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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Hintergrund: Im Kontext der Herzinsuffizienz werden verschiedene neurohumorale
Systeme aktiviert, unter anderem der Sympathikus mit einer Kkontinuierlichen
Katecholaminenfreisetzung. Wahrend dies zunachst die verringerte Herzleistung
kompensiert, tragt eine chronische Uberstimulation durch strukturelle und funktionelle
Veranderungen zur Progression der Herzinsuffizienz bei, insbesondere bei reduzierter
Ejektionsfraktion. Ferner fuhrt die Sympathikusaktivierung zur Lipolyseinduktion im
Fettgewebe, was weiter zum Fortschreiten der Erkrankung beitragen kann. Kurzlich
wurde gezeigt, dass eine Verringerung der Fettgewebslipolyse durch eine
adipozytenspezifische Deletion des Schlisselenzyms Adipozyten-Triglycerid-Lipase
(ATGL) vor der Entwicklung einer druckinduzierten Herzinsuffizienz bei Mausen schuitzt.
In der vorliegenden Studie wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass die
pharmakologische Inhibition der Fettgewebslipolyse durch Atglistatin, einem
adipozytenspezifischen ATGL-Inhibitor, einen Katecholamin-induzierten Herzschaden
positiv beeinflusst.

Methoden: Der Katecholamin-vermittelte Herzschaden wurde in 129/Sv-Mausen durch
viertagige subkutane Injektionen von Isoproterenol (ISO) induziert. Die orale Behandlung
mit Atglistatin oder Kontrollfutter wurde funf Tage zuvor begonnen und bis zum Ende des
Versuchs fortgesetzt. Zwei und zwolf Tage nach der letzten 1ISO-Applikation wurde der
Herzschaden mittels Echokardiographie einschlieBlich Speckle-Tracking-Technik,
(Immun-)Histologie, Western Blot und RT-gPCR analysiert. Mechanistische
Untersuchungen umfassten die massenspektrometrische Lipidomanalysen von Serum
und Herzgewebe sowie Experimente in einem in vitro Modell zum kardialen Einfluss von
Adipozyten.

Ergebnisse: Langfristige Analysen zwoOIf Tage nach ISO zeigten eine ausgepragte
subendokardiale Fibrose, einen beeintrachtigten globalen longitudinalen Strain sowie
eine pro-fibrotische Geninduktion, die durch Atglistatinbehandlung deutlich verbessert
wurde. Mechanistische Analysen zwei Tage nach ISO ergaben eine pro-apoptotische
Reaktion auf Gen- und Proteinebene, die durch die Atglistatintherapie nahezu vollstandig
blockiert wurde. Weiterhin verringerte Atglistatin den ISO-vermittelten Anstieg der
lipotoxischen Diacylglyceride und Ceramide im Blut. Mehrere Ceramid-Spezies waren
zudem auch in Herzen von Atglistatin behandelten 1SO-Mausen reduziert. In vitro
reduzierte Atglistatin die [SO-vermittelte Freisetzung spezifischer Fettsauren -
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Zusammenfassung

Palmitinsaure, Palmitoleinsdure und Olsédure - aus Adipozyten, die pro-apoptotische
Effekte in Kardiomyozyten auslosten.

Schlussfolgerung: Die vorliegende Arbeit deutet auf eine wichtige Rolle der
Fettgewebslipolyse in der Entwicklung des Katecholamin-induzierten Herzschadens hin.
Die Modifikation durch pharmakologische ATGL-Inhibition in Adipozyten stellt dabei eine
neue Strategie zur Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen dar, die mit
neurohumoraler Aktivierung und erhohten Katecholaminspiegeln einhergehen.
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Abstract

Abstract

Background: Several neurohormonal systems are activated during heart failure,
including the sympathetic nervous system with a sustained release of catecholamines.
This response compensates for reduced cardiac output at first. However, chronic
overactivation becomes detrimental by direct impairment of myocardial structure and
function, particularly in heart failure with reduced ejection fraction. Moreover, exaggerated
sympathetic activity results in a strong induction of adipose tissue lipolysis which may be
another mechanism underlying the progression of heart failure. Recently, reduction of
adipose tissue lipolysis by adipocyte-specific deletion of rate-limiting enzyme adipose
triglyceride lipase (ATGL) has been shown to prevent pressure-mediated heart failure in
mice. In this study, we hypothesized that pharmacological inhibition of adipose tissue
lipolysis using Atglistatin, an adipocyte-specific ATGL inhibitor, attenuates
catecholamine-induced cardiac damage.

Methods: Catecholamine-mediated cardiac injury was induced in 129/Sv mice by
subcutaneous injections of isoproterenol (ISO) for four days. Oral treatment with
Atglistatin or control was started five days prior to ISO and continued throughout the
experiment. Two and twelve days after final ISO application, cardiac damage was
analyzed by echocardiography including speckle-tracking technique, (immuno-)histology,
western blot and RT-gPCR. Mechanistic studies included mass spectrometry-based
lipidome analyses of serum and cardiac tissue as well as investigations in an in vitro
model of adipose tissue — heart crosstalk.

Results: Long-term investigations twelve days after I1SO revealed profound
subendocardial fibrosis, an impaired global longitudinal strain and pro-fibrotic gene
induction which was significantly ameliorated by treatment with Atglistatin. Mechanistic
analyses two days after ISO showed strong pro-apoptotic gene and protein expression.
Application of Atglistatin significantly blocked this pro-apoptotic response in the heart.
Moreover, Atglistatin treatment significantly blocked the 1SO-mediated increase of
lipotoxic diacylglycerol und ceramide blood levels. Several ceramide species were also
reduced in cardiac tissue of mice treated with ISO and Atglistatin. In vitro, Atglistatin
attenuated the release of specific fatty acids - palmitic acid, palmitoleic acid, and oleic
acid - by adipocytes in response to ISO stimulation, which exhibited pro-apoptotic signals

in cardiomyocytes.



Abstract

Conclusion: This study highlights the importance of adipose tissue lipolysis in the
development of catecholamine-induced cardiac injury. In this regard, modification of
adipose tissue lipolysis by pharmacological adipocyte-specific ATGL inhibition may
represent a novel strategy for the treatment of cardiovascular diseases associated with

neurohormonal activation and elevated catecholamine levels.



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz und neurohumorale Aktivierung

Die chronische Herzinsuffizienz stellt weltweit eine der Hauptursachen fur Morbiditat und
Mortalitat dar'-3. Jeder fiinfte Mensch erkrankt im Laufe seines Lebens an einer
Herzinsuffizienz, die mit einer erheblich eingeschrankten Lebensqualitat sowie
Mortalitatsrate vergleichbar zu denen von verschiedenen Krebsarten assoziiert ist'~3.
Nach den aktuellen Leitlinien wird die Herzinsuffizienz als ein klinisches Syndrom mit
typischen Symptomen (z. B. Dyspnoe oder Fatigue) und/oder bestimmten Zeichen (z. B.
erhohter Jugularvenendruck, pulmonale Rasselgerdusche oder periphere Odeme)
definiert, das durch kardiale Strukturdefekte und/oder Funktionsstérungen verursacht und
durch erhohte natriuretische Peptide und/oder objektivierbaren Hinweise auf eine
pulmonale oder systemische Stauung bestatigt wird*®. Eine Klassifizierung der
Herzinsuffizienz erfolgt auf Basis der Ejektionsfraktion (EF) in Herzinsuffizienz mit
reduzierter linksventrikularer EF (EF<40%; engl. heart failure with reduced ejection
fraction, HFrEF) und Herzinsuffizienz mit erhaltener linksventrikularer EF (EF>50% engl.
heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF)*®. Zwei weitere Formen, die
Herzinsuffizienz mit mafiggradig eingeschrankter sowie verbesserter EF, sind klinisch
von untergeordneter Relevanz*®. Die zwei Hauptformen HFrEF und HFpEF
unterscheiden sich in ihrer Epidemiologie, Pathophysiologie und Therapie deutlich.
HFrEF basiert insbesondere auf einer direkten kardialen Schadigung, beispielsweise
durch einen Myokardinfarkt, einer chronischen Ischamie, hdmodynamischen Uberlastung
oder genetischen Variation®. Diese filhrt zu einem irreversiblem Verlust von
Kardiomyozyten mit folgendem kardialen Remodeling und Abnahme der kardialen
Kontraktilitat®. HFpEF wiederum ist Teil eines Multiorgansyndroms, das aus
extrakardialen Komorbiditaten wie Adipositas, Diabetes oder arterieller Hypertonie
resultiert und neben dem Herz auch den Skelettmuskel, die Lungengefale oder die Niere
betrifft’-®. Die Erkrankung ist durch eine niedriggradige systemische Inflammation
charakterisiert, die zu einer erhohten Steifigkeit der Kardiomyozyten, vermehrten
kardialen Fibrosebildung sowie Beeintrachtigung der diastolischen Fullung des linken
Ventrikels fiihrt”8.

Die Pathophysiologie beider Formen der Herzinsuffizienz ist durch eine chronische

Aktivierung des sympathischen Nervensystems gekennzeichnet, insbesondere im
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1 Einleitung

Kontext der reduzierten EF®-'3. Erhoht zirkulierende Konzentrationen der Katecholamine
Adrenalin und Noradrenalin steigern dabei Uber Bindung an (1-adrenerge Rezeptoren
auf Kardiomyozten kompensatorisch die Herzfrequenz und Kontraktilitat und erhohen
uber Bindung an as-adrenerge Rezeptoren auf glatten Gefalimuskelzellen den
vaskularen Widerstand und folgend die kardiale Vorlast'#'%. So kann in der Friihphase
der Herzinsuffizienz das reduzierte Herzzeitvolumen zunachst kompensiert werden'415.
Langfristig wirkt die dauerhafte adrenerge Uberstimulation jedoch schadlich und tragt
durch Erhdéhung der Vor- und Nachlast, Induktion apoptotischer sowie pro-
inflammatorischer Prozesse sowie Deposition extrazellularer Matrix (EZM) zum
Fortschreiten der Herzinsuffizienz bei'®. Insbesondere in Patient*innen mit HFrEF
korreliert daher die Sympathikusaktivierung mit der Mortalitat®>'°. Die pharmakologische
Inhibierung der neurohumoralen Aktivitat mittels Betablocker verbessert die Prognose der
HFrEF in verschiedenen Studien deutlich (MERIT-HF-Studie'®, COPERNICUS-Studie'”,
CIBIS-II-Studie') und gehort nach der aktuellen Leitlinie zu den effektivsten
Therapieoptionen*. Trotz Fortschritten in der medikamentésen und nicht-
medikamentosen Herzinsuffizienztherapie sind Morbiditat und Mortalitat jedoch weiterhin
hoch, weshalb neue Therapieansatze dringend erforderlich sind™®.

1.2 Zytoplasmatische Lipolyse und ihre Regulation

Die enzymatische Hydrolyse von in Lipidtropfen gespeicherten Triacylglyceriden (TAGSs)
zu Fettsauren und Glycerol wird als intrazellulare Lipolyse bezeichnet, wobei zwischen
einem zytoplasmatischen/neutralen sowie lysosomalen Typ unterschieden wird?%2!.
Aufgrund ihrer Relevanz fur Adipozyten und Kardiomyozyten liegt der Fokus der
vorliegenden Studie auf der zytoplasmatischen/neutralen Lipolyse (im Folgenden nur als
Lipolyse bezeichnet). Die hochste Aktivitat findet sich dabei im weilRen und braunen
Fettgewebe, gefolgt vom Herz- und Skelettmuskel sowie der Leber??. In Saugetieren
katalysieren drei Enzyme die Lipolyse: Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL),
Hormonsensitive-Lipase (HSL) und Monoglycerid-Lipase (MGL)?3-25. Diese Hydrolasen
spalten nacheinander TAGs, Diacylglyceride (DAGs) und Monoacylglyceride und setzten
letztlich ein Glycerinmolekul und drei freie Fettsauren (engl. non-esterified fatty acids,
NEFAs) frei (Abbildung 1)?3-25.

ATGL stellt das initiale und geschwindigkeitsbestimmende Enzym der TAG-Hydrolyse
dar?6. Das Enzym besteht aus einer katalytischen und regulierenden Doméane am N-
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Abbildung 1. Intrazellulare Lipolyse.

Triacylglyceride (TAG) werden in Lipidtropfen gespeichert und schrittweise abgebaut. Zunachst katalysiert
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL) die Spaltung zu einem
Diacylglycerid (DAG) und einer freien Fettsdure (FS). Die Hormonsensitive-Lipase (HSL) katalysiert dann
den Abbau zu einem Monoacylglycerid (MAG) und einer FS. AbschlieRend setzt die Monoglycerid-Lipase
(MGL) ein Glycerin und eine FS frei. lllustration modifiziert nach Zechner et al.?! mit Biorender.com erstellt.

Terminus (Patatin Domane) sowie einer hydrophoben Region am C-Terminus zur
Bindung am Lipidtropfen?”28. Die Aktivitat wird auf transkriptioneller, insbesondere jedoch
auf post-translationaler Ebene uber Cofaktoren und Phosphorylierungen reguliert
(Abbildung 2)°. Zu den wichtigsten Cofaktoren zahlen der Corepressor G0S2 (Go/G+
switch protein 2)?°3°, verschiedene Isoformen des Corepressors Perilipin®'-34 sowie der
Coaktivator CGI-58 (coactivator comparative gene identification-58)%°. Im Fettgewebe
wird CGI-58 im basalen Zustand durch Bindung an das Lipidtropfenprotein Perilipin-1
inaktiviert3®. Durch Proteinkinase A(PKA)-abhangige Phosphorylierung von Perilipin-1
wird die Bindung von CGI-58 jedoch gelost, wodurch CGI-58 die ATGL-Aktivitat
stimuliert®®. Im zweiten Schritt der Lipolyse katalysiert HSL die Freisetzung von
Monoacylglyceriden und einem NEFA aus DAGs®. Die hydrolytische Aktivitat wird Giber
PKA- sowie Proteinkinase G(PKG)-vermittelte Phosphorylierung in Adipozyten
gesteigert®®3°, Zudem vermittelt PKA- und PKG-phosphoryliertes Perilipin-1 im
Fettgewebe die HSL-Translokation vom Zytosol zum Lipidtropfen, wodurch die
enzymatische Reaktion ermdglicht wird*°. Im letzten Schritt der Lipolyse hydrolysiert MGL
Monoacylglyceride zu Glycerin und einem NEFA?®. Im Gegensatz zu ATGL und HSL sind
die Mechanismen der Regulierung von MGL weniger komplex?.

1.3 Herzinsuffizienz und Lipolyse im Fettgewebe

Die im Rahmen der neurohumoralen Aktivierung erhohten Katecholamine Adrenalin
sowie Noradrenalin stellen Uber Aktivierung verschiedener 3-adrenerger Rezeptoren den
wichtigsten Aktivator der Lipolyse im Fettgewebe dar (Abbildung 2)*'. Die B-adrenerge
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Abbildung 2. Regulation der Lipolyse in Adipozyten.

Katecholamine und natriuretische Peptide aktivieren die Lipolyse Uber Proteinkinase A und G.
Phosphoryliertes Perilipin-1 aktiviert iber den Coaktivator CGI-58 ATGL sowie Uber eine Translokation
HSL. G0S2 stellt ein Corepressor dar.

ATP, Adenosintriphosphat; AC, Adenylylcyclase; ATGL, Adipozyten-Triglycerid-Lipase; AR, adrenerg; CGI-
58, Coactivator comparative gene identification-58; cAMP, cyclisches Adenosinmonophosphat; cGMP,
cyclisches Guanosinmonophosphat; DAG, Diacylglyceride; G0S2, Go/G1 switch protein 2; GTP,
Guanosintriphosphat; HSL, Hormonsensitive-Lipase; MAG, Monoacylglyceride; MGL, Monoglycerid-
Lipase; NP, natriuretische Peptide; P, Phosphorylierung; PKA, Proteinkinase A; PKG, Proteinkinase G;
TAG, Triacylglyceride. lllustration modifiziert nach Grabner et al.*® mit Biorender.com erstellt.

Stimulation fuhrt Uber Aktivierung der Adenylatzyklase und Bildung von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) zur Aktivierung der PKA?'. PKA phosphoryliert
anschlieRend Perilipin-1 und induziert damit die Lipolyse?'. Weiterhin wird die lipolytische
Aktivitat Uber PKA-abhangige Phosphorylierung verschiedener Serinstellen von ATGL
und HSL verstarkt®®42. Neben Katecholaminen regulieren die natriuretischen Peptide
(NP) atriales natriuretisches Peptid (ANP) und B-Typ natriuretisches Peptid (BNP) die
Fettgewebslipolyse*®. Die NP werden bei kardialer Uberlastung oder Uberdehnung von
Kardiomyozyten sezerniert und sind im Rahmen der meisten Herzinsuffizienzformen
erhoht**. Neben ihrer Wirkung auf den Volumen- und Elektrolythaushalt aktvieren sie
uber Bindung an Typ-A und -B NP-Rezeptoren die Lipolyse im Fettgewebe (Abbildung
2)344  Die Guanylatzyklase-gekoppelten Rezeptoren synthetisieren bei Aktivierung
durch NP zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP), das anschlieend die cGMP-
abhangige PKG aktiviert®. Die aktivierte PKG induziert dann durch Phosphorylierung von
HSL sowie Perilipin-1 die Lipolyse in Adipozyten3.
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1 Einleitung

Patient*innen mit Herzinsuffizienz zeigen speziell im Kontext der reduzierten EF aufgrund
der kardialen Funktionsschwache und der damit assoziierten Sympathikusaktivierung
erhohte Serumkonzentrationen der pro-lipolytischen Katecholamine und NP94547,
Entsprechend konnten verschiedene Arbeiten zeigen, dass Patient*innen insbesondere
mit HFrEF eine verstarkte Fettgewebslipolyse mit erhohten Serumkonzentrationen an
NEFAs aufweisen*8-%. Zwar ist das Herz unter physiologischen Bedingungen aufgrund
der Uberwiegenden Adenosintriphosphat(ATP)-Gewinnung Uber die Fettsaureoxidation
auf eine Fettsdureversorgung aus extrakardialen Speicherorganen wie dem Fettgewebe
angewiesen®'. Stark erhohte Serumkonzentrationen an NEFAs verschlechtern jedoch
uber lipotoxische Effekte die kardiale Funktion und induzieren myokardiale Fibrose und
Apoptose sowie kontraktile und mitochondriale Dysfunktion®'. Unter Beachtung der
chronischen Aktivierung der Fettgewebslipolyse und erhohten NEFA-Konzentrationen
stellt die Modulation dieser Prozesse einen moglichen neuen Ansatz zur Therapie der

Herzinsuffizienz dar, insbesondere bei reduzierter EF.

1.4 Nicht-kardiale ATGL in der Entwicklung der Herzinsuffizienz
Verschiedene Arbeiten haben den Einfluss der nicht-kardialen ATGL auf die kardiale
Funktion in unterschiedlichen Tiermodellen der kardialen Schadigung untersucht,
insbesondere mit Fokus auf der ATGL im Fettgewebe. Ein im Jahr 2018 von unserer
Arbeitsgruppe publizierter Ansatz war die Untersuchung des Einflusses der
fettgewebsspezifischen ATGL auf die kardiale Funktion in einem druckinduzierten,
murinen HFrEF-Modell mit Konstriktion der transversen Aorta (engl. fransverse aortic
constriction, TAC)%2. Parallel zu Patient*innen mit HFrEF zeigt das TAC-Modell eine
neurohumorale Aktivierung mit erhohten Katecholaminkonzentrationen sowie erhohten
NEFA-Konzentrationen im Serum als Surrogat fur eine verstarkte Lipolyse im
Fettgewebe®3. Wir konnten zeigen, dass Mause mit einem adipozytenspezifischen ATGL-
Knockout (atATGL-KO) verminderte NEFA-Serumkonzentrationen haben und vor der
Entwicklung einer druckinduzierten Herzinsuffizienz geschiitzt sind®?. Die verbesserte
myokardiale Funktion ging mit einer Verringerung von TAC-induzierten
Lipidveranderungen im Herzen sowie einer Abschwachung von apoptotischen Prozessen
durch den atATGL-KO einher®?. Eine weitere Studie konnte diese Ergebnisse
bestatigen®.

2013 wurde ein pharmakologischer ATGL-Inhibitor mit dem Namen Atglistatin (ATGLI)
entwickelt®. Diese niedermolekulare Verbindung (engl. small molecule) inhibiert ATGL
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spezifisch und kompetitiv ohne andere Lipasen der Lipolyse zu beeinflussen®®. Ferner
akkumuliert Atglistatin nur im weif3en und braunen Fettgewebe sowie in der Leber und
nicht im Herz- oder Skelettmuskel®®%6. Eine kardiale ATGL-Inhibition wiirde dabei mit
einer schweren Kkardialen Steatose sowie ausgepragten kardialen Dysfunktion
einhergehen®’. Die orale Behandlung mit Atglistatin inhibierte in einem murinen
Adipositasmodell spezifisch die Fettgewebslipolyse, wodurch das Korpergewicht und die
zirkulierenden NEFAs reduziert sowie die Entwicklung einer Insulinresistenz und die
Entstehung einer nicht-alkoholischen Fettleber verhindert wurden®. Weiterhin zeigten
Parajuli et al., dass Afglistatin im TAC-vermittelten HFrEF-Modell die
echokardiographische Verschlechterung der kardialen Funktion sowie die pulmonalen
Stauung abschwacht®*. Die zugrundeliegenden Mechanismen der kardioprotektiven
Wirkung sowie der Einfluss von Atglistatin auf die Interaktion zwischen Fettgewebe und
Herz blieben jedoch unerforscht®*.

1.5 Hypothese

In der vorliegenden Studie wurde die Hypothese aufgestellt, dass die pharmakologische
Inhibition von ATGL im Fettgewebe durch Atglistatin einen protektiven Einfluss auf einen
Katecholamin-induzierten kardialen Schaden hat®8. Zur Testung der Hypothese wurden
die kardiale Funktion und das myokardiale Remodeling sowie die kardiale Inflammation
und Apoptose zu unterschiedlichen Zeitpunkten in einem in vivo Modell des
Katecholamin-vermittelten Herzschadens, induziert durch die Applikation des nicht-
selektiven B-Agonisten Isoproterenol (ISO), analysiert. Ein mechanistischer Fokus lag
zudem auf der in vivo und in vitro Bedeutung von verschieden Lipiden und Fettsauren in

der Interaktion zwischen Fettgewebe und Herz.
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21 Tierversuche

Die Experimente wurden gemal den deutschen und europaischen Richtlinien zum
Tierschutz durchgefuhrt. Alle Tierversuche wurden durch die zustandige Behorde
genehmigt (Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin; Genehmigungsnummern G
0322/09 vom 21.01.2010 und G 0136/16 vom 01.09.2016). Die Mause wurden bei 21°C
Raumtemperatur und einem 12/12-Stunden Tag/Nacht-Rhythmus mit freiem Zugang zu
Wasser in Kafigen zu je zwei bis drei Tieren gehalten. Die unterschiedlichen
Versuchsgruppen wurden nach Stratifizierung fur das Korpergewicht randomisiert.

Ein Teil der Versuche wurde in mannlichen 6-9 Wochen alten 129/Sv Mausen
durchgefuhrt. Diese wurden von Janvier Labs (Frankreich) zur Verfugung gestellt und
waren genetisch nicht verandert. Der Katecholamin-vermittelte Herzschaden wurde
durch die repetitive, subkutane Injektion mit dem nicht-selektiven B-Agonisten ISO (25mg
kgkG' d'; Sigma-Aldrich, Deutschland), gelost in Natriumchlorid, an vier
aufeinanderfolgenden Tagen induziert>®°. Die Kontrolltiere erhielten Natriumchlorid als
Vehikel (VEH). Zur Untersuchung der Effekte einer pharmakologischen
adipozytenspezifischen ATGL-Inhibition wurde Atglistatin (bereitgestellt durch R.
Breinbauer, Technische Universitat Graz, Osterreich) in das Futter (Maus-Zucht-
Extrudat, V1126; Ssniff Spezialdiaten, Deutschland) gemischt (2mmol kg™'). Da Atglistatin
das Korpergewicht und die Nahrungsaufnahme beeinflusst®®, wurde die Futteraufnahme
der Kontrolltiere an die Aufnahme der mit Atglistatin-behandelten Tiere angepasst (sog.
Paarfutterung). Zur Evaluation langfristiger praventiver Effekte der ATGL-Inhibition wurde
die orale Behandlung mit Atglistatin fUnf Tage vor der ersten ISO-Applikation begonnen
und die Mause zwoOIf Tage nach der finalen ISO-Injektion getotet (Abbildung 4A;
Gruppengrofte: n=10 (CTRL/NVEH), n=11 (CTRL/ISO), n=8 (ATGLI/VEH), n=9
(ATGLI/ISO)). Zur Analyse langfristiger therapeutischer Effekte wurde die Behandlung
mit Atglistatin in einer Subgruppe an Mausen einen Tag nach der letzten ISO-Gabe, nach
etablietem kardialem Schaden, begonnen (Abbildung 6A; Gruppengrofde: n=10
(ATGLI/VEH), n=12 (ATGLI/ISO)). Zur mechanistischen Untersuchung akuter praventiver
Effekte wurden in einem weiteren Experiment Mause bereits zwei Tage nach der letzten
ISO-Injektion getotet (Abbildung 7A; Gruppengroe: n=7 (CTRL/VEH), n=12
(CTRL/IISO), n=13 (ATGLI/VEH), n=10 (ATGLIi/ISO)). In den beschriebenen

Experimenten wurde die kardiale in vivo Funktion der Mause einen Tag vor Euthanasie
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mittels Echokardiographie beurteilt.

Ein weiterer Teil der Versuche wurde in mannlichen 6-9 Wochen alten, kongenen
C57BL/6N Mausen mit  atATGL-KO  oder  Geschwistermausen  ohne
adipozytenspezifischen ATGL-Knockout (Wildtyp; WT) als Kontrolle durchgefihrt. Mause
mit einem LoxP-flankiertem ATGL-Gen (ATGL"¥f°x) wurden mit M&usen mit Expression
einer aP2-Cre-Rekombinase gekreuzt, um atATGL-KO Mause (ATGLM¥ox Cre/+) und
WT Mause (atATGL"0¥fox +/+) zu generieren. Der kardiale Schaden wurde durch die
subkutane Injektion von ISO hervorgerufen. Da in einem Vorversuch die viertagige
Injektion von 1SO (25mg kgKG™ d') in mannliche C57BL/6N keinen myokardialen
Schaden ausléste (Daten nicht ausgewiesen), wurde das Protokoll modifiziert®'. WT- und
atATGL-KO Mause erhielten an 14 aufeinanderfolgenden Tagen subkutan ISO (5mg
kgKG™' d") oder Natriumchloridlésung (VEH) und wurden nach 22 Tagen getotet, zeitlich
abgestimmt zu den Experimenten in 129/Sv Mausen (Abbildung 5A; Gruppengrofe: n=9
(WT/VEH), n=12 (WT/ISO), n=11 (atATGL-KO/VEH), n=15 (atATGL-KO/ISQO)). Die Tiere
hatten freien Zugang zu Nahrung. Die in vivo Funktion des Herzens wurde einen Tag vor
Totung mittels Echokardiographie analysiert.

In einem weiteren Experiment wurde einer kleinen Gruppe (n=3) von mannlichen, 4-6
Wochen alten C57BL/6J Mausen eine Hochfettdiat (HFD, 60% kcal aus Fett; Altromin
Spezialfutter, Deutschland) fur 15 Wochen ad libitum geflttert. Aufgrund der Resistenz
von 129/Sv Mausen gegeniber der Entwicklung einer HFD-induzierten Adipositas®?,
wurden fur diese Versuche C57BL/6J Mause genutzt. Einer zusatzlichen Kontrollkohorte
von mannlichen, 6-9 Wochen alten C57BL/6J Mausen (n=6) wurde eine Kontrolldiat ad
libitum gefuttert.

Die Euthanasie der Tiere erfolgte durch zervikaler Disklokation unter inhalativer Narkose
mit Isofluran. Gewebe sowie Blut aller Tiere wurden fur weitere Analysen asserviert. Die
Herzspitze wurde fur Genexpressions- und Proteinanalysen in flissigem Stickstoff
gefroren. Ein Gewebering wurde auf Papillarmuskelebene fur (immun-)histologische
Analysen in 4% Formalin fixiert. Das verbleibende Herzgewebe wurde zur Bestimmung
der TAG-Hydrolase-Aktivitat, TAG-Quantifizierung und Lipidomanalyse in flissigem
Stickstoff asserviert. Gonadales Fettgewebe wurde fur die Lipolyseexperimente in PBS
uberfuhrt sowie fur Genexpressions- und Proteinanalysen in flussigem Stickstoff gelagert.
Aus dem Blut wurde Serum gewonnen, das bei —80°C fur spatere Analysen gelagert

wurde.
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2.2 Exvivo Lipolyse in isolierten Fettgewebsexplantaten

Gonadales weilles Fettgewebe (engl. white adipose tissue, WAT) wurde aus
behandlungsnaiven 129/Sv Mausen (n=6; Janvier Labs) isoliert und in kleine Explantate
geschnitten (~20mg). Das Gewebe wurde in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; GIBCO, USA) mit 10% fetalem Kalberserum (engl. fetal bovine serum, FBS,
Sigma-Aldrich) und 100U/ml Penicillin-Streptomycin (P/S; PAN-Biotech, Deutschland) in
Anwesenheit von 40uM Atglistatin bzw. Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich) fur 8h
preinkubiert und anschlief3end in mit 40uM Atglistatin bzw. DMSO sowie 100uM ISO bzw.
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, engl. phosphat buffered saline; GIBCO) in
Anwesenheit von 2% fettsaurefreiem Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin,
BSA, Carl Roth, Deutschland) fur 2h stimuliert.

Zur Bestimmung der Fettgewebslipolyse in behandelten 129/Sv Mausen wurde
gonadales Fettgewebe von ISO-injizierten, Atglistatin behandelten und unbehandelten
129/Sv Mausen (n=6 pro Gruppe) zwolf Tage nach der finalen ISO-Injektion entnommen.
Die zerkleinerten Explantate wurden in 2% fettsaurefreiem BSA fur 1h preinkubiert und
anschliellend in 10puM Forskolin (Sigma-Aldrich) bzw. DMSO in Anwesenheit von 2%
fettsaurefreiem BSA fur 1h stimuliert.

Die Freisetzung von Glycerol und NEFAs wurde mit dem Free Glycerol Reagent Assay
(Sigma-Aldrich) und NEFA-HR(2) Assay (FUJIFILM Wako Chemicals, Deutschland) nach
Protokollen des Herstellers im Uberstand gemessen. Zur Proteinbestimmung wurden die
Lipide durch Inkubation der Fettgewebsexplantaten in Chloroform/Methanol(2/1)-Losung
extrahiert. Das restliche Gewebe wurde in NaOH/SDS (0,3N/0,1%) lysiert und die
Proteinkonzentration anschlielend mittels BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo
Fischer Scientific, USA) bestimmt. Die NEFA- und Glycerolkonzentration wurde
anschlieBend zur Proteinkonzentration normalisiert und pro Tier gemittelt

(Experimentaleinheit).

2.3 Invitro TAG-Hydrolaseaktivitat

Um den Einfluss der Atglistatinbehandlung auf die kardiale ATGL-Aktivitat zu analysieren,
erfolgte die in vitro Bestimmung der TAG-Hydrolase-Aktivitat im kardialen Gewebe aus
ISO-injizierten, Atglistatin behandelten und unbehandelten 129/Sv Mausen zwolf Tage
nach der finalen ISO-Injektion. Die Messung erfolgte unter Verwendung eines
Radioaktivitatsassays in An- und Abwesenheit von rekombinant gereinigten CGI-58
durch G. F. Grabner (Universitat Graz, Osterreich) wie bereits beschrieben®.
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2.4 TAG-Quantifizierung

Zur Beurteilung des Einflusses der Behandlung mit Atglistatin auf die kardiale TAG-
Akkumulation wurden die TAGs im Herzgewebe von 129/Sv Mausen zwolf Tage nach
der finalen 1ISO-Injektion bestimmt. Als Positivkontrollen dienten C57BL/6J Mause, denen
15 Wochen eine HFD gefuttert wurde. Eine weitere Kontrollgruppe bestand aus
C57BL/6J Mausen, gleichaltrig zu den 129/Sv Mausen. Die Analyse wurde mittels
Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (HPLC-MS) durch M. Rothe
(Lipidomix GmbH, Deutschland) durchgeflhrt wie bereits beschrieben®.

2.5 Lipidomanalyse

Um den Effekt der pharmakologischen, nicht-kardialen ATGL-Inhibition auf die
Gesamtheit aller Lipide (Lipidom) in Blut und Herz zu untersuchen, erfolgte eine
Massenspektrometrie-basierte Analyse in Serum von CTRL/VEH-, CTRL/ISO-,
ATGLI/VEH- und ATGLI/ISO-behandelten Mausen (n=5 pro Gruppe) sowie in kardialem
Gewebe von CTRL/ISO- und ATGLi/ISO-behandelten Mausen zwei Tage nach der
finalen 1SO-Injektion (n=5 pro Gruppe). Die Untersuchung wurde durch die Firma
Lipotype GmbH (Deutschland) durchgefuhrt.

2.6 Echokardiographie

Die echokardiographische Untersuchung erfolgte mit einem Vevo 3100 Ultraschall-
System und einem linearen 30 MHz-Schallkopf (MX400; beide FUJIFILM VisualSonics,
Kanada) zu den angegebenen Zeitpunkten nach einem standardisierten Protokoll®°. Die
Mause wurden mit Isofluran (3% in 80% Sauerstoff) narkotisiert, in Ruckenlage auf einem
gewarmten Untersuchungstisch (37°C) positioniert und Uber eine integrierte EKG-
Messung Uberwacht. Fir vergleichbare Herzfrequenzen wahrend der Untersuchung
wurde die Isoflurankonzentration anschlieBend auf 0,5-1,5% angepasst. Die
echokardiographischen Bilder wurden in der parasternalen langen und kurzen Achse
sowie im apikalen 4-Kammer-Blick akquiriert und anschlief3end offline unter Verwendung
einer Software (VevoLAB und VevoStrain, beide FUJIFILM VisualSonics) ausgewertet.
Die linksventrikulare EF wurde aus B-Mode Bildern der parasternalen langen Achse
durch Markierung der endsystolischen und enddiastolischen Flache kalkuliert. Die
linksventrikulare Verklrzungsfraktion (engl. fractional shortening, FS) wurde in M-Mode
Bildern der parasternalen kurzen Achse auf Papillarmuskelebene anhand der
Endokardbegrenzung erhoben. Die Mitralanulusgeschwindigkeit wurde unter
Verwendung des Gewebedopplers (engl. tissue doppler) im apikalen 4-Kammer-Blick am
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septalen Mitralanulus gemessen. Die gepulste Doppleruntersuchung (engl. pulsed wave
doppler) im apikalen 4-Kammer-Blick ermdglichte unter Orientierung im farbkodierten
Doppler die Analyse des Flussprofils Uber der Mitralklappe. Die myokardiale Deformation
wurde mittels Speckle-Tracking Echokardiografie halbautomatisch analysiert. Die
longitudinale Deformation wurden in der parasternalen langen Achse, die radiale und
zirkumferentielle Deformation in der parasternalen kurzen Achse durch Markierung des
Endo- und Epikards akquiriert. Der globale longitudinale (engl. global longitudinal peak
strain, GLS), radiale (engl. global radial peak strain, GRS) sowie zirkumferentielle (engl.
global circumferential peak strain, GCS) systolische Spitzenstrain sowie die Veranderung
des Strain-Wertes pro Zeiteinheit (Strain Rate) wurden durch Bildung der Mittelwerte der
einzelnen Segmente berechnet. Zur Minimierung von Verzerrungen wurden alle

Parameter Uber mindestens drei kardiale Zyklen analysiert und anschlieRend gemittelt.

2.7 Histologie

Die (immun-)histologischen Farbungen wurden in Kooperation mit R. Klopfleisch (R.K.,
Freie Universitat Berlin) durchgefuhrt. Der Formalin-fixierte Herzring wurden in Paraffin
eingebettet und geschnitten. Die Praparate wurden anschlieend mit Pikro-Siriusrot
(Morphisto, Deutschland) zur Detektion der Kollagene 1 und 3 gefarbt und mithilfe eines
Bildaufnahmegerates (Aperio CS2, Leica Biosystems, Deutschland) digitalisiert.
Subendokard und Subepikard wurden in einer Ansichtssoftware (Aperio ImageScope,
Leica Biosystems) manuell markiert, in denen ein trainierter Bildanalysealgorithmus
(Aperio GENIE, Leica Biosystems) die gefarbten Kollagenfasern automatisch detektierte.
Zur Untersuchung der kardialen Immunzellinfiltration wurden Paraffin-eingebettete
Querschnitte mit einem polyklonalen Ratte-anti-Maus-MAC-3-Antikorper (Verdunnung
1:500, BD Pharmingen, USA) oder einem Kaninchen-anti-Maus-CD3-Antikorper
(Verdiunnung 1:800, Agilent Dako, USA) gefarbt. Zur Detektion wurde das Histofine-
Simple-Stain-MAX-PO-Anti-Rat-Kit bzw. Histofine-Simple-Stain-MAX-PO-Anti-Rabbit-Kit
(beide Nichirei Biosciences, Japan) mit 3,3'-Diaminobenzidin als Chromogen genutzt. Die
Quantifizierung erfolgte semi-quantitativ durch R.K. wie folgt: 0 = keine oder geringe
perivaskulare Immunzellinfiltration, 1 = milde, multifokale Immunzellinfiltration, 2 =

moderate, multifokale Immunzellinfiltration, 3 = schwere, multifokale Immunzellinfiltration.

2.8 Genexpressionsanalyse
Die Boten-Ribonukleinsaure (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) aus Fettgewebe,
Herzgewebe bzw. HL-1 Zellen wurde mithilfe des Qiazol Lysis Reagent und RNeasy Mini
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Kit (beide Qiagen, Deutschland), des RNeasy Micro Kit (Qiagen) bzw. des NucleoSpin
RNA Il Kit (Machery-Nagel, Deutschland) nach Protokollen der Hersteller isoliert. Die
Menge sowie Qualitdt der isolierten mRNA wurden mit dem NanoDrop1000
Spektrophotometer (Peqlab, Deutschland) bestimmt. Die reverse Transkription in
komplementare Desoxyribonukleinsaure erfolgte mit dem Reverse Transcription System
(Promega, USA) nach dem Protokoll des Herstellers.

Die Quantifikation der Expression erfolgte durch quantitative real-time
Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) mit SYBR Green Technologie auf einem CFX96
und CFX384 Real-Time PCR System (BioRad, USA). Die Auswertung erfolgte als relative
Genexpression normalisiert auf ein stabil exprimiertes Gen (reference gene), HSP90ab1
bzw. B-Actin, mithilfe der 2-22CT Methode®*. Die Primersequenzen sind in Tabelle 1

aufgelistet.

Tabelle 1 einschliellich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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2.9 Microarray-Genexpressionsanalyse

Um den Einfluss von Atglistatin auf nekrotische und apoptotische Prozesse zu
analysieren, erfolgte die Expressionsanalyse von 84 mit dem Zelltod
zusammenhangenden Genen in kardialem Gewebe von 129/Sv Mausen (n=3 pro
Gruppe) zwei Tage nach der finalen ISO-Injektion mittels eines Signalweg fokussierten
und auf RT-gPCR basierenden Microarrays (RT? Profiler Mouse Necrosis Array, Qiagen)
nach dem Protokoll des Herstellers. Der Array wurde auf einem CFX96 Real-Time PCR
System (BioRad) mit gleichem Schwellenwert fur jedes Gen quantifiziert. Zur Auswertung
wurde die RT? Profiler PCR Array Data Analysis Software (Qiagen) genutzt, die die
relative Genexpression normalisiert auf HSP90ab1 (reference gene) mithilfe der 2-2ACT
Methode berechnete. Clustergram, Heatmap und Hauptkomponentenanalyse (engl.
principal component analysis, PCA) wurden unter Verwendung der webbasierten
Software ClustVis® erstellt.

2.10 Proteinexpressionsanalyse

Zur Detektion spezifischer Proteine wurde das Western-Blotting-Verfahren genutzt. Zur
Proteinisolierung wurden Herz- und Fettgewebe sowie HL-1 Zellen durch einen mit
Protease- und Phosphatase-Inhibitoren (cOmplate bzw. PhosSTOP, Roche Diagnostics,
Deutschland) supplementierten Lysis-Puffer (RIPA-Puffer) homogenisiert und
anschlie3end sonifiziert. Der Proteingehalt wurden mittels Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) nach dem Protokoll des Herstellers bestimmt. Die Proteine
wurden unter Erhitzung denaturiert, durch Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese unter Verwendung eines 10%igen, 12%igen oder
15%igen Polyacrylamidgels elektrophoretisch aufgetrennt und durch Elektrotransfer auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran ubertragen. Nach Inkubation der PVDF-
Membran mit dem Primarantikorper und Peroxidase-konjugierten-Sekundarantikorper
(Tabelle 2) erfolgte die Detektion der Proteinbanden durch Chemolumineszenz mittels
ECL Western Blotting Substrat (Thermo Fisher Scientific) auf einem ChemiDoc-System
(BioRad). Die Signalstarke der Proteinbanden wurde densitometrisch unter Verwendung
der Image Lab Software (BioRad) ausgewertet.
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Tabelle 2 einschliellich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182

211 Experimente in 3T3-L1 Adipozyten

Um den Einfluss des Fettgewebes auf den kardialen Schaden in vitro zu analysieren,
wurde die 3T3-L1 Zelllinie als etabliertes Adipozytenmodell genutzt®®. 3T3-L1
Praadipozyten (ATCC, UK) wurden in DMEM mit 10% FBS Sigma-Aldrich und 100U/ml
P/S standardmallig kultiviert. Zur Differenzierung der Praadipozyten in adulte Adipozyten
wurde die Zellen zwei Tage nach Erreichen einer Konfluenz von 100% in einem
Induktionsmix bestehend aus 0,5mM 3-Isobutyl-1-methylxanthin, 1uM Dexamethason,
10ug ml' Insulin (alle Sigma-Aldrich) und 5uM Pioglitazon (Abcam) fir drei Tage
inkubiert. Dieser wurde anschlieend durch einen Differenzierungsmix bestehend aus
10ug ml' Insulin und 5uM Pioglitazon fiir zwei weitere Tage ersetzt. Es wurden
ausschlieBlich Zellkulturen verwendet, bei denen mehr als 80% der Zellen zu 3T3-L1
Adipozyten differenziert waren.

Eine Oil-Red-O Farbung wurde durchgefuhrt, um intrazellulare TAGs in undifferenzierten

3T3-L1 Praadipozyten und differenzierten 3T3-L1 Adipozyten zu detektieren. Hierfur
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wurden Zellen in PBS gewaschen, in einer gefilterten Oil-Red-O Farbelosung (0,3% Oil-
Red-O (SERVA, Deutschland) in 60% Isopropanol) inkubiert und durch ein Mikroskop
(BZ-9000E, Keyence, Deutschland) visualisiert.

Die Lipolyseexperimente wurden nach nachtlichem Serumentzug (0,5% FBS) in DMEM
mit 0,5% FBS und 100U/ml P/S durchgefuhrt. 3T3-L1 Adipozyten wurden mit 40uM
Atglistatin bzw. DMSO fur 2h preinkubiert und anschlielend mit 100uM ISO bzw. PBS
sowie 40uM Atglistatin bzw. DMSO in Anwesenheit von 2% fettsaurefreiem BSA fur 1h
stimuliert. Die Analyse der Glycerol- und NEFA-Freisetzung im Uberstand erfolgte wie
unter 2.2 beschrieben. Die Proteine wurden im Anschluss an eine Lipidextraktion mit
Hexane/lsopropanol(3/2)-Losung und einer Lyse in NaOH/SDS (0,3N/0,1%) mittels BCA
Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fischer Scientific) nach dem Protokoll des Herstellers
bestimmt. Die NEFA- und Glycerolkonzentration wurde auf die Proteinkonzentration
normalisiert. Die Ergebnisse wurden in mindestens drei unabhangigen Versuchen
erhoben.

Die qualitative Analyse der NEFAs im Uberstand erfolgte mittels HPLC-MS durch M.

Rothe wie bereits beschrieben®s.

212 Experimente in HL-1 Kardiomyozyten

Zur mechanistischen in vitro Charakterisierung des kardialen Schadens wurde die aus
einem atrialen Maustumor stammende HL-1 Kardiomyozyten-Zelllinie genutzt
(bereitgestellt durch W.C. Claycomb, Louisiana State University, USA)%’. Die Zellen
wurden in Claycomb-Medium supplementiert mit 10% HL-1-Zell-gepruftem FBS, 2mM L-
Glutamin (alle Sigma-Aldrich) und 100U/ml P/S standardmaRig kultiviert. Die
Experimente wurden in Zellkulturen mit einer Konfluenz von 80% nach nachtlichem
Serumentzug (0,5% FBS) durchgefuhrt.

Um die Auswirkung der von 3T3-L1 Adipozyten sezernierten NEFAs zu untersuchen,
wurden die Zellen mit einem Mix aus drei Fettsduren (FA-Mix, gelost in 10%
fettsaurefreiem BSA), bestehend aus C16:0 (Palmitinsaure; Sigma-Aldrich), C16:1n-7
(Palmitoleinsaure; Sigma-Aldrich) und C18:1n-9¢ (Olsaure; Cayman Chemical, USA),
bzw. BSA fur 6h stimuliert. Die Fettsauren des FA-Mix waren aquimolar zu denen in der
qualitativen Analyse unter 2.11 gemessenen Mengen konzentriert. Zur Untersuchung des
Einflusses der Fettsauren-Translokase CD36 wurden die HL-1 Kardiomyozyten nach 4h
Preinkubation mit 50uM Sulfo-N-Succinimidyl-Oleat (SSO; Sigma-Aldrich), einem
pharmakologischen CD36-Inhibitor®®, bzw. DMSO mit FA-Mix bzw. BSA fiir 3h stimuliert.
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Um die Auswirkung der Carnitin-Acyltransferase 1 zu analysieren, wurden die Zellen mit
100uM Etomoxir (ETO; Sigma-Aldrich), einem pharmakologischen Inhibitor der Carnitin-
Palmityltransferase 1°°, bzw. PBS fiir 0,5h preinkubiert und anschlieend mit der
Kombination aus FA-Mix bzw. BSA und 100puM ETO bzw. PBS fur 6h stimuliert. Die Zellen
wurden fur Genexpressions- und Proteinanalysen bei -80°C bzw. —20°C gelagert. Alle

Versuche wurden in drei unabhangigen Experimenten durchgefuhrt.

2.13 LDH Zytotoxizitats-Assay
Die in vitro Quantifizierung der LDH-Level erfolgte im Uberstand durch den CyQUANT
LDH Zytotoxizitats-Assay (Thermo Fisher Scientific) nach dem Protokoll des Herstellers

photometrisch.

2.14 Biostatistische Analyse der Fettsaure- und Lipidomdaten

Es wurden 26 individuelle Fettsauren in der qualitativen NEFA-Analyse unter 2.11
identifiziert, die auf die Gesamtmenge an Fettsduren normalisiert und log2 transformiert
wurden. Zwei Fettsduren wurden aufgrund fehlender Messwerte von der Analyse
ausgeschlossen. Die Daten wurden auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk Test
uberpruft. AnschlieRende wurde der Einfluss von ISO, Atglistatin oder der Kombination
beider mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (engl. analysis of Variance, ANOVA) bei
Normalverteilung oder mit Kruskal-Wallis Test bei fehlender Normalverteilung untersucht.
Zur Vermeidung einer Alphafehler-Kumulierung wurden die p-Werte nach dem
Benjamini-Hochberg-Verfahren korrigiert. Signifikant regulierte Fettsduren wurden mit
Bonferroni Post-Hoc-Test bzw. Dunn Post-Hoc-Test verglichen. Zur Vermeidung einer
Alphafehler-Kumulierung wurden die p-Werte wieder nach dem Benjamini-Hochberg-
Verfahren korrigiert. Statistische Signifikanz wurde bei einem FDR-korrigierten
Signifikanzniveau (P) von < 0,05 angenommen. Zur Visualisierung der Daten erfolgte die
Kalkulation des gemittelten log2-Wertes einer Gruppe und die Berechnung der relativen
Anderung zwischen zwei Gruppen (log-2-Verhaltnis). Es wurde zudem der gemittelte
molare Prozentanteil zweier Gruppen bestimmt.

Zur Auswertung der unter 2.5 analysierten Lipidomdaten wurden die Lipide zur
Gesamtmenge jeder Probe normalisiert und log2 transformiert. Lipidspezies mit drei oder
mehr fehlenden Messwerten in einer Gruppe wurden von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Die Serumdaten wurden zunachst auf Ebene der Lipidklassen
miteinander verglichen. Fehlende Lipidspezieswerte wurden mit dem Gruppenmedian
imputiert. Anschlielend wurden die Spezieskonzentrationen jeder Klasse und jeder
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Probe zu einem molare Prozentanteil summiert und Mittelwert und Standardfehler far
jeder Gruppe gebildet. AbschlieRend wurden die Lipidklassen sowie die Ceramid- und
DAG-Spezies mit einer zweifaktorielle ANOVA gefolgt von Bonferroni Post-Hoc-Test fur
den Unterschied zwischen CTRL/VEH vs. CTRL/ISO und CTRL/ISO vs. ATGLIi/ISO
verglichen. Die kardialen Lipidomdaten wurden fur Ceramide auf Ebene der Lipidklassen
durch Berechnung des molaren Prozentanteils an der Gesamtmenge an Lipiden
analysiert. Ceramide sowie Ceramidspezies wurden anschliellend mittels zweiseitigen,
ungepaarten t-Tests miteinander verglichen.

Alle Analysen und Abbildungen wurden in R (R Foundation, Osterreich) unter
Verwendung folgender Pakete durchgefuhrt: rstatix (version 0.4.0), RVAideMemoire

(version 0.9-75), ggplot2 (version 3.2.1), pheatmap (1.0.12).

215 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt, sofern nicht anders
angegeben. Die statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software, USA) durchgefuhrt, sofern nicht anders angegeben. Eine Normalverteilung der
Daten wurde mittels Shapiro-Wilk Test festgestellt. Zwei Gruppen wurden bei
Normalverteilung mit einem zweiseitigen, ungepaarten t-Test verglichen. Fur den
Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine ein- bzw. zweifaktorielle ANOVA gefolgt
von Bonferroni Post-Hoc-Test bei Normalverteilung, oder ein Kruskal-Wallis Test gefolgt
von Dunn Post-Hoc-Test bei nicht normalverteilten Daten genutzt. Statistische
Signifikanz wurde bei einem Signifikanzniveau (P) von < 0,05 angenommen. Statistische
AusreiRer wurden mit dem AusreiBertest nach Grubbs identifiziert. Die
Fallzahlberechnung der in vivo Experimente basierte auf der bisherigen Erfahrung mit
dem ISO-Modell®9€0,
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Atglistatin auf die Fettgewebs- und Herzlipolyse

Zunachst wurde der Einfluss von Atglistatin auf den Fettsauremetabolismus im Fett- und
Herzgewebe untersucht (Abbildung 3). Die ex vivo Behandlung von behandlungsnaiven
WAT-Explantaten mit Atglistatin inhibierte vollstandig die Katecholamin-induzierte
Lipolyse, gemessen an der Freisetzung von NEFAs und Glycerol (Abbildung 3A und B).
In 1ISO-injizierten Mausen reduzierte die Atglistatinapplikation zudem die induzierbare
NEFA-Freisetzung (Abbildung 3A, Einsatz). Weiterhin wurde die basale Gen- und
Proteinexpression von ATGL, HSL und MGL im WAT von in vivo behandelten Mausen
analysiert (Abbildung 3C-l). Es waren keine Unterschiede durch ISO oder Atglistatin zu
erkennen.

Die kardiale ATGL-Inhibition resultiert in einer kardialen Steatose mit letaler
Kardiomyopathie®”. Um vermeintliche Veranderungen der kardialen ATGL-Funktion
durch Atglistatin auszuschlieen, wurde die Expression sowie die enzymatische Aktivitat
von ATGL in Herzen von in vivo behandelten Mausen untersucht (Abbildung 3J-0). Die
Behandlung mit Atglistatin hatte dabei keinen Einfluss auf die Gen- und
Proteinexpression von ATGL (Abbildung 3J-L). Zudem wurde kein Feedback-Effekt auf
HSL beobachtet, gemessen an der Proteinexpression sowie Phosphorylierung (Ser563
und Ser660) von HSL (Abbildung 3K und M). Weiterhin war die basale sowie mit dem
spezifischen ATGL-Coaktivator CGI-58-stimulierte Hydrolaseaktivitat von TAGs im
kardialen Gewebe von ISO-injizierten Tieren vergleichbar (Abbildung 3N). Daruber
hinaus konnte keine kardiale Lipidakkumulation durch Atglistatin beobachtet werden
(Abbildung 30). Letztlich deuten diese Daten auf eine spezifische ATGL-Inhibition durch

Atglistatin im Fettgewebe hin ohne Beeinflussung der kardialen ATGL.

3.2 Langfristige Wirkung von Atglistatin

Zur Untersuchung langfristiger, praventiver Effekte der adipozytaren ATGL-Inhibition
durch Atglistatin unter B-adrenerger Uberstimulation erhielten 129/Sv M&use an vier
aufeinanderfolgenden Tagen Injektionen mit dem nicht-selektiven 3-Agonisten ISO. Die
Behandlung mit Atglistatin wurde funf Tage vor der ersten ISO-Applikation gestartet
(Abbildung 4A). Zwolf Tage nach der finalen ISO-Applikation zeigten sich histologisch
fibrotische Lasionen, die insbesondere im Bereich des Subendokards ausgepragt und
unter Atglistatinbehandlung deutlich geringer ausgebildet waren (Abbildung 4B-D). Zur

Bestatigung des anti-fibrotischen Effekts von Atglistatin wurde die Genexpression
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Abbildung 3 einschlie8lich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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Abbildung 4 einschlie8lich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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von Fibrosegenen auf mMRNA-Ebene analysiert. Sowohl Kollagen 1a1 als auch Kollagen
3a1 belegten den anti-fibrotischen Effekte von Atglistatin (Abbildung 4E und F). Es
erfolgte zudem eine Analyse der kardialen in vivo Funktion durch Echokardiographie,
wobei keine Veranderung in systolischen Parameter wie der EF oder FS beobachtet
wurden (Abbildung 4G-l). Zudem erfolgte eine Untersuchung der myokardialen
Deformation mittels Speckle-Tracking Technik. Durch die myokardiale Faserstruktur
reprasentiert der GLS Uberwiegend den subendokardialen Status, wahrend der GCS
sowie GRS die meso- und subepikardiale Funktion darstellen (Abbildung 4J)%°. Der GLS
war in [SO-injizierten Mausen signifikant eingeschrankt und wurde durch die
Atglistatinbehandlung deutlich verbessert (Abbildung 4K). Andere Strainparameter
blieben dabei unverandert (Abbildung 4L-N). In der Evaluation der diastolischen
Funktion (Abbildung 40) war eine Verbesserung der ISO-vermittelten Erhohung im E/e'-

Verhaltnis als Surrogat fur den linksventrikularen Fullungsdruck bei unverandertem E/A-

Abbildung 5 einschlie8lich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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Verhaltnis durch Atglistatin zu erkennen (Abbildung 4P und Q). Zusammenfassend
sprechen diese Daten dafur, dass die pharmakologische ATGL-Inhibition in Adipozyten
durch Atglistatin vor der Entwicklung eines Katecholamin-induzierten Herzschadens
schutzt.

Wie einleitend erwahnt akkumuliert Atglistatin auch in der Leber®®. Um den
adipozytenspezifischen Effekt von Atglistatin zu Uberprifen und einen indirekten
hepatischen Effekt auf den |SO-induzierten Herzschaden auszuschliefen, wurde
Mausen mit  adipozytenspezifischen = ATGL-Knockout  (atATGL-KO)  oder
Geschwistermausen 1SO appliziert (Abbildung 5A). Entsprechend den Atglistatin-
behandelten Tieren waren die atATGL-KO Mause vor der Ausbildung eines ISO-
induzierten Herzschaden geschutzt, gemessen an einer geringeren Fibroseausbildung
und einem verbesserten GLS sowie einem geringeren E/e'-Verhaltnis (Abbildung 5B, E,
). EF, FS, GRS und GCS waren nicht verandert durch die ISO-Injektion (Abbildung 5C,
D, F-H). Die vorliegenden Daten deuten somit auf eine adipozytenspezifische ATGL-
Wirkung von Atglistatin im Kontext des kardialen Katecholaminschadens hin.

Um herauszufinden, ob Atglistatin auch langfristig therapeutisch wirkt, wurde das
Studienprotokoll modifiziert und die Behandlung mit Atglistatin erst nach Abschluss der

B-adrenergen Uberstimulation begonnen (Abbildung 6A). Interessanterweise konnte

Abbildung 6 einschlie8lich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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Atglistatin das subendokardiale Fibroseremodeling auch in diesem Versuch verbessern
(Abbildung 6B und C). Auch der GLS konnte unter dieser therapeutischen Behandlung
verbessert werden, allerdings zeigte dieser Trend keine statistische Signifikanz
(Abbildung 6F). EF, FS, GRS und GCS blieben unverandert durch die ISO-Applikation
(Abbildung 6D, E, G, H). Diese Ergebnisse implizieren ein mogliches, jedoch mildes
therapeutisches Potential der adipozytaren ATGL-Inhibition durch Atglistatin nach

Etablierung des kardialen Schadens.

3.3 Akute praventive Effekte von Atglistatin auf das kardiale Remodeling
Um Mechanismen zu identifizieren, die den langfristigen protektiven Effekten von
Atglistatin zugrunde liegen, wurden Mause in einer frihen Phase des kardialen
Remodelings, zwei Tage nach ISO, phanotypisiert (Abbildung 7A). Die Histologie

identifizierte signifikant ausgepragte Fibroselasionen durch [SO, allerdings keine

Abbildung 7 einschlie8lich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen
(Abbildung 7B-D). Auch der durch ISO eingeschrankte GLS konnte nur bedingt durch
die Atglistatinbehandlung verbessert werden (Abbildung 7E). Vergleichbar zum spaten
Zeitpunkt blieben andere echokardiographische Parameter unverandert (Abbildung 7F-
I). Allerdings stieg die kardiale Genexpression von Kollagen 1a1 und Kollagen 3a1
deutliche in den ISO-behandelten Tieren an (Abbildung 7J und K). Dieser Anstieg wurde
durch die Atglistatingabe stark reduziert. Zusammengefasst deutet dies auf eine
protektive akute Wirkung der pharmakologischen adipozytaren ATGL-Inhibition hin. Die
Reduktion der frihen Expression pro-fibrotischer Gene fihrt mutmallich zu einem

verringerten makroskopischen Fibrosegehalt, der zwei Wochen spater beobachtet wurde.

3.4 Akute praventive Effekte von Atglistatin auf die kardiale Inflammation
B-adrenerge Uberstimulation kann inflammatorische Prozesse im Herzen initiileren und
hierriiber die kardiale Funktion verschlechtern'>. Um eine mdogliche Modulation dieser
Prozesse durch Atglistatin zu untersuchen, wurden kardial infiltrierende Immunzellen
zwei Tage nach ISO mittels Immunhistologie untersucht. ISO fuhrte zu einer
Akkumulation von MAC-3* Makrophagen und CD3"* T-Zellen (Abbildung 8A und B). Die
Atglistatinbehandlung hatte jedoch keinen Einfluss auf diese Immunzellinfiltration. Die
weiterfiUhrende Analyse von inflammatorischen Genen zeigte einen Anstieg in der mMRNA
von CD68, ST2, TNF-a, MCP-1, Galectin-3 und TLRZ2 unter ISO, wobei Atglistatin nur die
Expression von CD68 und ST2 reduzierte (Abbildung 8C-H). Die Expression von IL-13
und NOS2 blieb unverandert in den verschiedenen Gruppen (Abbildung 8l und J).
Zusammengefasst hat Atglistatin allenfalls moderate Effekte auf inflammatorische

Prozesse, die fur den anti-fibrotischen Effekt weniger relevant zu sein scheinen.

3.5 Akuter praventiver Einfluss von Atglistatin auf die kardiale Apoptose

Die neurohumorale Aktivierung sowie myokardiale Fibrose sind eng mit kardialer
Apoptose assoziiert’>. Um herauszufinden, ob die Verbesserung der kardialen
Schadigung durch die pharmakologische adipozytare ATGL-Inhibition Uber apoptotische
Prozesse moduliert wird, erfolgte eine Microarray-basierte Genexpressionsanalyse in
kardialem Gewebe zwei Tage nach ISO. Die PCA trennte die CTRL/ISO-behandelten
Mause deutlich sowohl von CTRL/VEH- als auch von den ATGLIi/ISO-behandelten
Mausen (Abbildung 9A). Das hierarchische Clustergram zeigte zudem eine Zunahme
der Expression mehrerer apoptotischen Gene durch ISO, unter anderem Calpain 6, BAX,
BID, PIDD1 und NOX4 (Abbildung 9B). Interessanterweise veranderte Atglistatin das
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Expressionsprofil und reduzierte die Expression dieser Gene. Die Ergebnisse konnten in
zusatzlichen RT-qPCR-Analysen mit groRerer Probenanzahl bestatigt werden
(Abbildung 9C-G). Weiterhin war im Western-Blotting-Verfahren eine vermehrte
Expression der pro-apoptotischen Proteine BAX und BAK durch ISO zu erkennen
(Abbildung 9H). Die Behandlung mit Atglistatin sorgte dabei fur eine Normalisierung auf
das Niveau der Vehikel-Gruppe. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass ISO eine

kardiale Apoptose begunstigt, die durch Atglistatin bedeutend reduziert wird.

Abbildung 8 einschlie8lich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial =~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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Abbildung 9 einschlie8lich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182

3.6 In vitro Effekte der adipozytaren ATGL auf Kardiomyozyten

Hohe Fettsaurekonzentrationen wirken auf zellularer Ebene Uber apoptotische Prozesse
lipotoxisch™. Um zu untersuchen, ob die anti-apoptotische Wirkung von Atglistatin auf
endokrinem Weg uber die Modulation der adipozytaren Fettsauresekretion vermittelt
wird, wurden differenzierte 3T3-L1 Adipozyten mit ISO und Atglistatin behandelt
(Abbildung 10A und B). Ahnlich zu den Experimenten in isolierten WAT-Explantaten
erhohte ISO die lipolytische Aktivitat in Adipozyten, gemessen an der erhohten Sekretion
von NEFAs und Glycerin in das konditionierte Medium (Abbildung 10C und D).
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Abbildung 10 einschlielllich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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Atglistatin blockierte diese lipolytische Aktivitat, was zu einer verringerten Freisetzung
von NEFAs und Glycerin fuhrte. Die HPLC-MS basierte qualitative Analyse der NEFAs
im konditionierten Medium ergab eine Abtrennung der CTRL/ISO-Gruppe in der PCA
sowohl von der CTRL/VEH- als auch von der ATGLi/ISO-Gruppe (Abbildung 10E). Des
Weiteren wurden Palmitinsdure (C16:0), Palmitoleinsaure (C16:1) und Olsaure (C18:1)
als die Fettsauren mit der hochsten Konzentration sowie starksten Regulation unter ISO
identifiziert (Abbildung 10F und G). Die ISO-vermittelte Freisetzung dieser Fettsauren
wurde durch Atglistatin vollstandig aufgehoben.

Anschliellend wurden HL-1 Kardiomyozyten mit einer aquimolaren Mischung aus
Palmitinsaure, Palmitoleinsdure und Olsaure (FA-Mix) stimuliert, was in einer erhohten
LDH-Freisetzung als Surrogat fur den Zelltod resultierte (Abbildung 10H). Spezifischer
induzierte der FA-Mix Apoptoseprozesse, gemessen an der Expression des pro-
apoptotischen Proteins Cleaved Caspase 3 sowie der pro-apoptotischen Gene BID und
BAX (Abbildung 10I-K). Weiterfuhrende Experimente zeigten, dass die FA-Mix-
vermittelte Genexpression von BID und BAX durch Inhibition des integralen
Membranproteins und Fettsduretransporters CD36 mittels SSO® reduziert wurde
(Abbildung 10J). Die Inhibition der Carnitin-Palmityltransferase 1, dem
geschwindigkeitsbestimmenden Enzym der mitochondrialen Fettsdureoxidation®?, flhrte
hingegen zu einer vermehrten Expression von BID und BAX (Abbildung 10K).
Zusammenfassend implizieren diese Ergebnisse, dass Atglistatin in vitro die adipozytare,
Katecholamin-vermittelte Freisetzung von Palmitinsdure, Palmitoleinsdure und Olséure
inhibiert. Diese Fettsauren I6sen in Kardiomyozyten apoptotische Signale aus, die Uber
die CD36-abhangige Fettsdureaufnahme vermittelt und Uber die Fettsaureoxidation
gedampft werden.

3.7 Akute praventive Wirkung von Atglistatin auf Lipide im Serum und
kardiale Ceramide

Um den Wirkmechanismus von Atglistatin auf den durch 1ISO-vermittelten Herzschaden
Uber eine Freisetzung von Lipiden in vivo zu untersuchen, wurde das Serumlipidom in
Mausen zwei Tage nach ISO analysiert (Abbildung 11). Cholesterolester, Cholesterole,
Lysophosphatidylcholine, Phosphatidylcholine und TAGs wurden als Lipidklassen mit der
hochsten Serumkonzentration identifiziert (Abbildung 11A). Ceramide, DAG,

Lysophosphatidylcholin und Lysophosphatidylethanolamin waren signifikant reguliert
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Abbildung 11 einschlielllich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182

zwischen mindestens zwei Gruppen (Abbildung 11A-C). Die weitergehende Analyse
fokussierten wir dann auf Ceramide und DAGs aufgrund ihrer beschriebenen
Kardiotoxizitat’®. Ceramide und DAG waren in den ISO-behandelten Tieren beide hoher

konzentriert, allerdings erreichte dieser Trend bei DAG keine statistische Signifikanz
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(Abbildung 11B und C). Interessanterweise fuhrte die Behandlung mit Atglistatin zu
einer deutlichen Reduktion beider Lipidklassen im Serum. Anschliel3end erfolgte eine
Analyse der individuellen Ceramid- und DAG-Lipidspezies (Abbildung 11D). Unter dem
Einfluss von ISO nahmen drei Ceramid-Spezies (40:1;2, 42:1;2 und 42:2;2) zu, jedoch
erreichte nur Ceramid 42:1;2 statistische Signifikanz (Abbildung 11E). Die Behandlung
mit Atglistatin sorgte dabei fur einer signifikante Reduktion der drei Ceramid-Spezies. Die
tiefergehende Analyse der DAG-Spezies zeigte eine tendenzielle, jedoch nicht
signifikante Reduktion durch Behandlung mit Atglistatin, insbesondere bei Spezies mit
Palmitinsaure, Palmitoleinsdure und Olséure sowie C18:2 (Linolsaure, Abbildung 11F).
Aufgrund ihrer starken Regulation im Serum wurden im nachsten Schritt die Ceramide in
Herzen von Mausen zwei Tage nach ISO untersucht (Abbildung 12). Herzen von
ATGLI/ISO-behandelten Mausen akkumulierten tendenziell weniger Ceramide als von
VEH/ISO-behandelten Mausen (Abbildung 12A). Die Behandlung mit Atglistatin sorgte
zudem fur eine signifikante Reduktion von drei Ceramid-Spezies: 38:2;2, 40:2;2 und
42:2;2 (Abbildung 12B).

Abbildung 12 einschlielllich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced @ myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die praventive pharmakologische
Inhibition des geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der Lipolyse - ATGL - im
Fettgewebe durch Atglistatin vor der Entwicklung einer Katecholamin-vermittelten
Herzschadigung schiitzt (Abbildung 13)%8. Atglistatin reduzierte die kardiale Fibrose und
verbesserte die myokardiale Deformation sowie Kontraktilitat. Die Wirkung wurde dabei
insbesondere Uber eine Regulation verschiedener Lipid- und Fettsaurespezies und einer
Verminderung apoptotischer Prozesse vermittelt. Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit
legen daher eine Nutzung der pharmakologischen ATGL-Inhibition bei kardialen

Erkrankungen nah, die mit einer neurohumoralen Aktivierung assoziiert sind.

Abbildung 13 einschlielllich Legende wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der
elektronischen Version meiner Arbeit nicht veréffentlicht. Die Informationen sind in der
Originalpublikation zu finden: Thiele A, Luettges K, Ritter D, Beyhoff N, Smeir E, Grune
J, Steinhoff JS, Schupp M, Klopfleisch R, Rothe M, Wilck N, Bartolomaeus H, Migglautsch
AK, Breinbauer R, Kershaw EE, Grabner GF, Zechner R, Kintscher U, Foryst-Ludwig A.
Pharmacological inhibition of adipose tissue adipose triglyceride lipase by Atglistatin
prevents  catecholamine-induced = myocardial ~ damage. Cardiovasc  Res.
2022;118(11):2488-2506. https://doi.org/10.1093/cvr/cvab182

4.1 ATGL-Inhibition im Katecholamin-vermittelten Schadigungsmodell
Das therapeutische Potential einer inhibierten ATGL-Aktivitat im Fettgewebe muss
grundsatzlich strikt von einer Inhibition im Herzen getrennt werden3®. Die globale sowie

isoliert kardiale Inhibition von ATGL durch genetische Deletion fuhrt in Mausen zu einer
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myokardialen Steatose mit Akkumulation von TAGs sowie einer ausgepragten kardialen
Dysfunktion, die bei globaler ATGL-Deletion mit einer deutlich erhohten Mortalitat
assoziiert ist°”-"1. Ebenfalls erkranken Patient*innen mit einer Loss-of-Function-Mutation
im ATGL kodierenden Gen Patatin-like phospholipase domain containing protein 2 an der
Neutralfett-Speicherkrankheit (engl. neutral lipid storage disease) mit ektoper
Fetteinlagerung in verschiedenen Geweben und Ausbildung einer progressiven
skelettalen und kardialen Myopathie’?73. Ein bedeutender Aspekt der vorliegenden Arbeit
war daher die Uberprifung der Wirkung von Atglistatin auf die Lipolyse im Fettgewebe
und Herz im Mausmodell der Katecholamin-vermittelten Herzschadigung®®. Die inhibierte
lipolytische Aktivitdt im Fettgewebe durch Atglistatin ohne direkte Modifikation der
kardialen Lipolyse ermdglichte dabei, die Rolle der adipozytaren ATGL isoliert im Kontext
der Sympathikusaktivierung zu analysieren.

4.2 Adipozytare ATGL-Inhibition und kardiale Inflammation

Im Herzen sorgt die EZM fur eine geordnete Anordnung zellularer Strukturen sowie fur
eine physiologische Ubertragung der Kontraktion’*. Die neurohumorale Aktivierung im
Rahmen der Herzinsuffizienz, besonders bei reduzierter EF, fihrt zu einem fibrotischen
Remodelling mit vermehrter Deposition von Kollagenfibrilen in die EZM sowie
strukturellen Veranderungen, die schlieBlich zum Fortschreiten der Erkrankung
beitragen'®. Die praventive adipozytare ATGL-Inhibition durch Atglistatin fiinrte in dieser
Arbeit zu einer Verminderung dieses Katecholamin-vermittelten fibrotischen
Remodelings - in der Frihphase auf Ebene der Genexpression sichtbar, im spaten
Stadium im makroskopischen Kollagengehalt sowie funktionellen Parametern
verdeutlicht. Kdrzlich konnten auch Takahara et al. einen protektiven Effekt einer
praventiven Behandlung mit Atglistatin auf das Katecholamin-vermittelte kardiale
Remodelling zeigen’. Als Wirkungsmechanismus wurde auf der Grundlage einer
verminderten Sekretion des pro-inflammatorischen Proteins Galektin-3 von WAT-
Makrophagen sowie einer reduzierten kardialen Infiltration von aktivierten Makrophagen
eine anti-inflammatorische Wirkung vorgeschlagen’. In der vorliegenden Arbeit konnte
keine signifikante Reduktion von kardial infiltrierenden MAC-3* Makrophagen oder
abgeschwachte kardiale Expression von Galektin-3 durch Atglistatin beobachtet
werden®. Auch CD3* T-Zellen und die Expression anderer inflammatorischer Gene

waren nicht entscheidend beeinflusst. Es bleibt daher die Frage offen, welche Rolle
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inflammatorische Prozesse in der Vermittlung der protektiven Wirkung der adipozytaren

ATGL-Inhibition auf das fibrotische Remodelling einnehmen.

4.3 Adipozytare ATGL-Inhibition und Lipid-vermittelte Apoptose im Herz
Der programmierte Zelltod - Apoptose - von Kardiomyozyten stellt ein Merkmal in der
Entwicklung der Herzinsuffizienz dar, besonders bei reduzierter EF, und ist mit dem
klinischen Schweregrad der Erkrankung assoziert’®-"8. In vitro wurden Mechanismen fiir
den kausalen Zusammenhang zwischen neurohumoraler Aktivierung und
Kardiomyozyten-Apoptose gezeigt’®-282. Flr Katecholamine wurde dabei eine Induktion
Uber Bi-adrenerge Rezeptoren beschrieben’8. Daneben stellen Angiotensin Il sowie
TNF-a pro-apoptotische Neurohormone dar®'-82, Die in vivo Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit deuten zudem darauf hin, dass im Kontext der Sympathikusaktivierung auch die
adipozytare Lipolyse eine wichtige Rolle in der Entstehung kardialer Apoptose spielt und
eine erhohte Lipolyse im Fettgewebe zur Apoptose im Herzen beitragt®. Im Kontext der
Herzinsuffizienz werden abgestorbenen Kardiomyozyten pathophysiologisch Uber eine
Aktivierung von Myofibroblasten durch fibrotisches Gewebe ersetzt®3. Der anti-fibrotische
Effekt der praventiven Atglistatinbehandlung resultiert dann sekundar aus einer
verminderten kardialen Apoptose, die Uber eine reduzierte Fettgewebslipolyse vermittelt
wird. Die positive Wirkung von Atglistatin fallt daher milder aus, wenn die Behandlung
erst nach Katecholamin-induzierter Schadigung auf therapeutischer Weise erfolgt und die
kardiale Apoptose bereits Uber eine induzierte Fettgewebslipolyse verstarkt wurde.
Verschiedene Studien haben den Substratmetabolismus zur kardialen ATP-Produktion
im Kontext der Herzinsuffizienz untersucht, insbesondere bei reduzierter EF, wobei die
kardiale Funktionsstorung mit einer reduzierten Kapazitat zur Fettsdureoxidation
assoziiert ist®*®, Simultan ist das kardiale Angebot an Fettsduren durch die
neurohumorale Aktivierung und der damit assoziierten erhdhten Serumkonzentration an
NEFAs erhoht*®-%0. Dieses erhohte Fettsdureangebot verbunden mit der reduzierten
Oxidationskapazitat fuhrt zu einer intrazellularen Akkumulation von Fettsauren, die als
TAGs gespeichert®®, jedoch auch zu toxischen Lipiden umgebaut werden kénnen®. Die
Ergebnisse der vorgelegten Studie stutzen diese Hypothese eines Lipid-vermittelten
kardialen Schadens, bei der die Katecholamin-vermittelte Freisetzung von Lipiden aus
dem Fettgewebe in einer kardialen Lipotoxizitat mit verschiedenen Schadigungsmustern
einschlieRlich zellularer Apoptose und mitochondrialer Dysfunktion resultiert®®89. Die

NEFA-Kombination aus Palmitinsiure, Palmitoleinsdure und Olsiure wurde in vitro als
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potenzieller lipotoxischer und pro-apoptotischer Mediator von ISO identifiziert, dessen
Freisetzung durch die adipozytare ATGL-Inhibition aufgehoben wurde. Dabei stellt
insbesondere Palmitinsdure eine stark lipotoxische geséattigte Fettsdure dar®09".
Zusatzlich zur Apoptoseinduktion Uber reaktive Sauerstoffspezies fuhrt sie als
Syntheseprakursor zur Akkumulation von Ceramiden®'-23, Ceramide gelten zusammen
mit DAGs als wichtigste Ursache fir kardiale Lipotoxizitat®* und waren in Herzen von
Atglistatin-behandelten 1ISO-Mausen tendenziell vermindert. In vivo zeigten sich zudem
Veranderungen in zirkulierenden Serumlipiden, vor allem bei den lipotoxischen DAGs
und Ceramiden. Insbesondere DAGs mit Palmitinsdure, Palmitoleinsdure und Olséure
sowie zwei Linolsaureresten waren reguliert. In vivo scheinen daher DAGs und Ceramide
direkt als Reaktion auf ISO aus dem Fettgewebe freigesetzt zu werden, was durch
Atglistatin inhibiert wird. Wahrend die DAGs dabei auf exzessive, ISO-stimulierte ATGL-
Aktivitat mit limitierter Modifikation von HSL und MGL zurickzufuhren sein konnten, muss
fur die Ceramide der zugrundeliegende Regulationsmechanismus im Fettgewebe noch
aufgeklart werden.

44 Limitationen

Die vorliegende Arbeit weist bestimmte Limitationen auf. Das ISO-Modell mit einer
viertagigen Katecholamin-Applikation ist nur bedingt mit der humanen Entstehung der
Katecholamin-vermittelten Herzschadigung vergleichbar und kann mit einer
eingeschrankten Ubertragbarkeit der Erkenntnisse der Studie auf den Menschen
verbunden sein. Daruber hinaus ist es unwahrscheinlich, dass die in vitro Analyse mit
3T3-L1 Adipozyten und HL-1 Kardiomyozyten die in vivo Interaktion zwischen
Fettgewebe und Herz vollstandig widerspiegelt.

Die vorliegende Arbeit wird zudem durch die Selektivitat von Atglistatin limitiert. Trotz
hoher struktureller Ahnlichkeit zwischen der murinen und humanen ATGL hemmt
Atglistatin nicht die humane Enzymaktivitat>>%6. Eine Translation der Studie ist daher nur
begrenzt moglich und die Ergebnisse mussen durch einen potenten humanen Inhibitor

validiert werden.

4.5 Klinische Perspektive

Die vorliegende Studie deutet auf eine entscheidende Rolle der Fettgewebslipolyse in der
Entwicklung von Herzschadigungen hin, die mit einer neurohormonalen Aktivierung und
erhohten Katecholaminspiegeln assoziiert sind. Die Reduktion dieser Fettgewebslipolyse
durch pharmakologische ATGL-Inhibition stellt dabei eine neue Behandlungsstrategie
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dar, die sich durch ein primares Wirkungsziel au3erhalb des Herzens auszeichnet. Das
Konzept eines extrakardialen Ansatzpunktes erscheint vielversprechend angesichts des
Scheiterns klinischer HFrEF-Studien mit Medikamenten zur direkten pharmakologischen
Beeinflussung des kardialen Stoffwechsels, beispielsweise mit Etomoxir (ERGO-
Studie®) oder Elamipretide (PROGRESS-HF-Studie®). Zudem wird es durch die kiirzlich
publizierten positiven Effekte der SGLT2-Inhibitoren Empagliflozin und Dapagliflozin bei
Patient*innen mit HFrEF (EMPEROR-Reduced-Studie®’, DAPA-HF-Studie®®) und HFpEF
(EMPEROR-Preserved-Studie®) unterstiitzt, die auf eine erfolgreiche Modifikation des
kardialen Stoffwechsels Uber die Ansteuerung von extrakardialen Zielstrukturen
hinweisen. Aufgrund der stark kardioprotektiven Wirkung von Atglistatin bei praventiver
Behandlung und nur milden Effekten bei therapeutischer Gabe sollte das Konzept der
adipozytaren ATGL-Inhibition insbesondere im Kontext der kardiovaskularen Pravention

weiter untersucht werden.
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