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Zur quergestreiften Muskulatur werden die Skelett- und Herzmuskulatur gezShilt.

Die Skelettmuskulatur setzt sich aus Muskelfasern verschiedener LSnge (ca.
1mm-20cm) und unterschiedlicher Dicke (ca. 40D100!' m) zusammen (Ulfig et al.,
2019). Die mikroskopische Organisation der Skelettmuskulatur ISsst sich in drei
Dimensionselemente unterteilen (Sch¥Ynke et al., 2018)! ZunSchst sind die
Muskelfasern als gr$8te mikroskopische Einheit zu nennen. Sie sind die
Zellindividuen der Muskeln, kSnnen bis zu mehreren Zentimetern lang werden

und haben meist einen Durchmesser von 40 bis 80 pm. Jede Muskelfaser ist von

einer Basalmembran und von Kapillaren umgegeben. Im Sarkoplasma, dem
Zytoplasma der Muskelfasern, finden sich hunderte Myofibrillen , die den
kontraktilen Apparat der Muskulatur bilden und als nSchstkleineres
Dimensionselement zu nennen sind (Ulfig et al., 2019; Sch¥Ynke et al., 2018). Sie
sind die Bau- und Funktionseinheiten der Muskelfasern und bestehen aus ca. 1

um langen SSulen (SchYnke et al., 2018). Myofibrillen bestehen aus
hintereinander gereihten Sarkomeren, welche die gesamte LSnge der
Muskelfaser durchziehen und mit beiden Enden am Sarkolemm, der
Plasmamembran der Muskelfaser, verankert sind (Briskey et al., 1971). Hierdurch
entsteht die tbertragung der Kraft vom Muskel auf die Sehne, womit die

eigentliche Funktion des Muskels erst m3glich wird (Trotter, 1993). Ein Sarkomer
beschreibt den Bereich zwischen zwei Z-Scheiben und ist insgesamt nur wenige

Mikrometer lang. Die Verkufzung der Sarkomere kommt beim
Kontraktionsvorgang des Muskels dadurch zustande, dass die Aktin- und

Myosinfilamente aneinander vorbeigleiten (Huxley et al., 1954). Die Sarkomere
enthalten Myofilamente , welche die kleinste mikroskopisch organisatorische

Einheit der Skelettmuskulatur bilden und nur noch mit einem

Elektronenmikroskop zu erkennen sind (Ulfig et al., 2019). Aufgrund der
regelmS8igen Anordnung der Myofilamente ergibt sich die charakteristische

Querstreifung der Skelettmuskulatur (Ojima, 2019). Abbildung (1) zeigt einen
vereinfachten bildlichen Aufbau der Skelettmuskulatur. AbhSngig von der

Lichtbrechung im Lichtmikroskop lassen sich die A-Bande und die I-Bande



unterscheiden (Listrat et al., 2016). Die A-Bande ist der zentrale Abschnitt des
Sarkomers und wird von zwei halben I-Banden umgeben. Zusammen bilden sie

ein Sarkomer (Sweeney et al., 2018).
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Abbildung 1: Aufbau eines Skelettmuskels, maodifiziert nach Ojima (2019).

Die A-Bande erscheint im polarisierten Licht aufgrund der Doppelbrechung hell
(anisotrop) und im Elektronenmikroskop aufgrund der hohen Dichte der hier
dominierenden dickeren Myosinfilamente (15 nm dick und 1,6 um lang) dunkel
(Sweeney et al., 2018). In die A-Bande ragen freie Enden der Aktinfilamente
hinein und es kommt zur tberlappung von Aktin- und Myosinfilamenten. Diese
ist fYr die Signaltransduktion und Muskelkontraktion essentiell. Es ISsst sich
zudem die H-Zone unterscheiden, in der nur Myosinfilamente vorhanden sind.
In der Mitte dieser aktinfreien H-Zone findet sich die M-Bande, in der die
Myosinfilamente durch verschiedene Proteine, wie z.B. Myomesine, miteinander
vernetzt sind und durch das Protein Titin in Position gehalten werden
(Eppenberger et al., 1981). Titin ist das grS8te bisher bekannte Protein des
Menschen (3D3.7 MDa) und ist aufgrund seiner Dehnbarkeit fYr die ElastizitSt des
ruhenden Muskels verantwortlich. Durch diese Eigenschaft ermSglicht Titin,
dass die A-Bande wShrend Kontraktion und Dehnung in der Mitte des
Sarkomers verbleibt, welches fYr die Muskelfunktion bedeutend ist (Squire et al.,

1997). Die I-Bande erscheint im Lichtmikroskop aufgrund der einfachen
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Lichtbrechung dunkel (isotrop), dafYr im Elektronenmikroskop aufgrund der
geringeren Dichte als die der benachbarte A-Bande hell (Abbildung 2). Die I-
Bande besteht aus den dYnnen Aktinfilamenten (7 nm dick und 1,2 #&,4 pm lang),
welche in der Mitte an der Z-Scheibe u.a. durch das Protein $-Actinin verankert
sind. Bei Muskelkontraktion verkYrzt sich die I-Bande und verschwindet bei
maximaler Kontraktion fast vollstSndig.

Ein weiteres wichtiges Protein, welches die Ordnung im Sarkomer aufrechterhSilt,
ist das Protein Nebulin. Es begleitet Aktinfilamente und ist nicht nur als
Strukturprotein wichtig, sondern wirkt unter anderem als Stabilisator und
Regulator der Muskelkontraktion sowie als Organisator der myofibrillSren
Anordnung (Chu et al., 2016).
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopische und schematisc he Darstellung
eines Sarkomers, modifiziert nach Listrat et al. (2016).
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An der Kontraktion des Skelettmuskels sind verschiedene Strukturen beteiligt.
Die Muskelfasern der Skelettmuskulatur werden von motorischen Nervenfasern,
welche hauptsSchlich aus dem RYckenmark stammen, gesteuert. Ther die
Axone der sogenannten #-Motoneurone wird ein Aktionspotential zu den

motorischen Endplatten weitergeleitet (Behrends et al., 2021). Als Motorische
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Endplatten werden die chemischen Synapsen der #-Motoneurone bezeichnet,
welche eine Gruppe mehrerer Muskelfasern, die motorische Einheit, innervieren
"#$%&'(#)*+ ,-./0 . Diese Gruppe aus Muskelfasern, welche durch dieselbe
motorische Endplatte innerviert werden, besitzen alle den gleichen Muskeltyp.
Durch die AusschYttung von Acetylcholin (ACh) an der PrSsynapse kommt es
zur tbertragung des Aktionspotentials von der motorischen Endplatte auf die

Muskelfaser. Acetylcholin bindet an p ostsynaptische nicotinerge AChR und fYhrt
hier bei Tberschreiten eines Schwellenpotentials, dem sogenannten EPSP, zur
Weiterleitung des Aktionspotentials entlang des Sarkolemms (Behrends et al.,
2021). Dieses Aktionspotential wird dann von einem elektrischen Signal in ein
mechanisches umgesetzt, woraufhin es zur Kontraktion der Muskelfasern

kommt. Dieser Vorgang wird als elektromechanische Kopplung bezeichnet. !
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Tavlbelle 1: Darstellung der Eigenschaften der Muskelfasertypen des Skelettmuskels bei
SSugetieren (Bottinelli et al. (1991); Koolman et d. (2019); Ulfig et al. (2019))

+
Typ | Typ lla Typ lIx Typ llb
Kontraktionsge- Langsam Schnell Schnell Sehr schnell
schwindigkeit
Muskelkraft Niedrig Mittel Hoch Sehr hoch
Energiestoffwech- Oxidativ Oxidativ &  Glykolytisch  Glykolytisch
sel glyokolyt-
isch
Vorkommen Mensch/Nagetier Mensch/ Mensch/ Mensch/
Nagetier Nagetier Nagetier
ErmYdbarkeit Niedrig Mittel Hoch Sehr hoch
ATPase AktivitSt Niedrig Mittel Mittel Hoch
Glykolytische Ka- Niedrig Mittel Hoch Hoch
pazitSt
Oxidative Kapazi- Hoch Mittel Niedrig Niedrig
tSt
Farbe Rot Rot Rstlich-wei§  Wei§
Kapillardichte Hoch Mittel Niedrig Niedrig
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Tabelle 2: Lipoproteine und ihre Eigenschaften, Chylomikronen, VLDL, IDL, LDL, HDL und
ihre Charakteristiken (Schwandt et al. (2007); Jain et al. (2007), Ginsberg et al. (2016) und
Feingold et al. (2024)).

| Chylomikronen VLDL IDL LDL HDL
Syntheseort Darm Leber VLDL VLDL/IDL Leber/Darm
Durchmes- 100-1000nm 50nm 25nm 20nm 10nm
ser
Dichte (g/ml) | <1,006 I 1,006 1,01-1,02 1,019-1,063 1,063-1,21
Apolipopro- B-48, A-l, A-1V, B-100, C-I, B-100,C-l, B-100 A-l, A-ll, A-
tein (Apo-) A-V, C-ll, C-lll, E  C-II, C-llI, C-l, C-lll, E IV, C-I, C-I,
E, A-lV, A-V C-ll, E
Inhalt 85% TAGs, 10% 50% TAGs, 20% TAGs, 10% TAGS, 25% TAGS,
Phospholipide, 20% Phos-  20% Phos-  20% Phos- 15% Phos-
3%Cholesteir- pholipide, pholipide, pholipide, pholipide,
nester, 2% Pro- 10%Cho- 35%Cho- 40%Cho- 15%Cho-
tein lesteirnes- lesteirnes- lesteirnester, lesteirnes-
ter, 10% ter, 17% 20% Protein ter, 50%
Protein Protein Protein
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Chylomikronen
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VLDL (Very Low-density lipoproteins)
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LDL (Low-density lipoproteins)
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Abbildung 3:Schematische Darstellung eines Lipoprotei ns; modifiziert nach
Doi et al. (2023).
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Das Yber die Nahrung aufgenommene Cholesterin wird von den Enterozyten in
nicht-veresterter Form resorbiert. HierfYr ist als Cholesterinrezeptor das
dNiemann-Pick C1-like protein 10 (NPC1L1) verantwortlich (Schwandt et al.,
2007). Im Zytoplasma wird es in das glatte ER transportiert, wo eine
Wiederversterung stattfindet. Durch die ACAT (Acyl-CoA-Cholesterin-
Acyltransferase) werden Triglyzeride dann gemeinsam mit Cholesterin zum

weiteren Transport im KSrper in Chylomikronen integriert (Rassow et al., 2022).!
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Apolipoproteine sind essenzielle Bestandteile der Lipoproteine und Ybernehmen
zentrale Funktionen im Lipidstoffwechsel. Sie wirken als Coenzyme, Liganden
fYr Rezeptoren sowie als strukturelle Stabilisatoren, die die WasserlSslichkeit
und TransportfShigkeit von Lipiden im Blut gewShrleisten (Mahley et al., 1984;
Feingold et al., 2024). Neben ihrer Rolle bei der gezielten Lipidverteilung an
periphere Gewebe beeinflussen sie auch Signalwege, Immunprozesse und
EntzYndungsreaktionen. WShrend ursprYnglich neun Haupttypen von
Apolipoproteinen beschrieben wurden (ApoA-I, A-ll, A-lll, B, C-I, C-II, C-lll, D
und E), ist inzwischen eine Vielzahl weiterer Apolipoproteine bekannt, darunter
ApoA-1V, ApoF, ApoH (%2-Glykoprotein 1), ApoJ (Clusterin), ApoL, ApoM und
ApoO, welche spezifische biologische Aufgaben erfYllen und teils nur in
bestimmten Lipoproteinfraktionen vorkommen (Schaefer et al., 2014; He et al.,
2022; Melchior et al., 2021). Die funktionelle und strukturelle Vielfalt dieser
Proteine macht sie zu bedeutenden Akteuren sowohl in der Physiologie des
Fettstoffwechsels als auch in der Pathophysiologie kardiovaskulSrer und

metabolischer Erkrankungen.
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Das Apolipoprotein E nimmt aufgrund seiner MultifunktionalitSt sowie aufgrund

seines Polymorphismus eine besondere Rolle in der Pathophysiologie
verschiedener Erkrankungen ein. Neben der Leber als Hauptsyntheseort,
kSnnen auch periphere Gewebe wie das ZNS, die Nieren, die Haut und Zelltypen

wie Makrophagen Apo E synthetisieren (Blue et al., 1983; Kockx et al, 2018). Bei
Makrophagen kann man anhand der SyntheseaktivitSt von Apo E den Status
zellulSrer AktivitSt erkennen (Werb et al., 1983). Apo E findet sich auf HDL, IDL,
VLDL, Chylomikronen und Chylomikronen-Remnants. Eine der Hauptaufgaben

von Apo E liegt im Stoffwechsel des Cholesterins und der Triglyzeride (Huang

and Mahley, 2014). Als Rezeptorligand von LDL sorgt es fYr die zellulSre
Aufnahme von Lipoproteinen, wie Chylomikronen-Remnants und %VLDL, in
extra und intrahepatischem Gewebe und wirkt somit anti-atherogen (Hui et al.,

1981). AuSerdem ist es am Cholesterintransport vom peripheren Gewebe zur

Leber beteiligt (Innerarity et al., 1983). Auch im ZNS ist Apo E fYr die neuronale

! #(



Regeneration und HomSostase des Lipidmetabolismus mitverantwortlich
(Strittmatter et al., 1993). Apo E-haltige Lipoproteine sind au8erdem in der Lage,
an Glykosaminoglykane wie Heparin zu binden. Dies ist in der Pathophysiologie
der Arteriosklerose zu beachten, da sich an der Intima der Arterien verschiedene
Glykosaminoglykane befinden (Mahley et al., 1984). Des Weiteren fungiert Apo
E als Stabilisator der HDL (Gordon et al., 1983) und unterstYtzt die Konversion
von IDL zu LDL (Mahley et al., 1984). Auch in der Immunregulation spielt Apo E
eine Rolle: Es hemmt die T-Zell-Aktivierung durch Verringerung der Dichte
immunstimulierender Proteine auf antigenprSsentierenden Zellen (Tenger et al.,
2003) und unterdrYckt die Proliferation mitogenaktivierter T-Lymphozyten (Kelly
et al., 1994). DarYberhinaus reguliert hSmatopoetisch produziertes Apo E die
CD4&T-Zell-Aktivierung, wobei ein Mangel zu verstSrkter T-Zell-Proliferation und
Effektor-Memory-Differenzierung fYhrt (Bonacina et al., 2018).
Bei AbetalipoproteinSmie Ybernimmt Apo E eine zentrale Rolle im
Cholesterinstoffwechsel: Apo E-reiche HDL-Fraktionen ersetzen die Funktion
von LDL in der Cholesterinlieferung an Gewebe Yber den LDL-Rezeptor (Blum
et al., 1982). Hierdurch wird die anti-atherogene Wirkung von Apo E besonders
deutlich.
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Auf dem Genlokus fYr Apo E finden sich die verschiedenen Allele E2, E3 und E4.
Durch Kombination der drei Allele kommen sechs verschiedene Apo E-
Genotypen zustande, davon drei homozygote und drei heterozygote Formen
(Innerarity et al., 1983). Diese drei Apo E-Isoformen unterscheiden sich durch
zwei verschiedene AminosSuren an den AminosSurepositionen 112 und 158
(Weisgraber et al., 1981).

In der menschlichen Population ist Apo E3 die hSufigste Form mit 70-80% der
Population als AlleltrSger (Utermann et al., 1982). Danach folgen mit 14%
AlleltrSger von Apo E4 und mit 8% AlleltrSger von Apo E2. Die genetische
Struktur von Apo E ist unter den verschiedenen SSugetieren Shnlich. So wurden
zum Beispiel 70% tbereinstimmung zwischen der DNA-Struktur des Apo E von

Ratten und Menschen erfasst (Mc Lean et al., 1983). Die verschiedenen Apo E
Genotypen nehmen unterschiedlich Einfluss auf die kardiovaskulSre und
neurologische Gesundheit von SSugetieren und k3nnen somit prSdisponierend
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fYr verschiedene Erkrankungen sein (Siest et al., 2000). So wurde beispielsweise
festgestellt, dass Apo E4 im Vergleich zu Apo E3 und Apo E2 mit hSherer

MortalitSt einhergeht (Wolters et al., 2019).!

!
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Arteriosklerose ist eine chronisch entzYndliche Erkrankung und wird im

Allgemeinen als VerhSrtung bzw. Versteifung von Arterien bezeichnet, die zu
einem Verlust der ElastizitSt der GefS§wand fYhrt (Dihlmann et al., 2019). Sie gilt
weltweit als fYhrende Todesursache. Die wesentlichen klinischen Folgen der

Arteriosklerose sind Herzinfarkt und Schlaganfall, welche vor allem auf

thrombotische Ereignisse aufgrund von akuter Ruptur oder Erosion einer

instabilen Plaque zurYckzufYhren sind (Libby et al., 2011). Es gibt verschiedene
Risikofaktoren, wie die chronische Hypertonie, die HyperlipidSmie und den

Diabetes mellitus, welche das Arterioskleroserisiko durch BeeintrSchtigung der

endothelialen Funktion maggeblich steigern. Das Endothel ist ma8geblich an der

Regulation des GefS§tonus, der Aufrechterhaltung der vaskulSren Barriere sowie
an Inhibition oder Initiation von Gerinnungsprozessen beteiligt (Van Hinsbergh,

2012; Cahill et al., 2016). Somit kann der Entstehungsprozess der Arteriosklerose

wesentlich durch eine endotheliale Dysfunktion begYnstigt werden. Die

arteriellen GefS8e verengen sich zunehmend und es kommt zur gesteigerten
AdhSsion an das Endothel und Migration von Thrombozyten, glatter

Muskelzellen und Monozyten in das Endothel (Duguid, 1949; Mustard et al.,

1967). Die Monozyten differenzieren innerhalb des Endothels zu Makrophagen,

sezernieren EntzYndungsmediatoren und fSrdern die EntzYndungsreaktion
durch Erhdhung der PermeabilitSt des Endothels. Weiterhin sorgen Chemokine

und Wachstumsfaktoren fYr die Proliferation glatter Muskelzellen. Diese

produzieren extrazellulSre Matrix und fSrdern die Ausbildung reifer

arteriosklerotischer Plagues. Des Weiteren phagozytieren sowohl Makrophagen

als auch glatte Muskelzellen oxidierte Lipoproteine und werden zu sog.

Schaumzellen (Choi et al., 2017). Insbesondere die oxidierten Cholesterinester
sind mittlerweile als aktiver Auslser einer atherogenen EntzYndungsreaktion

erkannt worden (Duewell et al., 2010). Durch eine erneute AusschYttung von
Zytokinen  kommt es zur  Aufrechterhaltung einer  chronischen

EntzYndungssituation (Ross, 1993; Hansson, 2015). Die Plaques bleiben stabil,
! 4



solange der Kern aus Cholesterinkristallen und Kalkablagerungen von glatten
Muskelzellen und extrazellulSrer Matrix umschlossen wird (fibrsse Kappe). Wenn
jedoch der Kollagenabbau durch die Makrophagen vermittelte Sekretion von
Metalloproteinasen, Cathepsinen und Kollagenasen Yberwiegt, kann es zur
Ruptur der fibrSsen Kappe und zur Freisetzung nekrotischer Partikel in die
Blutbahn kommen (Dave et al., 2013; Dihlmann et al., 2019). Werden durch diese
nekrotischen Partikel nachfolgende GefS8e verschlossen, sind IschSmie und
assoziierte kardiovaskulSre Ereignisse, wie Herzinfarkt und Schlaganfall, die
Folge (Braganza et al., 2001). Es gibt genetisch-bedingte und erworbene
Risikofaktoren, welche mit erhShten LDL-Konzentrationen im Blut einhergehen.
Zu den genetischen Risikofaktoren zShlen die familiSre HypercholesterinSmie,
der familiSre Apo B-100 Defekt und die familiSre DysbetalipoproteinSmie (Garg
et al., 1990; Utermann et al., 1984). Zu den erworbenen Risikofaktoren zShlen
u.a. Adipositas, Alter, Bewegungsmangel, Diabetes mellitus, Rauchen sowie
hochkalorische und fettreiche ErnShrung (Kreisberg et al., 1987; Garg et al.,
1990).

In der Pathophysiologie der familiSren DysbetalipoproteinSmie, auch
HyperlipoproteinSmie Typ Ill genannt, wird Apo E eine wesentliche Rolle zuteil.
FYr das Auftreten der Erkrankung gelten der homozygote Apo E PhSnotyp E2/2
und die heterozygoten Apo E Formen mit E2 als prSdisponierende Faktoren
(Utermann et al., 1977; Zannis et al., 1982). Die Typ Il HyperlipoproteinSmie ist
eine familiSre autosomal-rezessiv vererbte Fettstoffwechselstsrung, welche mit
HypertriglyzeridSmie und HypercholesterinSmie einhergeht (Utermann et al.,
1984). Dies ISsst sich durch eine verminderte AffinitSt und Interaktion von E2 zu
zellulSren Lipoproteinrezeptoren erkiSren. Somit resultiert ein reduzierter
Lipoproteinabbau im Blut, was zu einer langsameren Abgabe von
Chylomikronen-Remnants und IDL ans Zielgewebe fYhrt. Dadurch kommt es zu
charakteristischen Symptomen wie Xanthomen und dem frYhen Auftreten
kardiovaskulSrer Erkrankungen (Schneider et al., 1981). Interessanterweise
entwickelt sich diese Erkrankung jedoch nicht bei jedem der oben genannten
Apo E2 Genotypen. In der Literatur werden neben Apo E2/2 weitere genetische,
hormonelle und Umweltfaktoren beschrieben, die fYr die Entstehung der
familiSren DysbetalipoproteinSmie eine Rolle spielen. Dazu zShlen spezielle

HyperlipoproteinSmien, eine Hypothyreose sowie der ...strogenstatus, wobei

! $+



hohe ...strogenspiegel als protektiv gelten (Morganroth et al., 1975; Mahley et al.,
1999). DarYber hinaus k3nnen genetische Co-Faktoren wie Apo A5-Varianten
(z.B. S19W) bei Apo E2/2-TrSgern das Risiko fYr die Entwicklung einer
DysbetalipoproteinSmie zusStzlich erhdhen (Schaefer et al., 2004).

Abschlie§end ist zu erwShnen, dass auch der Apo E4 Genotyp zu den
genetischen Risikofaktoren der manifesten Arteriosklerose zShit (Cumming et al.,
1984). Im Unterschied zu Apo E2, wo sich im Blut erhShte VLDL-Konzentrationen
finden, induziert Apo E4 erhShte LDL-Konzentrationen (Saito et al., 2004). Das
Risiko fYr kardiovaskulSre Erkrankungen, wie z.B. die koronare Herzkrankheit
oder der Schlaganfall, erhSht sich durch das Vorhandensein dieses Allels
wesentlich (Song et al., 2004; Harold et al., 2009). Weiterhin gilt der Apo E4
Genotyp als gr38ter genetische Risikofaktor fYr die late-onset-Alzheimer

Erkrankung (Harold et al., 2009)
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Im Jahr 1992 wurde erstmals durch homologe Rekombination embryonaler
Stammzellen von MSusen ein Apo-E-knockout-Mausmodell erstellt. Hier zeigte
sich fr¥h, dass die Gendeletion von Apo E zu Shnlichen arteriosklerotischen
VerSnderungen fYhrte wie beim Menschen (Zhang et al., 1992; Plump et al.,
1992). Seitdem hat sich das Apo-E-knockout-Mausmodell in der Forschung zur
Arteriosklerose und Shnlichen Erkrankungen etabliert. Bei dem Mausmodell
zeigen sich durch den beeintrSchtigten Lipidmetabolismus eine drastische
ErhShung von Plasma-Lipiden, wie dem Gesamtcholesterin und der Triglyzeride,
sowie eine ErhShung von Lipoproteinen, zum Beispiel dem LDL oder VLDL
(Kolovou et al, 2008). So finden sich bei der Apo-E-knockout-Maus
typischerweise in kurzer Zeit arteriosklerotische VerSnderungen, welche mit
erhshter Inflammation im Endothel und in der Peripherie einhergehen. VaskulSre

und kardiale Erkrankungen kSnnen die Folge sein (Zaragoza et al., 2011).

1.3.3 Arteriosklerose in der Skelettmuskulatur
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1.4 Die TGF-! -Superfamilie

Die TGF%Superfamilie (Transforming Growth Factor-%Superfamilie) umfasst im

Menschen eine heterogene Gruppe an Yber 30 multifunktionalen Wachstums-

und Differenzierungsfaktoren (MassaguZ et al., 1987). 1983 wurde TGF2d+72(+
%&('%)'5%4="%{ytokin der Familie zum Namensgeber der TGF-%Superfamilie

(Assoian et al., 1983). ZunSchst wurde als Hauptfunktion von TGF-24 die

Induktion des Wachstums von Zellen beschrieben (Roberts et al., 1985). Durch

weitere Forschung konnte jedoch rasch gezeigt werden, dass TGF- |,+7>43+%9)%+
9)39%$9'#&9(43%+ a9&=>)@+ 7>J+ 0%22;743(">8+ $%(9'D'+ >)5+ (H39=+HD A XD/ &+
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(9)5+)>&+72(+P#8#T+#5%&+P%'%&#598%& %+ 7="9A*+;Q3&%) 5+{B&{ 8% P2 2
Z9(>2J95$&\4=%+D>(788%) @%372'%)+;%8&5%)+ 1#&9I=7:7+%'+7 253D QOB TAH) +

5%&+ B&#D%)'>72%)+ <%k>%)D3#8#2#@9%+ 27((%)+ (9%+ (943+ 9)++A%&(439%5%
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L)'%&J78929%*+ 59%-+ V78929%+ 5%&+ 1)'9TN\22%&+ P#&8#)%+ !1IP{Q89%H&+ ?%>
9)39$9%8&%)5%)+ V7="#&%)+ 1?2UV(0+ (#;9%+ 5%&+ :2972+ 4VYER[/2RH&TY3RIA %
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Abbildung 4: Eine schematische Darstellung der TGF-! -Superfamilie, modifiziert nach
Ghanbari et al., (2016).

[

167M7601%>E9/0J-;;,%,(9-59->(0@5.9>%K6NOGIJ@K6NHO
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f874&#B37@%+ 9)39$9'#&6+ 46'#=9)%T,g+ HURT,0+ =27((9J9D9%& '+ | E##MBR+ %'+ 72F*+
1>43+  A#)+  7)5%8&%)+ 1&$%9'(@%8%9)(437J'%)+ T7>(+ >)'%&(439%52943%)+
V#&(43>)@(@%$9%'%)+;>&5%+ 5%&+ V7 ="#&+ $%(43&9%3$%)*+ D>8+ BHABD%2+ 72(+fB
59J1%8&%)'97'9#)+ J74'#&g+ MZVO+ fB274%)'72+ N:VTIg+ MN:VTIO*+ DRYT{PB&#95
9)J27887'#&6+ 5H&>@TT74'9A7'%5+ @%)%T,g+ !'|1:T,0+ >)5+ {B274%)'72+ $#)%+
8#&B3#@%)%'94+B&#'%9)g+'M?1EQ+!M7&72=7&+%'+72F*+,-- AWK YEX Vo=+
%'+72F*+G//GX+P&#87 (+%'+72F*+,--Y OF+Z>&43+59% (%43 EEABDUS23)>) @ %) +
:>&5%+59%+8>2'9J>)="9#)%22%+"#22%+5%(+O6'#=9)(+(4 2 43&\B+EH=>>8%22+29% "N+
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59%+03)2943=%9'+D>+=%9)%8+5%&+L)'%&J78929%)+ @ &#IBDH/0)H @D 6 HET+
D>)Q43('+72(+"%B&Q(%)'7)'+%9)%&+)%>%)+L)'%& @ &>BBY%+7 (BB TA 4 H# A+
%'+72F*+,--YOF+<BQ'%&+%9)9@'%+87)+(943+7>J @ &>) 5% s Lo R&PS tE3B2 2
89'+:ZVT-+7>J+5%)+]78%)+:ZVT,cF

1.4.2. Genetik von GDF-15
U8+8%)(432943%)+:%)#8+9('+57(+:ZVT,CT:%)+7>J+R3&#BH#(#8+,-+2#=72H Vo +

>8J7((+ GYK.+ E7(%)B77&%F+ H(+ $%(%3'+ 7>(+ D;%9+ HS#)%)+ >)5+ %9)%8+
57D;9(43%)29% @%)5%)+U)'&#)+'E_")%&+%'+72F*+,---X+PT2FF5 &S KOF+
U)'&7D%22>2Q&+ ;9&5+ :ZVT,c+ D>)Q43('+ 72(+ .G+ =Z7+ @&H#"%(+ HAP>I%&B&H'
(6)'3%'9(9%8&'+!V79&29%+ %'+ 72F*+ ,---0F+ Z9%(% (+ $% (‘YA &H B (38D &HY69) %8+
<9@)72B%B'95*+ 5%8+ &%9J%)+ M&#'%9)7)' %92+ >)5+ %9)¥&3)9"U80R2% D)
IL)(94=%8&+%'+72F*+G/,e0F+]743+<B72'>) @+5%(+&%9J%)+ M&# YD @D AES&NBH#B %
ME&H#'%T7(%)+ ;9&5+ :ZVT,c+ (4329%"2943+ 72(+ Gc+ =Z7+ @&# % (+ M&H#%9)+ 9)+ 5%
HS'&7D%22>2Q&&7>8+(%D%&)9%&'+!\V79&29%+%'+72F*,---OF +

a9%-+ :ZVT,c+ 7>J+ "%D%B'#&%$%) %+ ;9&="+ ;>&5%+ %&('872(+ A#)+R{t3/I6B+72
$%(43&9%3$%)F+:ZVT,c+$9)5%'+)943'+;9%+5%&+ "% ('+ 5%&+ N: YaDRYBIB KI5 9%+
N:VTI+"%D%B'#&%)*+(#)5%&) +\$'+(%9)%+8%'7$#29(43%) +HIIVYOpHIBALN T
,c+(B%D9J9(43%)+f:Z]VTJI78926+&%4%B'#&+pT29=%g+!:V"1?20+ 7>(F+ ZB%)$&+9('+89
N&+59%+:Z|VT<>$@&>BB%+437&7="%&9('9(43%)+:Z]VTJI78926+ &% 4%PH&IT p+!:V

"% D%B'#&%)+A%&;7)5'+!119&7=(9)%)+%'+72F*+G//GOF+

V'1?2+ 9('+ 5>&43+ %9)%)+ :MUT1)=%&+ 7)+ 5%&+ M27(878%8%$&7)+ $%TJUEO@'F+ |
?29@7)5%)%$9)5>) @+ 5>&43+:ZVT,c+ 7)+:V"1?+ =#88'+ % (+ D>&+ U)' % & BIHH %0 &+
"%D%B'#&TN6&#(9)=9)7 (%+"HN+>)5+D>&+1>'#B3#(B3#&629%&>) @+ 59684 %2761+ P
G/,YOF+ U)'&7D%22>2Q&+ =#88'+ %(+ )743I#2@%)5+ D>&+ 1="9A9%&>Y&BH A%&(439%:*"
<9@)72;%@%*+;9%+5%(+11MTC9)7(%Ta% @ (*+'11MC0*+5%(+MUeCn1="TS@)72;% @ (+
5% (+ M3#(B3#29B7(%+RTg+<9@)72;% @ (F+Z9%(%+<9@)72;% @Y%) 8 > JW&&+ 7
59%+ M&#@ &% ((9#)+5%(+ 0%22D6=2>(*+5%8&+ ME&#29J%& 7' 9# JIUEORD'IH)&>) 57 9
A#)+0%22%)+A%&7)" #&'2943+>)5+A%&5%>'2943%)+59% I RAGCUBWHNZV T
,C+119&7=(9)%)+ %'+ 72F*+ G//GX+ L)(94=%8&+ %'+ 72F*+ G/,e0FVHIBPaH+#98+
7>((4329%"2943+ 98+ "3#8%%)D%B372#)*+ 5%&+ 1&%7+ B#('&%87+ (#;9%*(98+ |>42
'&T4">(+ (#29'7&99+ D>+ J9)5%)*+ ;%243%(+ 59%+ D%)'&72%+ aMF DD &+
IH88%& (#)+%'+72F*+G/,YOF+Z9%+B%&9B3%&%+a9&=>) @+5%(+ O6'#>FF¥9Y(+5>&43
%$%)I722(+ >)$%('&%9'$7&*+ :#$%9+ 59%+ @%)7>%+ a9&=)BIHIEY6)RAIBR2%)+
B%&9B3%8&%)+:ZVT,c+"%D%B'#&+)#43+@ %) 7>%&+%& JH&(43'+;%& H B HBATRIR37
GIG/X+E7%=+%"'+72F*+G/,-OF+
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Abbildung 5(A-B): Schematische Darstellung der (A) GDF-15 Genstrukturen
und (B), GDF-15 Proteinstrukturen, modifiziert nach Lasaad et al. (2024).

1.4.3 Expression von GDF-15 0

U)+ 8%)(432943%)+ U)59A95>%)+ 2Q(('+ (943+ :ZVT,c+ B36(9#2#@9(83-ONHBH E22%
M27D%) 7*+@%J#2 @'+A#) +5%&+M&H(' 7' 7+)743;%9 (%) +] 7D TR H# ATHRTDRDY60 8.0+

:ZVT,c+ CH)D%)'&7'9#)%) + J9)5%)+ (943+ 9)+]9%&%6*+ P78)$27 (VB U4 C87R & 7 ="+
M7)=&%7 (*+ :722%)$27(%*+ ?%$%&+ >)5+ H)5#8%'&9>8+ IL32r)+LOF F OGS (Yo +
0%22'6B%)+(9)5+9)+5%&+?7 @%+.ZVT,c+D>+%SB&989% & Y )H-EHHE 86 B3 28)5)
159B#D6'%)*+ 17=&#B37@%)*+ H)5#'3%2D%22%)+ >)5+ @27"%+)> (NI DY2 I8 *+
G/,b0F+H(+=#))'%+ @%D%9@'+;%&5%)*+57((+ 59%+:ZVT,c+ HSB&% @B&p L PAB+ 5
N&79)9)@ (8#5729'Q'%)*+ A#&+ 722%8+ 7$%&+ $%9+ 2Q) @ % &+ VETEO4R) BYa&eH CH
<=%62%"8>(=>27'>&*+ (9@)9J9=7)'"+ 7) (%9 @'+ | 27>&%) (+ %'+7ZF, G GMI7 @ 9%& +

[%5#43+ )943'+ )>&+ 7>J+ D%22>2Q&%)+ <'&%((*+ 9%+ $%9(B9%2(;%9(%+ )7
1>(=%2$%7)(B&>43>) @*+(#)5%8&)+7>43+$%9+%; %$((4375%)+>)5+P 6 BHEIE=89
%8&3_3'%8&+HSB&Yo((9#)+!<43#3$%8&+ %'+ 72F+G//, X+ <4329"%) BRQG+PH{+ TE@GS' +

(943+ %9)%+ ('78&=%+ CH&&Y%27'9t)+ D;9(43%)+ %&3_3'%)+ :ZVT,c+ CHIS)EF %)
=T&5MHAT(=>2Q8&%)+ H&=&7)=>)@%)*+ 43&#)9(43%&+ ]9%&%)%&=&7)=>)@*+ Z97$%"
8%0229">(*+ 722 @%8%9)%&+H)'D\)5>) @+ >)5+ C&%$(T9)5>D9%& % & HBAMB% BIF5+!d7 @

G/, X+]79&+%'+72F*+G/,Y X+15%27+%'+7 2F*+GATRIF?»@)+:96+d#3)%)+%'+7 2F*+G//YOF+
<'%9@%)5%(+ 12'%&+ (#;9%+ "7>43%)+ >)5+ :9%9'%8&%+ [#S%)+ =+ )JEMT,50%
C#)D%)'&7'9#) %) +%$%) I 722(+('7&=+%&3_3%)+R#)'%+Vek7 ZE29BI& 7+%6'+72F*+G/,KOF +

Z7+ %&3 3%+ ZVT,c+ CH#H)D%)&7'9#)%)+ 89'+ 5%8+ 39(‘#B7'3#2#@9(43%)
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1729@)9'Q'(@&T75+ (#:9%+ JH#&'(43&%9'%)5%&+ 1%'7('7(9%&>) @+ 9)+ N EBEAPE=87)=>
:9%+3$%98+E&>(T*+M&H('7'7TT*+Z7&8T*+#5%&+3%B7'#D%22>2Q& %8+ G #8+=#& & %02
>85%+ZVT,c+(43#)+9)+]&\3%)+<'>59%)+72(+8_ @2943%&+EOH#8 P& +TRF @ )& (TBO+
E%37)52>)@+>)5+M&H#@)#(%o+A#)+CT7&D9)#8%)+59(=>'0%& '+ EAHA AN AIRAF*

%'+ 72F*+G/leX+L)(94=%&+%'+72F*+G/,e0F +19"2%8&; %BIT ¢ BF NUSREBF) 5%& %8+

72(+ 297 @)#(%878&=%8&+ I\&+ 57(+ M&#('7'7=7&D9)#8+ %' 7$29%& + >) 52+ T&BBF=">%2
$9%98+7@%)=7&D9)#8+72(+597 @ )#('9(43%&+EIH#B7&=2%8&+59(=>'9% 2R EIJYRN+%'+7

29>+ %'+ 72F*+ G/,-0F+ a%9'%8&39)+ @92'+ :ZVT,c+ 72(+ >4#S @D 7' #8&+ $%9+
=7&5MAT(=>2Q8&%)+ H&=&7)=>)@%)+ (#:9%+ 72(+ $9(3%&+ (%)(9'9A('%&+ EIHBT&=%8&+
89'#43#)58972%+ H&=&7)=>)@%)+ |E&#;)+ %'+ T2F+ G//GX+ i7'(> @G+ COF-T2%(+
a%9'%&%)+ ;>&5%+ >)'%&(>43*+ 9);9%J%&)+ ZVT,c+ >)5+ A9%&H&%H BY6o+
$OH2H@I(43%)+ 12'%&>)@ (B&HDY%((+ '6BI(43%+ <%&>887&=%&+ 59%+ ?%$%)(%&;7&'">)
AH&3%&(T@%)+ = ))%)F+ L)'%&(>43>)@%)+ D%I@'%)*+ 57((+ 59%(Y%+ EIHET&=%&+ (‘T&=
M&Q59="#8%)+ $%D\@2943+5%(+ 27) @D%9 TI#&'729'Q'(&9(9=H(+EH0&HBA' HRTD) H0)
E%A_2=%8&>)@+57&('%22%)*+#57((+U)59A95>%6)+89'+%8&3_3' V6o DII&IIELID2
U)'%8&A%)'9#)%)+ B&#I'9%&%)+=_))'%)+ <&#>&+ %'+ 72 F*DRIBEORES >[IV T, c+

7=">0022+ 72(+ B#%)D9%22%&+ EH#87&=%&+ &+ 59%+  M&QA%)'9H)+
<43;7)@%&(437J'(=#8B29=7'9#)%)+ 59(=>'9%&+ 17>+ %'+ T2F*+ G/GRO@I(36(9#
J9)5%)+ (943+;Q38%)5+ 5%&+ <43;7) @%&(437J'+ 3#3%+ :ZVT,c+ CH) ) & ABE +
722%8+9)+5%&+M27D%)' 7+!L32r)+ %'+ 72F*+G/,cCOF+ <#+&9&B% - 9PD50)' & 7'9#) %) +

$%9+ V&7>%)+ 89'+ J#2@%)5%&+ V%32@%$>&'+ (#;9%+ $%9+ %&ZESHBOBL+ M&Q
$%H#$T43'%'+INH) @ +%'+7 2F*+G/IKOF+1>43+$%9+(43; %8 %68 +< 4 X\ BRERAB(@ 3730 & +
P6B%&%8%(9(+ @&7TAI57&>8*+:9&="+:ZVT,c+ 72(+ P7>B'7="%>&*+ :#{06@+3W+"9

57(+ H#&=#88%)+('%9@"*+[%+3_3%&+5%8&+&%27'9A%+1)("9% GBSBHAY% & @RYEM 3+

5%&+ <43:7)@%&(437J'+ 9(F+ 1)5%&(3%&>8+ =#))%+ @%D%I@'+ :%&5%)*+ 57((+
H&=&7)=>)@%)+ 89+ =#)(7)+ %&3_3%)+ ZVT,c+ a%&%)*+ 9%+ 59%+
PQ8#@2#$9)=87)=3%9'+ [TN3727((Q89%+ A#&+ 5%&+ P6B%&%8%(I(+ @&TAI57&>
169’ @%3%)5+ (43\'D%)+ V%[D#+ %'+ 72F*+ G/,bOF+ Z9%(%+ EYSdH)50943= ))
5068%)'(B&%43%)5+ 27)@J&I(9@+ D>&+ M&QAY)'9#)+ >)5+ N3%&7B9%O6%&+ P6B%E&Y
@&7AI578&>8+)>'D%)+27((%)F

1$(4329%"%)5+ D>+ %&Q3)%)+ 9(*+ 57((+ :ZVT,c+ A#)+ A%E&(439%5%)%)+
V#8(43>)@(@&>BB%)+ $%9+ R#AIST,-+ H&=&7)="%)+ 72(+ %JJI%="9A%& 5Q)HO=7"#&+ J\
H9)(43Q'D>)@+5%&+C&7)=3%9'((43:%&%+%8&=7))'+;>&5%F+H(+=#))' %-€@YP%I@'+;%
57((+ (%9@%)5%+ :ZVT,c+ C#)D%)'&7'9#)%)+ 89'+ %9)%&+ D>)%389259R) 2B+
E%%9)'8&Q43'9@>)@+5>&43+57(+ 9&>(+=#&&8%29%& %)+ 12 (S4& HXFIETRIF 2+
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Abbildung 6: Umfassendes Konzeptmodell Yber die Beziehungen zwischen
GDF-15-Serumlevel, verschiedenen Krankheitsprozessen, sowie den
metabolischen Folgen, modifiziert nach Breit et al. (2021).

1.4.4 Funktionen von GDF-15 0

:ZVT,c+('%3'+89'+5%8&+H&JI#&(43>) @+(%9)%&+%S7="%)+V>)="9#) (; % AN S 48+

98+ V#=>(+ 8%59D9)9(43%)+ U)'%&%((%(F+ E%=7))'+ 9(*+ 57((+ :ZVT,c+ 9)+8%3&%&%)
h&@7)%)+)743+:%;%$((43Q59@>) @+%9)%+B&#' %="9A%+"#22%MST)R)IVEBBY
D>8+E%9(B9%2+7)+P%&DT*+>)5+ V%" @%;%$%+ (#;9%+ 7)+ I) RBB2eR428% 7 2F*+

G/, IX+E&%9'+%'+72F*+G/,,0F+Z9%(+(43%9)'+5>&43+P%88>) @ %% 7I88228&2Q& % &+
<9@)72;%@%*+;9%+5%8+d]CT*+E75T*+>)5+H:V'"T+<9@)72;% @)+NL50R% IRB@ %
72F*+G/,cOF+<'7"5%((%)+;9&5+5>&43+:ZVT,c+59%+1="9A9%&HN&<DE) 2;% @ %o*+
:9%+5%8+<I1ZT*+%]h<T*+I1IMCT*+>)5+MUeCn1="T<9@)72;% @+9)5>Bo%t&/ 2@

G/ X+15%27+%'+72F*+G&/,cOF
U))%&372%$+5%(+U88>)(6('%8(+$%(9'D'+:ZVT,c+9)+7=>'%)+H)'D\)5>) @ (BH)0)+
7)'9T9)J27887'#&9(43%+ HJII%="%F+ Z9%(+ ;>&5%+ (43#)+ 5>&43+ 59%+ W&F$%0(438%9%
E## A#A+ %'+ 72F+ @%D%9@"*+;%243%+59%+ &% @ >2 DHEH) FEHo+N) 5109839 D) +
ZVT,c+ 7>J+17=&#B37@%)+ %&=7))'%)+ >)5+ %(+ S8 74&#B37 @ %+ 9) 39899)&6H 46'
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g+IURT,0+)7))'%)+ | E## A#A+ %'+ T2F*+ --YOF+1>43+278$%& + Y0 F2B)) %)+
D%9@%)*+ 57((+ :ZVT,c+ 9)+ 5%&+ 3>87)%)+ M&#('7'7+ 9)A%&(+ 89'+ O YHBPBBH '#&9
0%2287&=%&)*+ ;9%+ 5%8+ J\&+ |7=&#B37 @%)+ =%))D%943)%)5%8+ h$%&IRQ43%)87 &=%
RZ.b*+=#&&%29%&'%F+ Z7)%$%)+ =#))'%)+ ?2>7)+ %'+ 72F+ ERA4D-96+ 72F+ G/, 0+
D%9@%)*+ 57((+ :ZVT,c+ ;Q3&%)5+ $7="%&9%22%&+ >)5+ A9&72%&H HYER¥5>) @ %
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A%&3%2J%)+ IR37)@+ %'+ T2F*+ GIG/OF+ d%5#43+ =7))+ %(+ $Y89)+GREPS(B7'9%
1%6:943'(A%&2>('+$9(+D>8+ #8&37)5%)(%9)+%9)%&+C743%S9%+J_&DHBI%(TEHE$%
M7'9%)'%)+89'+%9)%&+2989'9%& %)+ M&H @) #(%o+%9) 3% & @PRAE GB) Yo) NBO+ %'+
72F*+G/,.06DF-15 besitzt bei Tumorerkrankungen eine dichotome Rolle. Es ist

in der Lage, sowohl als Tumorsuppressor als auch als Tumorpromoter zu wirken

(Baek et al., 2019). Die Expression von GDF-15 wird von verschiedenen
Proteinen und Enzymen, wie p53, dem &early growth response protein 10 (EGR-

1) oder der dmitogen activated protein kinaseO (MAPK) reguliert. In den meisten
Krebstypen konnte eine Tumorprogression durch Einfluss von GDF-15 belegt
werden (Modi et al., 2019). Jedoch konnte ebenfalls eine inhibitorische Wirkung

auf Tumoren, vor allem in Lungenkarzinomen und Gliomen gezeigt werden
(Cekanova et al. 2009). Mittlerweile ist die Annahme verbreitet, dass GDF-15 in
frYhen Krebsstadien vor allem als Inihibitor der Tumorprogression wirkt, wShrend

es in fortgeschrittenen Stadien das Tumorwachstum eher beschleunigt

(Cekanova et al., 2009; Luo et al. 2019)+
! 0
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Abbildung 7: Zentrale Funktionen von GDF-15. tbersic ht Yber die
neuronalen Regionen, die vermutlich fYr die zentralen Funktionen von
GDF-15 verantwortlich sind. Modifiziert nach Breit e t al. (2021).
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In der Literatur werden GDF-15 im Lipidmetabolismus sowie bei Erkrankungen,
wie Adipositas, Insulinresistenz  und Atherosklerose vielseitige, teils
widersprYchliche Funktionen zugesprochen (Chrysovergis et al., 2014; Kim et al.,
2018; Chung et al., 2016; Deng et al., 2022). So hat sich GDF-15 beispielsweise
als diagnostischer Biomarker im Rahmen kardiovaskulSrer Erkrankungen
etabliert, wobei eine erhdhte GDF-15 Konzentration als unabhSngiger PrSdiktor
fYr MortalitSt und Krankheitsprogression in Patienten mit Atherosklerose und
koronarer Herzkrankheit gilt (Kempf et al., 2006; Andersson et al., 2016; Wang et
al., 2019). Dies erkiSrt sich dadurch, dass erhdhte GDF-15 Konzentrationen mit
einer Endothelaktivierung und GefS§entzYndung assoziiert sind und auf diese
Weise auf die Entstehung und Progression arteriosklerotischer Erkrankungen
hindeuten kSnnen (Brown et al., 2002; Wallentin et al., 2013). Weitere
Forschungsgruppen konnten zeigen, dass GDF-15 vermutlich Yber eine
Regulation apoptotischer und IL-6 abhSngiger inflammatorischer Mechanismen
zur Progression arteriosklerotischer Plaques beitragen kann (Bonaterra et al.,
2012; Schlittenhardt et al., 2004).+Gleichzeitig werden GDF-15 auch anti-
apoptotische, anti-angiogenetische und anti-inflammatorische Funktionen zuteil

(Xu et al., 2011; Unsicker et al., 2013; Huang et al., 2021). So demonstrierten
Huang et al. (2021), dass GDF-15 Artherosklerose und die damit einhergehende
Plagueformation supprimieren kann, indem es die Akkumulation von
Lipoproteinen sowie die Aktivierung inflammatorischer Prozesse, insbesondere
in Makrophagen, inhibiert. LiuizZ et al. (2024) folgerten aus ihren Ergebnissen,
dass jeder TGF-% Subtyp, so auch GDF-15, unterschiedliche Funktionen,
abhSngig von Zelltyp und Krankheitsstadium, innerhalb der Atherosklerose
Ybernimmt. Bonaterra et al. (2019) konnten au8erdem zeigen, dass die
Funktionen von GDF-15 innerhalb artherosklerotischer Prozesse auch zwischen

BlutgefS8en zu divergieren scheinen.
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Die Wissenschatft ist sich bisher nicht einig, welche genauen Funktionen GDF-
15 innerhalb der Skelettmuskulatur Ybernimmit.
Bekannt ist, dass erhShte GDF-15 Konzentrationen mit hSherem Alter,

Sarkopenie und Abnahme der ksrperlichen LeistungsfShigkeit assoziiert sind
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(Patel et al., 2016; Conte et al., 2020; Semba et al., 2020). Conte et al. (2020)
konnten zeigen, dass GDF-15 Konzentrationen vor allem bei sportlich inaktiven
Menschen erhsht sind. Weitere Studien zeigten, dass GDF-15 Konzentrationen
negativ mit der Muskelmasse, der Muskelkraft, der QuerschnittsflSche sowie der
Muskeldicke der Skelettmuskulatur korrelieren (Patel et al., 2016; Nakajima et al.,
2019). Des Weiteren konnten Johnen et al. (2007) demonstrieren, dass GDF-15
zur Tumorkachexie, welche sich besonders am Skelettmuskel zeigt, beitragen
kann. ZusStzlich zeigten Wang et al. (2023) mit ihren in vivo und in vitro
Untersuchungen, dass GDF-15 im Skelettmuskel Yber eine GFRAL-%adrenerge
Signalachse eine Steigerung der %Oxidation und des Calcium-Substratzyklus
zu einem hsheren Gesamtverbrauch beitrSgt. Andersherum konnten Conte et al.
(2020) zeigen, dass bei aktiven Menschen nach hoher kSrperlicher Belastung die
GDF-15 Konzentration Shnlich zu den Konzentrationen der inaktiven Menschen
erhsSht waren. Auch Galliera et al. (2014) und Kleinert et al. (2018) fanden in
humanen in vivo Studien erhShte GDF-15 Konzentrationen nach kSrperlicher
Belastung. Ost et al. (2020) zeigten in ihren in vivo Studien, dass GDF-15
Defizienz keinen Effekt auf die k3rperliche LeistungsfShigkeit hatte, jedoch die
Expression der Transkriptionsfaktoren nach k3rperlicher AktivitSt noch stSrker
steigte als bei Vorhandensein von GDF-15. Dieses PhSnomen k3nnte darauf
zurYckzufYhren sein, dass der Skelettmuskel nicht als primSrer Syntheseort von
GDF-15 dient (Kleinert et al., 2018). Patsalos et al. (2021) konnten widerum
zeigen, dass GDF-15 eine essentielle Rolle innerhalb der Muskelregeneration
Ybernimmt, indem es regenerationsfsrdernde Programme in Makrophagen

aktiviert.
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In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der GDF-15 Defizienz auf msgliche
strukturelle VerSnderungen der Skelettmuskulatur (M gastrocnemius und M.
soleus) bei MSusen nach Verabreichung eines Standardfutters (SF) untersucht
werden. Hierbei wird der Fokus insbesondere auf den Einfluss einer GDF-15
Defizienz auf die Morphologie, Kapillarisierung, den Energiehaushalt, die
motorische Innervation sowie die Expression Atrophie-, Inflammations- und

Apoptose-relevanter Zytokine/Proteine in der Skelettmuskulatur gelegt.
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Fur die Fragestellungen wurden Apo E-defiziente Malise mit GDF-15-defizienten
Malisen gekreuzt, sodass vier Mausgenotypen fut unsere Untersuchungen zur
Verfugung standen: Wildtyp, GDF-15", Apo E” und GDF-15"/Apo E-MSuse.
Nachdem die MSuse fYr 30 Wochen ein SF erhielten, wurden bei allen MSusen
K3rpergewicht und TibialSnge (Bezugsgri§e) bestimmt. Im Blutplasma aller
MSuse wurden auSerdem die Triglyzerid- und Cholesterinkonzentrationen
gemessen. Zur weiteren Auswertung wurde allen Mausgenotypen der M. triceps
surae entnommen, asserviert und mittels (immun)histochemischer Methoden

untersucht.
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GerSt Hersteller

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,

Autoklav Heratherm Oven OMS 100
Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Axio Imager.M2 (Mikroskop-System) Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Axiocam 506 color
Deutschland

Biofuge Fresco Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Brutschrank B 5042 Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

INTEGRA Biosciences GmbH,

Bunsenbrenner FIREBOY plus
Fernwald, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Kryostat Hyrax C 60
y y Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertrieb

Leica DM6000 B
GmbH, Wetzlar, Deutschland




Leica DFC310 Fx Kamera

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, Deutschland

MagnetrYhrer IKAMAG" RET-GS

IKA -Werke GmbH & Co. KG, Stau-
fen, Deutschland

MJ-Research PTC-200 Thermocycler

Global Medical Instrumentation Inc.
Ramsey, USA

Multipette plus Eppendorf AG

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

pH-Meter 761 Calimatic

Knick Elektronische MessgerSte
GmbH & Co. KG, Berlin, Deutsch-
land

Pipetman Classic P10, P20, P100, P200,

Gilson Inc., Middleton, USA

PlattformschYttler Promax 1020

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach, Deutschland

Thermoshaker PHMT-PSC-15

Grant Instruments Ltd., Cam-
bridge, UK

TKA GenPure mit xCAD Dispenser

Thermo Electron LED GmbH, Nie-
derelbert, Deutschland

Leica Mikroskop fYr Scans (Leica
DFC310 Fx Kamera)

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, Deutschland.

VF2 RYttler

Janke&Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland

Vortexer MS 3

IKA"-Werke GmbH & CO. KG,
Staufen, Deutschland

Waage KB 3600-2N

Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland

Zentrifuge Pico 17

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland
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Zentrifuge Perfect Spin P

Peglab Biotechnologie GmbH, Er-
langen, Deutschland
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Material

Hersteller

Combitips plus, 0,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

DeckglSser

Gerhard Menzel GmbH, Braun-
schweig, Deutschland

Diamantmesser Ultra

Diatome AG, Biel, Schweiz

Disposable Microtome Blades SEC35e

Microm International GmbH, Wall-
dorf, Deutschland

Whatman™ Filter Papier

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Parafilm

Amcor AG, ZYrich, Schweiz

Filterspitze, 1-200 ! |, steril

STARLAB GmbH, Hamburg,
Deutschland

EinmalkanYle Sterican”, 21G

B. Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Deutschland

Einmalskalpell

FEATHER Safety Razor Co., Ltd.,
Osaka, Japan

Einmalspritze Omnifix™ 40 Duo

B. Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Deutschland

Filterspitze, 1-200 pl, steril

STARLAB GmbH, Hamburg,
Deutschland

Filterspitze, SafeSeal Tips Premium Cell
Saver, 0,1-1000 pl, steril

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland
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Glass strips 6.4 x 400 x 25 mm

Leica Microsystems CMS GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Microcentrifuge Tube w/ lid, 0,5 ml

BrandTech Scientific Inc., Essex,
UK, Deutschland

ObjekttrSger mit Mattrand

Gerhard Menzel GmbH, Braun-
schweig, Deutschland

Safe Seal Micro Tube, 1,5 ml und 2 ml

SARSTEDT AG & Co., NYmbrecht,
Deutschland

Tube, 15 ml und 50 ml

SARSTEDT AG & Co., NYmbrecht,
Deutschland
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Reagenz / Substanz

Hersteller

AB-LSsung, Vectastain ABC-Kit (PK-6100)

Fa. LINARIS Biologische Pro-
dukte GmbH, Dossenheim,
Deutschland

Adenosin-5 *triphosphat Dinatriumsalz
Hydrat (ATP) (#A2383)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

AmmoniumsulfidiSsung 21 % (#W20530)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Ampuwa, Wasser fYr Injektionszwecke

Fresenius Kabi AG, Bad Hom-
burg, Deutschland

Avidin (#189725)

Fa. Sigma Aldrich, St. Louis, USA

beta-D-Glucose (#100953)

MP Biomedicals Germany GmbH,
Eschwege, Deutschland

Biotin (# B-4501)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

BSA (Bovines Serumalbumin, Fraktion V)
(#11930)

Fa. Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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$-Bungarotoxin biotin-XX conjugate
(B1196)

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darmstadt, Deutschland

CaCl, Dihydrat (#2382)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Chlorbleichlauge (#9062.4)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe, Deutschland

Chloralhydrat (#2425)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Chrom (lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat (#
1.01036)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

CoClI2 Hexahydrat (#C8661)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Destilliertes Wasser (0,055 S)

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darm-stadt, Deutschland

Diaminobenzidin (DAB) (#D-5905)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

D-(+)-Galactose, ( 99 %, steril filtriert
(#G0750)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Destilliertes Wasser, DNase/RNase frei

Life Technologies GmbH, Darm-
stadt, Deutschland

EDTA (EthylendiamintetraessigsSure)

Thermo Scientific, Schwerte,
Deutschland

Eosin G, 1 %

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

EssigsSure 100%
CH)COOH (#1.00063)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol ( 99,7 %, unvergSlit

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
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Ethanol 70 %

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol 96 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Eukitt” (#03989)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

FlYssigstickstoff N

Linde AG, MYnchen, Deutschland

Formaldehyd 37 % (#1.04003.2500)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Gelatine (# 1.04078)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Glucoseoxidase (#G-6641)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Glutaraldehyd 25 % (wSssrige L3sung)

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Glycidether 100

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Glycin (#3908)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katrls-
ruhe, Deutschland

H20-

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

HSmatoxylin nach Meyer (#15938)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Heparin Liqguemin

Roche, Grenzbach, Deutschland

Isofluran (Forene )

Abbot GmbH, Wiesbaden,
Deutschland

Isopropanol ( 99,7%

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland
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Kaiser Glyceringelatine (#108635)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Kalialaun (#1042)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Kaliumchlorid
KCI (#6781)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat
KH2PO, (#4873)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Kaliumhydroxid
KOH (#30603)

Honeywell Specialty Chemicals
Seelze GmbH, Seelze, Deutsch-
land

Kaliumjodat (#5051)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Lectin von Bandeiraea simplicifolia,

Isolectin B4 (BSI-Ba) (L5391)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Methylnadicanhydrid

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Natriumazid (#97167)

J. T. Baker, Deventer, Nieder-
lande, Deutschland

Natriumhydroxid, bzw. Natronlauge
(NaOH)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
(6580)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriumchlorid

NaCl (#3957)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katrls-
ruhe, Deutschland

Natriumjodat (#6526)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Natriummetabisulfit (#71928)

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Darmstadt, Deutschland
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Natronlauge (NaOH [1 mol/l])

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Normales Schweineserum (Porcine Se-
rum)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Paraformaldehyd (# 1.04005.1000)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

PeriodsSure 1 % (#HP00.1)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katrls-
ruhe, Deutschland

SalzsSure (HCI)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Schiffs Reagenz (#X900.2)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe, Deutschland

Streptavidin, Cy2-konjugiert

Jackson ImmunoResearch Labor-
atories. Inc., West Grove, USA

Tissue-TEK

Sakura Finetek Japan Co., Tokio,
Japan

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (#8382)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Triton X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

B5 Wasservollentsalzer Patrone mit Leit-
wertmesser und Schlauchsatz

Behr Labor-Technik GmbH, DYs-
seldorf, Deutschland

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe, Deutschland

ZitronensSure (C*H+0,) (#1.00244)

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
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Verwendete PrimSrantikSrper und Herstellerangaben
AntikSrper Beschreibung Hersteller VerdYnnung
1. anti-CD68 (MCA1957) Monoklonaler Ratte | Bio-Rad Labo- | 1:200
anti- Maus CD68 ratories GmbH,
Feldkirchen
2. anti-COX-2 (abcam15191) | Polyklonaler Kanin- | Fa. Abcam plc. | 1:200
chen anti- COX-2 Cambridge
3. anti-IL-1! (abcam9722) Polyklonaler Kanin- | Fa. Abcam plc. | 1:300
chen anti- IL-1! Cambridge
4. anti-MuRF1 (MuRF1-| Polyklonaler Kanin-|BIOZOL Diag-|1:400
101AP) chen anti- MURF-1 nostica Vertrieb
GmbH, Eching
Aktive Caspase-3-(#9661) Polyklonaler Kanin- | Cell  Signaling | 1:400
chen anti-Caspase-3 | Technology
#9661
Verwendete SekundSrantik3rper und Herstellerangaben
AntikSrperbeschreibung Hersteller VerdYnnung
Esel anti-Ratte 1IgG, POD-konjugiert (712-065-153) | Dianova GmbH, | 1:200
Hamburg
Esel-anti Kaninchen IgG, Biotin-konjugiert (711- | Dianova GmbH, 1:200
065-152) Hamburg '
Ziege anti-Kaninchen IgG, POD-konjugiert ,
Fa. LINARIS Bi-| 1:200
ologische Pro-
dukte  GmbH,
Dossenheim
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Anwendung Software Hersteller

Carl Zeiss, AG,
Oberkochen,
Deutschland

Lichtmikroskopische Aufnah- Axio Vision Release
men 4.8.2

Wayne Rasband,
Auswertung der lichtmikrosko- y

. . ImageJ2 2.3.0 National Institutes of
pischen Bilder
Health, USA
. Systat Software, Inc,
Datenanalyse Sigma Plot 12.0 y_
Chicago, USA
Apple Inc., Cuper-
Tabellarische Darstellung Numbers 12.1 _pp P
tino, CA, USA
Apple Inc., Cuper-
Grafische Darstellung Keynote 12.1 PP P

tino, CA, USA

Microsoft Corpora-

Verfassung der Dissertation Word 16.86 .
tion, Redmond, USA

<7<74-,%:>2,110

<7<767U,%*./*9-,%,0

Die hier verwendeten MSuse entstammen der C57BL6/6N-Serie (Charles River,
Sulzfeld, Deutschland). Die ZYchtung erfolgte in der interfakultSren biomedizini-
schen Forschungseinrichtung (IBF) der UniversitSt Marburg. Neben WildtypmSu-
sen standen nach Ausschaltung des GDF-15 Gens (GDF-15") bzw. des Apo E
Gens (Apo E”) und anschlie§ender Kreuzung von GDF-15"- und Apo E’-
MSusen letztendlich insgesamt folgende vier Mausgenotypen fYr die Untersu-

chungen zur VerfYgung: WildtypmSuse, GDF-15"-, Apo E™ -, und GDF-15" /Apo
E”-MSuse. Die MSuse wurden bei einer Temperatur von 21 (+1)iC und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 55 (£5)% unter sterilen Bedingungen in einem of-

fenen Tierstall gehalten. Die Beleuchtung erfolgte nach einem Hell/Dunkel-
Rhythmus im VerhSitnis 12:12 Stunden, wobei die Lichtphasen zwischen 6.00
Uhr und 18.00 Uhr und die Nachtphasen von 18.00 Uhr bis 6.00 stattfanden. Zur

! &4



Verbesserung der Haltungsbedingungen wurden die KSfige entsprechend des
sog. denriched environmentO ausgestattet. Der entsprechende Tierversuchsan-
trag wurde vom RegierungsprSsidium Gie§en bewilligt (Aktenzeichen: V54-
19¢2015h01MR20-26-Nr-G40-2017).
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Zur Generierung von GDF-15 defizienten Tieren wurde das LacZknockin-Kon-
strukt verwendet. Das Konstrukt wurde, wie in der unten gezeigten Abbildung (8)
zu sehen, in die Maus-DNA eingefYgt, wodurch die Transkripition des Gens nicht
mehr erfolgen konnte. Dies fYhrte zur Deletion des GDF-15 Gens und es konnten
nach BestStigung der erfolgreichen Deletion GDF-15-defiziente Tiere generiert
werden (Strelau et al., 2009). Diese wurden dann zum Erhalt der GDF-15"/Apo
E”-MSuse mit Apo E-Knockout-MSusen gekreuzt.

a b
Pr
WT obe & &
: L '
' Afe \‘ 6720bp BsrGl
' ", 9781bp
i TacZ1[BaR[ 1eo ) Targeting vector 6720bp
Mutant Probe

— — lacZ ][paK[neo ]
| |

Afel 9781bp BsrGl

c d

Mutant E-'.-'.-. 690bp Control -/- +/- +/+
WT l---, == 320bp - - !

Abbildung 8: Darstellung des LacZknockin-Konstrukts, mi t dessen Hilfe GDF-15-
defiziente MSuse generiert werden; a Struktur des GDF-15 Gens und Strategie
zur Deletion dessen, b Southern Blot und ¢ PCR-Analyse der DNA von heterozy-
goten GDF-15-"-und Wildtyp-Genotypen, d Analyse des Western-Blots von Nie-
rengewebe der untersuchten Genotypen mithilfe eines PeptidantikSrpers gegen
GDF-15; maodifiziert nach Strelau et al. (2009).
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Von den insgesamt 28 mSnnlichen MSusen war die Verteilung auf die vier Geno-

typen wie in der unten dargestellten Tabelle (8) dargestellt.

Tabelle 8: Mausgenotypen und ihre Verteilung

Gruppen Gesamtanzahl MSuse: 28
Wildtyp Anzahl: 6
GDF15" Anzahl: 9
ApoE™ Anzahl: 6
GDF15" /ApoE™ Anzahl: 7

|
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Die MSuse wurden fYr 30 Wochen mit Standardalfutter (SF; $ DEBW20060,
LASQC Diet Rod16, LASvendi GmbH, Soest, Germany) gefYttert (Weidmann et
al., 2018) (Tabelle 9). Nach 30 Wochen FYtterung wurden die MSuse mit Xylazin
(20 mg/kg) und Ketamin (150 mg/kg) anSsthesiert. Danach wurden sie gewogen
und es erfolgte die Sternumersffnung sowie die KanYlierung des linken Ventri-
kels. Bis zum Erreichen der Blutleere wurde eine auf 39;C erwSrmte Phosphat-
gepufferte LSsung (PBS) und 5 IE/ml Heparin (Liquemin 25000 IE/ 5ml, Roche)
injiziert und das GefS§system bis zur Blutleere durchgespYIt. Aus dem rechten
Vorhof wurde jeweils eine Blutprobe entnommen. Das Blut wurde mit Heparin
versetzt und die zellulSren Blutbestandteile mittels Zentrifugation vom Blut-
plasma getrennt. Das Blutplasma wurde dann fYr Cholesterin- und Triglyzerid-
messungen verwendet. Die Messungen wurden photometrisch mittels Mikro-
plattenleser (Sunrise; Tecan, MSnnedorf, Schweiz) und Cholesterin- und Trigly-
zerid-Quantification-Assay-Kit (ab 65359 und ab65336, Abcam) nach Hersteller-
hinweisen durchgefYhrt. Zuletzt erfolgte die Organentnahme sowie die Ent-
nahme des M. triceps surae. Die Messungen des KSrpergewichts sowie der Blut-
lipide fanden im Institut fYr Anatomie und Zellbiologie in Marburg statt und wur-

den von der Arbeitsgruppe Kinscherf durchgefYhrt.



Tabelle 9: Zusammensetzung des Standardalfutters (standard chow diet; LASQCdiet"
Rod16, Rad, 10 mm, Zero); Distributor: LASvendi, MSrkische Str. 37, 59494 Soest, Germany

(Ybersetzt ins Deutsche)

HauptnShrstoffe AminosSuren pro kg

Proteine 16,9 % Arginin 8¢

Fette 4,3% Cystein 359

Ballaststoffe 4,3% Histidin 49

Mineralstoffe 7,0 % Isoleucin 6,59

Kohlenhydrate 55,0% Leucin 179

Trockenmasse 88,0% Lysin 8¢
Methionin 49

Energie pro kg Phenylalanin 85¢9

Bruttoenergie 15,9 MJ  Threonin 6g

Metabolisierbare Energie 13,2 MJ Tryptophan 2g
Tyrosin 6g

Mineralstoffe pro kg

Calcium 10g Vitamine pro kg

Phosphat 6,5g Vitamin A 15.000 I.E.

Natrium 3g Vitamin D3 1.200 I.E.

Magnesium 259 VitaminE 90 mg
Vitamin K 5 mg

Spurenelemente pro kg Thiamin (B1) 15mg

Eisen 200 mg Riboflavin (B2) 10 mg

lod 4mg Pyridoxin (B6) 10 mg

Kupfer 15mg Cobolamin (B12) 50 mg

Cobalt 1,5mg Biotin 200 mg

Magnesium 120 mg Cholin 1000 mg

Selen 0,2mg Folat 2 mg

Zink 75 mg Niacin 40 mg
PanthothensSure 20 mg

FettsSuren pro kg

C16:0 59

C18:0 249

C20:0 01g

C18:1 9g

C18:2 199

C18:3 7549
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Nach Entnahme des Gewebes, erfolgte die Bettung der Gewebeproben auf
Tissue Tek, das Schockgefrieren mit FIYssigstickstoff-gekYhltem 2-Methylbutan
(Isopentan) und bis zur weiteren Verwendung die Lagerung bei -80iC. Die
Muskelgquerschnitte (8um) wurden mithilfe eines Kryostats bei -20;jC angefertigt.
Es wurden je 2 Schnitte pro Maus auf 0,3% Chromgelatine beschichtete
ObjekttrSger bei -20;C VYberfYhrt. Die PrSparate wurden dann mit Parafilm

verschlossen und erneut bei -80;C bis zur weiteren Verwendung gelagert. !



Das Beschichten mit Chromgelatine eignet sich insbesondere fYr immunhisto-
chemische Analysen von Gewebeschnitten, da es eine besonders gute Anhaf-
tung an den ObjekttrSger gewShrleistet, was im Kontext der oftmals verwende-

ten aggressiven Reagenzien und LSsungsmittel notwendig ist.

Herstellung der Chromgelatine:

1.+ Erhitzen von 300 mg Gelatine in 100 ml destilliertes Wasser auf ca. 60;C

und RYhren mit einem MagnetrYhrer bis zur vollstSndigen Auflsung

2.+ Hinzugeben von 50 mg Chromalaun bis zur BlaufSrbung der L&sung und
WeiterrYhren bis zur kompletten AuflSsung

3.+ Filtern einer kleinen Teilmenge aus dem Wasserbad in eine KYvette,
Restmenge warmhalten

4.+ Eintauchen der ObjekttrSger in die hei§e Lssung und hochkantig auf ein
Tuch abstellen, damit YberschYssige FlYssigkeit abflie§en kann

5.+ Die ObjekttrSger in Glasschiffchen stellen und im Ofen bei 100;C trock-

nen
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HE-FSrbung:

Die HE-FSrbung ist die RoutinefSrbung der Wahl, da sie eine gute tbersicht Yber
die Mikroanatomie von Organen und Geweben gibt. Durch die Kombination des
HSmatoxylins und des Eosins k3nnen sowohl Zytoplasma als auch Zellkerne
dargestellt und voneinander abgegrenzt werden (Steinman et al., 1973). Das
basophile HSmatoxylin fSrbt nukleSre Bestandteile, einschlie§lich des Hete-
rochromatins und der Nukleoli, blau-violett an, wShrend das eosinophile Eosin
an zytoplasmatische Komponenten, wie z.B. an Muskelfasern, bindet und diese
rosa fSrbt (Abbildung 9).



M. gastrocnemius

M. plantaris

M. soleus

Abbildung 9:HE-FSrbung, tbersicht Yber ein Muskelpr Sparat mit Kennzeichnung der
Muskeln. Originalvergrsgerung: x40.

Verwendete LSsungen :

Saures HSmalaun nach Mayer : 0,1 g HSmatoxylin
0,02 g Natriumjodat
5,0 g Kalialaun
100 ml Aqua dest.

Eosin G (1%): 100 ml Eosin Y (1%)
10 ml Phloxin B (1%)
780 ml Ethanol (96%)

4 ml Eisessig



FSrbung:

Inkubation der PrSparate in HSmalaun 30 sec

BISuen der Kerne unter flie§endem Leitungswasser 10 min

Zur CytoplasmafSrbung Inkubation der Muskelschnitte in |4 min
0,2 % wSssrigem Eosin G.

Waschen in A. dest. 4 min

EntwSsserung in einer Alkoholreihe (96 % Ethanol,! 99,7 |je 4 min
% lIsopropanol, ! 99,7 % Isopropanol )!

Inkubation in > 98 % Xylol 12 min

Eindecken der Schnitte mit Hilfe von DePex unter einem Deckglas

14V5* K@Q%" ()30

Die ATPase-FSrbung dient zur Bestimmung und zum Vergleich der
Fasertypkomposition der Skelettmuskulatur. Es lassen sich mittels der pH
abhSngigen Kontrastierung vier verschiedene Muskelfasertypen (Typ |, Typ lla,
Typ lIx und Typ lIb) unterscheiden. Die FSrbung beruht auf der myofibrillSren
Adenosintriphosphatase (mATPase) Reaktion, welche ATP in ADP und PO4
spaltet, und nutzt die unterschiedliche ATPase- AktivitSt der verschiedenen
Muskelfasertypen. WShrend nach saurer Vorinkubation die ATPase-AktivitSt der
Typ lla-Fasern nahezu komplett und die AktivitSten der Typ llb-Fasern und Typ
lix-Fasern (IntermediSrfasern) partiell gehemmt werden, bleibt die ATPase-
AktivitSt der Typ I-Fasern weitestgehend unbeeintrSchtigt. Nachdem die Fasern
mit dem ATP-Substrat in Kontakt kommen, wird in den weiterhin aktiven
Muskelfasern Phosphat freigesetzt, welches mit dem dann hinzugegebenen
Calcium einen Komplex bildet. Durch die nachfolgende Behandlung mit
Cobaltchlorid und Ammoniumsulfid entsteht ein schwerlSsliches Salz, das
Cobaltsulfid. Je nach vorheriger ATPase-AktivitSt bzw. Hemmung, erscheinen
die Fasertypen in unterschiedlichen Farben. Die langsamen Typ I-Fasern
erscheinen schwarz bis dunkelbraun, die Typ lla-Fasern erscheinen wei§, die

schnellen Typ lix- Fasern grau und die noch schnelleren Typ IlIb-Fasern

! &)



erscheinen hellgrau (Abbildung 10). Dies entspricht einer Weiterentwicklung der

FSrbemethode nach Brooke& Kaiser von 1970.!

M. gastrocnemius

M. plantaris

M. soleus

Abbildung 10: ATPase-FSrbung, thersicht Yber ein Mu skelprSparat mit Kennzeichnung
der Muskeln. Ma8stab: 500um.



Herstellung der verwendeten LSsungen:

Sauerer Vorinkubationspuf-

7.46 g KCI (0.1 M)

fer: 3.6 ml 100% EssigsSure ad 1000 ml MillQ (Ampuwa)
pH = 4.57 mit KOH einstellen
Ausgleichspuffer: 0.751 g Glycin (40 mM)

0.735¢g CaCly(20mM) ad 250 ml MilliQ (Ampuwa)

pH = 9.4 mit KOH einstellen

ATP-Inkubationsl|Ssung:

10 ml Ausgleichspuffer mit KOH auf pH = 9.7 einstel len;
Zugabe von 15 mg ATP rYhren, es entsteht eine leicht

trYbe L3sung

1% Calciumchlorid-L3sung:

6.62 g CaCl,-Dihydrat ad 500 ml Aqua dest.

2% Cobaltchlorid-LSsung:

3.66 g CoCl,-Hexahydrat ad 100 ml Aqua dest.

1% Ammoniumsulfid-LS-

sung:

11.9 ml 21%ige Ammoniumsulfid-LSsung ad 250 ml
Aqua dest.

Vorbereitung:

Da die ATPase-FSrbung pH abhSngig unterschiedlich stark fSrbt und der pH-

Wert wiederum von den Raumluftbedingungen abhSngt, mYssen vor der FSr-

bung tSglich die optimalen pH-Werte ermittelt werden. Der optimale pH-Wert lag

bei 4,53. Die PrSparate wurden vor der FSrbung fYr 30 min luftgetrocknet und

dann im nicht fixierten Zustand gefSrbt.

FSrbung:

PrSinkubation saurer|5 min
Vorinkubationspuffer bei RT!
Ausgleichspuffer (pH=9,4) 1 min

Kammer

50 yl ATP- LSsung bei RT in feuchter |18 min

1% CacCl. in KYvette!

3x30s




2% CoCl,in KYvette! 3 min

Waschen mit Aqua dest. 3x30s
1% Ammoniumsulfid in KYvette 30-60 s
Waschen mit Aqua dest. 3x30s

Schnitte in erwSrmte (40;C) Kaisers Glyceringelantine eindecken

Lektin-FSrbung:

Die Lektin-FSrbung wurde zur Identifizierung des Kapillarendothels im Skelett-
muskel verwendet. Hierzu wurde das Lektin von Bandeiraea simplicifolia (Isolec-
tin B4) benutzt. Lektine sind Proteine bzw. Glykoproteine, die endstSndige Koh-

lenhydratstrukturen der Zellmembran binden und diverse biologische Reaktio-

nen, z.B. Agglutinationseffekte hervorrufen. Das peroxidase-konjugierte Isolektin

B4 bindet an terminale $-Galactosyl-Reste und kann somit spezifisch Kapillaren

darstellen (Kirkeby et al., 1993). Die an das Isolektin konjugierte Peroxidase sorgt
dann fYr eine Oxidation des in der Reaktion entstandenen Diaminobenzidins
(DAB) und es entsteht ein braunes Endprodukt, wodurch die Kapillaren erkenn-

bar werden, was wiederum zur Auswertung genutzt wurde (Abbildung 11).
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M. gastrocnemius
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Abbildung 11: Lektin-FSrbung, tbersicht Yber ein Mu skelprSparat mit Kennzeichnung der

Muskeln. Ma8stab: 500um.

Herstellung der verwendeten LSsungen:

LSsung

Herstellung

0.01 % TritonISsung

VerdYnnung von Triton X-100 mit
PBS zu einer 0,01 % TritonlSsung

Galaktose-Lektin-LSsung (pro
ObjekttrSger 50 ! I): negative Kontrolle

Lectin 40 pg/mL + D-(+)-Galactose 80
pg/mL

Lectin-Galactose-Bindung fYr 30 min
bei 37 {C lagern

Lektin-InkubationsISsung

Lectin-
einer

Herstellung einer
InkubationslSsung mit
Konzentration von 40 pg/mL

DAB-StammlSsung (unter Abzug, Kittel
und Handschuhe):

10 mg Tablette gelSst in 20 ml TBS (pH
7.6) N> aliquot + 1 ml, Lagerung bei -
20iC

DAB-InkubationsISsung vor

Anwendung ansetzen):

(kurz

1ml DAB-StammliSsung+10!l H2O2
(20 'l 30%iges H2O» + 500! Aqua
bidest.)




1x PBS (pH 7.2) (10xStammiSsung):

Lagerung bei RT fYr einen Monat)

TBS pH 7.6 1 min

2% PFA

6.4 ml 25%iges PFA auf 80 ml PBS

0.075% H202 in PBS

200 ! [ 30%iges H 2O auf 80 ml PBS

DurchfYhrung:
Vorinkubation  der  Lektin-Galaktose-LSsung  im | 1h
Wasserbad
SchnittprSparate lufttrocknen bei RT 10 min
FixierlSsung (PFA) 2% PFA in PBS bei RT ansetzen 10 min
Waschen der Muskelquerschnitte in PBS 3x5 min
Blocken der endogenen Peroxidase mit 0.075% H 505 | 15 min
Waschen der Muskelquerschnitte in PBS 2x5 min
tberschichten der PrSparate und Inkubation im | 1h
Wasserbad bei 37;C mit eine der LSsungen:
¥+ 0.01% TritonlSsung danach Inkubation mit:

I'+ 1: 50 !'| Lektin-InkubationsISsung oder

I+ 2: 50! | Galaktose-Lektin-LSsung

(1.Negativkontrolle)
I'+ 3: weder 1 noch 2 (2. Neg. Kontr. 50 !'| 0.01%
TritonlSsung)

Muskelguerschnitte mit TBS pH 7.6 abspYlen 3x 5 min
Bedecken der Schnitte mit der DAB-InkubationsISsungin | 5 min
RT
Waschen mit Aqua bidest. und Chlorbleichlauge in einer | 5 min
KYvette und PBS zur Inaktivierung des DAB
KernfSrbung der PrSparate in HSmalaun nach Meyer 30 sec
BISuen der Kerne unter flie§endem Leitungswasser 5 min
EntwSsserung durch 70 %; 90%; 90%: 100% |Je 1 min
Isopropanolol
EntwSsserung durch Xylol 2x 3 min

Eindecken der Schnitte in Eukitt

Die normalen Schnitte wurden mit der Lektin-InkubationsISsung beschichtet,

wShrend fYr die Negativkontrollen die Galaktose-L§sung genutzt wurde.

0 0
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Die PAS-Reaktion wurde genutzt, um die intramuskulSre Glykogenspeicherung
darzustellen. Durch die PerjodsSure werden die freien Hydroxylgruppen des Gly-
kogens zu Aldehydgruppen oxidiert. Diese bildet dann mit dem, im Schiff-Rea-
gens vorhandenen, Fuchsin Komplexe und das intramuskulSre Glykogen fSrbt
sich purpurrot. Im Kontrast verwendet man HSmalaun (nach Meyer), um die Zell-
kerne blau zu fSrben und erhSlt als FSrbeergebnis eine purpurrote FSrbung des
Glykogens, blauviolette Zellkerne und zartrosa bzw. blSulich gefSrbtes Zyto-

plasma (van der Laarse, 1992).

Herstellung der verwendeten LSsungen:

1% Formalin/Isopropanol: ! 2.7 ml Formaldehyd 37% (Merck1.04003.
2500) +97.3 ml Isopropanol 100% !

Natriumbisuilfit :! 109 Natriumdisulfit (Natriummetabisulfit
Fluka71928) in 100 ml A. dest!

SO:-Wasser (immer frisch 300 ml A. dest + 36 ml 10% Natriumbisulfit
ansetzen) + 30 ml A. dest!

0.5% Gewicht / Volumen |250mg in 50ml A. dest
Kaliumiodat (Merck 5051):!

HSmalaun nach Mayer:|0.2 g Natriumjodat und 50 g Kalialaun!

S i | .
HSmatoxylin (Merck 15938) in 1000ml A. dest ISsen und LSsung Yber

Nacht im Dunklen stehen lassen!
50 g Chloralhydrat und!

1 g ZitronensSure hinzugeben und 30 min
unter RYhren erhitzen, abkYhlen und
filtrieren!

1% PeriodsSure (Roth HP0O0.1)

Schiffs Reagenz (Roth X900.2)

! %



DurchfYhrung:

Arbeitsschritte Dauer

Schnitte lufttrocknen 12 min

Schnitte in eine 1% Formalin/Isopropanol 100% LSsung bei 4iC |30 min
einstellen

SpYlen mit A. dest! 1 min

tberschichten mit 50pl 1 % PerjodsSure pro Schnitt in feuchter |7 min
Kammer bei RT!

Waschen mit A. dest. 3x 5 min

Inkubation mit 150 pl Schiff-Reagens im Dunkeln bei RT in |15 min
feuchter Kammer!

Waschen mit SO.-Wasser! 3X 2min

Waschen unter flie§endem Leitungswasser und danach kurz A. {10 min
dest

KernfSrbung der Schnitte in HSmalaun nach Meyer 1 min

BISuen der Kerne unter flie§endem Leitungswasser 8 min

EntwSsserung durch 70 %; 90%; 90%:; 100% Isopropanol (2- [kurz bis 1 min
Propanol)

Entalkoholisieren durch Xylol 2x 3 min

Eindecken in Eukitt

Als Negativkontrolle wird ein Schnitt nach der Fixierung mit $-Amylase (nativ)
behandelt, dann fYr 1h bei 37{C im Wasserbad inkubiert und im Anschluss ge-
fSrbt. Als Kontrolle fYr unspezifische Aldehydgruppen wird ein Schnitt mit 0.5%
Kaliumjodatldsung anstelle der 1% PerjodsSure inkubiert. Sollte sich eine Rot-
fSrbung zeigen, handelt es sich um unspezifische Aldehydgruppen, an welche

sich der Farbstoff anlagert und nicht um umgewandelte Glycolgruppen.
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Die $-Bungarotoxin-FSrbung wurde zur Darstellung der motorischen Endplatten
der Muskelfasern genutzt. HierfYr wurde das, aus dem Schlangengift der Kraits
Schlangengattung Bungarus multicinctus extrahierte $-Bungarotoxin verwendet,
welches irreversibel an postsynaptische nikotinerge 1R3" der motorischen
Endplatte bindet (Nirthanan und GweZ, 2004). Bei der hier verwendeten ABC-
Methode wurde die starke Bindung zwischen Biotin und Streptavidin ausgenutzt.

Diese bietet eine starke SignalverstSrkung, welches bei wenig Antigen im

untersuchten Gewebe von Vorteil ist.!

Herstellung der verwendeten LSsungen:

-+PBS pH 7,2: (s. Lektin FSrbung)

-+TBS pH 7,6: (s. Lektin FSrbung)
I+DAB (3,3 tDiaminobenzidin) (s. Lektin FSrbung)

I+Bungarotoxin StammlSsung: 1 ! g/! |, aliquots " 10 ! I!

1! I LSsung A (Avidin)+ 1! | LSsung B
(biotinylierte
Meerrettichperoxidase) + 48! | PBS (pH

7,2)

30 min vorher ansetzen!

% Rinderalbumin-LSsung ! Herstellen einer 10 % Rinderalbumin-
LSsung mit Hilfe von Rinder-
Serumalbumin und A. dest., VerdYnnen

auf 2 % RinderalbuminlSsung mit PBS. !

Vorblockierung  der  endogenen |PBS-Glucose-Puffer

Peroxidase 20mM beta-D-Glucose!

2 mM Natriumazid 100 U/mil

Glucoseoxidase!




in PBS pH 7,2

PBS-Glucose-Puffer 50 ml PBS + 180 mg beta-D-Glucose +

6,5 mg Natriumazid

, 6 mg Glucoseoxidase werden mit 1
ml vom PBS-Glucose-Puffer angesetzt
(berechnet fYr 17300 units/g solid)!

DurchfYhrung:

Arbeitsschritte Dauer
Lufttrocknung der PrSparate 10-15 min
Fixierung der SchnittprSparate in 3 % PFA bei 4;C.! 12 min
SpYlen in PBS (pH 7,2) 3x 5 min

Vorblocken der endogenen Peroxidase mit 100 U/ml |1h
Glucoseoxidase bei 37;C in feuchter Kammer und SpYlen in
PBS (pH 7,2)

tberschichten der Muskelgquerschnitte mit dem biotinylierten |20 h
$-Bungarotoxin (4 ng/! lin PBS) bei 4;C!

SpYlen in PBS (pH 7,2) 3x 5 min

Blocken unspezifischer Proteinbindungsstellen  durch |20 min
Inkubation der Schnitte mit der 2 % RinderalbuminlSsung in
PBS!

SpYlen in PBS (pH 7,2) 1x 5 min

tberschichten der PrSparate mit der Vectastain AB-LSsung |30 min
bei RT!

SpYlen in TBS pH 7,6! 1x 5 min

Visualisieren der Reaktion mit DAB-InkubationslISsung bei RT!110 min

AbspYlen mit A. bidest. in KYvette mit Chlorbleichlauge!

SpYlen in PBS pH 7,2!




KernfSrbung der PrSparate in HSmalaun nach Meyer 30-40 sec

BISuen der Kerne unter flie§endem Leitungswasser 10 min

SpYlen in A. dest.

EntwSsserungsreihe durch 70%, 90%, 100%, 100% |je 1 min
Isopropanol (2-Propanol)

Entalkoholisieren durch Xylol 2 X 3 min

Eindecken der Schnitte in Eukitt

Zur Herstellung der Negativkontrollen wurden die Schnitte Yber Nacht mit PBS,
anstelle von $-Bungarotoxin, inkubiert. Danach erfolgte die weitere Behandlung

wie oben beschrieben.

X:(/-*9>.1,:-*.1,0@ Q%" (),(30

Die Immunhistochemie ist eine etablierte Untersuchungsmethode, die auf der
Identifikation und Lokalisation eines Stoffes mittels einer Antigen-AntikSrper-
Reaktion beruht. Der nachzuweisende Stoff fungiert hierbei als Antigen. So
kSnnen spezifische Strukturen in einem Gewebe durch Bindung von Farbstoff
markierten AntikSrpern sichtbar gemacht werden. Auf fixierte und gespYlte
Kryoschnitte werden PrimSrantik3rper aufgetragen, die an die entsprechenden
Strukturen (AAntigeneO) im Gewebe binden. Ein konjugierter SekundSrantik3rper
bindet wiederum den PrimSrantikdrper im Gewebe und der Antigen-
AntikSrperkomplex wird durch einen Farbstoff fYr die Lichtmikroskopie
visualisiert. Die Muskelschnitte wurden mit folgenden Antikdrpern fYr
immunhistochemische Untersuchungen inkubiert: anti-CD68, anti-IL-1 % anti-

MuRF1, anti-Aktive Caspase-3 und anti-COX-2 (N7$%22%+.W+1)'9=_&B%&0F+
Inflammation: COX-2, XCK6#tnd CD68!

Es existieren verschiedene immunhistochemische Marker fYr die Identifikation
pro-inflammatorischer Zellen im Muskelgewebe, wie z.B. IL-1 % COX-2 oder

CD68 als Monozyten/Makrophagen-Marker.

IL-1%ist ein pro-inflammatorisches Interleukin, welches eine wichtige Rolle bei

der Vermittlung von EntzYndungsreaktionen Ybernimmt und wessen Rezeptor

| )



sich auf allen K&rperzellen finden ISsst. Die gesteigerte Expression von IL-1%
wird vor allem wShrend der Inflammation induziert und wirkt u.a. als Induktor von

Akute-Phase-Proteinen, neutrophilen Granulozyten und Fieber (Fielding et al.,
1993). Die erhShte Expression im Muskelgewebe von IL-1%deutet somit auf eine

erhShte Inflammation hin (Pedersen et al., 1998).

Die pro-inflammatorische Cyclooxygenase-2 (COX-2), auch Prostaglandin-
Endoperoxide Synthase 2 (PTGS2) gennant, ist an der Prostaglandinsynthese
beteiligt und vor allem im entzYndeten oder geschSdigten Gewebe vorhanden
(Simon, 1999). Das Enzym kann somit auch im Skelettmuskel als reprSsentativer

Inflammationsmarker verwendet werden (Sudbyg, et al., 2003).

CD68 ist ein OberflSchenmarker, welcher sich auf Makrophagen und Monozyten
befindet. Er wird genutzt, um diese auf inflammatorische Prozesse reagierenden

Zellen im Muskel zu identifizieren (Kratofil et al., 2017).
Atrophie: MuRF-1

Um atrophische von nicht atrophischen Zellen in der Skelettmuskulatur zu

unterscheiden, wurde die Antik3rperfSrbung gegen das fYr Skelett- und
Herzmuskelspezifische Ringfingerprotein Muscle-Specific RING Finger Protein 1
(MuRF-1) genutzt, auch Tripartite Motif Containing 63 (TRIM63) gennant. MuRF-
1 ist eine E3-Ubiquitin-Ligase und vor allem wShrend katabolischer Prozesse im
Skelettmuskel aktiv (Bodine et al., 2001). MuRF-1 trSgt durch Degradation und
Ubiquitinierung von Muskelproteinen mit zur Atrophie im Skelettmuskel bei,

sodass die MuRF-1 FSrbung fYr die Darstellung von Atrophie im Muskelgewebe
geeignet ist (Freemont, 2000).

Apoptose: Aktive Caspase-3

Um Apoptose im Skelettmuskel zu identifizieren, wurde die AntikSrperfSrbung
gegen Aktive-Caspase-3 genutzt. WShrend die Caspase-3 eine wichtige Rolle
zur Differenzierung des Skelettmuskels innerhalb der embryonalen Myogenese
Ybernimmt, ist sie im adulten Muskelgewebe Teil des extrinsischen Weges der
Apoptose. Die Caspase-3 ist eine Protease, welche nach Aktivierung
verschiedene fYr den geordneten Zellabbau relevante Proteine spaltet (Fernando

et al., 2002). Die erhShte Expression der Caspase-3 im Skelettmuskel korreliert



mit verstSrktem Abbau von Muskelmasse, der Sarkopenie (Dirks et al., 2002).

Wir nutzten einen AntikSrper gegen die aktive Form der Caspase-3 zur

Quantifizierung der apoptotischen Strukturen innerhalb des Skelettmuskels -!

Herstellung der verwendeten LSsungen:

PBS pH 7,2: (s. Lektin-FSrbung)

TBS pH 7,6: (s. Lektin-FSrbung)

DAB (3,3 :Diaminobenzidin) (s. Lektin-FSrbung)

Vectastain AB-LSsung 1:50 in PBS pH
7,2!

1! I LSsung A (Avidin)+ 1! | LSsung B
(biotinylierte
Meerrettichperoxidase) + 48!|

(pH 7,2)!

PBS

30 min vorher ansetzen

AvidinstammiSsung: !

1 mg Avidin (Calbiochem # 189725) +
1 mg Natriumazid + 1 ml PBS (pH 7,2)
bei

Endkonzentration VerdYnnung

1:300 = 0,003 mg/mi

BiotinstammISsung: !

10 mg Biotin (Sigma # B-4501) + 10 mg
Natriumazid + 10 ml PBS (pH 7,2)
Endkonzentration bei VerdYnnung 1:50
= 0,02 mg/ml

2 % Rinderalbumin-LSsung !

Herstellen einer 10 % Rinderalbumin-

LSsung mit Hilfe von Rinder-

Serumalbumin und A. dest.;

VerdYnnen auf 2 % Rinderalbumin-

LSsung mit PBS!

Vorblockierung der endogenen

Peroxidase + PBS-Glucose-Puffer

20mM beta-D-Glucose'!

2 mM Natriumazid

(+




100 U/ml Glucoseoxidase in PBS (pH
7,2)

PBS-Glucose-Puffer:

50 ml PBS + 180 mg beta-D-Glucose

+ 6,5 mg Natriumazid

, 6 mg Glucoseoxidase werden mit 1
ml vom PBS-Glucose-Puffer angesetzt

(berechnet fYr 17300 units/g solid)!

1)(%'D%)+ JH2@%)5%8&+1)'9=_&B%&H
0

Anti-CD68:

PBS/BSA +

(1:200) in
AvidinstammliSsung, Endkonzentration

1:300!

ABC-rat:

biotinyliertes donkey anti-rat IgG 1:200
+ BiotinstammISsung 1:50 in PBS (pH
7,2) =2l biotin. donkey anti-rat IgG
(1:2) + 4pl BiotinstammlISsung +194 pl
PBS (pH 7,2) bei RT fYr 30 miri

Anti-MuRF-1:

PBS/BSA +

(1:400) in
AvidinstammliSsung, Endkonzentration

1:300!

Anti-IL-1%

(1:300) in PBS/BSA +

AvidinstammiISsung 1:300!

Anti- COX-2

(1:300) in

Endkonzentration 1:300

AvidinstammISsung,

ABC rabbit

biotinyliertes donkey anti-rabbit 1gG
1:200 + BiotinstammiSsung 1:50 in
PBS (pH 7,2)
2! | biotin. donkey anti-rabbit 1gG (1:2)




+ 4! | BiotinstammISsung + 194 ! | PBS
(pH 7,2) fYr 30 min bei RT

ABC rat

biotinyliertes donkey anti-rat IgG 1:200
+ BiotinstammISsung 1:50 in PBS (pH
7,2)

2ul biotin. donkey anti-rat IgG (1:2)

+ 4l BiotinstammlISsung + 194ul PBS
(pH 7,2) fYr 30 min bei RT

DurchfYhrung der immunhistochemischen EinfachfSrbungen:

Tag 1:

Lufttrocknung der PrSparate und Fi- |12 min
xierung der Kryoschnitte in 3%PFA-

LSsung bei 4iC

SpYlen in PBS (pH 7,2) 3 x5 min

HES2H#A=9%)+5%8+%6)5#@ %) %) +M%d
57(%W+,//+Ln82+:2>4#(%#S957 (%o+

J+89)+$%9+eYtR+98+a7((%&$75+

SpYlen in PBS 3 x5 min

Blockieren unspezifischer Proteinbin- |30 min

dungsstellen durch tberschichten mit

1% Schweineserum/PBS

SpYlen in PBS 3 X5 min

Inkubieren mit dem entsprechenden |tber Nacht (20h) bei 4;C
PrimSr-Antiksrper in BSA/PBS + Avi- |bzw.

dinstammlSsung 1:300 bei 4;{C (vgl.
PrimSrantik3rper, Tabelle 6)

1 Stunde (bei der Aktiven Caspase-3)
bei Raumtemperatur

Tag 2:

SpYlen in PBS 3 x 5 min.
Inkubieren mit dem jeweiligen Sekun- |30 min
dSrantiksrper bei 37;C (vgl. Se-
kundSrantiksrper, S. 49)

SpYlen in PBS (pH 7,2) 3x 5 min
tberschichten der PrSparate bei RT 30 min
mit Vectastain AB-LSsung

SpYlenin TBS pH 7,6 1 min

#




Visualisieren der Reaktion mit DAB- |2,5-5 min. bzw. n. Sicht
Substrat InkubationsISsung

SpYlen in PBS 3 x5 min
KernfSrbung in HSmalaun nach Mayer|15-40 sec

BISuen unter flie§endem Leitungs- 5-10 min
wasser

SpYlen in A. dest. 1 min
EntwSssern durch 70%, 90%, 2x je 1 min

100% Isopropanol (2-Propanol)

Entalkoholisieren durch Xylol 2 X 3 min
Eindecken der Schnitte in Eukitt

<7TMT70"*E,%9'() ! 0
<7M760L>%B/>1>)-*./,0'(20\->./,:-*./,0Y(9,%*"./'(), (0]

Die morphologischen Untersuchungen der Tiere bestanden aus der Messung
von K3rpergewicht (g) und TibialSnge (mm). Die biochemischen Untersuchungen
bestanden aus der Messung der Plasma-Triglyzeride (mg/dl) und dem Plasma-
Cholesterin (mg/dl). Berechnet wurde der Mittelwert und der Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) fYr alle Mausgenotypen (Wildtyp; GDF-15 7", Apo E ™ und
GDF-15 "/Apo E 7).l

<7TMI&X::'(H/-*9>./,:-*./,0Y(9,%*'./'(),(0

Analysiert wurden alle vorhandenen MuskelprSparate der jeweiligen
Mausgenotypen. Die Bilder wurden je nach FSrbung in 100-facher bzw. 200-
facher Vergrs8erung mittels Lichtmikroskop (Axio Imager M2) und
Bildverarbeitungsprogramm  (AxioVision Rel 4.8.2) aufgenommen. Die
Auswertung erfolgte mithilfe des Open-Source-Programms ImageJ (2.3.0). Als
AuswertungsflSche diente dabei je nach FSrbung entweder das gesamte Bild,
wobei Muskelzellen mit Yber 50% FISche innerhalb des Bildes gezShlt wurden,
oder es wurde ein mindestens 100 Zellen enthaltendes Rechteck gewShlt,

welches Yber einen reprSsentativen Gewebeschnitt gelegt wurde.



HE-FSrbung:

Bei der HE-FSrbung erfolgte nach tberprYfung der ProbenqualitSt die
Auswertung der FaserquerschnittsfiSche (um?) sowie der Faserdichte (n/mm?)
des M. soleus und des M. gastrocnemius aller Mausgenotypen. FYr die
Auswertung wurden alle Muskelzellen, die Yber 50% ihres FIScheninhaltes
innerhalb  des  Auswertungsbereichs  aufwiesen,  ausgezShilt.  Die
FaserquerschnittsfiSche (un?) wurde durch manuelle Umrandung der
Muskelfasern ermittelt (Abbildung 12).

Abbildung 12: Auswertung HE-gefSrbter Muskelquersch nitte A: exemplarischer Ausschnitt
eines M. soleus, Ma§stab: 100um, B: Auswertung von FaserquerschnittsfiSche und -dichte,
dargestellt durch gelbe Umrandung der Fasern; MaS8st ab: 100um.

! (%



ATPase-FSrbung:

Mittels ATPase-FSrbung konnte die Fasertypisierung durchgefYhrt werden. Es
wurden die FaserquerschnittsfiSche pro Fasertyp |, lla, llb und lIx (um?) sowie

der FISchenanteil pro Fasertyp an der GesamtauswertungsfiSche (in %)
ausgewertet (Abbildung 13).

Abbildung 13: Auswertung ATPase-gefSrbter Mus-
kelquerschnitte; exemplarischer Ausschnitt eines
M. soleus, wei8e Pfeile: Typ | Fasern; schwarze
Pfeile: Typ lla Fasern; schwarze PfeilkSpfe: Typ IIb
Fasern; wei8e PfeilkSpfe: Typ lIx Fasern; MaS8stab:
100pm.

(&



Lektin-FSrbung:

Zur Darstellung der fasertypenspezifischen Kapillarisierung wurde die BSI-B4-
Lektin-FSrbung genutzt. HierfYr wurden Serienschnitte der ATPase FSrbung mit
denen der BSI-B4-Lectin-FSrbung exakt Ybereinandergelegt. So konnte die
mittlere Anzahl an Kapillarkontakten (n/Faser) fYr jeden Fasertyp (I, lla, IIx, llb) im
M. soleus ermittelt werden. Im M. gastrocnemius erfolgte ebenfalls die
Auswertung der mittleren Anzahl an Kapillarkontakten pro Faser (n/Faser)

(Abbildung 14).!
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Abbildung 14: Auswertung Lektin-gefSrbter
Muskelquerschnitte; exemplarischer Ausschnitt
eines M. soleus, Kapillaren exemplarisch mit
schwarzen Pfeilen markiert; Magstab: 100um.

PAS-Reaktion:

Zur Quantifizierung des Glykogengehalts im Muskelgewebe wurde die PAS-
Reaktion genutzt. Muskelfasern im M. gastrocnemius und M. soleus wurden
nach ihrer FSrbeintensitSt in ungefSrbt/hell (glykogenfrei), mittel (glykogenarm)
und dunkel (glykogenreich) eingeteit und es konnte der mittlere Anteil der
jeweiligen Fasern an der Gesamtfaseranzahl (in %) bestimmt werden (Abbildung

15).
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Abbildung 15: Auswertung PAS-gefSrbter Muskel-
guerschnitte, exemplarischer Ausschnitt eines M.
soleus, schwarze Pfeile: glykogenfreie Fasern;
schwarze PfeilkSpfe: glykogenarme Fasern; wei8e
Pfeile: glykogenreiche Fasern; Ma8stab: 100um.

$-Bungarotoxin FSrbung:

Mithilfe der $-Bungarotoxin-FSrbung konnte die Dichte motorischer Endplatten
(n/ mm? & n/Faser) im M. soleus und M. gastrocnemius bestimmt werden.
Weiterhin konnten durch tbereinanderlegen der ATPase- und $-Bungarotoxin-
FSrbungen die zusStzliche Bestimmung der mittleren Anzahl motorischer

Endplatten pro Typ I-, lla-, lIb- und lix-Fasern (n/Faser) im M. soleus erfolgen
(Abbildung 16)."

Abbildung 16: Auswertung " -Bungarotoxin-gefSrb-
ter Muskelguerschnitte, exemplarischer Ausschnitt
eines M. soleus,! "#$%&%'(! )(*+&%#,(,! -%&! /(%!
-*1+%(1&2!3*4$&*56!7889-:
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Immunhistochemische Untersuchungen:

Die immunhistochemischen FSrbungen mit Antikrpern gegen MuRF-1, CD68,
IL-1% COX-2 sowie aktive Caspase-3 dienten zur Identifizierung atrophischer,
pro-inflammatorischer sowie pro-apoptototischer Zielstrukturen und -Zellen im

Skelettmuskel.

MuRF-1 FSrbung:!

Bestimmt wurden die mittlere Anzahl MuRF-1 *-Zellen pro Faser (n/Faser) sowie
die Dichte MuRF-1*-Zellen (n/mm?)im M. soleus und M. gastrocnemius fYr alle

Mausgenotypen (Abbildung 17).!

Abbildung 17: Auswertung MuRF-l-geférbter Mus-
kelquerschnitte, exemplarischer Ausschnitt eines
M. soleus, MuRF-1*-Zellen exemplarisch mit Pfei-
len markiert; Ma8stab: 100um.

IL-1%FSrbung:
Es wurde die Dichte IL-1%-Zellen (n/mm?) und die mittlere Anzahl IL-1%-Zellen

pro Faser (n/Faser) sowohl im M. soleus als auch im M. gastrocnemius fYr alle

Genotypen bestimmt (Abbildung 18).



Abbildung 18: Auswertung IL-1! -gefSrbter Muskel-
guerschnitte, exemplarischer Ausschnitt eines M.
soleus, IL-1! * -Zellen exemplarisch mit Pfeilen mar-
kiert; Ma8stab: 100um.

COX-2 FSrbung:

ZunSchst wurde jeweils die Dichte COX-2*-Myozyten und COX-2 *-interstitieller
Zellen (n/mm?) bestimmt. Weiterhin wurden die COX-2*-Zellen pro Faser (n/Faser)
ermittelt. Anschlie§8end wurde die gesamte Dichte an COX-2 *-Zellen im (n/mm?)
bestimmt. Die Auswertung erfolgte bei beiden Muskeln und fYr alle Genotypen +
IAbbildung 19).

Abbildung 19: Auswertung COX-2-gefSrbter Mus-
kelguerschnitte, exemplarischer Ausschnitt eines
M. soleus, COX-2*-interstitielle Zellen mit schwar-
zen und COX-2*-Myozyten mit wei§en Pfeilen mar-
kiert; Ma8stab: 100um.
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CD68 FSrbung:

Die Dichte CD68*-Zellen (n/mm?) sowie die Anzahl CD68'-Zellen pro Faser

(n/Faser) wurde fYr beide Muskeln aller Genotypen bestimmt (Abbildung 20).

) -

i,

Pfeilen markiert

Aktive-Caspase-3-FSrbung:

Abbildung  20:
Muskelquerschnitte,
eines M. soleus

Auswertung  CD68-gefSrbter

exemplarischer Ausschnitt
, CD68*-Zellen exemplarisch mit
; Ma8stab: 100um.!

Es wurde sowohl die gesamte Dichte aktiver Caspase-3*-Zellen (n/mm?)

bestimmt, als auch zwischen aktiven Caspase-3 *- Myozyten, interstitiellen Zellen

und GefS8en differenziert. Die

Genotypen (Abbildung 21).

Auswertung erfolgte fYr beide Muskeln und alle

bl

—)p

Abbildung 21.:
gefSrbter Mus

Auswertung aktiver Caspase-3-
kelquerschnitte, exemplarischer

Ausschnitt eines M. soleus, aktive Caspase-3*-

Zellen  exempl

arisch mit Pfeilen markiert;

Ma8stab: 100um.

)+
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Die Ergebnisse wurden tabellarisch mithilfe von Apple Numbers (Version 12.1)
visualisiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm SigmaPlot 12.0 (Systat Software GmbH). Es
wurde mithilfe des Shapiro Wilk Tests kontrolliert, ob eine Normalverteilung der
Daten vorlag. Wenn dies der Fall war, wurde der t-Test zur Ermittlung der
Signifikanz durchgefYhrt. Bei fehlender Normalverteilung wurde der Mann-
Whitney Rank Sum Test herangezogen. Ein p-Wert u0.05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. Die graphische Darstellung erfolgte anschlieS8end mithilfe
von Apple Keynote (Version 13.2). Es wurden Graphen zur Darstellung des
Mittelwerts, der Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) sowie der
signifikanten Unterschiede zwischen den Mausgenotypen erstellt. Die
Korrelationskoeffizienten (r) und Signifikanzen wurden mittels Sigma Plot Yber

die Pearson-Product-Moment Korrelation berechnet.
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Gewicht (g)

M widtyp [ GDF 15 -/- ApoE-/- M GDF 15 -/- Apo E -/-

Abbildung 22: Ko#pergewicht (in g) der Wildtyp-, GDF-
15 *-, Apo E - und GDF-15 - / Apo E 7 -MSuse
(Mittelwert + SEM); ***p< 0,001 vs. Wildtyp; jiip<
0,001 vs. Apo E™.
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Tibialdnge (mm)

B Widtyp [ GDF 15 -/- Apo E-/- [ GDF 15-/- Apo E /-

Abbildung 23: TibialSnge (in mm) der Wildtyp-, GDF-
15"-, Apo E"- und GDF-15" /Apo E’ MSuse
(Mittelwert + SEM); iiip< 0,001 vs. Apo E 7.
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Abbildung 24: Plasma-Cholesterinkonzentrationen (in
mg/dl) der Wildtyp-, GDF-15 7 -, Apo E - und GDF-
15" /Apo E"-MSuse"(Mittelwert + SEM); **p<0,01 vs.
Wildtyp; ***p<0,001 vs. GDF-15".
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Abbildung 25: Plasma-Triglyzeridkonzentrationen
(in mg/dl) der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und
GDF-15"/Apo E’-MSuse (Mittelwert * SEM);
***n<0,001 vs. Wildtyp.
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Abbildung 26(A-D): Exemplarische Querschnitte (HE-FSrbung) des M.soleus der (A)
Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E*- und (D) GDF-15"/Apo E*-MSuse. Ma§stab = 100um.
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Abbildung 27: Mittlere FaserquerschnittsflSche (um$
im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15 “-, Apo E”- und
GDF-157/ ;"#l< "'=3>?$(!(Mittelwert + SEM); jp< 0,05
vs. Apo E”.
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Abbildung 28: Faserdichte (n/mm$ im M. soleus der
Wildtyp-, GDF-15 7 -, Apo E”- und GDF-15 " / ;"#l< "=
3>?$(! (Mittelwert £ SEM); * p< 0,05 vs. Wildtyp; ip<
0,05 vs. Apo E™.
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Abbildung 29(A-D): Exemplarische ATPase-gefSrbte Querschnitte des M. soleus der (A)
Wildtyp- (B) GDF-15" - (C) Apo E”- und (D) GDF-15" /Apo E"-MSuse. Ma§stab = 100um.
Wei8e Pfeile = Typ | Fasern; schwarze Pfeile = Typlla Fasern.
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Abbildung 30(A-D): Mittlere QuerschnittsfiSche (um?) der (A) Typ | Fasern, (B) Typ Il
Fasern, (C) Typ lIx Fasern, (D) Typ llb Fasern im M. saus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo
E*- und GDF-15"/Apo E*-MSuse (Mittelwert + SEM); (A) Anteil; **p>0,01 vs
Wildtyp; jiip< 0,001 vs. Apo E .
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Abbildung 31(A-D): Anteil der Typ | Fasern, (B) Typlla Fasern, (C) Typ lIx Fasern, (D) Ty
Ilb Fasern an der Gesamtfaseranzahl (in %) im M. sdeus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E
- und GDF-15""/Apo E”-MSuse (Mittelwert + SEM); (A) Anteil; jjjp< 0,001 vs. Apo E™.!
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Abbildung 32(A-D): Exemplarische PAS-gefSrbte Querschnitte des M.soleus der (A) Wildtyp-

(B) GDF-15"- (C) Apo E"- und (D) GDF-15"/Apo E’-MSuse. MaS§stab = 100um. WeiSe
Pfeile = glykogenreiche Fasern; schwarze Pfeile = glykogenarme Fasern.
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Abbildung 33(A-C): Anteil glykogenreicher (A), glykogenarmer (B) und glykogenfreier
Fasern (C) (in %) im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und GDF-15"/Apo E™
MSuse (Mittelwert + SEM); ***p< 0,001 vs. Wildtyp; **p< 0,01 vs. Wildtyp.
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Abbildung 34(A-D): Exemplarische MuRF-1-gefSrbte Querschnitte des M.soleus der (A)
Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E”--MSuse. Ma8stab = 100um.
Schwarze Pfeile = MuRF-1* Zellen.
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Abbildung 35(A-B): (A) Dichte (n/mm?) der MuRF-1*-Zellen und (B) Anzahl der MuRF-1*-
Zellen pro Muskelfaser (n/Faser) im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E™ - und GDF-
15 */Apo E”-MSuse (Mittelwert + SEM); *** p< 0,001 vs. Wildtyp; jjj p<0, 001 vs. Apo E*.
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Die Dichte der MuRF-1*-Zellen (n/Faser) korrelierte bei der Gesamtheit der
Mausgenotypen (Wildtyp, GDF15”, Apo E” & GDF15"/Apo E™) signifikant
positiv (r=0,5; p<0,0096) mit der QuerschnittsfiSche der Typ IIx Fasern (! m?) im
M. soleus (Abb. 36).
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Abbildung 36: Korrelation zwischen der Dichte (n/Faser) der
MuRF-1*Zellen und der QuerschnittsfiSche der Typ lIx Fasern
(%m?) im M. soleus (n=26); r: Pearson-Korrelationskoeffizient;
p: Signifikanzniveau.
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Abbildung 37(A-D): Exemplarische Lektin-gefSrbte Querschnitte des M.soleus der (A)
Wildtyp-, (B) GDF-15" -, (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E”--MSuse. Ma§stab = 100pm.
Mithilfe der ATPase-FSrbung konnten die Fasertypen in den Lektin-gefSrbten Querschnitten
identifiziert werden: blauer Kringel = Typ I; gelber Kringel = Typ lla; roter Kringel = Typ lIx;
schwarzer Kringel= Typ II; schwarze Pfeile = Kapillarenkontakte. !
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Abbildung 38(A-D): Anzahl an Kapillarkontakten pro Faser (n/Faser) des Fasertyps | (A), -Il:
(B), -lx (C) und -11b (D) im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und GDF-15 */Apo
E"-MSuse (Mittelwert + SEM); *p< 0,05 vs. Wildtyp; jj p< 0,01 vs. Apo E”; **'p< 0,01 vs.
GDF-15".
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Abbildung 39(A-D): Exemplarische COX-2 gefSrbte Querschnitte des M. soleus der (A)
Wildtyp-, (B) GDF-15"-, (C) Apo E”- und (D) GDF-15" / Apo E”-MSuse. Ma§stab = 100um.
Schwarze Pfeile = COX-2*-Myozyten; wei8e Pfeile = COX-2*-interstitielle Zellen. +
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Abbildung 40(A-D): (A) Gesamte Dichte COX-2-Zellen pro mm? (n/mm?), (B) Gesamte Dichte
COX-2*-Zellen pro Muskelfaser (n/Faser), (C) Dichte COX-2 Myozyten (n/mm?), (D) Dichte
COX-2%interstitieller Zellen (n/mm?) im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E’- und
GDF-15"/Apo E*--MSuse (Mittelwert + SEM); jp< 0,05 vs. Apo E-.
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Abbildung 41(A-D): Exemplarische IL-1!-gefSrbte Querschnitte des M. soleus der (A)
Wildtyp-, (B) GDF-15"-, (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E”--MSuse. Ma§stab=100um.
Schwarze Pfeile = IL-1! *-Zellen.
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Abbildung 42(A-B): A) Dichte der IL-1! *-Zellen (n/mm?); (B) Mittlere Anzahl IL-1! *-Zellen pro
Muskelfaser (n/Faser) im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E” - und GDF-15 ""/Apo
E"-MSuse (Mittelwert + SEM); **p<0,01 vs. Wildtyp.
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Abbildung 43(A-D): Exemplarische CD68-gefSrbte Querschnitte des M.soleus der (A) Wild-

typ-, (B) GDF-15"-, (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E*-MSuse. Ma§stab = 100pm.
Schwarze Pfeile = CD68*-Zellen.
|

Abbildung 44(A-B): (A) Dichte CD68"-Zellen (n/mm?); (B) Mittlere Anzahl CD68-Zellen pro

Muskelfaser (n/Faser); im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und GDF- 15"/Apo
E’”-MSuse (Mittelwert + SEM); jjip< 0,001 vs. Apo E .
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Hinsichtlich oben genannter Parameter zeigten sich bei der Gesamtheit der
Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E” & GDF-15"/Apo E™) keine
signifikanten Korrelationen im M. soleus (Tabellen 10 und 11).

Tabelle 10: Korrelationen zwischen der Dichte (n/Faser) CD68-Zellen, IL-1! *-Zellen und

COX-2*-Zellen im M. soleus der untersuchten MSuse (n=18); r: Pearson-
Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.

CD68"/Faser COX-2*/Faser IL-1"*/Faser
Korrelationskoeffizient -0,193 -0,0258

P Value 0,415 0,914

n (Anzahl) 20 20

COX-2"/Faser! ! !

Korrelationskoeffizient ! -0,0526
P Value 0,826
n (Anzahl) 20!

Tabelle 11: Korrelationen zwischen der Dichte (n/ mm?) CQ68*-ZeIIen, IL-1! *-Zellen und
COX-2*-Zellen im M. soleus der untersuchten MSuse (n=20); r: Pearson-
Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.

CD68*/mm ? COX-2*/ mm? IL-1"*/ mm?
Korrelationskoeffizient 0,227 0,369

P Value 0,365 0,132

n (Anzahl) 18 18

COX-2*/ mm?! ! !
Korrelationskoeffizient -0,21

P Value 0,404

n (Anzahl) 18
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Abbildung 45(A-D): Exemplarische " -Bungarotoxin gefSrbte Querschnitte des M. soleus d er
(A) Wildtyp-, (B) GDF-15"-, (C) Apo E"- und (D) GDF-15"/Apo E’-MSuse. Ma§stab =
100pum. Schwarze Pfeile = motorische Endplatten.
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Abbildung 46(A-E): (A) Dichte (n/mn¥) der motorischen Endplatten; (B) Anzahl motorischer
Endplatten pro Typ | Faser; (C) Typ lla Faser; (D)Typ lIx Faser; (E) Typ llb Faser im M. soleus
der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und GDF-15"/Apo E*-MSuse (Mittelwert + SEM); *p<
0,05 vs. GDF-15".
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Abbildung 47(A-D): Exemplarische aktive Caspase-3 gefSrbte Querschnitte des M. soleus
der (A) Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E”-MSuse. Ma§stab=
100um. Schwarze Pfeile = aktive Caspase-3*-Zellen und -GefS§e.
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Abbildung 48(A-D): (A) Gesamte Dichte aktiver Caspase-3'-Zellen (n/mm?2); (B) Dichte
aktiver Caspase-3*-Myozyten; (C) aktiver Caspase-3*-interstitieller Zellen; (D) aktiver
Caspase-3*-GefS§e (n/mm?) im M. soleus der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E* - und GDF-15
"IApo E*--MSuse (Mittelwert + SEM).
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Abbildung '49(A-D) Exemplarische Querschnitte (HE-FSrbung) des M. gastrocnemius der (A)
Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E*- und (D) GDF-15  /Apo E*-MSuse. Ma§stab = 100pum.
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Abbildung 50: Mittlere FaserquerschnittsfiSche (um$
im M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15 -, Apo
E”- und GDF -15"/Apo E’-MSuse (Mittelwert +
SEM); jp< 0,05 vs. Apo E”.

Abbildung 51: Faserdichte (n/mm3$ im M.
gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E™-
und GDF-157/Apo E"-MSuse (Mittelwert =+
SEM); jp< 0,05 vs. Apo E”.
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Abbildung 52(A-D): Exemplarische PAS-gefSrbte Querschnitte des M. gastrocnemius der (A)
Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E”--MSuse. MaS§stab = 100um.
Wei§e Pfeile = glykogenreiche Fasern; schwarze Pfeile = glykogenarme Fasern; blaue Pfeile
= glykogenfreie Fasern.+
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Abbildung 53(A-C): Anteil glykogenreicher (A) glykogenarmer (B) und glykogenfreier Fasern
(C) im M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”-- und GDF-15"/ Apo E”--MSuse
(Mittelwert £ SEM); ***p< 0,001 vs. Wildtyp; *p< 0,05 vs. Wildtyp.
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Abbildung 54(A-D): Exemplarische MuRF-1 gefSrbte Querschnitte des M. gastrocnemius
Darstellung der MuRF-l*-ZeIIeQ (schwarze Pfeile) der (A) Wildtyp- (B) GDF45™- (C) Apo E
- und (D) GDF-15"/Apo E”-MSuse. Ma8stab = 100um. Schwarze Pfeile = MuRF1*-Zellen.
|

Abbildung 55(A-B): A) Dichte (n/mm?) der MuRF-1*-Zellen und (B) Anzahl der MuRF-1*-

Zellen pro Muskelfaser (n/Faser) im M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E™-
und GDF-15"/Apo E”-MSuse (Mittelwert + SEM).!
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Die Dichte (n/Faser) der MuRF-1°TO%22%)#relierte bei der Gesamtheit der
Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E” & GDF-15"/Apo E™) signifikant
negativ (r=-0,52; p<0,0187) mit der Faserdichte (n/mm? im M. gastrocnemius
(Abb. 56).!

Abbildung 56: Korrelation zwischen der Dichte (n/Faser)
MuRF-1*=@(00(,und der Faserdichte (n/mm?2) im M.
gastrocnemius der untersuchten MSuse (n=26); r:
Pearson-Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.

Die Dichte (n/Faser) der MuRF-1'-Zellen korrelierte bei der Gesamtheit der
Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E" & GDF-15"/Apo E™) signifikant
positiv (r=0,71; p<0,00045) mit der FaserquerschnittsfiSche (! m?) im M.
gastrocnemius (Abb. 57).!
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Abbildung 57: Korrelation zwischen der Dichte MuRF- 1%#=
@(00(,{n/Faser)und der FaserquerschnittsfiSche @m?) im
M. gastrocnemius der untersuchten MSuse (n=26); r:
Pearson-Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau
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GDF-15"/Apo E" vs. GDF-15"
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Abbildung 58(A-D): Exemplarische Lektin-gefSrbte Querschnitte des M. g astrocnemius der
(A) Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E”--MSuse. Ma§stab=100pm.
Schwarze Pfeile = Kapillarenkontakte.

Abbildung 59: Mittlere Anzahl der Kapillarkontakte pro
Muskelfaser (n/Faser) im M. gastrocnemius der Wildtyp-,
GDF-15"-, Apo E”- und GDF-15"/Apo E’-MSuse
(Mittelwert £ SEM).
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Abbildung 60(A-D): Exemplarische COX-2 gefSrbte Querschnitte des M. gastrocnemius
der (A) Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E”*- und (D) GDF-15" / Apo E” - MSuse. Ma§stab
= 100um. Schwarze Pfeile = COX-2*-Myozyten; weige Pfeile = COX-2*-interstitielle Zellen.

Abbildung 61(A-D): (A) Dichte COX-2-Zellen (n/mm?), (B) Anzahl COX-Z-Zellen pro
Muskelfaser. (n/Faser), (C) Dichte COX-Z-Myozyten und (D) COX-2*-interstitieller Zellen
(n/mm?) im M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15 " -, Apo E”- und GDF-15"/Apo E™"
MSuse (Mittelwert + SEM); **p<0,01 vs. Wildtyp; jp<0,05 vs. Apo E™.
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Korrelation der Dichte COX-2 *-Zellen (gesamt/ interstitiell) mit
der Faserdichte (n/fmm 2) und FaserquerschnittsflSche (um 2) im
M. gastrocnemius

Die Dichte aller COX-2'-Zellen (n/Faser) korrelierte bei der Gesamtheit der
Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E” & GDF-15"/Apo E™) signifikant
negativ (r=-0,468; p<0,0373) mit der Faserdichte (n/mm?) im M. gastrocnemius
(Abb. 62).

Abbildung 62: Korrelation zwischen der Anzahl COX-2*-
Zellen pro Muskelfaser (n/Faser) und der Faserdichte
(n/mm?) im M. gastrocnemius (n=20); r: Pearson-
Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.

Die Dichte der COX-2'-interstitiellen Zellen (n/mm?) korrelierte bei der
Gesamtheit der Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E” & GDF-15"/Apo E
" signifikant positiv (r=0,48; p<0,0323) mit der FaserquerschnittsfiSche (um?) und
signifikant negativ (r=-0,459; p<0,042) mit der Faserdichte (n/mm? im M.
gastrocnemius (Abb. 63).

Abbildung 63(A-B): Korrelation zwischen (A) der Dichte interstitieller COX-2*-Zellen (n/mm?)
und der mittleren FaserquerschnittsfiSche (um?) sowie (B) der Dichte interstitieller COX-2'-
Zellen (n/mm?) und der Faserdichte (n/mm?) im M. gastrocnemius (n=20); r: Pearson-
Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.
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Die Anzahl der COX-2"-interstitiellen Zellen pro Muskelfaser (n/Faser) korrelierte
bei der Gesamtheit der Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E” & GDF-15
"IApo E™) signifikant  positiv  (r=0,614; p<0,00398) mit der
FaserquerschnittsfiSche (un?) und signifikant negativ (r=-0,604; p<0,0048) mit
der Faserdichte (n/mm?) im M. gastrocnemius (Abb. 64A-B).!

Abbildung 64(A-B): Korrelation zwischen (A) der Anzahl interstitieller COX-2*-Zellen pro
Muskelfaser (n/Faser) und der FaserquerschnittsfiSche (um?) und (B) der Anzahl interstitieller
COX-2*-Zellen pro Muskelfaser (n/Faser) und der Faserdichte (n/mm?) im M. gastrocnemius
(n=20); r: Pearson-Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.
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Abbildung 65(A-D): Exemplarische IL-1! -gefSrbte Querschnitte des M. gastrocnemius der
(A) Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E” - und (D) GDF-15"/Apo E™ - MSuse. Ma§stab=100um.
Schwarze Pfeile = IL-1! *-Zellen.
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Abbildung 66(A-B): (A) Dichte IL-1! *-Zellen (n/mm?) und (B) Mittlere Anzahl IL-1! *-Zellen
(n/Faser) im M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E” - und GDF-15"/Apo E” -
MSuse (Mittelwert + SEM). **p<0,01 vs. Wildtyp; * p< 0,05 vs. GDF-15".
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Abbildung 67(A-D): Exemplarische CD68-gefSrbte Querschnitte des M. gastrocnemius der
(A) Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E’- und (D) GDF-15" / Apo E’-MSuse. Ma8stab =
100um. Schwarze Pfeile = CD68"-Zellen.

Abbildung 68(A-B): (A) Dichte CD68"-Zellen (n/mm?) und (B) Mittlere Anzahl CD68-Zellen
pro Muskelfaser (n/Faser) im M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15" -, Apo E”- - und GDF-
15" /Apo E”-MSuse (Mittelwert + SEM).
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Korrelation der Dichte CD68 *-Zellen mit Markern der Inflamma-
tion und Apoptose im M. gastrocnemius

Die Dichte aktiver Caspase-3*-Fasern (n/fmm?) korrelierte bei der Gesamtheit
der Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E” & GDF-15"/Apo E™) signifi-
kant positiv (r=0,612; p<0,00413) mit der Dichte CD68 *-Zellen (n/mm?) im M.
gastrocnemius (Abb. 69).

Abbildung 69: Korrelation zwischen der Dichte aktiv er
Caspase-3*-Fasern (n/mm?) und der Dichte CD68*-
Zellen (n/mm?) im M. gastrocnemius (n=20); r: Pearson-
Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.

Die Dichte (n/mm?® IL-19%-Zellen korrelierte bei der Gesamtheit der
Mausgenotypen (Wildtyp, GDF-15", Apo E” & GDF-15"/Apo E™) signifikant
positiv (r=/*c/G; p</*/GK,) mit der Dichte CD68*TO%229%i)#mm?) im M.
gastrocnemius (Abb. 70).

Abbildung 70: Korrelation zwischen der Dichte IL-1!*-
Zellen (n/mm?) und der Dichte CD68*-Zellen (n/mm?) im
M. gastrocnemius (n=20); r: Pearson-
Korrelationskoeffizient; p: Signifikanzniveau.
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Abbildung! 71(A-D): Exemplarische "-Bungarotoxin gefSrbte Querschnitte des M.
gastrocnemius der (A) Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E' - und (D) GDF-15"/ Apo E”--MSuse.
Ma8stab = 100um. Schwarze Pfeile = motorische Endpl atten.

Abbildung 72: Dichte motorischer Endplatten (n/mm 2) im
M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15 -, Apo E” - und
GDF-15"/Apo E”--MSuse (Mittelwert + SEM).
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Abbildung 73(A-D): Exemplarische aktive Caspase-3 gefSrbte Querschnitte des M. gast-
rocnemius der (A) Wildtyp- (B) GDF-15"- (C) Apo E”- und (D) GDF-15"/Apo E"--MSuse.
Ma§stab= 100um. Schwarze Pfeile = aktive Caspase-3*-Zellen und -GefS§e.

Abbildung 74(A-D): (A) Gesamte Dichte aktiver Caspase-3'-Zellen (n/mm?); (B) Dichte
aktiver Caspase-3*-Myozyten; (C) aktiver Caspase-3*-interstitieller Zellen; (D) aktiver
Caspase-3*-GefS§e (n/mn¥) im M. gastrocnemius der Wildtyp-, GDF-15 -, Apo E*- und
GDF-15"/Apo E”--MSuse (Mittelwert + SEM).
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Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der GDF-15 Defizienz auf die
Morphologie des M. triceps surae (Mm. gastrocnemius und soleus) sowie auf die
Expression Skelettmuskel-relevanter Zytokine und Proteine hinsichtlich Atrophie,
Inflammation, Apoptose sowie der Vaskularisierung und motorischen Innervation
zu untersuchen. GDF-15 ist an diversen Regulationsprozessen im Organismus
von SSugetieren beteiligt und Ybernimmt dort multifaktorielle Funktionen. Des
Weiteren Ybernimmt GDF-15 im Skelettmuskel eine wesentliche Rolle an der
Aufrechterhaltung von Muskelmasse und -funktion (Hong et al., 2022). So steht
GDF-15 schon ISnger im Fokus naturwissenschaftlichen Interesses und erlangt

zunehmende klinische Bedeutung.
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Nach 30-wschiger Gabe von SF wurde das K3rpergewicht der VersuchsmSuse

bestimmt. Es zeigte sich ein signifikant h3heres K3rpergewicht der GDF-15
/Apo E"-MSuse im Vergleich zu Apo E"-MSusen und ein signifikant geringeres
K3rpergewicht von Apo E-MSusen im Vergleich zu WildtypmSusen. Unsere
Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl die GDF-15- als auch die Apo E-

Defizienz das KSrpergewicht beeinflussen kSnnen.

Schon frYhere Studien konnten wesentliche ZusammenhSnge zwischen der
GDF-15-Defizienz und signifikanter Gewichtszunahme, bzw. tberexprimierung

von GDF-15 und signifikanter Gewichtsabnahme nachweisen (Johnen et al.,
2007; Tsai et al., 2013; Hsu et al., 2017). So konnten Johnen et al. (2007) bei
GDF-15 Yberexprimierenden MSusen eine signifikante Gewichtsabnahme im
Vergleich zu KontrollmSusen (GDF-15™) zeigen, welches durch Gabe von GDF-
15 AntikSrpern reversibel war und sich insbesondere auf eine geringere

Nahrungsaufnahme zurYckzufYhren lie§. Hsu et al. (2017) konnten nachweisen,
dass GDF-15 Yber den GFRAL-Rezeptor eine zentrale Appetitsregulation
bewirkt, und durch Induktion eines zentralen Appetitverlustes und eines

gesteigerten Energieverbrauchs eine positive Energiebilanz fSrdert. Vice versa
konnten Tsai et al. (2013) bei mSnnlichen und weiblichen GDF-15"-MSusen nach
FYtterung mit SF eine signifikante Gewichtszunahme im Vergleich zu GDF-15""-
MSusen zeigen, welches sich mit zunehmendem Alter zusStzlich verstSrkte.

Wang et al. (2023) konnten mit ihrenin vivo und in vitro Untersuchungen zunSchst
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bestStigen, dass GDF-15 zur Gewichtsreduktion und Verbesserung der
InsulinsensitivitSt, Yber eine GFRAL-vermittelte Appetitsminderung beitrSgt.
ZusStzlich konnten sie beobachten, dass GDF-15 im Skelettmuskel Yber eine
GFRAL-%adrenerge Signalachse eine Steigerung der %Oxidation und des
Calcium-Substratzyklus zu einem hdheren Gesamtverbrauch beitrSgt (Wang et
al. (2023). Da auch in unseren Ergebnissen eine signifikante Gewichtszunahme
bei GDF-15"/Apo E”-MSusen im Vergleich zu Apo E"-MSusen zu beobachten
war, k8nnen wir die oben genannten Effekte von GDF-15 bzw. der GDF-15
Defizienz bei gleichzeitiger Apo E Defizienz auf das KSrpergewicht bestStigen.
DemgegenYber konnten wir zwischen GDF-15"- und WildtypmSusen keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des KSrpergewichts beobachten.

So fanden Bonaterra et al. (2012) auch bei mSnnlichen GDF-15" -MSusen im
Vergleich zu WildtypmSusen nach 20-wschiger Gabe eines cholesterinreichen
Futters eine signifikante Gewichtszunahme im Vergleich zu WildtypmSusen.
Nach 12 Wochen war noch kein signifikanter Unterschied erkennbar. Dieser
Vergleich, welcher eine andere FYtterung sowie einen anderen
FYtterungszeitpunkt beinhaltet, macht deutlich, dass abgesehen von
genetischen Faktoren auch Umweltfaktoren, wie die ErnShrung und der
Messzeitpunkt, bei der Untersuchung der GDF-15 Defizienz hinsichtlich des
K3rpergewichts berYcksichtigt werden sollten. Dass sich cholesterinreiches
Futter auf ein h3heres K3rpergewicht auswirkt ISsst sich auf die erho hte
Kalorienzufuhr (hherer Fettgehalt im Futter) zurYckfYhren und konnte bereits in
anderen Studien gezeigt werden (Binayi et al., 2020; Wang et al., 2011). Die Gabe
eines cholesterinreichen Futters scheint sich jedoch stSrker bei Apo E
kompetenten MSusen auf das K3rpergewicht auszuYben als bei Apo E
defizienten MSusen. Diese Hypothese wird dadurch verstSrkt, dass die
Gewichtszunahme bei GDF-15"/Apo E” MSusen im Vergleich zu Apo E’
MSusen bei Bonaterra et al. (2012) um 35% nach 20 Wochen FYtterung mit
cholesterinreichem Futter und in unseren Ergebnissen mit 33%
Gewichtszunahme nach 30 Wochen FYtterung mit SF Shnlich war. !

Warum die GDF-15 Defizienz bei Apo E kompetenten MSusen einen gr§eren
Einfluss auf das K&rpergewicht ausYbt als bei Apo E defizienten bleibt in

zukYnftigen Studien zu eruieren.
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Das signifikant geringere K3rpergewicht der Apo E "-MSuse im Vergleich zu
WildtypmSusen nach 30-wschiger SF kann nur teilweise durch fr¥here Studien
bestStigt werden (Huang et al., 2006; Bartelt et al., 2010; Karagiannides et al.,
2008). So konnten Huang et al. (2006) bei Apo” -MSusen nach 10-w3chiger Gabe
von SF weniger Krperfett und kleinere Adipozyten als bei WildtypmSusen
feststellen. Bartelt et al. (2010) untersuchten das K3rpergewicht von Apo E -
und WildtypmSusen, wobei sich nach 16-wschiger Verabreichung eines SF keine
signifikanten Unterschiede zeigten, jedoch nach 16-wschiger &high-
fatO FYtterung bei Apo E -MSusen ein signifikant geringeres K&rpergewicht als
bei WildtypmSusen zu sehen war. Karagiannides et al. (2008) untersuchten das
Ksrpergewicht von Wildtyp- und Apo E "-MSusen nach &western-
typeO FYtterung, und einer Verabreichung eines SF. Interessanterweise zeigte
sich nach 24-wschiger dwestern-typeO FYtterung nur bei den WildtypmSusen
eine signifikante Gewichtszunahme im Vergleich zur Gabe eines SF, wohingegen
sich die Gewichtszunahme bei Apo E-MSusen unabhSngig vom Futtertyp nach
24 Wochen Shnlich moderat zeigte. Die genannten Studien unterstreichen
einerseits den Einfluss von Umweltfaktoren, wie der ErnShrung und dem
Messzeitpunkt, welcher auch bei GDF-15 mitbestimmend ist. Andererseits wird
deutlich, dass die Apo E Defizienz, insbesondere bei cholesterinreicher
FYtterung, zu einer geringeren Gewichtszunahme fYhrt. Dies ISsst sich
vermutlich auf die physiologische Funktion von Apo E zurYckfYhren. Da Apo E
normalerweise fYr den Abtransport und die Umverteilung der Lipide aus dem
Blut sorgt, fSlit diese Funktion bei Apo E defizienten MSusen aus. Somit
verbleiben die Lipide im Blut und sie kSnnen nicht als KSrperfett gespeichert
werden, was die beschriebenen Beobachtungen, wie ein verringertes
K3rpergewicht, sehr wahrscheinlich begrYndet (Pereira et al., 2012; Huang et al.,

2014; Mahley, 1988).!
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Die TibialSnge der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”"- und GDF-15"/Apo E”-MSuse
wurde nach 30-wschiger Gabe von SF gemessen. Die GDF-15"/Apo E” -MSuse
zeigten eine signifikant kYrzere Tibia im Vergleich zu Apo E" MSusen. BezYglich
der TibialSnge zeigten sich ansonsten keine signifikanten Unterschiede beim

Vergleich der restlichen Mausgenotypen (GDF-15"- vs. Wildtyp; Apo E”- vs.
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Wildtyp; GDF-15"/Apo E™- vs. GDF-15"). Unsere Ergebnisse implizieren, dass
sich die GDF-15 Defizienz bei gleichzeitiger Apo E Defizienz nach 30-wSchiger
Gabe eines SF anti-osteogen auswirken kann. In einer Studie von Bonaterra et
al. (2021), welche nach 20-wSchiger Verabreichung eines cholesterinreichen
Futters erhoben wurde, konnten widerum keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der TibialSnge von GDF-15"/Apo E”-MSusen und Apo E”-MSusen
festgestellt werden. Dabei ist daraufhinzuweisen, dass in dieser Studie sowohl
die FYtterungsart eine andere war als auch die Tibia-Proben mit
Paraformaldehyd fixiert und nicht, wie in unseren Untersuchungen, kryofixiert
wurden. In mehreren Studien zeigte sich, dass die Konservierungsmethode und
Lagerungsdauer die Knochenproben wesentlich beeinflussen kSnnen (Vesper et
al., 2017; Hammer et al., 2014; Tiefenboeck et al., 2019). Bartelt et al. (2010)
konnten in ihren Untersuchungen an Apo E™ - und WildtypmSusen, die entweder
16 Wochen cholesterinreiche oder SF erhielten, weiterhin zeigen, dass auch die
Art der FYtterung den Knochenstoffwechsel wesentlich beeinflussen kann. Somit
muss man fYr die weitere Einordnung unserer Ergebnisse nicht nur m3gliche
Effekte von GDF-15 und Apo E, sondern auch Umweltfaktoren, wie die Art der

FYtterung, die Konservierungsmethode und die Lagerzeit, berYcksichtigen.

In fr¥herer Literatur wird GDF-15 innerhalb der Osteogenese und des
Knochenstoffwechsels eine bedeutende Rolle mit teilweise widersprYchlichen
Funktionen zuteil (Westhrin et al., 2015; Uchiyama et al., 2015; Siddiqui et al.,
2022; Hinoi et al., 2012). So konnten Westhrin et al. (2015) eine Stimulation der
OsteoklastenaktivitSt und Inhibition der OsteoblastenaktivitSt durch GDF-15 in-
vitro beobachten und zeigen, dass GDF-15 im Serum von Patienten mit
multiplem Myelom und osteolytischen LSsionen hsher war als bei Patienen ohne
osteolytischen LSsionen. Uchiyama et al. (2015) folgerten aus ihren in-vitro und
in-vivo Experimenten bei Patienten mit primSrer Myelofibrose, dass GDF-15 in
sehr hohen Konzentrationen das Potential besitzt, die Osteoblasten-
Differenzierung zu fdrdern. Siddiqui et al. (2022) nutzten fYr ihre Versuche einin
vivo Prostatakarzinom-Mausmodell mit Knochenmetastasen und ein in vitro Co-
Kultursystem mit Knochenzellen. Hierbei beobachteten sie, dass von
Prostatakarzinomzellen sezerniertes GDF-15 die OsteoblastenaktivitSt erhdhen

konnte und das Wachstum von Knochenmetastasen durch Aktivierung der
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Osteoklastogenese beeinflussen kann. Hinoi et al. (2012) fYhrtenin vitro und in
vivo Versuche durch, indem sie Osteozyten mit Hypoxie-Exposition
untersuchten und ein Hypoxie-induziertes Mausmodell nutzten. Dabei konnten
sie GDF-15 als Hauptfaktor identifizieren, der von Osteozyten unter Hypoxie
sezerniert wurde. Dies konnten sie beim Hypoxie-induzierten Mausmodell in vivo
bestStigen, wobei sich hier au§erdem eine verringerte Knochenmasse und eine
signifikante Zunahme von Osteoklasten zeigte. Die Zugabe eines GDF-15
Antikdrpers verhinderte dafYr den Knochenabbau durch Hemmung der
Osteoklastenaktivierung in der Tibia des Hypoxie-induzierten Mausmodells.
Diese Studien zeigen, dass GDF-15 in der Lage ist, situationsabhSngig sowonhl

pro- als auch anti-osteogen zu wirken.

Auch Apo E wird in der Literatur eine wichtige Rolle innerhalb der Osteogenese
und des Knochenstoffwechsels zuteil. Schilling et al (2005) untersuchten den
Einfluss von Apo E auf den Knochenstoffwechsel bei Apo E defizienten MSusen
und fanden im Vergleich zu WildtypmSusen eine hdhere Knochenbildungsrate
sowie einen PhSnotyp mit hoher Knochenmasse. Sie bezeichneten Apo E
deshalb als Regulator der Osteoblasten und fYhrten eine verminderte Aufnahme
triglyzeridreicher Lipoproteine durch Osteoblasten als Grund fYr diesen
PhSnotypen auf (Schilling et al., 2005). Die Osteoklastenfunktion und -anzahl
blieb durch die Apo E Defizienz unbeeintrSchtigt, was auch Bartelt et al. (2010)
belegen konnten. Ackert-Bicknell (2012) und Wang et al. (2009) beobachteten
ebenfalls, dass Apo E"-MSuse eine hhere Knochendichte als WildtypmSuse
aufwiesen. Wang et al. (2009) konnten dies auf eine verringerte

Knochenresorption zurYckfYhren.

Unsere Ergebnisse lassen die Annahme zu, dass sich die jeweiligen Effekte der
GDF-15 bzw. Apo E Defizienz gegenseitig potenzieren und somit zu einem
signifikanten Unterschied fYhren. Hierbei kdnnte der Effekt der Apo E Defizienz
auf eine erhShte Knochenmasse in Kombination mit dem hemmenden Effekt der
GDF15-Defizienz auf die Osteoklastogenese mitursSchlich sein (Wang et al.,
2009; Schilling et al., 2005; Ackert-Bicknell et al., 2012; Siddiqui et al., 2022;
Hinoi et al., 2012). In der Literatur finden sich bisher keine genauen Angaben

zum Effekt von GDF-15 auf die Osteogenese bei gleichzeitiger Apo E Defizienz.
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ZukYnftige Studien mit zu uns Shnlichem Versuchsaufbau k3nnen dabei helfen,

die Effekte von GDF-15 bei gleichzeitiger Apo E Defizienz genauer zu eruieren.

7"0*B)+%CD(=(-3=(&2&)*
Plasma-Cholesterin

Das Plasma-Cholesterin (mg/dl) der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und GDF-15
"IApo E”-MSuse wurde nach 30-w3chiger Gabe von SF gemessen. Unsere
Ergebnisse zeigten eine signifikante Zunahme des Plasma-Cholesterins (mg/dl)
bei den Apo E defizienten Mausgenotypen (Apo E”; GDF-15"/Apo E™) im
Vergleich zu den Apo E kompetenten Mausgenotypen (Wildtyp; GDF-15"). Apo
E"-MSuse wiesen um 470% h3here Plasma-Cholesterinspiegel (mg/dl) als
WildtypmSuse und GDF-15"/Apo E”-MSuse um 565% hshere als GDF-15"-
MSuse auf. Auch fr¥here Studien konnten eine Erhshung der Plasma-
Cholesterinspiegel bei Apo E”-MSusen nachweisen (Zhang et al., 1992; Bartelt
el al., 2010; King et al., 2010). Zhang et al. (1992) konnten zeigen, dass Apo E’-
MSuse nach zwei bis fYnf monatiger Gabe von SF geschlechtsunabhSngig ca.
f¥nffach erh3hte Plasma-Cholesterinspiegel im Vergleich zu WildtypmSusen
hatten. Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit oben genannten Studien, wo
sich ebenfalls ein ca. fYnffacher Anstieg der Plasma-Cholesterinspiegel der Apo
E defizienten Mausgenotypen (Apo E”; GDF-15"/Apo E™) im Vergleich zu den
Apo E kompetenten Mausgenotypen (Wildtyp; GDF-15") zeigte.
Interessanterweise fanden sich bei heterozygoten Apo E defizienten MSusen
(Apo E™) keine signfikanten Unterschiede hinsichtlich der Plasma-
Cholesterinspiegel im Vergleich zu WildtypmSusen. Baltert et al. (2010)
untersuchten die Plasma-Cholesterinspiegel von Apo E - und WildtypmSusen,
wobei sich sowohl nach 16-wSchiger Gabe von SF als auch nach 16-wschiger

dhigh-fatO FYtterung eine signifikante Zunahme der Plasma-Cholesterinspiegel
bei Apo E"-MSusen im Vergleich zu WildtypmSusen zeigte. WShrend die
Plasma-Cholesterinspiegel bei Apo E”-MSusen durch die Art der FYtterung nach
16 Wochen nicht signifikant beeinflusst wurden, bewirkte die &high-

fatO FYtterung bei WildtypmSusen eine signifikante Erhdhung des Plasma-
Cholesterinspiegels. Genauso konnten King et al. (2010), welche Plasma-
Cholesterinspiegel bei mSnnlichen MSusen nach 17-wschiger &low

fatO FYtterung bzw. 17-w3chiger dhigh fatO FYtterung untersuchten, bei Apo E-
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MSusen ebenfalls keinen Unterschied hinsichtlich der Plasma-
Cholesterinspiegel finden.

GrundsStzlich ISsst sich die Erhdhung der Plasma-Cholesterinspiegel bei
(homozygoten) Apo E” -MSusen durch die eigentliche Funktion von Apo E
erkiSren. Da Apo E als Apolipoprotein fYr den adSquaten Abtransport von Lipiden
im Blut und somit fYr dessen Senkung im Blut verantwortlich ist, resultieren bei
Apo E Defizienz erhShte Blut-Lipid-Konzentrationen, die langfristig mit
Atherosklerose einhergehen kSnnen (Plump et al., 1992; Mahley, 1988; Mahley
et al., 1984).

Einen signifikanten Einfluss von GDF-15 bzw. der GDF-15 Defizienz auf die
Plasma-Cholesterinspiegel konnten wir in unseren Untersuchungen nicht
feststellen, da sich in unseren Ergebnissen weder zwischen den Apo E
defizienten MSusen (Apo E"; GDF-15"/Apo E™) noch den Apo E kompetenten
MSusen (GDF-15" und Wildtyp) signifikante Unterschiede fanden. GDF-15 wird
in der Literatur eine protektive Rolle im Lipidmetabolismus sowie bei
Erkrankungen, wie Adipositas, Insulinresistenz und Atherosklerose, zuteil
(Chrysovergis et al., 2014; Kim et al., 2018; Chung et al., 2016; Deng et al., 2022).
Chrysovergis et al (2014) erkannten, dass GDF-15 in braunem und wei8em
Fettgewebe durch ErhShung der Thermogenese, der Lipolyse und des
oxidativen Stoffwechsels protektiv gegen Adipositas wirken kann. Kim et al.
(2018) konnten nachweisen, dass die therexpression von GDF-15 bei MSusen
mit NASH (nicht alkoholischer Fettleber) als Schutzmechanismus zur
AbschwSchung von Leberverfettung, EntzYndung, Fibrose und
StoffwechselstSrungen dienen kann und die NASH so verbessern kann. Chung
et al. (2016) konnten diese Beobachtungen bestStigen, indem sie MKO (muscle-
specific knockout) MSuse untersuchten und daraus folgerten, dass GDF-15
Adipositas und Insulinresistenz reduzieren kann, wShrend es die Lipolyse sowie
den oxidativen Stoffwechsel stimulieren kann. Dass GDF-15 bzw. GDF-15
Defizienz direkte Effekte auf die Plasma-Cholesterinspiegel hat, konnte in
frYheren Studien jedoch bisher nicht gezeigt werden und auch in unseren
Ergebnissen konnten wir keine direkten Effekte zeigen. So kSnnen wir davon
ausgehen, dass die von uns erhobenen Effekte von GDF-15 bzw. GDF-15
Defizienz innerhalb des Skelettmuskels der VersuchsmSuse nicht auf

unterschiedliche Plasma-Cholesterinspiegel zurYckzufYhren sind.
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Plasma-Triglyzeride

Die Plasma-Triglyzeridspiegel (mg/dl) der Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und
GDF-15"/Apo E"-MSuse wurden nach 30-wchiger Gabe von SF gemessen. In
unseren Ergebnissen waren die Plasma-Triglyzeridspiegel der Apo E*-MSuse
signifikant hher als die der WildtypmSuse. Auch die GDF-15"/Apo E”-MSuse
wiesen hshere (p=0,057) Plasma-Triglyzeridspiegel als die GDF-15"-MSuse auf.
Zhang et al. (1992) fanden bei Apo E" -MSusen, welche zwei bis fYnf monatige
Gabe von SF erhielten, ebenfalls signifikant hShere Plasma-Triglyzeridspiegel im
Vergleich zu WildtypmSusen. Vice versa konnten Atkinson et al. (2008) bei Apo
E- und Leptin defizienten MSusen (ob/ob; Apo E™) zeigen, dass selbst geringe
Konzentrationen an zugefYhrtem Apo E einen signifikanten RYckgang an zuvor
signifikant erhShten Plasma-Triglyzeridspiegeln bewirken konnten. Diese
Erhdhung der Plasma-Triglyzeridspiegel bei Apo E” -MSusen ISsst sich, wie in
Kapitel 4.3. Plasma-Cholesterin beschrieben, durch die lipidsenkenden und anti-
atherogenen Eigenschaften von Apo E erkiSren (Plump et al., 1992; Mahley, 1988;
Mahley et al., 1984; Thorngate et al., 2000).

Einen signifikanten Einfluss von GDF-15 bzw. GDF-15 Defizienz auf die Plasma-
Triglyzeridspiegel konnten wir in unseren Untersuchungen nicht feststellen. Zwar
wiesen die GDF-15"/Apo E"-MSuse die h3chsten Plasma-Triglyzeridspiegel
aller Mausgenotypen auf, jedoch war der Unterschied zu den Apo E "-MSusen
nicht signifikant genug, um von einer wesentlichen Beeinflussung durch GDF-15
bzw. der Defizienz auf die Plasma-Triglyzeridspiegel ausgehen zu kSnnen.
FrYhere, teils widersprYchliche, Studien zu diesem Thema wurden hauptsSchlich
unter cholesterinreicher FYtterung durchgefYhrt, sodass wir den Effekt der
FYtterung fYr die folgenden Beobachtungen nicht au8er Acht lassen dYrfen
(Preusch et al., 2013; Bonaterra et al., 2012). Preusch et al. (2013) konnten
zwischen GDF-15"- und GDF-15 kompetenten LDLr”-Malisen nach 24-
wschiger cholesterinreicher FYtterung keinen Unterschied in der Hshe der
Serum-Triglyzeridspiegel feststellen (Preusch et al., 2013). Bonaterra et al. (2012)
beobachteten widerum, dass die GDF-15 Defizienz sowohl bei GDF15-" vs.
WildtypmSusen als auch bei GDF-15"/Apo E”- vs. Apo E”-MSusen zu
signifikant hSheren Serum-Triglyzeridspiegeln (nach 20-wschiger

cholesterinreicher FYtterung) fYhrte. Hieraus ISsst sich schlie§en, dass GDF-15
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abhSngig von weiteren Bedingungen, wie der FYtterung und dem Messzeitpunkt
womsglich unterschiedliche Effekte auf die Plasma-Triglyzeridspiegel ausYbt.

Zusammenfassend kSnnen wir vorerst davon ausgehen, dass die von uns
erhobenen Effekte von GDF-15 bzw. der GDF-15 Defizienz innerhalb des M.
triceps surae nicht auf Unterschiede in den Plasma-Triglyzeridspiegeln

zurYckzufYhren sind.
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ErhShte GDF-15 Konzentrationen im Blutserum und der Skelettmuskulatur zei-

gen sich bei atrophischen Muskelerkrankungen, wie der Sarkopenie, der Tumor-

kachexie oder der mitochondrialen Myopathie (Lerner et al., 2016; Kim et al.,

2020; Kalko et al., 2014). Einerseits kann GDF-15 Atrophie im Skelettmuskel fSr-
dern, welche durch eine Verringerung der FaserquerschnittsflSche auf histologi-
scher Ebene gekennzeichnet ist (Bloch et al., 2015; Deng et al., 2022). Anderer-
seits kann GDF-15 zur Hypertrophie im Herzmuskel beitragen (Heger et al., 2010)
und durch die Aktivierung regenerationsfSrdernder Programme in Makrophagen

auch positive Effekte auf die Muskelregeneration zeigen (Patsalos et al., 2021).
Diese widersprYchlichen AktivitSten des gleichen Zytokins k3nnten zellspezi-

fisch und abhSngig von der zeitlichen Expression vermittelt werden (De Paepe,
2022). Bekannt ist, dass chronisch erhshte zirkulierende GDF-15-Spiegel hem-

mende Effekte auf Wachstum und Stoffwechsel ausYben und die Gesamtmor-

talitSt erhdhen (Wiklund et al., 2010; De Paepe; 2022). Die HE- und die ATPase-
FSrbung erm3glichten uns die Beurteilung der GDF-15 mediierten Effekte auf die

Muskelmorphologie und die Fasertypkomposition im M. triceps surae.
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ZVT,c "n1B#+ HTIQ>(%+ D%9@'%)+ (#;#B8+M. soleus als auch im M.
gastrocnemius+ eine signifikant gr38ere FaserquerschnittsfiSche und eine
signifikant geringere Faserdichte als die 1B#+ H'TIQ>(%. Unsere Ergebnisse
deuten darauf hin, dass eine GDF-15 Defizienz eine Zunahme des
Muskelfaserquerschnitts (~ Hypertrophie) induziert, sodass vice versa erhShte
GDF-15 Konzentrationen im Blut eher katabole Effekte innerhalb des
Skelettmuskels vermitteln. Dies konnte bereits in mehreren Studien erst kYrzlich
wieder gezeigt bzw. vermutet werden (Yu et al., 2024; Kim-Muller et al., 2023,

Suriben et al., 2020). Zu beachten ist jedoch, dass sich die genannten Effekte
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der GDF-15 Defizienz in unseren Ergebnissen nur bei gleichzeitiger Apo E
Defizienz signifikant zeigten, sodass wir davon ausgehen kSnnen, dass Apo E
die Muskelmorphologie ebenfalls beeinflussen kann. Dies wird dadurch
unterstYtzt, dass sich bei Apo E”-MSusen im Vergleich zu WildtypmSusen eine
signifikant hShere Dichte der Muskelfasern im M. soleus zeigte. Effekte von Apo
E auf die Morphologie des Skelettmuskels zeigten sich schon in frYheren Studien.
So konnte gezeigt werden, dass die Apo E Defizienz im Skelettmuskel langfristig
zu Inflammation und zu Fibrose mit Muskelatrophie fYhren kann (Franciosa et al.,
1979; von Haehling et al., 2007). Das SuSert sich langfristig in kleineren
Muskelfasern (~ Atrophie) und einer hSheren Muskelfaserdichte (~ Hyperplasie).
So unterstYtzt die von uns detektierte hshere Dichte der Muskelfasern der Apo
E "-MSuse die in der Literatur beschriebene katabole Funktion der Apo E
Defizienz. Eine ErkiSrung fYr die signfikant gr§8ere FaserquerschnittsfiSche und
niedrigere Faserdichte der :ZVT,c "'nl1B#+ HTIQ>(%+ ;Q&%+ (#89'dass die
anabolen Effekte der GDF-15 Defizienz die katabolen Effekte der Apo E Defizienz
dominieren. Diese Erkenntnis kSnnte langfristig von klinischer Relevanz sein,

was es in zukYnftigen Studien zu YberprYfen gilt.

M7M7<0@5*,%9AB#>:B>*-9->(0

In ErgSnzung zur allgemeinen Morphologie des M. triceps surae untersuchten
wir im M. soleus auch die Fasertypkomposition der Muskelfasertypen Typ I, Typ

lla, Typ llb und Typ lIx. Im M. soleus der Apo E’-MSuse war die
FaserquerschnittsfiSche der Typ | und Typ lla Fasern signifikant kleiner als bei
WildtypmSusen. Bei GDF-15"/Apo E”-MSusen war die FaserquerschnittsflSche
der Typ | Muskelfasern signifikant grs8er und der Anteil an Typ | Fasern
signifikant kleiner als bei Apo E”-MSusen. ZunSchst ist festzuhalten, dass
sowohl die GDF-15- als auch die Apo E Defizenz die Fasertypkomposition im

Skelettmuskel beeinflussen k3nnen. Weiterhin ISsst sich festhalten, dass die
GDF-15 bzw. die Apo E Defizenz nicht alle Fasertypen gleicherma8en
beeinflussen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Apo E Defizienz bei Typ | und
Typ lla Fasern katabole Effekte besitzt, wie auch schon in frYheren Studien
festgestellt (Franciosa et al., 1979; von Haehling et al., 2007; Tracey, 2007). Dies
ISsst sich m&glicherweise auf eine verringerte NShrstoff- und Sauerstoffzufuhr

aufgrund erhdhter arteriosklerotischer VerSnderungen und deren Folgen
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innerhalb des Skelettmuskels zurYckfYhren. Bei Apo E Defizienz ist bekannt,
dass hierdurch eine verstSrkte Inflammation im Endothel sowie in peripheren
Geweben resultiert (Franciosa et al., 1979). AuSerdem fYhren vaskulSre und
kardiale VerSnderungen, welche durch die Apo E Defizienz entstehen, zu
verminderter Sauerstoffzufuhr in peripherem Gewebe, wie der Skelettmuskulatur
(von Haehling et al., 2007). Eine chronisch verminderte Sauerstoffzufuhr eines
Skelettmuskels Su8ert sich langfristig in Fibrose, Nekrose sowie anderen
GewebeschSden (Tracey, 2007). Andererseits zeigt sich, dass sich eine adSquate
Sauerstoffzufuhr protektiv auf die Fasertypkomposition auswirkt, welches sich
beispielsweise an der Hemmung inflammatorischer Wachstumssignale zeigt
(Adamopoulos et al., 2002). Diese Effekte lie§en sich bei Studien Yber den
Einfluss von Ausdauertraining auf die Skelettmuskulatur bestStigen (Drexler et
al., 1992; Sullivan et al.,1988; Minotti et al., 1990).

Unsere Ergebnisse kSnnen erstmals zeigen, dass die GDF-15 Defizienz eine
Hypertrophie sowie eine Hypoplasie von Typ | Muskelfasern verursacht. Dies
zeigte sich im M. soleus bei gleichzeitiger Apo E Defizienz signifikant. Bekannt
ist, dass GDF-15 im Skelettmuskel katabole Effekte innerhalb des
Skelettmuskels vermitteln kann, was vor allem bei stark erhShten GDF-15
Spiegeln deutlich wird (Yu et al., 2024; Kim-Muller et al., 2023; Suriben et al.,
2020). Generell scheint die GDF-15 Defizienz bei Apo E" -MSusen einen
gr$8eren Einfluss auf die Morphologie des Skelettmuskels auszuYben als bei
Apo E kompetenten MSusen. Werden unsere Ergebnisse in zukYnftigen Studien
verifiziert, sind diese Erkentnisse langfristig sowohl von bedeutender

medizinischer als auch sportwissenschaftlicher Relevanz.

M7NOI1A#>),(),/5190

Neben der ATPase-FSrbung nutzten wir im M. triceps surae die PAS-FSrbung zur
Charakterisierung der Muskelfasern. Bekannt ist, dass Glykogen als
Energiespeicher, insbesondere von Typ II-Muskelfasern, zur schnellen
Energiegewinnung gebraucht wird, wodurch eine schnelle und kraftvolle
Kontraktion erfolgen kann. Typ lix-Fasern haben von den Typ llI-Fasern den
hdchsten Glykogengehalt, k3nnen dafYr ihre AktivitSt durch raschen
Glykogenabbau nur fYr kurze Zeit aufrechterhalten (Koolman et al., 2019). Typ I-

Fasern arbeiten hingegen rein oxidativ, sind insbesondere fYr
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Ausdauerleistungen geeignet und besitzen nur wenig Glykogen (Ulfig et al., 2019;
Koolman et al., 2019). Bisher gibt es in der Literatur keine Studien hinsichtlich
des Zusammenhangs zwischen GDF-15 Defizienz und VerSnderungen des
Glykogenhaushalts in der Skelettmuskulatur. Unsere Ergebnisse zeigen im M.
soleus, dass GDF-15"-MSuse und Apo E"-MSuse einen signifikant h3heren
prozentualen Anteil der glykogenarmen Fasern im Vergleich zu WildtypmSusen
aufwiesen. DafYr war der prozentuale Anteil glykogenreicher Fasern bei GDF-15
" MSusen signifikant geringer als bei WildtypmSusen. €hnliche Ergebnisse
zeigten sich im M. gastrocnemius, wo wir bei GDF-15 *-MSusen und bei Apo E
F-MSusen signifikant mehr glykogenarme Fasern fanden als bei WildtypmSusen.
Die glykogenreichen Fasern waren dafYr im M. gastrocnemius bei GDF-15 -
und bei Apo E” MSusen signifikant geringer als bei WildtypmSusen. Im M.
gastrocnemius besagen die GDF-15 *-MSuse und die Apo E-MSuse signifikant
weniger glykogenfreie Fasern als die WildtypmSuse. Unsere Ergebnisse deuten
erstmals darauf hin, dass sowohl die Apo E- als auch die GDF-15-Defizienz den
Glykogenhaushalt im Skelettmuskel beeinflussen. Interessanterweise scheinen
sowohl GDF-15- als auch Apo-E Defizienz Shnliche Effekte auf den
Glykogenhaushalt auszuYben. Eine weitere Feststellung ist, dass sich bei den
GDF-15"/Apo E”-MSusen diese Effekte nicht summieren, sondern sich bei
diesem Genotyp Befunde ergeben, die zwischen Apo E - und GDF-15"-MSusen
rangieren. Sowohl GDF-15- als auch Apo E Defizienz scheinen den prozentualen
Anteil glykogenarmer Fasern zu erhShen und die prozentualen Anteile
glykogenreicher und -freier Fasern zu senken. Interessant wSre, ob sich diese
VerSnderungen bzgl. des Glykogenstoffwechsels auch auf die Ausdauer,

Muskelkraft und Kontraktionsgeschwindigkeit der Skelettmuskulatur auswirken.

M700!'9%>B/-,0

In der Literatur wird GDF-15 eine wesentliche Rolle an der Entstehung
atrophischer VorgSnge zugesprochen: So korrelieren hohe GDF-15
Konzentrationen im Blut bei Erkrankungen wie COPD, Tumorkachexie oder
Morbus Crohn negativ mit der Muskelmasse (Lerner et al., 2016; Bloch et al.,
2015; Deng et al., 2022). Diese msglicherweise GDF-15 vermittelte Induktion der
Atrophie scheint Yber VerstSrkung der TGPR4Signalkaskade und Hemmung von

microRNAs im Skelettmuskel sowohl intra- als auch extrazellulSr zu geschehen
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(Bloch et al., 2015; Deng et al., 2022). Andererseits lassen sich die GDF-15
vermittelten Effekte durch GDF-15 AntikSrpergabe revidieren (Johnen et al., 2007,
Yu et al.,, 2024). In andere Studien zeigt sich aber auch, dass GDF-15 anti-
oxidative, anti-atrophische und anti-apoptotische Effekte durch Hemmung von

Makrophagen und der TNF-$ Produktion, vor allem in spSteren Phasen der
Makrophagenaktivierung, ausYbt (Bootcov et al., 1997). GDF-15 scheint
situationsabhSngig bifunktional agieren zu k3nnen. Auch Apo E ist in atrophische
Prozesse involviert. So konnte in fr¥herer Literatur gezeigt werden, dass Apo E
Defizienz im Skelettmuskel langfristig zu Inflammation und zu Fibrose mit
Muskelatrophie fYhren kann, was sich langfristig in kleineren Muskelfasern (~
Atrophie) und einer hiheren Muskelfaserdichte (~ Hyperplasie) Su§ert (Franciosa
et al., 1979; von Haehling et al., 2007). MuRF-1 (muscle RING-finger protein-1)
ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, welche spezifisch fYr Skelett- und
Herzmuskelgewebe ist und wShrend atrophischer Prozesse im Skelettmuskel
besonders stark exprimiert wird (Bodine et al., 2001). WShrend durch
Heraufregulieren der MuRF-1 Expression im Skelettmuskel mehr atrophische
Prozesse zu sehen sind, steuert die Herabregulierung der MuRF-1 Expression
zu kardialer Hypertrophie bei (Heras et al., 2019). Mittlerweile hat sich die
immunhistochemische MuRF-1 Antik3rperfSrbung zur Darstellung atrophischer
Prozesse im Skelettmuskel etabliert (Baehr et al., 2021; Heras et al., 2019).
Unsere Ergebnisse zeigen bei beiden GDF 15 defizienten Mausgenotypen (GDF-
15"/Apo E”; GDF-15") im M. soleus eine signifikante Zunahme der MuRF-1*-
Zellen im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Wildtyp, Apo E”). Im M.
gastrocnemius zeigte sich bei den GDF15 defizienten Mausgenotypen ebenfalls
eine signifikante Zunahme der MuRF-1*-Zellen (n/mm?, n/Faser) im Vergleich zur
Kontrolle (Wildtyp, Apo E™), die Unterschiede lagen jedoch nicht im signifikanten
Bereich. Unsere Ergebnisse deuten zunSchst daraufhin, dass GDF-15 Defizienz,
unabhSngig von Apo E Defizienz, im Skelettmuskel mit erhdhter Dichte MuRF-
1*-Zellen assoziiert ist. Da Atrophie im Skelettmuskel zu kleineren Fasern
beitrSgt, wYrde man dementsprechend auch kleinere FaserquerschnittsfilSchen
bei den GDF-15 defizienten Mausgenotypen erwarten. Das ist in unseren
Ergebnissen jedoch nicht der Fall. Es zeigten sich signifikant positive
Korrelationen zwischen der Dichte MuRF-1"-Zellen (n/Faser) und der

Faserquerschnittsflathe in M. gastrocnemius und M. soleus (Fasertyp 1Ix). Hier
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wSre vielmehr eine negative Korrelation zu erwarten gewesen. Im M.
gastrocnemius zeigte sich dafYr eine signifikant negative Korrelation der
Faserdichte (n/mm? und der Dichte MuRF-1*- Zellen (n/Faser). Diese ist
grundsStzlich durch bei Atrophie kleiner werdenden Fasern zu erkiSren, welche
eine hShere Faserdichte bedingen (Lexell, 1995). Insgesamt zeigen sich die
Korrelationen in unseren Ergebnissen divergent. Eine ErkiSrung kdnnte sein,
dass bisher nur bekannt ist, dass MuRF-1 vor allem zur Reduktion von
Fettgewebe innerhalb von Geweben, wie dem Skelettmuskel, fYhrt (Suriben et
al., 2020). Es konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden, dass MuRF-1 einen
Einfluss auf kleinere FaserquerschnittsfilSchen in Skelettmuskeln hat. Unsere
Ergebnisse deuten daraufhin, dass GDF-15 Defizienz MuRF-1-unabhSngig die
FaserquerschnittsfiSche bzw. Faserdichte zu regulieren imstande ist. In
zukYnftigen Studien wSre es sinnvoll, weitere Atrophiemarker, wie beispielsweise
das F-Box-Protein 32 (Fbx032), zu untersuchen, um den Einfluss von GDF-15

bzw. der GDF-15 Defizienz auf Atrophie im Skelettmuskel weiter zu eruieren.

M7T0=5B-115%-*-,%'()0

Um VerSnderungen der Kapillarisierung in der Skelettmuskulatur zu detektieren,
nutzten wir die Lektin-FSrbung. GDF-15"-MSuse zeigten im M. soleus eine
signifikant geringere Kapillarendichte um Typ | Fasern als WildtypmSuse. DafYr
wiesen GDF-15"/Apo E”-MSuse eine signifikant hihere+C7B9227&%)59%43I%p
| Fasern als GDF 15"-MSuse auf und im Vergleich zu den Apo E” MSusen eine
signifikant @%&9) @%&%+C7B9227&%)5943'%+>8+NGBARASS WY (PbRauf. Dies
deutet darauf hin, dass sowohl Apo E als auch GDF-15 die Kapillarisierung im

M. soleus beeinflussen kSnnen. Unsere Ergebnisse k3nnen die in der Literatur

beschriebenen pro-angiogenetischen Effekte von GDF-15 zumindest teilweise

bestStigen. FrYhere Studien konnten zeigen, dass GDF-15 eine pro-
angiogenetische und anti-oxidative Rolle, beispielsweise in pulmonalem

Gewebe, Ybernimmt (Tiwari et al., 2015). Diese Effekte wurden zunSchst als
Antwort auf IschSmie und hypoxischen Stress erkannt. In weiteren in vitro
Experimenten an humanen pulmonalen Epithel- und Endothelzellen zeigte sich

ein signifikanter GDF-15 Anstieg als Antwort auf oxidativen Stress, welches zu

anti-apoptotischen Effekten fYhrte. Andersherum zeigte sich eine signifikante

Abnahme der ZellvitalitSt und eine Zunahme von oxidativem Stress bei GDF-15

! "%"



knockdown Zellen (Tiwari et al., 2015). Auf molekularer Ebene konnte gezeigt
werden, dass GDF-15 die Expression des Hypoxieinduzierten Faktors-1$ (HIF-
1$) durch den Abbau von p53 stabilisieren und aktivieren kann, was zu den pro-
angiogenetischen Effekten des Zytokins beitrSgt (Song et al., 2011). Unsere
Ergebnisse zeigen, dass die oben genannten Effekte von GDF-15 bzw. GDF-15
Defizienz jedoch sowohl abhSngig vom Muskelfasertyp als auch vom
Skelettmuskel zu sein scheinen. FYr den klinischen Gebrauch ISsst sich dieses
Wissen trotzdem beispielsweise im Zusammenhang mit einer optimalen
Regeneration und Sauerstoffversorgung im  Skelettmuskel fYr den
professionellen Sport verwenden. DafYr sollten in zukYnftigen Studien weitere

Skelettmuskeln betrachtet werden.

Hinsichtlich der Rolle von Apo E bei der Angiogenese herrscht in der Literatur
die Yberwiegende Meinung, dass Arteriosklerose im Muskel, wie z.B. durch Apo
E Defizienz hervorgerufen, eine geringere Kapillarendichte im Skelettmuskel
hervorruft (Weiss et al., 2013; Koutakis et al., 2014, Sfyri et al., 2017). Dies konnte
bei Patienten mit paVK beispielsweise im M. gastrocnemius beobachtet werden

(Robbins et al., 2011). Unsere Daten zeigen ausschlie8lich bei gleichzeitiger
GDF-15 Defizienz und nur beim Muskelfasertyp | im M. soleus signifikante
Effekte der Apo E Defizienz auf die Kapillarisierung des murinen Skelettmuskels.
Hier zeigten sich jedoch, anders als in oben genannter Literatur beschrieben,

signifikant mehr Kapillaren bei GDF-15"/Apo E™"-MSusen als bei GDF 15"-
MSusen. Das suggeriert einen pro-angiogenetischen Effekt der Apo E Defizienz
auf die murine Skelettmuskulatur. Warum die Kapillarendichte im M. soleus vor
allem beim Fasertyp | signifikant hSher ist und nur bei gleichzeitiger GDF-15

Defizienz zu finden ist, ISsst sich mit aktuellem Stand der Literatur nicht erkiSren

und gilt es in zukYnftigen Studien zu untersuchen.

M7a0X(;15::59->(0

FYr immunhistochemische Untersuchungen hinsichtlich Inflammation im
Skelettmuskel wurden AntikSrper gegen COX-2, IL-1 %und CD68 verwendet.
Diese Antik3rper-FSrbungen wurden genutzt, um pro-inflammatorische Zellen in
der Skelettmuskulatur darzustellen und diese zwischen den Mausgenotypen zu
vergleichen. Die Anti-COX-2 FSrbung wurde verwendet, um das pro-

inflammatorische Enzym Cyclooxygenase-2, welches fYr die
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Prostaglandinsynthese mitverantwortlich ist, zu identifizieren. Mithilfe der Anti-
IL-1%FSrbung wurde das pro-inflammatorische Zytokin IL-1 %im Skelettmuskel
detektiert. Die Anti-CD68 FSrbung wurde zur Identifikation des fYr Makrophagen

und Monozyten spezifischen OberflSchenmarkers CD68 verwendet.

M7a760DbcK<0

Im M. soleus und M. gastrocnemius zeigten sich teilweise Ybereinstimmende,

teilweise divergente Ergebnisse hinsichtlich COX-2"- Zellen im Skelettmuskel. In
beiden Muskeln zeigte sich bei GDF-15"/Apo E” MSusen eine signifikant h3here
Dichte interstitieller COX-2*- Zellen im Vergleich zu Apo E” -MSusen. Dies deutet
auf einen pro-inflammatorischen Einfluss der GDF-15 Defizienz im Interstitium
des Skelettmuskels hin, welcher bei Apo E Defizienz zusStzlich verstSrkt wird.
Im M. gastrocnemius zeigte sich zusStzlich bei GDF-15"/Apo E” -MSusen eine
signifikante Erniedrigung der COX-2*- Muskelfasern im Vergleich zu Apo E” -
MSusen. Dies deutet darauf hin, dass sich die GDF-15 Defizienz womglich auf
Intersititum und Fasern des Skelettmuskels unterschiedlich auswirkt und auch

zwischen Muskeln unterschiedlich agieren kann.

Bei Apo E” -MSusen waren die COX-2*-Muskelfasern im Vergleich zu
WildtypmSusen signifikant erh3ht. Diese Ergebnisse bestStigen indirekt Befunde
anderer Arbeitsgruppen, die zeigten, dass Apo E hauptsSchlich anti-
inflammatorisch aktiv ist (Yin et al., 2019; Kawamura et al, 2007; Plump et al.,
1992). Kawamura et al., (2007) beobachteten in ihren Untersuchungen zu glatten
Muskelzellen, dass Apo E anti-inflammatorisch wirkt, indem es u.a. die
Expression von IL-1% vermindert. Yin et al. (2019) zeigten, dass die anti-
inflammatorische Wirkung von Apo E auch Yber Hemmung der klassischen
Komplementkaskade geschieht. Plump et al. (1992) untersuchten Apo E
defiziente MSuse, wo sich im Vergleich zu WildtypmSusen mehr

inflammatorische Prozesse zeigten.

Des Weiteren untersuchten wir Korrelationen zwischen COX-2*-Zellen und der
Faserdichte sowie FaserquerschnittsfiSche in M. soleus und M. gastrocnemius.
Regressionsanalysen zeigten, dass bei allen Mausgenotypen im M.
gastrocnemius eine signifikant negative Korrelation zwischen der Anzahl COX-

2" -Zellen pro Faser und der Faserdichte existierte. Die Dichte der COX-2"-Zellen
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im Intersitium korrelierte bei der Gesamtheit der Mausgenotypen signifikant
positiv. mit der FaserquerschnittsfiSche und signifikant negativ mit der
Faserdichte. Diese Ergebnisse kSnnten darauf hindeuten, dass grs8ere
Muskelfasern mehr COX-2 synthetisieren, welches danntins Interstitium nach
extrazellulSr sezerniert wird. Die genauen molekularen Mechanismen gilt es

jedoch in zukYnftigen Studien zu eruieren.

M7a7<0XCK6"0

Sowohl im M. soleus als auch im M. gastrocnemius waren bei GDF-15 * -MSusen
die IL-196-Zellen pro Muskelfaser im Vergleich zu den WildtypmSusen signifikant
erhsht. Diese Ergebnisse deuten auf pro-inflammatorische Effekte der GDF-15

Defizienz im Skelettmuskel hin und unterstYtzen frYhere Daten andererer, welche
anti-inflammatorische Effekte von GDF-15 beschrieben haben (Kim et al., 2013,

Luan et al., 2019). Kim et al. (2013) konnten nachweisen, dass GDF-15 zur
verminderten Expression von EntzYndungsmediatoren, wie z.B. IL-1% TNF-$
oder IL-6, fYhrt. Luan et al. (2019) fanden, dass GDF-15 wesentlich zur Toleranz
gegenYber entzYndungsbedingten GewebsschSden beitrSgt.

Im M. gastrocnemius von GDF-15"/ Apo E” -MSusen war die Dichte IL-1%-
Zellen signifikant niedriger als bei GDF-15" -MSusen. Unsere Daten zeigen somit
erstmals einen anti-inflammatorischen Effekt der Apo E Defizienz im
Skelettmuskel GDF-15 defizienter MSuse. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz
zu frYherer Literatur, die einen hauptsSchlich anti-inflammatorischen Effekt von
Apo E zeigten. Somit wSre ein pro-inflammatorischer Effekt der Apo E Defizienz
zu erwarten gewesen (Plump et al., 1992; Zhang et al., 2013; Kawamura et al,
2007). Auf molekularer Ebene ist die anti-inflammatorische Wirkung der Apo E
Defizienz bei gleichzeitiger GDF-15 Defizienz, welche wir beobachten konnten,
aktuell nicht zu erkISren, sodass weitere molekularbiologische Untersuchungen

in diesem Zusammenhang interessant wSren.

M7a7?0L5#%>B/5),(0

Im M. soleus zeigte sich bei den GDF-15"/Apo E” -MSusen im Vergleich zu Apo
E” -MSusen eine signifikante Zunahme der CD68"-Zellen. Diese Daten deuten
darauf hin, dass GDF-15 Defizienz die Migration von Makgrophagen ins

Interstitium der Skelettmuskulatur bzw. deren Proliferation fSrdern kSnnte. Vice
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versa wYrde GDF-15 Kompetenz die Migration von Makrophagen oder deren
Proliferation inhibieren. Diese Regulator-Funktion von GDF-15 bei Makrophagen
wurde bereits von Bootcov et al beschrieben (1997). GDF-15 wurde als
Makrophagen-inhibierendes Zytokin (MIC-1) bezeichnet, da beobachtet wurde,

dass GDF-15 vor allem in spSteren Phasen der Makrophagenaktivierung als
autokrines Regulatorzytokin anti-inflammatorisch fungieren kann und die

YbermS8ige Aktivierung pro-inflammatorischer Zytokine durch Makrophagen
hemmen kann (Bootcov et al., 1997). Die Apo E Defizienz trSgt grundsStzlich zu
mehr systemischer Inflammation im Skelettmuskel und zu einer Aktivierung von
Makrophagen bei. Dies konnten Kang et al. (2008) zeigen, indem sie eine
verz&gerte Regeneration des Skelettmuskels bei Apo E” MSusen und eine

signifikante Erhdhung von MCP-1 im Vergleich zu WildtypmSusen beobachteten.

Im M. gastrocnemius zeigten sich signifikant positive Korrelationen zwischen IL-
19%-Zellen und der Dichte CD68"-Makrophagen sowie zwischen Caspase-3 *-
Fasern und der Dichte CD68"-Makrophagen. Die positive Korrelation zwischen
IL-196-Zellen und der Dichte CD68" -Zellen kSnnte darauf hindeuten, dass es
sich zumindest teilweise bei IL-1%"-Zellen um Gewebsmakrophagen handelt.
Die Korrelation zwischen Caspase-3*-Fasern und der Dichte CD68" Zellen
deuten darauf hin, dass apoptotische Prozesse in der Skelettmuskelulatur mit
Gewebsmakrophagen in Verbindung stehen. Es ist bekannt, dass pro-
inflammatorische Zytokine den extrinsischen Weg der Apoptose, an dem auch
die Caspase-3 beteiligt ist, initiieren kSnnen (Riley et al., 2015). Andersherum
k3nnen apoptotische VorgSnge auch pro-inflammatorisch wirken bzw. die
Migration von Gewebsmakrophagen bewirken (Berg et al., 2009; Park et al.,
2003).
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Zum Vergleich der motorischen Innervation des Skelettmuskels zwischen den
Mausgenotypen nutzten wir die $-Bungarotoxin FSrbung. Das $-Bungarotoxin
ist ursprYnglich Bestandteil eines Schlangengiftes, welches durch seine
antagonistisch irreversible Bindung an nikotinerge AchR innerhalb des
Skelettmuskels fYr die Darstellung der motorischen Endplatten innerhalb des
Skelettmuskels genutzt wird. Bisher ist bekannt, dass GDF-15 als neurotropher
Faktor vor allem auf adulte Motoneurone des ZNS, beispielsweise dopaminerge

! "0¢



Neurone des Mittelhirns, Einfluss nehmen kann und hierbei insbesondere
protektiv agiert (Strelau et al., 2009; Machado et al., 2016). Hinsichtlich der
Funktion von GDF-15 auf die periphere Innervation, beispielsweise des

Skelettmuskels, liegen bisher kaum Daten vor.

Wir konnten bei GDF 15"/Apo E™ -MSusen im M. soleus eine signifikant
geringere Dichte motorischer Endplatten als bei GDF 157 MSusen feststellen.
Bisher gibt es hinsichtlich der Wirkung von Apo E auf die motorische Innervation
ebenfalls kaum Daten. Bekannt ist, dass bei Apo E” -MSusen der Hirnnerv N.
olfactorius wesentlich beeintrSchtigt ist und Apo E” -MSuse deutliche
Geruchsdefizite aufweisen (Zhang et al., 2018). Unsere Ergebnisse kSnnen
erstmals zeigen, dass Apo E Defizienz die periphere motorische Innervation im
M. soleus von GDF-15 defizienten MSusen zu hemmen scheint. Unsere Daten
deuten darauf hin, dass GDF-15 keinen signifikanten Einfluss auf die periphere
motorische Innervation der Skelettmuskulatur besitzt. Dies ist interessant vor
dem Hintergrund, dass :ZVT,c "'n1B#+ HTIQ>(%+eine signifikant grs8ere
FaserquerschnittsfiSche und eine signifikant geringere Faserdichte als die 1B#+
H"'TIQ>(%+$%(77%)F+Z78&7>(+D>+J#2 @%&)+9(*+57((+59%+U)) % &EVRIH PYE3%9)
59%+L&(743%+N\&+59%+5>8&43+:ZVT,c+$%%9)J2>(('%+1#&B 3# 2208 5% =%
9('FStrelau et al. (2009) konnten nachweisen, dass GDF-15 defiziente MSuse
progressive postnatale Verluste spinaler, trigeminaler und fazialer Motoneuronen
aufwiesen. Diese Motoneuronen wiesen Verluste motorischer Axone und
sensorischer Neurone hinterer Wurzelganglien auf. Vor dem Hintergrund dieser
Studie und unserer Ergebnisse ist zu folgern, dass sich die Funktion von GDF-
15 hinsichtlich der Innervation hauptsSchlich auf die zentrale neuronale
Regulation beschrSnken k3nnte. Um eine Funktion von GDF-15 innerhalb der
peripheren Innervation vollkommen auschlie8en zu k3Snnen, kSnnte man in
zukYnftigen Studien untersuchen, wie GDF-15 sich auf die periphere sensible

Innervation auswirkt.
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In der Literatur herrschen unterschiedliche Meinungen, ob GDF-15 im
Skelettmuskel anti- oder pro-apoptotisch agiert. So wurden direkte katabolische
und pro-apoptotische Effekte sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet

(Mullican et al., 2017; Bloch et al., 2015). Weiterhin zeigte sich GDF-15 bei
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Tumorkachexie als potenter Induktor von Apoptose Yber den Bcl-2/Caspase-3

Signalweg (Zhang et al., 2022). Andererseits zeigten sich durch GDF-15 auch
positive Effekte auf die Regeneration und Proliferation von Myoblasten (Patsalos
et al., 2021). Diese widersprYchlichen AktivitSten desselben Zytokins kdnnten
durch unterschiedliche zellspezifische und zeitlich abhSngige Effekte erkiSrt
werden (De Paepe, 2022). Diese Annahme wird durch die Tatsache unterstYtzt,
dass ein chronisch erhShter GDF-15-Spiegel negativere Auswirkungen auf
Wachstum und Stoffwechsel ausYbt als zwischenzeitlich erhshte GDF-15
Spiegel (Wiklund et al., 2010).

Wir nutzten immunhistochemische Untersuchungen unter Verwendung von anti-
aktive Caspase-3 AntikSrpern, um pro-apoptotische Zellen im Skelettmuskel zu

identifizieren. Insgesamt ist aus unseren Ergebnissen zu schlieS8en, dass GDF-
15 nach 30-w&chiger FYtterung mit SF keine wesentlichen Effekte auf Apoptose
im Skelettmuskel zu haben scheint. Wagner (2017) zeigte in seinen Ergebnissen,
dass durch GDF-15-Defizienz bei hypercholesterinatmischen Malsen die
Expression apoptotischer Gene in der Skelettmuskulatur im Vergleich zu
Wildtyp- bzw. GDF-15**/Apo E”-MSusen abhahgig von der Futterungsdauer
erniedrigt ist. Dieser Vergleich ISsst die Annahme zu, dass nicht nur die
FYtterungsdauer, sondern auch die Art der FYtterung sich auf den Einfluss von
GDF-15 bzw. der GDF-15 Defizienz auf Apoptose in der Skelettmuskulatur
auswirken k3nnte. Es bleibt in zukYnftigen Studien zu untersuchen, welche
genauen Faktoren und molekularen Mechanismen die Effekte von GDF-15

hinsichtlich apoptotischer Prozesse beeinflussen und steuern.
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Unsere anthropometrischen, histologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen bei Wildtyp-, GDF-15"-, Apo E”- und GDF-15"/Apo E’-
MSusen nach 30-wschiger Gabe von SF wurden in der bisherigen Literatur noch
nicht beschrieben und k3nnen somit fYr zukYnftige Studien von wertvoller
Bedeutung sein. Zu erwShnen ist, dass bei den histologischen und
immunhistochemischen Auswertungen msglichst einheitliche
Auswertungskriterien gesetzt wurden, diese jedoch nicht gSnzlich zu
objektivieren waren. Die Identifizierung positiver und negativer Zellen in der
Immunhistochemie sowie die exakte Zuordnung nach FSrbeintensitSt der
Muskelfasern wurde nach bestmsglichem Wissen und Gewissen durchgefYhrt.
In  zukYnftigen Studien wSren immunhistochemische DoppelfSrbungen,
beispielsweise von MURF-1- und F-Box-Protein 32 - AntikSrpern zur Detektion
an atrophischen Prozessen beteiligter Zellen oder eine DoppelfSrbetechnik von
biotingekoppeltem Lektin in Verbindung mit anti-COX-2-AntikSrpern zur
Detektion von COX-2*-Zellen in GefS8en, interessant. Auch
molekularbiologische Analysen des Skelettmuskels, beispielsweise mit der
guantitativen Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR), um
die Expression eines spezifischen Genabschnittes quantitativ zu messen, wSre
als zusStzliche Verifizierung unserer Ergebnisse sinnvoll. So k3nnte man die
Ergebnisse retrospektiv in Kontext setzen und fYr weitere klinische oder
tierexperimentelle Forschung nutzen. Interessant wSre auch, ob eine
pharmakologische Hemmung von GDF-15 im Zusammenhang z. B. mit
chronisch-inflammatorischen  Erkrankungen, tumorinduzierter Kachexie,
Stoffwechselerkrankungen oder systemischen Krebserkrankungen Effekte am

Skelettmuskel zeigt.!
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Der Wachstumsdifferenzierungsfaktor-15 (GDF-15) ist ein multifunktionales
Zytokin der TGF-%Familie, welcher erstmals im Jahr 1997 identifiziert wurde und
seitdem zunehmendes wissenschaftliches und klinisches Interesse erlangt hat.
Insbesondere bei kardiovaskulSren Erkrankungen, der Regulation des
Energiehaushalts sowie bei Kachexie nimmt GDF-15 eine essentielle Rolle ein.
Diverse Zelltypen, beispielsweise Kardiomyozyten, Adipozyten und Muskelzellen
k8nnen GDF-15 exprimieren und sezernieren. Durch Stressexposition, bei
EntzYndungen, Tumorleiden, zellulSrem Stress und Hypoxie kann die
normalerweise niedrige GDF-15 Konzentration im Serum bis aufs 100-Fache
ansteigen, sodass eine starke Korrelation zwischen erhShten GDF-15
Konzentrationen und Erkrankungen, wie+  Diabetes mellitus,

Herzkreislauferkrankungen und Tumorkachexie besteht.!

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von GDF-15 Defizienz am M.
triceps surae (Mm. gastrocnemius und soleus) auf die Expression
inflammatorischer, angiogenetischer, apoptotischer, atrophischer
Proteine/Zytokine sowie auf den Glykogenhaushalt und die Innervation der
Skelettmuskulatur bei MSusen nach 30-wschiger Verabreichung eines
Standardfutters (SF) untersucht. FYr die Untersuchungen standen vier
MSusegenotypen zur VerfYgung: Wildtyp, GDF-15", Apo E” und GDF-15"/Apo
E".

Im Folgenden sind ausschlie8lich die signifikanten Ergebnisse der GDF-15

Defizienz aufgefYhrt:

GDF-15" /Apo E™"-MSuse besa8en ein signifkant hdheres Gewicht und eine
signfikant kYrzere Tibia als Apo E"-MSuse. Die FaserquerschnittsfilSchen im M.
soleus und M. gastrocnemius der GDF-15"/Apo E” -MSuse waren signifikant
grs8er als die der Apo E” -MSuse, wohingegen die Faserdichten der GDF-15"
IApo E”-MSuse jeweils signifikant niedriger waren. Im M. soleus besagen die
GDF-15"/Apo E™ -MSuse eine signifikant gré§ere Fasertyp | QuerschnittsfiSche
sowie einen signifikant geringeren Fasertyp | Anteil als Apo E” -MSuse. Im M.
soleus zeigten GDF-15" -MSuse signifikant mehr glykogenarme und signifikant

weniger glykogenreiche Fasern als WildtypmSuse. Im M. gastrocnemius hatten
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GDF-15" -MSuse signifikant weniger glykogenfreie und glykogenreiche Fasern,
dafYr signifikant mehr glykogenarme Fasern als WildtypmSuse. GDF-15" -
MSuse besagen im M. soleus eine signifikant hshere Anzahl MuRF-1*-Zellen als
WildtypmSuse. GDF-15"/Apo E” -MSuse zeigten im M. soleus eine signifikant
hdhere Anzahl MuRF-1*-Zellen als Apo E”-MSuse. Hinsichtlich des Fasertyps |
wiesen GDF-15" -MSuse eine signifikant geringere Anzahl an Kapillarkontakten
auf als WildtypmSuse. Hinsichtlich des Fasertyps IIb wiesen GDF-15"/Apo E™" -
MSuse im Vergleich zu Apo E "“MSusen eine signifikant geringere Anzahl an
Kapillarkontakten auf. GDF-15"/Apo E” -MSuse besa8en signfikant mehr
interstitielle COX-2*- Zellen im M. soleus und M. gastrocnemius als Apo E ™ -
MSuse. Im M. gastrocnemius wiesen GDF-15"/Apo E™ -MSuse eine signifikant
geringere Anzahl COX-2'- Muskelfasern als Apo E™ -MSuse auf. Im M. soleus
und M. gastrocnemius zeigte sich bei GDF-15 " -MSusen eine hdhere Anzahl IL-
196-Zellen pro Muskelfaser als bei WildtypmSusen. GDF-15"/Apo E” -MSuse
wiesen eine signifikant hdhere Anzahl CD68*-Zellen pro Muskelfaser als Apo E™

-MSuse auf.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die GDF-15 Defizienz nach 30-
wschiger Gabe von Standardfutter K3rpergewicht, TibialSnge, Morphologie,
Glykogengehalt sowie fYr Inflammation, Angiogenese und Atrophie relevante
Proteine im M. triceps surae beeinflussen kann. Interessant ist, dass die GDF-15
Defizienz Einfluss auf die FaserflSche und -anzahl des gesamten M. triceps surae
nehmen kann, unabhSngig von MuRF-1 oder anderen in dieser Arbeit
untersuchten Faktoren. DarYber hinaus zeigen unsere Ergebnisse, dass die
GDF-15 Defizienz bei Apo E defizienten MSusen, einem etablierten
AArteriosklerose-MausmodellO, zu weiteren signifikanten Unterschieden fYhrt. So
fYhrt die GDF-15 Defizienz bei Apo E defizienten MSusen zu einem stSrkeren
anabolen Effekt auf das KSrpergewicht, einem signifikanten inhibitorischen
Effekt auf das Knochenwachstum, zu hypertrophen Typ | Muskelfasern und zu
grs8eren pro-inflammatorischen Effekten als bei Apo E kompetenten MSusen.
ZukYnftige Untersuchungen zum Einfluss der GDF-15 Defizienz auf weitere
Organe und Gewebe in Zusammenhang mit Arteriosklerose wSren somit sinnvoll

und von wertvoller klinischer Bedeutung.
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Growth differentiation factor-15 (GDF-15) is a multifunctional cytocine of the
TGF-%family. It has first been identified in 1997 and has since gained increasing
scientific and clinical interest. GDF-15 plays an essential role particularly in car-
diovascular diseases, the regulation of energy balance as well as cachexia. Var-
ious cell types, including cardiomyocytes, adipocytes and muscle cells can ex-

press and secrete GDF-15. Under stress exposure, during inflammation, tumor
diseases, cellular stress, and hypoxia, the normally low serum concentration of
GDF-15 can increase up to 100-fold. This causes a strong correlation between
elevated GDF-15 concentrations and diseases such as diabetes mellitus, cardi-

ovascular diseases and tumor cachexia.

Even though GDF-15 performs various essential functions within the organism,
little is known about the exact influence of GDF-15 within skeletal muscle. In the
present study, the impact of GDF-15 deficiency on the M. triceps surae (Mm.
gastrocnemius and soleus) was investigated regarding the expression of inflam-
matory, angiogenic, apoptotic, and atrophic proteins/cytokines as well as on
glycogen metabolism and the innervation of skeletal muscle in mice after the
administration of a standard chow. Four mouse genotypes were examined: wild
type, GDF-15, Apo E” and GDF-15 */Apo E™ mice.

The following are exclusively the significant results of the GDF-15 deficiency:

GDF-15"/Apo E”-mice had a significantly higher weight and a a significantly
shorter tibia than Apo E” -mice. In soleus and gastrocnemius muscles the fiber
cross-sectional areas of GDF-15"/Apo E”-mice were significantly larger than
those of Apo E” -mice, whereas the fiber densities of GDF-15"/Apo E” -mice in
soleus and gastrocnemius muscles were significantly lower. In soleus muscle
GDF-15"/Apo E™ -mice had a significantly larger fiber type | cross-sectional area
as well as a significantly lower percentage of fiber type | compared to Apo E -
mice. In soleus muscle, GDF-15" -mice exhibited significantly more glycogen-
poor fibers and significantly fewer glycogen-rich fibers compared to wild-type

mice. In gastrocnemius muscle, GDF-15" -mice displayed significantly fewer
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glycogen-free and glycogen-rich fibers, but significantly more glycogen-poor fi-

bers compared to wild-type mice. GDF-15 " -mice had a significantly higher
number of MuRF-1" cells in the soleus muscle compared to wild-type mice.

GDF-15" /Apo E™ -mice exhibited a significantly higher number of MURF-1 *-cells
in soleus muscle compared to Apo E " -mice. Concerning fiber type |, GDF-15"
-mice exhibited a significantly lower number of capillary contacts compared to

wild-type mice. Regarding fiber type Ilb, GDF-15 */Apo E™” -mice had a signifi-
cantly lower number of capillary contacts compared to Apo E ” -mice. GDF-15"
/Apo E™ -mice exhibited significantly more interstitial COX-2 * -cells in soleus and
gastrocnemius muslces compared to Apo E " -mice. GDF-15"/Apo E” -mice
showed a significantly lower number of COX-2 *-muscle fibers in gastrocnemius
muscle than Apo E” -mice. GDF-15"-mice showed a higher number of IL-1 %
cells per muscle fiber in soleus and gastrocnemius muslces than wild-type mice.

GDF-15"/Apo E” -mice had a significantly higher number of CD68 * -cells per

muscle fiber than Apo E™ -mice.

Our results indicate that GDF-15 deficiency, after 30 weeks of a standard diet,
can affect body weight, tibial length, morphology, glycogen content, as well as
proteins relevant to inflammation, angiogenesis and atrophy in triceps surae
muscle of mice. Interestingly, GDF-15 is capable of affecting fiber surface area
and number of the entire triceps surae muscle, independent of MuRF-1 or other
examined factors. Furthermore, our results show that GDF-15 deficiency in Apo
E-deficient mice, an established mouse model fYr artherosclerosis, leads to
additional significant results. GDF-15 deficiency in Apo E-deficient mice leads to
a stronger anabolic effect on body weight, a significant inhibitory effect on bone
growth, hypertrophic type | muscle fibers, and greater pro-inflammatory effects
compared to Apo E-competent mice. Future investigations about the impact of
GDF-15 deficiency on other organs and tissues in relation to atherosclerosis

could therefore be substantial.
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