hinsichtlich der kardialen Fibrose deutlich wurden.
5.4. FBN1- und Asprosin-Expression bei SD, DIO und RUN

Romere et al. untersuchten die FBN1-Expression in verschiedenen Geweben und fanden
diese unter anderem im Herzen stark ausgepragt 7°. Um die relative FBN71-Expression unter
verschiedenen metabolischen Bedingungen zu beurteilen, wurden gPCR-Analysen der Atria,
Ventrikel und Herzspitzen durchgeflhrt, wobei sich auf keiner der Ebenen Unterschiede zwi-
schen SD, DIO und RUN zeigten. Diese Ergebnisse werden im Folgenden in Zusammenhang

mit der Asprosin-Expression gesetzt.

In den Western Blot-Analysen, die verwendet wurden, um in den drei Herzebenen eine Aspro-
sin-Expression nachzuweisen und Unterschiede zwischen den verschiedenen metabolischen
Bedingungen zu untersuchen, fand sich in allen Ebenen des Herzens eine Asprosin-Expres-
sion. Es lielRen sich auf Ebene der Vorhdfe und Herzspitzen keine signifikanten Unterschiede
zwischen SD, DIO und RUN feststellen. In den Ventrikeln zeigte sich hingegen die relative

Asprosin-Expression in der DIO-Gruppe signifikant erhéht.

In diesem Kontext stellt sich die Frage, warum die Asprosin-Expression bei stabiler FBN1-
Expression erhoht war, da das FBN7-Gen fiir Asprosin und Fibrillin-1 kodiert 7°. Unterschiede
zwischen Gen- und Proteinexpression sind eine weithin bekannte Beobachtung und kénnten
durch eine post-transkriptionelle, translationale oder post-translationale Regulation erklart wer-
den "8 Hurley et al. (2018) zeigten, dass die zirkadiane Oszillation von Proteinen, die an
Stoffwechselprozessen beteiligt sind, von post-transkriptioneller Regulation dominiert wird .
Da Asprosin bekanntermalien einem zirkadianen Rhythmus folgt und an verschiedenen Stoff-
wechselprozessen beteiligt ist, konnte die post-transkriptionelle Regulation moglicherweise
auch die Unterschiede in der Gen- und Proteinexpression von Asprosin erklaren 70113, Auch
ein Vergleich der relativen Proteinexpression von Asprosin und Fibrillin-1 hatte aufschlussreich
sein konnen. Dieser wurde in Western Blot-Analysen versucht, konnte jedoch trotz vielfachen
Veranderungen der Methodik nicht erfolgreich durchgefihrt und ausgewertet werden, was
moglicherweise auf die GroRe von Fibrillin-1 als strukturgebendes Protein der Extrazellular-

Matrix zurtckzufihren ist.

Insgesamt deckt sich die erhéhte ventrikulare Asprosin-Expression bei Adipositas mit zahlrei-
chen Studien, die erhdhte Asprosinspiegel bei Ubergewicht feststellen und sogar mit dem BMI
korrelieren konnten 889, Bisher wurde allerdings nur das Fettgewebe fiir seine Produktion dis-

kutiert 113, Die hier dargelegten Ergebnisse geben erste Hinweise auf die kardiale Rolle bei
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erhdhtem Plasma-Asprosin bei Adipositas. Es ist jedoch moéglich, dass kardiales Asprosin
nicht vollstédndig in den Kardiomyozyten exprimiert wird, sondern auch aus anderen Organen
auf vasokrine oder parakrine Weise dorthin transportiert wird. Insbesondere epikardiales Fett-
gewebe ist daflr bekannt, dass es das Herz durch vasokrine und parakrine Hormonsekretion
beeinflusst '2°. AuRerdem wurde gezeigt, dass Adipositas eine Zunahme der ektopischen Lip-
idakkumulation im Herzen verursachen kann 2122 Somit kdnnten sowohl das Herz als auch
das epikardiale Fettgewebe als Asprosinquelle fungieren und die Effekte von Asprosin im Her-
zen ausldsen. Die Frage, ob der verstarkte Nachweis von Asprosin im Western Blot durch
erhdohte Plasma-Asprosinspiegel und ein dadurch verstarktes Vorkommen im Herzen oder
durch eine gesteigerte Asprosin-Expression im Herzen zustande kommt, lasst sich mit der

gewahlten Methodik nicht eindeutig beantworten.

Weiterhin stellt sich die Frage, warum die Asprosin-Expression nur auf Ebene der Ventrikel bei
DIO erhoht war. Auf diese Frage soll bei der Untersuchung der Lokalisierung von Asprosin

eingegangen werden.

Die Effekte kdrperlichen Trainings auf zirkulierende Asprosinspiegel sind insgesamt heterogen
und scheinen von der jeweiligen Art und Dauer der jeweiligen Intervention und des Ge-
schlechts des Studienkollektivs abhangig zu sein %', Insgesamt fand sich allerdings nur
eine tierexperimentelle Studie, bei der in Ratten mit metabolischem Syndrom gezeigt werden
konnte, dass ein chronisches Schwimmtraining zu erniedrigten Asprosinspiegeln im Plasma
flhrt 1%, Das hier verwendete Kollektiv bestand jedoch aus gesunden Mausen, die ein freiwil-
liges Laufradtraining absolvierten. Zudem wurde explizit die kardiale Asprosin-Expression un-

tersucht, sodass sich diese Ergebnisse nicht ausreichend vergleichen lassen.

Zusammenfassend lassen sich durch diese Ergebnisse die anfangs aufgeworfenen Fragen,
ob Asprosin im Herzen nachweisbar ist und ob sich die Asprosin-Expression im Herzen durch
eine Nahrungsintervention oder eine Intervention mit freiwilligem Laufradtraining verandert,
beantworten. In den Western Blot-Analysen konnte eindeutig Asprosin in den Herzen nachge-
wiesen werden. Das durchgefuhrte Laufradtraining schien keine signifikante Veranderung in
der Asprosin-Expression im Herzen zu bewirken, wohingegen durch Diat-induzierte Adipositas

(DIO) die Asprosin-Expression im Ventrikel signifikant erhoht war.

5.5. Regionsspezifische Expression und Lokalisierung von Asprosin im

Herzgewebe

Um die Asprosin-Expression im Herzen genauer zu lokalisieren, flihrten wir zuerst Western
Blot-Analysen zum Vergleich der Atria, Ventrikel und Herzspitzen durch. In diesen fand sich

unter allen metabolischen Bedingungen eine signifikant erhohte relative Asprosin-Expression
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in den Ventrikeln und der Herzspitze im Vergleich zu den Vorhéfen. Um diese regionsabhan-
gigen Unterschiede zu erklaren, kann mdglicherweise der Vergleich mit einem anderen im

Herzen produzierten Hormon helfen.

Das natriuretische Peptid vom B-Typ, ein kardial ausgeschuttetes Hormon, welches insbeson-
dere bei Herzinsuffizienz erhoht ist, kann als Marker flr ein erh6htes Risiko bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie verwendet werden '23. Wahrend ein erhdhtes BNP bei Patienten
mit dilatativer Kardiomyopathie mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert ist, sind hdhere Aspro-
sinspiegel mit weniger negativen kardiovaskularen Vorfallen in diesem Kollektiv assoziiert?4123,
Fir BNP konnte aulRerdem gezeigt werden, dass die Ausschuttung stark mit der Wandspan-
nung assoziiert ist 24, Moglicherweise lasst sich die regionsabhangige Asprosin-Expression,
die in den Ventrikeln und Herzspitzen signifikant erhéht war, durch dhnliche Mechanismen
erklaren. Letztere weisen eine deutlich gréRere Druckbelastung (insbesondere im linken
Ventrikel) als die Vorhéfe auf '25. Interessanterweise geht auch Adipositas mit signifikanten
hamodynamischen Veranderungen einher, die eine ventrikulare Dilatation und eine erhdhte
ventrikulare Belastung bewirken 57:%5. Da diese Veranderungen hauptsachlich auf ventrikularer
Ebene stattfinden, kdnnte dies die Tatsache erklaren, dass die Asprosin-Expression bei Adi-

positas nur auf ventrikularer Ebene signifikant erhéht war.

Eine weitere Erklarung fur die Ebenen-spezifischen Unterschiede in der Asprosin-Expression
konnte die zellulare Heterogenitat des Herzgewebes sein, welches hauptsachlich aus En-
dothelzellen, Perizyten, glatten Muskelzellen, kardialen Fibroblasten und Kardiomyozyten be-
steht 126127 VVentrikel und Apex enthalten weniger Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzel-
len, aber dafiir mehr glatte Muskelzellen, Perizyten und Kardiomyozyten als die Vorhofe 1°.
Dies konnte darauf hindeuten, dass ein Groliteil des Asprosins im Herzen von Kardiomyozyten

produziert wird, die den Hauptbestandteil des ventrikuldren und apikalen Gewebes bilden 1°.

Durch die Ergebnisse der Western Blot-Analysen konnte die Frage nach Unterschieden in der
Asprosin-Expression in den verschiedenen Ebenen des Herzens eindeutig beantwortet wer-
den. Zu den Ursachen dieser Unterschiede in der Asprosin-Expression wurden verschiedene

Hypothesen diskutiert, die in zukunftigen Arbeiten Gberpruft werden sollten.

5.6. Lokalisierung von Asprosin im Vergleich zu Fibrillin-1, elastischen Fa-

sern und Kollagen

Eine detaillierte Analyse der Asprosin-Lokalisierung zeigte insbesondere ein starkes Signal
am Endothel der Blutgefale und am Endokard. Einerseits kdnnte die Asprosin-Immunreakti-
vitat in Endothelzellen auf die Aufnahme von Asprosin aus dem Blutkreislauf zurlickzufiihren

sein, da das Fettgewebe bekanntermalien eine Hauptquelle fiir zirkulierendes Asprosin ist 7°.
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Andererseits wurden in einer weiteren Studie bereits plazentare endotheliale BeWo-Zellen und
endotheliales Plazentagewebe als Quelle von Asprosin diskutiert, sodass auch eine Produk-
tion von Asprosin im Endothel der kardialen BlutgefalRe mdoglich ware 28, Eine Vielzahl von
Studien beschreibt den Zusammenhang zwischen Asprosin und Arteriosklerose beziehungs-
weise ihren zahlreichen Manifestationen und Folgen. So konnten sowohl bei Patienten mit
arteriosklerotischen Plaques der Arteria Carotis und Patienten mit peripherer arterieller Ver-
schlusskrankheit als auch bei solchen mit koronarer Herzkrankheit, der Manifestation der Ar-
teriosklerose in den Koronararterien, erhohte Asprosinspiegel festgestellt werden 767781 | Ein
wesentlicher Mechanismus fiir die Entstehung der Arteriosklerose ist die Transition von En-
dothel zu Mesenchym 8'. You et al. konnten in einer Zellkulturstudie mit humanen Endothel-
zellen aus der Umbilikalvene zeigen, dass Asprosin diese Transition Gber TGF- B induziert 8.
In einer weiteren Studie in derselben Zelllinie und bei Ratten konnte zudem gezeigt werden,
dass Asprosin auf Endothelzellen Uber den IKKB-NF-kBp65-Signalweg pro-inflammatorisch
wirkt 8. Die endotheliale Inflammation ist ebenso als wichtiger Entstehungsmechanismus der
Arteriosklerose bekannt '2°. Es erscheint damit mdglich, dass der von uns festgestellte hohe
Asprosingehalt in Endothelzellen kardialer Blutgefalie ebenfalls mit der Modulation von Ent-
ziindungsprozessen sowie der endothelialen Transition zu Mesenchym in den Herzkranzge-
fallen zusammenhangt, sodass Asprosin eine entscheidende Rolle in der Arterioskleroseent-

wicklung und der Entstehung der koronaren Herzkrankheit spielt.

In den hier vorliegenden Farbungen zeigte sich flr Asprosin ein Farbemuster, dass auf eine
faserartige Struktur hinweist sowie eine teilweise auftretende Co-Lokalisierung von Asprosin
mit Fibrillin-1. Diese erscheint plausibel, da Asprosin das C-terminale Spaltprodukt von Pro-
fibrillin-1 ist und wahrend oder unmittelbar nach dessen Sekretion durch die Protease Furin
gespalten wird 7130 Nach jetzigem Wissensstand scheint flr jedes Fibrillin-1-Molekil auch ein
Asprosin-Molekul produziert zu werden, da keine alternativen Splei@mechanismen bekannt
sind '3'. Da die Wirkung von Asprosin hochdynamisch unter anderem die Blutglukosespiegel
reguliert und von externen Signalen abhangig ist 7073, Fibrillin-1 aber ein relativ stabiler Be-
standteil der ECM ist 32, bedarf es eines Mechanismus zur Speicherung und Freisetzung von
bereits produziertem Asprosin. Das faserartige Farbemuster sowie die Co-Lokalisierung von
Asprosin und Fibrillin-1 kénnte darauf hindeuten, dass Asprosin selbst in der ECM in einer
faserartigen Form gespeichert wird oder noch mit Fibrillin-1 verbunden ist und erst nach einer
spezifischen externen Signalisierung freigesetzt wird. Unsere Studie gibt somit einen ersten
Hinweis auf die Speicherung von Asprosin in der ECM. Diese sollte in zuklnftigen Arbeiten

weiter untersucht werden.

Da die IHC-Farbungen fir Asprosin eine sehr hohe Variabilitat innerhalb der Gruppen aufwie-

sen, war eine semi-quantitative Auswertung nicht aussagekraftig. Deshalb beschrankten wir
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uns auf eine qualitative Beschreibung der Asprosinlokalisation. Weitere interessante Frage-
stellungen wie gruppenspezifische Unterschiede im endothelialen Asprosinvorkommen konn-

ten somit nicht untersucht werden.

Mit Hilfe der histologischen Analyse konnten weitere Belege flir das Vorkommen von Asprosin
im Herzen gefunden werden. Zusatzlich konnten die genaue Lokalisation von Asprosin mit
einem faserartigen Muster im Myokard, welches dem Verteilungsmuster von Fibrillin-1 dhnelt,
und einem starken Signal fir Asprosin am Endokard an den Endothelzellen der Blutgefalle

sowie um die Blutgefalte beschrieben werden.
5.7. Asprosin in menschlichen Kardiomyozyten

Um die eingangs gestellte Frage zu beantworten, ob Asprosin in Kardiomyozyten produziert
wird, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung humaner Kardiomyozyten genutzt, in der eine ein-
deutige Immunreaktivitat von Asprosin nachgewiesen werden konnte. Zudem wurde durch die
Analyse des zugesetzten FBS ausgeschlossen, dass die Zellen Asprosin aus den Komponen-
ten des Kulturmediums aufgenommen haben. Dies deutet darauf hin, dass Asprosin in
menschlichen Kardiomyozyten produziert werden kénnte. Unklar bleibt jedoch, ob dieses pro-
duzierte Asprosin hauptsachlich auf autokrine, parakrine oder endokrine Weise wirkt. Anhand
unserer Methodik Iasst sich nicht beurteilen, wie hoch der Anteil an Asprosin aus dem Herzen
im Vergleich zum gesamten zirkulierenden Asprosin ist und welche metabolische Bedeutung
kardial produziertem Asprosin systemisch zukommt. Um diese Fragen zu beantworten, ware
beispielsweise ein Modell genveranderter Mause, die kein kardiales Asprosin produzieren, von

Nutzen.

Interessanterweise kdnnte die Produktion von Asprosin in Kardiomyozyten bedeuten, dass
maoglicherweise lokal im Herzen, durch autokrin oder parakrin wirkendes Asprosin zusatzlich
zum zirkulierenden Asprosin, deutlich hdhere Wirkkonzentrationen vorzufinden sind. Feng et
al. fanden einen schutzenden Effekt der Asprosin-Behandlung auf murine Kardiomyozyten un-
ter Bedingungen mit hohen Glukosevorkommen . Da das ventrikulare Asprosin unter DIO
erhoht war und die Kardiomyozyten in der Lage sind, Asprosin zu produzieren, konnte dies auf
einen Selbstschutzmechanismus durch Asprosin unter Adipositas und diabetischen Bedingun-
gen hinweisen. Es stellt sich infolgedessen die Frage, ob es metabolische Faktoren gibt, wel-
che die Asprosinproduktion im Herzen induzieren und damit die Ursache fiir die erhdhte ventri-
kulare Asprosin-Expression bei DIO erklaren. Zur Beantwortung dieser Fragestellung sind wei-

tere Untersuchungen erforderlich.

67



5.8. Ausblick

Der weltweit immense Einfluss der ,noncommunicable diseases” und davon insbesondere der
Herzkreislauferkrankungen stellt das Gesundheitssystem vor groRe Herausforderungen. Ein
zusatzlicher Faktor in der Entstehung von Herzkreislauferkrankungen scheint Asprosin zu
sein, welches mit dem kardiovaskularen System sowie negativen und positiven Einflussfakto-
ren wie Adipositas, Diabetes oder korperlichem Training multifaktoriell wechselwirkt. Da As-
prosin erst 2016 entdeckt wurde, fehlt allerdings noch viel Grundlagenwissen zu dem Hormon
und seiner Wirkung auf das Herzkreislaufsystem. Deshalb bestand das Ziel dieser For-
schungsarbeit darin, Wissen tber die Synthese von Asprosin im Herzen, die regionale Vertei-
lung und die Veranderungen in der Asprosin-Expression unter Adipositas und Sport zu gene-

rieren.

Es konnte dargelegt werden, dass die Expression und Lokalisierung von Asprosin im Herzen
von der jeweiligen Region abhangig ist, dass Kardiomyozyten eine Quelle fir Asprosin sein
kénnen und dass der Asprosingehalt auf Ventrikelebene bei Diat-induzierter Adipositas erhéht

ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die durchgeflihrte Forschung durch die Untersu-
chung der Expression und Lokalisierung von Asprosin unter verschiedenen Stoffwechselbe-
dingungen zum weiteren Verstandnis von Asprosin und seiner Funktion im Herzen beitragt.
Die vorliegenden Ergebnisse liefern Erklarungsansatze fir die kardio-protektiven Wirkungen
von Asprosin und seine Rolle in der Entstehung der Arteriosklerose. Aulerdem wurden mog-
liche Mechanismen der kardialen Asprosin-Speicherung und Wirkung im Herzen diskutiert, die
in Zukunft untersucht werden sollten. Der Bedarf an weiteren Studien zur Wechselwirkung von
Asprosin mit dem kardiovaskularen System ist weiterhin grof3, denn bevor Asprosin, wie dis-
kutiert, als medikamentdser Therapieansatz oder Biomarker fiir Herzkreislauferkrankungen in
den klinischen Alltag einziehen kann, missen ein tieferes Verstandnis seiner Wirkweise, Ein-
flussfaktoren, Produktion und Speicherung erfolgen und somit viele der im Rahmen dieser

Arbeit aufgeworfenen Fragen beantwortet werden.
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