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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Advanced Glycation Endproducts

Bei ,,Advanced Glycation Endproducts® (AGEs) handelt es sich um Glykierungsendprodukte,
die wihrend der so genannten Maillardreaktion gebildet werden. Diese wurde zum ersten Mal
im Jahre 1912 vom franzdsischen Biochemiker Louis Maillard als komplexer chemischer
Prozess beschrieben, bei dem Zucker und Eiweilmolekiile miteinander reagieren. Die

Maillardreaktion ist eine nicht-enzymatische Reaktion, die sich in 3 Phasen einteilen ldsst
(Abb.1.1).

Pathway

Polyal { SORIHTOI, < GLUCOSE | + Amino group of protein

FRUCTOSE
DEGRADATION

LIPID Fructose-3-Phosphate
Peroxidation
In vivo CHIFF'S Early glycation

sources of Via Via BASE product
o-oxoaldehydes fi tation catabalism
of Triose of Ketone DEGRADATION
Phosphate bodies or
Thrennine Intermediate
AMADORI PRODUCT  Blyeation
cg product
Fructosamine + N
v / Classie
a-oxoaldehydes | GLYOXAL METHYLGLYOXAL  3-DG ” a-oxoaldehydes | Rearrangement
7 v <)
CML CEL PYRRALINE Oxidative pathway Non-oxidative pathway
GOLD MOLD DOLD l
ADVANCED GLYCATED IND-PRODUCTS CML PENTOSIDINE PYRRALINE

ADVANCED GLYCATED END-PRODUCTS

Abb.1.1.: Darstellung der Bildung von Advanced Glycation Endproducts (AGEs) durch nicht-enzymatische
Glykierung, entnommen aus Singh R. et al. (1)

In der ersten friihen Phase erfolgt durch Kondensation zwischen der Carbonylgruppe eines
reduzierenden Zuckers wie Glukose oder Fruktose und der Aminogruppe von Proteinen,
Fetten oder Nukleinsduren die Bildung einer Schiff’'schen Base mit anschlieBender
Umlagerung zum Amadoriprodukt. In einer zweiten Phase kommt es durch
Degradierungsreaktionen oder Rearrangements zur Bildung von reaktiven Carbonlyen, wie
Ketoaldehyden und Dicarbonylen (z.B. Glyoxal und Methylglyoxal). Die Carbonyle reagieren
in einem letzten Schritt mit Aminogruppen und bilden irreversible Melanoidine oder

Advanced Glycation Endproducts (AGEs) (2,3). Diese zeigen eine charakteristisch braune
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Farbe. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften konnen AGEs in verschiedene
Gruppen eingeteilt werden. Man unterscheidet u.a. zwischen fluoreszierenden (Arg-
pyrimidin, Imidazolone), nicht-fluoreszierenden (CML, CEL) sowie quervernetzenden AGEs
(Pentosidin) (4). AGEs konnen neben der Glykierungsreaktion auch durch Oxidation von
Fetten gebildet werden. So konnte gezeigt werden, dass bei der Oxidation von mehrfach

ungesittigten Fettsduren (PUFA) CML gebildet werden kann (5).

. . il
[~ Schull Base o “Amadort __, 1-deoxyglicosone > e.g

1OLD
l 3-deoxyglucoone Cilucospane

ﬂ‘hillﬂ{i'\'l’ SIress _ oy

Gl @ux (o

Fragmentation __ =3 Pentosudine

Lipids|_ '/

. Cilvoxal : - ey
CML. GOLD
Glveolaldelyde Mvdroumidazolone

Abb.1.2.: vereinfachte schematische Darstellung der Bildung von CML aus Glukose und durch Oxidation von
Lipiden, entnommen aus Meerwaldt et al. (6)

Bei der Lipidperoxidation von PUFAs entstchen eine Reihe von reaktiven
Lipidperoxidationsprodukten ~wie Ketone, Aldehyde wund Dicarbonyle (Glyoxal,
Methylglyoxal). So fiihrt beispielsweise die Oxidation von n-6-PUFAs wie Linolsdure und
Arachidonsdure zur Bildung von reaktiven 4-Hydroxynonenal (4-HNE) (7). Diese reaktiven
Produkte interagieren bevorzugt mit Lysine-, Histidin- und Cysteinresten von zelluldren und
Gewebeproteinen, was zur Bildung von Advanced Lipid Peroxidationsprodukten (ALEs)
fithrt. Diese wiederum induzieren Proteindysfunktionen und fithren zu einer verénderten
zelluldren Antwort (8).

Die Bildung von AGEs findet fortlaufend in unserem Korper statt. Da die Reaktion unter
anderem in Abhdngigkeit von der Temperatur und dem Gehalt an Zucker abléuft, verlauft sie
im gesunden Organismus bei 37°C Korpertemperatur relativ langsam. Da AGEs jedoch
irreversibel gebildet und der Abbau so modifizierter Proteine verlangsamt ist, kommt es zu
einer allmidhlichen Anreicherung der Glykierungsendprodukte mit steigendem Alter, vor
allem in Geweben mit Proteinen, die eine lange Halbwertszeit besitzen. So konnten
altersabhdngige Ablagerung von AGEs in humanen Knorpelgewebe, Kollagen oder auch

Linsenprotein gezeigt werden (3, 9, 10, 11). Daneben kann es bei pathologischen Zustinden
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zu einer iiberdurchschnittlich schnellen Anreicherung von AGEs im Organismus kommen. Im
Falle des Diabetes mellitus fiihren krankhaft erhohte Zuckerwerte schon in jungen Jahren zu
einer iibermiBigen endogenen Bildung und Anreicherung (12). Auch eine eingeschrinkte
Nierenfunktion, wie im Falle der Nephropatie, kann aufgrund der reduzierten Clearance zu
einem verstirkten Anstieg der AGE-Gehalte im Serum und Organen fiihren.

Nicht nur endogen werden AGEs gebildet, auch die Nahrung sowie das Rauchen stellen
Quellen fir die AGE-Akkumulation im Korper dar (12). In Abhidngigkeit von
Zusammensetzung, Feuchtigkeitsgehalt und pH-Wert sowie Dauer und Art der
Hitzeeinwirkung entstehen vergleichbare AGEs in Nahrungsmitteln (13). Vor allem
Lebensmittel, die frittiert, gegrillt oder gerdstet werden, enthalten grole Mengen davon (2).
Da aber so gut wie alle Lebensmittel Kohlenhydrate und Proteine enthalten, ist die Menge an
Maillardprodukten in der Nahrung erheblich. Neben kohlenhydratreichen stellen auch
kohlenhydratarme, fettreiche Lebensmittel eine wichtige Quelle fir AGEs/ALEs dar. In
Abb.1.3. ist der Gehalt an AGEs in einigen ausgewéhlten Nahrungsmitteln angegeben.

Lebensmittel AGE-Gehaltin ,,units*
Cereal (GRANOLA) 193,400 u/100 g
Feinbackwaren 425,740 u/100 g
Kuchen (Berliner) 838,400 uf100g
Entenhaut (gebraten) 6250,000uf/100 g
Ahornsirup 795 uf1I5 ml
Brauner Reisessig 2,100 u/15 ml
Sojasauce 8,700 u/15 ml
Soda 475 uf250 ml
Orangensaft 600 u/250 ml

Tee 2,025 u/250 ml
Kaffee 2,200 uf/250 ml
Coca-Cola classic 8,500 u/250 ml
Coca-Cola Diat 9,500 u/250 ml

Abb. 1.3: Gehalt an Advanced Glycation Endproducts in Units in ausgewéhlten Nahrungsmitteln, AGE-Units
sind definiert als mittels Elisa bestimmte Menge an Carboxymethyllysine (CML), entnommen aus
Maslo R. (14)

1.2. Resorption, Metabolisierung und Ausscheidung

Die tdgliche Aufnahme an AGEs schwankt zwischen 25-75mg (15). Da Advanced Glycation
Endprodukte mit einer Reihe von Krankheiten assoziiert und taglich in erheblichen Mengen
vor allem in den westlichen Industrielindern aufgenommen werden, gewinnt die Frage,

welche Rolle Glykierungsendprodukte aus der Nahrung spielen, stark an Bedeutung.
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Nach Aufnahme mit der Nahrung gelangen die AGEs iiber den Magen in den Diinndarm. Wie
die einzelnen AGEs im Darm absorbiert werden, ist bis zum heutigen Zeitpunkt
weitestgehend unklar. Bekannt ist, dass hochmolekulare Verbindungen, aufgrund der
Ausbildung von so genannten Crosslinks, stiarker gegen Enzyme im Verdauungstrakt resistent
sind als niedermolekulare Verbindungen (1). Niedermolekulare AGEs konnten prinzipiell
durch einfache Diffusion das intestinale Epithel iiberqueren oder durch endozytotische
Prozesse aufgenommen werden. Ebenso konnten sie mit Hilfe von Transporterproteinen vom
Diinndarm in den Kreislauf gelangen. Hinweise darauf lieferten kiirzlich Geissler et al. (15).
Sie konnten zeigen, dass in HeLa-Zellen die Peptidderivate Alaninpyrralin und Pyrralinalanin
mittels des Peptidtransporters PEPT1 transportiert werden konnen. Allerdings konnte dies nur
fiir die gebundene Form beobachtet werden, nicht fiir freies Pyrraline.

Bekannt ist auch, dass der Gehalt an AGEs im Korper durchaus iiber unsere Erndhrung
beeinflusst werden kann. Koschinsky et al. konnten in Ratten nach Fiitterung einer AGE-
reichen Didt zeigen, dass 10% der im Futter enthaltenen AGEs im Serum wieder zu finden
sind und davon jedoch nur 40% iiber die Niere wieder ausgeschieden werden (16). Das zeigt,
dass ein Teil der resorbierten AGEs aus der Nahrung im Korper verbleibt und somit zur
Akkumulation von AGEs beitrdgt. Besonders kritisch kann eine hohe Zufuhr an AGEs bei
einer eingeschrinkten Nierenfunktion sein, da AGEs hauptséchlich iiber die Niere und den
Urin ausgeschieden werden.

Dass aufgenommene AGEs auch Einfluss auf Veranderungen im Kdorper zu scheinen haben,
konnten Vlassara et.al in einer Studie mit Mausen zeigen. Die Tiere wurden einer hoch- oder
niedrig AGE-Diét mit identischem Protein- und Néhrstoffgehalt ausgesetzt, wobei die Tiere
mit der AGE-reichen Diit signifikante Zeichen einer Albuminurie sowie mikroskopische
Anzeichen einer glomeruldren Sklerose zeigten, die in der AGE-armen Didtgruppe nicht zu
sehen waren (17, 18). In einer Studie von Cai et al. konnte an Méusen gezeigt werden, dass
eine Erndhrung, die arm an AGEs ist, zu einer verminderten Aufnahme beitragen kann und
damit sogar oxidativer Stress vermindert wird. In Rahmen dieser Langzeitstudie zeigten die
Tiere mit AGE-armer Erndhrung zusétzlich eine héhere Lebenserwartung (19). Weitere in
vivo Hinweise fiir die metabolische Wirkung von didtetischen AGEs zeigen Versuche mit
ApoE-defizienten Mausen. Sie erhielten {iber 5 Wochen eine AGE-arme oder -reiche Diit.
Nach einer Woche wurde an der femoralen Arterie eine Verletzung induziert. Am Ende der 5
Wochen zeigten die Mduse mit AGE-armer Diét signifikant verminderte Plaquebildung mit

weniger Schaumzelleinlagerung (20).
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Allerdings besitzt unsere Korper auch eine Reihe von zelluldiren Abwehrmechanismen, die
den Organismus vor einer iiberméfBigen Bildung und Anreicherung von AGEs schiitzen
sollen. Dazu gehoren das Glyoxalase-System (Glyoxalase I und II) sowie die
Aldehyddehydrogenase, welche reaktive endogene intrazelluldre Dicarbonyle wie Glyoxal
und Methylglyoxal als Vorstufen der AGE-Bildung detoxifizieren und somit die Bildung von
Advanced Glycation Endprodukten verhindert (21). Bei der Glyoxalasereaktion wird
Methylglyoxal spontan an  Glutathion gebunden. Das Reaktionsprodukt 2-
Hydroxyacylgluthation wird dann durch die Glyoxalase II zu a-Hydroxyazid und Glutathion
recycelt (4). Eine weitere Moglichkeit zur Detoxifizierung stellt die humane Fruktosamin-3-
Kinase dar. Diese katalysiert die Phosphorylierungsreaktion der Fruktoselysinreste von
glykierten Proteinen (21).

Die einzige Moglichkeit zur Eliminierung von AGEs ist der rezeptorvermittelte Abbau durch
Gewebsmakrophagen. Diese lysieren die AGEs zu niedermolekularen, loslichen Peptiden,

welche iiber die Niere ausgeschieden werden (22,23,24).

1.3. Wirkungen von AGEs

Urspriinglich ist man davon ausgegangen, dass AGEs spezielle Markerproteine fiir seneszente
Makromolekiile sind, um diese fiir den proteolytischen Abbau zu markieren (25). In den
letzten Jahren stellte sich jedoch heraus, dass AGE-modifizierte Proteine verschiedenen
Signaltransduktionswege aktivieren konnen. Bei der Wirkung von AGEs im Organismus
muss jedoch zwischen rezeptorunabhingigen und rezeptorabhiingigen Wirkungen
unterschieden werden.

Rezeptorunabhingig wirken AGEs zum einen iiber die Modifizierung von
Membranproteinen, Enzymen etc. und bewirken einerseits eine Strukturdnderung dieser und
damit deren Funktionsmodifikation bis hin zum Funktionsverlust. Andrerseits kdnnen
Glykierungsvorginge zur Bildung von so genannten intermolekularen oder intramolekularen
Crosslinks fiihren. Dabei sind vor allem Proteine mit einem langsamen Turnover-Rate
betroffen, wie Kollagen, Elastin, Laminin etc. Infolge der Crosslink-Bildung zeigen die
Proteine eine Resistenz gegeniiber proteolytischer Digestion, eine verminderte Loslichkeit
und erhohte Denaturierungstemperatur (26). AuBerdem konnen intermolekulare Kollagen-
Crosslinks zu verminderter arterieller und myokardialer Complience sowie zu erhdhter
vaskuldrer/myokardialer Steitheit und verminderter Elastizitit der Gefdlle mit anschliefender

kardiovaskuldrer Dysfunktion fiihren (27,28).
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Rezeptorabhingige Wirkungen von AGEs werden iiber die Bindung an Rezeptorproteine
vermittelt. Der am ausfiihrlichsten untersuchte Rezeptor ist der so genannte Rezeptor fiir
Advanced Glycation End Products (RAGE). AGEs sind jedoch auch in der Lage andere
Proteine wie Oligosaccharyltransferase 48 (OST- 148; AGE-Rezeptorl), 80K-H
Phosphoprotein (AGE-Rezeptor 2), Galektin-3 (AGE-Rezeptor 3), Scavenger Rezeptor
Klasse B (Srb1), CD36 und Lactoferrin (29, 30) zu binden.

Der RAGE-Rezeptor ist ein Mitglied der Immunglobulin Superfamilie von
Zelloberflaichenmolekiilen. Identifiziert wurde er urspriinglich in bovinen Lungengewebe als
ein AGE-Bindungsprotein (31). Mittlerweile ist bekannt, dass es sich um einen
Multiligandenrezeptor handelt. Neben AGEs wurden weitere Liganden identifiziert wie
S100/Calgranuline, Amphoterin (HMGB1), Amyloid B-Proteine und B-sheet Fibrillen (31,32).
Der Rezeptor besitzt eine extrazellulidre Region bestehend aus einer ,,V“-Typ sowie zwei ,,C*-
Typ Immunglobulindomédnen. Daran anschlieBend befindet sich eine hydrophobe
membraniiberspannende Domine gefolgt von einer kurzen cytoplasmatischen Domine
(Abb.1.4). Der Rezeptor ist lokalisiert auf Chromosom 6 nahe dem HLA Locus. Neben dem
full lenght RAGE sind weitere Isoformen bekannt, deren Funktion noch nicht genau geklart
ist. Am ehesten bekannt ist die 16sliche Isoform soluble RAGE (sRAGE), welche lediglich
aus der extrazelluldiren Doméne besteht. Gebildet wird SRAGE {iber alternatives Splicing des
RAGE-Gens (esRAGE) oder durch Abspaltung der membrangebundenen RAGE-Domine
(33, 34). sRAGE ist ebenfalls in der Lage, AGEs zu binden und konkurriert somit mit full-
lenght RAGE um Bindungspartner. Aufgrund dessen wird SRAGE eine physiologische Rolle
als kompetetiver Inhibitor der Liganden-RAGE-Interaktion zugeschrieben und somit auch die
Hemmung der RAGE-vermittelten Signalwege. So konnten Bucciarelli et al. durch die
Verabreichung von sRAGE in diabetischen Apo-E-Miusen eine Verminderung von

atherosklerotischen Verdnderungen beobachten (35).
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V-type domain { s

C-type domain

Transmembrane
domain

Cytoplasmic [
domain k-

MN-truncated Proteolytically cleaved ‘ C-truncated RAGE

RAGE C-truncated RAGE

Abb. 1. 4.: Struktur von full-length RAGE und seinen Splicing-Formen. Die V-Doméne ist entscheidend fiir die
Bindung von Liganden. Deletionen in dieser Doméne fithren zur N-truncated Form, die nicht mehr
binden kann. Die 16sliche, C-truncated Form (sRAGE) besteht lediglich aus der extrazelluldren
Doméne von RAGE und ist ebenfalls in der Lage, Liganden zu binden. sSRAGE entsteht durch
enzymatische Abspaltung von full-lenght RAGE oder durch alternatives Splicen. Entnommen aus
Basta G. (36)

Auf zelluldrer Ebene fiihrt die Bindung von AGEs an RAGE zum einen zu einer Aktivierung

des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB und zur Induktion der Expression von

dessen Zielgenen (IL-6, TNF-a etc.) (37). Des Weiteren fiihrt die AGE-RAGE-Interaktion zu
einer gesteigerten Bildung von ROS (38), vermutlich iiber die Aktivierung der NADPH-

Oxidase (39). AuBBerdem konnte die Aktivierung zahlreicher Signaltransduktionswege nach

AGE-Bindung an RAGE gezeigt werden, wie die p42/p5S5MAP Kinasen (40), p38 und

SAPK/JINK MAP Kinasen (41) und der JAK/STAT Reaktionsweg (42). Viele dieser

Signalwege fiihren wiederum zur Aktivierung von NF-kB. Neben der gesteigerten ROS-

Produktion fiihrt eine Bindung von AGEs an RAGE auch zu verminderten zelluldren Abwehr
(43, 44).

1.4. Pathophysiologische Bedeutung der AGEs

Die Bildung von AGEs wird mit der Entstehung von zahlreichen alters- und
diabetesassoziierten Erkrankungen wie Katarakt, Nephropathie, Neuropathie, Arthritis,
Arteriosklerose und Morbus Alzheimer assoziiert.

So fiihrt die AGE-Modifizierung von Crystallin, dem dominanten Protein in der Linse, zur

Bildung von gelb-braunen Pigmenten, die die Transparenz der Linse bis hin zur Blindheit
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(Katarakt) einschrinken konnen (45). Weiterhin konnten immunohistologische Studien
zeigen, dass AGEs in Amyloid Plaques bei der Alzheimererkrankung abgelagert werden (46).
Ebenso wurden erhohte Gehalte der AGE-Precursor Methylglyoxal und Glyoxal im Liqour
von Alzheimer Patienten nachgewiesen. Hier wird diskutiert, dass die beiden Komponenten
zum einen zur Bildung und somit Akummulation von AGEs beitragen. Zum anderen zeigten
sie durch Induktion von Apoptose verbunden mit vermehrter ROS-Produktion neurotoxische
Wirkungen an kultivierten kortikalen Neuronen, (47). Da die Niere eine wichtige Rolle bei
der Eliminierung von AGEs einnimmt, zeigten Patienten mit eingeschriankter Nierenfunktion
erhohte Plasma-AGE-Gehalte. Ebenso scheint der Rezeptor RAGE eine ursédchliche Rolle bei
der Entstehung von renalen Defekten zu haben. So konnte in RAGE-defizienten Miusen eine
Abschwichung der diabetischen Nephropathie beobachtet werden (48), wohingegen die
Uberexpression von RAGE im diabetischen Mausmodel zu gesteigerten renalen
Schidigungen fiihrte (49). AuBlerdem scheinen AGEs durch die Bindung an RAGE {iber die
Expression von VEGF und die Aktivierung inflammatorischer Zellen zur Entstehung einer
Glomerulosklerose beizutragen (50). AGEs spielen auch eine Rolle bei der Entstehung der
Arthritis. So zeigen Patienten mit rheumatischer Arthritis erhohte Plasmagehalte an AGEs
(51), wihrend eine Behandlung mit sRAGE im Mausmodel zu einer Senkung der
Inflammation bei rheumatischer Arthritis flihrte (52). Weitere Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen rheumatischer Arthritis und AGEs lieferten Experimente an jungen
Hunden. Eine Injektion von Ribose in das Kniegelenk der Tiere flihrte zur AGE-Bildung und
parallel zur Induktion von alters- und arthritisassoziierten Verdnderungen im Knorpelgewebe
(53). Auch im Herz-Kreislaufsystem hat die Akkumulation von AGEs einen groen Einfluss.
AGESs schidigen das kardiovaskuldre System iiber die Bildung von Crosslinks zwischen
Collagenen oder durch die Modifizierung von zirkulierenden Proteinen wie LDL sowie durch
die RAGE-vermittelte ROS-Produktion (54). In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden,
dass die strukturellen Verdnderungen durch die Glyklierungsendprodukte zu einer Versteifung
von GefiaBBen und des Myokards fithren konnen (55, 56). So zeigten Cantini et al., dass in
Ratten die altersbedingte Zunahme der Versteifung der Aortenwand mittels Aminoguanidine,
eine Hemmer der AGE-Bildung, vermindert werden konnte (57). Die Modifizierung von LDL
und VLDL kann zu einer Schiadigung der Gefdlle fiihren. Da modifiziertes LDL nicht mehr
von dem LDL-Rezeptor erkannt werden kann, wird es stattdessen von Makrophagen
aufgenommen und trdgt somit zur Bildung von Schaumzellen in der arteriellen Intima bei der
friihen Lesion der Atherosklerose bei (58,59). So konnten AGE-Ablagerungen in

atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden (60). Vlassara et al. zeigten in Kaninchen,
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dass die Gabe von exogenen AGEs zu einer Induktion von atherosklerotischen

Verianderungen an der Gefiawand fiihrten (61).

1.5. Mogliche protektive Wirkungen von AGEs

Neben der pathophysiologischen Bedeutung von AGEs werden auch mogliche protektive
Eigenschaften einzelner Melanoidine diskutiert.

Eine Hypothese zu mdglichen protektiven Effekten besagt, dass nicht absorbierte Melanoidine
im Darm moglicherweise die Aufnahme von mutagenen Substanzen, wie den
heterozyklischen Aminen, durch Bindung dieser vermindern (62). Dadurch koénnte die
Digestion und Absorption der Verbindungen gehemmt werden. Eine Interaktion zwischen
Melanoidinen und heterozyklischen Aromaten konnte in verschiedenen Modellsystemen mit
Melanoiden aus einem gerdsteten Glukose-Glycin-Mix und Melanoidinen, die in Kaffee- und
Fleisch gebildet werden konnen, gezeigt werden (63).

Zum anderen werden antioxidative, chemopriaventive Eigenschaften {iber die Modulierung der
Phase I und Phase II Enzyme im Xenobiotikastoffwechsel der AGEs diskutiert. Eine Senkung
der Aktivitit von Phase I Enzymen bei gleichzeitiger Induktion der Phase-1I-Enzymaktivitat
ist dabei am effektivsten. So induziert Pronyl-Glycine, als Melanoidin der Brotkruste, in
CaCo-Zellen nach 48h Behandlung einen signifikanter Anstieg der Aktivitidt des Phase-II-
Enzyms Glutathione-S-Transferase (GST) bei gleichzeitiger Abnahme der Aktivitdt des
Phase-I- Enzyms NADPH Cytochrome ¢ Reduktase (64). Dieser in vitro Effekt der GST-
Aktivierung konnte ebenfalls nach Brotkrustenfiitterung bei Ratten in vivo beobachtet werden

(65).

1.6. AGE-Inhibitoren

Aufgrund der zahlreichen pathophysiologischen Verdnderungen im Zusammenhang mit
Advanced Glycation Endprodukten steht auch die therapeutische Behandlung einer AGE-
Anreicherung im Organismus im Focus der Aufmerksamkeit. Prinzipiell gibt es zwei
Moglichkeiten, die AGE-Akkumulation zu beeinflussen: zum einen iiber die Hemmung der
Bildung von AGEs, zum anderen iiber die Eliminierung bereits gebildeter Strukturen.

Bekanntestes Beispiel fiir einen Inhibitor der AGE-Bildung ist Aminoguanidine. Es ist in der
Lage die toxischen 1,2-Dicarbonyle abzufangen, sie in die relativ gering toxischen Addukte

1,2,4-Triazin umzuwandeln und sie somit der irreversiblen Bildung von AGEs zu entziehen
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(29). Forbes et al. konnten zeigen, dass in Streptozotocin-induzierten diabetischen ApoE-KO-
Maiusen mittels Aminoguanidine die Anzahl und Komplexitét an atherosklerotischen Plaques
gesenkt werden kdnnen (66).

Die Zerstorung bereits vorhandener Cross-links stellt eine weitere Moglichkeit dar, AGE-
assoziierte Komplikationen zu beeinflussen. Bekannt sind hier N-phenyl-4,5-dimethyl-1,3-
thiazolium bromide (PTB) sowie das PTB-Derivat N-Phenacyl-4,5-dimethyl-1,3-thiazolium
chloride (ALT-711). Asif et al. beobachteten, das nach 4-wdchiger Behandlung mit ALT-711
die Kammerversteifung im linken Ventrikel des Herzens alter Hunde vermindert war (44). In
Sprague-Dawley-Ratten zeigten Candido et al., dass bei Streptozotocin-induziertem Diabetes
mellitus nach 32 Wochen ALT-711-Behandlung eine Verbesserung der Diabetes-assoziierten
kardialen Verdnderungen, wie die vermehrte Bildung von Collagen, zu beobachten waren

(67).

1.7. Zielsetzung

Es ist bekannt, dass Advanced Glycation Endprodukte iiber die Nahrung aufgenommen
werden und zu Schidigungen im Organismus beitragen kdnnen. Dabei scheinen AGEs aus der
Nahrung besonders schédlich bei bereits vorhandenen pathophysiologischen Zustinden wie
Diabetes mellitus oder einer Nierenfunktionsschddigung zu sein. Wie sich jedoch iiber die
Nahrung aufgenommenen AGEs in einem gesunden Organismus auf das Herz-
Kreislaufsystem auswirken, ist bis dato kaum bekannt. Neue Erkenntnisse dazu sollten in der
vorliegenden Arbeit gegeben werden. Dazu wurden Fiitterungsstudien mit Maéusen
durchgefiihrt, welche eine AGE-reiche Diit {iber verschiedene Zeitrdume erhielten. Dabei
wurden unterschiedliche Nahrungsmittel als Quellen fiir AGEs gewéhlt: Versuchsansatz 1:
Fiitterung von AGEs aus Kaffee, Versuchsansatz 2: Fiitterung von AGEs aus Brotkruste;
Versuchsansatz 3: Fiitterung einer fettreicher Diét (indirekte Erhohung der AGEs). In einem
letzten Ansatz sollte iiberpriift werden, ob die mit dem Alter bzw. der Erndhrung erfolgte
Akkumulation der AGEs durch eine Bewegungsintervention beeinflussbar ist.

Da nahezu alle Nahrungsmittel Kohlenhydrate und Proteine enthalten, sind AGEs in
zahlreichen Lebensmitteln zu finden. Dabei hat der Herstellungs- und Zubereitungsprozess
entscheidenden Einfluss auf den Gehalt an Maillardprodukten. Besonders das Einwirken von
hohen Temperaturen zwischen 150-180°C, wie beim Braten, Backen, Rosten, Grillen oder
Frittieren fiihrt zu einer rasanten Bildung von Melanoidinen, die meist fiir die

charakteristische braune Farbe und das Aroma der Nahrungsmittel verantwortlich sind
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(68,69). So ist davon auszugehen, dass vor allem Lebensmitteln mit einer intensiven braunen
Farbe auch einen hohen Gehalt an AGEs aufweisen. Aufgrund dessen wurden in der
vorliegenden Arbeit als AGE-reiche Lebensmittel Kaffee- und Brotkrustenextrakt eingesetzt,
welche beide in zahlreichen publizierten Studien als AGE-reiche Lebensmittel im Tierversuch
an kranken Tieren Verwendung fanden (72,73,74,75). Sie tragen auch zur téglichen
Erndhrung vieler Menschen bei. Beim Rosten von Kaffee werden Temperaturen bis zu 200°C
erreicht (70). Melanoidine sind eine der Hauptkomponenten im Kaffee und machen 25 % der
Trockenmasse aus (71). Beim Backprozess des Brotes fiihrt das Einwirken von Temperaturen
bis 220°C zur Bildung der typischen braunen Kruste. Ob der Verzehr der AGE-reichen
Produkte Kaffee und Brot auch zu einer vermehrten AGE-Anreicherung im Herzen fiihrt,
sollte in den beiden Fiitterungsstudien iiberpriift werden.

Die Hoch-Fett-Didt wurde gefiittert, da bekannt ist, dass bei der Autooxidation von mehrfach
ungesittigten Fettsduren direkt sowie iiber eine erhohte ROS Bildung auch indirekt AGEs
sowie ALEs entstechen konnen. Somit stellen auch stark fetthaltige und erhitzte
Nahrungsmittel einen Pool fiir Maillardprodukte in unserer Erndhrung da (76,77).
Interessanterweise werden vor allem Lebensmittel mit hohem Fett- und niedrigem
Kohlenhydratgehalt als besonders AGE-reich beschriecben (78). In den westlichen
Industriestaaten hat sich in den letzten Jahrzehnten eine fettreiche Erndhrung etabliert, bei
gleichzeitiger verminderter sportlicher Aktivitit, was die Zahl an Ubergewichtigen stark
ansteigen ldsst. Verbunden mit dem Ubergewicht kommt es auch zu einer Zunahme von
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems sowie Diabetes mellitus bei denen auch AGEs eine
Rolle zu spielen scheinen. Ob auch eine fettreiche Erndhrung zu einer vermehrten AGE-
Anreicherung im Herzkreislaufsystem fiihrt, sollte im Versuchsansatz 3 iiberpriift werden.
Durch exogene Aufnahme wie endogene Bildung reichern sich AGEs mit zunehmendem
Alter im Korper kontinuierlich an und werden mit zahlreichen alterbedingten Verdnderungen
im Herzen assoziiert. So wird eine zunehmende Versteifung und verminderte Elastizitit der
HerzkransgefdBe im Alter auf eine zunehmende FEinlagerung von AGEs und damit
Ausbildung der Crosslinks zuriickgefiihrt. Es ist mdglich, die AGE-induzierte Versteifung
durch den Einsatz von so genannten Hemmern der AGE-Bildung zu beeinflussen. So konnte
gezeigt werden, dass Ratten durch die Behandlung mit Aminoguanidin vor altersbedingter
Versteifung der Aorta und kardialer Hypertrophie geschiitzt werden (79,80). Eine andere
Moglichkeit zur Vermeidung oder Verbesserung von kardialen Verdnderungen stellt Sport da.
Zahlreiche Studien zeigen, dass Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz durch

regelmiBigen Sport ihre endotheliale Funktion verbessern konnen (81,82,83,84,85). Ob
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mittels der Intervention Sport im hohen Alter auch der Gehalt an AGEs beeinflusst werden
kann, sollte im 4.Versuchansatz iiberpriift werden. Dazu wurden Miduse im Alter von 24
Monaten iiber einen Zeitraum von 3 Monaten mittels Laufradintervention trainiert.

Um zu tberpriifen, ob bei den vier Versuchsansidtzen rezeptorvermittelte Reaktionen eine
Rolle bei der moglichen Wirkung der AGEs auf das Herz spielen, wurden fiir alle
Versuchsanséitze C57Bl/6-Méuse als Wildtyp verwendet sowie eine RAGE-Knockout-

Mauslinie.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien

Acrylamid 40%
Agarose

Amido Schwarz
Ammoniumpersulfat
Brillant Blau G250
Bromphenol Blau

BSA

CAPS

Chloroform
Cumarséure
Dithioerythritol

dNTP

EDTA

Essigsdure

Ethanol 96%
Ethidiumbromid
Glycerin

Guanidin Hydrochlorid
Himalaunlosung

H,0,

HCL

Isoamylalkohol
Isopropanol

Ketavet

Luminol
Mercaptopropionsdure
Methanol

M-MLYV Reverse Transcriptase
RNase H Minus, Point Mutant

Natriumchlorid

Serva, Heidelberg, Deutschland

Biozym, Oldendorf, Deutschland

Bio Rad, Miinchen, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bio Rad, Miinchen, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Fluka Bio Chemika, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Universitdtsapotheke, Halle

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Pharmacia; Erlangen; Deutschland

Fluka Bio Chemika, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
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Na-Citrat
Natriumvanadat NazVOy
Ocadienséure
Oligo-dt-18 Primer
Orange G
PCR-Mastermix
Ponceau S

Rompun 2%
Proteaseinhibitorcocktail
SDS

TEMED

Tris

Trizol®

Tween20
B-Mercaptoethanol

Zitronensaure

Fluka Bio Chemika, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Calbiochem, USA

Biomers, Ulm, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Bayer, Leverkusen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fluka Bio Chemika, Steinheim, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
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2.2. Versuchl

Um den Einfluss einer AGE-reichen Erndhrung auf das Herz eines gesunden Organismus zu
untersuchen, erfolgte im Versuchsansatz 1 eine kontrollierte Fiitterungsstudie mit einer
AGE-angereicherten Diét. Es handelte sich dabei um eine eiweilarme Standarddidt (Altromin
1004C; Tabelle 2.2.) mit Zusatz von Casein und AGE-reichem koffeinfreien Kaffee. Das
verwendete Kaffeeextrakt wurde im Rahmen einer Kooperation von Frau PD Dr. Veronika
Somoza  (Stellvertretende  Direktorin  der  Deutschen  Forschungsanstalt  fiir
Lebensmittelchemie, Garching) bezogen. Versuchstiere waren hierbei C57BL/6-
Wildtypmause (n=20) und RAGE-knockout (RAGE-KO) Méuse (n=20). Die C57B1/6NCrl-
Maiuse wurden iiber die Charles River GmbH (Sulzfeld; Dtl.) bezogen, die RAGE-KO Maiuse
stammen aus der Zucht von Frau Dr. Angelika Bierhaus (Med. Fakultit, Universitdt
Heidelberg; Dtl.). Die Haltung der Tiere erfolgte unter Standardbedingung mit 23°C
Lufttemperatur, 60% Luftfeuchte und einem kiinstlich erzeugtem 12 Stunden Tag/Nacht -
Rhythmus.

Uber die Versuchsdauer von drei Wochen wurden die Tiere in Einzelhaltung gesetzt, um die
Futteraufnahme zu kontrollieren. Fiir den Versuch wurden Tiere im Alter von 16 Monaten
eingesetzt. Die Tiere erhielten zunéchst iiber einen Zeitraum von einer Woche téglich 7g der
Kontrolldidt, um sie an das neue pulverisierte Futter zu gewohnen. Im Anschluss wurden die
Tiere zufdllig in vier Gruppen mit je zehn Tieren eingeteilt und erhielten je nach
Gruppenzugehorigkeit iiber 15 Tage téglich 7g Kontrolldidt oder Kaffeedidt (Tabelle 2.1.).
Die Gabe von 7g pro Tag ergab sich aus Vorversuchen im eigenen Labor (Bartling B., HTC,
Halle), die zeigten, dass die verabreichte Menge ausreichend ist. Zur Kontrolle der
Korpergewichte wurden die Tiere tdglich gewogen. Nach Beendigung des Versuches erfolgte
die Totung der Tiere durch zervikale Dislokation und anschlieBende sofortige Offnung des
Bauchraumes. Die Blutentnahme erfolgte nach Durchtrennung der Aorta oberhalb des
Herzens aus dem Bauchraum in ein Eppendorfgefdl3. Nach zwei Stunden bei Raumtemperatur
wurde durch Zentrifugation (10min; 12000rpm) aus dem entnommenen Blut Serum
gewonnen. Nach der Blutgewinnung wurden Herz, Lunge, Leber, Niere, Milz und
Muskelgewebe entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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Tabelle 2.1: Zusammensetzung Kontroll- und Kaffeediit

Kontrolldiat Kaffeediit

Altromin C1004 eiweillarm 70% 70%
Casein 15% 15%
Starke 15% -
Kaffeeextrakt - 15%
Tabelle 2.2.: Zusammensetzung Standarddidt Altromin C1004 eiweilarm
Energiegehalt (kcal/kg) 3504,8
Rohprotein (g/kg) 2,7
Rohfett (g/kg) 90,5

SFA (g/kg) 7,5

MUFA (g/kg) 20,1

PUFA (g/kg) 63,8
Kohlenhydrate (g/kg) 674,0
Rohfaser (g/kg) 99,3
Rohasche (g/kg) 59,8
Mineralstoffe/Spurenelemente (g/kg) 43,1
Vitamin A (L.E./kg) 15000
Vitamin D3 (LE./kg) 500
Vitamin E (mg/kg) 10
Vitamin B1 (mg/kg) 20
Vitamin B2 (mg/kg) 20
Vitamin B6 (mg/kg) 15
Vitamin B12 (mg/kg) 0,03
Vitamin C (mg/kg) 20
Biotin (mg/kg) 0,20
Nikotinsdure (mg/kg) 50
Pantothensdure (mg/kg) 50
Folsdure (mg/kg) 10
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2.3. Versuch 2

Im Versuchsansatz 2 erfolgte ebenfalls eine kontrollierte Fiitterungsstudie mit einer AGE-
reichen Diit. Bei der AGE-haltigen Komponente handelt es sich um ein Brotkrustenextrakt,
welches in definierter Menge einer eiweilarmen Standarddiét (Altromin C1004 siehe 2.1.1.)
zugefiigt wurde. Das Brotkrustenextrakt wurde ebenfalls im Rahmen der Kooperation mit
Frau PD Dr. Veronika Somoza zur Verfiigung gestellt. Leider konnten Versuchsansatz 1 und
2 nicht gemeinsam gestartet werden, da aufgrund einer vorangegangenen Zuchtunterbrechung
zundchst nicht gentligend Tiere zur Verfligung standen. Im Rahmen der Brotkrustenfiitterung
erfolgten zwei voneinander getrennte Fiitterungen iiber einen Zeitraum von drei Tagen bzw.
vier Wochen. Fiir die Fiitterung iliber einen Zeitraum von drei Tagen bzw. vier Wochen
wurden je 20 C56Bl/6-Wildtypmiduse und 20 RAGE-KO-Méuse eingesetzt. Wihrend des
Versuchs wurden die Tiere in Einzelhaltung gesetzt, um die Futteraufnahme zu kontrollieren.
Die Tiere erhielten zunichst liber einen Zeitraum von fiinf Tagen tdglich 7g Kontrollfutter,
um sie an die Futterumstellung zu gewohnen. Im Anschluss erfolgte die zufillige Einteilung
in je zwei Gruppen mit 10 Tieren. Diese erhielten iiber einen Zeitraum von drei Tagen oder
vier Wochen téglich 7g - je nach Gruppenzugehdrigkeit - der Kontroll- oder Brotdiét (siche
Tabelle 2.3.).

Nach Beendigung der jeweiligen Fiitterung wurden die Tiere {iber Nacht gehungert und
anschliefend mittels 3,5mg Ketamin und 0,03mg Xylazin betdubt. Durch zervikale
Dislokation erfolgte die Totung der Tiere. Nach Ruptur der Aorta oberhalb des Herzen
erfolgte die Blutentnahme aus dem Bauchraum. Nach zwei Stunden bei Raumtemperatur
wurde durch Zentrifugation (10min; 12000rpm) aus dem entnommenen Blut Serum
gewonnen. Die anschlieBend entnommenen Organe wurden in Eppendorfgefaf3e tiberfiihrt und
direkt in fliissigen Stickstoff gegeben. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung

der Seren und Organe bei -80°C.

Tabelle 2.3.: Zusammensetzung Kontroll- und Brotdiét

Kontrolldiat Brotdiit
Altromin C1004 eiweiarm 70% 70%
(Tabelle 2.)
Casein 15% 15%
Starke 15% -

Brotkrustenextrakt - 15%
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2.4. Versuch3

Im Versuchsansatz 3 wurde eine Fiitterungsstudie mit einer Hoch-Fett Didt (60% Energie
aus Fett) durchgefiihrt. Die fettreiche Didt wurde gewéhlt, da bekannt ist, dass AGEs auch
endogen aus Fetten gebildet werden konnen.

Dazu wurden C57Bl/6-(WT)- (n=23) und RAGE-KO-Miuse (n=20) im Alter von drei bis vier
Monaten zufdllig in je zwei Gruppen eingeteilt, die jeweils eine Kontrolldidt oder Fettdiét
(Zusammensetzung Tabelle 2.4.) erhielten. Uber die Versuchsdauer von 14 Wochen waren
die Tiere in Gruppen von drei bis fiinf Médusen pro Kéfig untergebracht mit freiem Zugang zu
Wasser und Futter. Zur Kontrolle der Gewichtszunahme wurden einmal pro Woche die

Gewichte der Tiere erfasst.

Tabelle 2.4.: Zusammensetzung der Kontroll- und Fettdiét

Kontrolldiét Fettdiat
Energiegehalt (MJ/kg) 14,6 22
Proteine (%) 20 20
Kohlenhydrate (%) 68 20
Fett (%) 12 60
Komponenten (g/kg) Kontrolldiét Fettdiat
Sonnenblumendl, raffiniert 50,0 -
Sojadl - 32,3
Schweineschmalz - 316,6
Cholesterin - 300,8
Casein 200,0 258,4
Maisstirke 530,0 -
Saccharose 100,0 -
Sucrose - 88,9
Maltodextrin - 161,5
Cellulose 40,0 64,6
Vitaminmischung 20,0 12,9
Mineral- und Spurenelementmischung 60,0 58,2

MJ, Megajoule; - nicht enthalten
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Fettsduren Kontrolldiét Fettdiat
SFA gesamt 4,5 136,8
MUFA gesamt 11,2 139.9
PUFA gesamt 35,5 51,5
Linolsdure C-18:2 35,0 47,0
Linolensédure C-18:3 0,1 39
Arachidonsiure C-20:4 0,0 0,6

Nach Beendigung der Fiitterung wurden die Tiere iiber Nacht gehungert. Mittels 3,5mg
Ketamin (Ketavet 100mg/ml) und 0,03mg Xylazin (Rompun 2%) erfolgte zunéchst die
Betiubung der Tiere mit anschlieBender Tétung durch zervikale Dislokation und Offnung des
Bauchraums zur Blut- und Organentnahme (siehe 2.1.1.).

Die gewonnenen Serum- und Organproben wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C

gelagert.

2.5. Versuch4

Im Versuchansatz 4 sollte iiberpriift werden, ob der Gehalt an Advanced Glycation
Endproducts im Herzen von alten Méausen durch freiwilliges Laufradtraining beeinflusst
werden kann. Fiir den Versuch wurden Méuse im Alter von 24-26 Monaten gewdhlt, da
bekannt ist, dass mit zunehmendem Alter der Gehalt an Glykierungsprodukten ansteigt.

Uber die Versuchsdauer von vier Monaten wurden C57Bl/6-Wildtypmiuse (n=18) und
RAGE-KO-Méuse (n=20) in FEinzelhaltung gesetzt und zufdllig in Kontroll- und
Laufradgruppe eingeteilt. Die Kédfige in der Laufradgruppe waren mit einem kommerziell
erhéltlichen Laufrad (aus Zoofachgeschéift) ausgestattet, zu dem die Tiere freien Zugang
hatten. Die Lauftitigkeit (Strecke, Geschwindigkeit, Pausen) der Tiere wurde online iiber den
gesamten Versuchszeitraum erfasst. Dazu war jedes Laufrad mit einem Sensor gekoppelt, der
die Umdrehungen pro Minute ermittelte.

In den ersten 14 Tagen wurden die Tiere jeden zweiten Tag gewogen, anschlieend einmal
pro Woche zur Uberpriifung des Gewichts. Wihrend des gesamten Versuches stand den
Tieren Standardfutter und Wasser ad libitum zur Verfiigung.

Nach Beendigung des Versuches erfolgte die Tétung durch zervikale Dislokation. Die Blut-

und Organentnahme erfolgte wie in 2.1.1. beschrieben. Aus dem erhaltenen Vollblut wurde
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nach zweistliindiger Gerinnungszeit durch Zentrifugation (7000g; 10min, 20°C) Serum
gewonnen. Alle Organe und gewonnenes Serum wurden bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

2.6. RNA-Analytik

2.6.1. RNA-Isolation

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den zu analysierenden Organen erfolgte mittels Trizol®
Reagenz. Dazu wurden 50mg Gewebe eingewogen und mechanisch in Alufolie mit Hilfe
eines Hammers zerkleinert. Um das Auftauen und somit den moglichen Angriff von RNAsen
zu verhindern, wurde das Gewebe wihrend der mechanischen Bearbeitung mehrfach in
flissigen Strickstoff getaucht. AnschlieBend wurde das pulverisierte Gewebe in ein
Reaktionsgefd3 {berfiihrt und mit 500ul Trizol®-Reagenz versetzt. Mittels eines
Minihomogenisators wurde das Gewebe vollstindig homogenisiert.

Zur Phasentrennung wurde dem Homogenisat 0,1ml eines Chloroform/Isoamylalkohol
Gemisches (23:1; v/v) zugesetzt, das Ganze gut gemischt und fiir 3min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch anschlieBende Zentrifugation (15min, 7500g, 4°C) erfolgte die
Phasentrennung in eine untere organische Phase, eine Interphase und eine wéssrige obere
Phase, welche im Anschluss in ein neues Reaktionsgefdl} iiberfiihrt wurde. Die Interphase und
untere Phase wurden fiir die anschlieende Proteinisolation bei -80°C gelagert.

Die gewonnene Phase wurde anschlieBend mit 0,Iml Isopropanol zur Fillung der RNA
versetzt. Nach zehnminiitiger Inkubation und anschlieBender Zentrifugation (10min, 7500g,
4°C) wurde der Uberstand verworfen und die pelletierte RNA mit 1ml 75% Ethanol
gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (Smin, 2500g, 4°C) wurde der
Alkohol vollstindig entfernt und das Pellet unter dem Abzug luftgetrocknet. In einem letzten
Schritt wurde 0,1ml DEPC-Wasser zugesetzt und das RNA-Pellet bei 60°C fiir 10min in
einem Thermomixer (Thermomixer 5436; Eppendorf, Hamburg; Dtl.) geldst. Die so
gewonnenen Proben wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert. Die
Konzentrationsbestimmung der gewonnen RNA erfolgte spektrophotometrisch. Dazu wurden
je 2ul RNA am Nano Drop ND-1000 (PeqLab Biotechnologie; Erlangen; Dtl.) eingesetzt und
die Absorption bei 260nm und 280nm gemessen. Hierbei entspricht eine Absorption von 1 bei
260nm (A,¢) einer RNA-Konzentration von 40pg/ml. Daraus ergibt sich die Berechnung der
Gesamt RNA-Konzentration wie folgt:
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Konzentration RNA pg/ul = Aze x 40 x Verdiinnungsfaktor

Zur Beurteilung der Qualitit der RNA wurde zusétzlich der Quotient aus 260nm und 280nm

gebildet. Dieser sollte bei optimaler Reinheit zwischen 1,7 und 2,1 liegen.

2.6.2. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription erfolgte die Umschreibung der mRNA in cDNA mittels einer
M-MLV Reverse Transcriptase RNase H Minus Point Mutant, Oligo-dt-18 Primer sowie
dNTPs. Fiir einen Versuchsansatz wurden 1pug RNA mit einem cDNA-Mastermix (Tabelle
2.5.) versetzt und 60 min bei 42°C in einem Thermocycler (Mastercycler gradient, Eppendorf,
Hamburg, Dtl.) umgeschrieben. In einem anschlieBenden zehnminiitigem Schritt bei 72°C
wurde die Aktivitdt der reversen Transkriptase gestoppt und die Proben bis zum weiteren

Gebrauch bei -20°C gelagert.

Tablelle 2.5.: ¢cDNA Mastermix je Reaktionsansatz
|
|

Reagenzien Volumen (ul)
M-MLV RT 5x Reaction Puffer 5

dNTPs Mix (10mM) 1,25
Oligo dT 18 Primer 1
M-MLV Reverse Transcriptase 0,5
RNase H Minus, Point Mutant

(200u/pl)

2.6.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Analyse der Expression gewiinschter Gene wurde die gewonnene cDNA in einer
quantitativen PCR eingesetzt. Diese Methode dient zur exponentiellen Vervielfaltigung von
bestimmten DNA-Abschnitten, welche mit Hilfe von spezifischen Primerpaaren festgelegt

werden. Anschlieend erfolgt eine elektrophoretische Auftrennung der gewonnen Fragmente
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in einem Agarosegel und die Visualisierung mittels Ethidiumbromidfarbung zur
semiquantitativen Auswertung. Durch eine initiale Denaturierung der DNA bei 94° C fiir
30sec erfolgt die Auftrennung des Doppelstranges in zwei Einzelstrdnge. In einem zweiten
Schritt erfolgt die komplementére Anlagerung der sense und antisense Primer an die DNA bei
einer fiir jeden Primer spezifischen Temperatur (Annealing). Mit Hilfe einer Tag-Polymerase
erfolgt in Schritt 3 (Elongation) bei 72°C die Strangsynthese. Durch mehrmaliges
Wiederholen der 3 Schritte Denaturierung, Anneling und Elongation kommt es zu einer
exponentiellen Vermehrung der gewiinschten DNA-Fragmente. Die PCR wurde in einem
Gesamtvolumen von 20ul in einem Mix aus den in Tabelle 2.6. aufgefiihrten Reagenzien
durchgefiihrt. Fiir die Analyse wurde ein fertiger PCR-Mastermix verwendet, welcher
TagPolymerase, MgCl,, dNTPs und Reaktionspuffer enthielt. Zur Kontrolle der Primerpaare
wurde wihrend jeder Reaktion eine Negativkontrolle, ohne cDNA, mitgefiihrt. Als house-
keeping-Gen wurde die mRNA-Konzentration von  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt.

Tablelle 2.6.: PCR-Mix je Reaktionsansatz
|
|

Reagenzien Volumen (ul)
Master-Mix 10

Primer sense 2

Primer antisense 2

cDNA 1

H,0O 5

Die in der Arbeit verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Die optimalen
Bedingungen fiir die einzelnen Primerpaare wurden in vorherigen Zyklen- und

Temperaturtests bestimmt.
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Tabelle 2.7.: Sequenzen und Eigenschaften der verwendeten Primer

Gen Sequenz 5°-3" Genbanknummer Produktgréfie [bp] Tm [C°] ZyKlen

a-MHC se CTG CTG GAG AGG TTA TTC CTCG NM 010856 302 61 30
ase GGA AGA GTG AGC GGC GCA TCA AGG

B-MHC se TGC AAA GGC TCC AGG TCT GAG GGC NM 080728 203 61 34
ase GCC AAC ACC AAC CTG TCC AAG TTC

a-Aktin se CAC GAA ACC ACC TAT AAC AGCA NM 009606 354 58 25
ase ATC CAC AAA ACG TTC ACA GTTG

ANF se TGA TAG ATG AAG GCA GGA AGC CGC NM 008725 202 63 39
ase AGG ATT GGA GCC CAG AGT GGA CTA GG

AGE-RI se TGT TCA AGG AGG AGG GTG TC NM 078382 300 58 28
ase AGC CTA GCC GGT TGT AAT CC

AGE-R2 se ACA GAC GAG TAC AAC AGC GGCA NM 008925 536 61 30
ase GCG GTA CTT GTC CCT GAT GGC

AGE-R3 se TGA TGT TGC CTT CCA CTT TAA NM 010705 152 55 29
ase CCA GGA CTT GTA TTT TGA ATG

Collagenlal se GGT CCC CCT GGC TCT GCT GG NM 007742 197 64 30
ase TTC GGG GCT GCG GAT GTT CTC

Collagen3al se TGG TAT GAA AGG ACA CAG AGGC NM 009930 283 61 29
ase TCC AAC TTC ACC CTT AGC ACC

Ceruloplasmin se TTC AGC CAA TGG GAG TAA GTTT NM 007752 374 55 38
ase TGC ATG TGT GAA CAT CCT GATA

Cu/ZnSOD se TGA AGA GAG GCA TGT TGG AGAC NM 011434 172 61 29
ase TCC TTC ATT TCC ACC TTT GCCC

Fibulin5 se AAA CCA CAC GTG TAC CTC ACTG NM 011812 417 58 31
ase CTG CCT CTG AAG TTG ATG ACAG

GAPDH se GAC CAC AGT CCA TGC CAT CAC NM 008084 453 60 22
ase TCC ACC ACC CTG TTG CTG TAG

Gp91phox se TCG AAG ACA ACT GGA CAG GAA NM 007807 379 55 34
ase GAA GAA GAT CAC AAA GAG ATG

Lipocalin 2 se ATG TCA CCT CCA TCC TGG TC NM 008491 366 58 29
ase CAC ACT CAC CAC CCATTC AG

MnSOD se CCG AGG AGA AGT ACC ACG AG NM 013671 281 55 25
ase GAA GGT AGT AAG CGT GCT CC

RAGE se CTG AAC TCA CAG CCAGTG TCC C NM 007425 298 55 40
ase CCC TGA CTC GGA GTT GGA TAG

EcSOD se AGC TGG CTT TGC TTC TCT TG NM 011435 326 61 35
ase GGT CAA GCC TGT CTG CTA GG

Srbl se GAA TTC TGG GGT CTT CAC TGT C NM 016741 593 61 29
ase GCA GAACTACTGGCTCGATCTT

Tpml se TGG TGT CAC TGC AAA AGA AACT NM 024427 313 58 28

ase

TGG ATC TCC TGA ATC TCC ATCT
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Im Anschluss an die PCR erfolgte eine Auftrennung der gewonnenen Produkte anhand ihrer
GroBe in einem 2%-igem Agarosegel, welches zur anschlieBenden Visualisierung mit
0,5mg/ml Ethidiumbromid versetzt wurde. Dazu wurden die Proben mit 5ul Orange G —
Ladepuffer (50% (v/v) Glycerin; 0,1% Orange G) versetzt und von dem Proben-
Puffergemisch 10ul im Gel aufgetragen. Gleichzeitig wurde zur Groflenbestimmung der
DNA-Fragmente 3l eines 1kb Groenmarkers (Gene Ruler™ 1kb, Fermentas, St. Leon-Rot,
Dtl.) im Gel mitgefiihrt. Die 20miniitige Auftrennung erfolgte in einer horizontalen
Elektrophoresekammer (ReadySub-Cell GT Cells, Bio-Rad, Miinchen) in 1x TAE-Puffer 2M
Tris; 5% Essigsdure; 0,5M EDTA, pH 8,0) bei 100V.

Mit Hilfe des Image Reader LAS 3000 System wurden die DNA-Fragmente anschlie3end
detektiert und mit der AIDA Image Analyser V.3.51 (Fuji, Tokio, Japan) Software
semiquantitative ausgewertet. Zur Berechnung der relativen mRNA-Konzentration wurden

alle Gene auf das house-keeping-Gen GAPDH normiert.

2.7. Proteinanalytik

2.7.1. Proteinisolation

Zur Proteinisolation wurden die bei der RNA-Gewinnung nicht verwendete Interphase und
untere Phase genutzt. Als ersten Schritt erfolgte die Zugabe von 0,15ml 100%igen Ethanol zu
den Proben. Nach griindlichem Mischen und einer Inkubation von 3min bei Raumtemperatur
wurden die Proben fiir Smin bei 200g zentrifugiert. Der so gewonnene Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und mit 0,75ml Isopropanol zur Fillung des Proteins versetzt.
Nach erneutem griindlichen Mischen und einer Inkubation von 10min bei Raumtemperatur
(RT) folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10min; 4500g; 4°C), bei dem ein Pellet
gewonnen wurde. Der angefallene Uberstand wurde verworfen. Daraufhin erfolgte eine
dreimalige Waschung des Pellets mit 1ml Guanidinhydrochlorid in 95% Ethanol. Dabei
wurde das Pellet 10min bei RT inkubiert und nach einem anschlieBenden
Zentrifugationsschritt (Smin; 2500g; 4°C) der Uberstand verworfen. AbschlieBend erfolgte
ein 4. Waschschritt mit 1ml 96%igem Ethanol.

Nach dem Entfernen jeglicher Fliissigkeit wurde das Pellet unter dem Abzug 10min
getrocknet und mechanisch mittels einer Gewebeschere zerkleinert. Nach Zugabe von 0,3ml
SDS-Lysepuffer (50mM Tris/HCI pH 6,7; 2% SDS, 1mM Na3;VO,4, ImM Dithioerythritol;
0,1uM Ocadiensédure; 1x Proteaseinhibitor) wurde mit Hilfe des Ultraschallbades und des
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Ultrathorax (Sonoplus HD 2070, Bandelin; Berlin; Dtl.) das Pellet gelost. Im Anschluss an die
Ultraschallbehandlung erfolgte ein letzter Zentrifugationsschritt (10min; 4500g; 4°C), um
nicht geldste Partikel abzutrennen. Bis zur weiteren Verwendung wurden die gewonnen
Proteinlosungen bei -80°C gelagert.

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des BCA Protein Assay Kit (Pierce;
Rochford; IL; USA). Die Methode beruht auf der Reduktion von Cu2+ zu Cul+ durch
Proteine in einem alkalischen Medium und die gleichzeitige Farbkomplexbildung von Cul+
mit Bicinchinon-Séure. Der Farbkomplex zeigt eine starke Absorption bei 562nm, wobei die
Farbintensitdt linear mit der Proteinkonzentration ansteigt. Als Proteinstandard fiir die
Messung wurde ein BSA-Standard in den Konzentrationen 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000,
1500, 2000 pg/ml verwendet. Zur Messung wurden Ipl der Proteinlésung in
Doppelbestimmung in einer 96er Well Platte eingesetzt sowie 10ul der Standardldsungen.
Nach einer Inkubation von 20min bei 37°C erfolgte die Absorptionsmessung im Plattenreader
(FluoStar Optima; BMG Labtechnologies; Offenburg; Dtl.) bei 562nm. Die Berechnung der
Proteinkonzentration anhand des BSA-Standards erfolgte mit Hilfe des FluoStar Optima
V1.20-0 (BMG Labtechnologies; Offenburg; Dtl.) Programms.

2.7.2. SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels SDS-PAGE nach Laemmli (1970) erfolgte die elektrophoretische Trennung der
Proteine anhand ihrer molekularen Grof3e. Als Trennmittel wurde ein Gel auf Acrylamidbasis
verwendet, welches sich aus einem Sammel- und Trenngel (Tabelle 2.8.) zusammensetzt. Der
prozentuale Gehalt des Acrylamids bestimmt, ob sich groBe oder kleine Proteine gut
auftrennen lassen - je grofler das Protein ist, umso geringer muss der prozentuale Anteil des

Acrylamids gewdhlt werden.



Material und Methoden 26

Tabelle 2.8.: Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele (ml)

Sammelgel Trenngel Trenngel

5% 10% 15%
H,O 2.1 4.0 23
40% Acrylamid 0.5 33 5.0
1.5M Tris (pH 8.8) - 2.5 2.5
1.0M Tris (pH 6.8) 0.38 - -
10% SDS 0.03 0.1 0.1
10% APS 0.03 0.1 0.1
TEMED 0.003 0.004 0.004

Die Proteinproben wurden in Vorbereitung auf die Trennung mit 5x Probenpuffer (10mM
Tris-HCL pH 6.8, 10% SDS, 25% B-Mercaptoethanol, 0.01% Bromphenolblau) versetzt und
fiir 4min bei 95°C im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg; Dtl.) erhitzt. Durch das Erhitzen
und das im Probenpuffer enthaltenen SDS und Mercaptoethanol werden die Proteine
vollstindig denaturiert und erhalten eine negative Ladung zur elektrophoretischen Trennung.

Danach wurden je 20pg Protein im Gel aufgetragen und in einer Mini-Protean® 2-D
Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Miinchen) Kammer mit 1x Tris-Gylcin-Laufpuffer (24,8mM
Tris, 191,7mM Glycin, 5,2mM SDS, pH=8,6) zunichst bei 100V 15min im Sammelgel
konzentriert und im Anschluss im Trenngel bei 130V iiber einen Zeitraum von 1-1,5h
aufgetrennt. Zur Grofenbestimmung der Proteine wurden jeweils 3ul eines Groenmarkers

(Prestained Protein Marker; Fermentas; St. Leon Rot; Dtl.) mitgefiihrt.

2.7.3. Western Blot

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine erfolgt deren elektrophoretische Ubertragung
aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine synthetische Membran. Auf der Membran kénnen
dann die Proteine mittels immunologischer Verfahren sichtbar gemacht werden

Die fiir den Transfer verwendete PVDF-Membran (ImmobilionTM; Carl Roth GmbH;
Karlsruhe; Dtl.) wurde zunichst in Methanol aktiviert und anschlieBend zusammen mit dem
Filterpapier in CAPS-Blottingpuffer (50mM CAPS; ImM 3-Mercaptopropiansdure, 10%
Methanol (v/v); pH=10) édquilibriert. Zusammen mit dem Acrylamidgel wurden Filterpapier
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und Membran in Sandwichform angeordnet und bei einer konstanten Stromstirke von 1
mA/cm” Membran iiber 50min geblottet.

Durch das Anfarben der Membran mit Ponceau S (1% (v/v) Essigséure, 0,5% (w/v) Ponceau-
Rot) wurde iiberpriift, ob der Transfer erfolgreich war. Mittels Wasser und TBS-T (10mM
Tris/HCL pH=7,6; 150mM NaCl; 0,1% Tween 20) wurde die Membran anschlieBend wieder
entfarbt und mit einer Losung aus 2% BSA oder 5% Milchpulver, je nach Antikorper, fiir 1h
bei Raumtemperatur blockiert, um freie Bindungsstellen auf der Membran zu belegen.
Gleichzeitig erfolgte die Farbung des Polyacrylamidgels mittels Comassie-Blaufarbelosung
(5% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsdure; 0,1% Comassie Brilliant Blau G250) zur
Uberpriifung der noch im Gel verbliebenen Proteinmengen.

Zur Detektion der Proteine wurde die Membran fiir 1h bei Raumtemperatur (RT) oder iiber
Nacht bei 4°C mit einer primdren Antikorperlosung (Tabelle 2.9.) inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fiir 10min mit TBS-T wurde die Membran mit einem Peroxidase-
gekoppelten sekundiren Antikorper erneut fiir 1h bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde die
Membran mit TBS-T 3mal fiir I0min und einmal fiir 10min mit TBS gewaschen.

Die anschlieBende Detektion erfolgte durch Chemilumineszenz mittels einer
Luminolsubstratlésung (2,5 mM Luminol, 400 uM p-Cumarsédure, 5,4 mM H,O, in 0,1 M
Tris/HCI pH 8,5) am Image Reader LAS 3000. Mittels der Software AIDA V.3.51 erfolgte
die quantitative Auswertung der Proteinbanden. Um Schwankungen in der Proteinmenge

auszugleichen, wurde alle Proben auf die Beladungskontrolle GAPDH normiert.

Tabelle 2.9.: Primmér- und Sekundirantikérper

Primére Antikorper Verdiinnung Herkunft
anti-AGE (S006593), Schaf Antiserum 1:1000 Prof. Schinzel, Wiirzburg
anti-Arg-Pyrimidin, Maus 1:1000 Biologo, Kronshagen
anti-CML, Kaninchen polyklonal IgG 1:1000 Prof. Schleicher,
Heidelberg
anti-GAPDH, Kaninchen polyclonal IgG 1:1000 Santa Cruz, USA
anti-HNE, Kaninchen Antiserum 1:1000 Alpha Diagnostic, USA
anti-3-DG-Imidazolon, Maus monoklonal IgG1 1:1000 Biologo, Kronshagen
anti-MDA, Kaninchen Antiserum 1:1000 Alpha Diagnostic, USA
anti- MnSOD, Kaninchen polyklonal IgG 1:1000 Upstate, USA
anti-Pentosidin, Maus monoclonal IgG1 1:1000 Biologo, Kronshagen
anti-Cu/ZnSOD, Schaf, polyklolonal IgG 1:1000 Calbiochem®, Darmstadt
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Sekundére Antikorper Verdiinnung Herkuntft
anti-Kaninchen, HRP-konjugiert IgG 1:10000 Dianova, Hamburg
anti-Maus True Blot Ultra, HRP-konjugiert [gG ~ 1:1000 eBioscience™, USA
anti-Schaf, Peroxidase-konjugiert IgG 1:10000 Dianova, Hamburg
2.7.4. Dotblot

Beim Dotblot-Verfahren werden die Proteine nicht elektrophoretisch aufgetrennt, sondern
direkt auf die Membran aufgetragen. In den Untersuchungen wurden jeweils in einer
Doppelbestimmung Sug Protein oder 1pul Serum in Lysepuffer aufgetragen. Membran und
Filterpapier wurden in Vorarbeit in PBS getrinkt und anschlieBend in Sandwichform in eine
Dotblot-Apparatur (Minifold® I Spot Blot System, Schleicher & Schuell; Dassel; Dtl.)
gebracht. Vor dem Auftragen wurden die Proben bei 95°C fiir 4min erhitzt. Nach dem
Aufbringen der Proben auf die Membran wurde diese kurz in PBS gewaschen und
anschlieend mit 3% H,O, gespiilt, um eventuelle Peroxidasereaktionen im Proteinlysat zu
verhindern. Nach kurzem Spiilen in Wasser wurde die Membran mit Amidoschwarz gefarbt
und anschliefend fotografiert. Die Amidoschwarzfiarbung diente als Beladungskontrolle, auf
die alle Proben bei der Auswertung normiert wurden. Nach der Farbung erfolgte die gleiche
Vorgehensweise wie nach dem Blotten beim Western Blot-Verfahren (2.3.4.) mit Blockierung

und anschlieBender Antikorperbehandlung.

2.7.5. Oxiblot

Der Oxiblot dient dem Nachweis von Carbonylgruppen, welche durch das Einwirken von
freien Sauerstoffradikalen und anderen reaktiven Spezies in Proteinseitenketten gebildet
werden konnen und als Kennzeichen fiir den Oxidativen Status eines Proteins dienen. Prinzip
der Reaktion ist eine Derivatisierung der Carbonylgruppen mit 2,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH) zu 2,4-dinitrophenylhydrazone (DNP-hydrazone), welches mittels spezifischer
Antikorper nachgewiesen werden kann. In den vorliegenden Untersuchungen erfolgte der
Nachweis in Spg Protein mittels des Oxy Blot™™ Protein Oxidation Detection Kit (Chemicon®

Int.; Ternecula; CA; USA) nach Angaben des Herstellers.
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2.8. Bestimmung der Triglyceridkonzentration

Die Bestimmung des Gehaltes an Triglyceriden (TG) im Serum erfolgte mit Hilfe eines
colorimetrischen enzymatischen Testkits (Ecoline®, Diagnostic Systemc GmbH; Holzheim;
Dtl.). Das Prinzip der Messung beruht zunichst auf der Spaltung der TG durch eine
Lipoproteinlipase in freie Fettsduren und Glycerin. Glycerin wird iiber zwei weitere
Reaktionsschritte zu Dihydroxyacetonphosphat und H,O, umgewandelt. In einem letzten
Reaktionsschritt reagiert das H;O, mit Aminoantipyrin und 4-Chlorphenol unter katalytischer
Wirkung einer Peroxidase und bildet die Indikatorsubstanz Chinonimin (Abb.2.1.). Der
Farbumschlag wird anschlieBend bei einer Wellenlinge von 492nm im Plattenreader
gemessen. Fiir die Messung wurden je 2ul Serum in einer Doppelbestimmung eingesetzt. Zur
Bestimmung der Konzentration wurden je 10ul eines Plasmastandard (Ecoline HV Calbrator,
erhalten aus Institut fiir Erndhrungswissenschaften, Halle/Saale, Dtl.) mitgefiihrt. Die
Konzentrationsberechnung erfolgte mit Hilfe des Programms FluoStar Optima V.1.20-0

anhand der mitgefiihrten Standards.

LPL
Triglyceride > Glycerin + FS

Glycerin + ATP L» Glycerin-3-Phosphat + ADP

GPO
Glycerin-3-Phosphat - 5 Dihydroxyacetonphosphat + H,O,
POD
2H,0; + Aminoantipyrin + 4- Chlorphenol — Chinonimin + HCL + 4 H,0

Abb. 2.1.: schematische Darstellung der ablaufenden Reaktionen zur TG-Bestimmung mittels enzymatisch
photometrischen Tests
LPL=Lipoproteinlipase; GK=Glycerokinase; GPO=Glycerin-3-phosphatoxidase; POD=Peroxidase

2.9. Bestimmung der Cholesterinkonzentration

Die Bestimmung der Cholesterinkonzentration erfolgte ebenfalls iiber einen enzymatischen
photometrischen Test (Diagnostic Systemc GmbH; Holzheim; Dtl) mit Chinonimin als
kolorimetrischen Indikator. Durch enzymatische Hydrolyse und Oxidation erfolgt der Umbau
von Cholesterin unter Bildung von H,0O,, welches durch die Peroxidase und in Anwesenheit

von Aminoantipyrin und Phenol Chinonimin bildet (Abb.2.2.).
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Fir die Versuche wurden je 1ul Serum in einer Doppelbestimmung eingesetzt. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde ein Plasmastandard mit bekannter Cholesterin-
konzentration (Ecoline HV Calbrator, erhalten aus dem Institut fiir Erndhrungswissenschaften,
Halle/Saale, Dtl.) mitgefiihrt. Die Konzentrationsberechnung erfolgte mit Hilfe des
Programms FluoStar Optima V.1.20-0 anhand der mitgefiihrten Standards.

Cholesterinester + H,O CHE | Cholesterin + Fettsduren
Cholesterin + O, L Cholesterin-3-ion + H,O,
H,0; + Aminoantipyrin + Phenol &, Chinonimin + 4H,0

Abb. 2.2.: schematische Darstellung der ablaufenden Reaktionen zur Cholesterinbestimmung mittels
enzymatisch-photometrischen Tests
CHE=Cholesterinesterase; CHO=Cholesterinoxidase; POD=Peroxidase

2.10. Bestimmung der Insulinkonzentration

Die Bestimmung der Insulinkonzentration erfolgte mittels Insulin Mouse Ultrasensitive
ELISA (DRG Instruments GmbH, Marburg, Dtl.) nach Angaben des Herstellers.

Fir den Versuch wurden je 5Sul Serum in einer Doppelbestimmung eingesetzt. Die
Absorptionsmessung  erfolgte im Plattenreader bei 450nm. Die anschlieBende
Konzentrationsbestimmung wurde anhand der mitgefilhrten Standards mit Hilfe des

Programms FluoStar Optima V.1.20-0 durchgefiihrt.

2.11. Autofluoreszenzmessung von Glykierungsprodukten

Die Bestimmung der Autofluoreszenz erfolgte in einer UV-fdhigen 96well Platte (Eppendorf)
im Plattenreader (FluoStar Optima; BMG Labtechnologies; Offenburg; Dtl.). Die gewéhlten
Messspektren 330nm/405nm und 360nm/440nm werden in der Literatur als spezifisch fiir die
Glykierungsprodukte beschrieben (103). Fiir die Messung wurden je eine 1:50 Verdiinnung
der Seren oder 50ug Herzprotein in einer Dreifachbestimmung in einem Volumen von 200ul
PBS eingesetzt. Zur Uberpriifung der Proteingehalte der Seren wurde zusitzlich die

Absorption bei 280nm gemessen und die Fluoreszenzdaten darauf abgeglichen.

2.12. Immunohistochemie
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Fir die Immunohistochemie wurden die Organe direkt nach der Entnahme in 4%
Formaldehyd in PBS gegeben und nach 24 Stunden in 70% Ethanol tberfiihrt. Bis zur
Einbettung in Paraffin wurden die Organe in Ethanol bei Raumtemperatur gelagert. Nach
erfolgreicher Einbettung wurden 4um dicke Préparate mit Hilfe eines Mikrotoms geschnitten
und auf einem Objekttrager fixiert.

Fiir die Antikorperbehandlung wurden die Priparate zundchst iiber Nacht bei 60°C gelagert
zur Verfliissigung des Paraffins. Die Entparaffinierung erfolgte mittels absteigender
Alkoholreihe und anschlieBendem dreimaligem Waschens mit Waschpuffer (1-fach PBS,
0,1% Tween). Zur Demaskierung der Proteine erfolgte das Kochen der Priparate in
Citratpuffer (2mM Zitronensdure, 8mM Na-Citrat) fiir 20min und anschlieBendem
zweimaligem Waschen. Mittels H,O, (3% in Methanol) wurden endogene Peroxidasen
abgeblockt und nach 3-maligem Waschen unspezifische Ladungen mittels Serum blockiert.
Nach erfolgreicher Blockierung wurden die Préparate mit einer primiren Antikérperlésung
iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am zweiten Tag wurde zundchst iiberschiissiger primérer
Antikorper mittels dreimaligen Waschens in Waschpuffer entfernt. Im Anschluss erfolgte die
Behandlung mit einem Peroxidase-gekoppelten sekundiren Antikorper fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Farbung der Priaparate. Dazu
wurde ein DAB-Substrat (DAKO, Kalifornien, USA) verwendet, welches nach Oxidation
durch die Peroxidase des Antikorpers an Stelle des Zielantigens ein braunes Endprodukt
bildet. Zum Abstoppen der Reaktion wurde das DAB-Substrat abgegossen und der
Objekttrager Smin unter flieBendem Wasser gewéssert. Die Kernfarbung im Anschluss wurde
mittels Hémalaunlosung durchgefiihrt. Dazu wurde fiir 20sec Hémalaunldsung auf das
Priparat gegeben und anschlieBend der Schnitt fiir 10 min in Leitungswasser gewissert.
AbschlieBend wurden die Priparate mittels Eindeckmedium (Glycergel Mounting Medium,

DAKO, Kalifornien, USA) luftdicht abgeschlossen.

2.13. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung
(SD) (Diagramme, Tabellen) bzw. Standardfehler des Mittelwertes (SEM) (Gewichtskurven)
angegeben. Die C57B1/6 (WT)-Tiere der Kontrollgruppe wurden als Referenzgruppe 100%
gesetzt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm MINITAB (Version 13,
Minitab Ltd., Michigan, USA) mittels einfaktorieller Varianzanalyse. Zusitzlich erfolgte ein

Mittelwertsvergleich der Gruppen mittels Student’s Test im Programm Excel. Die graphische
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Darstellung der Ergebnisse erfolgte ebenfalls mit Hilfe von MS Excel. Werte mit p<0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen und mit * (signifikant zur WT Kontrollgruppe)

oder # (signifikant zur RAGE-KO-Kontrollgruppe) markiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung von Kaffee und Brotkruste auf vorhandene AGE-

Modifikationen

AGEs entstehen nicht nur endogen, sondern werden auch in zahlreichen Lebensmitteln, in
Abhingigkeit von der Temperatur und Dauer der Hitzeinwirkung, gebildet. Die so
entstandenen Maillardprodukte sind verantwortlich fiir die charakteristisch braune Farbe und
das Aroma der Lebensmittel. Die in der Arbeit verwendeten Lebensmittel, Kaffee und
Brotkruste, sind grundsdtzlich als AGE-reiche Lebensmittel anerkannt (86). Aufgrund ihrer
verschiedenen Herstellungsprozesse und Inhaltsstoffe, sollten sie unterschiedliche Quellen fiir
AGE-Modifikationen darstellen. In einer bereits abgeschlossenen Dissertation der
Arbeitsgruppe wurden mittels Dotblotanalysen ausgewihlte Modifikationen (CML, Arg-
Pyrimidin, Pentosidin, 3-DG-Imidazolon, AGE, MDA) in den l16slichen Fraktionen der
verwendeten Lebensmittel nachgewiesen (87). Dabei zeigte sich, dass in der 16slichen
Brotkruste alle untersuchten Modifikationen vorhanden sind, wdhrend im Kaffeeextrakt
lediglich CML und MDA nachweisbar waren, diese jedoch in hoheren Konzentrationen als im

Brotkrustenextrakt (Abb.3.1.).

BKE (mg) BL (relative Einheit) KE (mg)
AGE-Modifikationen | S 25 125 063| 5 25 125 0631 05 025 013

anti- Arg - Pyrimidin | @) W ® e i
aiith = GA < Pyridin Abb. 3.1.: Nachweis von

_ o O O C AGE-Modifikationen im
anks ML “/|  Kaffee- und Brotkrusten-
T — ray extrakt gemessen mittels

Dotblot;
anti - Pentosidin I entnommen aus Ruhs S.
i Dissertation

anti - 3-DG Imidazolon o -’3 | s8¢ 0 (87)

Im Rahmen der Arbeit wurden ergidnzend zu den Dotblotdaten die AGE-spezifischen
Fluoreszenzen bei 330nm/405nm (Anregung / Emission) und 360nm/440nm in den loslichen
Fraktionen der Lebensmittelextrakte gemessen. Fiir die Versuche wurden Kaffee und Brot mit
einer Konzentration von 150mg/ml eingewogen und in HBSS gel6st. Dabei konnte Kaffee
vollstindig gelost werden, wihrend Brotkruste hohe Anteile an unldslichen Substanzen
aufwies. Beide Extrakte zeigten im Vergleich zum Puffer eine erhohte Fluoreszenz im
Bereich der analysierten Wellenlédngen (Abb.3.2.B). Da jedoch Kaffee und Brotkruste eine

unterschiedliche Loslichkeit aufwiesen, waren auch die Konzentrationen der Fraktionen nicht
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identisch. Daher wurden beide Fraktionen beziiglich der Proteinkonzentration eingestellt mit
Hilfe der Bestimmung der Fluoreszenz bei 280nm/330nm (88). Nach Einstellung (3.2.A)
unterscheiden sich beide Extrakte weder bei 330nm/405nm noch bei 360nm/440nm
voneinander (3.2.B). Allerdings lassen sich keine realen Aussagen zu Unterschieden in der
AGE-spezifischen Fluoreszenz beider Futterquellen geben, da die unldslichen Komponenten
bei diesen Analysen methodenbedingt nicht gemessen wurden, diese jedoch ebenfalls im

Futter enthalten waren.

A 280nm/330nm HE Kaffee B Fluoreszenz " PBS
W Brotkruste O Kaffee
® Brotkruste
6000 -
5000 1 25000 - S S
T T _—

4000 4 20000 7 -
FE L

3000 A 15000 |

2000 -+ 10000 |

1000 5000

0 0
Kaffee Brotkruste

330 360

Abb. .3.2.: Fluoreszenzmessung in der 16slichen Fraktion von Kaffee und Brotkruste; Werte in
Fluoreszenzeinheiten (FE); (A) Fluoreszenz von Kaffee und Brot bei 280nm/330nm; (B)
Fluoreszenz von Kaffee und Brotkruste verglichen mit PBS bei 330nm/405nm und 360nm/440nm

3.2. Charakterisierung der C57Bl/6- und RAGE-KO-Miuse beziiglich der zu

analysierenden Parameter

Die Wirkung AGE-haltiger Nahrungsmittel sollte laut Literaturdaten zumindest zum Teil {iber
den RAGE Rezeptor vermittelt werden. Daher wurden in der Arbeit C57Bl/6 (WT)- und
RAGE-Knockout (RAGE-KO)-Miuse eingesetzt. Um genotypische Unterschiede in den zu
analysierenden Parameter auszuschliefen, wurden die Miuse zunichst unabhédngig von der
Fiitterung miteinander verglichen. Dazu wurden oxidative und antioxidative Parameter sowie
die nativen AGE-Gehalte in Serum und Herz mittels Fluoreszenzmessung und spezifischer
Antikorper ermittelt. Ebenfalls erfolgten Genexpressionsanalysen von AGE-spezifischen

Rezeptoren und Markern fiir Hypertrophie, Fibrose und Inflammation.

3.2.1. Ocxidative Stressparameter

Die Bestimmung von oxidativem Stress erfolgte iiber die Messung der Expression von

oxidativen und antioxidatioven Enzymen mittels RT-PCR (MnSOD, Cu/ZnSOD, ecSOD, Cp,
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gp91phox) und Western Blot (MnSOD, Cu/ZnSOD) sowie insbesondere iliber die Erfassung
des Gehaltes an oxidativ verdnderten Proteinen mit Hilfe des so genannten Oxiblots (Tabelle
3.1.). Allerdings zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den WT- und
RAGE-KO-Maiuse fiir die zu analysierten Parametern beziiglich des oxidativen Stresses.

Tabelle 3.1.: kardiale mRNA- und Proteinexpression oxidativer Marker in C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-
Maiusen

WT RAGE-KO p-Wert

mRNA-Expression

MnSOD 1,00 £ 0,21 1,00 +£ 0,21 0,96
Cu/ZnSOD 1,00 + 0,19 1,01 £ 0,21 0,83
ecSOD 1,00 £ 0,28 0,95+ 0,26 0,81
Cp 1,00 £ 0,18 0,93 +0,19 0,24
gp91phox 1,00 + 0,20 0,91 +£0,29 0,55
Proteinexpression

MnSOD 1,00 £ 0,24 0,84 + 0,42 0,14
Cu/ZnSOD 1,00 + 0,32 1,01 £0,32 0,69
Oxiblot 1,00 £ 0,68 0,80 + 0,57 0,14

MW =+ SD; WT als Kontrolle 1,0 gesetzt; * signifikanter Unterschied zur WT-Gruppe (p<0,05); n=20 je Gruppe

3.2.2. AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz

Zur Uberpriifung der nativen AGE-Gehalte in Serum und Herz der Tiere erfolgte die Messung
AGE-spezifischer Fluoreszenzen bei einer Anregung/Emission von 330nm/405nm  und
360nm/440nm. Bei der Messung der beiden Fluoreszenzen konnten sowohl im Serum als
auch im Herzen keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und RAGE-KO-Maiusen

festgestellt werden (Tabelle 3.2.).

Tabelle 3.2.: AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz von C57B1/6 (WT)- und RAGE-KO-Méusen

AGE-spezifische Fluoreszenz WT RAGE-KO p-Wert
_____________________________________________________________________________________________________________________|
_____________________________________________________________________________________________________________________|
Serum

330nm/405nm 1,00 + 0,26 0,93 +£0,22 0,22
360nm/440nm 1,00 £ 0,29 0,92 £ 0,21 0,26

Herz

330nm/405nm 1,00 + 0,16 0,94 +0,15 0,07
360nm/440nm 1,00 £ 0,15 1,03 +0,15 0,32

MW =+ SD; WT als Kontrolle 1,0 gesetzt; * signifikanter Unterschied zur WT-Gruppe, (p<0,05); n=20 je Gruppe
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3.2.3. AGE-Modifikationen in Serum und Herz

Neben der AGE-spezifischen Fluoreszenz wurde auch der Gehalt einiger definierter
Proteinmodifikationen (CML, AGE, Arg-Pyrimidin, 3-DG-Imidazolone, Pentosidin, MDA)
mittels Dotblot und Western Blot analysiert. Dabei konnten im Serum der RAGE-KO-Maiuse
um 12% (p=0,0006) geringere MDA-Gehalte beobachtet werden, wéhrend der Gehalt von
AGE um 10% (p=0,003) sowie von Pentosidin um 25% (p=0,008) hoher war, verglichen mit
den WT-Madusen. Im Herzen waren keine Unterschiede zwischen den beiden Mausestimmen
beziiglich CML, AGE, 3-DG-Imidazolone und MDA feststellbar. Dagegen war der Gehalt an
Arg-Pyrimidin um 20% (p=0,037) hoher in den Herzen der RAGE-KO-Méuse im Vergleich
zum Wildtyp.

Tabelle 3.3.: mittels Dotblot und Western Blot bestimmte Proteinexpressionen der untersuchten AGE-
Modifikationen im Serum und Herz von WT- und RAGE-KO-Miusen

WT RAGE-KO p-Wert

Proteinexpression
AGE-Modifikationen

Dotblot Serum
CML 1,00 £ 0,21 0,99 +0,18 0,86
MDA 1,00 £0,10 0,88 +0,14 0,0007 *
AGE (S006593) 1,00 £0,15 1,09+ 0,19 0,033 *
3-DG-Imidazolone 1,00 + 0,24 0,96 + 0,32 0,62
Pentosidin 1,00 £0,15 1,25+0,24 0,0008 *
Arg-Pyrimidin 1,00 + 0,24 1,09 £ 0,27 0,15

Western Blot Herz
CML 1,00 + 0,25 1,25+ 0,46 0,46
MDA 1,00 £ 0,29 0,97 £0,35 0,53
AGE (5006593) 1,00 + 0,32 1,06 +£ 0,37 0,45
3-DG-Imidazolone 1,00 + 0,46 1,04 + 0,52 0,44
Arg-Pyrimidin 1,00 + 0,24 1,19 £ 0,49 0,037 *

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur WT-Gruppe (p<0,05); WT als Kontrolle 1,0 gesetzt; n=20 je Gruppe

3.2.4. mRNA-Expressionen AGE-spezifischer Rezeptoren, Hypertrophie-,

Fibrose- und InflammationMarker

Die zu analysierenden Genen ergaben sich aus vorherigen Microarray-Analysen der
Arbeitsgruppe. Neben RAGE wurde auch der Einfluss der Interventionen auf weitere AGE-

Rezeptoren iiberpriift. Die Marker fiir Hypertrophie und Fibrose wurden in in vitro
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Zellversuchen mit kardialen Fibroblasten nach Behandlung mit Kaffee und Brotkruste
identifiziert. Daher sollte der Einfluss der Extrakte auch in vivo auf die analysierten Marker
untersucht werden. In Tabelle 3.4. sind die jeweiligen mRNA-Expressionen der untersuchten
Gene in den Herzen der WT- und RAGE-KO-Maiuse dargestellt.

Bei den Analysen zeigte sich, dass die RAGE-KO-Maéuse signifikant niedrigere Expressionen
der Gene AGE-Rezeptor 2, Collagenlal, Fibulin 5, TGF-B1 und Lipocalin2 im Vergleich zu
den WT-Méusen aufweisen.

Tabelle 3.4.: mRNA-Expression der untersuchten Gene in den Herzen von C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-
Maiusen

WT RAGE-KO p-Wert
___________________________________________________________________________________________________________|
_____________________________________________________________________________________________________________|
mRNA Expression
AGE Rezeptoren

AGERI1 1,00 £ 0,2 0,90 £0,2 0,065
AGER2 1,00+0,3 0,85+0,2 0,024 *
AGER3 1,00 + 0,4 0,90 + 0,3 0,29
SRBI1 1,00 +0,2 0,91 +0,3 0,12
Hypertrophie
a-MHC 1,00+0,2 1,02+0,2 0,52
B-MHC 1,00 + 0,2 1,01 +£0,3 0,95
ANF 1,00+0,2 0,92 +0,2 0,32
a-Aktin 1,00 £ 0,4 0,90 = 0,5 0,77
Tropomyosinl 1,00 £0,2 1,01 £0,2 0,87
Fibrose
Collagen 1al 1,00 + 0,4 0,60 + 0,2 54%10710 *
Collagen 3al 1,00 £ 0,5 0,79+ 0,4 0,07
Fibulin5 1,00 0,2 0,90 0,2 0,007 *
TGF-p1 1,00+0,3 0,82 +0,3 0,006 *
TGF-B3 1,00 +£ 0,2 0,85+0,2 0,16
Inflammation
Lipocalin2 1,00 £ 0,3 0,78 +0,3 0,001 *

MW = SD; * signifikanter Unterschied zum Wildtyp (WT) (p<0,05); n=20 je Gruppe

3.3. Genotypunabhingige Effekte der Diéten

In einem kurzen Uberblick sollen nun die wesentlichen Effekte der Didten auf die analysierten
Parameter unabhéngig von dem Genotyp der Méuse dargestellt werden. Die Datentabellen
(MW=SD) zu den Ergebnissen der nachfolgenden Abschnitte (3.3.1. bis 3.3.3.) befinden sich
im Anhang in Tabelle A1-A16.
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3.3.1. Kaffee

Infolge der Kaffeediét zeigten sich weder im Herzen noch im Serum Verdnderungen in den
oxidativen Parametern. Die Fiitterung von Kaffeeextrakt fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg in der Serum-AGE-Fluoreszenz bei 365nm/440nm um 19% (p=0,022), was auf eine
Resorbtion der AGEs hinweist (Anhang Tabelle Al). Dagegen war bei den Analysen
spezifischer Modifikationen (CML, AGE, Imidazolone etc.) keine Anderung nachweisbar. Im
Herzen konnte sogar eine Abnahme der Modifikationen AGE um 20,9% (p=0,03) und 3-DG-
Imidazolone um 23,1% (p=0,024) festgestellt ~werden, wihrend bei den
Lipidperoxidationsprodukten MDA und HNE ein signifikanter Anstieg zu beobachten war.
MDA stieg um 25,4% (p=0,029) und HNE um 39,4% (p=0,015) an (Anhang Tabelle A3).

3.3.2. Brotkruste

Die Brotkrustenfiitterung erfolgte in zwei unabhédngigen Versuchen - iiber einen Zeitraum von
drei Tagen und vier Wochen. Um eine Langzeitfiitterung zu simulieren, wurde zunéchst iiber
einen Zeitraum von vier Wochen gefiittert. Allerdings konnten dabei nur geringe Effekte
beobachtet werden im Vergleich zu vorherigen Zellkulturversuchen mit Brotkruste oder
Fiitterungen von zwei Wochen (119,136). Um mogliche Kurzzeiteffekte der Brotkruste zu
erfassen, die nach vier Wochen nicht mehr messbar sind, wurde ebenfalls noch fiir drei Tage
gefiittert. Nach der 3-Tage-Fiitterung zeigte sich eine signifikante Zunahme der mRNA-
Expression der MnSOD um 16% (p=0,02). Im Gegensatz dazu konnte eine Abnahme der
Cu/ZnSOD um 14,8% (p=0,006), der ecSOD um 25,3% (p=0,015) sowie der gp91phox um
14,4% (p=0,021) beobachtet werden (Anhang Tabelle A6). Ebenso konnte ein Anstieg in der
Proteinexpression der MnSOD um 19,8% (p=0,033) gesehen werden, wéhrend die
Cu/ZnSOD um 18,5% (p=0,009) signifikant abnahm (Anhang Tabl. A6). Die Fluoreszenz im
Serum war nach drei Tagen Brotkrustenfiitterung signifikant bei 330nm/405nm um 27,3%
(p=0,0003) und bei 365nm/440nm um 35,7% (p=9,92E-06) erhoht (Anhang Tabl. A5). Neben
der Zunahme der AGE-spezifischen Fluoreszenz konnte im Serum auch eine Zunahme des
Pentosidin-Gehalts um 12,5% (p=0,048) beobachtet werden, sowie ein Anstieg von 3-DG-
Imidazolone um 18,1% (p=0,046) (Tabelle A7). Bei der Analyse der AGE-Rezeptoren zeigte
sich eine Abnahme der Expression des AGE-Rezeptors 2 um 18,3% (p=0,034). Ebenso
konnte eine Senkung der mRNA-Expression der Hypertrophiemarker o-MHC um 14%
(p=0,02) und ANF um 21,8% (p=0,002) beobachtet werden (Tabelle A8). Gleichzeitig fiihrte
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die Fiitterung zu einer verminderten Expression der Fibrosemarker Collagen lal um 25,3%
(p=0,015), Collagen 3al um 27,7% (p=0,014) und TGF-B3 um 12,8% (p=0,023).

Im Vergleich zu der 3-Tagesfiitterung konnte nach vier Wochen nur noch eine signifikante
Zunahme der mRNA-Expression der MnSOD um 21,5% (p=0,03) gesehen werden (Anhang
Tabl. A10). Die Zunahme der AGE-spezifischen Serum-Fluoreszenzen um 26,2% (p=0,024)
bei 330nm/405nm sowie 31,3% (p=0,011) bei 360nm/440nm waren in der gleichen
GroBenordnung wie nach drei Tagen Fiitterung (Anhang Tabl. A9). Weiterhin waren CML
und MDA im Serum der Tiere erhoht nachweisbar (Anhang Tabl. A11). CML stieg dabei
signifikant um 13,3% (p=0,04) sowie MDA um 10% (p=0,04). Gleichzeitig konnte eine
Senkung der Expression von Arg-Pyrimidin um 21,8% (p=0,003) beobachtet werden,
wihrend im Herzen Arg-Pyrimidin um 24,9% (p=0,043) erhoht war. Bei den mRNA-
Expressionen der analysierten Gene zeigte sich nach vier Wochen Brotkrustendidt im Herzen
der Tiere eine signifikante Zunahme von f-MHC um 14,8% (p=0,015), wéihrend Fibulin 5 mit
einer Abnahme um 19,9% (p=0,022) reagierte (Anhang Tabl. A12).

3.3.3. Fettreiche Diiit

Bei der fettreichen Didt wurden 60% der Energie aus Fett iiber einen Zeitraum von vier
Monaten verabreicht. Hier sollte die Frage beantwortet werden, ob eine fettreiche Diét auch
indirekt zu erhohten AGE-Werten in vivo im Gewebe flihren kann. Im Serum der Tiere zeigte
sich infolge der fettreichen Erndhrung eine signifikante Abnahme der AGE spezifischen
Fluoreszenz bei 360nm/440nm um 14,4% (p=0,04) (Anhang Tabelle A13) sowie eine
Verringerung des Gehaltes an Arg-Pyrmidin um 21% (p=0,002) bzw. 3-DG-Imidazolone um
16,6% (p=0,034) (Anhang Tabelle A15). Dagegen war im Herzen keine Anderung der AGE-
Gehalte zu sehen. Gleichzeitig stieg der Gehalt an oxidativ verdnderten Proteinen im Herzen
um 48,6% (p=0,0044) sowie die Menge des Lipidperoxidationsproduktes MDA um 26,6%
(p=0,02). Parallel dazu konnte eine Induktion in der Proteinexpression des antioxidativ
wirksamen Enzyms Cu/ZnSOD um 29,1% (p=0,0004) beobachtet werden (Anhang Tabelle
Al4). Auf Genexpressionsebene konnte im Herzen weiterhin eine Zunahme von AGE-
Rezeptor 1 um 17,5 % (p=0,03) sowie des AGE-Rezeptors 2 um 64,2% (p=0,0001) und des
Srbl um 34,2% (p=0,004) beobachtet werden (Anhang Tabelle A16). Auerdem zeigte sich
eine  signifikante = 22,4%-ige  Verminderung (p=0,04) der Expression des

Inflammationsmarkers Lipocalin 2.
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3.4. Altersabhingige Unterschiede in den zu analysierenden Parametern

Neben der Verabreichung spezifischer Didten sollte ebenfalls untersucht werden, ob der
AGE-Gehalt im Herzen mittels der Intervention Sport beeinflussbar ist. Da laut Literatur die
AGE-Gehalte in den meisten Geweben im Alter erhoht sind, wurden fiir die Versuche gezielt
alte Mause eingesetzt. Ob die Versuchstiere tatsdchlich eine AGE-Anreicherung mit
steigendem Alter zeigen, wurde anhand des Vergleiches von jungen (4 Monate) und alten
Tieren (24 Monate) {iberpriift. Gleichzeitig wurden die Tiere auf altersspezifische
Unterschiede in den zu analysierenden Parametern untersucht. Betrachtet man die AGE-
spezifischen Fluoreszenzen bei 330nm/405nm und 360nm/440nm, so zeigten die alten Tiere
sowohl im Serum als auch im Herzen tatsichlich erhohte Werte (Abb.3.3.). Dabei stieg die
Fluoreszenz bei 330nm im Serum um 19,1% (p=0,0008) sowie im Herzen um 17,2%
(p=2,8*10"), verglichen mit den jungen Tieren (Anhang Tabelle A17). Bei 360nm konnte im
Serum eine Zunahme von 19,4% beobachtet werden, wahrend im Herzen die Fluoreszenz um
9,8% (p=0,004) stieg. Neben der erhdhten Fluoreszenz konnte im Serum auch eine verstéirkte
Expression von CML (40,7%; p=0,01), AGE (37,1%; p=0,02), Pentosidin (42,9%, p=0,04)
und HNE (33,4; p=0,05) mit zunehmendem Alter beobachtet werden (Anhang Tabelle A19)

wihrend im Herzen lediglich eine Zunahme von AGE um 28,2% (p=0,02) gesehen werden

konnte.
330nm/405nm B jung 360nm/440nm M jung
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*
200 _— 200 . *x
150 150
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I 100 I 100
50 50
0. ‘ 0
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Abb.3.3: AGE-Fluoreszenz in Serum und Herz von jungen und alten C57B1/6-Mausen (WT) und RAGE-KO
Méusen MW + SD; * signifikant vs. Gruppe jung (p<0,05)
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Im Vergleich zu den jungen Versuchstieren, zeigten die alten Maéuse eine geringere
Expression von MnSOD und Cu/ZnSOD (Anhang Tabelle A18). Dabei war die die
Expression der MnSOD signifikant um 28,1% (p=0,023) vermindert sowie die der Cu/ZnSOD
um 27% (p=0,04).

Bei den Genexpressionsanalysen zeigte sich, dass die Expression des Altersmarkers pl16 im
Herzen von alten Méiusen erwartungsgemdl erhoht war. Dabei konnte eine
Expressionsanstieg um 59,2% (p=8,18%107) verzeichnet werden (Anhang Tabelle A20).
Weiterhin zeigte sich ein erhdhte Expression der Hypertrophiemarker a-Aktin um 30,1%
(p=0,03) und B-MHC um 43,1% (p=0,002), wihrend a-MHC signifikant um 11,6% (p=0,044)
gesenkt wurde. Auflerdem konnte eine um 60% (p=0,0002) signifikant erhdhte Expression

des Inflammationsmarkers Lipocalin 2 beobachtet werden.

3.5. Einfluss von diédtetisch verabreichten AGEs auf oxidativen Stress und den
Gehalt an AGE-Modifikationen im Herzkreislaufsystem von C57BL/6-
und RAGE-KO-Miusen

Da Maillardprodukte in erheblichen Mengen iiber die Nahrung aufgenommen werden, stellt
sich die Frage, ob diese zu einer Akkumulation von AGEs im Organismus beitragen kdnnen
sowie AGE-vermittelte Effekte induzieren. Dass im Falle einer bereits vorliegenden
Erkrankung, wie bei Diabetes mellitus oder eingeschriankter Nierenfunktion, die Nahrungs-
AGEs zu zusitzlichen Anreicherungen beitragen, ist bekannt. Wie sich jedoch eine erhdhte
Zufuhr an AGEs im gesunden Organismus, insbesondere im Herzen, auswirkt, ist
weitestgehend ungeklért. Erkenntnisse dazu sollten in der vorliegenden Arbeit gewonnen
werden. Dazu wurden unterschiedliche Nahrungsquellen fiir die Zufuhr an AGEs sowie als
Quelle fiir die endogene AGE-Bildung (Kaffee, Brotkruste, Fett) gewéhlt und deren

Wirkungen im Herzkreislaufsystem untersucht.
3.5.1 Einfluss von diitetisch verabreichtem Kaffee
3.5.1.1. Gewichtsverlauf und Futteraufnahme

Fiir die Fiitterung der Kaffeediat wurden C57B1/6- (WT) und RAGE-KO-Méuse im Alter von
15-16 Monaten eingesetzt. Abb.3.3. zeigt die Gewichte der Tiere iiber den Versuchszeitraum

von drei Wochen.
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Abb. 3.4.: Gewichtsverlauf der C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-Méuse wihrend Fiitterung mit Kontroll- und
Kaffeefutter iiber den Zeitraum von 14 Tagen (MW= SEM, n=10 je Gruppe)

Zu Versuchsbeginn zeigten die RAGE-KO-Maduse ein signifikant hoheres Gewicht im
Vergleich zu den WT-Maiusen. In den ersten ein bis zwei Tagen der Fiitterung kam es zu einer
leichten Gewichtsabnahme zwischen 2-4g als Folge der Umstellung von Standardfutter in
Pelletform auf Futter in Pulverform. Aufgrund dessen wurden alle Tiere in Folge fiinf Tage
vor Versuchsbeginn auf Kontrollpulverfutter gesetzt, um die UmgewOhnung zu
gewihrleisten. Die téglich verabreichte Futtermenge von 7g orientierte sich an fritheren
Versuchen in der Arbeitsgruppe. Zur Kontrolle der Futteraufnahme wurde in den ersten Tagen
das verbliebene Futter gegen gewogen. Dies konnte nach ein paar Tagen eingestellt werden,
da das Futter von den Tieren vollstindig verzehrt wurde. Nach der anfianglichen
Gewichtsabnahme stellten sich die Tiere schnell auf ein Gewicht ein und hielten dieses tiber
den Versuchszeitraum konstant. Somit kann ein Einfluss des Kaffeeextraktes auf das Gewicht

ausgeschlossen werden.

3.5.1.2. Oxidative Stressparameter

Zur Beurteilung des oxidativen Status wurde der Gehalt an Carbonylgruppen als MaB fiir
oxidierte Proteine bestimmt. Wie aus Abb. 3.5. zu entnehmen ist, fiihrte die Kaffeedidt nach
zwei Wochen zu keiner Verdnderung des kardialen Gehaltes an oxidativ verdnderten

Proteinen, weder bei den WT- noch bei den RAGE-KO-Miusen.
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Neben der Bestimmung oxidativ verdnderter Proteine wurde die mRNA-Expression
antioxidativer Enzyme (MnSOD, Cu/ZnSOD, EcSOD, Ceruloplasmin (Cp)) sowie der
katalytische Untereinheit der NADPH-Oxidase gp91phox mittels RT-PCR bestimmt
(Abb.3.6.).

MnsoD ~mronrole CuiznsOD ~ MKonwole ecSOD  WKontrolle
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2007 2007 von oxidativen und antioxidativen
150 4 1504 * Enzymen im Herzen VOII.WT-
und RAGE-KO M4usen in
100 1 100+ Abhéngigkeit von Kontrolldit
50 4 50 und Kaffeeextraktfiitterung
(MW = SD;* p<0,05; n=10 je
04 - - 04 - - Gruppe)
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Die Kaffeeextraktfiitterung hatte sowohl bei den WT-Méusen als auch RAGE-KO-Méusen
keinen Einfluss auf die Expression der MnSOD, ecSOD sowie gp91phox. Weiterhin zeigten
die WT-Maiuse keine Verdnderung der Cu/ZnSOD-Expression nach Kaffeeverzehr, wihrend
bei den RAGE-KO-Méusen eine 13%-ige Senkung (p=0,05) der Cu/ZnSOD-mRNA
Expression nachweisbar war. Die Expression von Cp wurde bei den WT-Maiusen, infolge der
Kaffeedidt, um 21,3% (p=0,01) gesenkt, wihrend die RAGE-KO-Maéuse keine Verdnderung

der Expression zeigten.
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Neben der mRNA-Expression wurde auch die Expression der Enzyme MnSOD und

Cu/ZnSOD auf Proteinebene ermittelt.
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Abb.3.7. zeigt, dass die MnSOD durch Kaffeeextrakt weder bei den WT- noch bei den
RAGE-KO-Miusen beeinflusst wurde. Der Gehalt an Cu/ZnSOD konnte jedoch um 43,2%
(p=0,046) in den Herzen der RAGE-KO-Mdéuse signifikant gesenkt werden. Dieser Effekt war

bei den WT-Madusen nicht zu beobachten.

3.5.1.3. AGE-spezifische Fluoreszenzen im Serum

Zur Uberpriifung der Aufnahme und Anreicherung von AGEs aus dem Kaffeeextrakt, wurde
die AGE-spezifischen Fluoreszenz (330nm/405nm; 360nm/440nm) gemessen. In Abb.3.8.

sind die AGE-Fluoreszenzen im Serum (A) und in den Herzen (B) der Tiere dargestellt.
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Abb. 3.8.: AGE-Fluoreszenzmessungen im Serum (A) und Herzen (B) der mit Kontroll- und
Kaffeediat gefiitterten WT-Méuse und RAGE-KO Mause bei einer Extinktion/Emission von
330nm/405nm und 360nm/440nm (MW =+ SD; * p<0,05; n=10 je Gruppe)

Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, konnte im Serum weder bei den WT- noch bei den
RAGE-KO-Miusen eine Anderung der Fluoreszenz bei 330nm/405nm nach Fiitterung mit
Kaffeeextrakt beobachtet werden (A). Bei einer Anregung/Emission von 360nm/440nm war
nur bei den RAGE-KO-Méusen eine signifikante Zunahme der AGE-Fluoreszenz im Serum
um 28% zu beobachten (A).

In den Herzen der Méuse konnte, infolge der Kaffeefiitterung, weder bei einer Extinktion von

330nm noch bei 360nm eine Anderung der AGE-Fluoreszenz beobachtet werden (B).

3.5.1.4. AGE-Modifikationen in Serum und Herz

Neben der AGE-Fluoreszenz-Messung (3.1.2.) erfolgte mittels Dotblot und Western Blot auch
der Nachweis spezifischer AGE-Modifikation im Serum und Herz der Miuse.

In Tabelle 3.5. sind die mittels Dotblot gemessenen Gehalte der AGE-Modifikationen
Carboxymethyllysin (CML), Malondialdehyd (MDA), Hydroxynonenal (HNE), AGE
(Advanced Glycation Endproduct), Arg-Pyrimidin und 3-DG-Imidazolone

Durch Kaffeeextraktfiitterung wurde der Gehalt an CML, MDA, HNE, AGE und 3-DG-
Imidazolone im Serum der WT- und RAGE-KO-Maiuse nicht beeinflusst. Lediglich der
Gehalt an Arg-Pyrimidin konnte infolge der Kaffeefiitterung bei den RAGE-KO-Maiusen um
32% (p=0,015) signifikant erhoht werden. Dieser Effekt war bei den WT-Méusen nicht zu

beobachten.
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Tabelle 3.5.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen im Serum von
WT- und RAGE-KO-Méusen nach zwei Wochen Kaffeefiitterung

Dotblot Serum WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Kaffee Kontrolle Kaffee

AGE-Modifikation

CML 1,00+ 0,3 1,11+0.3 096+03  087+0,2
MDA 1,00+ 0,1 0,94 +0,2 0,77+ 02*%  0,74+0,2
HNE 1,00 + 0,1 1,03 +0,1 1,08+02  1,00+0,1
AGE (8006593) 1,00 £0,2 1,10+0,2 1,13+£02  123+02
Arg-Pyrimidin 1,00 + 0,4 0,92+ 0.3 122404 1,54+ 03#
3-DG-Imidazolone 1,00 + 0,2 0,90 + 0,3 1,48+0,7  1,48+03

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur WT-Kontrollgruppe, # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-
Kontrollgruppe (p<0.05); n=10 je Gruppe

Mittels Western Blot wurde der Einfluss der Kaffeedidt auf den kardialen Gehalt von CML,
HNE, MDA und AGE ermittelt (Tabelle 3.6.). Durch die Kaffeeextraktdidt konnten die AGE-
Modifikationen MDA (38,7 %; p=0,014) und HNE (52,9 %; p=0,039) in den Herzen der
RAGE-KO-Miéuse signifikant erhoht werden, wohingegen CML und AGE keine
Verinderungen zeigten. Bei den Wildtypmiusen zeigten sich #hnliche Anderungen, die

jedoch nicht signifikant waren.

Tabelle 3.6.: mittels Western Blot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen im
Herzen von WT- und RAGE-KO-Méusen nach 2 Wochen Kaffeefiitterung

Western Blot Herz WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Kaffee Kontrolle Kaffee

AGE-Modifikation

CML 1,00 £0,2 0,90 £ 0,1 084+02  0,77+03
MDA 1,00+ 0,3 1,11+0.3 095+0,1  134+02#
HNE 1,00 £0,2 1,31 +0,4 1,13£0,1 1,66+ 03#
AGE (S006593) 1,00+ 0,3 0,78 + 0,1 1,00£02  0,79+0,2

MW + SD; * signifikanter Unterschied zur WT-Kontrollgruppe (p<0,05); # signifikanter Unterschied zur
RAGE-KO-Kontrollgruppe (p<,.05); n=10 je Gruppe
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3.4.1.5. Kardiale mRNA-Expression von AGE-spezifischen Rezeptoren,

Hypertrophie-, Fibrose- und Inflammationsmarkern

In Tabelle 3.7. sind die mittels PCR gemessenen mRNA-Expressionen der zu analysierenden

Gene dargestellt.

Tabelle 3.7.: mRNA-Expression der untersuchten Gene in den Herzen von WT- und RAGE-KO-Maiusen mit
und ohne Kaffeefiitterung

WT RAGE-KO
I
.

mRNA Expression Kontrolle Kaffee Kontrolle Kaffee
AGE Rezeptoren
AGERI1 1,00+0,3 1,00+ 0,2 1,10+ 0,1 1,10+0,2
AGER2 1,00+ 0,3 1,00+ 0,2 0,90 0,3 1,20 + 0,3#
AGER3 1,00+0,3 0,78 +0,2 1,00 +0,3 0,90 +£0,2
SRB1 1,00+ 0,3 1,00+ 0,2 1,00+ 0,2 1,00 + 0,1
RAGE 1,00 +0,2 0,64 +0,3* — -
Hypertrophie
a-MHC 1,00+ 0,1 0,90 +£0,2 1,10+ 0,1 1,00 £ 0,1
B-MHC 1,00+ 0,2 0,94 £0,2 1,20+ 0,3 1,10+0,1
ANF 1,00+ 0,2 0,93 +0,2 1,10+0,2 0,90 + 0,1#
a-Aktin 1,00+ 0,3 0,90 0,2 1,10+0,3 0,90 + 0,2#
Tpml 1,00 + 0,1 1,00 +0,2 1,22 +0,1* 1,00 £+ 0,2#
Fibrose
Collagen 1al 1,00+ 0,2 1,02+ 0,4 0,54 +0,2* 0,91 + 0,4#
Collagen 3al 1,00+0,3 0,80 = 0,4 1,10+0,3 1,30+0,3
Fibulin5 1,00 +0,2 0,90 +£0,2 1,00 +0,2 0,90 + 0,1
TGF-B1 1,00+04 0,84+04 0,67 £0,2* 0,94 + 0,2#
TGF-B3 1,00 +0,3 0,91 +0,2 0,95+0,2 0,97 £ 0,3
Inflammation
Lipocalin2 1,00 +0,3 0,94 +0,3 0,93 +0,2 0,94 + 0,3

MW = SD; * signfikanter Unterschied zur WT-Kontrollgruppe (p<0,05); # signfikanter Unterschied zur RAGE-
KO-Kontrollgruppe (p<0,05); n=10 je Gruppe

Zunidchst wurde die Expression der verschieden AGE-Rezeptoren ermittelt, um zu
iiberpriifen, ob diese in mogliche kaffeeinduzierte Effekte involviert sind. Durch die
didtetische Verabreichung von Kaffee konnte eine Reduktion der Expression des RAGE-
Rezeptors bei den WT-Méusen um 36% (p=0,022), beobachtet werden. Die RAGE-KO-
Mause zeigten erwartungsgemal keine Expression des RAGE-Rezeptors. Keine Unterschiede
waren in der mRNA-Expression von AGE-R1, AGE-R3 und Srbl festzustellen. Lediglich der
AGE-R2 zeigte eine signifikante Erhohung seiner Expression um 30% (p=0,044) bei den
RAGE-KO-Tieren, wihrend die C57B1/6 (WT)-Miuse keine Anderung zeigten.
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Als Marker fiir Hypertrophie wurden die Expressionslevel von a- MHC, B-MHC, a-Actin,
Tpml und ANF ermittelt. Die Expression der beiden MHC-Isoformen blieb nach Fiitterung
mit Kaffee unverdndert. Auch ANF zeigte bei den C57Bl/6 (WT)-Tieren keine
kaffeeinduzierte Verdnderung wihrend bei den RAGE-KO-Tieren eine Senkung um 16%
(p=0,034) gesehen wurde. Tpml und a-Aktin wurden ebenfalls nicht beeinflusst in den
Herzen der C57Bl/6 (WT)-Méuse, wohingegen bei den RAGE-KO-Tieren die Expression
beider Gene signifikant gesenkt war - Tpml um 20% (p=0,008) und a-Aktin um 22%
(p=0,032). Bei den untersuchten Fibrosemarker Collagen 3al, Fibulin 5 und TGF-f 3 zeigten
weder WT-Miuse noch RAGE-KO-Miuse nach Kaffeefiitterung signifikante Anderungen.
Die Expression von Collagen lal wurde bei den WT-Méiuse ebenfalls nicht beeinflusst,
wihrend die RAGE-KO-Maiusen signifikanter Anstieg um 38% (p=0,023) verzeichneten.
Ebenso war TGF-B 1 nach Kaffeefiitterung signifikant um 27% (p=0,011) bei den RAGE-KO
Miusen vermindert, wihrend die WT-Miuse keine Anderung zeigten. Die Expression des

Inflammationsmarker Lipocalin 2 wurde durch Kaffee nicht beeinflusst.
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3.5.2. Einfluss von diatetisch verabreichter Brotkruste

Um Kurzzeit- und Langzeiteffekte zu erfassen, erfolgten im Rahmen der Brotkrustenfiitterung
zwei voneinander unabhingige Fiitterungen, fiir drei Tage und vier Wochen. Fiir beide
Versuche wurden C57Bl/6 (WT)-Mause (n=20) und RAGE-KO-Maiuse (n=20) im Alter von

drei Monaten eingesetzt.
3.5.2.1. Gewichtsverlauf und Blutzuckerspiegel

In Abb.3.9. sind die Gewichtsverldufe der WT- und RAGE-KO-Méiuse wihrend der

Versuchszeitrdaume von drei Tagen (A) und vier Wochen (B) dargestellt.
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Abb. 3.9.: Gewichtsverlauf der WT- und RAGE-KO-Méuse wéhrend der drei Tage (A) und vier Wochen (B)
Brotkrustenfiitterung (MW= SEM; n=10 je Gruppe)

Zur Gewohnung an die Futterumstellung, von Pelletform in Pulverform, erhielten alle Tiere,
wie bei der Kaffeedidt, zu Versuchsbeginn fiinf Tage das Kontrollpulverfutter. Anschlieend
erfolgte die zufdllige Einteilung in Kontroll- und Brotgruppe. Abb.3.9. zeigt, dass bei
Umstellung des Futters eine leichte Gewichtsabnahme zu beobachten war. Wihrend des
Versuchs normalisierte sich das Gewicht der Tiere und wurde durch die Diét nicht beeinflusst.
Zum Zeitpunkt der Toétung erfolgte die Messung der Blutzuckerspiegel. Wie aus Abb.3.10.
ersichtlich ist, wurde der Blutzuckerspiegel durch die 3-tdgige Brotkrustenfiitterung nicht
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beeinflusst. Ebenso konnte nach 4 Wochen Brotkrustendidt keine Verdnderung

Blutzuckerwerte beobachtet werden.
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Abb. 3.10. Blutzuckerwerte der WT- und RAGE-KO-M4iuse zum Zeitpunkt der Tétung, nach drei
Tagen (A) und vier Wochen (B) Brotkrustenfiitterung (MW + SD; * p<0,05; n=10 je Gruppe)

3.5.2.2. Oxidative Stressparameter

der

Zur Untersuchung des Einflusses einer Brotkrustenfiitterung auf oxidativen Stress im Herz-

Kreislaufsystem der WT- und RAGE-KO-Miuse wurde der Gehalt an Carbonylgruppen

als

Zeichen oxidativer Verdnderungen (Abb 3.11.) sowie die mRNA- und Proteinexpressionen

verschiedener oxidativer und antioxidativer Enzyme (Abb. 3.12.A/B) im Herzen bestimmt.

Wie aus Abb. 3.11. ersichtlich ist, hatte die Brotkrustendidt sowohl nach 3 Tagen als auch 4

Wochen keinen Einfluss auf den Gehalt an oxidativ veranderten Proteinen in den Herzen der

WT- und RAGE-KO-Miuse.
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Abb. 3.11.: mittels Oxiblot bestimmte relative Mengen an oxidativ verdnderten Proteinen in den Herzen
von WT- und RAGE-KO-Méusen nach drei Tagen (A) und vier Wochen (B) Brotdiét
(MW=SD; n=10 je Gruppe)
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Abb.3.12. zeigt die mittels PCR untersuchten mRNA-Expressionen der antioxidativen
Enzyme MnSOD, Cu/ZnSOD, EcSOD, Ceruloplasmin (Cp) sowie der als oxidatives Enzym
aktiven katalytischen Untereinheit der NADPH-Oxidase-gp91phox.
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Nach dreitdgiger Brotkrustenfiitterung zeigten die RAGE-KO-Méuse eine signifikante
Verminderung der mRNA-Expression der Cu/ZnSOD um 15,9%, wéhrend die Expression der
anderen Enzyme unverindert blieb (A). In den Herzen der WT-Méuse wurde ein signifikanter
Anstieg der Expression der MnSOD um 23,2% (p=0,04) beobachtet. Bei der Expression der
ecSOD sowie der gp91phox verhielt es sich umgekehrt- die Expression der ecSOD sank bei
den WT-Maéusen signifikant um 18,8% (p=0,03) und die der gp91phox um 19,8% (p=0,007)
(A). Die Expressionen der Cu/ZnSOD und Ceruloplasmin blieben dagegen unverindert.

Nach vier Wochen Brotkrustendiét zeigten weder die WT-Mause noch die RAGE-KO-Méuse

eine Verdnderung in der mRNA-Expression der untersuchten Enzyme (B).
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Auf Proteinebene war der Nachweis der Enzyme MnSOD und Cu/ZnSOD  moglich.

Abb.3.13.A zeigt, dass nach drei Tagen wie auf mRNA-Ebene die Expression der MnSOD bei

den WT-Médusen um 23% (p=0,029) signifikant ansteigt, wihrend die RAGE-KO-Maiuse

keine Anderung zeigten. Gleiches konnte fiir die Cu/ZnSOD beobachtet werden. Auch hier
wurde der Gehalt an Cu/ZnSOD bei den RAGE-KO-Méiusen um 22,6% (p=0,004) signifikant

gesenkt, wihrend die WT-Maiuse keine Unterschiede zeigten. Ebenso wie auf mRNA-Ebene

blieben auch nach vier Wochen Brotkrustendiit die Gehalte an MnSOD und Cu/ZnSOD bei

beiden Mausstimmen unverdndert (B).

A MnSOD | Kontrolle
B Brot
200 - N
150
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50 -
04
WT RAGE-KO
B
MnSOD monele
200
150
100
50
0
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Cu/ZnSOD m Kontrolle
B Brot
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150 .
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50
0
WT RAGE-KO
Cu/Zn SOD m Kontrolle
B Brot
200
150
100
50
0
WT RAGE-KO

Abb. 3.13.: Proteinexpression der antioxidativen Enzymsysteme MnSOD und Cu/ZnSOD im Herzen von WT
und RAGE-KO-Maéusen nach drei Tagen (A) und vier Wochen (B) Brotkrustenfiitterung (MW +

SD; * p<0,05; n=10 je Gruppe)
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3.5.2.3. AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz

Abb.3.14. (A-D) zeigt, die bei 330nm/405nm und 360nm/440nm gemessenen AGE-
Fluoreszenzen im Serum und Herz der C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-Maiusen nach drei
Tagen und vier Wochen Brotkrustendiit.

A 330nm/405nm ™ Kontrolle 330nm/405nm m Kontrolle
@ Brot
m Brot
200 - * 200
150 150 —
I 100 - I 100
50 50
0
wT RAGE-KO WT RAGE-KO
3 Tage Brotkrustendidt 4 Wochen Brotkrustendiét
B 360nm/440nm = Kontrolle 360nm/440nm m Kontrolle
H Brot M Brot
* *
200 1 200 .
150 - 150
I 100 | I 100
50 - 50
0 0
WT RAGE-KO WT RAGE-KO
3 Tage Brotkrustendiat 4 Wochen Brotkrustendiét

Abb.3.14 A/B.: Fluoreszenzmessung der im Serum enthaltenen AGEs bei 330nm/405nm (A) und
360nm/440nm (B) nach dreitdgiger und vierwochiger Brotkrustendidt (MW=+SD; * p<0,05;
n=10 je Gruppe)

Nach drei Tagen Brotkrustendiédt konnte ein signifikanter Anstieg der AGE-Fluoreszenz bei
330nm/405nm im Serum der WT-Maiuse von 38% (p=0,001) beobachtet werden (A). Die
RAGE-KO-Miuse zeigten ebenfalls einen leichten, jedoch nicht signifikanten Anstieg. Eine
signifikante Erhohung der AGE-Fluoreszenz bei 360nm/440nm konnte im Serum beider
Gruppen gemessen werden (A). Dabei stieg die Serum-Fluoreszenz bei den WT-Mausen um
48,5% (p=0,0001) und bei den RAGE-KO-Méusen um 21,4 % (p=0,038). Nach vier Wochen
Brotfiitterung konnte bei 330nm/405nm nur noch im Serum der RAGE-KO-Méuse ein

signifikanter Anstieg von 32,8% (p=0,023) verzeichnet werden (B). Ebenso zeigte sich bei
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360nm/440nm eine signifikante Erhéhung nur bei den RAGE-KO-Méiusen um 34,5%
(p=0,034) (B). Die WT-Miuse zeigten lediglich einen nicht-signifikanten Anstieg von 18,9%.

C 330nm/405nm ® Kontrolle 330nm/405nm = Koniole
B Brot H Bro
200 -
200 -
150 4 150
I 100 I 100 4
50 - 50
04 0
WT RAGE-KO WT RAGE-KO
3 Tage Brotkrustendit 4 Wochen Brotkrustendiét
D 360nm/440nm = Kontrolle 360nm/440nm ™ Kontrolle
m Brot H Brot
200 - 200 -
150 - 150

WT RAGE-KO WT RAGE-KO
3 Tage Brotkrustendiét 4 Wochen Brotkrustendiét

Abb.3.14 C/D.: Fluoreszenzmessung der im Herz enthaltenen AGEs bei 330nm/405nm (C) und 360nm/440nm
(D) nach drei Tagen und vier Wochen Brotkrustendidt (MW=SD; * p<0,05; n=10 je Gruppe)

In den Herzen der WT- und RAGE-KO-Maiuse konnte nach dreitégiger Brotfiitterung weder
bei 330nm/405nm, noch bei 360nm/440nm eine signifikante Verdnderung festgestellt werden
(C). Ebenso zeigten sich keine Effekte nach vier Wochen Brotdidt bei Messung der kardialen
AGE-Fluoreszensen von 330nm/405nm und 360nm/440nm (D).
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3.5.2.4. Immunohistochemischer Nachweis von Carboxymethyllysine (CML) im
Herzgewebe von C57Bl/6-Miusen nach dreitigiger

Brotkrustenfiitterung

Zum Nachweis, dass das didtetisch verabreichte Brotkrustenextrakt das Herzgewebe auch
erreicht, wurde immunohistochemisch der Gehalt an CML im Herzgewebe der C57Bl/6
(WT)-Maéuse nach dreitdgiger Fiitterung nachgewiesen, stellvertretend fiir alle
Untersuchungs-gruppen. Die Féarbung der Priparate erfolgt mittels DAB-Substrat, welches
durch Oxidation der Peroxidase am sekundédren Antikorper ein braunes Endprodukt bildet.
Aus Abb.3.15. ist ersichtlich, dass die Tiere mit Brotkrustendidt (B) eine deutlich stirkere
Braunfarbung zeigten, als die Kontrolltiere (A). Dies ldsst, im Gegensatz zu den
Fluoreszenzwerten (Abb. 3.14), auf einen hoheren Gehalt an CML und somit eine
Anreicherung aus der Brotkruste im Herzen schlie3en.

A B

Abb.3.15: Immunohistochemischer
Nachweis von CML im Herzen

der WT-M4iuse nach drei Tagen
Kontrolldiét (A) und Brot-
krustendiit (B)

Zur Uberpriifung des Einflusses der Brotkrustenfiitterung auf den AGE-Gehalt im Serum
(3.3.2.6.1.) und Herz (3.3.2.6.2.) wurde neben der Messung der AGE-Fluoreszenz auch die
Expression definierter AGE-Modifikationen mittels Dotblot und Western Blot bestimmt.

3.5.2.5. AGE-Modifikationen in Serum und Herz

Im Serum der C57Bl/6 (WT) - und RAGE-KO-Maéuse wurde mittels Dotblot der Gehalt an
CML, AGE, Arg-Pyrimidin und 3-DG-Imidazolone nach drei Tagen (Tab.3.8.) und vier
Wochen (Tab.3.9.) Brotkrustendidt ermittelt.
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Tabelle 3.8.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen im Serum von
WT- und RAGE-KO-Maéusen nach drei Tagen Brotkrustenfiitterung

Dotblot Serum WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Brot Kontrolle Brot

AGE-Modifikation

CML 1,00+0,1  0,93+02 0,95+02  0,94+02
AGE (S006593) 1,00+£0,1  1,05+0,2 1,03£02 1,20 +0,4*
Arg-Pyrimidin 1,00+02  1,28+03 1,15+03  1,16+04
3-DG-Imidazolone 1,00£03  1,10+03 1,27+ 02% 1,43

+0,4%

MW =+ SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle (p<0,05); # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-
Kontrolle (p<0,05); n=10 je Gruppe

Nach drei Tagen Brotkrustendidt konnte weder bei den WT - noch bei den RAGE-KO-
Miusen eine Verdnderung im Gehalt der untersuchten Modifikationen gesehen werden

(Tab.3.8).

Tabelle 3.9.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen im Serum
von WT- und RAGE-KO-Maiusen nach vier Wochen Brotkrustenfiitterung

Dotblot Serum WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Brot Kontrolle Brot

AGE-Modifikation

CML 1,00+ 0,2 1,13+£0,2 0,99 + 0,1 1,12+0,3
AGE (S5006593) 1,00+ 0,2 1,00+ 0,2 1,13+0,2 1,06 0,2
Arg-Pyrimidin 1,00 £0,3 0,80 +£0,1* 0,97 +0,2 0,79 = 0,2#
3-DG-Imidazolone 1,00+0,3 0,97+ 0,4 0,75+0,3* 0,87+0,3

MW = SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle (p<0,05); # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-
Kontrolle (p<0,05); n=10 je Gruppe

Durch die Brotkrustendidt {iber vier Wochen wurde die Expression von Arg-Pyrimidin
signifikant bei den WT-Madusen (20,1%; p=0,05) und RAGE-KO-Maéusen (17,5%; p=0,04))
gesenkt (Tab.3.9.). Keine Verdnderung war in der Expression von CML, AGE und 3-DG-

Imidazolon zu beobachten.
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Im Herzen der Tiere wurde der Gehalt an spezifischen AGE-Modifikationen mittels Dotblot
(Tab. 3.10.) und Western Blot (Tab. 3.11.) bestimmt.

Tabelle 3.10.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in Herzen der
WT- und RAGE-KO-M#usen nach drei Tagen Brotkrustenfiitterung

Dotblot Herz WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Brot Kontrolle Brot

AGE-Modifikation

CML 1,00£0,1  1,02+03 1,07+03  1,04+02
Arg-Pyrimidin 1,00£02 0,72 +0,2% 0,70 £ 0,2* 0,63 +0,2*
3-DG-Imidazolone 1,00£03 0,79 +0,2 0,75+02  0,73+0,2
MDA 1,00£02  0,98+0,2 0,83+0,1 0095+0,2

MW = SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle; # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle
(p<0,05); n=10 je Gruppe

Mit Hilfe des Dotblots erfolgte der Nachweis der Modifikationen CML, Arg-Pyrimidin, 3-
DG-Imidazolone und MDA in den Herzen der C57B1/6 (WT)- und RAGE-KO-Méuse nach
drei Tagen (Tab.3.10.) und vier Wochen Brotkrustendidt (Tab.3.11.). Nach dreitdgiger
Brotkrustenfiitterung zeigten die WT-Mause keine Verdnderung in der kardialen Expression
von CML, 3-DG-Imidazolone und MDA. Lediglich eine signifikante Abnahme in der
Expression von Arg-Pyrimidin, um 28%, war zu beobachten. Bei den RAGE-KO Mausen
zeigte sich mittels Dotblot bei keiner der untersuchten Modifikationen eine Verdnderung

durch Brotkruste.

Tabelle 3.11.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in Herzen der
WT-und RAGE-KO-Maiusen nach vier Wochen Brotkrustenfiitterung

Dotblot Herz WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Brot Kontrolle Brot

AGE-Modifikation

CML 1,00+ 0,1 0,91 +0,1 1,20+04 1,17+0,3
Arg-Pyrimidin 1,00 £ 0,1 0,98 +£0,1 1,14+ 0,1 1,15+0,3
3-DG-Imidazolone 1,00 £0,3 1,09+ 0,4 1,02+£0,3 1,06+0,3
MDA 1,00+ 0,2 1,03+0,3 1,09+0,2 1,08+0,1

MW = SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle (p<0,05); # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-
Kontrolle (p<0,05); n=10 je Gruppe

Nach vier Wochen Brotkrustenfiitterung konnte weder bei den WT- noch bei den RAGE-KO-

Tieren eine Verdnderung in den analysierten Expressionen mittels Dotblot gemessen werden
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(Tab.3.10.). Unterschiede in den Analysen mittels Histochemie und den folgenden Dot-Blot-
Analysen konnten durch die notwendige Aufarbeitung der Proteine erklirt werden. Bei dieser
verliert man grof3e Teile an quervernetzten Matrixproteinen, die sich aber CML (AGE) — reich

1m Schnitt darstellen.

In Tabelle 3.12. und 3.13. sind die mittels Western Blot gemessenen Gehalte an CML, AGE,
Arg-Pyrimidin, MDA und 3-DG-Imidazolon dargestellt.

Tabelle 3.12.: mittels Western Blot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in
Herzen der WT- und RAGE-KO-Maéuse nach drei Tagen Brotkrustenfiitterung

Western Blot Herz WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Brot Kontrolle Brot

AGE-Modifikation

CML 1,00£02  0,97+04 1,56+ 0,6 128+04
AGE (S006593) 1,00£03  0,94+0,3 1,17+£0,4  1,15+03
Arg-Pyrimidin 1,00£03  1,42+03* 1,73+ 03* 1,53 +0,5%
3-DG-Imidazolone 1,00£0,4  1,55+0,5% 1,26+0,6 1,71 £0,5%
MDA 1,00£03  1,14+04 1,30+£03  1,18+0,3

MW =+ SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle; # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle
(p<0,05); n=10 je Gruppe

WT RAGE-KO
Kontrolle Brot Kontrolle  Brot

B - D e -
Abb. 3.16.: représentatives Bild

fiir den Nachweis mittels Western

-ﬁ - -.' Blot von 3-DG-Imidazolone im
- < Herzen von WT- und RAGE-KO-
Maidusen nach drei  Tagen

Brotkrustendidt. Dabei wurden

- -— die Proben auf GAPDH normiert

<+— GAPDH

Nach drei Tagen Brotkrustenfiitterung zeigten die WT-Maiuse einen signifikanten Anstieg der
Expression von Arg-Pyrimidin um 42% und 3-DG-Imidazolone um 55% (Tab.3.12). Die
Expression von CML, AGE und MDA blieb unverdndert. Bei den RAGE-KO-Maéusen
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unterschieden sich die Expressionen der gemessenen AGEs nach 3-tdgiger Brotextraktdidt

nicht von denen der Kontrollgruppe.

Tabelle 3.13.: mittels Western Blot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in
Herzen der WT- und RAGE-KO-M4iusen nach vier Wochen Brotkrustenfiitterung

Western Blot Herz WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Brot Kontrolle Brot

AGE-Modifikation

CML 1,00 £ 0,3 1,30 £ 0,4 1,86 +£0,5% 1,62 +0,3*
AGE (S006593) 1,00 + 0,2 0,91+0,3 1,05+0,1 1,51 +0,3%#
Arg-Pyrimidin 1,00 + 0,1 1,50 + 0,4* 1,58 £0,3* 1,77 +0,3*
MDA 1,00+ 0,2 0,89 + 0,3 0,71 £0,2* 0,92 +0,1#

MW = SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle; # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle
(p<0,05); n=10 je Gruppe

WT RAGE-KO

Kontrolle Brot Kontrolle Brot

Abb. 3.17.: reprisentatives Bild
—— e — - w—— fur den Nachweis mittels Western

m. Qé i‘ Blot von MDA im Herzen von

— - —_—— - WT- und RAGE-KO-Miusen
- - - 3 nach 4 Wochen Brotkrustendiit.
= - Dabei wurden die Proben auf
GAPDH normiert
_ — fe= == = == <«— GAPDH

Nach vier Wochen Brotkrustendiit konnte keine Anderung im Gehalt an CML und Arg-
Pyrimidin in den Gruppen beobachtet werden (Tab.3.13.). Der Gehalt an AGE (46%) und
MDA (21%) wurde in den Herzen der RAGE-KO-Maiuse signifikant erhoht. Bei den WT-
Miusen war dies nicht zu sehen. Hier konnte lediglich eine signifikante Zunahme von Arg-

Pyrimidin um 50% beobachtet werden.

3.5.2.,5. Kardiale mRNA-Expression AGE-spezifischer Rezeptoren,

Hypertrophie-, Fibrose- und Inflammationsmarker

Tabelle 3.14. und 3.15. zeigen die relativen mRNA-Expressionen der analysierten Gene, mit

und ohne eine Brotkrustendiat, fiir drei Tage und vier Wochen.
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Tabelle 3.14.: mRNA-Expression der untersuchten Gene in Herzen der WT- und RAGE-KO-M4iuse nach drei
Tagen Brotkrustendidt

WT RAGE-KO

. ________________________________________________________________________________________________|
. _________________________________________________________________________________________________|
mRNA Expression Kontrolle Brot Kontrolle Brot
AGE-Rezeptoren

AGE-R1 1,00 £0,3 0,79 +£0,2 0,75+0,2* 0,73 +0,2*

AGE-R2 1,00 £ 0,1 0,75+ 0,1* 0,81 +0,1 0,76+ 0,1*

AGE-R3 1,00 £ 0,6 0,76 £ 0,4 0,77 £ 0,4 0,65+0.4

Srbl 1,00 £ 0,2 0,83 +0,2* 0,86 £0,3 0,81 £0,1*

RAGE 1,00 £0,5 0,80 +£0,4 - -
Hypertrophie

a MHC 1,00 +0,2 0,85+0,1* 0,91 £0,2 0,87 £0,2*

B MHC 1,00£0,3 0,96 £ 0,4 0,88 +0,3 0,87 +0,2

ANF 1,00 £0,3 0,81 +£0,2* 1,00+ 0,3 0,74 £ 0,1*#

Tpml 1,00 £0,3 0,90 £ 0,2 1,02+0,3 0,80+ 0,1

a-Aktin 1,00 = 0,6 0,57 +£0,4* 0,45+0,1* 0,56 +0,2*
Fibrose

Collagen 1al 1,00+ 0,3 0,62 +0,2* 0,61+0,2* 0,64+0,1*

Collagen 3al 1,00 £ 0,4 0,60 £ 0,2* 0,59 £0,2* 0,62+0,1*

Fibulin 5 1,00+ 0,3 0,78 £0,2* 0,73+0,2* 0,74+0,1*

TGF B1 1,00 £ 0,4 0,86 +0,2 0,86 £0,3 0,76 £ 0,2

TGF B3 1,00 £0,2 0,85+0,1* 0,84 +0,2* 0,76 +0,1*
Inflammation

Lipocalin2 1,00+ 0,3 1,34 +0,3* 0,97+ 0,2 1,02+0,3

MW =+ SD; * signifikant vs. WT-Kontrollgruppe; # signifikant vs. RAGE-KO-Kontrollgruppe (p<0,05);
n=10 je Gruppe

Zur Uberpriifung des Einflusses von Brotkrustenextrakt auf die Expression von AGE-
bindenden Rezeptoren wurden die relativen mRNA-Konzentrationen von AGE-R1, AGE-R2,
AGE-R3, Srbl und RAGE bestimmt. Im Falle der 3-Tage-Fiitterung konnte eine signifikante
Senkung der mRNA-Expression von AGE-R2 (25%; p=0,02) sowie von Srbl (17%; p=0,03)
bei den WT-Miusen beobachtet werden. Keine Anderung zeigten die WT-Miuse in der
kardialen Expression von AGE-R1, AGE-R3 sowie RAGE. Bei den RAGE-KO-M4iusen war
keine Anderung in der Expression der untersuchten Rezeptoren zu finden. Wie erwartet,
zeigten die RAGE-KO-Miuse auch keine Expression des RAGE-Rezeptors. Nach vier
Wochen Brotkrustendidt konnte lediglich eine Senkung der mRNA-Expression von RAGE, in
Hoéhe von 33% (p=0,013), bei den WT-Maédusen beobachtet werden. Alle anderen AGE-
Rezeptoren konnten weder bei den WT-Méusen noch bei den RAGE-KO-Mausen, durch die
Brotkrustendidt verdndert werden.

Als Marker fiir Hypertrophie wurden a-MHC, B-MHC, ANF, a-Aktin sowie Tpm1 bestimmt.
Nach drei Tagen konnte eine signifikante Senkung von o-MHC (15%, p=0,05) und ANF
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(19%; p=0,049) in den Herzen der WT-Maéduse beobachtet werden, wohingegen B-MHC
unverdndert blieb. Zusitzlich zeigten die WT-Méuse eine signifikante Abnahme von a-Actin
(43%; p=0,04), wohingegen Tpml unverdndert blieb. Bei den RAGE-KO-Méusen konnte
ebenfalls infolge der Brotkrustendidt die Expression von ANF signifikant um 26% (p=0,026)
gesenkt werden, wihrend a-MHC, 3-MHC, a-Aktin und Tpm1 unverdndert blieben.

Tabelle 3.15.: mRNA-Expression der untersuchten Gene in Herzen der WT- und RAGE-KO-M4iuse nach vier
Wochen Brotkrustendiét

WT RAGE-KO
___________________________________________________________________________________________________________|
_____________________________________________________________________________________________________________|
mRNA Expression Kontrolle Brot Kontrolle Brot
AGE-spezifische Rezeptoren

AGE-Rezeptor 1 1,00+ 0,2 1,00+ 0,2 0,93+0,1 0,84=+0,1*
AGE-Rezeptor 2 1,00 + 0,1 1,03 +0,1 0,76 £0,2* 0,95+0,2
AGE-Rezeptor 3 1,00 +0,3 091 +04 0,79 +0,3 0,82 +0,3
Srbl 1,00 + 0,2 1,02+0,3 0,91+0,3 0,94+0,2
RAGE 1,00+ 0,3 0,67 +0,2* - -
Hypertrophie
a-MHC 1,00+ 0,2 1,31+04* 1,07+0,2 1,08+0,2
B-MHC 1,00 + 0,2 1,01 £0,1 0,90+0,2 1,18+ 0,2#
ANF 1,00+ 0,3 0,78 £0,1 091+0,2 1,01£0,3
Tpml 1,00 + 0,2 1,02+0,2 1,00+0,2 0,90+0,3
a-Aktin 1,00+ 0,3 0,87 £0,4 091+0,2 0,84+0,3
Fibrose
Collagen 1 1,00 £ 0,5 1,07+ 0,4 0,44+0,2* 0,67+0,3
Collagen 3 1,00+ 0,3 0,70+ 0,2* 0,68+£0,2* 0,73+0,4
Fibulin5 1,00+ 0,2 0,80+ 0,1* 0,84+0,1 0,63 +0,2*
TGF B1 1,00 + 0,2 1,03+0,3 0,78+0,2 0,92+0,4
TGF B3 1,00 £ 0,1 0,99+0,2 0,73+0,2* 0,78=+0,2*
Inflammation
Lipocalin 2 1,00 = 0,4 1,4+£0,3 0,65+0,1* 0,77+03

MW=SD; * signifikant vs. WT Kontrollgruppe (p<0,05); # signifikant vs. RAGE-KO Kontrollgruppe (p<0,05);
n=10 je Gruppe

Nach vier Wochen Brotkrustendiét stieg die Expression von a-MHC weiter um 31% (p=0,03)
bei den WT-Maiusen an, wiahrend der Gehalt bei den RAGE-KO-Maiuse unveridndert blieb.
Allerdings zeigten die RAGE-KO-Maiuse einen signifikanten Anstieg in der Expression von
B-MHC (28%; p=0,009).

Im Rahmen der Genexpressionsanalysen wurden ebenfalls die Expressionen verschiedener
Fibrosemarker (Collagenlal, Collagen3al, Fibulin5, TGF-B1, TGF-B3) analysiert. So konnte
nach dreitdgiger Brotkrustendidt bei den WT-Mausen eine signifikante Abnahme der
Expression von Collagenlal (38%; p=0,002), Collagen3al (40%; p=0,003), Fibulin 5 (22%;
p=0,02) und TGF-B3 (15%; P=0,03) beobachtet werden, wihrend TGF-1 unveréndert blieb.
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Im Gegensatz dazu, konnte bei den RAGE-KO-Miusen keine Anderung der mRNA-
Expression in den untersuchten Fibrosemarker gesehen werden. Nach vierwdchiger
Brotkrustendidt war bei den WT-Méusen nur noch eine signifikante Senkung der mRNA-
Expression von Collagen 3al (30%; p=0,03) und Fibulin 5 (20%) zu beobachten. Bei den
RAGE-KO-Miusen waren keine Verdanderungen in der mRNA-Expression der Fibrosemarker
zu erkennen. Die kardiale mRNA-Expression des Inflammationsmarkers Lipocalin 2 konnte
bei den WT-Midusen nach drei Tagen Brotkrustendidt um 34% (p=0,03) erhoht werden,
wihrend die RAGE-KO-Miuse keine Anderung zeigten. Nach vier Wochen blieb die

Lipocalin2 Expression unveriandert.

3.5.3. Einfluss einer fettreichen Diit

Im Rahmen der Fettstudie erhielten die C57B1/6 (WT-)-Méuse und RAGE-KO-Mause iiber
einen Zeitraum von vier Monaten eine Didt mit 60% Energie aus Fett. Mittels der Diét sollte
der Einfluss einer fettreichen Erndhrung auf die endogene AGE-Bildung und -Anreicherung

untersucht werden. Zu Studienbeginn waren die Tiere im Alter von vier Monaten.

3.5.3.1. Gewichtsverlauf, Organgewichte, Blutzucker, Insulin, Cholesterin und

Triglyzeride (TG)

In Tabelle 3.16. sind die Gewichte der WT- und RAGE-KO-Méduse zu Beginn und bei
Beendigung der viermonatigen Studie dargestellt.

Zu Versuchsbeginn hatten die WT-Méuse und RAGE-KO-Miuse ein dhnliches Gewicht. Im
Vergleich zu den Kontrollgruppen konnte sowohl bei den WT- als auch RAGE-KO-Maiuse
mit der Fettdidt vergleichbare und signifikant hohere Gewichte bei Versuchsende erzielt

werden.

Tabelle 3.16.: Gewicht zu Versuchsbeginn und Versuchsende

WT RAGE-KO
|
|

Kontrolle Fett Kontrolle Fett
Gewicht(g)
Versuchsbeginn 25,1 +2,4 247 +£2,2 24,6 £0,8 25,7+1,3
Versuchsende 28,5+1,8 444 £ 3,7* 29,7+2,9 45,0 £ 2,8*

MW = SD; * signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle (p<0.05)
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Neben dem Korpergewicht wurden zum Zeitpunkt der Totung ebenfalls die Gewichte von
Herz, Lunge, Leber und Niere ermittelt. Um einen Einfluss der fettreichen Diét auf die
Organgewichte zu iiberpriifen, wurde das Verhdltnis von Organgewicht zu Kdrpergewicht
berechnet (Tabelle 3.17.). Das Verhéltnis von Herz, Lunge und Niere zum Korpergewicht war
nach fettreicher Fiitterung in beiden Tiergruppen signifikant gesenkt. Die Senkung ergibt sich
aus einer Zunahme des Korpergewichtes. Das Verhéltnis von Lebergewicht zu Korpergewicht
war hingegen bei den WT-Maéusen, infolge der Fettfiitterung, unverdndert und bei den RAGE-
KO-Maiusen sogar signifikant erhoht. Dies zeigt, dass neben dem Korpergewicht auch das
Lebergewicht durch die fettreiche Ernédhrung ansteigt.

Tabelle 3.17.: Verhiltnis von Organgewicht/KG, Blutzucker,
Triglyceriden von WT- und RAGE-KO-Méusen, mit und ohne Fettdidt

Serumgehalte an Insulin, Cholesterin,

WT RAGE-KO
|
|

Kontrolle Fett Kontrolle Fett

Organgewicht/KG

Herz/KG(g) 0,0047 £ 0,0006 0,0030 +0,0004* 0,0043 +0,0003 0,0032 £ 0,0002 #

Lunge/KG(g) 0,0060 + 0,0006 0,0046 £+ 0,0007* 0,0063 £ 0,0004 0,0047 £+ 0,0006 #

Niere/KG(g) 0,0129 +£0,0016 0,0085 + 0,0009* 0,0116+ 0,0010 0,0084 +0,0015 #

Leber/KG(g) 0,0440 £ 0,0080 0,0380+0,0100 0,0430=+0,0030 0,0610+0,0120#
Blutzucker (mmol/l) 13,3+2,1 16,1 £2,5* 139+1.3 16,5+£22#
Insulin (ng/1) 0,380+ 0,07 0,689 + 0,24* 0,411+0,07 2,875+ 1,77 #*
Cholesterin (mg/dl) 104,4 +£ 253 158,5 +£28,5% 145,1 +30,3* 237,3 £ 34,5 #*
Triglyceride (mg/dl) 64,2+ 14,8 94,7 +23,3* 73,8+ 9.4 90,1 £ 16,6 #

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied vs. WT-Kontrolle; # signifikanter Unterschied vs. RAGE-KO-Kontrolle
(p<0,05); KG=Korpergewicht

Des Weiteren fiihrte die fettreiche Didt sowohl bei den WT- als auch RAGE-KO-Maiuse zu
signifikant erhdhten Blutzuckerwerten. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen konnte auch ein
signifikanter Anstieg der Insulinwerte im Serum, infolge der Fettfiitterung, in beiden Gruppen
beobachtet werden. Dieser fiel bei den RAGE-KO-Méusen (2,875ug/1) vierfach hoher aus als
bei den WT-Maéusen (0,689ug/1).

Zur Untersuchung des Einflusses der fettreichen Didt auf den Fettstoffwechsel wurden die
Konzentrationen von Cholesterin und Triglyceriden (TG) im Serum der Tiere bestimmt. Die
Fiitterung mit Fett fiihrte bei den WT-Mausen zu einem Anstieg der Triglyceridkonzentration
im Serum um 48%; bei den RAGE-KO-Tieren lediglich zu einem Anstieg von 25%. In der
Serum-Cholesterinkonzentration unterschieden sich WT- und RAGE-KO-Miuse bereits
signifikant in den Kontrollgruppen voneinander. Dabei hatten die WT-Maiuse eine

Cholesterinkonzentration von 104,4mg/dl, wiahrend bei den RAGE-KO-Maiusen 145,1mg/ml
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gemessen werden konnte. Beide zeigten nach fettreicher Diét einen signifikanten Anstieg in
der Cholesterinkonzentration, der bei den RAGE-KO-Miusen mit 92% stirker ausfiel als bei
den WT-Maéusen (54%).

3.5.3.2. Oxidative Stressparameter

Zur Untersuchung des Einflusses der fettreichen Erndhrung auf den oxidativen Status im
Herzen wurde auch hier der Gehalt an oxidativ verdnderten Proteinen in den Herzen
bestimmt. Abb.3.18. zeigt, dass durch die fettreiche Didt der Gehalt an oxidativ verdnderten
Proteinen im Herzen der WT- als auch der RAGE-KO-Maiuse signifikant ansteigt. Bei den
WT Mausen betrug der prozentuale Anstieg 55% (p=0,037), bei den RAGE-KO-Maéusen 36%
(p=0,046).

WT RAGE-KO Abb. 3.18.: mittels

Ko Fett Ko Fett Oxiblot bestimmte relative
Menge an oxidativ

mFett ) - verdnderten Proteinen im
: Herzen von WT- und
250 1 s e RAGE-KO-Miusen mit
200 und ohne Fettdidat; MW +
- —-—
e -

Oxiblot B Kontrolle

150 - SD;* p<0.05

100
50

- .. <«—— GAPDH

WT RAGE-KO

Neben dem Gehalt an oxidativ verdnderten Proteinen wurde in den Herzen der Tiere auch die
mRNA-Konzentrationen der Enzyme MnSOD, Cu/ZnSOD, ecSOD, Ceruloplasmin (Cp)
sowie NADPH-Oxidase-Untereinheit gp91phox mittels quantitativer PCR ermittelt
(Abb.3.19.). MnSOD (12%; p=0,03) sowie Cu/ZnSOD (15%; p=0,007) zeigten bei den WT-
Miusen eine signifikante Expressionsabnahme infolge der fettreichen Didt. Dagegen
reagierten die RAGE-KO-Maiuse mit einer signifikanten Expressionszunahme der MnSOD
um 10% (p=0,002) und der Cu/ZnSOD um 11% (p=0,03) auf die Fetterndhrung. Die mRNA-
Expression von Ceruloplasmin und EcSOD wurde durch die fettreiche Diédt nicht beeinflusst.
Bei der der kardialen Expression der gp9lphox zeigten nur die RAGE-KO-Méuse einen
signifikanten Anstieg um 24,6% (p=0,04) nach Fettdiét.
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Die Expression der Enzyme MnSOD und Cu/ZnSOD wurde ebenfalls auf Proteinebene
bestimmt (Abb. 3.20.).

MnSOD W Kontrolle Cu/ZnSOD B Kontrolle
@ Fett \ Fett

Abb. 3.20.: Proteinexpression der

2000 200.0 * antioxidativen Enzymsysteme
150.0 150.0 MnSOD und Cu/ZnSOD im Herzen
100.0 100.0 von WT- und RAGE-KO-
50.0 50.0 Miusen mit und ohne Fettdiét
0.0 0.0 (MW = SD; * signifikant vs.
. wT RAGE-KO wWT RAGE-KO Kontrollgruppe (p<0,05))

Die C57Bl/6 (WT)-Maiuse zeigten hier infolge der fettreichen Didt keine Verdnderung in der
Expression von MnSOD und Cu/ZnSOD. Bei den RAGE-KO-Maiusen war jedoch
entsprechend den mRNA Daten ein signifikanter Anstieg in der Expression beider Enzyme zu

beobachten (MnSOD 32%; Cu/ZnSOD 36%).

3.5.3.3. AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz

Zur Uberpriifung des Einflusses der fettreichen Diit auf die Serum-AGE-Gehalte wurden die
AGE-spezifischen Fluoreszenzen ermittelt. In Abb. 3.21. (A). sind die bei 330nm/405nm und
360nm/440nm gemessenen Fluoreszenzen im Serum der C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-

Maiuse, mit und ohne fettreiche Diét, dargestellt.



Ergebnisse 66

A 330nm/405nm ® Kontrolle 360nm/440nm | Kontrolle
B Fett W Fett
200 - 200 -
150 - *
I 100 -
50 -
0 +
wT RAGE-KO wWT RAGE-KO
B
M Kontrolle Kontroll
330nm/405nm W Fett 360nm/440nm : F:ﬂ rote
200 -
150 - 200
150
I 100 -
I 100
50 50
0 - 0
wT RAGE-KO wT RAGE-KO

Abb. 3.21: AGE-Fluoreszenz bei 330nm/405nm und 360nm/440nm im Serum (A) und Herzen (B) von
WT-Méusen und RAGE-KO Maiusen mit und ohne Fettdidt (MW + SD; * p<0,05)

Daraus ist ersichtlich, dass die AGE-Fluoreszenz bei 330nm/405nm im Serum der WT-Mause
unverdndert war, jedoch bei den RAGE-KO-Miusen signifikant um 16% in der Fettgruppe
anstieg (A). Bei 360nm/440nm wurde durch die Fettdidt die Serum-Fluoreszenz der WT-
Miuse signifikant um 23% gesenkt (A), wihrend die RAGE-KO-Miuse keine Anderung
zeigten. Nach drei Monaten fettreicher Erndhrung zeigte sich in den Herzen der WT- und
RAGE-KO-Miuse keine Verdnderung der AGE-Fluoreszenzen bei 330nm/405nm und
360nm/440nm (B).

3.5.3.4. AGE-Modifikationen in Serum und Herz

Mittels Dotblot wurden die AGE-Modifikationen CML, MDA, HNE, AGE, Arg-Pyrimidin
und 3-DG-Imidazolone im Serum der C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-Méuse, mit und ohne
Fettdidt nachgewiesen (Tab.3.18.).

Die Verfiitterung der fettreichen Didt filhrte zu keiner Beeinflussung der Serumgehalte an

CML, MDA, HNE, AGE und 3-DG-Imidazolone. Interessanterweise sank unter Fettfiitterung
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der Gehalt an Arg-Pyrimidin signifikant im Serum der WT-Méuse (21%; p=0,031) und der
RAGE-KO-Miuse (23%; p=0,01).

Tabelle 3.18.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen im Serum der
WT- und RAGE-KO-Méusen nach vier Monaten Fettdiét

Dotblot WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Fett Kontrolle Fett

AGE-Modifikation

CML 1,00+ 0,2 1,00+ 0,2 1,00+0,1  0,97+0,1
MDA 1,00+ 0,1 0,98 £ 0,1 090+0,1  094+0,1
HNE 1,00 + 0,1 0,97 +0,1 094+0,1  098+0,1
AGE (8006593) 1,00 £0,2 0,98 0,3 1,12+0,1  1,10£0,1
Arg-Pyrimidin 1,00+ 0,2 0,79 + 0,2* 1,03£02 0,80+ 0,2#
3-DG-Imidazolone 1,00 + 0,2 0,82+ 0,3 084+02  0,71+02

MW =+ SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle; # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle
(p<0,05); n=8-12 je Gruppe

Im Herzen der Méuse wurde die Expression der AGE-Modifikationen CML, MDA, HNE,
AGE, Arg-Pyrimidin und 3-DG-Imidazolon mittels Dotblot (3.19) und Western Blot (3.20)
analysiert.

Mittels Dotblot konnten infolge der Fettfiitterung keine Verdnderungen in der Expression der
untersuchten Modifikationen bei C57B1/6 (WT)- und RAGE-KO-Maiusen beobachtet werden
(Tab.3.19.).

Tabelle 3.19.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in Herzen der
WT- und RAGE-KO-Méusen nach vier Monaten Fettdiét

Dotblot WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Fett Kontrolle Fett

AGE-Modifikation

CML 1,00 £ 0,2 1,03+0,1 0,82+£0,2 0,83 +02%
MDA 1,00 £ 0,1 1,02+0,2 096+0,2  1,01+0.2
HNE 1,00 £ 0,1 0,97 £ 0,1 1,01£0,1  0,98+0,1
AGE (8006593) 1,00 £ 0,1 1,03+0,1 1,00£02  0,95+02
Arg-Pyrimidin 1,00 £ 0,1 0,96 + 0,2 0,83 +£0,1* 0,87+0,1*
3-DG-Imidazolone 1,00 + 0,1 0,95+ 0,2 0,84+0,1* 0092+0,2

MW =+ SD; *signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle; (p<0,05); n=8-12 je Gruppe

Im Western Blot waren bei den RAGE-KO-Méusen ebenfalls nach Fettfiitterung keine der
untersuchten Modifikationen verédndert (Tab.3.20.). Die WT-Maéuse zeigten jedoch signifikant
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verminderte Gehalte an HNE (23,8%; p=0,031) und 3-DG-Imidazolone (35,4%; p=0,031) im
Herzen, wohingegen CML, MDA, AGE und Arg-Pyrimidin nicht beeinflusst wurden.

Tabelle 3.20.: mittels Western Blot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in
Herzen der WT- und RAGE-KO-Méusen nach vier Monaten Fettdiét

Western Blot WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Fett Kontrolle Fett

AGE-Modifikation

CML 1,00+ 0,3 0,83 +0,2 0,75+0,3 0,93+0,3
MDA 1,00+ 0.4 0,78 £0,3 0,91 £0.4 0,55+0,3*
HNE 1,00+ 0,3 0,74 +£0,1* 0,85+0,2 0,77+ 0,2
AGE (S006593) 1,00+ 0.4 0,97 +£0,2 1,03 +0,6 1,14+0,5
Arg-Pyrimidin 1,00 £ 0,2 0,97+0,3 0,79+0,3 1,01 £0,3
3-DG-Imidazolone 1,00+ 0,5 0,65+0,1* 0,87 +£0,4 1,21 +0,6

MW = SD; * signifikanter Unterschied zur WT-Kontrolle; (p<0,05); n=8-12 je Gruppe

WT RAGE-KO
Kontrolle Fett Kontrolle Fett

Abb. 3.22.: reprisentatives Bild
- ’ .i fiir den Nachweis mittels Western
Blot von HNE in Herzen von
WT- und RAGE-KO-Miusen
nach Fettdidt. Dabei wurden die

Proben auf GAPDH normiert

<«—— GAPDH
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3.5.3.5. Kardiale mRNA-Expression AGE-spezifischer Rezeptoren,

Hypertrophie-, Fibrose- und Inflammationsmarker

In Tabelle 3.21. sind die mittels RT-PCR bestimmten mRNA-Konzentrationen der zu
untersuchenden Gene der AGE-Rezeptoren, Hypertrophiemarker, Fibrosemarker und
Inflammationsmarker dargestellt.

Auch im Falle der fettreichen Erndhrung sollte ein Einfluss auf die verschiedenen AGE-
Rezeptoren mittels Analyse ihrer mRNA-Expressionen iiberpriift werden. Die Expression von
AGE-R1 und Srb 1 bleibt bei den C57Bl/6 (WT)-Miusen im Herzen unverdndert,
wohingegen die RAGE-KO-Maiuse einen signifikanten Anstieg des AGE-R1 (p=0029) um
29% und Srbl um 42% (p=0,02) zeigten. Die Expression von AGE-R2 konnte in beiden
Fettgruppen signifikant erh6ht werden. Dabei zeigten die WT-Méuse einen Anstieg von 70%
(p=0.,04), wihrend die Expression bei den RAGE-KO-Maiuse nur um 54% (p=0.012) erhdht
war. Keine Anderung war in der Expression von AGE-R3 zu sehen.

Keine Anderung in der Expression von o- MHC, a-Aktin und Tpml konnte durch die
fettreiche Didt beobachtet werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe blieb die Expression von
B-MHC in Herzen von WT-Madusen der Fettgruppe unverdndert, wihrend die RAGE-KO-
Miuse einen signifikanten Anstieg der B-MHC-Konzentration um 16% (p=0,02) zeigten.
Ebenfalls konnte bei den RAGE-KO-Méusen eine Erhohung der mRNA-Konzentration von
ANF um 22% (p=0,034) gesehen werden, wihrend die WT-Méuse mit einer signifikanten
Senkung um 30% (p=0,007) reagierten. Auf die mRNA-Expression der Fibrosemarker Fibulin
5 und TGF-B3 hatte die fettreiche Erndhrung in beiden Gruppen keinen Einfluss. Die
Expression von Collagen lal (36%; p=0,009) und 3al (52%; p=0,032) konnte durch Fett
signifikant bei den RAGE-KO-Méusen erhoht werden, wohingegen die WT-Maiuse keine
Anderung zeigten. Keinen Einfluss auf die Expression von Lipocalin 2, hatte die fettreiche
Diédt bei den RAGE-KO-Tieren. Die WT-Maiuse wiesen jedoch eine signifikante Senkung der
Lipocalin 2-Expression um 40% (p=0,002) auf.
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Tabelle 3.21.: mRNA-Expression der untersuchten Gene in den Herzen der WT- und RAGE-KO-M4iuse nach
viermonatiger Fettdidt

WT RAGE-KO

. ________________________________________________________________________________________________|
. ________________________________________________________________________________________________|
mRNA Expression Kontrolle Fett Kontrolle Fett
AGE-spezifische Rezeptoren

AGE-Rezeptor 1 1,00 + 0,2 1,06 + 0,2 0,80+0,2 1,09 =+0,2#

AGE-Rezeptor 2 1,00 = 0,4 1,70+ 0,5* 0,92+0,3 1,46 = 0,4*#

AGE-Rezeptor 3 1,00+ 0.4 0,80 +£0,3 0,92+0,3 1,04+0,3

Srbl 1,00+ 0,3 1,18+0,3 0,86+0,3 1,28+0,2*#

RAGE 1,00+ 0,3 0,93 +0,2 - -
Hypertrophie

a-MHC 1,00 + 0,2 0,93 £0,1 1,00 £ 0,2 1,09 +£0,2

B-MHC 1,00+ 0,2 0,88 £ 0,1 1,02 +0,1 1,18 £0,1*#

ANF 1,00 £0,3 0,70£0,1* 0,73 +0,1 0,94 + 0,3#

Tpml 1,00+ 0,1 0,95+0,2 0,89+0,2 1,06 £0,2

a-Actin 1,00+ 0,6 0,85+0,3 1,16 +0,7 1,09 £0,5
Fibrose

Collagen 1 1,00 +0,3 0,82 +0,2 0,81 £0,2 1,17 +£0.2#

Collagen 3 1,00+ 0,9 1,05+0,8 0,93+0,5 1,45=+0,3#

Fibulin5 1,00 + 0,1 0,93 £0,1 1,03+0,2 1,04+0,1

TGF B1 1,00+ 0,2 0,86 £0,2 0,98+0,2 1,13£0,2

TGF B3 1,00 + 0,2 0,91 +0,1 0,88 £0,1 1,01 £0,3
Inflammation

Lipocalin 2 1,00+ 0,3 0,60+ 0,2* 0,56+£0,2 0,67+0,2%

MW=SD; * signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe WT (p<0,05); # signifikanter
Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe RAGE-KO (p<0,05); n=8-12 je Gruppe

3.6. Einfluss von Laufradtraining auf den AGE-Gehalt in alten C57Bl/6- und
RAGE-KO-Miusen

Da AGEs mit zunehmendem Alter im Organismus angereichert und mit einer Reihe von
altersspezifischen Erkrankungen assoziiert werden, sollte analysiert werden, ob durch Sport
die AGE-Gehalte modifiziert bzw. gesenkt werden konnen. Sport wurde in Form eines
freiwilligen Laufradtrainings durchgefiihrt. Fiir den Versuch wurden WT-Méuse (n=18) und
RAGE-KO-Miuse (n=20) im Alter von durchschnittlich 24 Monaten gewéhlt. Da die mittlere
Lebenserwartung der C57Bl/6-Méuse bei 27 Monaten liegt, ist das gewihlte Alter

vergleichbar mit einem hohen Menschenalter (89).
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3.6.1. Gewichtsentwicklung und Laufverhalten

Bei den fiir den Versuch eingesetzten Tieren zeigten die RAGE-KO-Miduse zu
Versuchsbeginn und Versuchsende signifikant niedrigere Korpergewichte als die WT-Méuse
(Abb.3.23.).
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Abb. 3.23.: Gewichtsverlauf der WT-Maiuse und RAGE-KO-Maiuse aus Kontroll- und Laufgruppe
wihrend des 4-monatigen Versuchszeitraum (MW + SEM)

Weder in der Kontrollgruppe noch in der Laufgruppe zeigten die Tiere eine signifikante
Anderung der Kérpergewichte wihrend des Versuchzeitraumes. Aufgrund des hohen Alters
der Versuchstiere traten wahrend der viermonatigen Versuchsdauer Verluste durch Tod und
Erkrankungen auf. Aufgrund dessen kam es zu einer Verringerung der urspriinglichen
Versuchstierzahl. Bei den WT-Miusen waren dabei sechs Tiere betroffen sowie bei den
RAGE-KO-Miusen drei Tiere.

Zur Erfassung des Laufverhaltens, war jedes Laufrad mit einem Sensor gekoppelt, welcher
iiber 24 Stunden online die Umdrehungen des Laufrades pro Minute erfasste. Daraus ergaben
sich drei messbare Parameter: mittlere Geschwindigkeit (m/sec), Strecke (m) und prozentualer

Anteil an Pausen ldnger als 10min (Abb.3.24.).
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0 RAGEKO
4000 - *
20 - .
- 150 - *
5 | T 3000 - T
I10 [ 2000 - 1007 -
5 1000 - 50 1
0 ‘ 0 w 0

Abb. 3.24.: Erfasste Laufparameter zur Ermittlung des Laufverhaltens der WT- und RAGE-KO-
Mause iiber den Zeitraum von vier Monaten. (MW + SD; * signifikant vs. Kontrollgruppe
(p<0,05); n=5 in WT-Kontrollgruppe, n=6 in WT-Laufradgruppe, n=8 in RAGE-KO-
Kontrollgruppe, n=9 in RAGE-KO-Laufradgruppe)
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Die RAGE-KO-Miuse zeigten wihrend des Versuchszeitraumes eine hohere Laufbereitschaft
als die WT-Maiuse. Gekennzeichnet war diese durch eine signifikant hohere mittlere
Geschwindigkeit und geringere Anzahl an langen Pausen. Die RAGE-KO-Miuse liefen mit
einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 13,9m/sec, wéhrend die WT-Méuse nur eine
Geschwindigkeit von 12,7m/sec erreichten. Resultierend daraus legten die RAGE-KO Tiere
(2,7km/d) im Vergleich zu den WT-Méusen (2,3km/d) signifikant groBere Strecken pro Tag
zuriick (p=1,57*10"). Dabei zeigten die Tiere ein spezifisches Laufmuster, welches sich an
den vorgegebenen 12h-Tag-Nacht-Rhythmus anpasste und dem nachtaktiven Verhalten der
Tiere entspricht. Abb.3.25. zeigt den 24-stiindigen Verlauf der aufgezeichneten Bewegungen
des Laufrades. Dabei ist ersichtlich, dass mit Ausschalten des Lichtes um 19 Uhr sofort die
aktive Phase beginnt, welche mit Einschalten des Lichtes um 7 Uhr abrupt endet.
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3.6.2. Oxidative Stressparameter

Zur Uberpriifung des Einfluss von Laufradtraining auf den oxidativen Status wurden auch
hier der Oxiblot sowie die Expressionen oxidativer und antioxidativer Enzyme ermittelt.

Nach dem Laufradtraining konnte der Gehalt an Carbonylgruppen im Herzprotein von
RAGE-KO-Miusen signifikant um 40% (p=0,027) gesenkt werden. Die C57Bl/6(WT)-Méause
zeigten ebenfalls eine Reduktion um 27% infolge der dreimonatigen Laufradintervention,

welche jedoch statistisch nicht signifikant war (Abb.3.26.).
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In Abb.3.24. sind die durch RT-PCR ermittelten mRNA-Konzentrationen der antioxidativen
Enzymsysteme MnSOD, Cu/ZnSOD, ecSOD sowie Ceruloplasmin (Cp) und dem oxidativen
Enzymsystem gp91phox dargestellt. Die WT-Kontrollen wurden 100% gesetzt.

Es war weder bei den WT-Maiusen, noch bei den RAGE-KO-Maiusen ein signifikanter
Unterschied in der kardialen mRNA-Konzentration der Enzymsysteme durch das

Laufradtraining beobachtet werden.
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Die Expressionen von MnSOD und Cu/ZnSOD wurden ebenfalls auf Proteinebene mittels
Western Blot bestimmt. Abb.3.28. zeigt, dass auch auf Proteinebene C57Bl/6 (WT)- und
RAGE-KO-Miuse keine Anderung in der Expression von Cu/ZnSOD zu beobachten war. Bei
der MnSOD konnte lediglich bei den RAGE-KO-Maiuse im Gegensatz zu den mRNA Daten

ein signifikanter Anstieg in der Expression um 48,2 % (p=0,02) gesehen werden.
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3.6.3. AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz

Zur Uberpriifung des Einflusses des Laufradtrainings auf den AGE-Gehalt in Serum und Herz
wurden die AGE-spezifischen Fluoreszenzen bei einer Anregung/Emission von
330nm/405nm und 360/440nm gemessen. Infolge des Laufradtrainings zeigten beide
Tiergruppen eine signifikante Senkung der AGE-Fluoreszenz im Serum bei 330nm/405nm,
wobei die RAGE-KO Miuse (25%; p=0,009) eine stirkere Reduktion vorwiesen als die WT-
Maiuse (16%; p=0,04) (Abb.3.29.B). Ebenso konnte die Serum-AGE-Fluoreszenz bei
360nm/440nm signifikant durch Laufradtraining in beiden Gruppen gesenkt werden. Auch
hier zeigten die RAGE-KO Mause mit 28% (p=0,0005) eine stirkere Abnahme im Vergleich

zu den WT-Mausen mit 22% (p=0,015).
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Abb.3.29: AGE-Fluoreszenz in Serum (A) und Herzen (B) WT -Méusen und RAGE-KO Méiusen

mit und ohne Laufradtraining (MW =+ SD; * signifikant p<0,05; n=5 in WT Kontrollgruppe,

n=6 in WT-Laufradgruppe, n=8 in RAGE-KO-Kontrollgruppe, n=9 in RAGE-KO-Laufradgruppe)
Nach vier Monaten mit freiem Zugang zu einem Laufrad zeigten weder WT-Méuse noch
RAGE-KO-Miuse eine Anderung der Fluoreszenz bei 330nm/405nm im Herzen (3.23.B).
Ebenso zeigten die RAGE-KO-Miuse keine Anderung der kardialen AGE-Fluoreszenz bei

360nm/440nm, wihrend bei den WT-M4usen eine signifikante Senkung um 11,8% (p=0,048)

im Herzen zu sehen war.
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3.6.4. AGE-Modifikationen in Serum und Herz

Die Expression verschiedener AGE-spezifischer Modifikationen (CML, MDA, HNE, AGE,
Arg-Pyrimidin, 3-DG-Imidazolone, Pentosidin) im Serum wurde mittels Dotblotanalyse
bestimmt.

Tabelle 3.22.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen im Serum
von WT- und RAGE-KO-M4iusen nach drei Monaten Laufradintervention

Dotblot WT

RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Laufrad Kontrolle Laufrad

AGE-Modifikation

CML 1,00 £ 0,1 1,01 £0,1 0,93 +0,1 0,92 +0,1
MDA 1,00 £ 0,1 0,96 +0,2 1,08 £0,3 1,06 +£0,2
HNE 1,00+ 0,2 1,16 £0.4 1,01 £0,2 1,04+ 04
AGE (S006593) 1,00 £0,3 1,04 £0,3 1,17+0,3 1,07+ 0,4
Arg-Pyrimidin 1,00 £0,3 1,44+ 0,6 0,90+ 0,6 1,21+0,2
3-DG-Imidazolone 1,00+ 0,4 1,31 +£0,4 0,74+ 0,4 0,92+0,3
Pentosidin 1,00+ 0,2 1,00 £ 0,4 0,93 +0,3 0,97 +0,3

MW =+ SD; * vs. Kontrollgruppe WT; # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle (p<0,05);
n=5 in WT-Kontrollgruppe, n=6 in WT-Laufradgruppe, n=8 in RAGE-KO-Kontrollgruppe, n=9 in RAGE-KO-
Laufradgruppe

Tabelle 3.22. zeigt, dass keine Unterschiede in der Expression der oben genannten
Modifikationen im Serum von WT-Miusen und RAGE-KO-Miusen, mit und ohne
Laufradtraining, zu sehen waren.

Der Einfluss der Laufradintervention auf AGE-Modifikationen im Herzen wurde mittels
Dotblot (Tab. 3.23.) und Western Blot (Tab. 3.24.) analysiert.

Tabelle 3.23.: mittels Dotblot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in Herzen
der WT- und RAGE-KO-Maiusen nach 3 Monaten Laufradintervention

Dotblot WT

RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Laufrad Kontrolle Laufrad

AGE-Modifikation

CML 1,00+ 0,1 1,02 +0,1 1,05+0,1 0,94+ 0,1
MDA 1,00+ 0,1 1,08 £ 0,1 1,07 £0,1 0,99 £ 0,1
AGE (S006593) 1,00 £ 0,1 1,08 0,1 1,20+ 0,3 1,02 +0,3
Arg-Pyrimidin 1,00 £0,3 1,06 £ 0,4 0,99 +0,3 0,90+0,3
3-DG-Imidazolone 1,00 £ 0,3 0,90+ 0,2 1,00+ 0,3 0,90+0,3

MW = SD; * vs. Kontrollgruppe WT (p<0,05); # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle (p<0,05);
n=5 in WT-Kontrollgruppe, n=6 in WT-Laufradgruppe, n=8 in RAGE-KO-Kontrollgruppe, n=9 in RAGE-KO-
Laufradgruppe
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Durch das Laufradtraining konnten mittels Dotblot keine Verdnderungen in der Expression
der analysierten AGE-Modifkationen CML, MDA, AGE, Arg-Pyrimidin und 3-DG-
Imidaziolone in den Herzen von WT- und RAGE-KO-M4usen festgestellt werden.

Tabelle 3.24.: mittels Western Blot bestimmte Proteinexpression der untersuchten AGE-Modifikationen in den
Herzen der WT- und RAGE-KO-Maiusen nach 4 Monaten Laufradintervention

Western Blot WT RAGE-KO

Proteinexpression Kontrolle Laufrad Kontrolle Laufrad

AGE-Modifikation

CML 1,00+ 0,3 0,83+ 0,4 0,62+02  0,60+0,3
MDA 1,00 + 0,4 1,13+0,4 12504 12902
HNE 1,00+ 0,2 1,38 + 0,4* 1,60+£1,0  1,44+04
AGE (8006593) 1,00 £0,3 1,04+0,2 0,81+02  091+02
Arg-Pyrimidin 1,00 + 0,1 1,50 + 0,4 087+02  086+0,2
3-DG-Imidazolone 1,00 + 0,3 1,13+0,2 1,05+£03  1,23+0,1
Pentosidin 1,00 + 0,3 1,08+ 0,3 134+0,5 129+03

MW =+ SD; * vs. Kontrollgruppe WT (p<0,05); # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle (p<0,05);
n=5 in WT-Kontrollgruppe, n=6 in WT-Laufradgruppe, n=8 in RAGE-KO-Kontrollgruppe, n=9 in RAGE-KO-
Laufradgruppe

Mittels der Western Blot-Analysen wurde im Herzen der Tiere die Expression von CML,
MDA, HNE, AGE, Arg-Pyrimidin, 3-DG-Imidazolone und Pentosidin bestimmt. Dabei hatte
das Laufradtraining keinen Einfluss auf die Expression von CML, Arg-Pyrimidin, AGE,
MDA, 3-DG-Imidazolone und Pentosidin in den Herzen der WT- und RAGE-KO-Miuse. Die
WT-Miuse zeigten jedoch einen signifikanten Anstieg der kardialen HNE-Expression um

38% (p=0,0002), welcher bei den RAGE-KO-Maiusen nicht beobachtet werden konnte.

3.6.5. Kardiale mRNA-Expression spezifischer AGE-Rezeptoren, Hypertrophie-,

Fibrose- und Inflammationsmarker

Die relativen mRNA-Konzentrationen der AGE-Rezeptoren sowie der Marker fiir
Hypertrophie, Fibrose und Inflammation sind in Tabelle 3.24. dargestellt.

Es konnten keine Anderungen nach viermonatigem Laufradtraining in der Expression von
AGE-R1, AGE-R2, Srbl sowie RAGE, bei den WT- Miusen und RAGE-KO-Miusen
beobachtet werden. Ebenso zeigten die RAGE-KO-Miuse keinen Unterschied in der
Konzentration von AGE-R3, wohingegen die WT-Méuse mit einer signifikanten Senkung von

25% (p=0,009) reagierten.
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Als Hypertrophiemarker wurden die mRNA-Expressionen von a- und f-MHC, ANF, a-Aktin
sowie Tpml bestimmt. Nach der Laufradintervention zeigten weder WT-Maduse noch die
RAGE-KO-Miuse eine Verdnderung in der kardialen mRNA-Expression von a-MHC, ANF,
a-Aktin und Tpml. Eine signifikante Erhéhung der f-MHC Expression um 26% (p=0,018)
konnte in den Herzen der RAGE-KO-Méuse beobachtet werden. Diese war bei den WT-
Maéusen nicht zu sehen.

Zur Uberpriifung der Entstehung fibrotischer Veriinderung infolge des Laufradtrainings wurde
die relative mRNA-Konzentration der in Tabelle 3.25. dargestellten Faktoren Collagenlal,
Collagen 3al, Fibulin 5, sowie TGF-B 1/3 ermittelt. Keine Verdnderung in der Expression von
Collagen 3al, Fibulin 5 sowie TGF-B 1 und 3 konnte gesehen werden. Infolge der
viermonatigen Laufradintervention zeigten lediglich die RAGE-KO-Méduse einen
signifikanten Anstieg in der mRNA-Expression von Collagen 1al um 39% (p=0,046).

Der Inflammationsmarker Lipocalin2 wurde durch das Training um 51,3% (p=0,02) bei den

WT-Maiusen erhoht, wihrend die RAGE-KO-Maiuse keine Verdnderungen zeigten.
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Tabelle 3.25.: mRNA-Expression der untersuchten Gene in Herzen der WT- und RAGE-KO-Maiuse nach
dreimonatiger Laufradintervention

WT RAGE-KO
_____________________________________________________________________________________________________________________|
_____________________________________________________________________________________________________________________|
mRNA Expression Kontrolle Laufrad Kontrolle Laufrad
AGE Rezeptoren

AGER 1 1,00+ 0,2 0,90 = 0,1 0,85+0,1 0,90 = 0,1
AGER 2 1,00+ 0,1 0,86 +0,3 0,68 +0,2 0,76 £ 0,2
AGER 3 1,00 = 0,1 0,75 +0,1* 0,83 +0,3 0,84+0,2
SRBI 1,00 +0,2 1,15+0,2 1,10+0,3 1,10+ 0,1
RAGE 1,00£0,4  0,90+04 - -
Hypertrophie
a-MHC 1,00 £ 0,4 0,97 £0,2 0,92+0,2 0,95+0,2
B-MHC 1,00+ 0,1 0,96 = 0,1 0,84 £0,1* 1,00+ 0,2#
ANF 1,00+ 0,2 0,93 +£0,1 0,88 0,1 1,00 +0,2
a-Aktin 1,00+ 0,4 0,98 +£0,2 1,10+0,3 0,94 +0,3
Tpml 1,00 = 0,1 1,00 + 0,1 1,25+0,3 1,10+0,2
Fibrose
Collagen lal 1,00+ 0,4 1,10+ 0,1 0,61 £0,2 1,00 £+ 0,4#
Collagen 3al 1,00 £ 0,2 0,84 £ 0,1 0,60 £0,3* 0,72+ 0,2*
Fibulin5 1,00+ 0,2 0,87 0,2 0,86 = 0,1 0,85+0,1
TGF B1 1,00+ 0,1 1,20+ 0,5 0,88 +0,2 0,90 + 0,3
TGF B3 1,00+0,3 0,85+0,1 0,83 +0,3 0,78+ 0,2
Inflammation
Lipocalin 2 1,00 +0,3 1,50 £ 0,3* 1,50 £0,5 1,20+ 0,4

MW = SD; * vs. Kontrollgruppe WT; # signifikanter Unterschied zur RAGE-KO-Kontrolle (p<0,05);
n=5 in WT-Kontrollgruppe, n=6 in WT-Laufradgruppe, n=8 in RAGE-KO-Kontrollgruppe, n=9 in RAGE-KO-
Laufradgruppe
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4. Diskussion

AGEs gehoren zu den so genannten Maillardprodukten und werden iiber die Nahrung in
verhéltnismaBig groBen Mengen aufgenommen. Bisher ist immer noch unklar, welchen Anteil
die aufgenommenen im Vergleich zu endogen gebildeten AGEs an den AGE-assoziierten
pathophysiologischen Prozessen haben. Dass im Fall von Patienten mit Diabetes mellitus und
Nierenerkrankungen AGE-reiche Nahrung sich negativ auswirken kann, wurde mehrfach
gezeigt (90,91). Ob sich jedoch im gesunden Organismus eine AGE-reiche Erndhrung im
Herz-Kreislaufsystem negativ oder positiv auswirkt, wurde bisher kaum untersucht. Ziel der
Arbeit war es, die Effekte einer AGE-reichen Erndhrung auf das Herz eines gesunden
Organismus zu untersuchen. Dazu wurden Fiitterungsstudien mit dem Tiermodel Maus
durchgefiihrt. Als Nahrungsmittelquellen fiir AGEs wurden Kaffee, Brotkruste sowie eine
fettreiche Didt verwendet. Ob mogliche Wirkungen der didtetisch verabreichten AGEs in
Abhidngigkeit von RAGE, dem Rezeptor fiir AGEs, ablaufen, sollte anhand der Verwendung
einer RAGE-Knockout-Mauslinie gezeigt werden. Zusitzlich sollte analysiert werden, ob
Sport, im hohen Alter beginnend, auf die mit zunehmendem Alter angereicherten AGEs im

Herzen einen positiven Einfluss hat.

4.1. Charakterisierung der C57Bl/6- und RAGE-KO-Miuse beziiglich der

zu analysierten Parameter

WT- und RAGE-KO-Tiere unterscheiden sich nicht in oxidativen Stressparametern

Oxidativer Stress entsteht bei einem Ungleichgewicht von Radikalbildung und antioxidativer
Abwehr. Eine verstirkte ROS-Produktion kann durch die erhohte Aktivitit intrazelluldrer
Enzyme wie Oxidasen, Cyclooxygenasen und Lipidoxygenasen verursacht werden (92). Der
grofite Produzent von ROS in Sdugetieren ist die NADPH-Oxidase (93). Es handelt sich um
ein Enzym, bestehend aus 5 Komponenten: zwei zytosolische Einheiten (gp47phox,
gp67phox), zwei membrangebundene Einheiten (gp91phox, p22phox) sowie ein G-Protein
Rac (94,95). Eine der bekannten Wirkungen der AGEs ist die Bildung von ROS. Uber die
Bindung an RAGE und anschlieBender Aktivierung der NADPH-Oxidase konnen sie die
Produktion von ROS steigern (96,97). So zeigten Waultier et al. in murinen Makrophagen,
dass mit dem Fehlen der gp91phox NADPH-Oxidase Untereinheit die AGE—induzierte ROS-
Produktion gehemmt wird (98). Andererseits gibt es zum Schutz vor Radikalen im
Organismus  zahlreiche Schutzsysteme, wie die Superoxiddismutasen, Katalase,

Glutathionperoxidase, Glutathionreduktase (99). Die Superoxiddismutasen (SOD) initiieren
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den ersten Schritt der Radikaleliminierung durch die Umwandlung von Superoxidanionen zu
H,0,, welches im Anschluss durch Katalase und Glutathionperoxidase zu Wasser
transformiert wird (100,101). Drei Formen der SOD sind bekannt: die mitochondriale
MnSOD, die cytoplasmatische Cu/ZnSOD und die extrazellulire SOD (EcSOD). Kommt es
jedoch zu einer ibermiBigen Anhdufung freier Radikale, sind diese in der Lage, verschiedene
Molekiile zu oxidieren, wobei Proteine eines der Hauptziele der reaktiven Spezies darstellen
(100). Konsequenz der Oxidation ist die Bildung von Carbonylgruppen in den Seitenketten
der Proteine, welche durch Derivatisierung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazon im sogenannten
Oxiblot nachgewiesen werden konnen. Fiir die Untersuchungen zum oxidativen Stress wurden
in der Arbeit die Expressionen der genannten oxidativen und antioxidativen Enzyme sowie
die Carbonylgehalte der Proteine im Herzen ermittelt. Da die AGE-RAGE-Interaktion zu
erhohten ROS-Produktion fiihrt, konnte vermutet werden, dass mit Fehlen des RAGE-
Rezeptors die Produktion von ROS und Oxidation von Proteinen vermindert ist. Allerdings
zeigten sich zwischen den WT- und RAGE-KO-Méusen in den analysierten
oxidativen/antioxidativen Stressparametern keine Unterscheide im Herzen. Mdglicherweise
sind natiirlich vorhandene, geringe AGE-Mengen bei den jungen Tieren sowie die geringe
endogene kardiale RAGE-Expression bei den WT-Méusen ursdchlich fiir keine messbaren
Unterschiede. Eine direkte AGE-RAGE-induzierte ROS-Produktion konnte bisher auch nur
bei Vorhandensein hoher Mengen an AGEs gemessen werden (102). Allerdings konnten in
der vorliegenden Arbeit die geringeren Gehalte an MDA im Serum der RAGE-KO-Méuse auf
eine verminderte Lipidperoxidation hinweisen.

RAGE-KO-Miiusen zeigen hohere Gehalte an AGEs in Serum und Herz

Aufgrund der einfachen Handhabung hat sich die Fluoreszenzmessung als hdufig genutzte
Methode zur Messung von AGE-Gehalten etabliert (103,104). Bei der Messung der beiden
AGE-spezifischen Fluoreszenzen (330/405nm, 360/440nm) unterschieden sich die WT- und
RAGE-KO-Miéuse nicht voneinander, weder im Serum noch im Herzen. Allerdings konnten
bei den RAGE-KO-Méuse bei der Analyse spezifischer AGE-Modifikationen erhohte Gehalte
an AGE und Pentosidin im Serum sowie erhohte kardiale Arg-Pyrimidin-Gehalte im
Vergleich zu den WT-Tieren beobachtet werden. Bisher sind keine Daten in der Literatur liber
unterschiedliche AGE-Vorkommen in Serum- und Herz bei WT- und RAGE-KO-Maiusen
publiziert worden. Thikellis et al. konnten in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit
bei der Analyse von CML im Herzen von WT- und RAGE-KO-Méusen keine Unterschiede
finden (105). Moglicherweise ist bei Fehlen des RAGE-Rezeptors die Aufnahme von AGEs
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in die Organe eingeschriankt, was die hoheren Gehalte im Serum, jedoch nicht im Herzen,
erklaren wiirde.

RAGE-KO-Miiuse zeigen eine verminderte kardiale AGE-Rezeptor 2-Expression sowie
niedrigere Gehalte an Collagen 1al, Fibulin5 und Lipocalin2

Im Zusammenhang mit der Ausschaltung des RAGE-Rezeptor zeigten die RAGE-KO-Méuse
eine Senkung der AGE-Rezeptor 2-Expression im Herzen. Allerdings ist der AGE-Rezeptor 2
bis dato im RAGE-knockout Modell nicht weiter untersucht worden. Lediglich Soro-
Paavonen et al. analysierten in der Aorta von Apo-E- und RAGE-defizienten Méusen die
AGE-Rezeptor 2-Expression, konnten aber keine verdnderte Expression von AGE-Rezeptor 2
beobachten (102). Neben der verminderten kardialen Expression des AGE-Rezeptors 2 war
bei den RAGE-KO-Méusen die Expression der Fibrosemarker TGF-f 1, Collagen I und
Fibulin 5 im Vergleich zu den WT-Miusen vermindert. Ahnliche Beobachtungen machten
Tikellis et al., die ebenfalls signifikant geringere Expressionen von Collagen I/IV in Herzen
der RAGE-KO-Miuse, verglichen mit den WT-Tieren, zeigten (105). Durch Bindung an
RAGE konnen AGEs iiber die Induktion von TGF-B1 zu fibrotischen Verédnderungen, wie der
vermehrten Produktion von extrazelluldrer Matrix, beitragen (106,107). Aufgrund des
Knockout von RAGE scheint die durch AGEs induzierte und TGF-B1 vermittelte
Collagenexpression vermindert. Da die AGE-RAGE-Interaktion ebenso zu inflammatorischen
Verianderungen flihren kann, scheint ein verminderter Gehalt an Inflammationsmarkern bei
den RAGE-KO-Miusen theoretisch vorstellbar (108). So konnte fiir RAGE-KO-Méuse in den
Analysen tatsdchlich eine verminderte kardiale Expression des Inflammationsmarkers
Lipocalin2 beobachtet werden. Allerdings gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt keine

publizierten Untersuchungen iiber einen Zusammenhang von RAGE und Lipocalin 2.

4.2. Altersassoziierte Verdnderungen der zu analysierenden Parameter

Die Miiuse zeigen eine altersassoziierte Zunahme der AGE-spezifischen Fluoreszenz

Die Untersuchungen zur Messung der Fluoreszenz in Serum und Herzen der jungen und alten
Miuse bestétigen die Annahme einer Zunahme von AGE-Gehalten mit steigendem Alter.
Sowohl im Serum als auch im Herzen konnte eine signifikante Zunahme der AGE-
spezifischen Fluoreszenzen (330/405nm; 360/440nm) beobachtet werden. Li et al. konnten
bei FVB-Albinoméusen ebenfalls mit zunehmendem Alter im Herzen erhohte AGE-Gehalte
beobachten (109), jedoch deutlich stirker ausgeprigt. Mdoglicherweise spielen dabei

genetische Unterschiede der Mauslinien eine Rolle. Andererseits wurde eine andere
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Messmethodik verwendet. In dem Versuch von Li et al. wurde der AGE-Gehalt mittels Elisa
gegen CML bestimmt, wobei die Proteine vor der Messung verdaut werden. Wihrend in der
vorliegenden Arbeit mit der Methodik zur Proteinisolation wahrscheinlich priméar
modifizierte, grole Matrixproteine verloren gehen. Beim Nachweis definierter
Modifikationen mittels Dotblot der Tiere zeigte sich im Serum, {libereinstimmend zu den
Fluoreszenzdaten, eine signifikante Zunahme der Modifikationen CML, AGE, Pentosidin und
HNE. Im Herzen dagegen wurde lediglich im Western Blot eine Zunahme von
modifikationsunspezifischen AGEs gesehen. In anderen Studien konnte im Herzen mit
steigendem Alter jedoch auch die Zunahme von CML beobachtet werden (110,111),
allerdings durch Nachweis der CML-Modifikation mittels immunohistochemischen Methoden
und HPLC. Demnach zeigen die C57BL/6- und RAGE-KO-Miuse mit Zunahme des Alters
auch eine Zunahme der Modifikationen in Serum und Herz.

Mit zunehmendem Alter nimmt antioxidativen Abwehr ab und die Inflammation zu

Mit zunechmendem Alters kommt es zu einer Zunahme des oxidativen Stresses (109). Als
ursidchlich daflir wird eine Abnahme der antioxidativen Abwehr postuliert, insbesondere
aufgrund der verminderten Expression und Aktivitit von antioxidativen Enzymen (112). Auf
RNA-Ebene zeigten sich in dieser Arbeit keine Unterschiede in der kardialen Expression von
MnSOD und Cu/ZnSOD, wihrend Edwards et al. eine verminderte Expressionen der Gene in
Herzen von 25 Monate alten C57Bl/6-Mausen beobachten konnten (112). Auf Proteinebene
konnte jedoch eine signifikant gesenkte Expression beider Enzyme im Vergleich zu den
jungen Tieren gesehen werden, wie auch bei Edwards et al.. Aufgrund des erhohten
oxidativen Stresses kommt es mit zunehmendem Alter auch zu einer verstirkten
Inflammation. So zeigten Sato et al., im Vergleich zu jungen Tieren, in alten C57Bl6-Miusen
eine verstiarkte IL-6-Induktion nach Endotoxin-Abwehr (113). Erwartungsgemal zeigte sich
ein Anstieg in der kardialen Expression des Inflammationsmarkers Lipocalin 2 mit
steigendem Alter. Neben oxidativen Verdnderungen kommt es im Alter auch zu
Verdnderungen in der Zusammensetzung der Herzproteine. Dies wird sichtbar in einem Shift
der Myosin Heavy Chains von a-MHC zu B-MHC (114). Da die MHCs bei Sédugetieren zu
90% aus a-MHC bestehen, wird der Shift zu f-MHC als sensibler Marker fiir die Ausbildung
einer Hypertrophie angesehen (115,116). Die in der Arbeit eingesetzten Versuchstiere zeigten
erwartungsgemaf3 eine Abnahme von a-MHC bei gleichzeitiger Zunahme von B-MHC und
somit den Hinweis auf die Ausbildung einer altersbedingten Hypertrophie. Neben der

Veranderung der MHCs zeigte sich auch eine Zunahme der Expression des
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Hypertrophiemarkers a-Aktin. Fibrotische Verdnderungen konnten mit Zunahme des Alters

nicht beobachtet werden.

4.3. Einfluss von diitetisch verabreichtem Kaffee auf oxidativen Stress

und AGE-Modifikationen im Herz-Kreislaufsystem

Kaffee zeigte sowohl bei 330nm als auch 360nm eine erhohte Fluoreszenz im Vergleich zum
AGE-freien PBS. Nach 14 Tagen Kaffeefiitterung konnte nur eine erhdhte Fluoreszenz im
Serum bei 360nm/440nm nachgewiesen werden. Dies weist jedoch auf eine Aufnahme von
AGE-Strukturen aus dem Kaffee hin. Obwohl Kaffee auch eine erhohte Fluoreszenz bei
330nm/405nm zeigte, welche als spezifisch flir Pentosidin und Arg-Pyrimidin beschrieben
wurde (103), konnten mittels spezifischer Antikorper Pentosidin und Arg-Pyrimidin im
Kaffee nicht nachgewiesen werden (117). Dies ldsst vermuten, dass es weitere AGE-
Strukturen mit einer spezifischen Fluoreszenz bei 330nm/405nm im Kaffee zu geben scheint,
die wahrscheinlich vom Organismus Maus nicht oder in anderer Form aufgenommen werden.
Kurzzeit-Kaffeeextraktfiitterung fiihrt zu keiner Anreicherung von AGEs im Herzen

Dass AGEs nicht nur liber die Nahrung aufgenommen werden, sondern sich auch im Kdorper
anreichern, konnte bereits von Somoza et al. gezeigt werden (118). Nach 15-tégiger Fiitterung
von Ratten mit Pronyllysine und Malz konnten erh6hte AGE-Gehalte in den Nieren der Tiere
gesehen werden. Nach 14-tigiger Kaffeeextraktfiitterung konnte jedoch in der vorliegenden
Arbeit weder eine Anreicherung von fluoreszierenden AGEs noch der nicht-fluoreszierenden
Modifikationen CML und AGE in der Proteinfraktion des Herzens gesehen werden. Demnach
scheint die Fiitterung mit Kaffee zu keiner vermehrten AGE-Anreicherung im Herzen zu
fithren. Moglicherweise war der Fiitterungszeitraum fiir eine Akkumulation im Herzen nicht
ausreichend. Allerdings spricht eine Studie von Bartling et al. dagegen, die nach 14-tigiger
Fiitterung des identischen Kaffeeextraktes eine Anreicherung von unspezifischen AGEs im
Lungengewebe von Ratten zeigen konnten (119). Urséchlich dafiir konnte die im Vergleich
zum Herzen hohe Expression von RAGE in der Lunge sein, die zur Aufnahme der AGEs
fiihren konnte. Parallel dazu wire eine beschleunigte Ausscheidung der AGEs in gesunden
Organismen moglich. Dafiir spricht eine Studie von Bergmann et al., welche die Verteilung
von radioaktiv markiertem CML und CEL nach Injektion im Koérper von Ratten untersuchten
(120). Dabei zeigte sich nach 5 min eine starke Anreicherung von CML und CEL in der Niere
und Leber. Bei erneuter Messung nach 120min konnten 90% der verabreichten Dosen im Urin

wieder gefunden werden, was auf eine fast vollstindige Ausscheidung schliefen I&sst.
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Allerdings miissen die AGEs fiir die Ausscheidung die komplette Zirkulation durchlaufen.
Folglich erreichen sie mit dem Blutstrom auch das Herz und kdnnen auch ohne Anreicherung
iiber Bindung an Rezeptoren zelluldre Effekte ausiiben, die zu einer eventuellen Schidigung
oder auch zum Schutz des Herzens beitragen konnen. So fiihrte Kaffee nach Fiitterung zu
einer gesteigerten kardiale Lipidperoxidation in Form von erhdhten Gehalten an MDA und
HNE. In der Literatur wird Kaffee als Hemmer der Lipidperoxidation beschreiben (121,122).
Allerdings wird diese Wirkung vor allem dem Inhaltstoff Koffein zugesprochen (123). Der in
der Arbeit verwendete Kaffee lag jedoch in entkoffeinierter Form vor. Somit scheint der
schiitzende Effekt wegzufallen und die iibrigen Inhaltstoffe eher eine gegenteilige Wirkung zu
vermitteln.

Kaffeeextrakt hemmt antioxidative Enzyme und steigert Gehalt an Lipid-
peroxidationsprodukten in Herzen der RAGE-KO-Miiuse

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress in die Entstehung von
Herz-Kreislauferkrankungen involviert ist. Auch AGEs kénnen durch Bindung an RAGE
moglicherweise zu einer ROS-bedingten Schadigung beitragen. In der Literatur wird den
Melanoidinen im Kaffee jedoch eher eine antioxidative Wirkung sowie die Eigenschaft eines
Metall-Chelatbilders  zugeschrieben (124,125). Mit einer aus Kaffee isolierten
Melanoidinfraktion konnte eine Hemmung der Lipidperoxidation beobachtet werden (71).
Somoza et al. zeigten sowohl in vitro als auch in einem Fiitterungsversuch mit Ratten fiir das
in der vorliegenden Arbeit verwendete Kaffeeextrakt antioxidative Aktivitdt (126). In der
Kaffeefiitterungsstudie der vorliegenden Arbeit wurde lediglich in den Herzen der RAGE-
KO-Miuse eine signifikante Senkung der Expression der Cu/ZnSOD sowohl auf RNA- als
auch auf Proteinebene beobachtet. Diese verminderte Expression der Schutzenzyme konnte
auf verminderten oxidativen Stress hindeuten. Allerdings konnte gleichzeitig in den Herzen
der RAGE-KO-Tiere eine signifikante Erhohung der Lipidperoxidationsprodukte MDA und
HNE nach Kaffeefiitterung beobachtet werden. Da eine Hauptkomponente im Kaffee Lipide
darstellen, konnten beim Rostungsprozess vermehrt Lipidperoxidationsprodukte wie MDA
und HNE entstanden sein, die durch die Nahrungsaufnahme im Organismus angereichert
werden (127). Allerdings erklart dies nicht, warum die WT-Méduse keine adédquaten
Anreicherungen zeigten. Moglicherweise ist hier die Anzahl der Tiere der limitierende Faktor,
denn die WT-Miuse zeigen eine nicht-signifikante Zunahme von MDA um 11% und HNE
um sogar 31%. Die durch Kaffeemelanoidine verursachte Herunterregulierung der
Cu/ZnSOD-Expression in den RAGE-KO-Maiusen konnte ebenfalls durch mangelnden Schutz

zur verstirkten Lipidperoxidation beitragen. Jedoch ist unklar, warum dieser Effekt in
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Abwesenheit von RAGE auftreten sollte. Moglicherweise konnte die AGE-induzierte Bildung
von ROS bei Ausschalten des RAGE-Rezeptors auch iiber einen anderen Rezeptor fiir AGEs
vermittelt werden. So konnte bei den RAGE-KO-Méusen auf mRNA-Expressionsebene nach
Verabreichung von Kaffeeextrakt eine Erhohung der Expression von AGE-Rezeptor 2 um
30% beobachtet werden.

Kaffeeextrakt senkt die Expression von Hypertrophiemarkern und steigert die Expression
von Fibrosemarkern in Herzen der RAGE-KO-Miiuse

Kardiale Hypertrophie ist gekennzeichnet durch eine VergroBerung des Herzens infolge der
Zunahme des Zellvolumens ohne Zellteilung, um sich an eine physiologische Mehrbelastung
oder pathologische Uberbelastung anzupassen (128). Gleichzeitig erfolgen zahlreiche
Anderungen in der Genexpression. So ist typischerweise bei einer Hypertrophie die
Expression von B-MHC, a-Actin, Tropomyosin (Tpm) und ANF erhoht, wohingegen die
Expression von a-MHC vermindert ist (129,130). Im Rahmen der Hypertrophie sind haufig
auch fibrotische Verdnderungen zu beobachten, gekennzeichnet durch eine vermehrte Bildung
von perivaskuldrem und intestinellen Collagen resultierend in einer zunehmenden Versteifung
des Herzens (131). An der Entstehung der Fibrose sind neben Dehnungsreizen auch
Mediatoren wie Angiotensin I und TGF-B1 beteiligt. TGF-f1 induziert die Transformation
von Fibroblasten zu Myofibroblasten, welche darauthin verstarkt Kollagen produzieren (132).
In den Versuchen zeigten die RAGE-KO-Méuse auf der einen Seite eine Abnahme der
mRNA-Expression von ANF, a-Actin und Tropomyosin und auf der anderen Seite einen
signifikanten Anstieg der Fibrosemarker TGF-B1 und Collagen lal. Somit scheint der
verwendete Kaffee einer Hypertrophie entgegenzuwirken und andererseits profibrotisch zu
wirken. Eine potentiell schiitzende Wirkung von AGEs gegen Hypertrophie ist bis jetzt nicht
beschrieben worden. Dass AGEs moglicherweise Einfluss auf die Entstehung einer Fibrose
haben konnen, ist bereits bekannt. So fiihrte die Inkubation von renalen mesengialen Zellen
mit AGE-BSA zu einer vermehrten Kollagenproduktion (133). Ahnliche Effekte zeigten sich
nach Injektion von AGE-BSA in Rattennieren, die zu einer gesteigerten Expression von
Collagen IV und TGF-B1 fiihrten (134). Dass auch im Herzen AGEs auf fibrotische Vorgénge
einen Einfluss haben konnten, lassen Vergleiche von diabetischen und somit hohen AGE-
Gehalten und gesunden Rattenherzen vermuten (135). In den diabetischen Herzen konnten
erhohte Expressionen von Collagen und TGF-B1 im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
gefunden werden, was durch Einsatz der AGE-Crosslink-Breaker ALT-711 und C36
verhindert wurde. Interessant ist jedoch, warum all die genannten Verdnderungen nur in

Abwesenheit von RAGE auftreten. Ursachlich konnte eine unterschiedliche Futteraufnahme
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sein. Dagegen spricht die beobachtete Senkung der RAGE-mRNA-Expression durch Kaffee
in den Herzen der WT-Maiuse. Hierbei konnte es sich um einen Schutzmechanismus des
Herzen handeln, der durch Senkung der RAGE-Expression eine Aufnahme oder Wirkung von
AGEs aus dem Kaffee verhindert. Wenn RAGE jedoch bereits fehlt, kann das Herz nicht mit
einer Senkung als AGE-Antwort reagieren und die aufgenommenen AGEs konnen andere
Reaktionsmechanismen auslosen. Fiir eine genaue Aussage fehlen jedoch die

Expressionsgehalte von RAGE auf Proteinebene.

4.4. Einfluss von diatetisch verabreichter Brotkruste auf oxidativen Stress

und AGE-Modifikationen im Herz-Kreislaufsystem

Bei der Messung der AGE-spezifischen Fluoreszenzen im Serum zeigten sich Unterschiede
in Abhdingigkeit von der Fiitterungsdauer

Bei Analyse der Fluoreszenzen im Serum konnten nach Brotkrustenfiitterung fiir drei Tage
und auch vier Wochen signifikante Zunahmen der Fluoreszenzen beobachtet werden, was auf
eine Aufnahme von AGEs aus der Brotkruste hinweist. Dies entspricht den Ergebnissen der
Dotblot-Analysen von Ruhs (117) beziiglich der AGE-Modifikationen im Kaffee- und
Brotkrustenextrakt. Im Brotkrustenextrakt konnte im Gegensatz zum Kaffee Pentosidin
nachgewiesen werden. Da Pentosidin eine spezifische Fluoreszenz bei 330nm hat, liegt die
Vermutung nahe, dass im Serum der Tiere nach drei Tagen bzw. vier Wochen sich Pentosidin
angereichert hat. Entsprechend der Vermutung waren nach drei Tagen Fiitterung die Serum-
Gehalte von Pentosidin erhoht. Auf der anderen Seite hat auch Arg-Pyrimidin mit
330nm/405nm eine mit Pentosidine vergleichbare Fluoreszenzcharakteristik. In Dotblot-
Analysen war Arg-Pyrimidin im Serum nach drei Tagen Brotkrustenfiitterung jedoch
unverdandert und nach vier Wochen sogar vermindert. Auch die Gehalte der nicht-
fluoreszierenden AGEs im Serum (CML, AGE) zeigten mittels Dotblot keine Verdnderung
nach drei Tagen, obwohl diese Verbindungen nachweislich im Brotkrustenextrakt vorhanden
waren (136). Dagegen konnte eine Zunahme der Gehalte an 3-DG-Imidazolone nach drei
Tagen gesehen werden. Nach vier Wochen Brotdidt waren im Serum vermehrte Gehalte an
CML und MDA zu sehen, wihrend die Arg-Pyrimidingehalte vermindert war. Ahnliches
beobachteten auch Somoza et al. mit einer Abnahme des renalen CML-Gehaltes bei

gleichzeitiger Zunahme des MDA-Gehaltes nach sechs Wochen Brotkrustenfiitterung (137).
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Vier Wochen Brotkruste fiihrt zu einer kardialen geringen AGE-Anreicherung

Der Nachweis von AGE-Modifikationen im Herzen erfolgte zum einem mittels Messung
AGE-spezifischer Fluoreszenzen sowie AGE-spezifischer Antikdrper. Da im Western Blot
die Gefahr besteht, grole Proteine beim Transfer aus dem Gel auf die Membran zu verlieren,
wurde zusdtzlich auch der Dotblot zum Nachweis von Modifikationen im Herzen gewéhlt.
Interessanterweise zeigte sich im Dotblot nach drei Tagen eine Abnahme von Arg-Pyrimdin
im Herzen bei der WT- als auch RAGE-KO-Miusen, wihrend im Western Blot fiir WT-
Maiuse die Zunahme von Arg-Pyrimidin zu sehen war. Obwohl die AGE-Fluoreszenz im
Serum nachweislich erhoht war, konnte eine Anreicherung von fluoreszierenden AGEs im
Herzen nicht beobachtet werden, weder nach drei Tagen noch nach vier Wochen. Dies steht
im Widerspruch zu Ergebnissen von Bartling et al., die nach Brotkrustenfiitterung in den
Lungen von Ratten mittels Dot Blot eine Anreicherung von unspezifischen AGEs, CML, und
Arg-Pyrimidin sehen konnten (119). Jedoch erfolgte hier die Fiitterung {liber einen Zeitraum
von zwei Wochen. Ebenso konnten Somoza et al. eine Anreicherung von AGE, CML und
Pentosidin in der Niere, gemessen mittels Dotblot, nach 15-tdgiger Brotkrustenfiitterung
beobachten (118). Dass von dem aufgenommen Brotkrustenextrakt aber tatsédchlich im Herzen
etwas ankommt, zeigten die immunohistochemischen Untersuchungen nach 3 Tagen
Brotkruste. Bei den WT-Mausen konnte im Vergleich zur Kontrolle eine eindeutig stiarkere
CML-Farbung 1im  Schnitt gesehen werden. Moglicherweise ist ein léngerer
Fiitterungszeitraum notwendig flir die Modifikation von grofen Proteinen. So zeigte sich bei
den Dotblot-Analysen nach vier Wochen Fiitterung eine Zunahme von Arg-Pyrimidin. Bei
den RAGE-KO-Méusen konnte auBerdem eine Zunahme von AGE und MDA im Herzen
beobachtet werden. Ursédchlich fiir eine kaum sichtbare CML-Anreicherung mittels Western
Blot und Dotblot im Herzen konnte wiederum eventuell die Prédparationsmethode zur
Proteinisolation aus dem Gewebe sein. So muss davon ausgegangen werden, dass bei der
angewendeten Technik vor allem grof3e Proteine wie Collagen, und dabei insbesondere AGE-
modifizierte quervernetzte Proteine, bei der Préparation verloren gehen. Eventuell besitzt das
Herz aber auch, im Vergleich zu anderen Organen, Schutzmechansimen vor der ibermifBigen
Anreicherung von AGEs im Herzen, wie die Senkung der RAGE-Expression.

Die Ergebnisse zeigen, dass AGEs aus der Brotkruste vom Organismus aufgenommen
werden, jedoch fiihren drei Tage noch zu keiner nennenswerten Anreicherung von AGEs im

Herzen. Erst nach 4 Wochen kommt es zu ersten erhdhten Einlagerungen.
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Kurzzeitfiitterung der Brotkruste zeigt eine antioxidative Wirkung

In einer Studie von Lindenmeier et al. konnten in vitro antioxidative und chemopréventive
Eigenschaften der Brotkruste nachgewiesen werden (138). Im Rahmen derselben Studie
konnte Pronyllysin als verantwortliche Hauptkomponente fiir die schiitzenden Eigenschaften
identifiziert werden. Somoza et al. gelang es schlieBlich auch, in vitro den Nachweis fiir die
protektiven Effekt der Brotkruste zu erbringen (118). So konnte eine Induktion von
chemopriaventiven Enzymen nach 15-tdgiger Brotkrustendidt in der Leber von Ratten
beobachtet werden sowie eine erhohte antioxidative Kapazitit in der Niere. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass Brotkruste auch im Herzen antioxidativ
wirksam ist. Nach drei Tagen Fiitterung konnte im Herzen eine signifikante Zunahme der
MnSOD-Expression, bei gleichzeitiger Abnahme der Expression von Cu/ZnSOD, ecSOD und
gp91phox beobachtet werden. Die Zunahme der MnSOD und Abnahme der Cu/ZnSOD
konnten auch auf Proteinebene bestétigt werden. Demnach scheint Brotkruste nach drei Tagen
die ROS-Bildung durch Minderung der Expression der NADPH-Untereinheit gp91phox zu
senken und gleichzeitig die Expression des Schutzenzyms MnSOD zu steigern. Dass die
Expression der Cu/ZnSOD und ecSOD gleichzeitig gesenkt wurde, konnte auf eine
Brotkrusten-bedingte Senkung des oxidativen Stresses hinweisen. Erstaunlicherweise sind die
Effekte nach vier Wochen Brotkrustenfiitterung nicht mehr sichtbar. Lediglich die gesteigerte
MnSOD-Expression ist noch messbar. Moglicherweise handelt es sich um einen
Adaptationsmechanismus des Herzens, um das Gleichgewicht von ROS und antioxidativer
Abwehr wieder herzustellen.

Vier Wochen Brotkrustendiiit fiihren zu einem Anstieg des Niichternblutzuckers bei den
WT-Miusen

Nach vier Wochen Brotkrustenfiitterung hatten nur die WT-Maéduse signifikant hohere
Blutzuckerspiegel im Vergleich zu den Kontrollen, was nach drei Tagen nicht beobachtet
werden konnte. Erhohte Blutzuckerspiegel treten im Rahmen von Diabetes mellitus auf.
Ursachen sind dabei eine verminderte Insulinproduktion durch die B-Zellen des Pankreas oder
eine herabgesetzte Wirkung von Insulin in der Peripherie (139). Dass AGEs moglicherweise
einen Einfluss auf die Entstehung oder Ausprigung einer Insulinresistenz haben, zeigten
Versuche von Hofmann et al. (140). Durch eine AGE-arme Erndhrung konnte in einem
Mausmodel fiir Ubergewicht und Diabetes die Insulinsensitivitit verbessert werden. Dass der
Effekt nicht schon nach drei Tagen sichtbar war, kdnnte an der Dauer der Intervention liegen,
die noch nicht ausreichend zur Auspragung der erhohten Blutzuckerspiegel war. Da AGEs

iiber die Bindung an RAGE eine verstirkte Expression zahlreicher proinflammatorischer
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Molekiile und die Produktion von ROS induzieren, konnte erklaren, warum die RAGE-KO-
Maiuse keine erhohten Blutzuckerspiegel zeigten. So zeigten Lim et al. in Pankreaszellen eine
Induktion der Apoptose durch AGEs, die nach Blockierung von RAGE gehemmt war (141).
Aufgrund des Fehlens des RAGE-Rezeptors bei Knockout-Tieren bleibt mdglicherweise die
Schidigung durch ROS und Inflammation aus.

Nur die WT-Miuse zeigen kurzfristige anti-fibrotische Verinderungen

Brotkruste scheint einen kurzfristigen antifibrotischen Effekt auf das Herz auszuiiben, der
wahrscheinlich in Abhédngigkeit von RAGE auftritt. So zeigten die WT-Mause im Gegensatz
zu den RAGE-KO-Maiusen nach drei Tagen Fiitterung signifikant verminderte Expressionen
von Collagen I und III, Fibulin 5, o-Aktin, und ANF. Die Expressionssenkung der
Fibrosemarker durch Brotkruste konnte bereits in vitro beobachtet werden (74). Nach
Inkubation von primdren kardialen Fibroblasten aus Herzen von C57Bl/6-Maiusen fiihrte
Brotkruste zu einer verminderten Expression von Collagen I/IIl, Fibulin 5 und a-Aktin.
Allerdings handelt es sich dabei wahrscheinlich nur um einen Kurzzeiteffekt, denn die
fibrotischen Veranderungen waren in vivo nach vier Wochen nicht mehr vollsténdig zu sehen.
Lediglich die Senkung der Expression von Collagen III und Fibulin 5 war noch bei den WT-
Mausen zu beobachten, wihrend die RAGE-KO-Tiere wiederum keine Verdanderung zeigten.
Die RAGE-KO-Maiuse zeigten jedoch bereits niedrigere Expressionen von Collagen l1al und
Fibulin ohne Behandlung mit Brot. Allerdings war nach vier Wochen Fiitterung auch eine
signifikante Senkung der RAGE-Expression bei den WT-Méusen zu beobachten.
Moglicherweise handelt sich hier um einen Adaptationsmechanismus, denn nach drei Tagen

Fiitterung war die RAGE-Expression der WT-Maiuse unverindert.

4.5. Einfluss einer fettreichen Diit auf oxidativen Stress und AGE-

Modifikationen im Herz-Kreislaufsystem

Das metabolische Syndrom und seine Folgen stellt eines der wachsenden Probleme in der
modernen Gesellschaft dar (142,143). Besonders das zunehmende Ubergewicht der
Bevolkerung und daraus resultierendes Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, stellen das
Gesundheitssystem vor ein schwerwiegendes, kostenintensives Problem. Als ursédchlich fiir
die zunehmende Zahl der libergewichtigen Menschen wird der so genannte Western Lifestyle
gesehen, gekennzeichnet durch mangelnde Bewegung und eine Erndhrung mit hohen
Gehalten an Fett und Kohlenhydraten (144). Auch eine erhohte endogene AGE-Bildung,
resultierend aus der Aufnahme der Fette, wird durch die fettreiche Didt induziert (145).
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Moglicherweise spielen AGEs, neben den Fettsduren, auch eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung einer Insulinresistenz. So zeigten Hofmann et al. eine verbesserte
Insulinsensitivtit in db/db-Méausen nach Senkung der AGE-Aufnahme (146).

Die hochkalorische, fettreiche Diidit fiihrte zur Auspriigung eines metabolischen Syndroms
In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass eine so genannte Hoch-Fett-Didt bei
C57Bl/6-Mausen zu einer signifikanten Gewichtszunahme fiihrt (147,148). Dabei konnte
bereits nach nur sechs Wochen Diit das Gewicht der Tiere signifikant erh6ht werden (149).
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte nach vier Monaten Didt eine signifikante
Gewichtszunahme beobachtet werden. Dabei unterschieden sich C57B1/6 (WT)- und RAGE-
KO-Maiuse nicht in der Gewichtszunahme. Dagegen beobachteten Tikellis et al. bei den
RAGE-KO-Miusen eine signifikant hohere Gewichtszunahme im Vergleich zu den C57Bl/6-
Maiusen (105). Allerdings war der Fettgehalt (21% der Gesamtenergie aus Fett) der dort
verwendeten Didt weitaus geringer. Demnach scheint RAGE in der vorliegenden Arbeit
keinen Einfluss auf die Gewichtszunahme durch eine hochkalorische Diédt zu haben. Neben
dem Korpergewicht wurden auch die Organgewichte (Herz, Leber, Lunge, Niere) ermittelt.
Dabei zeigte sich flir die Leber eine Zunahme des Gewichtes durch die fettreiche Diét. So war
die Ratio Lebergewicht/Kdorpergewicht bei den WT-Mausen unveréndert und bei den RAGE-
KO-Miusen sogar erhoht im Vergleich zur Kontrolle. Eine Zunahme der Lebergewichte nach
fettreicher Didt wurde bereits in der Literatur beschrieben (150,151). Dass sich dabei die
Gewichtszunahme auf die Leber beschrinkt, konnten auch Costford et al. bei C57Bl/6-
Maiusen beobachten (152). Die Zunahme der Lebergewichte weist auf eine Einlagerung von
Fett in dem Organ hin. Jedoch wurden im Rahmen der Arbeit keine Untersuchungen zum
Fettgehalt der Leber durchgefiihrt, somit kann auch keine eindeutige Aussage dazu erfolgen.
Verbunden mit der Gewichtszunahme tritt bei der Ausbildung des metabolischen Syndroms
meist auch eine Zunahme der Blutzucker- sowie Insulinspiegel im Plasma auf, was auf eine
gesteigerte Insulinsekretion und verminderte Insulinsensitivitidt schlieBen ldsst und damit
ursichlich fiir die Ausbildung von Diabetes mellitus ist (149,150,153). Dabei konnten Raher
et. al. schon nach neun Tagen Diédt mit 60% Energie aus Fett signifikant erhohte Blutzucker-
und Insulinwerte im Plasma von C57Bl/6-Médusen beobachten (154). Erwartungsgemal
zeigten auch die WT- und RAGE-KO-Miuse signifikant erhohte Blutzuckerspiegel nach
viermonatiger Fettdidt. Ebenso zeigten beide signifikant erhdhte Insulinspiegel nach Fettdidt,
allerdings erreichten die RAGE-KO-Maiuse der Fettgruppe vierfach hohere Insulinlevel als
die WT-Méuse. Zum einen lassen die erhohten Blutzuckerspiegel, bei gleichzeitig erhdhten

Insulingehalten, auf eine Insulinresistenz der Tiere infolge der fettreichen Didt schlieBen. Zum
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anderen scheint RAGE hier im Gegensatz zur Brotfiitterung einen Einfluss auf die
Auspragung einer Insulinsensitivitit zu haben. Fiir genauere Aussagen bedarf es jedoch
weiterer Untersuchungen.

Ein weiteres Merkmal des metabolischen Syndroms ist das Auftreten einer Dyslipiddmie
(155,156). Gekennzeichnet ist diese durch eine Hypertriglyceridimie, erhohte LDL-
Cholesterin- sowie verminderte HDL-Cholesteringehalte (157,158). Aufgrund dessen wurden
im Rahmen der Arbeit die Plasmakonzentrationen von Triglyceriden (TG) und
Gesamtcholesterin der Tiere ermittelt. Dabei zeigten sowohl WT- als auch RAGE-KO-Maiuse
signifikant erhdhte TG- und Cholesterinkonzentrationen nach Fettdidt im Vergleich zu ihren
Kontrollen. Die als Triglyceridnormwert angegeben 71mg/dl fiir die von Jackson Laboratory
bezogenen C57Bl/6-Méuse wurden nach Fettfiitterung in beiden Gruppen mit 90-94mg/dl
eindeutig tiberschritten und weisen damit auf die Entstehung einer Hypertriglyceriddmie hin
(159). Auch bei Bestimmung des Gesamtcholesterins im Plasma der Tiere zeigte sich bei
beiden Tiergruppen eine signifikante Zunahme infolge der Fettdidt. Allerdings hatten die
RAGE-KO-Tiere bereits in der Kontrollgruppe signifikant hohere Cholesterinwerte als die
WT-Maiuse. Nicht nur die Kontrollen der RAGE-KO-Maiuse hatten hohere Gehalte, sondern
auch nach Fettfiitterung zeigten die Tiere einen viel stdrkeren Anstieg der
Cholesterinkonzentrationen im Vergleich zu den WT-Mausen. Demnach scheint RAGE neben
dem Insulinstoffwechsel auch im Cholesterinstoffwechsel eine Rolle zu spielen.
Zusammenfassend lésst sich sagen, dass sowohl die WT- als auch die RAGE-KO-M4use nach
Vier Monaten Fettdidt ein deutliches metabolisches Syndrom entwickeln, welches
gekennzeichnet ist durch Adipositas, Insulinresistenz und Dyslipiddmie. Die RAGE-KO-
Miuse zeigten dabei eine stirkere Ausprigung der Symptome, was auf einen moglichen
Einfluss von RAGE bei der Entstehung des metabolischen Syndroms schlie3en 14sst.

Die Fettdidt fiihrte zu keiner erhohten AGE-Aufnahme und messbaren kardialen AGE-
Anreicherung

Gegen eine direkte Aufnahme von AGEs aus der fettreichen Diét spricht zum einen die nach
Didt im Serum gefundene paradoxe Abnahme der AGE-spezifischen Fluoreszenz bei
330nm/405nm und zum anderen auch die Abnahme der Gehalte an Arg-Pyrimidin und 3-DG-
Imidazolon. Ebenso fiihrt die Didt trotz des langen Fiitterungszeitraumes zu keiner
Anreicherung von messbaren AGEs im Herzen. Im Gegensatz zur hiesigen Studie zeigten
Ratten nach 12 Wochen high-fat-Diidt eine signifikant erh6hte Serum-AGE-Fluoreszenz bei
350nm/450nm, sowie erhohte AGE-Gehalte im Herzen und der Leber (145). Allerdings ldsst

sich eine AGE-Aufnahme und auch AGE-Anreicherung nicht vollkommen ausschlieen, da
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eventuell auch noch nicht identifizierte und nachweisbare AGE-Strukturen aufgenommen
werden konnen. Ebenso konnte auch hier die Probengewinnung ursdchlich fiir eine nicht
nachweisbare AGE-Anreicherung im Herzen sein. Auch die Einlagerung der AGEs im
Fettgewebe, als Schutzmechanismus vor einer Einlagerung im Herzen, wire denkbar.
Allerdings wurden im Fettgewebe keine Untersuchungen zur AGE-Akkumulation
durchgefiihrt. Was jedoch auf eine vermehrte AGE-Anreicherung hindeutet, ist die Zunahme
der Expression von drei AGE-bindenden Rezeptoren: AGE-Rezeptor 1 und 2 sowie
Scavencer Rezeptor 1 (Srbl). Es ist bekannt, dass die Rezeptorexpression mit den AGE-
Gehalten korreliert und eine Zunahme der AGEs auch zu einer Zunahme der Expression
dieser Rezeptoren fiihrt (160,161). Diesen Rezeptoren wird im Gegensatz zu RAGE aber
eher eine Funktion bei der Detoxifizierung und Beseitigung von AGEs zugesprochen
(162,163,164). Vor allem der AGE-R1 soll die AGE-vermittelte ROS-Bildung und
Inflammtion hemmen (165,166). So zeigten AGE-R1-Uberexpressionsmiuse nach fettreicher
Diat verminderte Serum-AGE-Gehalte, verstiarkte antioxidative Reserven und waren resistent
gegeniiber Hyperglykédmie im Vergleich zu ihren Kontrolltieren (167). Moglicherweise erkléart
dies, dass sich keine AGEs im Herzen anreichern, da sie direkt liber die AGE-Rezeptoren
wieder eliminiert wurden.

Die fettreiche Diiit fiihrt zu oxidativen Verinderungen unabhdingig von RAGE

Zahlreiche Studien zeigen, dass eine fettreiche Erndhrung und damit verbundene Adipositas
zu einer erhohten myokardialen Lipidperoxidation und oxidativen Schéddigungen fiihrt
(168,169). So weisen auch in der vorliegenden Arbeit die gesteigerte Expression der
Cu/ZnSOD, die vermehrte Carbonylgruppenbildung und die erhdhten MDA-Gehalte im
Herzen auf erh6hten oxidativen Stress hin. Eine erhohte Carbonylformation im Herzen, nach
einer high-fat Diét konnten Ballal et al. ebenfalls bei Wister-Ratten beobachten (170). Vincent
et al. konnten zeigen, dass fiir die gesteigerte myokardiale Lipidperoxidation eine gesteigerte
Herztitigkeit und damit ROS-Produktion sowie erhohte Lipidgehalte als Substrate fiir die
Lipidperoxidation ursichlich sind (169). Da in den vorliegenden Experimenten keine AGE-
Anreicherung nach Fiitterung der Fettdidt zu sehen war, bleibt die Frage offen, ob auch in der
Diét enthaltene oder endogen gebildete AGEs iiber eine Interaktion mit RAGE zum Anstieg
des oxidativen Stresses beitragen oder nicht. Der Theorie entsprechend, hitte man fiir die
RAGE-KO-Miuse keinen erhohten oxidativen Stress erwartet, wenn AGEs iiber Bindung an
RAGE zu der gesteigerten ROS-Produktion beitragen. Wahrscheinlich ist die vermehrte ROS-
Produktion eher eine Folge der gesteigerten B-Oxidation durch die erhohte Lipidaufnahme.

Bei den Expressionsanalysen der antioxidativen Enzyme zeigten sich unterschiedliche
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Ergebnisse fiir WT- und RAGE-KO-Maéuse. Wéhrend die WT-Méuse mit einer signifikanten
Abnahme der Expression von MnSOD und Cu/ZnSOD reagierten, zeigte sich bei den RAGE-
KO-Mausen ein Anstieg der beiden Enzymexpressionen, der ebenfalls auf Proteinebene zu
sehen war. Was verantwortlich fiir dieses Auftreten ist, ist unklar, denn beide zeigten erhdhten
oxidativen Stress in Form des Anstieges der Carbonylgruppen im Herzen, was zunéchst auf
eine Induktion der antioxidativen Schutzsysteme schlieBen ldsst. Allerdings werden in der
Literatur beide Ereignisse beschrieben. So konnte nach Cortisongabe in Rattenherzen eine
erhohte Protein- und Lipidoxidation bei gleichzeitiger Abnahme der SOD-Aktivitit
beobachtet werden (171). Auch infolge einer fettreichen Didt zeigten Ratten eine Zunahme
des kardialen oxidativen Stresses mit gleichzeitiger verminderter SOD-Aktivitit (172).
Wohingegen in einem Rattenmodel fiir Ubergewicht im linken Ventrikel die Aktivitit der
MnSOD bei gleichzeitiger Zunahme der Lipidperoxidation erhdht war (168).

Gesteigerte Inflammation tritt infolge von erhdhtem oxidativen Stress auf. So konnte auch fiir
den Inflammationsmarker Lipocalin 2 eine Induktion der kardialen Expression bei Miusen in
Folge von erh6htem oxidativen Stress durch Ionen-Bestrahlung gezeigt werden (173). Neben
erhohtem oxidativen Stress wurde auch im Falle der Herzinsuffizienz eine gesteigerte kardiale
Lipocalin 2-Expression gezeigt (174). Obwohl es im Falle der hier gefiitterten Fettdidt zur
Induktion von oxidativen Stress kommt, zeigte sich eine paradoxe Abnahme der Lipocalin 2
Expression.

RAGE-KO-Miiuse zeigen nach Fettdiiit fibrotische Verinderungen im Herzen

Bekannt ist, dass bei einem durch fettreiche Erndhrung induzierten metabolischen Syndroms
auch kardiovaskuldre Verdanderungen auftreten konnen. So kam es bei Ratten nach acht-
wochiger high-fat Didt zum Auftreten einer myokardialen perivaskuldren Fibrose (175).
Ebenso zeigten C57Bl/6-Méuse nach sechs Monaten fettreicher Erndhrung eine kardiale
Fibrose mit vermehrter Collagenproduktion (176). Tikelis et al. konnten nach Fettdiat
ebenfalls signifikant erhohte Expressionen von Collagen I und IV bei den C57Bl/6-WT-
Maiuse zeigen, welche allerdings bei den RAGE-KO-Maiusen nicht zu sehen waren (105). In
der vorliegenden Arbeit zeigte sich das gegenteilige Bild. Vor allem die RAGE-KO-Méuse
reagierten auf die fettreiche Erndhrung mit einer Expressionserhohung von Collagen I und III
und einem Anstieg der f-MHC-Expression. Neben der f-MHC-Expressionssteigerung konnte
bei den RAGE-KO-Méusen auch eine erhohte Expression von ANF gesehen werden. Eine
erhohte Expression von ANF bei kardialer Hypertrophie konnte bereits in fritheren Studien
beobachtet werden (177). Demnach zeigen die RAGE-KO-Maiuse im Gegensatz zu den WT-

Mausen, neben einer pro-fibrotischen, auch hypertrophe Verdnderungen unter Fettdit.
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4.6. Einfluss von Laufradtraining auf oxidativen Stress und AGE-
Modifikationen im Herz-Kreislaufsystem von alten CS57Bl/6 und
RAGE-KO-Miusen

Da AGEs irreversibel gebildet werden, kommt es mit zunehmendem Alter zu einer
Anreicherung im Organismus. Besonders Proteine mit einem geringen Turnover, wie
Collagen und Laminin, sind von AGE-Modifikationen betroffen. Durch die Ausbildung von
so genannten Crosslinks, filhren AGEs in Organen mit hohem Anteil an langlebigen
Proteinen, wie dem Herz, zu einer zunehmenden Versteifung und verminderter Elastizitét,
resultierend in einer eingeschridnkten Funktion. Demnach kann vermutet werden, dass mit
Senkung des AGE-Gehalts auch eine altersbedingte Versteifung des Herzens vermindert
werden kann. Dass dies prinzipiell moglich ist, zeigten Studien mit Aminoguanidin. Durch
Behandlung mit dem Inhibitor der AGE-Bildung, konnte eine altersbedingte Versteifung der
Aorta verhindert werden (178). Da bekannt ist, dass auch sportliche Aktivitit zu einer
verbesserten Herzfunktion beitragt (179), sollte in der vorliegenden Arbeit iiberpriift werden,
ob Sport im hohen Alter eine mogliche Intervention zur Reduktion von AGE-Gehalten in
Serum und Herzen darstellt.

RAGE-KO-Miiuse sind aktiver im Vergleich zu den C57Bl/6 (WT)-Mdiusen

Ein weitldufig verwendetes Model zur Untersuchung des Einflusses von korperlicher
Aktivitét ist der Einsatz eines Laufrads (180,181). Dazu werden die Tiere in Einzelhaltung
gesetzt und ihr natiirlicher Laufimpuls durch das Vorhandensein eines Laufrades angeregt.
Die 24 Monate alten WT-Méuse legten am Tag durchschnittlich eine Strecke von 2,3km
zuriick, wohingegen die RAGE-KO-Maéuse ca. 2,7km/d liefen. Netea et al. zeigten, dass
weibliche C57Bl/6-Miuse im Alter von 6-8 Monaten durchschnittlich 3,2 km/d liefen,
wihrend de Waard et al. bis 7km/d fiir ihre 12 Wochen alte WT-Tiere beobachteten
(182,183). Da mit zunehmendem Alter der Tiere auch ihre Leistungsfahigkeit abnimmt,
konnte dies die verhdltnisméBig geringen Strecken erkldren (184). Durrant et al. konnten bei
jungen B6D2F1-Méusen eine durchschnittlich gelaufenen Strecke von sogar 12km/d messen,
wihrend alte Miuse gerade einmal lkm/d absolvierten (185). Neben der durchschnittlich
langeren Strecke, zeigten die RAGE-KO-Méuse im Mittel auch eine hohere
Laufgeschwindigkeit als die WT-Méduse und scheinen somit aktiver zu sein. Das bestétigen
auch die Ergebnisse von Sakatani et al., die mittels verschiedener Standardtest zur

Uberpriifung des Verhaltens C57B1/6- und RAGE-KO-Méuse verglichen haben (186). Dabei
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wurde ebenfalls eine h6here Aktivitit fiir die RAGE-KO-Méuse beobachtet, besonders in der
Dunkelphase des 12 Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus. Durch die Laufradintervention wurde
das Korpergewicht nicht beeinflusst, was die Ergebnisse von Durrant et al. bestétigt, wonach
bei B6D2F1-Miusen nach 14 Wochen Laufradtraining ebenfalls keine Anderung des
Korpergewichtes zu sehen war.

AGE: s reichern sich im Alter and und konnen durch Sport vermindert werden

Durch die Messung der AGE-spezifischen Fluoreszenz in Serum und Herzen der Maiuse
konnte die Annahme einer altersbedingten Zunahme der AGE-Gehalte bestitigt werden.
Sowohl im Herzen als auch im Serum zeigten die alten Tiere eine erhohte AGE-spezifische
Fluoreszenz im Vergleich zu den Jungtieren. Nach viermonatigem Laufradtraining konnten
die AGE-Gehalte im Serum sowohl bei den WT- als auch bei den RAGE-KO-Maéusen
signifikant gesenkt werden. Ahnliche Ergebnisse erzielten Boor et al. in adipdsen Zucker-
Ratten. Nach zehn Wochen Laufbandtraining zeigten diese eine Senkung der Plasma-AGE-
Fluoreszenz (187). Durch das Training konnten auBerdem die AGE-Gehalte in der Niere
vermindert werden, wohingegen bei der vorliegenden Studie lediglich die WT-Méuse eine
signifikante Senkung der kardialen AGE-Fluoreszenz bei 360nm/440nm zeigten. Allerdings
konnte auch bei den RAGE-KO-Méusen eine Tendenz zur Abnahme beobachtet werden.
Moglicherweise spielt die Art des Trainings eine Rolle. Die Tiere im Versuch liefen
freiwillig, wohingegen die Ratten ein gezieltes und moglicherweise effizienteres Programm
absolvierten. So scheint jedoch bereits eine moderate Bewegung zur Senkung der AGE-
Gehalte im hohen Alter beizutragen. Jedoch ist die AGE-Senkung gemessen mittels
Fluoreszenz, nicht beim Nachweis von spezifischen Modifikationen (CML, AGE, Arg-
Pyrimidin, 3-DG-Imidazolone, Pentosidin, MDA) im Dotblot sowie Western Blot
nachvollziehbar. Da es jedoch eine unerschopfliche Anzahl an Modifikationen gibt, aber nur
fiir einen Bruchteil Antikorper zur Identifizierung zur Verfiigung stehen, besteht die
Moglichkeit, dass mittels Fluoreszenz die Abnahme zahlreicher unbekannter Modifikationen
nachgewiesen wurde.

WT und RAGE-KO-Miuse zeigen moderate oxidative Reaktionen auf das Laufradtraining
Bekannt ist, dass Sport zu Beginn zu einer vermehrten Produktion von ROS fiihrt (188),
wiéhrend es bei einer ldngerfristigen Bewegung zur Aktivierung von Abwehrsystemen, wie
den SODs, kommt und damit zur Abnahme des oxidativen Stresses (Hormesis-Theorie) (190).
So konnte bei den RAGE-KO-Maiusen eine signifikante Senkung der Carbonylgehalte im
Herzen beobachtet werden infolge der dreimonatigen Laufradintervention. Die WT-Méuse

zeigten ebenfalls eine Abnahme, die womdglich aufgrund der geringen Versuchtieranzahl
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nicht signifikant war. Im Gegensatz dazu zeigten die WT-Méduse einen Anstieg der HNE-
Addukte im Herzen. Die Expression der antioxidativen Enzyme wurde durch den Sport kaum
beeinflusst. Lediglich die MnSOD-Expression stieg signifikant in den Herzen der RAGE-KO-
Miuse an. Auch die WT-Méuse zeigten eine nicht signifikante Zunahme von 25%. Ahnliche
Beobachtungen machten Lawler et al. mit alten Ratten, bei denen nach 12 Wochen
Laufbandtraining in Herzen eine erhdhte MnSOD-Expression ohne Anderung der Cu/ZnSOD-
Expression nachgewiesen werden konnte (189). Gleichzeitig nahm der Gehalt an Hydroxiden
und HNE-Addukten ab, was auf verminderten oxidativen Stress hinweist. Die Abnahme der
oxidativen Verdnderungen ist mdglicherweise auch eine Folge der geringen
Trainingsintensitidt. Die Tiere konnten nach eigenem Ermessen ohne vorgeschriebenes
Trainingsprogramm laufen, was letztlich als moderate Form der Bewegung bewertet werden
kann. So demonstrierten Lovlin et al., dass intensives Laufbandtraining die Gehalte an MDA
ansteigen ldsst, wihrend bei moderater Bewegung die Gehalte unverdndert waren und
Training mit geringer Intensitét sogar eine Abnahme bewirkte (191).

Eine verstarkte Inflammation wird ebenfalls im Zusammenhang mit Sport postuliert. Da auch
eine Aktivierung von RAGE zu akuter Inflammation fiihren kann, lag die Vermutung nahe,
dass RAGE-KO-Miuse keine Inflammation durch korperliche Aktivitdt zeigen (192). Die
Vermutung wird erhértet durch Untersuchungen von Méusen mit Streptotozin-induziertem
Diabetes und doppeltem Knockout von ApoE und RAGE (193). Die Méuse ohne RAGE
zeigten niedrigere Gehalte an proinflammatorischen Markern, wie VCAM-1 und MCP-1. Zur
Uberpriifung der Hypothese wurde die Expression des Inflammationsmarkers Lipocalin 2
bestimmt. Dabei zeigte sich eine Induktion der Expression im Herzen der WT-Méuse nach
viermonatigem Laufradtraining, welche bei den RAGE-KO-Méusen nicht beobachtet werden
konnte. Demnach scheint auch hier die erhohte Inflammation iiber RAGE vermittelt zu
werden. Allerdings ist Lipocalin 2 bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht als RAGE-
induzierbares Gen bekannt.

Ein héufig auftretendes Phdnomen bei Ausdauersportlern ist das Auftreten einer
physiologischen Hypertrophie (194). Gekennzeichnet ist diese vor allem durch eine
VergroBerung des Herzens. In der vorliegenden Arbeit, wurden zur Uberpriifung einer Sport-
induzierten Verdanderung am Herzen der Tiere, Genexpressionen spezifischer Hypertrophie-
und Fibrosemarker ermittelt. Die WT-Méuse zeigten dabei keine Anderung in der Expression
der untersuchten Marker, wohingegen die RAGE-KO-Méuse einen Anstieg der Expressionen
von B-MHC und Collagen 1 zeigten. Ahnliche Beobachtungen machten Thomas et al., welche

einen Anstieg in der Expression von Collagen I und III in Rattenherzen nach zehn Wochen
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Training auf dem Laufband zeigten (195). In einer weiteren Studie mit Ratten konnte auch die
Zunahme der Expression der MHCs nach acht Wochen Laufbandtraining beobachtet werden
(196). Allerdings ist unklar, warum nur die RAGE-KO-Maiuse die genannten Veridnderungen
zeigten. Eine mogliche Erklirung konnte die Tatsache der groBeren Laufbereitschaft sein.
Moglicherweise ist dies mit einer hoheren Trainingsintensitit gleich zusetzen und somit mit
groBeren Trainingseffekten. Da aufgrund des hohen Alters jedoch die Versuchstierzahl
begrenzt war und wihrend des Versuchszeitraumes ein Teil der Tiere verstorben ist, kann
auch eine zu geringe Tierzahl statistisch signifikante Ergebnisse verhindern. Denn die Anzahl
der Tiere in den WT-Gruppen lag zwischen fiinf und sechs, wihrend die RAGE-KO-Gruppen
acht bis neun Tiere beinhalteten. AuBerdem zeigten die RAGE-KO-Miuse bereits im
Ruhezustand signifikant geringere Gehalte an Collagenl und B-MHC und erreichten nach

dem Sport erst das Genexpressionsniveaus der WT-Kontrolltiere.

Ausblick

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die AGE-Zufuhr iiber die drei gewdihlten
Nahrungsquellen in den Versuchszeitrdumen zu keiner iibermafligen AGE-Akkumulation im
Herzen des gesunden Organismus beitrdgt. Um auszuschleiB3en, dass eine AGE-Anreicherung
methodisch-bedingt nicht nachweisbar war, wéren anschlieBende Arbeiten mit anderen
Proteinpriparationsmethoden sinnvoll, um den Verlust groer Proteine zu minimieren sowie
immunohistochemische Untersuchungen zum AGE-Gehalt. Ferner konnte eine Fiitterung iiber
einen ldngeren Zeitraum (sechs Monate) angedacht werden, um eine Langzeitaufnahme von
hohen AGE-Mengen zu symbolisieren. Weiterfilhrende Arbeiten zur antioxidativen
Wirksamkeit der Kurzzeitfiitterung mit Brotkruste wiren ebenfalls denkbar. Moglicherweise
konnte die Brotkrustengabe in vivo eine Intervention zum Schutz vor oxidativen Stress in

Form von Ischdmie/Reperfusion bei Operationen am Herzen darstellen.
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S. Zusammenfassung

Advanced glycation endproducts (AGEs) entstehen bei der nicht-enzymatischen Reaktion von
reduzierenden Zuckern mit freien Aminogruppen von Proteinen oder Lipiden. Eine
Akkumulation von AGEs findet mit zunehmendem Alter und unter pathophysiologischen
Zustanden (Diabetes mellitus, Nierenerkrankung) statt. Dies resultiert durch die Ausbildung
von sog. Crosslinks in einer Versteifung von intestinalem und vaskulirem Gewebe. Ebenso
sind AGEs, nach Interaktion mit dem Receptor for advanced glycation endproducts (RAGE),
in der Lage, zu einer vermehrte ROS-Produktion und Induktion proinflammatorischer
Zytokine und damit Entwicklung einer eingeschrankten Herzfunktion beizutragen. Dass auch
eine exogene AGE-Zufuhr iiber die Nahrung zu erhohten AGE-Gehalten im kranken
Organismus beitragen, konnte mehrfach beobachtet werden. Ob jedoch im Herz-
Kreislaufsystem des gesunden Organismus Nahrungs-AGEs zu einer Akkumulation und somit
Funktionsbeeintrachtigung beitragen, ist bisher nicht bekannt. Zur Beantwortung der
Fragestellung wurden in der vorliegenden Arbeit unterschiedliche Nahrungsquellen fiir die
Aufnahme und endogene Bildung von AGEs (Kaffee, Brotkruste, Fett) gewdhlt und diese
iiber verschiedene Zeitrdume gesunden C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-Maiusen diitetisch
verabreicht. Die mit dem Alter auftretende Akkumulation von AGEs wird ebenfalls mit der
Entstehung einer eingeschriankten Herzfunktion assoziiert. Ob diese Anreicherung mittels der
Intervention Sport beeinflusst werden kann, sollte in einem vierten Versuchsansatz durch
Laufradtraining von alten Mausen untersucht werden.

Im Versuchansatz 1 erfolgte eine 14-tdgige Fiitterung einer mit AGE-reichem Kaffee
angereicherten Didt an 15 Monate alten C57Bl/6 (WT)- und RAGE-KO-Maiausen. Die
Fiitterung fiihrte zu keiner Akkumulation von AGEs im Herzen der Tiere. Lediglich bei den
RAGE-KO-Miusen konnte die Aufnahme von AGEs im Serum durch eine erhohte
Fluoreszenz bei 360/440nm und einen Anstieg der Arg-Pyrimidingehalte beobachtet werden.
Ebenso zeigten sie eine erhohte kardiale Lipidperoxidation (MDA, HNE) bei verminderter
Cu/ZnSOD Expression sowie Anzeichen fiir fibrotische Verdnderung, gekennzeichnet durch
eine Expressionssteigerung von TGF-B1 und Collagen lal. Gleichzeitig konnte eine Senkung
der Expression der Hypertrophiemarker ANF, a-Aktion und Tropomyosin 1 bei den RAGE-
KO-Miusen beobachtet werden. Die C57B1/6 (WT)-Mause zeigten lediglich eine Abnahme
der RAGE-Expression, als moglichen Schutzmechanismus.

Fir Versuchansatz 2 diente als Quelle fiir Nahrungs-AGEs Brotkruste. Drei Monate alte
Versuchstiere wurden iiber einen Zeitraum von drei Tagen bzw. vier Wochen gefiittert. Nach

drei Tagen konnte eine antioxidative Wirkung der Brotkruste bei den C57B16-Mausen, durch
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Senkung der gp9l1phox Expression bei gleichzeitiger Expressionserhdhung der MnSOD,
beobachtet werden. Die RAGE-KO-Tiere zeigten nur eine Senkung der Cu/ZnSOD-
Expression als Zeichen fiir verminderten oxidativen Stress. Bei den WT-Tieren konnte eine
kardiale Anreicherung von AGEs immunohistochemisch durch CML-Nachweis gezeigt
werden sowie molekularbiologisch durch Zunahme von Arg-Pyrimidin und 3-DG-
Imidazolon. Die Senkung der kardialen Expression von Collagen I/III, Fibulin 5 und TGF-f 3
deutet auf eine antifibrotische Wirkung hin, sowie die Abnahme der Marker MHC, ANF und
a-Aktin auf eine antihypertrophe Wirksamkeit. Nach vier Wochen waren die beobachteten
Effekte nur noch in abgeschwichter Form zu sehen. Lediglich Collagen III und Fibulin 5
zeigten noch eine signifikante Expressionssteigerung im Herzen der WT-Méiuse bei
gleichzeitiger Expressionsverminderung des RAGE-Rezeptors. Eine AGE-Aufnahme in das
Serum und Akkumulation im Herzen (AGE, MDA) war nur noch bei den RAGE-KO-Maiusen
nachweisbar. Moglicherweise findet nach vier Wochen eine Adaptation an die hohe AGE-
Zufuhr statt.

Eine high-fat Didt mit 60% Energie aus Fett wurde als potentielle Nahrungsmittelquelle fiir
eine endogene AGE-Bildung in Versuchsansatz 3 drei Monate alten C57Bl/6 und RAGE-
KO-Maiusen verabreicht. Nach Beendigung der 14-wdchigen Fiitterung, konnte bei allen
Tieren die Ausbildung eines metabolischen Syndroms beobachtet werden, gekennzeichnet
durch Adipositas, erhohte Blutzucker- und Insulinspiegel sowie eine Hypertriglyzeriddmie.
Eine AGE-Anreicherung im Serum sowie im Herzen konnte nicht gesehen werden. Sowohl
C57Bl/6- als auch RAGE-KO-Maiuse zeigten vermehrten oxidativen Stress in Form von
erhohten Carbonylgehalten im Herzen. Dagegen konnte die Induktion zahlreicher AGE-
Rezeptoren (AGE-Rezeptor 142, Scavenger Rezeptor 1) vor allem bei den RAGE-KO-
Maiusen beobachtet werden sowie eine Induktion profibrotischer Gene (Collagen I/IIT).

Fiir Versuchsansatz 4 wurden C57B1/6- und RAGE-KO-Maéuse im Alter von 24-26 Monaten
gewihlt. Mittels der Intervention Sport, in Form von Laufradtraining iiber drei Monate, sollte
der Einfluss der Intervention Sport auf die altersbedingte Akkumulation von AGEs im
Herzkreislaufsystem untersucht werden. Dabei zeigten die RAGE-KO-Méuse eine hohere
Laufbereitschaft als die C57Bl/6 (WT)-Maéduse. Mittels Sport konnten die Serum- und
kardialen Gehalte an fluoreszierenden AGEs vermindert werden. Des Weiteren zeigten die
RAGE-KO-Méuse eine erhohte Expression der antioxidativ wirksamen MnSOD bei
gleichzeitiger Verminderung der kardialen Carbonylgehalte und somit oxidativ verénderten
Proteinen. Die WT-Méuse hingegen zeigten lediglich eine Erhohung der Expression des

Inflammationsmarkers Lipocalin 2.
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Summary

Advanced glycation endproducts (AGEs) are molecules formed from the nonenzymatic
reaction of reducing sugars with free amino groups of proteins or lipids. AGEs accumulate
with increasing age and under pathophysiological conditions (diabetes mellitus, nephropathie)
which results in an increasing stiffness of vessel walls. Otherwise, AGEs are ablo to induce
the production of ROS and inflammatory cytokines by binding to the receptor of advanced
glycation endproducts (RAGE). Previous studies have shown that AGEs from food could
increase the body pool under pathophysiological conditions. If food-derived AGEs increase
the AGE content in cardiovascular system of a healthy organism is still unknown. For
answering these question three different sources of food-AGEs (coffee, bread crust high-fat)
were fed to healthy C57B1/6 (WT) mice and RAGE-knockout (RAGE-KO) mice for different
periods. The accumulation of AGEs with increasing age is also associated with limited heart
function. If the age-related accumulation could be influenced by wheel running was analysed
in the fourth experiment.

In experiment 1 15 month old C57Bl/6 mice and RAGE-KO mice were fed an coffee-
enriched diet for 14 days. Coffee diet does not increase the cardiac AGE-content. Only
RAGE-KO mice showed increased cardiac content of lipidperoxidation products (MDA,
HNE) whereas Cu/ZnSOD expression diminished, as well as fibrotic changes with increased
expression of TGF-f 1 and collagen lal. Furthermore the RAGE-KO mice showed reduced
expression of the markers for hypertrophy ANF, a-actin and tropomyosin 1. C57Bl/6 mice
showed only diminished cardiac RAGE expression.

In the second experimental approach bread crust was used as source for food-derived
AGEs. Three month old mice were fed over a period of three days or rather four weeks. After
three days bread crust feeding antioxidative effects in hearts of C57Bl/6 mice were seen by
reduced gp91phox expression and concurrently increased MnSOD expression. RAGE-KO
mice showed only reduced oxidative stress by reduced expression of Cu/ZnSOD.
Immunohistochemical an accumulation of CML-adducts could be seen in hearts of C57Bl/6
mice as well as an increase in arg-pyrimidin and 3-DG-imidazolone. The reduced cardiac
expression of collagen I/I11, fibulin 5 and TGF-B3 indicates for an antifibrotic effect as well as
reduced expression of MHC, ANF and a-actin for an antihypertrophic effect. After four
weeks this effects were alleviated. Only the expression of collagen III and fibulin 5 was still
reduced significant in hearts of C57Bl/6 mice as well as the RAGE expression. After four
weeks bread crust feeding intake of AGEs and accumulation (MDA, AGE) in heart could only
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be seen in RAGE-KO mice. Possibly after four weeks an adaption to high AGE.intake takes
place.

A high-fat diet with 60% energy from fat was used as food source for an endogenous AGE-
formation in the third experimental approach. At the beginning of the experiment mice
were at the age of three month. After 14 weeks diet all experimental animals displayed
metabolic syndrome with adipositas, increased blood glucose and insulin levels as well as
hypertriglyceridemia. In serum and heart no AGE accumulation could be seen. C57B1/6 mice
as well as RAGE-KO mice showed increasing oxidative stress in heart by raised content of
carbonyl groups. In contrast an induction of numerous AGE receptors (AGE receptor 142,
scavenger receptor 1) was seen especially in hearts of RAGE-KO mice. Furthermore RAGE-
KO mice showed an induction of profibrotic genes collagen I/IIL.

In experiment 4 C57Bl1/6 and RAGE-KO mice at the age of 24-26 month were used. By four
month wheel running intervention the effects of sport on age-related AGE accumulation in the
cardiovascular system should be analysed. Thereby RAGE-KO mice showed higher activity
as C57Bl/6 mice. Via wheel running AGE-specific fluorescence was reduced in serum and
heart protein of both mice. In addition RAGE-KO mice showed an increased expression of
antioxidative enzyme MnSOD and at the sam time an reduced content of carbonyl groups and
therefore oxidative modified proteins. However C67B1/6 mice showed only an increase in the

expression of inflammation marker lipocalin 2.
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7.  Anhang

Tabelle Al.: AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz der Mause nach 14-tigiger Kaffeefiitterung

AGE-spezifische Fluoreszenz Kontrolle Kaffee p-Wert
Serum

330nm/405nm 1,00 + 0,2 1,08 + 0,3 0,28
360nm/440nm 1,00 +£ 0,2 1,19+0,2 0,022
Herz

330nm/405nm 1,00 + 0,2 0,96 +0,2 0,54
360nm/440nm 1,00+ 0,3 0,99 +0,2 0,96

MW + SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle A2.: kardiale mRNA- und Proteinexpression oxidativer Marker nach 14-tdgiger Kaffeefiitterung

Kontrolle Kaffee p-Wert

mRNA-Expression

MnSOD 1,00+0,15 0,96 += 0,10 0,35
Cu/ZnSOD 1,00 £ 0,15 0,95 + 0,09 0,16
ecSOD 1,00 £ 0,26 0,87 +£0,27 0,13
Cp 1,00 £ 0,15 0,92 + 0,24 0,21
gp91phox 1,00+ 0,21 0,98 +£0,33 0,89
Proteinexpression

MnSOD 1,00 + 0,40 1,20 £ 0,31 0,24
Cu/ZnSOD 1,00 + 0,30 0,92 +0,32 0,48
Oxiblot 1,00 £ 0,40 0,83 +£0,36 0,31

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe
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Tabelle A3.: mittels Dotblot und Western Blot bestimmte Proteinexpressionen der untersuchten AGE-
Modifikationen in Serum und Herz der Mause nach Kaffeefiitterung

Kontrolle Kaffee p-Wert
Proteinexpression
AGE-Modifikationen
Dotblot Serum
CML 1,00 = 0,30 1,01 £0,27 0,91
MDA 1,00 £ 0,22 0,97 £ 0,20 0,66
AGE (S006593) 1,00 = 0,17 1,09 +£ 0,21 0,12
3-DG-Imidazolone 1,00 + 0,44 0,94 + 0,33 0,62
Arg-Pyrimidin 1,00 £ 0,32 1,23 +£0,53 0,12
Western Blot Herz
CML 1,00 = 0,20 0,86 0,21 0,28
MDA 1,00 + 0,19 1,25+0,28 0,03 *
AGE (S006593) 1,00 = 0,24 0,80 +0,12 0,03 *
3-DG-Imidazolone 1,00+ 0,17 0,77 £ 0,20 0,024 *
HNE 1,00+0,14 1,39+ 0,38 0,015 *

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); WT als Kontrolle 1,0 gesetzt; n=20 je Gruppe

Tabelle A4.: mRNA-Expression der mittels PCR untersuchten Gene in den Herzen der Miuse nach 14-tigiger
Kaffeefiitterung

Kontrolle Kaffee p-Wert
mRNA Expression
AGE Rezeptoren
AGERI1 1,00+0,2 0,99 +0,2 0,93
AGER2 1,00+ 0,3 1,17+0,3 0,054
AGER3 1,00+0,3 0,84 +0,2 0,06
Srbl 1,00 £0,2 1,05+0,2 0,56
Hypertrophie
a-MHC 1,00+ 0,2 0,91 £0,2 0,09
B-MHC 1,00+0,3 0,94 +0,2 0,37
ANF 1,00 £0,2 0,88+ 0,1 0,04 *
a-Aktin 1,00+0,3 0,85+0,2 0,08
Tropomyosinl 1,00 £0,2 0,92 +0,2 0,15
Fibrose
Collagen lal 1,00 £ 0,4 1,25+0,5 0,16
Collagen 3al 1,00 £ 0,3 0,99 + 0,4 0,91
Fibulin5 1,00+0,3 0,98 £0,2 0,73
TGF-p1 1,00+ 0,4 1,07 +0,4 0,60
TGF-B3 1,00+ 0,2 0,96 0,3 0,62
Inflammation
Lipocalin2 1,00 +0,3 0,97+0,3 0,75

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe
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Tabelle AS.: AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz der Mause nach dreitégiger Brotkrustenfiitterung

AGE-spezifische Fluoreszenz Kontrolle Brot p-Wert
Serum

330nm/405nm 1,00 £0,3 1,25+0,2 4,3*%107
360nm/440nm 1,00+ 0,3 1,34 +0,2 3,1*¥107
Herz

330nm/405nm 1,00 + 0,2 0,96 + 0,1 0,23
360nm/440nm 1,00 + 0,2 1,00 £0,2 0,99

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle A6.: kardiale mRNA- und Proteinexpression oxidativer Marker nach dreitdgiger Brotkrustenfiitterung

Kontolle Brot p-Wert
mRNA-Expression
MnSOD 1,00+0,3 1,16 +0,2 0,02 *
Cu/ZnSOD 1,00+ 0,2 0,85+0,1 0,006 *
ecSOD 1,00+0,3 0,84 +0,2 0,02 *
Cp 1,00 £0,3 0,88 £0,2 0,11
gp91phox 1,00 £0,3 0,86 +0,1 0,02 *
Proteinexpression
MnSOD 1,00+ 0,3 1,20+0,3 0,03 *
Cu/ZnSOD 1,00+0,2 0,81 +0,2 0,01 *
Oxiblot 1,00 +0,3 0,93 £0,2 0,003 *

MW =+ SD; WT als Kontrolle 1,0 gesetzt; * signifikanter Unterschied zur WT-Gruppe (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle A7.: mittels Dotblot und Western Blot bestimmte Proteinexpressionen der untersuchten AGE-
Modifikationen im Serum und Herz der Mause nach dreitdgiger Brotkrustenfiitterung

Kontrolle Brot p-Wert
Proteinexpression
AGE-Modifikationen
Dotblot Serum
CML 1,00+ 0,2 0,96 0,2 0,44
AGE (S006593) 1,00 £0,2 1,10+0,3 0,11
3-DG-Imidazolone 1,00+ 0,3 1,12+0,2 0,048 *
Pentosidin 1,00 £ 0,2 1,18 +£0,3 0,046 *
Arg-Pyrimidin 1,00+ 0,2 1,09+0,3 0,45
Western Blot Herz
CML 1,00+ 0,4 0,80 +0,3 0,17
MDA 1,00 +£0,3 1,03+0,3 0,77
AGE (S006593) 1,00+ 0,3 0,98 £0,3 0,85
3-DG-Imidazolone 1,00 +£0,5 1,44 £0,5 0,03 *
Arg-Pyrimidin 1,00 £0,3 1,12+0,3 0,75

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe
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Tabelle A8.: kardiale mRNA-Expression der untersuchten Gene nach dreitigiger Brotkrustenfiitterung

Kontrolle Brot p-Wert
mRNA Expression
AGE Rezeptoren
AGERI 1,00 +£0,3 0,86 +0,2 0,11
AGER2 1,00 £0,3 0,82+0,3 0,034 *
AGER3 1,00+ 0,6 0,79 £0,4 0,15
Srbl 1,00 £0,3 0,88 +0,2 0,08
Hypertrophie
a-MHC 1,00 £ 0,2 0,86 +0,2 0,02 *
B-MHC 1,00 +0,3 0,97 £0,3 0,75
ANF 1,00 £0,3 0,78 +0,2 0,003 *
a-Aktin 1,00+ 0,7 0,77 £ 0,4 0,14
Tropomyosinl 1,00+ 0,3 0,84 +0,2 0,054
Fibrose
Collagen lal 1,00 £ 0,4 0,74+0,3 0,015 *
Collagen 3al 1,00+ 04 0,72 +0,2 0,014 *
Fibulin5 1,00+0,3 0,86 +0,2 0,08
TGF-B1 1,00+ 0.4 0,87 +£0,3 0,25
TGF-B3 1,00+ 0,2 0,87+ 0,1 0,02 *
Inflammation
Lipocalin2 1,00+ 0,3 1,19+0,3 0,06

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle A9.: AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz der Méuse nach 4 Wochen Brotkrustenfiitterung

AGE-spezifische Fluoreszenz Kontrolle Brot p-Wert
Serum

330nm/405nm 1,00+ 0,3 1,26 + 0,4 0,024 *
360nm/440nm 1,00 £0,3 1,31+ 04 0,012 *
Herz

330nm/405nm 1,00 +£ 0,2 0,92 +0,1 0,14
360nm/440nm 1,00 +0,1 1,03 +£0,1 0,19

MW =+ SD;* signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe
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Tabelle A10.: kardiale mRNA- und Proteinexpression oxidativer Marker nach 4 Wochen Brotkrustenfiitterung

Kontolle Brot p-Wert
mRNA-Expression
MnSOD 1,00 £ 0,2 1,21 +0,3 0,03 *
Cu/ZnSOD 1,00+ 0,2 1,04 £0,3 0,57
ecSOD 1,00+ 0,2 0,95+0,2 0,43
Cp 1,00+ 0,2 1,04 +0,2 0,54
gp91phox 1,00 £0,2 0,99 +0,2 0,91
Proteinexpression
MnSOD 1,00 £ 0,4 0,93 +04 0,53
Cu/ZnSOD 1,00+ 04 1,10+£0,3 0,46
Oxiblot 1,00+ 0,3 1,15+04 0,35

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle All.: mittels Dotblot und Western Blot bestimmte Proteinexpressionen der untersuchten AGE-
Modifikationen in Serum und Herz der Miuse nach 4 Wochen Brotkrustenfiitterung

Kontrolle Brot p-Wert
Proteinexpression
AGE-Modifikationen
Dotblot Serum
CML 1,00 £ 0,1 1,13+0,2 0,04 *
AGE (S006593) 1,00 +0,2 0,96 0,2 0,54
3-DG-Imidazolone 1,00+0,3 1,05+ 04 0,65
MDA 1,00 £ 0,1 1,10+ 0,2 0,04 *
Arg-Pyrimidin 1,00 +£0,2 0,78 +0,2 0,003 *
Western Blot Herz
CML 1,00 = 0,4 1,30+ 0,3 0,83
MDA 1,00+ 0,3 1,08 £0,3 0,45
AGE (S006593) 1,00 £ 0,1 1,15+ 0,4 0,27
Arg-Pyrimidin 1,00 +0,3 1,30+ 0,3 0,02 *

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe
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Tabelle A12.: kardiale mRNA-Expression der untersuchten Gene nach 4 Wochen Brotkrustenfiitterung

Kontrolle Brot p-Wert
mRNA Expression
AGE Rezeptoren
AGERI 1,00+ 0,2 0,96 +0,2 0,54
AGER2 1,00 £ 0,2 1,12+0,2 0,08
AGER3 1,00+ 0,4 0,97 £0,4 0,82
Srbl 1,00 £0,3 1,03+0,2 0,70
Hypertrophie
a-MHC 1,00 £ 0,2 1,16 £0,3 0,054 *
B-MHC 1,00+ 0,2 1,15+0,2 0,022 *
ANF 1,00 £0,3 0,93 +0,3 0,43
a-Aktin 1,00 +0,3 0,91 £0,3 0,37
Tropomyosinl 1,00+ 0,2 1,07 +0,3 0,39
Fibrose
Collagen lal 1,00 £ 0,6 1,30 £ 0,6 0,16
Collagen 3al 1,00+ 04 0,88 £ 0,4 0,34
Fibulin5 1,00+ 0,2 0,80+ 0,2 0,02 *
TGF-B1 1,00 +0,3 1,11 £04 0,33
TGF-B3 1,00+ 0,3 1,05+0,3 0,53
Inflammation
Lipocalin2 1,00 £ 0,4 1,12+0,4 0,37

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle A13.: AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz der Méuse nach viermonatiger Fettfiitterung

AGE-spezifische Fluoreszenz Kontrolle Fett p-Wert
Serum

330nm/405nm 1,00 +£ 0,2 1,03 +0,2 0,61
360nm/440nm 1,00 £0,3 0,92+0,2 0,27
Herz

330nm/405nm 1,00 +£ 0,1 1,01 £0,1 0,68
360nm/440nm 1,00 +0,1 1,06 £0,2 0,19

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe
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Tabelle A14.: kardiale mRNA- und Proteinexpression oxidativer Marker nach viermonatiger Fettfiitterung

Kontolle Fett p-Wert
mRNA-Expression
MnSOD 1,00 £ 0,1 0,98 0,1 0,58
Cu/ZnSOD 1,00 £ 0,1 0,96 + 0,1 0,37
ecSOD 1,00 £ 0,4 0,99 £0,3 0,98
Cp 1,00 £ 0,1 0,98 + 0,1 0,71
gp91phox 1,00 £0,2 1,06 £0,3 0,37
Proteinexpression
MnSOD 1,00 £0,3 1,17+ 04 0,09
Cu/ZnSOD 1,00+ 0,3 1,29+0,2 0,0004 *
Oxiblot 1,00 + 0,4 1,49 £0,5 0,004 *

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle A15.: mittels Dotblot und Western Blot bestimmte Proteinexpressionen der untersuchten AGE-
Modifikationen im Serum und Herz der Méuse nach viermonatiger Fettfiitterung

Kontrolle Fett p-Wert
Proteinexpression
AGE-Modifikationen
Dotblot Serum
CML 1,00 £ 0,2 0,94 +0,1 0,21
AGE (S006593) 1,00+ 0,2 0,99 £0,2 0,84
MDA 1,00 £ 0,1 1,01 +£0,1 0,81
Imidazolon 1,00 £0,2 0,83 +0,3 0,04 *
Arg-Pyrimidin 1,00 £ 0,2 0,79 +0,2 0,0009 *
Western Blot Herz
CML 1,00 +0,3 0,96 0,3 0,68
MDA 1,00 £ 0,4 0,73 +0,3 0,02 *
HNE 1,00 +0,3 0,86 +0,2 0,11
AGE (5006593) 1,00+ 0,5 1,03+0,4 0,83
3-DG-Imidazolone 1,00 +£0,5 0,92+0,5 0,63
Arg-Pyrimidin 1,00 +0,3 1,12+0,3 0,23

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe



Anhang

122

Tabelle A16.: kardiale mRNA-Expression der untersuchten Gene nach viermonatiger Fettfiitterung

Kontrolle Fett p-Wert
mRNA Expression
AGE Rezeptoren
AGERI 1,00+ 0,2 1,18+0,2 0,03 *
AGER2 1,00+ 0,4 1,64 +£0,5 0,0001 *
AGER3 1,00+ 0,4 0,94 £0,4 0,61
Srbl 1,00+ 0,4 1,34 +0,2 0,003 *
Hypertrophie
a-MHC 1,00 £ 0,2 1,01 £0,2 0,91
B-MHC 1,00+ 0,2 0,96 +0,2 0,52
ANF 1,00 £0,3 0,94 £0,3 0,52
a-Aktin 1,00+ 0,6 0,91 £0.4 0,49
Tropomyosinl 1,00 £0,2 1,04 £0,2 0,54
Fibrose
Collagen lal 1,00+ 0,3 1,05+0,3 0,67
Collagen 3al 1,00 £ 0,8 1,25+0,7 0,31
Fibulin5 1,00+0,3 0,93+0,3 0,47
TGF-B1 1,00+ 0,2 0,99 £0,3 0,92
TGF-B3 1,00+ 0,2 1,03+0,3 0,59
Inflammation
Lipocalin2 1,00 £ 0,4 0,77+0,2 0,04 *

MW =+ SD; * signifikanter Unterschied zur Kontrolle (p<0,05); n=20 je Gruppe

Tabelle A17.: AGE-spezifische Fluoreszenz in Serum und Herz von jungen (3 Monate) und alten (24 Monate)

C57B1/6-Miusen

AGE-spezifische Fluoreszenz jung alt p-Wert
Serum

330nm/405nm 1,00 £ 0,2 1,20 £ 0,1 0,0008 *
360nm/440nm 1,00 £0,2 1,19+ 0,1 0,0005 *
Herz

330nm/405nm 1,00 £ 0,1 1,17£0,1 2,85%107 *
360nm/440nm 1,00 £ 0,1 1,09+ 0,1 0,004 *

MW =+ SD; Gruppe jung als Kontrolle 1,0 gesetzt; * signifikanter Unterschied zur Gruppe jung, (p<0,05);

n=20 je Gruppe
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Tabelle A18.: kardiale mRNA- und Proteinexpression oxidativer Marker von jungen (3 Monate) und alten (24
Monate) C57Bl/6-Mausen

jung alt p-Wert
mRNA-Expression
MnSOD 1,00 £ 0,1 0,92 +0,1 0,18
Cu/ZnSOD 1,00+ 0,2 0,91 +0,1 0,25
ecSOD 1,00 £0,2 1,14+0,2 0,33
Cp 1,00 £ 0,1 1,04 +£0,2 0,82
gp91phox 1,00 £ 0,1 0,99 +0,2 0,96
Proteinexpression
MnSOD 1,00 £0,3 0,72+0,2 0,024 *
Cu/ZnSOD 1,00 £0,3 0,73+0,3 0,04 *

MW =+ SD; Gruppe jung als Kontrolle 1,0 gesetzt; * signifikanter Unterschied zur Gruppe jung (p<0,05);
n=20 je Gruppe

Tabelle A19.: mittels Dotblot und Western Blot bestimmte Proteinexpressionen der untersuchten AGE-
Modifikationen im Serum und Herz von jungen (3 Monate) und alten (24 Monate) C57Bl/6-Mausen

jung alt p-Wert
Proteinexpression
AGE-Modifikationen
Dotblot Serum
CML 1,00 £0,2 1,40 £ 0,2 0,01
AGE (S006593) 1,00+ 0,1 1,37+0,2 0,02 *
HNE 1,00 £0,2 1,33+0,3 0,04 *
Imidazolon 1,00 £0,2 1,23 +£0,3 0,35
Pentosidin 1,00+ 0,1 1,43 +£0,3 0,04 *
Western Blot Herz
CML 1,00 +0,3 1,20+0,2 0,50
MDA 1,00 £0,2 1,20+ 0,4 0,67
HNE 1,00+ 0,2 0,90 + 0,1 0,46
AGE (5006593) 1,00 £0,2 1,28 £ 0,4 0,02 *

MW =+ SD; Gruppe jung als Kontrolle 1,0 gesetzt; * signifikanter Unterschied zur Gruppe jung (p<0,05);
n=20 je Gruppe
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Tabelle A20.: kardiale mRNA-Expression der untersuchten Gene von jungen (4 Monate) und alten (24 Monate)

C57Bl1/6-Miusen

jung alt p-Wert
mRNA Expression
AGE Rezeptoren
AGERI 1,00 +0,3 0,90 +0,2 0,47
AGER2 1,00 £0,2 1,15+0,2 0,11
AGER3 1,00 £ 0,5 0,68 £0,3 0,11
Srbl 1,00 £0,2 1,18 +£0,3 0,25
Hypertrophie
a-MHC 1,00 £ 0,1 0,88 +0,1 0,04 *
B-MHC 1,00 +0,3 1,43+0,2 0,002 *
ANF 1,00+ 0,3 0,92+0,2 0,47
a-Aktin 1,00 +£0,3 0,70+ 0,2 0,03 *
Tropomyosinl 1,00 £0,2 0,85+0,2 0,11
Fibrose
Collagen lal 1,00+ 0,3 0,75+0,2 0,08
Collagen 3al 1,00 £ 0,1 0,80 +0,3 0,07
Fibulin5 1,00+ 0,2 1,18 +0,3 0,19
TGF-B1 1,00+ 0.4 1,02+0,3 0,87
TGF-B3 1,00+ 0,2 0,96 +0,2 0,56
Inflammation
Lipocalin2 1,00+ 0,4 1,96+ 0,5 0,0002 *

MW =+ SD; Gruppe jung als Kontrolle 1,0 gesetzt; * signifikanter Unterschied zur Gruppe jung (p<0,05);

n=20 je Gruppe
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im Herzen von WT- und RAGE-KO-Maiusen mit und ohne Fettdidt (MW =+
SD; * signifikant vs. Kontrollgruppe (p<0,05))
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Herzen (B) von WT-Méiusen und RAGE-KO Maéusen mit und ohne Fettdiét
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Beispiel eines Laufprofils einer RAGE-KO-Maus tiber 24 Stunden
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