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Zusammenfassung 

Diabetes mellitus stellt eine Volkskrankheit dar, bei der aufgrund der verbesserten 

Ernährungssituation seit Mitte des 20. Jahrhunderts steigende Inzidenzen in 

industrialisierten Ländern beobachtet werden. Im Hinblick auf die Tatsache, dass 

inzwischen häufig auch Jugendliche, bedingt durch Adipositas an Diabetes mellitus 

erkranken und dieser im Zeitablauf  im sogenannten Metabolischen Syndrom sowohl 

das Herz und dessen Vaskulatur als auch die Nieren und das periphere Nervensystem 

schädigen kann, stellt die Therapie des Diabetes mellitus und dessen 

Folgeerkrankungen eine der größten Herausforderungen der Medizin dar. Laut WHO 

Angaben sind weltweit mehr als 220 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt 

und 3,4 Millionen Menschen starben 2004 an dessen Folgeerkrankungen. Weiterhin 

wird vermutet, dass sich die Zahl der durch Diabetes mellitus bedingten Todesfälle 

zwischen 2005 und 2030 verdoppelt.  

Das Fettgewebe ist neben seiner Funktion als Energiespeicher ein endokrines 

Organ, das Zytokine und Adipokine sezerniert. So konnte gezeigt werden, dass die 

Menge des viszeralen Fetts positiv mit der Entwicklung von Insulinresistenz und 

Diabetes mellitus korreliert. Aufgrund epidemiologischer Beobachtungen wird ein enger 

Zusammenhang zwischen Adipositas und der koronaren Herzkrankheit vermutet.   

Dies hat dazu geführt, die Interaktion des epikardialen Fett als viszerales Fettdepot mit 

dem Herzen genauer zu untersuchen. Das epikardiale Fett liegt dem Herz faszienfrei 

auf, so dass sezernierte Zytokine und Adipokine durch das Interstitium auf den 

Herzmuskel wirken können.  

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass  1) unter dem Einfluss von Adipositas 

und Diabetes mellitus das epikardiale Fett vermehrt Zytokine sezerniert und sich das 

Muster in Richtung Proinflammation verschiebt.  Da aus ethischen Gründen für die 

Analytik lediglich Proben von multimorbiden Patienten verwendet werden können, 2) 

haben wir mit dem Meerschweinchen ein Tiermodell entwickelt, das die Präparation von 

epikardialem Fettgewebe aus gesunden Tieren ohne Beeinflussung durch kardiale oder 

metabolische Erkrankungen erlaubt. So konnte unter experimentellen Bedingungen das 

epikardiale Fett detailliert untersucht und speziell der Einfluss von metabolischen 
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Veränderungen wie Insulinresistenz oder DM2 auf das Sekretom des epikardialen Fetts 

ermittelt werden. 3) Meerschweinchen entwickeln wie der Mensch und höhere Primaten 

altersabhängig epikardiales Fett und dessen Akkumulation speziell am Aortenbogen und 

entlang der Koronargefäße weisen große Ähnlichkeit mit Beobachtungen an erkrankten 

humanen Herzen auf. Um zu untersuchen, ob ähnlich wie in der humanen Situation 

auch im Tiermodell parallel zu den beobachteten anatomischen Veränderungen eine 

relevante Sekretion an proinflammatorischen Zytokinen nachzuweisen ist, wurde die 

Freisetzung aus dem EAT des Meerschweinchens durch Arraytechnik untersucht. 4) Wir 

konnten zeigen, dass sich die Menge der sezernierten Zytokine abhängig von Alter und 

Menge des epikardialen Fetts verändert und in Richtung Proinflammation verschiebt.  

5) Nach Diätintervention mit einer fett- und cholesterinreichen sowie einer 

kohlenhydratreichen Fütterung konnten wir bei beiden Interventionen negative, aber 

divergente  Auswirkungen auf den metabolischen Zustand und verschiedene 

Schädigungen der Endorgane beobachten. So entwickelten Meerschweinchen nach 

fettreicher Diät entgegen unserer Vermutung keine Adipositas oder Insulinresistenz. Die 

Tiere zeigten jedoch schon nach kurzer Zeit eine deutliche kardiale Dysfunktion und 

entwickelten eine Steatosis hepatis sowie unter anderem eine Dysregulation des PPAR 

Systems. 6) Nach kohlenhydratreicher Diät wurden die Meerschweinchen deutlich 

adipös und insulinresistent. Die kohlenhydratreiche Diät hatte keinen direkten Einfluss 

auf die Myokardfunktion. Sie führte hingegen zu einer massiven Ausdehnung des 

epikardialen Fetts und begünstigte die Entwicklung von Insulinresistenz. Dies konnte 

auch durch die Reduktion der Glukosetransporter Expression sowie der Einwanderung 

von Makrophagen gezeigt werden, was zur Entstehung einer ständigen 

Entzündungsreaktion führte, die wir als Ursache der Insulinresistenz interpretieren. 

In zellulären Studien konnten wir zeigen, dass die gesteigerte Expression und 

Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie TGF-  die Insulinsensitivität der 

Kardiomyozyten negativ beeinflusst. Dieser Effekt erfolgt über die Interaktion von TGF-  

mit der Signalkaskade der Lipoxygenasen und deren Aktivierung nach 

Zytokininkubation. So konnte als Hinweis auf die kardioprotektive Funktion des TGF-  

gezeigt werden, dass Hydroxyeikosatetraensäuren als Produkte der 12-Lipoxygenase 

das Aktinzytoskelett stabilisieren. Damit wird auch die Exozytose und Translokation des 

insulinabhängigen Glukosetransporters IV zur Plasmamembran nach Insulinstimulus 
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unterstützt. Jedoch führt die Inkubation mit dem proinflammtorischen Zytokin TGF-  

auch zur Reduktion der Glukosetransporter Expression, was wiederum ein Hinweis auf 

die proinflammatorische und myokardpathogene Funktion ist. Dies bedeutet, dass die 

Effektivität des Transportsystemes zwar zunimmt, die Kapazität aber reduziert ist. 

Passend zu unseren Beobachtungen beim Menschen und im Tiermodell konnten wir im 

zellulären Modell nach TGF-  Inkubation den totalen Verlust der Insulinwirkung in 

Kardiomyozyten zeigen. 
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Summary 

Diabetes mellitus is a widespread disease, which has been observed to show an 

increasing incidence in industrialized countries since the middle of the 20th century due 

to the improved alimentary situation. With regards to the fact, that often also adolescents 

are confirmed to have Diabetes mellitus as a result of morbid obesity and that they may 

develop indisposition of the heart and its vascular conditions as well as kidney or 

nervous system injury, rehabilitation of Diabetes mellitus and its derived diseases is by 

now a great challenge for medicine. Due to WHO interpretation by now 220 million 

people are diseased with Diabetes mellitus worldwide and in 2004 3.4 million people 

died due to Diabetes mellitus or the metabolic syndrome. This case number is estimated 

to be doubled in between 2005 and 2030. 

 Additional to its function as energy storage adipose tissue is discussed as an 

active endocrine organ that secretes cytokines and adipokines. The amount of visceral 

adipose tissue has been shown to correlate with the development of insulin resistance 

and Diabetes mellitus. Due to epidemiological surveys a close relationship of obesity 

and coronary artery disease is suspected but until now not approved. This assumption 

provoked further investigations regarding the interaction of epicardial adipose tissue as 

true visceral fat and the heart itself. Epicardial fat is located directly on the myocardium 

without any fascia, so cytokines and adipocines may have an immediate impact on the 

myocardium. 

 This investigation shows an increased secretion of cytokines under the impact of 

obesity and Diabetes mellitus as well as a proinflammatory shift. For ethical reasons 

human epicardial fat is only available from severely ill patients undergoing open heart 

surgery. With the guinea pig we established an animal model that allows the preparation 

of healthy epicardial fat without the interference of cardial or metabolic disease. So we 

were able to analyze the epicardial fat under experimental conditions and quantify the 

impact of metabolic disease. In contrast to rodents the guinea pig develops abundant 

amounts of epicardial fat with age comparable to humans and higher apes. The 

accumulation of epicardial fat along the aortic branch has substantial similarities to the 

medical observation in the diseased human heart. To observe, whether the epicardial fat 



- xix - 

of guinea pigs secretes an abundant amount of inflammatory cytokines comparable to 

the human situation, we analyzed its release by cytokine array technique. Our data 

show, that the release of cytokines is dependent on age, the amount of epicardial fat 

and is shifted to inflammatory state. 

 After dietary intervention using a high-fat or high carbohydrate diet we showed 

surprisingly different negative impacts on the metabolic situation or endorgan damage 

addicted to the used diet. So after high-fat diet guinea pigs did not get obese or insulin 

resistant, but develop cardial dysfunction and steatosis hepatis. After high-carbohydrate 

diet guinea pig develop obesity and insulin resistance, but showed no effects on cardiac 

function although epicardial fat mass was augmented. Furthermore glucose transporter 

expression was reduced in epicardial fat and heart and as an indication of inflammation 

macrophages immigrated into the connecting area of heart and adipose tissue. 

 In our cellular study increased cytokine release e.g.. of TGF-ß provoked insulin 

resistance in cardiomyocytes. This is effected by the interaction of TGF-ß and 

lipoxygenase signaling. As an evidence for its cardioprotective potential TGF-ß activates 

12-lipoxygenase and augments their products – hydroxyeicosatetraenoic acids stabilizes 

the actin cytoskeleton in cardiomyocytes. Accordingly translocation of the insulin 

dependent glucose transporter 4  to the plasma membrane is supported. In contrast to 

this incubation with the inflammatory TGF-ß provokes also the reduced expression of 

glucose transporter 4. Convenient to our observation in humans and in the animal model 

TGF-ß incubation caused the total loss of insulin action in cardiomyocytes. 
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1.0 Einleitung 

1.1 Glukosemetabolismus 

Der Glukosestoffwechsel stellt in Mammalia die hauptsächliche Energiequelle dar 

und die gleichmäßige Versorgung des Organismus mit Glukose ist essentiell für die 

Organfunktion. Physiologisch liegt der Plasmaglukosespiegel beim Menschen, 

abgesehen von postprandialen Zuständen zwischen 4 - 7 mmol/L und wird durch das 

Zusammenspiel von Glukoseaufnahme aus der Nahrung und Verstoffwechselung durch 

periphere Organe reguliert (1). Die Entgleisung des Glukosemetabolismus in beide 

Richtungen hat schwerwiegende Folgen. So hat die Unterzuckerung oder Hypoglykämie 

des Körpers das Absterben verschiedener Zellkompartimente und im Extremfall den Tod 

zur Folge. Im Gegensatz dazu führt ein dauerhaft erhöhter Glukosegehalt des Blutes, 

auch Hyperglykämie genannt, zu langfristigen Organschäden und kann über 

unterschiedliche Folgeerkrankungen ebenfalls zum Tode führen. 

Die Glukoseaufnahme und deren Verstoffwechselung sowie die Gewinnung von 

gespeicherter Energie aus Glykogen wird durch die Hormone Insulin, Glukagon und 

Katecholamine  reguliert. Bei einem postprandial erhöhten Blutzuckerspiegel wird von 

den -Zellen der Langerhans´schen Inseln des Pankreas Insulin ausgeschüttet. Dies 

steigert den insulinstimulierten Transport der Glukose in die Zelle. Bei niedrigem 

Glukosespiegel während einer Hungerphase oder körperlicher Aktivität wird aus den -

Zellen Glukagon ausgeschüttet, das die Spaltung des gespeicherten Glykogens in 

Glukose vermittelt (1). 

Herz- und Skelettmuskel sowie das Fettgewebe und die Leber sind Primärziele 

der Insulinaktivität. In diesen Zielorganen erhöht sich nach Stimulus die Konzentration 

des insulinabhängigen Glukosetransporters IV (GLUT4) an der Zellmembran. Dadurch 

wird der limitierende Prozess der Glukoseaufnahme um ein Vielfaches über den 

Basalwert gesteigert (2). Nach Zelleintritt wird die Glukose entweder zur 

Energiegewinnung in der Glykolyse metabolisiert und zur Gewinnung von Phosphaten 

wie ATP verwendet. Im Gegensatz dazu wird Glukose in Adipozyten überwiegend als 

Fett gespeichert (1).  
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1.2 Typen des Diabetes mellitus 

Als Diabetes mellitus wird eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen 

bezeichnet, die mit der unvollständigen Verwertung von Glukose einhergeht (3). Dieses 

Phänomen war schon in der Antike bekannt, wo das Hauptsymptom, eine 

zuckerähnliche Substanz im Urin als Diabetes mellitus, aus dem griechischen 

„honigsüßer Durchfluss“ beschrieben wurde. Als weiteres Symptom wurde ein 

unstillbarer Durst beschrieben, der später mit der durch osmotische Diurese bedingten 

Polyurie erklärt werden konnte (4). Glukose stellt einen schnellen Energielieferanten dar, 

der glomerulär flitriert ab etwa 180 mg/dl die tubuläre Rückresorbtionskapazität 

übersteigt und osmotisch Wasser mit sich in den Urin zieht. Dies bewirkt durch Polyurie 

sowohl ein Flüssigkeitsdefizit als auch die schlechtere Energieversorgung der Zellen, 

was beim Menschen unter anderem Leistungsabfall oder Konzentrationsstörungen 

hervorrufen kann.   

Die Deutsche Diabetes Gesellschaft bezeichnet den Diabetes mellitus als 

heterogene Stoffwechselerkrankung, die sich durch chronische Hyperglykämie, bedingt 

durch gestörte Insulinsekretion, Insulinwirksamkeit oder eine Kombination von beidem 

auszeichnet (3). Ein wiederholter Nüchternglukosewert von 7,0 mmol/L oder höher 

sowie ein Wert größer 11 mmol/L zwei Stunden nach oralem Glukosetoleranztest 

wurden hierfür als Diagnosekriterium angesetzt (5). Aufgrund der ätiologischen 

Unterschiede klassifiziert die WHO  zwei Hauptformen; Typ I und Typ II Diabetes 

mellitus (6). Dazu kommen weitere spezifische Formen wie Gestationsdiabetes, das 

Cushing Syndrom, genetische Erkrankungen der -Zellen oder exokrine Erkrankungen 

des Pankreas. 

1.2.1 Diabetes mellitus Typ I 
Typ I Diabetes mellitus (DM1) stellt eine Autoimmunerkrankung mit absolutem 

Insulinmangel dar, bei der es bedingt durch genetische Defekte oder exogen induziert 

zu einer Zerstörung der insulinproduzierenden -Zellen der Langerhans´schen Inseln 

des Pankreas kommt. Die exogene Gabe von Insulin ist daher obligatorisch. Durch den 

absoluten Insulinmangel entfällt auch dessen antilipolytische Funktion, so dass Depotfett 

und Glykogen vermehrt mobilisiert werden. Die durch gesteigerte Lipolyse gebildeten 

Ketonkörper bewirken die beim DM1 gefürchtete Ketoazidose, die unbehandelt rasch 
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zum Tode führen kann.  Die Übersäuerung des Blutes ist bei unerkannten oder schlecht 

eingestellten Diabetikern häufig an dem typischen Acetongeruch der Atemluft 

erkennbar. Typ1 Diabetes wurde auch als juveniler Diabetes Typ beschrieben, da die 

Zerstörung der -Zellen häufig im jugendlichen Alter geschieht. Als LADA (latent 

autoimmune diabetes in adults) wird eine ebenfalls auf Autoimmunerkrankungen zurück 

zu führende Form des Diabetes mellitus bezeichnet, bei der zunächst noch eine 

Restfunktion der -Zellen vorhanden ist und der DM1 sich erst ab dem 30. Lebensjahr 

manifestiert (7). Lediglich 10% der Diabetiker in industrialisierten Ländern sind Typ1 

Diabetiker und auch der überwiegende Teil der LADA Diabetiker wird im frühen Stadium 

häufig fälschlicherweise dem Typ2 Diabetes zugeordnet. 

1.2.2 Pathophysiologie des Diabetes mellitus Typ II 
Diabetes mellitus Typ II (DM2) stellt eine primär nicht insulinabhängige Form des 

Diabetes dar. DM2 wurde bisher aufgrund der chronisch progredienten Entwicklung der 

Insulinresistenz und dessen Manifestation jenseits des 40. Lebensjahres, auch als 

Altersdiabetes bezeichnet. Pathogenetisch spielt sowohl die gestörte Insulinsekretion (8) 

wie auch die herabgesetzte Insulinwirkung eine Rolle bei der Manifestation. Im 

Gegensatz zu DM1 zeigen DM2 Patienten keine Neigung zur Ketoazidose und  keinen 

absoluten Insulinmangel. 

DM2 manifestiert sich häufig, kombiniert mit exogenen Faktoren wie mangelnder 

körperlicher Aktivität, einer Hyperalimentation im Metabolischen Syndrom oder der 

genetischen Prädisposition (8;9). Hanefeld et al. bezeichneten 1981 das Metabolische 

Syndrom als das gemeinsame Auftreten der Wohlstandskrankheiten wie Adipositas, 

Diabetes mellitus Typ II, arterielle Hypertonie, Hyperlipoproteinämie und Hyperurikämie 

(10;11). Die für DM2 beschriebene Insulinresistenz führt in erster Linie postprandial zu 

einer verlängerten Phase der Hyperglykämie. Dies hat eine Hyperinsulinämie, die 

verlängerte Insulinsekretion als Kompensationsmechanismus zur Folge (12). Die 

anfängliche Kompensation der Insulinresistenz bewirkt jedoch im Krankheitsverlauf die 

Verstärkung der Insulinresistenz aufgrund der verringerten Stimulierbarkeit der 

Rezeptoren und endet schließlich bedingt durch Erschöpfung der -Zellen in einer 

Insulinpflicht (12;13). Etwa 85 - 90% aller Diabetiker sind dem Typ 2 zuzuordnen (14). 
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1.2.3 Epidemiologie des Diabetes mellitus Typ II 
Aufgrund der verbesserten Ernährungssituation werden seit Mitte des 20. 

Jahrhunderts steigende Inzidenzen der DM2 Erkrankung in industrialisierten Ländern 

beobachtet, jedoch liegen auch in Europa hinsichtlich der epidemiologischen Situation 

nur lückenhafte Angaben zur Häufigkeit von Diabetes mellitus und dessen  assoziierten 

Krankheiten vor (5). Aus der evidenzbasierten Leitlinie der Deutschen Diabetes 

Gesellschaft Version 2004 geht hervor, dass Ende der 1980er Jahre in Deutschland 

zwischen 3,5 und 4 Millionen Menschen an DM2 erkrankt waren, was 4-5% der 

Gesamtbevölkerung entspricht (5). Im Bundesgesundheitssurvey 1997/98 wurde 

bekanntgegeben, dass 4,7% der Männer und 5,6% der Frauen  zwischen 18 und 79 

Jahren an DM2 erkrankt waren (5;15;16). Das relative Risiko Diabetes mellitus zu 

entwickeln variiert mit der sozialen Situation. So war die Wahrscheinlichkeit an DM2 zu 

erkranken in der Unterschicht (5,6%) im Vergleich zu Mittel- und Oberschicht (3,5 bzw. 

2,5%) nahezu verdoppelt (5). In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, 

dass zwischem dem 40. und 60. Lebensjahr Männer häufiger von DM2 betroffen sind 

als Frauen. Ab dem 60. Lebensjahr kehrt sich dieses Verhältnis jedoch um (5;17;18). 

Mittlerweile erkranken auch häufig Jugendliche bedingt durch frühe Adipositas an DM2, 

so dass der Anteil in dieser Altergruppe deutlich ansteigt. Laut WHO Angaben (Fact 

Sheet N°312, Januar 2011) sind weltweit mehr als 220 Millionen Menschen an Diabetes 

mellitus erkrankt. 3,4 Millionen Menschen starben 2004 an den Folgeerkrankungen des 

Diabetes mellitus, wobei etwa 80% der Todesfälle  in Ländern mit geringen bis mittleren 

Einkommen auftraten. Laut WHO Vermutungen wird sich die Zahl der durch Diabetes 

mellitus bedingten Todesfälle zwischen 2005 und 2030 verdoppeln.  

Im Zeitablauf kann Diabetes mellitus im sogenannten Metabolischen Syndrom 

das Herz, die Blutgefäße, folglich damit auch die Augen aber auch das periphere 

Nervensystem und die Nieren schädigen. DM2 steigert das Risiko kardiovaskulärer 

Erkrankungen oder das Risiko einen Schlaganfall zu erleiden um 50%. Die diabetische 

Neuropathie betrifft etwa 50% aller Diabetiker und ist in Kombination mit verringertem 

Blutfluss das höchste Risiko für Extremitätenamputationen infolge peripherer arterieller 

Verschlusskrankheit (pAVK). 10-20% der diabetischen Patienten sterben aufgrund von 
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Nierenversagen und das allgemeine Risiko aufgrund von Diabetes und dessen 

Folgeerkrankungen zu sterben ist im Vergleich zu Nichtdiabetikern verdoppelt. 

Neben dem individuellen Leid der erkrankten Personen haben Diabetes mellitus 

und dessen Komplikationen einen signifikanten sozioökonomischen Einfluss auf 

Familien, Gesundheitssysteme und ganze Länder (19). Die Kosten für die Behandlung 

von Diabetes mellitus und dessen Folgeerkrankungen betragen zur Zeit etwa 30 

Milliarden Euro, was etwa 15% des Gesamtetats der deutschen Krankenkassen 

ausmacht (19). Die WHO prognostiziert zum Beispiel, dass China zwischen 2006 und 

2015 558 Milliarden Dollar an vorangegangenem nationalem Einkommen bedingt durch 

Herzerkrankungen, Schlaganfall oder die Behandlung von Diabetes mellitus wird 

aufwenden müssen. Diese 2011 aktualisierten Zahlen bestätigen die Relevanz des 

Diabetes mellitus in der heutigen Zeit und belegen die Notwendigkeit, die 

pathophysiologischen Mechanismen des DM2 genauer zu erforschen, um die Interaktion 

der beteiligten Gewebe bei Hyperglykämie besser charakterisieren zu können. Diese 

Erkenntnisse könnten die sozioökonomischen Kosten durch frühe Diagnose und 

moderate „Lifestyle“ Intervention sowie Vorsorge - um Komplikationen zu vermeiden - 

deutlich verringern. 

1.3 Insulinsignaltransduktion 

Insulin ist ein Polypeptidhormon, das aus zwei Ketten besteht, die durch 

Disulfidbrücken miteinander verbunden sind (5,8 kDa). Die A-Kette mit  21 Aminosäuren 

und die B-Kette mit 30 Aminosäuren, sind durch zwei intermolekulare Disulfidbrücken an 

C7 der A-Kette mit C7 der B-Kette sowie C20 der A-Kette und C19 der B-Kette 

miteinander verbunden. Zusätzlich ist die A-Kette an C6 und C11 durch eine 

intramolekulare Disulfidbrücke verbunden.  

In den -Zellen des Pankreas wird zunächst eine einkettige Vorstufe, das 

Präproinsulin gebildet. Bei dieser Verbindung wird die Insulinsequenz durch einen 

hydrophoben Peptidrest abgeschirmt, so dass der Transport durch die Lipidmembran 

der Zellorganellen erleichtert wird. Mit dem Transport in das endoplasmatische 

Retikulum entsteht durch Abspaltung der Signalsequenz Proinsulin. Dies wird in den 

Vesikeln des Golgi Apparates gespeichert; in diesen Vesikeln wird bei Bedarf das  

verbindende C-Peptid abgespalten und es entsteht freies Insulin.  
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Insulin wurde erstmals 1921 isoliert und dessen antihyperglykämische Wirkung 

beschrieben (20;21). Die Insulinsignalkaskade ist essentiell, um die Glukose- 

homöostase zu gewährleisten und den Lipid- und Kohlenhydratmetabolismus zu 

regulieren. Schon kurz nach der Entdeckung von Insulin wurde es als antidiabetisches 

Agens eingesetzt (20;21). Seitdem wird Insulin und dessen biochemische Eigenschaften 

intensiv in der diabetischen Forschung untersucht, deren Ergebnisse maßgeblich zum 

Verständnis des Diabetes mellitus sowie der Verbesserung der möglichen Therapien 

beitragen.  

Die Bestimmung der Aminosäuresequenz erfolgte zwischen 1951 - 1953 von  

Sanger et al. (22;23). Meienhofer gelang 1963 die chemische Totalsynthese des Insulins 

(24), die  dreidimensionale Strukturaufklärung erfolgte kristallographisch 1969.  

Insulin wird postprandial aufgrund des erhöhten Blutzuckerspiegels 

ausgeschüttet, blockiert die Glukoneogenese in der Leber und stimuliert die 

Glycogensynthese. Im Fettgewebe reduziert Insulin die Lipolyse und verstärkt die 

Lipogenese. Zusammen mit dem antagonistisch wirkenden Glukagon reguliert Insulin 

somit den Glukose- und Fettmetabolismus, indem glukoseverbrauchende Prozesse 

gesteigert und die Freisetzung von Glukose aus der Leber verringert werden (1).  

Im Herz- und Skelettmuskel sowie im Fettgewebe wird die Verstoffwechselung 

der Glukose durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) / Akt Signalweg reguliert 

(25-27).  

In einem ersten Schritt bindet Insulin an seinen spezifischen, zur 

Tyrosinkinasefamilie gehörenden Rezeptor. Der Insulinrezeptor (IR) wird in allen 

Chordata exprimiert und besteht aus zwei Transmembranuntereinheiten und zwei 

extrazellulären Untereinheiten, die durch Disulfidbrücken kovalent miteinander 

verbunden sind (28;29). Der IR ist in nahezu allen Zelltypen exprimiert, jedoch am 

stärksten in Fettgewebe und der Leber vertreten (30;31). Durch Bindung des Insulins an 

die -Untereinheiten ändert sich deren Konformation und die -Untereinheiten werden 

phosphoryliert. Diese Autophosphorylierung erlaubt durch Kinaseaktivität die Interaktion 

mit Insulinrezeptorsubstraten wie der PI3 Kinase. 

PI3 Kinase wird phosphoryliert und aktiviert und Akt, das die Freisetzung von 

GLUT4 aus den endosomalen Speicherkompartimenten bewirkt.  
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Die Insulinrezeptorsubstrate (IRS) IRS1 und IRS2 sind essenziell für die insulin- 

stimulierte Translokation des GLUT4. Der Glukosemetabolismus wird überwiegend 

durch IRS1/2 und nachgeschaltet durch den Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase (MAP 

Kinase) und PI3 Kinase Signalweg reguliert (32). Die PI3K besteht aus einer 

katalytischen p110 Untereinheit und einer regulatorischen p85 Untereinheit. Die 

allosterische Regulation der p85 Untereinheit bewirkt die Translokation der PI3K zu den 

spezifischen Substraten in der Plasmamembran.  Als „second messenger“ bewirkt die 

PI3K abhängige Serin-Threoninkinase (PDK1) die Aktivierung von Akt und Proteinkinase 

B (PKB). Dies führt zur Konformationsänderung und vollständigen Aktivierung der Akt 

(33). Akt phosphoryliert nachfolgend die endosomalen GLUT4 Speicherkompartimente 

und bewirkt dessen Translokation zur Plasmamembran. Zusätzlich wird durch 

Phosphorylierung der Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3) die der Glykogensynthese 

aktiviert (Abb. 1). 

 
Abbildung 1: Insulinsignaltransduktion und Translokation des GLUT4 

1.4 Energiemetabolismus des Herzens - Glukosemetabolismus 

Kaum ein anderes Organ ist stärker auf eine kontinuierliche Energie- und 

Sauerstoffversorgung angewiesen als das Herz. Trotzdem ist das Herz fähig, den 

Energiefluss mit minimalen Änderungen der Metabolitenkonzentration, die für die 

Energieversorgung zuständig sind, drastisch zu regulieren (34). Aktomyosin-ATPase, 

Ca2+-ATPase und Na+-K+-ATPase sind die hauptsächlichen Enzyme, die den 
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Energieverbrauch und die Energiebereitstellung, durch oxidative Phosphorylierung 

regulieren. Wenn sich die Energieversorgung des Herzen verschlechtert, also die ADP 

Konzentration zulasten der ATP Konzentration ansteigt, wird kompensatorisch die 

Pumpleistung des Herzens reduziert, aber auch die Blutzufuhr durch die Koronarien 

erhöht.  

1.4.1 Glukosetransportproteine 
Der Energiemetabolismus in Mammalia ist maßgeblich durch die Zufuhr, 

Verteilung und Speicherung von Glukose bestimmt. Diese wird in Form von 

Polysacchariden über die Nahrung aufgenommen oder auch beispielsweise durch die 

Leber aus anderen Substraten wie Stoffwechselprodukten aus der Fettsäureverwertung 

synthetisiert. Der Austausch von Metaboliten zwischen den Geweben und der Transport 

in die Zelle erfordert Transportmechanismen, die diese Verbindungen in die Zellen aber 

auch wieder heraus transportieren. In Mammalia stehen zwei strukturell und funktionell 

unterschiedliche Gruppen von Transportproteinen zur Verfügung.  

Zur SGLT Familie (sodium dependent glucose transporters) gehören die 

Na+abhängigen Proteine, die überwiegend in der apikalen Membran von 

Nierenepithelzellen und dem Dünndarm exprimiert sind (35). Der Transport erfolgt unter 

Aufwendung von Energie mithilfe der Na+-K+ ATPase entgegen dem 

Konzentrationsgradienten (36).  

Die Na+unabhängigen Glukosetransporter (GLUT) gewährleisten im Gegensatz 

dazu eine thermodynamisch begünstigte Bewegung von Glukose durch die 

Plasmamembran  mit dem Konzentrationsgradienten (37). Es sind bisher zwölf 

Isoformen dieses Typs bekannt (Tab. 1), die nach Sequenzalignment in drei 

phylogenetische Klassen einzuordnen sind. (Abb. 2) (38). Zur Klasse I gehören die 

Glukosetransporter 1-4. Sie zeigen eine Sequenzhomologie von bis zu 65% und 

unterscheiden sich überwiegend durch ihren Expressionsort (39;40). GLUT1 ist ubiquitär 

in allen Mammalia exprimiert und basal an der Plasmamembran lokalisiert. GLUT1 

gewährleistet somit die Basalversorgung mit Glukose (41-43). GLUT1 zeigt trotz hoher 

Substratspezifität zu Glukose ein breites Substratspektrum, so dass neben Glukose 

auch andere Hexosen und Pentosen umgesetzt werden können (43;44). 
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GLUT2 wird bevorzugt in der Leber und den pankreatischen -Zellen exprimiert. 

Der relativ hohe KM Wert von 60 mM bewirkt, dass Glukose linear mit der 

Glukosekonzentration in die Zelle und aus dieser raus transportiert werden kann und 

damit niemals limitierend für die Transportgeschwindigkeit ist.  

Die Fruktosetransporter  GLUT5 und GLUT11 sowie GLUT7 und GLUT9 bilden 

die Klasse II der Glukosetransporter, deren Funktion bisher weitestgehend unbekannt ist 

(38).  Für GLUT11 sind zwei Splicevarianten bekannt, von denen die kürzere in Herz- 

und Skelettmuskel exprimiert ist und eine sehr geringe Affinität zu Glukose jedoch durch 

eine größere Affinität zu Fruktose hat. Die längere Splicevariante wird dagegen in 

Gehirn, Leber und Lunge exprimiert (38;45). 

GLUT6, 8, 10 und 12 bilden Klasse III der den Transport erleichternden Proteine. 

Sie zeigen eine typische Glykosylierungsstelle auf Schleife 9 der in allen GLUT 

Transportern vorhandenen 12 Transmembranschleifen, ebenso wie ein spezifisches 

Zielmotiv. Die Signifikanz dieser Motive und die Abhängigkeit von einer hormonellen 

Regulation muss noch weiter untersucht werden. 

 
Abbildung 2: Dendrogramm der Glukosetransporterfamilie. 

. Phylogenetische Einordnung der humanen Glukosetransporter nach multiplem Sequenz Alignment in drei  Klassen [variiert nach 

Wood & Trayhurn (38)] 
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Isoform  Klasse Expressions 
Ort  

Insulin 
Sensitivität

Funktionaler 
Transport  

Expression 
im WAT 

Erst 
beschreibung 

GLUT1 I ubiquitär, 
Gehirn, 

Erythrozyten 

nein Glukose ja  Mueckler [1985] Gould 
[1991] 

GLUT2 I Leber, 
Pankreas, 

Niere, Darm 

nein Glukose < 
Fruktose 

nein Fukumoto [1988] 
Gould [1991] 

GLUT3 I Gehirn nein Glukose ja  Kayano [1988] Gould 
[1991] 

GLUT4 I Herz-, 
Skelettmuskel, 

Fettgewebe 

ja Glukose ja  Fukumoto [1989] 
James [1989] 

GLUT5 II Darm, Niere, 
Hoden 

nein Glukose << 
Fruktose 

ja  Kayano [1990] 
Davidson [1992] 

GLUT6 III Gehirn, 
Leukozyten, 

Milz 

nein Glukose nicht bekannt Doege [2000] Lisinski 
[2001] 

GLUT7 II unbekannt unbekannt unbekannt nicht bekannt Joost & Thorens [2001]

GLUT8 III Gehirn, 
Fettgewebe, 

Hoden 

nein Glukose ja  Doege [2000] Lisinski 
[2001] Ibberson [2000]

GLUT9 II Leber, Niere unbekannt unbekannt nicht bekannt Phay [2000] 

GLUT10 III Leber, Pankreas nein Glukose nicht bekannt Dawson [2001] McVie-
Wylie [2001] 

GLUT11      
2 Spliceformen 

II Herz-, 
skelettmuskel, 
Gehirn, Leber, 

Lunge 

nein Glukose < 
Fruktose 

nein Doege [2001] Sasaki 
[2001] 

GLUT12 III Herz-, 
Skelettmuskel, 

Prostata, 
Dünndarm, 
Fettgewebe 

ja unbekannt ja  Rogers [2002] 

Tabelle 1: Einordnung der Na+ unabhängigen Glukosetransporter  [variiert nach Wood & Trayhurn  
(38) 

1.4.2 Insulinsensitiver Glukosetransport - GLUT4 
Die metabolische Funktion von Insulin, die Stimulation der Glukoseaufnahme bei 

postprandial erhöhtem Blutzuckerspiegel ist seit mehr als 50 Jahren bekannt (44;46;47). 

GLUT4 ist überwiegend in Herz- und Skelettmuskel sowie dem Fettgewebe exprimiert, 

so dass in diesen Geweben nach Insulinstimulus verstärkt Glukose aufgenommen wird.  

Mechanistisch wird der GLUT4 nach Insulinstimulus aus intrazellulären Speichern 
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verstärkt zur Plasmamembran transloziert (42;48-50).  Insulin koordiniert neben der 

Translokation zur Plasmamembran auch den intrinsischen Transport (51). Trotz des 

konstitutiven Transports des GLUT4 im Basalzustand befinden sich etwa 90% des 

GLUT4 in intrazellulären Speichersegmenten. Dies wird durch die verstärkte Endozytose 

bei verringerter Exozytose gewährleistet (52;53).  

Die Charakterisierung der GLUT Expression in Muskelzellen der Mammalia führte 

neben GLUT4 auch zur Identifikation von GLUT1 (48;54;55). Die Expression von GLUT1 

und GLUT4 ist abhängig vom Entwicklungsstand des Organismus. So steigt die Menge 

an GLUT4 erst in der perinatalen Phase an und beträgt bei adulten Ratten im 

Skelettmuskel etwa 90% (56).  Im Gegensatz dazu ist im Herzmuskel das Verhältnis von 

GLUT1 zu GLUT4 auf 40% zu 60% verschoben (57). Dieses dynamische Verhältnis ist 

jedoch modulierbar und kann bei Denervation des Muskels zu einer verstärkten 

Expression von GLUT1 unter Reduktion des GLUT4 Anteils führen (58;59). Wie auch im 

Tiermodell gezeigt, (60) ist entgegen vorheriger Vermutung das Verhältnis von GLUT1 

zu GLUT4 bei insulinresistenten oder diabetischen Patienten nicht verändert (61;62). 

Jedoch konnte beim Menschen ebenso wie im Tiermodell (63) gezeigt werden, dass 

körperliche Aktivität den GLUT4 Anteil im Muskel erhöhen kann (64;65). Dies bildet die 

Grundlage für den häufigen Befund, dass Insulinresistenz bei Aufnahme von Sport 

reversibel ist und 80% der frisch manifestierten Typ2 Diabetiker therapierbar sind. 

1.4.3 Rolle des Zytoskeletts in der GLUT4 Translokation 
Die Beteiligung des Aktinzytoskeletts an der Translokation des GLUT4 zur 

Plasmamembran nach Insulinstimulus wurde bereits in mehreren Studien beschrieben 

und ist mittlerweile anerkannt (66). So konnte nach chemischer Zerstörung der 

Mikrotubuli oder Aktinfilamente gezeigt werden, dass die hormonstimulierte Aufnahme 

von Glukose und die Translokation des GLUT4 zur Plasmamembran signifikant 

verschlechtert wurde (67-69). Nach Insulinstimulus wird das Zytoskelett umformiert und 

GLUT4 entlang des Zytoskleletts zur Plasmamembran transloziert.  Zusammen mit der 

faltenförmigen Straffung der Plasmamembran begünstigt es als zelluläre Gerüststruktur 

den Transport für Signalmoleküle der Insulinkaskade (69). Zur Zeit sind mehr als 150 

Proteine inklusive verschiedener Arachidonsäuremetaboliten bekannt, die mit Aktin 

interagieren oder die Organisation des Zytoskeletts direkt beeinflussen (69-71). 
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1.4.4 Lipoxygenasen 
Lipoxygenasen gehören zu einer heterogenen Gruppe der Nicht-Häm-

eisenhaltigen Enzyme (72;73). Als sogenannte Dioxygenasen katalysieren sie die 

Peroxydation  mehrfach ungesättigter Fettsäuren wie Arachidon- oder Linolsäure, die 

eine cis,cis-1,4-Pentadien Struktur aufweisen (74). Lipoxygenasen sind sowohl in 

Pflanzen als auch in verschiedenen Tieren exprimiert und dort unter anderem in die 

Pathogenese der Inflammation, Wundheilung und in Pflanzen auch in die 

Pestizidresistenz involviert (75). Lipoxygenasen konnten auch in niederen Tieren wie 

Korallen (76) und bestimmten Bakterien nachgewiesen werden (77;78). Die 

Primärprodukte der Lipoxygenasen in Mammalia sind Prostaglandine, Leukotriene und 

Hydroxyeicosatetraensäuren (79). Es sind drei verschiedene Lipoxygenasen bekannt, 

die jeweils Arachidon- und Linolsäure umsetzen. Das Produkt der 5-Lipoxygenase sind 

Leukotriene. Das Produkt der 12/15 Lipoxygenase sind 12/15 

Hydroxyeicosatetraensäuren (Abb.3). Cyclooxygenasen, die die gleichen Substrate 

umsetzen bilden Prostaglandine. 

Die katalytische Bindungsdomäne weist in Mammalia etwa 600 Basenpaare auf 

und ist damit deutlich kürzer als in pflanzlichen Lipoxygenasen, die eine etwa 150 

Basenpaare längere Zusatzschleife aufweisen. Die dreidimensionale Struktur in 

Mammalia zeigt eine überwiegend -helicale Struktur der katalytischen Domäne und ist 

in der aktiven Bindungsstelle mit Eisen gekoppelt. Das Zentrum der Bindungsdomäne 

besteht aus zwei langen -helicalen Strängen, die vier, überwiegend aus Histidinen 

bestehende Bindungstellen für Eisen enthalten. An der carboxyterminalen Seite, die die 

Nicht-Häm-Eisen katalytische Bindungsposition bildet, ist Isoleucin enthalten (76;80;81).  

In der Sequenz der Lipoxygenasen sind sechs Histidine hochkonserviert. Zum 

einen enthalten sie zwei der drei Eisenliganden und zum anderen konnte gezeigt 

werden, dass sie eine wichtige Rolle für die Funktion der Lipoxygenasen spielen (82).  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Stoffwechselweges der Lipoxygenasen 

1.4.5 12-Lipoxygenase und Interaktion mit GLUT4 
12-Lipoxygenase (12-LO) ist ein hochgradig reguliertes Lipide peroxydierendes 

Enzym, das freie Polyenolfettsäuren oxidiert, aber auch Lipide und komplexe 

Lipidproteine wie Biomembranen verestert. Die Expression der 12-LO ist in 

verschiedenen Zelltypen wie Retikulozyten, Eosinophilen, Makrophagen und anderen 

Zellsystemen und Geweben beschrieben (72;83;84). Das Produkt der 12-LO und 

Arachidonsäure sind 12-Hydroxyeicosatetraensäuren (12-HETE). HETEs sind in 

verschiedene biologische Effekte involviert, unter anderem Chemotaxis, Ionentransport, 

Hormonsekretion und Zellproliferation (85;86). 12-LO wird ebenso wie die Metaboliten 

der Arachidonsäure mit verschiedenen inflammatorischen Prozessen unter anderem 

Artherosklerose in Verbindung gebracht (87). Wen et al. wiesen auf die prominente 

Rolle des 12/15-Lipoxygenase Signalweges in der Zytokinproduktion, insbesondere von 

IL-1 , IL-6, TNF-  und MCP-1 hin (88). Andere Daten aus unserem Labor weisen 12-

HETE zwei unterschiedliche Funktionen zu. Zusätzlich zu ihrer Eigenschaft als 

proinflammatorischer Faktor schützen 12-HETE gegen Auswirkungen hoher 

Glukosekonzentrationen, indem sie die Expression des Glukosetransporter I (GLUT1) in 

Mesangialzellen reduzieren (89). Weiterhin konnten wir zeigen, dass 12-LO und 12-

HETE die insulinabhängige Translokation des Glukosetransporters IV (GLUT4) zur 

Plasmamembran unterstützen (Abb. 4), indem sie das Aktinzytoskelett stabilisieren (89-

91). In der Literatur konnte in Adipozyten nach Inkubation mit hohen 

Glukosekonzentrationen gezeigt werden, dass die GLUT4 mRNA reduziert wurde 
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(92;93). Jedoch wurde die Rolle der verstärkten Produktion von 12-HETE bei der 

kardialen GLUT4 Expression noch nicht eingehend untersucht. 

 

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen 12-LO und GLUT4 

 

1.5 Energiemetabolismus des Herzens - Fettsäuremetabolismus 

Neben der Energiegewinnung aus Glukose kann das Herz auch ATP über den 

enzymatischen Fettsäureabbau der -Oxidation generieren. Hierzu werden die 

chemisch reaktionsträgen Fettsäuren durch Acetyl-CoA aktiviert und mittels Carnitin als 

„Carrier“ Molekül in die Mitochondrien eingeschleust. In der anschließenden -Oxidation 

werden zum Beispiel aus Palmitinsäure 13 Moleküle ATP gebildet, die der 

Energieversorgung des Herzens zugeführt werden können. 

Bei gesteigerten Mengen freier Fettsäuren im Blut infolge Insulinmangels wird 

das Verhältnis der Energiegewinnung zu Gunsten der Fettsäureverwertung verschoben. 

Die gleichzeitige Hemmung der Glukoseveresterung bewirkt, dass es zu einem Mangel 

an C3 Metaboliten kommen kann. Gleichzeitig steht weniger glykolytisch gewonnenes 

ATP zur Verfügung. 

Aus metabolischer Sicht ist das Fettgewebe ein endokrin aktives Organ, das freie 

Fettsäuren in relevanter Menge in den systemischen Kreislauf abgibt. Bei Adipositas ist 

die Regulation der Triglyzerid- und Energiesynthese dysreguliert, so dass eine massive 
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„Überschwemmung“ mit freien Fettsäuren des Plasmas zur ektopen Speicherung von 

Fettsäuremetaboliten und demnach zur Verfettung von Leber, Pankreas und Muskel 

führt (94). 

1.5.1 Randle Zyklus 
Freie Fettsäuren und deren Metabolite agieren auch als Signalmoleküle, die mit 

der Insulinsignalkaskade interagieren (95). Demnach beeinflussen freie Fettsäuren und 

Glukose im Plasma gegenseitig den Stoffwechsel. Nach dem Randle Zyklus kommt es 

postprandial zu einer Hemmung der Fettsäurefreisetzung durch erhöhte Glukosewerte 

im Plasma. Gegensätzlich kann die erhöhte Konzentration von freien Fettsäuren auch 

den Glukosemetabolismus im Herzen verringern (96;97). Die im Randle Zyklus 

beschriebene Substratkonkurrenz bewirkt bei gesteigerter Fettsäureoxidation eine 

entsprechende Reduktion des Glukoseabbaus, was einen ungünstigen Zustand für 

diabetische Patienten darstellt (94).  

1.6 Adipositas und dessen Rolle im Diabetes mellitus Typ II 

Adipositas tritt häufig zusammen mit kardiovaskulären und metabolischen 

Erkrankungen wie Bluthochdruck, Hyperlipoproteinämie, Typ II Diabetes im so 

genannten Metabolischen Syndrom auf (98;99). Obwohl Adipositas generell sowohl das 

Risiko kardiovaskulärer Ereignisse als auch die Entwicklung eines Diabetes mellitus 

erhöht, gibt es deutliche Hinweise, dass speziell die Subgruppe der viszeral adipösen 

Patienten häufig unter besonders schweren Formen des metabolischen Syndrom leiden 

(100), während auch extrem adipöse Patienten ein durchschnittliches metabolisches 

Risiko aufweisen, wenn sie einen geringen Anteil an viszeralem Fettgewebe haben. 

Desweiteren gibt es Hinweise, dass bei Gewichtsreduktion und vor allem der Verlust von 

viszeralem Fett zu einer signifikanten Verbesserung in Bezug auf das kardiovaskuläre 

und metabolische Risikoprofil führt. Folglich ist es speziell der viszerale Anteil des 

Fettgewebes, welcher mit der Steigerung des kardiovaskulären Risikos bei Patienten mit 

metabolischem Syndrom einher geht (101-103). 

Es ist weitgehend akzeptiert, dass speziell viszerales Fettgewebe nicht nur ein 

lipid-speicherndes Depot ist, sondern auch ein aktives, endokrines Organ darstellt und 

inflammatorische Zytokine und Chemokine sezerniert (104;105). Viszerales Fett ist eine 

aktive Quelle für eine Vielzahl bioaktiver Faktoren (106), welche zur subklinischen 



- 16 - 

Inflammation im Rahmen einer Adipositas beisteuern. Es wird vermutet, dass viszerale 

Adipositas einen unabhängigen Faktor für die Steigerung des kardiovaskulären Risikos 

darstellt (99;100;107;108). 

1.6.1 Fettgewebe als endokrines Organ 
Experimentelle und klinische Studien lassen vermuten, dass viszerale Adipositas 

mit einer subklinischen Inflammation assoziiert ist. Die Produktion von Zytokinen durch 

das viszerale Fettgewebe ist deshalb von besonderem Interesse, da bedingt durch die 

parakrine Sekretion ein direkter Crosstalk zwischen Fettgewebe und den umgebenden 

Organen vermutet werden kann. Dies könnte einen mechanistischen Link zwischen 

viszeraler Adipositas verbunden mit Insulinresistenz und dem kardiovaskulären Risiko 

darstellen (109-111). 

1.6.2 Epikardiales Fettgewebe 
Während abdominales viszerales Fettgewebe eingehend untersucht wurde, stand 

extraabdominelles Fettgewebe, wie zum Beispiel epikardiales Fett nicht im Brennpunkt 

des Interesses, obwohl schon William Harvey 1847 als erster auf die Menge des 

epikardialen Fettes in Obduktionen hinwies (112) und später die „Adipositas cordis“ als 

häufige Ursache für den plötzlichen Herztod in Betracht zog (113).  

Epikardiales Fett wurde bisher noch nicht eingehend wie viszerales abdominales  

oder subkutanes abdominales Fettgewebe studiert. Jüngst konnte durch neue 

Darstellungsmethoden das epikardiale Fettgewebe in vivo eingehender analysiert 

werden (114-117). Humanes epikardiales Fettgewebe stellt ein viszerales Fettdepot dar, 

welches eng mit dem Myokard verbunden ist (106;114;118).  

Annehmend, dass epikardiales Fett ähnliche metabolische und sekretorische 

Eigenschaften aufweist, wie für das viszerale abdominale Fettgewebe bekannt und unter 

Beachtung der ausgeprägten Nähe zu den Koronargefäßen und dem Myokard, könnte 

vermutet werden, dass epikardiales Fettgewebe eine Rolle in der Pathogenese der 

koronaren Herzkrankheit und speziellen Formen der  Kardiomyopathie spielt. In neueren 

Studien wird ein enger Zusammenhang zwischen Adipositas bestimmt über Body-Mass-

Index, Bauchumfang, dem Anteil des viszeralen Fettes bestimmt durch Magnet-

Resonanz-Tomographie und epikardialem Fett vermutet. Zusätzlich wurde kürzlich die 

Manifestation von Insulinresistenz sowie die Entwicklung kardialer Erkrankungen wie 
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Myokardhypertrophie und Bluthochdruck in direkte Abhängigkeit mit der Menge des 

epikardialen Fettgewebes gestellt (114;116;119). 

1.6.3 Zytokinexpression im epikardialen Fettgewebe 
Da epikardiales Fettgewebe und das darunterliegende Myokard nicht durch eine 

Faszie getrennt sind, haben Fettsäuren und Chemokine entweder direkten Kontakt zum 

Myokard durch Diffusion durch den interstitiellen Raum oder durch Abgabe in die 

Koronarzirkulation. Diese anatomische Nähe steht in Einklang mit der Annahme einer 

direkten regulatorischen Interaktion zwischen epikardialem Fett und dem Myokard. 

Allerdings konnte ein kausaler Zusammenhang bisher nicht bewiesen werden. Die 

primäre Funktion des Fettgewebes ist die Speicherung von Fettsäuren, jedoch gibt es 

als endokrines Organ auch häufig als Adipokine bezeichnete Faktoren in die peripheren 

Organe ab. Die Synthese und Sekretion dieser Faktoren variiert zwischen den 

verschiedenen Typen des Fettgewebes. 

1.6.4 Fettgewebsinflammation 
Neben der Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen aus aktivierten 

Makrophagen bei Adipositas bewirkt die übermäßige Akkumulation von Lipiden in 

Adipozyten potenziert. Die Aktivierung von proinflammatorischen Prozessen und somit 

ebenfalls die Abgabe von proinflammatorischen Zytokinen. Diese sogenannte 

Inflammation des Fettgewebes bewirkt die gesteigerte Verstoffwechselung von 

Fettsäuren zur Energiegewinnung und somit wie vorab beschrieben die Reduktion des 

Glukosemetabolismus. Die nicht enzymatische Peroxydation von mehrfach 

ungesättigten Fettsäuren und deren durch 12/15 Lipoxygenasen hydroxylierten 

Peroxydmetaboliten bewirkt die Anreicherung von reaktiven Hydroxyalkenalen. In 

neueren Studien konnte gezeigt werden, dass bei Adipositas die vermehrte Produktion 

von Hydroxyalkenalen zu einem entzündlichen Phänotyp des Fettgewebes führt (75). 
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1.7 Ziel der Arbeit 

Unsere Ausgangshypothese war es, dass in vitro die Funktion von 

Kardiomyozyten, deren Insulinsensitivität und Glukosemetabolismus maßgeblich durch 

proinflammatorische Zytokine beeinflusst werden kann, die durch das epikardiale Fett 

gebildet werden. Um die Relevanz der ermittelten Daten zu belegen, sollte die Situation 

in vivo untersucht werden. 1) Wir haben analysiert welche Zytokine epikardiales Fett 

produziert und auch ob DM2 einen signifikanten Einfluss hat. Dies sollte an epikardialem 

Fett von Patienten untersucht werden, das wir in einer Kooperation mit der Klinik für 

Herz- und Thoraxchirugie der Universität Düsseldorf Prof. Dr. E. Gams und Dr. F. Ruppe 

erhalten haben. Hierzu war es notwendig herauszustellen, ob Diabetes mellitus Typ II 

die Eigenschaften und die Sekretion von Adipokinen in humanem epikardialen 

Fettgewebe beeinflussen kann.  

Da der Zugang zu humanem epikardialem Fettgewebe aus ethischen Gründen 

nur sehr eingeschränkt möglich ist und meist lediglich Gewebe von multimorbiden 

Patienten verwendet werden konnte, war die Etablierung eines Tiermodells notwendig.  

2) Daher sollte das Meerschweinchen als Modell validiert werden, um die 

parakrine Interaktion zwischen dem gesunden Herzmuskel und epikardialem 

Fettgewebe zu untersuchen. In weitergehenden Studien sollte der Einfluss von 

Adipositas und Diabetes mellitus auf das Sekretom des epikardialen Fetts und somit 

dessen Auswirkungen auf den Herzmuskel untersucht werden. 

Abschließend sollte eruiert werden, ob die unterschiedliche Zusammensetzung 

einer fettreichen und einer kohlenhydratreichen „western style“ ähnlichen Diät 

unterschiedliche Auswirkungen auf das Sekretom des epikardialem Fetts und die 

Herzfunktion hat. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien, Fertigprodukte und Kits 

2.1.1.1 Chemikalien 
Agarose SeaKem LE  Biozym, Oldendorf 

Aminohexansäure  Sigma-Aldrich, Seelze 

Ammoniumpersulfat  Sigma-Aldrich, Seelze 

Bovines Serumalbumin (BSA)  AppliChem, Darmstadt 

Bromphenolblau  Serva, Heidelberg 

BSA fettsäurefrei Serva, Heidelberg 

Butanol  Merck, Darmstadt 

Calciumchloriddihydrat  Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure, EDTA  Sigma-Aldrich, Seelze 

Ethanol  AppliChem, Darmstadt 

Essigsäure  Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid  Roth, Karlsruhe 

Formaldehyd  AppliChem, Darmstadt 

Formamid  AppliChem, Darmstadt 

Glucose  Merck, Darmstadt 

L-Glutamin  Invitrogen, Karlsruhe 

Glycerol  AppliChem, Darmstadt 

Hyaluronidase AppliChem, Darmstadt 

Hydroxyethylpiperazinethanschwefelsäure Sigma-Aldrich, Seelze 

Insulin (Schwein)  Sigma-Aldrich, Seelze 

Isopropanol  AppliChem, Darmstadt 

Kaliumchlorid  Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat  Merck, Darmstadt 

Kollagenase Serva, Heidelberg 

LB-Agar (Lennox L Agar) Invitrogen, Karlsruhe 
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LB-Broth base (Lennox L Broth base)  Invitrogen, Karlsruhe 

Magermilchpulver  AppliChem, Darmstadt 

Magnesiumchloridhexahydrat  AppliChem, Darmstadt 

Magnesiumsulfatheptahydrat  Merck, Darmstadt 

-Mercaptoethanol  Merck, Darmstadt 

Methanol  AppliChem, Darmstadt 

Morpholinpropanschwefelsäure, MOPS  Sigma-Aldrich, Seelze 

Natriumacetat AppliChem, Darmstadt 

Natriumchlorid  AppliChem, Darmstadt 

Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich, Seelze 

Natriumdodecylsulfat  Serva, Heidelberg 

Natriumfluorid  Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogencarbonat  Merck, Darmstadt 

di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat  Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid  Merck, Darmstadt 

Natriumvanadat (Na3VO4)  Merck, Darmstadt 

Nonidet P40 Fluka, Seelze 

Paraformaldehyd  Merck, Darmstadt 

Saccharose  Roth, Karlsruhe 

Salzsäure  AppliChem, Darmstadt 

D-Sorbitol  Sigma-Aldrich, Seelze 

TGF – 1 rekombinant human  R&D systems, 

Minneapolis, USA 

Tetramethylethylendiamin, TEMED  Roth, Karlsruhe 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  Roth, Karlsruhe 

Triton X-100  Sigma-Aldrich, Seelze 

Trypan-Blau  Serva, Heidelberg 

Trypsin Serva, Heidelberg 

Trypsin Inhibitor AppliChem, Darmstadt 

Tween 20  AppliChem, Darmstadt 
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2.1.1.2 Fertigprodukte 
Aquasafe 300 plus Zinsser, Frankfurt 

Bio-Rad Reagenz, Bio-Rad Protein Assay  Bio-Rad, München 

Complete Proteasen-Inhibitor-Cocktail  Roche Diagnostics, 

Mannheim 

Cytochalasin B   Sigma, München 

DMEM mit 1 g/l D-Glucose, 25 mM HEPES  Invitrogen, Karlsruhe 

DNA-Größenstandards (100 bp und 1 kb)  New England Biolabs, 

Frankfurt  

ExcelGel SDS Buffer Strips  GE Healthcare, 

Uppsala/SE 

Fötales Kalberserum (FCS)  Invitrogen, Karlsruhe 

FuGene 6  Roche Diagnostics, 

Mannheim 

G418  Calbiochem, Darmstadt 

GelBond PAGfilm  GE Healthcare, 

Uppsala/SE 

F-12 Nutrient Mixture (Ham)  Invitrogen, Karlsruhe 

Lipofectamine 2000  Invitrogen, Karlsruhe 

Nicht-essentielle Aminosäuren (NEAA)  Invitrogen, Karlsruhe 

dNTPs  BD Biosciences, 

Heidelberg 

Penicillin/Streptomycin  Invitrogen, Karlsruhe 

Phosphat-gepufferte Saline, PBS  Invitrogen, Karlsruhe 

PBS ohne Ca2+ /Mg2+  Invitrogen, Karlsruhe 

Protein-Größenstandard (7-175 kDa)  New England Biolabs, 

Frankfurt  

RNA-Größenstandard  New England Biolabs, 

Frankfurt  

Rotiphorese Gel 30  Roth, Karlsruhe 

RPMI  Invitrogen, Karlsruhe 

SOC-Medium  Invitrogen, Karlsruhe 
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Trypsin/EDTA  Invitrogen, Karlsruhe 

Uptilight HRP Blot Reagent  InterchimChemicals, 

Mannheim 

2.1.1.3 Kits 
EndoFree Plasmid Maxi Kit  QIAGEN, Hilden 

12(S)Hete ELISA assay designs, Ann 

Arbor, USA 

Omniscript Reverse Transcription Kit  QIAGEN, Hilden 

QIAquick PCR-Purification Kit  QIAGEN, Hilden 

QuantiTectTM SYBR Green Kit  QIAGEN, Hilden 

Plasmid Mini Kit  QIAGEN, Hilden 

RNeasy® Mini Kit QIAGEN, Hilden 

Human Cytokine Array Raybiotech, Norcross, 

USA 

2.1.2 Puffer und Medien 

2.1.2.1 Molekularbiologische Puffer und Medien 
TAE-Puffer  40 mM Tris-

(hydroxymethyl)amino-

methan 

 0,11 % (v/v) Essigsäure 

konz. 

 1 mM EDTA 

in H2O gelöst 
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10x DNA-Probenpuffer  0,05 % (w/v)  

 Bromphenolblau 

 1 % (w/v) 

Natriumdodecylsulfat 

 30 % (w/v) Glycerol 

 in TAE-Puffer gelöst 

  

 

Ethidiumbromid-Färbelösung  2,5 μg/ml 

Ethidiumbromid 

 in H2O gelöst 

 

FA-Gelpuffer  20 mM MOPS 

 5 mM Natriumacetat 

 1 mM EDTA 

 0,74 % (v/v) 

Formaldehyd 

 pH 7,0, gelöst in RNase 

freiem H2O 

 

5x RNA-Probenpuffer  0,2 % (v/v) 

Bromphenolblau, 

gesättigt 

 4 mM EDTA 

 9,5 % (v/v) 

Formaldehyd 

 20 % (v/v) Glycerol 

 30 % (v/v) Formamid 

 40 % (v/v) 10x FA-

Gelpuffer 

 gelöst in H2O 
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2.1.2.2 Zellbiologische Puffer und Medien 
Kulturmedium H9c2 500 ml DMEM m. 1 g/l 

D-Glucose  

 25 mM HEPES 

 100 U/ml Penicillin 

 100 μg/ml Streptomycin 

 1x nicht-essentielle 

Aminosäuren NEAA10 

% (v/v) FCS (inaktiviert) 

 

Kulturmedium H9c2-E2  500 ml DMEM m. 1 g/l 

D-Glucose,  

 25 mM HEPES 

 100 U/ml Penicillin 

 100 μg/ml Streptomycin 

 1x nicht-essentielle 

Aminosäuren NEAA 

 10 % (v/v) FCS 

(inaktiviert) 

 0,6 mg/ml G418 
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Transportpuffer  134 mM NaCl 

 5,4 mM KCl 

 1,8 mM CaCl2 · 2 H2O 

 0,8 mM MgSO4 · 7 H2O 

 20 mM HEPES 

 0,2 % BSA 

 gelöst in H2O 

 

2.1.2.3 Proteinanalytische Puffer 
TBS  10 mM Tris-

(hydroxymethyl)aminom

ethan 

 0,1 M NaCl gelöst in 

H2O, pH 7,4 

 

TBS-T  0,25 % (v/v) Tween 20 

 gelöst in TBS, pH 7,4 

 

PBS  138 mM NaCl 

 2,7 mM KCl 

 8 mM Na2HPO4 · 2 H2O 

 1,5 mM KH2PO4 

 gelöst in H2O, pH 7,4 
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6x Laemmli  0,375 M Tris-HCl, pH  

 6.8 

 12 % (w/v) Na-Dodecyl-

sulfat 

 47,5 % (v/v) Glycerin 

 15 % (v/v) Mercapto-

ethanol  

 0,3 % (w/v) 

Bromphenolblau 

 

Lysepuffer Triton  50 mM Tris-

(hydroxymethyl)amino-

methan 

 0,5 % (v/v) Triton X-100 

 2 mM MgCl2·6H2O 

 150 mM NaCl 

 2 % (v/v) Complete 

Proteasen-Inhibitor-

Cocktail 

 1 mM Na3VO4 

 1 mM NaF 

 1 mM DTT 

 gelöst in H2O 

 

Anodenpuffer I  300 mM Tris-

(hydroxymethyl)- 

 aminomethan 

 20 % Methanol 

 gelöst in H2O 
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Anodenpuffer II  25 mM 

 Tris(hydroxymethyl)- 

 aminomethan 

 20 % Methanol 

 gelöst in H2O 

 

Kathodenpuffer  40 mM 

Aminohexansäure 

 0,01 % 

Natriumdodecylsulfat 

 20 % Methanol 

 gelöst in H2O 

 

Blockier-Lösung  2,5 % Magermilchpulver 

+ 2,5 % (w/v)  

 BSA gelöst in TBS-T, 

pH 7,4 

2.1.3 Fixative 
Krebs-Henseleit Puffer modifiziert 5,000IE/L, 

Procain 5g/L, pH 7,35 

 

Fixative  2% Paraformaldehyd, 

2% Glutaraldehyd,  

 0,2 % Pikrinsäure in 

0,07 M  

 Kakodylsäure, pH 7,4 

2.1.4 Molekularbiologische Enzyme 
Omniscript Reverse Transcriptase  QIAGEN, Hilden 

T4 DNA Ligase New England Biolabs, 

Frankfurt a.M. 
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2.1.5 Antikörper 
Primäre Antikörper 
12- Lipoxygenase  Cayman, Ann Arbor, 

USA 

Adiponectin  Abcam, Cambridge, UK 

Akt  New England Biolabs, 

Frankfurt 

phospho-Akt (Ser473) New England Biolabs, 

Frankfurt a.M. 

GAPDH   Abcam, Cambridge, UK 

GLUT1  mit freundlicher 

Genehmigung Prof.  

 S.Sasson, Hebrew 

University,  

 School of Medicine, 

Jerusalem 

GLUT4 (C-20)  Santa Cruz, Santa 

Cruz/USA 

HIF1   Abcam, Cambridge, UK 

MCP-1 Abcam, Cambridge, UK 

c-Myc (9E10)  Calbiochem, Darmstadt 

-Tubulin   Calbiochem, Darmstadt 

PPAR  Santa Cruz, Santa 

Cruz/USA 

PPAR  Santa Cruz, Santa 

Cruz/USA 

PPAR  Cayman, Ann Arbor, 

USA 
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Sekundäre Antikörper 
Kaninchen IgG-HRP (Ziege)  Promega, Mannheim 

Maus IgG-HRP (Ziege)  Promega, Mannheim 

Maus Ig, [125I]-markiert  GE Healthcare, 

München 

Ziege IgG-HRP (Esel)  Promega, Mannheim 

Armenischer Hamster IgG-HRP (Ziege)  Santa Cruz, Santa 

Cruz/USA 

2.1.6 Zellen 
Eukaryotische Zelllinien 
H9c2 Ratten-

Kardiomyoblasten-

Zelllinie 

 

H9c2-E2  Ratten-Kardio-

myoblasten Zelllinie 

basierend auf H9c2-

Zellen, in deren Genom 

cDNA für den humanen 

Insulinrezeptor stabil 

integriert wurde (120) 

 

2.1.7 Radioisotope 
125I-Protein A  Amersham, 

Braunschweig 

 spez. Aktivität 2000 

Ci/mmol 

 

 

2.1.8 Geräte 
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Blotting-Apparatur LKB-Novablot,  Amersham Biosciences, 

Freiburg 

Brutschrank 6000  Heraeus, Hanau 

Elektroporator Gene Pulser II  BioRad 

Filmremover LKB  Amersham Biosciences, 

Freiburg 

Geldokumentationssystem LTF, Wasserburg 

Horizontal-Elektrophoresekammer Multiphor  Amersham Biosciences, 

Freiburg 

Kippschüttler Duomax 1000 Heidolph, Schwabach 

Lumi-Imager Roche Diagnostics, 

Mannheim 

PCR-System Trio-ThermoblockTM Biometra, Göttingen 

Realtime-PCR-System  ABI PRISM® 7700 

Thermocycler 

Schüttelinkubator KS-15 Bühler, Tübingen 

Spektrophotometer DU 650 / DU 7400  Beckman, München 

Transmissionselektronenmikroskop 902A, Zeiss, 

Oberkochem 

Überkopfschüttler Reax 2 Heidolph, Schwabach 

Ultramikrotom Leica, Wetzlar 

Universal-Gamma-Zähler LKB, Wallac, Turku 

(FIN) 

1282 Compugamma CS 

LS 6000 IC Beckman Coulter, Inc., 

Fullerton, USA 

Wärmeschrank  Heraeus, Hanau 

Zentrifuge RC 5B plus (Rotor: GSA / SS34) DuPont, Bad Homburg  

Zentrifuge RotantaR (Rotor: 5094) Hettich, Tuttlingen 

Zentrifuge Universal 30 RF (Rotor: 1412) Hettich, Tuttlingen 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Ligation von PCR-Fragmenten mit linearisierten Vektoren 
Die Verknüpfung eines DNA-Fragmentes mit einer linearisierten Plasmid-DNA 

wird Ligation genannt. Das verwendete Enzym, die T4-DNA-Ligase katalysiert die 

Ausbildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer 5’-Phosphat- und einer 3’-OH-

Gruppe.  

 
Tabelle 2: Typischer Reaktionsansatz einer Ligation 

.Die linearisierte Plasmid DNA wurde mit T4-DNA-Ligase 10 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurde das Enzym durch eine 20 minütige Inkubation bei 65°C 

hitzeinaktiviert. Zur Berechnung der einzusetzenden Menge an cDNA in der 

Ligationsreaktion wurde folgende Formel verwendet: 

cDNA [ng] = (cDNA [bp] / Vektor [bp]) x 50 ng Vektor 

Zur Amplifikation der ligierten Plasmid-DNA wurden 1-5 μl der Ligationsreaktion in E.

coli Top10 Zellen transfiziert. 

2.2.2 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien 
Das Einbringen von artfremder Plasmid-DNA in Bakterien wird Transformation 

genannt. Diese Technik wird angewandt, um Plasmid-DNA nach einer Ligationsreaktion 

zu amplifizieren und später aufzureinigen. 

Transformation in E.coli Top10 

Zur Transformation wurde ein 50 μl Aliquot E.coli Top10 Zellen auf Eis aufgetaut 

und anschließend 1-5 μl des Ligations ansatzes zugegeben und gemischt. Der Ansatz 

wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschließend 30 Sekunden in einem Wasserbad mit 

42°C Hitzeschock inkubiert und anschließend kurz auf Eis platziert. Danach wurden 250 

μl vorgewärmtes SOC-Medium zugegeben und eine Stunde lang unter Schütteln bei 

37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 10 % und 90 % des 



- 32 - 

Transformationsansatzes auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden 

Selektionsmarker ausplattiert und zur Koloniebildung 16 Stunden bei 37°C inkubiert. 

2.2.3 Aufreinigung von Plasmid-DNA 
Plasmid-Minipräparation 

Zur Aufreinigung geringer Mengen  Plasmid-DNA zur Identifikation positiver Klone 

nach einer Transformation wurden mehrere Kolonien einer LB-Agar-Platte gepickt und in 

jeweils 5 ml LB-Medium mit entsprechendem Selektionsmarker gegeben. Die Ansätze 

wurden 16 Stunden bei 37°C unter Schütteln inkubiert und anschließend wurde die 

Zellmasse aus 2 ml Kultur durch fünf Minuten Zentrifugation bei 6.000 x g gewonnen. 

Die enthaltene Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits nach 

Herstellerangaben aufgereinigt und in 50 μl destilliertem H2O aufgenommen. Die 

hieraus gewonnene Plasmid-DNA wurde mittels Restriktionsanalyse analysiert. Bei 

Identifikation eines positiven Klons wurde mit 10 μl des entsprechenden Ansatzes eine  

größere Kultur angeimpft. 

Plasmid-Maxipräparation 
Die Plasmid-Maxipräparation dient zur Aufreinigung von Plasmid-DNA in Mengen 

von mehr als 300 μg aus 100-200 ml Kulturansätzen. Hierfür wurde 100 bzw. 200 ml LB-

Medium mit entsprechendem Selektionsmarker mit 10 μl einer 5 ml 

Minipräparationskultur angeimpft und für 16 Stunden bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 

Anschließend wurde die Zellmasse 15 Minuten lang bei 6.000 x g bei 4°C abzentrifugiert 

und die Plasmid-DNA mit Hilfe des EndoFree® Plasmid Maxi Kits gemäß 

Herstellerangaben aufgereinigt und in 400 μl endotoxinfreiem TE-Puffer resuspendiert. 

Die Lagerung erfolgte bei 4°C. 

2.2.4 Bestimmung von DNA- bzw. RNA-Konzentrationen 
Bedingt durch die aromatischen Purin- und Pyrimidinringsysteme besitzen 

Nukleinsäuren ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine dagegen durch die 

Ringsysteme der aromatischen Aminosäuren, beispielsweise von Tryptophan, ein 

Maximum bei 280 nm. Zur Konzentrationsbestimmung von DNA-Lösungen wurden 

Aliquote mit H2O verdünnt und die Absorptionen bei 260 und 280 nm im Vergleich zu 

einer Referenzprobe ohne DNA bestimmt. Das Verhältnis der Absorption 260/280 nm 

ermöglicht die Reinheitsabschätzung der Probe. Bei einer proteinfreien DNA-Probe 



- 33 - 

sollte der Wert einen Betrag zwischen 1,8 und 1,9 ergeben. RNA-Proben wurden in 10 

mM Tris-HCl, pH 7.5 verdünnt und auf die gleiche Weise vermessen, hierbei sollte das 

Verhältnis der Absorption 260/280 nm zwischen 1,9 und 2,1 liegen. 

2.2.6 Aufreinigung von RNA aus H9c2-hIR Zellen 
Zur Aufreinigung von RNA aus H9c2-hIR Zellen wurden 7x106 Zellen mit 600 μl 

RLT Puffer lysiert und mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits gemäß Herstellerangaben auf 

gereinigt. Die Elution der RNA erfolgte mit 50 μl RNase-freiem H2O. Zur Bestimmung 

der RNA-Konzentration und Reinheit wurden die Eluate 1:20 und 1:50 mit 10 mM Tris-

HCl, pH 7.5 verdünnt. Die Absorption wurde bei 260 und 280 nm gemessen. 

2.2.7 Formalaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese 
Um die Integrität und die Größenverteilung von isolierter Gesamt-RNA 

abschätzen zu können, wird eine Probe mittels denaturierender Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt. Entsprechend der Spezies sollen in diesem Gel die 

Banden der ribosomalen RNAs als distinkte Banden erscheinen. Dabei sollte am 

Beispiel bei der Spezies Ratte die 28S rRNA mit einer etwa doppelt so starken Intensität 

auftreten wie die Bande der 18S rRNA. Zur Vorbereitung eines 1,2 %igen Formaldehyd-

Agarose-Gels (FA-Gels) wurde 1,2 g Agarose durch Erhitzen in 100 ml FA-Gelpuffer 

gelöst. Nach Abkühlen auf 60°C in einem Wasserbad wurden 1,8 ml einer 37 %igen 

Formaldehydlösung und 1 μl einer 1 %igen Ethidiumbromid-Lösung zur Agarose-Lösung 

hinzugegeben, gemischt und in eine Gelkammer gegossen. Vor Start des Gellaufs, 

wurde das ausgehärtete Gel 30 Minuten lang in FA-Gelpuffer äquilibriert. Die RNA-

Proben wurden mit 5x RNA-Probenpuffer versetzt, drei bis fünf Minuten auf 65°C erhitzt 

und anschließend auf das FA-Gel aufgetragen. Die Auftrennung im FA-Gel erfolgte in 

einem elektrischen Feld bei fünf bis sieben Volt pro cm in 1x FA-Laufpuffer  

2.2.8 Reverse Transkription von mRNA 
Durch reverse Transkription lässt sich isolierte mRNA in cDNA umschreiben um 

in einem folgenden Schritt, beispielsweise mittels Real-Time-PCR, spezifisch amplifiziert 

zu werden. Die Reverse Transkription wurde mit Hilfe des Omniscript Reverse 

Transkription Kit gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Mit der dabei verwendeten 

Omniscript Reversen Transkriptase kann cDNA aus RNA-Mengen zwischen 50 ng und 2 
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μg amplifiziert werden. Um aus der Gesamt-RNA selektiv alle mRNAs zu amplifizieren, 

wurde ein Oligo(dT)-Primer verwendet, der das Poly(A)-Ende am 3’-Ende der mRNA 

bindet. Zur Bestimmung der Konzentration der transkribierten DNA wurden die Proben 

1:50 und 1: 100 verdünnt und die Absorption bei 260 und 280 nm gemessen. 

 
Tabelle 3:  Reaktionsansatz einer reversen Transkription mit Omniscript 

2.2.9 Real-Time-PCR 
Die Real-Time-PCR ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung der 

Ausgangsmenge einer spezifischen mRNA-Sequenz. Dazu wird die während der 

reversen Transkription in RNA/DNA-Hybridstränge umgeschriebene mRNA in einer PCR 

eingesetzt und die Bildung neuer DNA-Stränge durch sequenzspezifische 

Fluoreszenzsonden oder DNA bindende Fluoreszenzfarbstoffe quantitativ erfasst. 

2.2.9.1 Primer Design 
Um spezifisch nur cDNA von prozessierter mRNA und nicht genomische DNA zu 

amplifizieren, werden Primer für die Real-Time-PCR entsprechend entworfen, so dass 

die eine Hälfte des Primers an das 3’-Ende eines Exons und die andere Primer-Hälfte 

an das 5’-Ende des angrenzenden Exons -intronüberspannend- bindet. Der Primer kann 

dadurch nicht an genomische DNA binden. Um passende Primer-Sequenzen in der Ziel-

RNA zu finden, wurde die Software Primer Express 1.5 von ABI PRISM® verwendet. 

Dabei ist darauf zu achten, einen GC-Gehalt von 40-60 %, eine Primer-Länge von 20-30 

bp, einen gleichen Schmelzpunkt Tm und eine PCR-Produkt von etwa 100 bp Länge zu 

erhalten. 
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Tabelle 4: Primer für Real-Time-PCR 

2.2.9.2 Real-Time-PCR mit DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffen 
SYBR Green I bindet  hoch sensitiv an doppelsträngige DNA während der Real-

Time-PCR und ist daher als Farbstoff besonders gut geeignet. Aus diesem Grund wurde 

das QuantiTectTM SYBR Green Kit von QIAGEN verwendet. Allerdings bindet SYBR 

Green I an alle DNA-Doppelstränge, also auch an Primer-Dimere oder nicht spezifische 

DNA Produkte. Dieses Kit enthält eine für die Hot-Start-PCR optimierte Taq-DNA-

Polymerase (HotStartTaq DNA-Polymerase), die die Bildung von Primer-Dimeren und 

nicht spezifischen PCR-Produkten minimiert und dadurch die Spezifität der Reaktion 

erhöht. Alle Real-Time-PCRs wurden an einem ABI PRISM® 7700 Thermocycler 

durchgeführt. 

 
Tabelle 5: Einfacher Reaktionsansatz für die Real-Time-PCR 
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Tabelle 6: Schematischer Ablauf einer Real-Time-PCR mit TempRamp 

2.2.9.3 Reaktionsansätze und Real-Time-PCR-Lauf 
Die Real-Time-PCR Ansätze  wurden nach Herstellerangaben vorbereitet. Als 

interne Kontrolle wurde GAPDH als housekeeping gene amplifiziert und als 

Negativkontrolle für jedes Primerpaar ein Ansatz ohne cDNA verwendet. Alle Ansätze 

(mit und ohne cDNA) wurden in Triplikaten amplifiziert. Um die optimale Menge an 

Ausgangsmaterial zu bestimmen, wurden Ansätze mit 1, 50 und 250 ng cDNA 

durchgeführt. Um eine möglichst geringe interne Varianz der einzelnen 

Reaktionsansätze zu erhalten, wurde für alle Ansätze einer Replikation ein Mastermix 

vorbereitet. 60 μl des Mastermixes wurden zu 15 μl zu amplifizierender cDNA einer 

Konzentration gegeben und davon dreimal 25 μl in die Reaktionsgefäße für die Real-

Time-PCR aliquotiert. 
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2.3 Zellbiologische Methoden 

2.3.1 Kultivierung von H9c2 und H9c2-E2 Zellen 
Die adhärente Rattenkardiomyoblastenzelllinie H9c2-hIR geht aus der Zelllinie 

H9c2 hervor, in deren Genom die kodierende cDNA des humanen Insulinrezeptors 

integriert wurde, welche durch G418 Selektion stabil überexprimiert wird. H9c2 selbst ist 

ein Subklon der ursprünglichen Zelllinie BD1X aus embryonalem Rattenherzgewebe. 

Die Kultivierung zur Stammhaltung erfolgte in T175-Kulturflaschen in 30 ml H9c2 oder 

H9c2-hIR Kulturmedium bei 37°C und 5 % CO2. Die beiden Zelllinien wurden im 

Abstand von drei oder vier Tagen passagiert. Hierzu wurden sie mit 13 ml PBS 

gewaschen und über drei Minuten mit 5 ml Trypsin/EDTA vom Flaschenboden gelöst. 

Die abgelösten Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und anschließend 

fünf Minuten lang bei 800 rpm zentrifugiert. Nach Abzug des Überstandes wurde das 

Zellpellet in 5 ml H9c2-hIR-Kulturmedium resuspendiert und ein Aliquot zur 

Zellzahlbestimmung verwendet. Je nach Passagierzeitraum wurden 800.000 Zellen (bei 

vier Tagen) bzw. 1.200.000 Zellen (bei drei Tagen) in 30 ml Kulturmedium resuspendiert 

und bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert.  

2.3.2 Bestimmung der Zellzahl 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde von den Zellen in Suspension ein Aliquot 

abgenommen und davon 20 μl mit 20 μl Trypan-Blau-Lösung versetzt. Nach einer 

kurzen Inkubation wurde gemischt, ca. 20 μl der Zellsuspension in Trypan-Blau wurden 

auf eine Neubauer-Zählkammer aufgetragen und vier Großquadrate ausgezählt. Um die 

Zellzahl pro Milliliter in Suspension zu erhalten, wurde die gezählte Zellzahl mit zwei 

multipliziert (Verdünnung in Trypan-Blau), durch vier geteilt (vier Großquadrate gezählt) 

und wiederum mit 104 multipliziert (Volumen eines Großquadrates entspricht 0,1 μl). 

2.3.3 Transfektion 
Transfektion bedeutet das Einbringen artfremder DNA bzw. RNA in eukaryotische 

Zellen. Übliche Methoden sind die Calciumphosphat-Transfektion, die Elektroporation 

und die Lipofektion. Bei der Lipofektion wird DNA bzw. RNA vor der Transfektion durch 

die Zugabe eines Lipid-Gemisches in Micellen komplexiert, so dass sie damit leichter 

während des Transfektionsvorgangs in die Wirtzelle eingeschleust werden kann. 
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2.3.3.1 Transfektion von Plasmid-DNA 
Für die Transfektion von Plasmid-DNA mittels Lipofektion in H9c2-hIR Zellen 

wurde das FuGene6 Transfektions-Reagenz verwendet. Transfiziert wurden Zellen, die 

zu 40 % bis 60 % konfluent den Boden des Kultivierungsgefäßes bedeckten und über 4 

h bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert worden waren. Zur Kultivierung der zu 

transfizierenden H9c2-hIR-Zellen wurden 12-Kavitäten-Platten mit 1 ml H9c2-

hIRKulturmedium pro Kavität verwendet. FuGene 6 wurde im Verhältnis 1:35 (v/v) mit 

DMEM vorverdünnt. Anschließend wurde die Plasmid DNA in einem Verhältnis von 1:3 

(w/v) zum vorverdünnten FuGene6 pipettiert und gemischt. Dabei wurde in einem 12-

Kavitäten-Ansatz 0,5 μg Plasmid DNA verwendet. Der Ansatz wurde 15 Minuten lang 

inkubiert und anschließend wurden 55 μl des Ansatzes tropfenweise zu den Zellen 

gegeben. Danach wurden die Zellen für 16 Stunden bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert, 

anschließend mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versorgt. 24 bis 72 Stunden 

nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert bzw. weiter bearbeitet. 

2.3.3.2 Transfektion von siRNA 
Durch Einbringen doppelsträngiger RNA-Oligonukleotide in eukaryotische oder 

pflanzliche Zellen lässt sich die Expression eines oder mehrerer Proteine spezifisch 

hemmen. Dabei wird die eingebrachte dsRNA in einem ersten Schritt durch Dicer-

Enzyme in Oligonukleotide mit 19 bis 21 bp geschnitten um anschließend an einen 

Nukleasen-Komplex zu binden. In diesem Komplex wird die dsRNA (double stranded 

RNA) in ssRNA (single stranded RNA) entwunden wodurch der gesamte Komplex über 

die ssRNA spezifisch an eine komplementäre mRNA Sequenz binden kann und diese 

etwa 12 Nukleotide abwärts des 3’-Endes der ssRNA schneidet. Der Prozess der 

posttranskriptionalen Genrepression wird RNA-Interferenz genannt. Die für eine mRNA-

Sequenz spezifische inhibitorische RNA, welche in die Zelle eingebracht wird, wird 

siRNA (small interfering RNA) genannt. Doppelsträngige siRNA wurde mit dem 

Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 in H9c2-hIR-Zellen eingebracht. Transfiziert 

wurden 40 bis 60 % konfluente Zellen. Zur Kultivierung der zu transfizierenden H9c2-

hIR-Zellen wurden 30.000 Zellen in 12-Kavitäten-Platten mit 1 ml H9c2-hIR-

Kulturmedium pro Kavität ausgesät. Zur Transfektion wurde die siRNA in 125 μl DMEM 

verdünnt, so dass sie später in einem Gesamtvolumen von 1 ml eine Endkonzentration 
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von 100 nM hatte. Pro Ansatz wurden 2 μl Lipofectamine 2000 in 125 μl DMEM 

verdünnt und 5 min inkubiert. Danach wurde der siRNA-Ansatz mit dem Lipofectamine 

Ansatz gemischt und 20 min inkubiert. Währenddessen wurde ein Medienwechsel mit 

750 μl DMEM + 10 % FCS durchgeführt. Anschließend wurde auf jede zu 

transfizierende Kavität 250 μl des siRNA Lipofectamine Komplexes gegeben und 48 h 

bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. 48 h Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen 

lysiert bzw. weiter bearbeitet. 

2.3.4 Translokations-Messungen 

2.3.4.1 GLUT4myc-Translokation 
Um in der Kardiomyoblastenzelllinie H9c2-hIR die insulinstimulierte Translokation 

des Glucosetransporters GLUT4 aus intrazellulären Speicherkompartimenten hin zur 

Plasmamembran untersuchen zu können, wurde in dieser Zelllinie GLUT4 mittels 

Plasmidtransfektion überexprimiert, welches an der ersten extrazellulären Schleife ein 

humanes myc-Epitop (AEEQKLISEEDLLK) trägt. Durch dieses extrazelluläre myc-

Epitop kann das in der Plasmamembran integrierte GLUT4myc detektiert werden. Dazu 

wurden 30.000 Zellen pro Kavität in einer 12-Kavitäten-Platte ausgesät und 24 h bei 

37°C und 5 % CO2 kultiviert. Um die versuchsimmanente Streuung auszugleichen, 

wurden alle Versuchsbedingungen in Triplettansätzen durchgeführt. Pro Kavität wurden 

anschließend 0,5 μg pCMV-GLUT4myc bzw. pCMV  als Kontrollvektor transfiziert. Die 

Zellen wurden nach der Transfektion 48 h kultiviert und dann zweimal mit vorgewärmten 

PBS gewaschen. Danach wurde FCS-freies DMEM mit 1 % BSA zugegeben und zwei 

Stunden lang bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nachdem die Zellen zweimal mit 

Transportpuffer gewaschen worden waren, wurden sie 30 min lang mit Transportpuffer 

ohne bzw. mit 1 μM Insulin bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen zweimal mit jeweils 2 %igem Paraformaldehyd 15 min lang fixiert und viermal mit 

PBS gewaschen. Zur Blockierung wurden die Zellen eine Stunde mit PBS mit 5 % 

Magermilchpulver inkubiert. Danach wurde 2 μg/ml anti-myc-Antikörper in PBS mit 5 % 

Magermilchpulver zugegeben und zwei Stunden unter Schütteln inkubiert. Um nicht 

gebundenen Primärantikörper zu entfernen, wurde viermal mit 5 % Magermilchpulver in 

PBS gewaschen. Als Sekundärantikörper diente ein 125Iod-markierter anti-Maus-

Antikörper, mit dem die Zellen (0,1 μCi pro Kavität in PBS mit 5 % Magermilchpulver) 
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eine Stunde lang inkubiert wurden. Nicht gebundener Zweitantikörper wurde durch 

intensives Waschen mit 5 % Magermilchpulver in PBS und PBS mit 0,05 % Tween20 

entfernt. Zur Zellsolubilisierung wurde 1 ml 1 %iges Natriumdodecylsulfat zugeben und 

eine weitere Stunde unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellsuspensionen in Sarstedt-Röhrchen überführt, die Kavitäten mit PBS nachgespült 

und der Überstand in die gleichen Sarstedt-Röhrchen gegeben. Die Messung der 

Gammastrahlung erfolgte in einem Gamma-Counter 1282 COMPUGAMMA CS. 

2.3.5.3 Messung des 12(S)-HETE Gehaltes 
Die Bestimmung des 12(S) Hydroxyeicosatetraensäuregehaltes  wurde mithilfe 

des 12(S)-HETE ELISA Assays durchgeführt. Die Zellen wurden lysiert und die 

erhaltenen Proben nach Herstellerangaben prozessiert. Konzentrationen in Proben mit 

unbekannten 12(S)-HETE Gehalt wurden über eine Standardkurve mit bekannten 12(S)-

HETE Mengen ermittelt. Ungebundenes Material wurde durch Waschen entfernt und die 

Reaktion gestoppt. Die 12(S)-HETE Menge konnte indirekt über die Absorption bei  = 

405 nm gemessen werden und wurde nach Korrelation mit der Standardkurve 

berechnet. 

2.4 Proteinanalytische Methoden 

2.4.1 Zelllyse 
Zur Lyse wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und 

anschließend durch Zugabe eines detergenshaltigen Lysepuffers auf Eis fünf Minuten 

lang solubilisiert. Zur vollständigen Ablösung wurden die Zellen mithilfe eines 

Zellschabers vom Gefäßboden entfernt und danach in 1,5 ml fassende Reaktionsgefäße 

überführt. Anschließend wurden die Rohlysate  60 Minuten bei 4°C über Kopf rotiert. Zur 

Abtrennung nicht gelöster Zellfragmente wurden die Rohlysate anschließend 20 Minuten 

lang mit 14.000 x g bei 4°C zentrifugiert und die Überstände abgenommen. Zur 

Proteinbestimmung wurden von den Überständen jeweils 20 μl abgenommen und die 

Proben bei -20°C eingefroren. 
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2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford erfolgt 

durch Messung der Extinktion einer Proteinlösung im Vergleich zu einer Eichreihe mit 

bovinem Serumalbumin (BSA) bekannter Konzentrationen. Diese gehorcht einer 

linearen Funktion (im Absorptionsbereich von 0 bis 0,6 Absorptionseinheiten) mit 

folgender Annäherungsformel: 

 

 c = ( x – 0,0126 ) / 0,0501 x VF  

 

Dabei ist c die Proteinkonzentration in μg/ml, x die Absorption bei 595 nm und VF der 

Verdünnungsfaktor. Zur Bestimmung der Konzentration einer Proteinprobe wurden 80 μl 

einer Vorverdünnung hergestellt und davon 10, 20 und 40 μl zu 790, 780 bzw. 760 μl 

H2O gegeben, 200 μl Bradford-Reagenz hinzugegeben und gemischt. Nach fünf 

Minuten Inkubation wurde die Absorption bei 595 nm im Vergleich zu der Eichreihe 

gemessen und die Proteinmenge berechnet. 

2.4.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Durch die Wechselwirkung von Proteinen mit Natriumdodecylsulfat (SDS) 

entstehen negativ geladene Komplexe, welche anhand ihrer unterschiedlichen Größe 

durch Elektrophorese in einer Polyacrylamidmatrix aufgetrennt werden können. Die 

Menge an gebundenem SDS ist proportional zur molaren Masse der Polypeptide. Die 

generelle negative Ladung der SDS-Protein-Komplexe lässt diese beim Einbringen in 

ein elektrisches Feld in die Richtung der Anode wandern. Die SDS-PAGE wurde in einer 

Horizontal-Elektrophoresekammer (Multiphor II) mit 0,5 mm dicken, auf Folie fixierten 

SDS-Gelen durchgeführt. Verwendet wurden dabei entweder Gradientengele (7,5-15 % 

SDS) oder homogene Gele (10 % bzw. 15 % SDS). Zwischen Kathode bzw. Anode und 

dem SDS-Gel waren Pufferstreifen mit entsprechendem Ionengehalt aufgelegt. Um eine 

Erhitzung des Gels während des Laufs zu vermeiden, wurde die SDS-PAGE Platte 

wassergekühlt. Zur Probenvorbereitung wurden definierte Proteinmengen aus 

Zelllysaten mit 6x Laemmli-Probenpuffer versetzt und mit H2O auf gleiche Volumina 

gebracht. Anschließend wurden die Proben fünf Minuten lang bei 95°C denaturiert und 
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anschließend auf das Gel aufgetragen. Zur Bestimmung von Proteingrößen wurden 

parallel Größenstandards mit Proteinen bekannter Größe aufgetragen. Die 

Elektrophorese wurde bei 50 mA mit maximal 600 V und 30 W bis zur optimalen 

Proteinauftrennung durchgeführt. Nach der Auftrennung der Proteine wurde diese durch 

Western Blotting weiter analysiert. 

 

2.4.4 Western Blotting (Semi-Dry-Verfahren) 
Beim Western Blotting werden Proteine, die in einem SDS-Gel aufgetrennt 

wurden, auf eine Membran (z.B. PVDF [Polyvinylidendifluorid]) elektrophoretisch 

übertragen, auf der sie dann durch hydrophobe Wechselwirkungen gebunden werden. 

Zur Vorbehandlung wurde die PVDF-Membran 30 Sekunden in Methanol äquilibriert und 

danach bis zur Verwendung in Anodenpuffer II geschüttelt. Das SDS-Gel wurde kurz mit 

Anodenpuffer II inkubiert. Die Blot Apparatur wurde nach dem in Abb.5 dargestellten 

Schema angeordnet und das Blotten eine Stunde bei 150 mA und mit maximal 60 V und 

30 W durchgeführt. Im Anschluss wurde die Membran zur Absättigung unspezifischer 

Bindungsstellen eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockier-Lösung inkubiert. 

 

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Western Blotting nach dem Semi-Dry-Verfahren 
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2.4.5 Antikörperhybridisierung und ECL-Detektion 
Beim Hybridisierungsverfahren bindet im ersten Schritt ein für eine bestimmte 

Aminosäuresequenz (Epitop) spezifischer Antikörper über Nacht bei 4°C an das auf die 

PVDF-Membran übertragene Protein. Nach intensivem Waschen mit TBS-T erfolgt im 

Anschluss eine einstündige Inkubation bei Raumtemperatur mit einem sekundären 

Antikörper, welcher spezifisch an den ersten Antikörper bindet. Dieser zweite Antikörper 

trägt neben der Erkennungssequenz kovalent gebunden Meerrettich-Peroxydase. 

Danach wird intensiv gewaschen. Während und nach der anschließenden einminütigen 

Inkubation der Membran in einem ECL-Substrat (ECL: „enhanced chemoluminescence“, 

enthält Luminol), oxidiert  die kovalent gebundene Meerrettich-Peroxydase dieses 

Substrat unter Lichtemission. Diese wird mitttels Lumineszenz-Messgerät (Lumi-Imager) 

detektiert und mithilfe der Software Lumi-Analyst ausgewertet. 

2.5 Isolierung von Fettgewebe aus Meerschweinchen 

Es ist bekannt, dass das Fettgewebe als endokrines Organ signifikant an der 

inflammatorischen Belastung beteiligt ist (109). Neueste Untersuchungen deuten an, 

dass das Risiko einer kardiovaskulären Erkrankung ebenso wie eines Typ-2-Diabetes 

durch abdominales Fettgewebe verstärkt wird. Die depotspezifische Expression und 

Sekretion proinflammatorischer Zytokine ist hierbei nach neuen Erkenntnissen von 

herausragender Bedeutung (121). Epikardiales Fettgewebe, das fast ausschließlich am 

rechten Ventrikel bzw. am Apex angelagert ist, stellt eine Art von viszeralem Fett dar. 

Epikardiales Fettgewebe wird lediglich beim Menschen, höheren Affen und 

Meerschweinchen gebildet, so dass murine Tiermodelle für diese Studien nicht 

verwendet werden konnten. 

Alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden in Übereinstimmung mit den 

Vorgaben für die Versuchstierbehandlung (Laboratory animal wellfare) (122) und 

geltendem deutschen Recht zum Schutz von Tieren durchgeführt. Dem Antrag auf 

Genehmigung eines Versuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes zur 

Durchführung der nachfolgend beschriebenen Studien wurde unter der Nummer 50.05-

230-74/06 stattgegeben. 

Weibliche Meerschweinchen im Alter von sechs Wochen bis zwei Jahren wurden 

von Charles River, Kisslegg bezogen und unter Standardbedingungen bei einer 
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Temperatur von 18-20°C und einen zwölfstündigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die 

Tiere erhielten Spezialdiäten für Meerschweinchen, und zwar eine Standarddiät 

ssniff,EF Kontrolle mit 18 MJ/kg und 3,6 % Rohfett  eine  fettangereicherte Spezialdiät 

ssniff EF Ms Fett- und Cholesterinreich  mit 20,6 MJ/kg und 14,4 % Rohfett) (Ssniff 

Spezialdiäten GmbH, Soest) oder eine kohlenhydratreiche Diät C1010 mit einem Gehalt 

von 640 000 mg/kg Disaccharide und 44 000 mg/kg Polysaccharide (Kontrolldiät C3000 

mit 220 000 mg/kg) (Altromin Spezialfutter GmbH, Lage) und Leitungswasser ad libitum. 

2.5.1 Entnahme und Aufarbeitung von Fettgewebe aus Meerschweinchen 
Nach Töten der Meerschweinchen mittels CO2 und überprüfen der Vitalzeichen 

und Schmerzreflexe wurde subkutanes, viscerales und epikardiales Fettgewebe 

entnommen. Dies wurde umgehend in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und entweder bei 

-80°C gelagert oder über Gefrierbruch aufgeschlossen. Die so erhaltenen Gewebe 

wurden analog der Proteinaufarbeitung mittels Tritonaufschluss extrahiert. 

2.5.2 Oraler Glukose-Toleranztest 
Im Hungerzustand (Entzug des Futters für 20 Stunden, aber Trinkwasser ad 

libitum) wurde ein oraler Glucosetoleranztest durchgeführt. Dazu wurden entweder  

2g/kg Körpergewicht Glukose gelöst in PBS oder dieselbe Menge PBS wurden über 

eine Schlundsonde appliziert (< 2ml). Der Blutglukosespiegel wurde unmittelbar vor 

Glukosegabe (0 min) und danach (30, 60, 120, 180 min) nach Applikation in 0,3 μl Blut, 

entnommen aus der Ohrvene, gemessen. 

2.5.3 Morphologie 
Nach Sternotomie in tiefer Narkose wurden die Meerschweinchen über die Aorta 

mit einem modifizierten Krebs-Henseleit-Puffer für 15 Minuten unter einem konstanten 

Druck von 120mmHg perfundiert. KHB-Puffer wurde vor Gebrauch mit 95% O2 / 5% 

CO2 äquilibriert. Anschließend wurden die Tiere mit Fixativen (siehe Material Methoden) 

für 30 Minuten perfundiert. Die Herzen wurden entnommen und einen Tag lang in den 

gleichen Fixativen gelagert. Die Proben wurden in 1mm3 große Blöcke geschnitten, mit 

2% Osmiumtetroxid in 0,07 M Kakodylpuffer für drei Stunden nachfixiert und en-bloc mit 

Uranylacetat in 70% Ethanol über Nacht gefärbt. Die Probenblöcke wurden über eine 

Ethanolreihe dehydriert und in Epon eingebettet. Für lichtmikroskopische Analysen 
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wurden histologische Schnitte mittels Ultramikrotom (Leica, Wetzlar) erstellt und mit 

Methylenblau/AzurII angefärbt. Ultradünnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitrat 

doppelgefärbt und am Transmissionselektronenmikroskop analysiert (123-125). 

2.6 Isolierung von humanem Fettgewebe 

Nicht diabetischen und Typ II diabetischen männlichen Kaukasiern zwischen 40 

und 85 Jahren, die sich einer elektiven aortokoronaren Bypass-Operation unterzogen, 

wurde während der Operation bis zu 5g subkutanes und epikardiales Fettgewebe steril 

entnommen. Diese Gewebeproben wurden sofort in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und 

bei -80°C gelagert. Zu einem geeigneten Zeitpunkt wurden die Proben analog den für 

die tierischen Fettgewebeproben beschriebenen Verfahren aufgearbeitet. 

Die Entnahme der Fettgewebsbiopsien sowie ein vor der Operation 

durchgeführter Glukose-toleranztest mit 75 g Glukose peroral erfolgte mit schriftlicher 

Einwilligung der Patienten. Diese Studie wurde unter der Nummer 2858 „Untersuchung 

zur Aktivität des epikardialen Fettgewebes im Vergleich zum subkutanen Fettgewebe 

des Menschen“ von der Ethikkomission der Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-

Universität, Düsseldorf, genehmigt. 

2.7 Statistische Auswertung 

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm Prism Grappad 

Version 4 durchgeführt. Alle dargestellten Versuche wurden n 3 durchgeführt. 

Folgende Abkürzungen wurden verwendet: ns = nicht signifikant; *p < 0,05; **p<0,01; 

***p<0,001 
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3. Ergebnisse - zellulärer Teil 

Es wird vermutet, dass proinflammatorische Zytokine wie Transforming Growth 

Factor  (TGF- ) die Expression des Glukosetransporters IV (GLUT4) in 

Kardiomyozyten beeinflussen und dass dies durch Aktivierung der 12-Lipoxygenase (12-

LO) Signalkaskade bewirkt wird. Durch die  Reduktion der Expression von GLUT4 in 

Kardiomyozyten soll TGF-  zur Ausprägung der Insulinresistenz beitragen. TGF-  gilt 

als entscheidender Entzündungsmediator für den Beginn renaler und endothelialer 

Dysfunktion bei Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus (DM2). Der bei diabetischen 

Patienten erhöhte TGF-  Serumlevel könnte als Hinweis auf den engen Zusammenhang 

zwischen TGF- , der Insulinresistenz und vaskulärer Komplikation angesehen werden 

(1).  

Die hier gezeigten Daten könnten zum besseren Verständnis zu der Wirkung von 

Zytokinen auf Kardiomyozyten beitragen und die Bedeutung von TGF-  als kritische 

Determinante für die kardiale Insulinabhängigkeit identifizieren. Dies könnte für das 

Verständnis der Mechanismen der Insulinwirkung, der Entstehung von  DM2 und des 

kardiometabolischen Syndrom von Bedeutung  sein. Das Ziel des zellulären Teils dieser 

Arbeit war es, die Ausgangshypothese zu überprüfen, ob TGF-  die Lipoxygenasen in 

Kardiomyozyten aktiviert und dadurch einen Einfluss auf die Expression von GLUT4 

ausübt. 

Hierzu wurden folgende Fragen untersucht: 

1. Wird 12 - LO in den verwendeten Zellsystemen exprimiert? 

2. Wird 12-LO durch TGF-  und 12-LO spezifische siRNA moduliert? 

3. Synthetisieren Kardiomyozyten 12-HETE und wird die Synthese durch TGF-  

beeinflusst? 

4. Hat die Ausschaltung der 12-LO Folgen für die Wirkung von Zytokinen auf die 

GLUT4 Expression und die GLUT4 Translokation? 
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3.1 Expressionsanalyse von 12-Lipoxygenase  

Lipoxygenasen stellen eine große Familie Lipide peroxydierender Enzyme dar, 

die unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff mehrfach ungesättigte Fettsäuren wie 

Arachidonsäure, Linolensäure oder Linolsäure, wie sie in Biomembranen und 

Lipoproteinen vorliegen, zu entsprechenden Peroxiden oxidiert. Obwohl mehrere 

Isoformen seit längerem bekannt sind, ist ihre biologische Funktion unzureichend geklärt 

(72;126). Die Expression von 12-LO wurde in unterschiedlichen Zelltypen wie 

Retikulozyten, einer Vorstufe der Erythrozyten, eosinophilen Granulozyten, 

Makrophagen und in verschiedenen Geweben gezeigt (83;84). Metabolite der 12-LO 

werden als wichtige Mediatoren von inflammatorischen Zuständen diskutiert (87), da sie 

für die Synthese von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen wie TGF-  und 

anderen Zytokinen wie IL-1 , IL6, TNF-  und MCP-1 eine wichtige Rolle spielen (88).  

Um zu prüfen, ob Kardiomyozyten, Skelettmuskelzellen und verschiedene Typen 

von Fettgewebe 12-LO exprimieren, wurde der Gehalt der 12-LO in unterschiedlichen 

Gewebelysaten von Mensch und Meerschweinchen und Lysaten der 

Rattenkardiomyoblastenzelllinie H9c2-E2 mittels Western Blot bestimmt. Wie in Abb. 6 

dargestellt ist, wird 12-LO sowohl in H9c2-E2 (A), in menschlichen Skelettmuskelzellen 

(B) als auch in subkutanem (C, SAT) und epikardialem (C, EAT) Fettgewebe exprimiert. 

Die valide Expression von 12-LO in der H9c2-E2 Zelllinie zeigt, dass die Zelllinie 

grundsätzlich geeignet ist, um die Regulation von 12-LO genauer zu untersuchen.  
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Abbildung 6: Expression von 12-Lipoxygenase A) Kardiomyoblasten B) humane 
Skelettmuskelzellen C)Fettgewebe des Meerschweinchens jeweils 10 μg Protein 

 
 

3.2 TGF- 1 reguliert den Gehalt von 12-Lipoxygenase in H9c2-E2  

Kim et al. konnten in Mesangialzellen zeigen, dass sowohl die Synthese von 12-

HETEs als auch die Expression der 12/15 - LO bedingt durch TGF-  signifikant steigt 

(127). Um zu prüfen, ob auch in Kardiomyozyten dieser Zusammenhang besteht und 

TGF-  die Expression der 12-LO stimuliert, wurden H9c2-E2 Zellen mit verschiedenen 

Konzentrationen TGF 1 inkubiert und der Gehalt an 12-LO mittels Western Blot 

bestimmt  (Abb. 7). 
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Abbildung 7: H9c2-E2 wurden für 24 Stunden mit 0; 1 und 5 ng/ml Medium TGF-  

 

 

Wie Abb.7 zeigt verursacht die Inkubation mit 5 ng/ml TGF- 1  eine 

konzentrationsabhängige Steigerung des 12-LO Gehalts.  

Aus der Literatur sind verschiedene Inhibitoren der Lipoxygenasen bekannt, 

jedoch zeigen Esculetin und Baicalein, teils bedingt durch das zu verwendende 

Lösungmittel, negative Auswirkungen auf die Morphologie (90) und 

Proliferationseigenschaften der Zellen. Zudem ist Esculetin ein unspezifischer 

Lipoxygenase Inhibitor, der auch die 5-Lipoxygenase adressiert (128). Aus diesem 

Grund wurde die Neubildung des 12-LO Genproduktes durch Inkubation mit kurzen RNA 

Fragmenten reduziert. So genannte small interfering RNA (siRNA) bindet komplementär 

an der Ziel RNA und bewirkt dadurch deren Entwindung und Spaltung. Die  ungeschützt 

vorliegende RNA wird analog eingedrungener Fremd-RNA durch intrazelluläre 

Nukleasen abgebaut. Die synthetisch hergestellte, 12-LO spezifische siRNA wurde 

eingesetzt, um durch RNA Interferenz die Expression des Zielgens für 12-LO zu 

verringern. 

Parallel zur Expression des 12-LO Proteins wurde die Expression des Enzyms 

auf mRNA Ebene untersucht. Zusätzlich wurde die Spezifität der siRNA und der Einfluss 

des Prozesses untersucht. In Abb. 8 wird gezeigt, dass 12-LO spezifische siRNA 

konzentrationsabhängig sowohl die Expression der mRNA (A), als auch des Zielproteins 
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reduziert. Als Kontrolle wurde negativ control siRNA (Qiagen) eingesetzt, deren 

Sequenz keine Homologie zu Säuger RNA aufweist und demnach keinen durch RNA 

Interferenz induzierten Abbau bewirken kann. 

 
Abbildung 8: Expression von 12-LO vitro gene knockdown A) mRNA Gehalt (Auswertung REST©, 

Pfaffl et al. (129;130) 
 

Um die Qualität der isolierten RNA zu bestimmen und demnach ein Aussage über 

die Validität der Ergebnisse zu erhalten wurde 0,5 und 1 μg RNA aus zwei 

verschiedenen Präparationen in einem Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und die für 

Eukaryoten spezifischen 18S und 28S rRNA-Banden detektiert. Anschließend wurden 

bis zu 2 μg RNA in cDNA transkribiert.  
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Abbildung 9: Gesamt-RNA aus H9c2-E2 

 

Die Gesamt-RNA wurde aus H9c2-E2 Zellen in unterschiedlichen Ansätzen aufgereinigt 

und in einem 1,2%igem Formaldehyd-Agarosegel (FA) aufgetrennt. Parallel zu einem 

RNA Größenstandard (Marker) wurden 0,5 μg (1), 1 μg (2,3) aufgetragen. In 

eukaryotischen Zellen weist die 18S rRNA eine Größe von etwa 1,8 kb auf und sie 28S 

rRNA eine Größe von etwa 4,8 kb. 

In Abb. 9 wird gezeigt, dass der Vorgang der RNA Aufarbeitung wie  in Material 

und Methoden beschrieben intakte RNA liefert. Eukaryotische RNA weist, in einem 

Formaledhyd Agarosegel aufgetrennt eine 18S Bande mit etwa 1,8 kb Grösse und 28S 

Bande mit etwa 4,8 kb Größe auf. Dies konnte in Abb.9 im Vergleich zu einem 

Standardmarker gezeigt werden. Dieser Befund belegt, dass die zuvor gezeigte 

Reduktion von mRNA und Protein nicht auf degradierte RNA sondern auf spezifische 

RNA Interferenz zurückzuführen ist. 

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in den eingesetzten Ratten-

kardiomyozyten 12-LO exprimiert und funktionell aktiv ist. Die Aktivität wird durch TGF-  

gesteigert, jedoch durch siRNA inhibiert. Das heißt, die 12-LO liegt in modulierbarer 

Form in Rattenkardiomyozyten vor. In weiteren Ansätzen wird untersucht, ob die zuvor 

durch TGF-  gezeigte Aufregulation der 12-LO funktionelle Auswirkungen sowohl auf 

die Produktion der 12-HETEs als auch die Stimulation der Glukosetransporter induziert 

hat.  

3.3 Die Produktion von 12- Hydroxyeicosatetraensäure wird durch TGF-  reguliert  

In vorausgehenden Untersuchungen konnten Sasson et al. (89) und Kim et al. 

(127) zeigen, dass hohe Glukosekonzentrationen, wie sie beispielsweise bei Diabetes 
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mellitus auftreten und TGF-  zur Steigerung des mRNA-Gehalts von 12-LO sowie deren 

Produkten, den 12-HETEs führen (127). Auch konnten sie zeigen, dass durch Reduktion 

der 12-LO der Anstieg von 12-HETE nach Stimulation mit TGF-  blockiert ist.   

Um zu prüfen, ob sich die vorab untersuchte Expression der 12-LO in 

Kardiomyozyten auch funktionell auf die Produkte der 12-LO, die 12-HETEs auswirkt, 

wurde deren Gehalt mittels 12(S)-HETE ELISA bestimmt. Die Inkubation von H9c2-E2 

mit 5 ng/ml TGF-  erzeugte eine Verdopplung der 12(S)-HETE Produktion im Vergleich 

zur Kontrolle (Abb.10). Dieser TGF-  abhängige Effekt wurde durch den spezifischen 

„gene knock down“ der 12-LO komplett inhibiert.  

 

 
Abbildung 10: Regulation der 12(S)-HETE Produktion in H9c2-E2. TGF-  Stimulus 

 

Nach 24h wurden 5ng/ml TGF-  zugegeben. Nach weiteren 24 Stunden wurden  

die Zellen lysiert  und der 12(S)-HETE-Gehalt bestimmt. *p<0.0.5; ***p<0.001. Dies lässt 

vermuten, dass TGF-  und nicht nur die Expression sondern auch die Aktivität der 12-

LO beeinflusst und diese mit kausaler Interaktion reguliert.  

3.4 Glukosetransporter IV-Expression wird auf mRNA- und Proteinebene durch 
TGF-  reguliert 

Ein erster Hinweis darauf, dass Arachidonsäuremetaboliten die Expression von 

GLUT4 beeinflussen folgt aus Untersuchungen von Tebbey et al.. Sie zeigten, dass 

hohe Arachidonsäurekonzentrationen die GLUT4 mRNA Menge in Adipozyten reduziert 
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(92;93). Im Gegensatz dazu zeigten allerdings Sasson et al., dass 12-LO und 12-HETE 

das Aktinzytoskeletts in Kardiomyozyten stabilisieren und den insulinabhängigen 

Transport von GLUT4 zur Plasmamembran beeinflussen (89). Allerdings ist der direkte 

Nachweis zur Rolle der gesteigerten HETE Produktion auf die Regulation der kardialen 

GLUT4 Menge bisher nicht erbracht worden. Um dies zu untersuchen und mögliche 

Auswirkungen der 12-LO Regulation auf die Expression des GLUT4 nachweisen zu 

können, ist eine stabile Expression von GLUT4 im zellulären Testsystem notwendig. Da 

Kardiomyoblasten erst mit fortgeschrittener Differenzierung einen nachweisbaren 

endogenen Gehalt an GLUT4 entwickeln und die hier verwendeten H9c2-E2 sich nach 

stabiler Überexpression des humanen Insulinrezeptors nicht mehr differenzieren lassen, 

exprimieren die Zellen kein GLUT4 ( Daten nicht gezeigt). 

Um trotzdem den Einfluss von 12-HETE auf die GLUT4 Expression in diesem 

Zellsystem untersuchen zu können, haben wir  myc-Epitop-markiertes GLUT4 in H9c2-

E2 Zellen transient überexprimiert (129), um auf diese Weise eine valide Expression von 

GLUT4 erhalten. Die Inkubation von TGF-  vermindert die Expression von GLUT4 in 

H9c2-E2 auf die Hälfte (Kontrolle, All Star neg Kontrolle). Andererseits steigerte die 

Hemmung der HETE Synthese durch siRNA wie erwartet den GLUT4 Gehalt (4,2fach; 

Abb.11).  

 
Abbildung 11: Regulation der GLUT IV-Expression inH9c2-E2 durch TGF-  und 12-LO 
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H9c2-E2 wurden transient mit GLUT IVmyc transfiziert und nach 24 Stunden mit 

siRNA gerichtet gegen 12-LO, Akt und den entprechenden Kontrollen behandelt 

(untransfiziert und All Star neg Kontrolle). Nach weiteren 24 Stunden wurde mit TGF-  

stimuliert. *p<0.05; ***p<0.001; ns nicht signifikant. Dieser Effekt ist nicht auf off-target-

Effekte oder Nebenwirkungen der Transfektion zurück zu führen, sondern spezifisch für 

den 12-LO gene knock down.  Dies wird dadurch belegt, dass ein gene knockdown der 

Akt keine Auswirkungen auf die GLUT4 Expression zeigte (Abb.11).  

Wie zu erwarten, führte auch die Inkubation der Zellen mit TGF-  zu einer 

signifikant veränderten Expression der GLUT4 mRNA in nicht transfizierten Zellen oder 

Zellen, die mit nicht kodierender siRNA behandelt wurden. In ähnlicher Weise 

verursacht auch die Reduktion der 12-HETE Synthese eine massive Kumulation der 

GLUT4 mRNA (Abb. 12). Wir konnten zeigen, dass die GLUT4  Expression in H9c2-E2 

durch die 12-HETE Menge bilateral reguliert wird.  

Passend zu unserer Hypothese, dass der Crosstalk zwischen GLUT4 und TGF-  

die 12-LO beinhaltet, konnten wir zeigen, dass der die GLUT4 Expression regulierende 

Effekt von TGF-  über 12-HETE nach gene knockdown der 12-LO deutlich reduziert 

wurde. Nach 12-LO Reduktion bewirkte die Inkubation mit TGF-  keine signifikante 

Reduktion der GLUT4 Expression mehr, wie es in untransfizierten Zellen und mit nicht 

kodierender siRNA behandelten Zellen zu beobachten war.  

    
Abbildung 12: Regulation der GLUT IV-mRNA-Expression 
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H9c2-E2 wurde wie vorab beschrieben mit spezifischer siRNA gegen 12-LO  oder den 

entsprechenden Kontrollen behandelt und teils mit TGF-  inkubiert. *p<0,05 ; ***p<0,001 

Wir konnten somit zeigen, dass TGF-  eine markante Reduktion von GLUT4 auf mRNA- 

und Proteinebene bewirkt. Wir vermuten, dass die durch TGF-  unterstützte Aktivierung 

der 12-LO die GLUT4 mRNA destabilisiert und hierdurch die GLUT4 Proteinmenge 

reduziert wird. Diese Vermutung wird durch Beobachtungen von Totary - Jain et al. 

gestützt, die bei hohem Glukosegehalt in vaskulären Zellen eine Aktivierung des 12-LO 

Signalweges mit einer Destabilisierung der GLUT1 mRNA unter Beteiligung von 

Calreticulin als Kofaktor nachgewiesen haben (130). 

Somit konnten wir erfolgreich einen Crosstalk zwischen TGF-  und GLUT4 in 

H9c2-E2 zeigen. In weitergehenden Untersuchungen sollte deshalb eruiert werden, ob 

nur die Menge von GLUT4 moduliert oder auch die Wirkung von Insulin auf die 

Translokation von GLUT4 beeinflusst wird. Hierzu wurden sowohl histologische 

Untersuchungen des Zytoskeletts, das die Translokation des GLUT4 zur 

Plasmamembran umsetzt ausgeführt, als auch die Translokation des GLUT4 selbst 

untersucht. 

3.5 12-Lipoxygenase stabilisiert die Insulinwirkung in der GLUT 4-Translokation 

In vorangegangen Studien konnte gezeigt werden, dass 12-LO eine essentielle 

Rolle in der Organisation und Stabilisierung des Aktinzytoskeletts spielten (84;90;91). 

Um die Verbindung der Wirkung von TGF-  auf die GLUT4 Translokation 

nachzuweisen, sollte in weiteren Untersuchungen gezeigt werden, ob und welche 

Effekte die Reduktion der 12-LO mittels „gene knock down“ auf das Zytoskelett zeigt.  

Und wie sich die Behandlung der Zellen mit  Inhibitoren der 12-LO auf die Translokation 

zur Plasmamembran auswirkt. Um den Einfluss auf das Zytoskelett durch spezifische 

12-LO Reduktion zu untersuchen, wurden H9c2-E2 wie im Material und Methodenteil 

beschrieben transfiziert und nach 48 h fixiert. Zur Visualisierung des Zytoskeletts 

wurden die Zellen mit einem FITC gekoppelten Phalloidin- antikörper oder einer 

Isotypkontrolle (Daten nicht gezeigt) inkubiert. Die kernspezifische Gegenfärbung 

erfolgte mit Propidiumiodid. Wie in Abb.13 dargestellt, induziert der „gene knockdown“ 

der 12-LO in H9c2-E2 einen fatalen Abbau und die totale Desorientierung der 

Aktinfilamente im Vergleich zu den Kontrollsituationen. 
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Abbildung 13: Darstellung der Aktinmikrofilamente 

  

Darstellung der Aktinmikrofilamente von nicht transfizierten, kontroll¬transfizierten und 

mit si12-LO transfizierten Zellen (obere Reihe) Färbung der  Aktinmikrofilamente in 

H9c2-E2 mit FITC-Phalloidin/ PI in den entsprechenden Transfektionssituationen 

Aus den immunhistologischen Befunden folgern wir, dass der Verlust von 12-LO 

eine völlige Desorganisation der Aktinfilamente bewirkt. Diese Effekte waren in stark 

abgeschwächter Form auch nach Transfektion mit nicht kodierender siRNA und sehr 

ausgeprägt nach 12-LO knockdown zu beobachten. Ob die Desorganisation des 

Zytoskeletts auch Effekte auf die Translokation des GLUT4 zur Plasmamembran hat , 

vergleichbar der Beobachtungen von Totary-Jain et al. (131), sollte durch 

Translokationsexperimente analysiert werden. 
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Abbildung 14: H9c2-E2 125I  GLUT IV-Translokation in H9c2-E2 

 

12-LO gene knockdown bewirkt in H9c2-E2 den totalen Verlust des Insulineffekts 

*p<0.05 

In Kontrollen konnten wir nach Insulinstimulus eine signifikante Steigerung der 

Translokation von GLUT4 zur Plasmamembran gegenüber der nicht durch Insulin 

stimulierten Kontrolle zeigen. Dies wurde, wie in Material und Methoden beschrieben 

durch die Menge des 125I markierten GLUT4 an der Plasmamembran bestimmt. Dieser 

insulinstimulierte Effekt wurde nach 12-LO Reduktion aufgehoben (Abb.14). Die basale 

Translokation von GLUT4 wird jedoch gesteigert, was möglicherweise auf die zuvor 

gezeigte Steigerung der GLUT4 Menge nach 12-LO gene knockdown zurückzuführen 

ist. Wir konnten zeigen, dass die 12-LO auch in der Kardiomyoblastenzelllinie H9c2-E2 

wesentlich an der insulinstimulierten Translokation des Glukosetransporters GLUT4 

beteiligt ist. Dies ist vermutlich, wie in Abb.13 dargestellt, auf die Stabilisierung des 

Zytoskeletts durch 12-HETE zurückzuführen. Hier scheint  12-HETE als Regulator der 

GLUT4 Menge zu fungieren. Der mit Inflammation verbundene Anstieg der HETEs 

würde somit eine Downregulation von GLUT4 erklären. 
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4. Ergebnisse - humaner Teil 

TypII-Diabetes beeinflusst die Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen 
Zytokinen in humanem epikardialem Fettgewebe 

Adipositas tritt häufig zusammen mit kardiovaskulären und metabolischen 

Erkrankungen wie Bluthochdruck, Hyperlipoproteinämie, TypII-Diabetes im so 

genannten Metabolischen Syndrom auf (99;132). Obwohl Adipositas generell sowohl 

das Risiko kardiovaskulärer Ereignisse, als auch die Entwicklung eines Diabetes 

mellitus erhöht, gibt es deutliche Hinweise darauf, dass speziell die Subgruppe der 

viszeral adipösen Patienten häufig unter besonders schweren Formen des 

metabolischen Syndrom leiden (133). Experimentelle und klinische Studien lassen 

vermuten, dass viszerale Adipositas mit einer subklinischen Inflammation assoziiert ist 

(134-136).  

Es ist weitgehend akzeptiert, dass speziell viszerales Fettgewebe nicht nur ein 

lipid-speicherndes Depot ist, sondern auch ein endokrines Organ darstellt, das 

inflammatorische Zytokine und Chemokine sezerniert (105;137). Annehmend, dass 

epikardiales Fett (EAT) ähnliche metabolische und sekretorische Eigenschaften 

aufweist, wie für das viszerale abdominale Fettgewebe bekannt ist und unter Beachtung 

der ausgeprägten Nähe zu den Koronargefäßen und dem Myokard, wird vermutet, dass 

epikardiales Fettgewebe eine Rolle in der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit 

und speziellen Formen der  Kardiomyopathie spielt.  

EAT könnte das Herz und dessen vaskuläres Bett durch parakrine Sekretion von 

Zytokinen beeinflussen. Proinflammatorische Zytokine spielen eine große Rolle in der 

Entwicklung von Inflammation und Artherosklerose, bedingt durch Adipositas. Ziel  

dieses Teils war es deshalb zu prüfen, ob Diabetes mellitus Typ II (DM2) die 

Eigenschaften und die Sekretion von Adipokinen in humanem epikardialem Fettgewebe 

beeinflusst und ob sich dies auf die Expression funktioneller Proteine auswirkt.  

Hierzu sollte untersucht werden: 

Ist die Expression pro- und antiinflammatorischer Zytokine unterschiedlich? 

Hat das unterschiedliche Sekretionsmuster der Zytokine Auswirkungen auf die 

Expression funktioneller Proteine? 
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4.1 Patientenkollektiv 

Die Analyse des humanen epikardialen Fettes ist eingeschränkt durch den 

limitierten Zugang zu diesem Gewebe. In der Regel ist nur Gewebe von schwer kranken 

Patienten zugänglich, welche sich einer Operation am offenen Herzen unterziehen 

müssen, da eine Gewinnung dieses Untersuchungsmaterials von gesunden Probanden 

sich wegen des erheblichen Risikos aus ethischen Gründen verbietet. Es ist bisher nicht 

bekannt, ob dieser Krankheitszustand Funktion und biochemische Eigenschaften des 

epikardialen Fetts beeinflusst oder in welcher Weise die beobachteten sekretorischen 

Funktionen des epikardialen Fettgewebes durch den Operations-stress oder die 

zugrunde liegende Herzerkrankung beeinträchtigt wird. 

In unseren Untersuchungen wurden epikardiales Fettgewebe oberhalb des Auris 

cordis und zu Vergleichszwecken subkutanes Fettgewebe oberhalb des Sternums 

entnommen. Die Gewebe wurden uns mit freundlicher Unterstützung durch Prof. Dr. E. 

Gams und Dr. F. Ruppe der Klinik für Herz und Thoraxchirurgie an der Heinrich-Heine-

Universität Düsseldorf zur Verfügung gestellt. Sofort nach der Entnahme wurden sie in 

flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Die anschließende Lagerung erfolgte  bei -80°C oder 

das Gewebe wurde wie unter Material und Methoden beschrieben aufgearbeitet. In 

unseren Untersuchungen wurden gepaarte Fettgewebsbiopsien von zwanzig nicht 

diabetischen und neunzehn Typ 2 diabetischen, teilweise insulinpflichtigen, männlichen 

Kaukasiern verwendet. Die Patienten unterschieden sich zum Zeitpunkt der Operation 

nicht in ihrem Alter. Die diabetischen Patienten wiesen einen etwas höheren Body Mass 

Index (BMI) (26,25±0,64 vs. 29,74±1,14) auf und waren nach WHO Maßgaben leicht 

übergewichtig (Tab.7). 

 
Tabelle 7: Definition  des BMI (DGE Ernährungsbericht 1992) 

 

Der Nüchternglukosewert der diabetischen Patienten war signifikant erhöht (5,7±0,2 vs 

8,2±0,5 mM/L p<0,002) (Tab. 8); der postoperative Insulinbedarf war bei den 

diabetischen Patienten verdoppelt.  
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Der postoperative Insulinbedarf, aber auch die Erhöhung des Insulinbedarfs bei 

diabetischen Patienten erklärt sich mit dem nach größeren Operationen auftretenden 

Postaggressions-stoffwechel (138). 

Die Patientenkollektive werden als vergleichbar angesehen, da sie sich im wesentlichen 

nur beim Nüchternglukosespiegel unterscheiden. Der jeweils überwiegende Teil der 

Patienten wurde mit dem Thrombozytenaggregationshemmer Acetylsalicylsäure (ASS) 

behandelt, wodurch auch in den Signalweg der Lipoxygenase eingegriffen wird 

(139;140). Zusätzlich wurden die Patienten mit verschiedenen -Blockern, ACE-

Inhibitoren und Statinen in Bezug auf die kardiovaskuläre Erkrankung behandelt (Tab.8). 

Die Masse des EAT war bei DM2 Patienten deutlich vergrößert, stand aber in keinem 

direkten Zusammenhang mit den ermittelten BMI Werten. 

 

 
Tabelle 8: Vergleich des Patientenkollektivs 

4.2 Expression proinflammatorischer Zytokine im EAT 

EAT und SAT wurde von diabetischen und nicht diabetischen Patienten 

gewonnen, die sich einer elektiven koronaren Bypass Operation unterzogen. Nach 
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Aufschluss des Fettgewebes haben wir dieses mittels Zytokinarray Technik, wie in 

Material und Methoden beschrieben, analysiert. Es konnten nahezu 120 Zytokine 

detektiert werden, von denen sich mehrere signifikant im Vergleich zu den 

Kontrollpatienten unterschieden (Abb.15/16) 

 
Abbildung 15: Expression regulierter Zytokine EAT normiert auf SC. p<0,05 

 

Es ergaben sich Unterschiede sowohl zwischen der Menge der anti- wie auch der 

proinflammatorischen Zytokine. Die dargestellten Unterschiede waren spezifisch für das 

EAT und unterschieden sich deutlich von den Veränderungen, die im SAT beobachtet 

wurden. Die Expression der Zytokine im EAT wurde auf die im SAT exprimierte Menge 

normiert, um nur die Unterschiede zum SAT darzustellen. Dadurch wird die qualitative 

Betrachtung der Expression ermöglicht. 

 
 

Abbildung 16: Expression proinflammatorischer Interleukine  im EAT normiert auf SAT 
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Wie in Abb.16 gezeigt, wurde die Expression der Interleukine IL-6, IL-8 und IL-11 

sowie der proinflammatorischen Chemokine CCL-28, CTACK, des proinflammatorischen 

Zytokins GRO  und des Tumornekrosefaktor-verwandten Apoptose-induzierenden 

Liganden (TRAIL) signifikant gesteigert, während die Expression von IL-1  leicht 

reduziert wurde. Diese Untersuchungen belegen, dass DM2 die Aktivierung 

inflammatorischer Zytokine spezifisch im EAT bewirkt. Zudem war die Expression des 

antiinflammatorisch wirkenden Zytokins Adiponektin (Arcp30) im EAT bei diabetischen 

Patienten reduziert; wogegen das ebenfalls antiinflammatorisch wirkende IL-10 nicht 

reguliert wurde (Abb. 17).  
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Abbildung 17. Expression antiinflammatorischer Zytokine 

 

Diese erhobenen Befunde stellen eine relative Analyse der Zytokinexpression dar 

und können als erste Hinweise dafür gedeutet werden, dass der Diabetes mellitus Typ 2 

spezifisch die Sekretion von Zytokinen beeinflusst und einhergehend mit der 

Inflammation das entstehende vaskuläre Risiko erhöht. Da die Arraytechnik nur eine 

relative Analyse erlaubt, wurden die Ergebnisse am Beispiel des Adiponektin mit 

Western Blot Analysen überprüft. Auch bei Verwendung dieser Technik ergab sich, dass 

der Gehalt von Adiponektin im EAT bei diabetischen Patienten deutlich vermindert war. 

Die Reduktion des Adiponektin Gehalts im EAT bei DM2 Patienten ist ein deutlicher 

Hinweis auf die entstehende Entgleisung des Stoffwechsels, da Adiponektin auch mit 

der Regulation der Nahrungsaufnahme in Verbindung gebracht wird. 
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Abbildung 18: Adiponektin Expression der Patienten.  A) Proteinexpression von Arcp30  normiert 
auf GAPDH  B) Zytokin Array Analyse EAT normiert auf SC 

 

Es wird vermutet, dass die gesteigerte Zytokinexpression Auswirkungen auf die 

Expression funktioneller Zielproteine wie die Glukosetransporter oder das PPAR System 

beeinflusst.  

4.3 Diabetes mellitus II hat keinen Einfluss auf die Expression von GLUT 1 und 4 

Um diesen Einfluss zu erfassen, wurde die Expression von GLUT1 und GLUT4 

im EAT untersucht. (Abb.19) Entgegen unserer Vermutung war die Expression der 

Glukosetransporter auf Proteinebene von GLUT1 und GLUT4   unverändert. 
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Abbildung 19: Proteinogene Expression 

 
 

4.4 Diabetes mellitus Typ 2 hat keine Auswirkung auf die PPAR Expression im 
EAT 

Als weiteres Zielsystem wurde die PPAR Expression untersucht. Peroxysom 

Proliferator aktivierte Rezeptoren (PPAR) sind in der Literatur als  Lipidsensoren 

beschrieben und werden mit der Regulation verschiedener Proteine in Verbindung 

gebracht (141). Sie interagieren mit dem Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel (142-145) 

und spielen eineSchlüsselrolle in der Abgrenzung von Fettgewebe. Im EAT von 

diabetischen Patienten wurden alle drei Isoformen deutlich nachgewiesen (Abb. 20), 

jedoch war die Expression von PPAR ,  PPAR  noch PPAR   im EAT von 

diabetischen Patienten im Vergleich zu Kontrollproben nicht modifiziert. 
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Abbildung 20: Proteinogene Expression der PPARs im EAT 

4.5 Die Änderung des Zytokinmusters im EAT ist nicht auf Hypoxie 
zurückzuführen 

Hypoxie stellt einen Sauerstoffmangelzustand dar, der Auftritt, sobald Gewebe in 

einem Durchmesser von mehr als 2 mm nicht mit Gefäßen versorgt ist. Die Versorgung 

mit Sauerstoff und Nährstoffen sowie der Abtransport der Stoffwechelprodukte kann 

nicht mehr gewährleistet werden, wodurch das Gewebe hypoxisch wird und nekrotisch 

werden kann. HIF1  mRNA wird unter Hypoxie stabilisiert; das Protein bewirkt die 

Aktivierung verschiedenster physiologischer und pathophysiologischer Prozesse. So 

bewirkt es im positven Sinne die Neubildung von Erythrozyten nach starkem Blutverlust 

durch Bildung von körpereigenem EPO und initiiert im negativen Sinne die Inflammation 

und Immunantwort (146). Mittels Echokardiographie konnte eine Vergrößerung des EAT 

gemessen werden. Um zu untersuchen, ob die für das EAT gezeigten Veränderungen 

des Zytokinmusters auf durch Hypoxie induzierte inflammatorische und damit 

zytokinaktivierende Prozesse zurück zu führen ist, haben wir die Expression des 

Hypoxia-inducible Factor 1  (HIF1 ) bestimmt. 
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Abbildung 21: Proteinogene HIF1  Expression im EAT normiert auf GAPDH 

 

HIF1  war sowohl im EAT von Kontrollen wie auch DM2 Patienten nur sehr schwach 

detektierbar. Ein Unterschied im EAT von diabetischen Patienten und Kontrollen war 

nicht darstellbar. Somit konnte die Hypothese, dass die modulierte Zytokinexpression im 

EAT mit Hypoxie assoziiert ist nicht bestätigt werden. Die dargestellten Befunde legen 

nahe, dass Diabetes mellitus Typ 2 den Zustand des EAT spezifisch beeinflusst. Das 

Verhältnis von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen im EAT könnte die Entwicklung 

einer entzündlichen Reaktion und der Insulinresistenz fördern. Die zugrundeliegenden 

Mechanismen konnten anhand der zur Verfügung stehenden Analyten nicht dargestellt 

werden.  

Als Ursache könnte postuliert werden, dass es nicht die generelle Adipositas ist, 

die das kardiovaskuläre Risiko bestimmt, sondern dass ein spezifisches Fettdepot 

hierfür entscheidend ist. Als ein dazu geeignetes Fettdepot wird das EAT angesehen, 

neuere Untersuchungen insbesondere von Jacobellis et al. belegen, dass speziell das 

EAT eine wichtige Rolle als parakrines Organ, das Zytokine sezerniert, spielen könnte. 
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5. Ergebnisse - Tiermodell 

Epikardiales Fettgewebe des Meerschweinchens: Entwicklung eines Tiermodells 
zur Darstellung der parakrinen Interaktion zwischen epikardialem Fettgewebe und 
dem Myokard. 

Ziel der Untersuchungen ist es nicht eine Hypothese zu belegen, sondern zu 

prüfen, ob das Meerschweinchen ein geeignetes Tiermodell darstellt, um die parakrine 

Funktion des EAT als dem Myokard direkt aufliegendes Fettdepot (147;148) zu zeigen. 

Und um zu untersuchen, ob Fettsäuren und Chemokine wie in der Literatur beschrieben 

per Diffusion durch das Interstitium oder durch Abgabe in den Koronarkreislauf direkt auf 

das Myokard wirken. 

Aufgrund epidemiologischer Beobachtungen wurde eine generelle enge 

Assoziation zwischen Adipositas und der koronaren Herzkrankheit vermutet (149), 

bisher konnte aber kein kausaler Zusammenhang nachgewiesen werden. Wie bereits 

angedeutet, ist der Zugang zu humanem EAT aus ethischen Gründen limitiert und meist 

kann lediglich Fettgewebe von erheblich vorerkrankten Patienten gewonnen werden, die 

sich einer offenen Herzoperation unterziehen müssen. Ob der multimorbide Zustand der 

Patienten, die Polypharmakotherapie oder der erhebliche Operationsstress die Funktion 

und die biochemischen Eigenschaften des EAT beeinflusst oder dessen sekretorische 

Eigenschaften verändert, ist ungeklärt und schränkt die Aussagekraft von klinischen 

Betrachtungen des EAT sein. 

Daher liegt es nahe, ein Tiermodell zu entwickeln, das die Präparation von EAT 

aus gesunden Tieren ohne Beeinflussung durch kardiale oder metabolische 

Erkrankungen erlaubt. Unter experimentellen Bedingungen kann das EAT detailliert 

untersucht und speziell der Einfluss von metabolischen Veränderungen wie 

Insulinresistenz oder DM2 auf das Sekretom des EAT ermittelt werden. Es gibt neben 

dem Menschen und höheren Primaten wenige Spezies, die EAT in substanzieller Menge 

entwickeln (150). Etablierte und leicht zu haltende Tiermodelle wie Maus und Ratte 

entwickeln nahezu kein EAT, anders als Meerschweinchen, die ebenso wie der Mensch, 

reichlich EAT entwickeln.  
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Das Ziel des tierexperimentellen Teils war es deshalb, zu überprüfen, ob das 

Meerschweinchen ein geeignetes Modell darstellt, um die parakrine Interaktion zwischen 

Herzmuskel und EAT zu untersuchen. 

Hierzu wurden folgende Fragen untersucht: 

Meerschweinchen entwickeln substanzielle Mengen an EAT 

Beeinflusst EAT die Funktion des Myokards und der Koronargefäße? 

Exprimiert EAT Zytokine und Chemokine; und wenn ja welche? 

Sind im EAT funktionelle Proteine wie Glukosetransporter exprimiert und diese durch 

Zytokine reguliert? 

Schließlich sollte untersucht werden, ob eine fett- oder kohlenhydratreiche Diät 

Auswirkungen auf EAT und Myokard hat. 

5.1 Meerschweinchen entwickeln altersabhängig EAT 

Bei Meerschweinchen konnte altersabhängig eine massive Steigerung des EAT 

beobachtet werden. Während im juvenilen Stadium bis zu fünf Wochen nahezu kein 

EAT nachgewiesen werden konnte, zeigten die Tiere im zuchtreifen Alter von drei 

Monaten deutliche Anzeichen der EAT Ablagerung (Abb.22). Die epikardialen 

Fettdepots nehmen augenfällig mit steigendem Alter zu. 

 

 
Abbildung 22: EAT Entwicklung auf dem Myokard des Meerschweinchens A)  isoliertes Herz eines 

3 Monate alten Meerschweinchen B)  isoliertes Herz eines 12 Monate alten Meerschweinchen 
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Das relative Herzgewicht (Herz / KG) änderte sich mit dem Alter nicht signifikant. Im 

Gegensatz dazu verdoppelte sich das Verhältnis von EAT zum Herzgewicht deutlich 

(0,17±0,06 vs 0,37±0,05 AU) (Tab. XX).  

 

 
Tabelle 9: Übersicht der Gewichtsentwicklung von KG, Gesamtherz, EAT und den Verhältnissen  

von EAT / Herz sowie Herz / KG (n=10) bei drei und 12 Monate alten Tieren 

 

Somit konnte gezeigt werden, dass Meerschweinchen vergleichbar dem Menschen EAT 

entwickeln, dass die Menge des EAT altersabhängig signifikant zunimmt und sich das 

Verhältnis von EAT zu Gesamtherz deutlich verschiebt. 

                                                                                                                                                                  

 5.2 Das EAT beeinflusst das Myokard und die Koronargefäße 

Die genauere Untersuchung des Herzens zeigte, dass das EAT entlang des 

Aortenbogens akkumuliert und sich entlang der großen Koronarien ausdehnt. Zusätzlich 

reichert sich das Fettgewebe zwischen den epikardialen Schichten des Myokards und 

entlang des Ramus interventricularis anterior (RIVA) an (Abb.23). 

 
Abbildung 23: Lichtmikroskopische Aufnahme des EAT  (40fach vergrößert) eines  a) 3 Monate 

alten und b) 12 Monate alten Meerschweinchen 
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Wie in der lichtmikroskopischen Darstellung des Herzens eines a) drei Monate 

alten und b) eines zwölf Monate alten Meerschweinchens gezeigt, infiltrierten die 

Fettzellen des EAT die Koronarien und das Epikard. Während bei drei Monate alten 

Tieren einzelne und  lediglich kleine Fettzellen (F) im RIVA nachgewiesen werden 

konnten, ist bei den zwölf Monate alten Tieren eine massive Fettinfiltration erkennbar. 

Die Ablagerung der Fettzellen zwischen den Sarkomeren bewirkt eine optische 

Auflockerung des Myokards und könnte die umliegenden Kapillaren beeinflussen. Diese 

These unterstützend konnte im Gesamtherzlysat der zwölf Monate alten Tiere eine 

nahezu vierfach gesteigerte Menge an Triglyceriden nachgewiesen werden (47 vs 173 

nmol/g Feuchtgewicht).  

Bei rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden viele Fettzellen 

subepikardial beidseitig der Gefäße beobachtet, desweiteren waren Fettzellen zwischen 

die Sarkomere in tiefere Schichten des Myokards eingewandert (Abb. 24). 

 

 
Abbildung 24: Elektronenmikroskopische Aufnahme des EAT beim a) 3 Monate alten und b) 12 

Monate alten Meerschweinchen a) 4400fach, b) 3000fach vergrößert 

 

Altersunabhängig wurden meist einvakuolige Zellen entdeckt, die in direktem Kontakt 

mit den Herzmuskelzellen oder den umliegenden Gefäßstrukturen standen. Auch gibt es 

Hinweise, dass die eingewanderten Fettzellen die Entwicklung von 

bindegewebsähnlicher Grundsubstanz (GS)  nach sich ziehen, die zu einem späteren 

Zeitpunkt durch Kollagen (C) oder andere bindegewebige Strukturen ersetzt wurde. Bei 

jungen Tieren konnten nur geringe Mengen, die Venolen und Arteriolen umgebende 

Grundsubstanz elektronenmikroskopisch dargestellt werden, während bei älteren Tieren 

massive Einlagerung von Grundsubstanz entlang der Gefäße nachgewiesen wurde. Die 
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Akkumulation des EAT speziell am Aortenbogen und entlang der Koronargefäße weisen 

große Ähnlichkeit mit Beobachtungen an erkrankten humanen Herzen auf, was als ein 

Hinweis auf die Validität des Tiermodells gedeutet werden kann (151).  

Um zu untersuchen, ob ähnlich wie im humanem EAT auch im Tiermodell parallel 

zu den gezeigten anatomischen Veränderungen eine relevante Sekretion an 

proinflammatorischen Zytokinen nachzuweisen ist, wurde die Freisetzung aus dem EAT 

des Meerschweinchens durch Arraytechnik untersucht. 

5.3 Der Release der Zytokine und Chemokine unterscheidet sich zwischen EAT 
und SAT 

Das EAT ist altersunabhängig eine reiche Zytokinquelle. So konnten wir die 

Freisetzung von mehr als einhundert verschiedenen Zytokinen zeigen, die im EAT 

sythetisiert werden (Daten nicht gezeigt).  Um den Unterschied zwischen SAT und EAT 

herauszustellen wurde die Expression der einzelnen Zytokine im EAT jeweils auf SAT 

normiert. So werden lediglich die Unterschiede zwischen den beiden Fettdepots 

dargestellt. Die deutlichsten Veränderungen zwischen SAT und EAT bei zwölf Monate 

alten Meerschweinchen sind als Quotient in Abb. 25 dargestellt. 

Wie gezeigt, wurde eine große Bandbreite an Zytokinen und Chemokinen sowohl 

im EAT als auch im SAT exprimiert. Aus Abb. 25 wird deutlich, dass viele Zytokine bis 

zu 10fach stärker im EAT exprimiert wurden als im SAT. Die auffälligsten 

Veränderungen wurden für NT-4, IL-6Ra, MIF, EGF, Eotaxin und die  den Insulin like 

Growth Faktor bindenden Proteine gefunden.  Im Gegensatz dazu war im Vergleich zum 

SAT der Gehalt an IL-17, IL2 R, Eotaxin2, CCl-28 und HFG im EAT deutlich reduziert. 

Der Befund deutet darauf hin, dass das Muster der Zyto- und Chemokine spezifisch für 

EAT ist und sich deutlich von dem für das SAT beobachtete unterscheidet. 
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Abbildung 25: Expression der Zytokine und Chemokine des EAT in Meerschweinchen. 

 

Darstellung des Quotienten zwischen EAT und SAT bestimmt durch Zytokinarray. 

Betrag >1 zeigt die stärkere Synthese in EAT vergleichbar dem SAT an. Betrag <1 zeigt 

die schwächere Synthese in EAT vergleichbar dem SAT an.  

5.4 Die Zytokinexpression wird durch das Alter beeinflusst 

Um zu überprüfen, ob das spezifische Muster der Zytokinexpression vergleichbar 

der gesteigerten Entwicklung des EAT im Alter beeinflusst wird, haben wir EAT von drei 

Monate alten Tieren mit dem von älteren Tieren mittels Arraytechnik verglichen. Die 

deutlichsten Veränderungen sind in (Abb.26) gezeigt. Auffällig ist der altersbedingte 

Anstieg an IGFBP-4 und TIMP-2, die in hohen Konzentrationen exprimiert wurden. Die 

Expression von Leptin, IL-6, IGFBP-2, BDNF, CTNF und EGF stieg mit dem Alter an, 

wohingegen die Synthese von Angiogenin, TNF-  und Angiopoietin reduziert wurde. Die 

beobachteten Unterschiede treten noch deutlicher hervor, wenn die Menge an Zytokinen 

nicht normiert auf die Proteinmenge dargestellt wird, sondern in Betracht gezogen wird, 
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dass die Menge an EAT sich mit dem Alter verdreifacht, sich das Verhältnis von Herz zu 

EAT im Alter deutlich verschoben hat. Dementsprechend ist die Masse des EAT für den 

gesteigerten Release der Zytokine maßgeblich.  

Wie Abb.26 zeigt, wird TGF-  auch durch das EAT des Meerschweinchens 

synthetisiert. Die Arrayannalyse erlaubt keine Angabe der absoluten Menge an TGF- . 

Obwohl die Mengen an TGF-  bezogen auf das Protein sich nicht wesentlich 

unterscheiden, muss jedoch aufgrund der mehrfach gesteigerten absoluten Menge an 

EAT davon ausgegangen werden, dass mit zunehmendem Alter mehr TGF-  exprimiert 

wird. Dies hat damit zunehmend Bedeutung für die Expression des TGF-  und daraus 

folgernd auch für die Expression der Glukosetransporter. 

 

 
Abbildung 26: Zytokinexpression in EAT aus 250 ng Proteinlysat von 3 Monate (offene Balken) und 

12 Monate alten  Meerschweinchen 

 

Zytokinexpression in EAT aus 250 ng Proteinlysat von 3 Monate (offene Balken) und 12 

Monate alten  Meerschweinchen bestimmt durch Zytokinarray normiert auf eine interne 

Kontrolle *<0.05; **p<0.01 Arbiträre Einheiten  Wert über Hintergrund 
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5.5 Die Expression von 12-LO sowie Glukosetransportern im EAT wird 
alterungsbedingt reguliert 

Die Untersuchungen an H9c2-E2 legen nahe, dass die Signalwege der 12-LO 

und TGF-  miteinander verknüpft sind. Es war deshalb zu untersuchen, ob sich die 

Expression von 12-LO in EAT verändert. 

 
Abbildung 27: Proteinexpression von 12-LO im EAT von 3 und 12 Monate alten Meerschweinchen 

(*p<0,05) 
 

Wie in Abb. 27 dargestellt, kommt es im EAT der drei und zwölf Monate alten 

Meerschweinchen  altersabhängig zu einer gesteigerten 12-LO Expression, während  

parallel GLUT1 und GLUT4 in diesem Gewebe vermindert exprimiert wurden (Abb.28). 

 
Abbildung 28: Proteinexpression von GLUT I und IV  im EAT von 3 und 12 Monate alten 

Meerschweinchen (*p<0.05) 

5.6 Einfluss von Diät auf EAT und Herz 

Adipositas geht häufig mit der Entstehung von Insulinresistenz einher (152). Um 

zu überprüfen, ob die Akkumulation von EAT auch metabolische Auswirkungen hat, 

haben einen Glukosetoleranztest durchgeführt. Trotz der deutlich erhöhten Menge EAT 
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zeigten die Tiere keine Anzeichen einer Insulinresistenz. Wir konnten weder 

Unterschiede im Nüchternzuckergehalt noch nach Belastung der Tiere zeigen. Die 

Fläche unter der Kurve nach Glukosegabe war nicht signifikant unterschiedlich (47,631 

vs 31,346 AU). 

Um den Einfluss einer Diät auf die Entwicklung des EAT zu untersuchen wurden 

Meerschweinchen für drei Monate mit einer Hochfettdiät (HF) und einer 

kohlenhydratreichen Diät (HC) behandelt. Anschließend wurde bei beiden Gruppen im 

Vergleich zu einer mit Standarddiät gefütterten Kontrollgruppe die Insulinsensitivität, die 

kardiale Funktion und das Sekretom des EAT untersucht. 

Der Einfluss der Diäten auf folgende Parameter wurde untersucht. 

 das Körpergewicht als Maß für Adipositas, 

 die Insulinsensitivität, 

 die Entstehung morphologischer Veränderungen, 

 die Herzfunktion, 

 die Zytokinsekretion und 

 die Expression von funktionellen Proteinen 

5.7 Zusammensetzung der Diäten 

Sechs Wochen alte weibliche Dinkin Hartley Meerschweinchen (Charles River, 

Kisslegg) wurden für drei Monate mit einer fettreichen (ssniff Spezialdiäten GmbH, 

Soest) oder einer kohlenhydrat-reichen (Altromin Spzialfutter GmbH, Lage) Diät im 

Vergleich zu einem Standardhaltungsfutter (ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) gefüttert. 

Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum und wurden abgesehen von der Diät 

unter Standardbedingungen gehalten. Beide Spezialdiäten waren explizit für 

Meerschweinchen geeignet. Der Nährstoffgehalt und die genaue Aufschlüsselung der 

eingesetzten Fettsäuren wird in Tab. 10 dargestellt. 

Sowohl die fettreiche als auch die kohlenhydratreiche Diät verfügten über den 

1,5fachen Gehalt an verwertbarer Energie (10,5 vs 16 vs 15,5 MJ/ kg) Der Gehalt an 

Rohfett war in der fettreichen Diät 4,3fach, in der kohlenhydratreichen Diät 5fach erhöht 

(30 vs 130,2 vs 148,8 g/kg). Der Gehalt an gesättigten Fettsäuren war in beiden 

Experimentaldiäten signifikant gegenüber der Standarddiät erhöht (5,3 vs 78,6 vs 82,2 

g/kg), jedoch in der fettreichen Diät reduziert gegenüber der kohlenhydratreichen Diät. 
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Bei der fettreichen Diät ist das Muster der verwendeten Fettsäuren deutlich in Richtung 

kurzkettige, gesättigte Fettsäuren verschoben. 

 
Tabelle 10: Vergleich der verwendeten Diäten 
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5.8 Einfluss der Experimentaldiäten auf die Gewichtszunahme 

Entgegen unserer Erwartungen hatte die fettreiche Diät keinen Einfluss auf das 

Gewicht der Tiere, wohingegen die kohlenhydratreiche Diät eine 6,2±1,0 fache 

Steigerung des Gewichts bewirkte (Abb.29/ 30).  

 
Abbildung 29: Effekt der Experimentaldiäten auf die Gewichtszunahme 

 

 
Abbildung 30: Optische Darstellung der Gewichts¬zunahme nach Diät 

  

5.9 Meerschweinchen entwickeln nach  kohlenhydratreicher Diät Insulinresistenz 

Im Gegensatz zur Fütterung mit der fettreichen Diät war der 

Nüchternglukosegehalt bei Tieren, die eine kohlenhydratreiche Diät erhalten hatten, 

signifikant erhöht (89±3 vs 94±4 pg/ml ***p<0,001) im Vergleich zu Tieren, die die 

Standarddiät erhalten hatten (Abb.31). Desweiteren wurde die Glukosetoleranz negativ 
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beeinflusst, worauf die Fläche unter der Kurve nach kohlenhydratreicher Diät signifikant 

erhöht (36±2 vs 41±2 AUC, p<0,01) 

 

 
Abbildung 31: Darstellung  des Nüchternglukosegehalts nach kohlenhydrat- oder fettreicher Diät 

***p<0.001 

Ähnlich dem Menschen bewirkt die erhöhte Kalorienzufuhr bei Meerschweinchen über 

einen längeren Zeitraum die Entwicklung eines deutlich erhöhten Nüchternblutzuckers 

und eine verschlechterte Glukosetoleranz sowie Insulinresistenz. 

5.10 Fettreiche Diät bewirkt kardiale Dysfunktion 

Während kohlenhydratreiche Diät keinen Einfluß auf die kardiale Funktion, wie 

Auswurffraktion, linksventrikulärer Druck oder die Wandstärke hatte, zeigten fettreich 

ernährte Tiere deutliche Veränderung der Funktion. Nach kohlenhydratreicher Diät war 

die Menge an EAT 1,5fach erhöht (Abb. 32). Zusätzlich wurde eine Anreicherung von 

Makrophagen beobachtet, was als Hinweis auf den Beginn eines inflammatorischen 

Prozesses gewertet werden könnte. Allerdings waren nach HE und Azanfärbung  

(Abb.33) keine histologischen Auffälligkeiten zu beobachten. 
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Abbildung 32: Makroskopische  Darstellung  eines Meerschweinchen Herzens nach A) Standard B) 

kohlenhydratreicher Diät 

 
Abbildung 33: Lichtmikroskopische Darstellung des Kontaktbereichs zwischen EAT und 

Herzmuskel  Übersichtfärbung mit HE; Makrophagenspezifische MAC 387 Färbung  
A) Standarddiät  B) kohlenhydratreiche Diät 

 

Nach fettreicher Diät erschien die Menge des EAT unverändert, tendenziell eher 

reduziert im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sein. Aus lichtmikroskopischen 

Untersuchungen folgt, dass die Infiltration von Fettzellen in den Bereich der Koronarien 

auffällig verringert war (Abb. 34). 
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Abbildung 34: Infiltration von Fettzellen in den Bereich der Koronararterien A) Hochfettdiät  B) 

Kontrolldiät  10fach vergrößert 

 

Bei elektronenmikroskopischer Betrachtung wurde erkennbar, dass die Struktur des 

linken Ventrikels vergröbert war (Pfeile in Abb.35) und Grundsubstanz und 

Kollageneinlagerungen eine Auflockerung der morphologischen Struktur bewirkten. 

 
Abbildung 35: Auflockerung der morphologischen Struktur des linken Ventrikels 

5.11 Fettreiche Diät steigert die Lipolyse im Herzen 

Es gibt Hinweise aus der Literatur, dass im Fettgewebe gespeicherte Triglyceride 

durch hydrolytische Spaltung sehr schnell mobilisiert werden können und dadurch 

Fettsäuren und freies Glycerin in das umgebende Gewebe abgegeben werden (153). 

Um zu prüfen, ob der überraschende Befund, dass es in den Herzen trotz fettreicher 

Diät nicht zur Akkumulation und Expansion von Fettgewebe kommt, möglicherweise 

bedingt durch einen gesteigerten Verbrauch von Fett durch das Herz ist, wurde der freie 

Glyceringehalt im Herzgewebe betimmt.  

Die Herzen der fettreich gefütterten Tiere wiesen einen nahezu verdoppelten 

Gehalt an freiem Glycerin auf (6.2±1.3 vs  3.9± 0.6 μg/g; p<0.05; Abb.36) so dass von 

einer unter diesen Diätbedingungen exzessiv gesteigerten Lipolyse auszugehen ist.  
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Abbildung 36: Darstellung des Triglyceridgehalts im Gesamtherz anhand Bestim¬mung des freien 

Glycerols im Feuchtgewicht *p<0.05 

 

5.12 Fettreiche Diät bewirkt Hypertrophie des Myokards und die Dezentralisierung 
des linken Ventrikels 

Ausgehend von den lichtmikroskopischen Befunden nach kohlenhydratreicher 

Diät haben wir bei den fettreich gefütterten Tieren mittels Echokardiographie die 

Funktion des Herzens näher untersucht (Abb.37). Wir konnten eine deutliche 

Verdickung des Myokardwandbereichs (0.47± 0.02 vs 0.3625±0.02 cm; p<0.05) nach 

fettreicher Diät nachweisen (Abb. 38). Zusätzlich war eine leichte Reduktion des 

linksventrikulären enddiastolischen Volumens nachweisbar.  

 

 
Abbildung 37: M - Mode Echokardiographie zur Darstellung von Wandkinetik und Schichtdicken - 

exemplarische Darstellung 
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Abbildung 38: Darstellung der linken Ventrikel¬wand, Werteermittelung  mittels Echokardiographie 

*p<0,05 

5.13 Fettreiche Diät erzeugt Steatosis hepatis 

Während der Organentnahme konnten wir in allen Tieren der fettreich gefütterten 

Gruppe makroskopisch eine deutliche Veränderung der Leber beobachten (Abb.39 A/C). 

Um diese Beobachtung genauer zu untersuchen, haben wir perfundierte und fixierte 

Leber-gewebeschnitte mittels Oil Red angefärbt. Wie in  Abb.39 B/D gezeigt, konnte 

eine massive Einlagerung von Fetttropfen nach fettreicher Diät (B) nachgewiesen 

werden. In Proben von Tieren, die mit der Standarddiät gefüttert wurden (D), war dies 

nur vereinzelt nachweisbar.   
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Abbildung 39: Hochfettdiät erzeugt Steatosis hepatis im Meerschweinchen A) Makroskopische 

Aufnahme eines Leberlappens nach Hochfettdiät B) Oil red Färbung der Leber nach Hochfettdiät 
C) Makroskopische Aufnahme eines Leberlappenstückes nach Kontrolldiät D) Oil red Färbung der 

Leber nach Kontrolldiät 

 

5.14 Die Adiponektin Expression wird im EAT durch fettreiche Diät erhöht, jedoch 
nach kohlenhydratreicher Diät in EAT und Herz reduziert 

Um zu untersuchen, ob die Diäten sich auch auf die Sekretion von Adiponektin 

auswirken, wurde die Menge diese Zytokins in SAT und EAT bestimmt, da sie eine 

entscheidende Rolle bei der Regulation des Hungergefühls und der Nahrungsaufnahme 

spielt. Wie in Abb. 40 dargestellt hatte die fettreiche Diät einen 1,5fachen Anstieg der 

Adiponektin Expression im EAT (86.9±19,8 vs 172±33,4 p<0,05) zur Folge, während 

Adiponektin im Herzgewebe zwar stark exprimiert aber nicht signifikant durch die Diät 

beeinflusst wurde (Abb.41). 
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Abbildung 40: Adiponektin Expression im EAT normiert auf Kontrolldiät *p<0.05 

 
Abbildung 41: Adiponektin Expression im Herzgewebe 

 

Interessanterweise ist die Adiponektin Menge sowohl im EAT und auch im 

Herzen bei Meerschweinchen, die eine kohlenhydratreiche Diät erhalten haben und 

dadurch insulinresistent werden reduziert (Abb. 42 Herz (A) 0.55±0.11fach (p<0.01); 

EAT (B) auf 0,2±0.07fach (p<0,001)). 
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Abbildung 42: Expression von Adiponectin in EAT und Herz nach kohlen¬hydratreicher Diät, 

Darstellung normiert auf Kontrolldiät **p<0.01; ***p<0.001 

 

5.15 Nach fettreicher Diät wird die GLUT4 Expression erhöht, während GLUT1 und 
GLUT4 nach kohlenhydratreicher Diät reduziert sind 

Um zu untersuchen, ob und inwieweit sich die beiden Diäten auf die Expression 

der Glukosetransporter auswirken, wurden diese in Herzen von Meerschweinchen nach 

fettreicher bzw. kohlenhydratreicher Diät bestimmt. 
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Abbildung 43: Expression  der Glukosetransporter I (A) und IV (B) nach fettreicher Diät ns= nicht 

signifikant; **p<0.01 

 

Wie in Abb.43 dargestellt ist, der für die insulinabhängige Glukoseaufnahme 

verantwortliche Glukosetransporter IV im Herzen deutlich erhöht (1,3fach; B). Die 

Expression von GLUT1 (A) wurde nicht beeinflusst. Die GLUT1 Expression wurde auf 

den 0,35±0,1fachen (p<0,001) Wert reduziert, während die GLUT4 Expression halbiert 

wurde (0,5±0,09fach; p<0,001).  

 Im Gegensatz zu den Folgen der fettreichen Diät wurde die Expression der 

Glukosetransporter im Herzen von Meerschweinchen nach kohlenhydratreicher Diät 

signifikant vermindert. Die beiden Diäten verhalten sich somit bezüglich der Expression 

von GLUT4 im Herzen antagonistisch. 
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Abbildung 44: Expression der Glukosetransporter I (A) und IV (B) nach kohlenhydratreicher Diät; 

***p<0.001 

 

5.16 PPAR  und PPAR  werden im Gegesatz zur kohlenydratreichen Diät nicht 
durch fettreiche Diät reguliert 

Die Familie der Peroxysom Proliferator aktivierten Rezeptoren (PPAR) fungieren 

als Lipidsensoren (141). Sie modulieren den Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsel, sowie 

deren Speicherung in höheren Organismen (142-145). PPAR  wird nahezu in jeden 

Gewebe exprimiert, jedoch ausgesprochen stark in Herz-, Muskel-und Fettgewebe. Im 

Gegensatz dazu wird PPAR  überwiegend im Gehirn, Fettgewebe und der Haut 

exprimiert. 

Da vermutet wird, dass PPARs an der Genexpression von GLUT4 beteiligt sind 

(154), haben wir deren Expression bestimmt, um zu untersuchen, ob die für GLUT4 

gezeigten Veränderungen möglicherweise mit einer modifizierten Expression von PPAR 

verbunden sind. Wir konnten zeigen, dass PPAR  und PPAR  im Herzgewebe 

exprimiert werden (Abb. 45), jedoch konnten modulierende Befunde nicht gezeigt 

werden.  
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Abbildung 45: PPAR  und  Expression im Herz nach fettreicher Diät; ns = nicht signifikant 

 

Ähnlich wie im Herzen wurden beide Isoformen auch im EAT exprimiert (Abb.45), aber 

auch in diesem Gewebe nicht durch die fettreiche Diät beeinflusst. Im Gegensatz zur 

fettreichen Diät war die Expression von PPAR  als Target der Insulinsensibilisierung im 

Herzen nach kohlenhydratreicher Diät deutlich verändert (0,4±0,1fach; p<0.001) (Abb.46 

A), während im EAT keine Veränderung nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 46: PPAR  und  Expression im Herz  und EAT nach kohlenhydratreicher Diät; 

***p<0.001 
 

PPAR  war anders als PPAR  nach kohlenhydratreicher Diät sowohl im Herzen 

(0,59±0,09fach; p<0,05) (Abb.46 B), aber auch im EAT (0,62±0,14; p<0,001; Abb.46 B) 

reduziert. 

Die gezeigten Daten belegen, dass beide Diäten das Myokard negativ 

beeinflussen, aber auf unterschiedliche Weise. Während die fettreiche Diät das Myokard 

schädigt und die kardiale Dysfunktion schon nach sehr kurzem Fütterungszeitraum von 

drei Monaten nachweisbar ist -also eine direkte Herzwirkung zeigt - hat die 

kohlenhydratreiche Diät keinen direkten Einfluss auf die Myokardfunktion. Sie führt 

dagegen zu einer massiven Ausdehnung des EAT und begünstigt die Entwicklung von 

Insulinresistenz. Die Einwanderung der Makrophagen in das EAT deuten auf die 

Entstehung inflammatorischer Prozesse hin.  
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Abbildung 47: Übersicht der durch die Diäten regulierten Funktionen und Proteine 
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6. Diskussion 

6.1 Allgemeine Diskussion 

In den entwickelten Ländern stellt der Diabetes mellitus Typ II  eine der 

häufigsten Erkrankungen dar. Die Prävalenz beträgt etwa 2-3 % während in nicht 

industrialisierten Staaten die Diabetes mellitus Häufigkeit, bedingt durch das 

verminderte Vorkommen von Adipositas wesentlich geringer ist. Dies ist ein deutlicher 

Hinweis darauf, dass die Umgebungsfaktoren essentiell an der Entstehung des 

Metabolischen Syndrom und von Diabetes mellitus beteiligt sind. Diese häufig mit 

Adipositas assoziierten Komplikationen stellen ein großes sozioökonomisches Problem 

dar. In den westlichen Industrieländern werden etwa 14% der finanziellen 

Aufwendungen des Gesundheitsystems für die Behandlung von wohlstandsbedingtem 

DM2 und dessen Folgeerkrankungen aufgewendet (155). Die Morbidität des DM2 ist 

weitestgehend auf Hyperglykämie und die mit der Insulinresistenz assoziierten 

Dyslipidämie und Endothelfunktionsstörung zurückzuführen. Durch irreversible 

Glykosylierung bei unzureichender Einstellung des DM2 entstehen inflammationsbedingt 

Endorganschäden. Typische Spätfolgen sind Nephropathie, Ophthalmopathie, aber 

auch Kardiomyopathie. In der vorliegenden Arbeit wurde das Augenmerk besonders auf 

die Auswirkungen der durch Hyperalimentation bedingten Entstehung von Diabetes 

mellitus Typ II bei Adipositas und dessen Endorganschäden am Herzen gelegt. 

Da die Expansion des Fettgewebes mit einer subklinischen Inflammation und 

dysregulierten Zytokinexpression einhergeht, haben wir in einem zellulären Teil die 

Auswirkung von proinflammatorischen Zytokinen am Beispiel von TGF-  auf 

Kardiomyozyten untersucht. Da wir zeigen konnten, dass Zytokine maßgeblich an der 

Verschlechterung des metabolischen Zustands in Kardiomyozyten beteiligt sind, haben 

wir in einer diskriptiven Studie die Zytokinexpression in epikardialem Fett beim 

Menschen unter dem Einfluss von Diabetes mellitus Typ 2 analysiert. Hier konnte 

gezeigt werden, dass sich das Sekretom des dem Herzen faszienfrei aufliegenden 

epikardialen Fettgewebes  signifikant und spezifisch für EAT in Richtung einer 

gesteigerten Inflammation verschiebt. Da aus ethischen Gründen lediglich 

Fettgewebsbiopsien von multimorbiden Patienten zugänglich waren, haben wir mit dem 
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Meerschweinchen ein Tiermodell entwickelt und validiert, das vergleichbar dem 

Menschen altersabhängig größere Mengen an EAT entwickelt. So konnten wir die 

Einflüsse der Pharmakotherapie und präexistenter kardialer Morbidität auf das Sekretom 

des EAT ausschließen und zusätzlich dessen Auswirkung auf den Herzmuskel und die 

Herzfunktionsparameter bestimmen. Weitergehend haben wir den Einfluss einer mit Fett 

und Cholesterin angereicherten Diät sowie kohlenhydratreichen „Westernstyle“ 

ähnlichen Diät auf das Sekretom des EAT und die Herzfunktionsparameter untersucht. 

6.2 Diskussion der zellulären Ergebnisse 

Zytokine wie zum Beispiel TGF-ß zeigen einen großen Rahmen an diversen, teils 

kontroversen biologischen Funktionen zu denen auch pro- und antiinflammatorische 

Effekte gehören (156;157). Bedingt durch die plaquestabilisierende Funktion gilt TGF-ß 

als für das kardiovaskuläre System protektives Zytokin (156;158;159), jedoch ist deutlich 

weniger über die Funktion von TGF-ß in Kardiomyozyten bekannt. In der Literatur wird 

TGF-ß als Schutzfaktor vor Schädigung der Kardiomyozyten durch Hypoxie beschrieben 

(160;161). Der potentielle Crosstalk zwischen TGF-ß und der Insulinwirkung allerdings 

konnte bisher nicht genau gezeigt werden. Im zellulären Teil dieser Arbeit konnten wir 

zeigen, dass TGF-ß  in Kardiomyozyten 

 die Lipoxygenase Signalkaskade aktiviert 

 als Negativregulator der GLUT4 Expression fungiert 

 und die insulinstimulierte GLUT4 Translokation inhibiert 

Jedoch könnte TGF-ß und die zur TGF-ß-Familie gehöhrenden Aktivine durch diese 

negative Auswirkung auf den Glukosemetabolismus unter hoher Glukose die 

Arbeitsleistung der Kardiomyozyten positiv beeinflussen (162). Die im zellulären Teil 

gezeigten Daten unterstreichen das komplexe und teils kontroverse Aktionspotential von 

TGF-ß im Herzen. 

Um die funktionellen Konsequenzen der Steigerung oder Inhibition des 12/15 

Lipoxygenasesignalweges in Kardiomyozyten zu untersuchen haben wir als zelluläres 

Testsystem die insulinsensitive, embryonale Rattenkardiomyoblastenzelllinie H9c2-E2

verwendet, die den humanen Insulinrezeptor stabil überexprimiert (163). GLUT4 wurde 

unterhalb des Cytomegalievirus Minimalpromotors überexprimiert und bewirkt die 

konstitutive Überexpression des Glukosetransporters. Bedingt dadurch muss die nach 
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12-LO Aktivierung beobachtete Reduktion des GLUT4 auf posttranslationaler Ebene 

bewirkt werden. Um zu untersuchen, ob TGF-ß mit dem 12/15 Lipoxygenase Signalweg 

interagiert, haben wir die Expression von 12-LO sowie die Menge deren Produkte, der 

12-HETE nach Stimulus mit TGF-ß bestimmt. Durch 12-LO Genregulation konnten wir 

zeigen, dass TGF-ß spezifisch die Proteinmenge der 12-LO und die Produktion der 12-

HETE in Kardiomyozyten beeinflusst. Diese Daten stehen im Einklang mit 

Erkenntnissen von Kim et al. (127) wonach TGF-ß und der 12/15-LO Signalweg 

miteinander interagieren und sich gegenseitig aktivieren. Konform zu unseren Befunden 

zeigten Chem et al. (164), dass proinflammatorische Zytokine wie TGF-ß die rapide 

Aktivierung des 12-LO Signalweges bewirken können. Wir zeigen zum ersten Mal, dass 

TGF-ß eine signifikante Reduktion von GLUT4 sowohl auf mRNA Ebene wie auf dem 

Proteinlevel bewirkt.  

Es könnte spekuliert werden, dass die GLUT4 mRNA als Antwort auf das TGF-ß 

Signal destabilisiert wird und dies die Reduktion der GLUT4 Menge hervorruft. Diese 

These wird durch neuere Beobachtungen in vaskulären Zellsystemen bestätigt. Hierbei 

führt die Inkubation mit hohen Glukosekonzentrationen zum einen zur Aktivierung des 

12-LO Signalweges und zum anderen wird die GLUT1 mRNA destabilisiert. Diese 

Untersuchungen schließen Calretikulin als Transaktionsfaktor ein (165). In späteren 

Arbeiten soll die Destabilisierung der GLUT4 mRNA in primären Kardiomyozyten gezeigt 

und der zugrundeliegende Mechanismus analysiert werden.  

Um die These, dass 12-LO die GLUT4 Expression reguliert weiter zu erhärten, 

haben wir spezifische Genregulationsexperimente durchgeführt. Unter diesen 

Konditionen konnten wir die substantielle Steigerung der GLUT4 Menge auf mRNA- und 

Proteinbasis in Kardiomyozyten nachweisen. Ähnliche Effekte wurden auch in primären, 

frisch isolierten adulten Kardiomyozyten gefunden. Wir folgern daher, dass die GLUT4 

Expression in Kardiomyozyten irreversibel mit der Menge der 12-LO und dem der 

intrazellulären Eikosanoidlipidmediators verbunden ist. 

In der Literatur wurde gezeigt, dass TGF-ß die Glukoseaufnahme beeinflusst. So 

war in  Mesangialzellen nach TGF-  Inkubation die GLUT1 Menge dreifach gesteigert 

(166;167). Dennoch muss beachtet werden, dass TGF-ß auch die 12-LO Signalkaskade 

in Mesangialzellen aktiviert (127) und dass dieser Signalweg in vaskulären Zellen mit 

der Reduktion von GLUT1 in Verbindung gebracht wird (89). Wie im zellulären Teil 



- 94 - 

gezeigt, modifiziert TGF-ß aber nicht die basale Translokation von GLUT4 zur 

Plasmamembran oder die basale Glukoseaufnahme. Folglich agiert TGF-ß sehr 

zellspezifisch und bewirkt gegensätzliche Effekte auf die Glukoseaufnahme und GLUT4 

Translokation. Unsere Daten weisen eindeutig auf  die Beteiligung von TGF-ß an der 

Induktion kardialer Insulinresistenz hin. Dies könnte Folge der Reduktion des GLUT4 

sein, könnte aber auch auf einen Crosstalk von TGF-ß und der Insulinsignalkaskade 

hindeuten, wie es für MCP-1, TNF-  und andere Zytokine beschrieben wurde (168). In 

weiterführenden Studien soll die Wechselwirkung und der genaue Interaktionspunkt der 

durch TGF-ß induzierten Insulinresistenz untersucht werden.  

Unsere Daten implizieren, dass durch TGF-ß bedingt das Angebot an 

insulinstimulierter Glukoseverfügbarkeit reduziert ist und dies möglicherweise eine 

substantielle Einschränkung des kardioprotektiven Effekts dieses Zytokins darstellt. 

Zusätzlich zur 12-LO wurde auch für smad Proteine eine essentielle Rolle als 

interzelluläre Mediatoren der Inflammation beschrieben (169). Smad Proteine agieren 

als Transkriptionsfaktoren (127;170) unterhalb von TGF-ß und regulieren das 

Transkriptom der TGF-ß Zielproteine nach Translokation in den Kern (171). Über die 

Tatsache hinausgehend, dass 12-LO ein Zielprotein von TGF-ß ist und gegenläufig auch 

die Synthese von TGF-ß durch 12-LO und deren Produkte, den 12 HETEs reguliert wird, 

könnte diese Regulationsschleife zwischen 12-LO und TGF-ß eine kritische Rolle für die 

kardioprotekive Funktion von TGF-ß spielen (127). In der Tat bewirkt die 

Reoxygenierung nach Hypoxie den Anstieg von TGF-ß in Kardiomyozyten (161) und die 

transiente Überexpression von TGF-ß wurde protektiv gegenüber Reperfusions-

schädigung im Herzgewebe  beschrieben, möglicherweise bedingt durch einen 

Antioxidationsmechanismus (172). Dennoch sollte, wie anhand der zellulären Daten 

beschrieben, dem metabolischen Störeinfluss in Kardiomyozyten nach TGF-ß 

Inkubation zumindest in Langzeitbedingungen Rechnung getragen werden. 

Zusammenfassend konnten wir im zellulären Teil zeigen, dass Zytokine wie  

TGF-ß den proinflammatorischen 12-LO / 12-HETE Signalweg in Kardiomyozyten 

aktivieren. Dieser Prozess ist mit einer signifikanten Reduktion des GLUT4 verbunden 

und bewirkt den Zustand der Insulinresistenz. Daher vermuten wir, dass das 

kardioprotektive Merkmal von Zytokinen am Beispiel von TGF-ß auf die Reduktion der 

Glukosezufuhr in Herzmuskelzellen beschränkt ist. 
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6.3 Diskussion der Ergebnisse der klinischen Studie 

Hypothetisch hat das epikardiale Fett als weißes Fettdepot die Funktion der 

Lipidspeicherung für den myokardialen Energiebedarf, als mechanischer Puffer der 

Koronargefäße gegen arterielle Torsion sowie gegen das Remodeling der 

Koronararterien. Desweiteren schützt es die autonome Innervierung des Herzens und 

dessen vasa nervorum (117). Die Speicherfunktion des Fettgewebes und dessen 

Abgabe von freien Fettsäuren zur Energiegewinnung ist seit längerem anerkannt. 

Fettgewebe, speziell dessen Hauptbestandteil Adipozyten haben neben der 

Energiespeicherfunktion aber auch sekretorische Eigenschaften. Die endokrine Funktion 

von viszeralem Fettgewebe rückte allerdings erst mit der Entdeckung von Leptin in den 

frühen 1990er Jahren in den Fokus. Seitdem wurde in mehreren Studien belegt, dass 

Adipozyten Adipokine, Wachstumsfaktoren, Koagulationsfaktoren sowie pro- und 

antiinflammatorische Zytokine exprimieren und sezernieren (106;118;173). Inzwischen 

ist es weitgehend akzeptiert, dass speziell viszerales Fettgewebe nicht nur ein 

lipidspeicherndes Depot ist, sondern auch ein endokrines Organ darstellt, das 

inflammatorische Zytokine und Chemokine sezerniert (105;174).  

EAT als ein relativ neu als viszerales Fett erkanntes Depot ist Quelle 

verschiedenster Zytokine unter anderem von Adiponektin, fettsäurebindenden Protein 4 

(FABP4), Interleukinen, Leptin, Resistin und Tumornekrose Faktor  (175-177). 

Viszerales Fett bei Adipositas zeichnet sich meist durch die verstärkte Sekretion von 

proinflammatorischen Zytokinen einhergehend mit einer reduzierten 

Adiponektinsekretion aus. Viszerales Fett beeinflusst besonders bei Adipositas auch 

den metabolischen Zustand, da es aktiv freie Fettsäuren in den Metabolismus abgibt 

(75) und insofern vermutet wird, dass EAT in die Pathophysiologie der adipositas-

bedingten Herzerkrankung involviert ist (178;179). Aus der Literatur ist bekannt, dass 

neben dem Herzen auch andere Organe wie Leber und Gehirn bedingt durch das 

Zusammenspiel von Glukosemetabolismus und Fettsäureverwertung durch Adipokine 

beeinflusst werden können (180).  

Experimentelle und klinische Studien lassen vermuten, dass viszerale Adipositas 

mit einer subklinischen Inflammation assoziiert ist (181-183). Proinflammatorische 

Zytokine spielen dadurch eine große Rolle in der Entwicklung von Inflammation und 

Atherosklerose bedingt durch Adipositas. Annehmend, dass epikardiales Fett ähnliche 
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metabolische und sekretorische Eigenschaften aufweist, wie für das viszerale 

abdominale Fettgewebe bekannt ist, und unter Beachtung der ausgeprägten Nähe zu 

den Koronargefäßen und dem Myokard, wird vermutet, dass epikardiales Fettgewebe 

eine Rolle in der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit und speziellen Formen der  

Kardiomyopathie spielt. EAT könnte das Herz und dessen vaskuläres Bett durch 

parakrine Sekretion von Zytokinen beeinflussen. 

Obwohl verschiedene Studien eine Verbindung zwischen den 

Sekretionsprodukten des EAT, den durch DM2 bedingten Veränderungen im Sekretom 

und der Pathogenese des kardiovaskulären Sydroms andeuten, ist die Datenlage stark 

eingeschränkt. Wir haben daher gepaarte Biopsien aus EAT und SAT von neunzehn 

Typ 2 diabetischen und zwanzig nicht diabetischen Patienten, die sich einer elektiven 

Operation am offenen Herzen unterzogen, miteinander verglichen. Die Rationale war, 

gepaarte Fettgewebsbiopsien mittels Zytokinarraytechnik auf deren Expression von 

Zytokinen und den Auswirkungen des DM2 zu untersuchen. Diese Befunde wurden 

zweidimensional validiert und ebenso wie die Expression funktionaler Zielproteine 

mittels Westernblot Technik eruiert. Meist ist lediglich Gewebe von multimorbiden 

Patienten zugänglich, bei welchen bedingt durch notwendige Operationen Zugang zu 

EAT entsteht, da sich der Zugang zu EAT von gesunden Menschen aus ethischen 

Gründen verbietet. 

Das Patientenkollektiv bestand ausschließlich aus männlichen Kaukasiern 

zwischen 36 und 85 Jahren, so dass geschlechtsspezifische Unterschiede ebenso 

ausgeschlossen werden konnten wie Unterschiede aufgrund der ethnischen 

Zugehörigkeit. Desweiteren wurden ausschließlich definiert an DM2 erkrankte, teils 

insulinpflichtige Patienten und nicht diabetische Patienten als Kontrollkollektiv 

eingeschlossen, um potentielle Effekte, bedingt durch den Untergang der -Zellen bei 

Typ I Diabetikern, auszuschließen. Die Patienten unterschieden sich signifikant in ihrem 

metabolischen Status, so war der Nüchternglukosewert bei den diabetischen Patienten 

1,4fach erhöht und auch der postoperative Insulinbedarf, bedingt durch den 

Postagressionsstoffwechsel war nahezu verdoppelt (138). Der Body Mass Index war bei 

den diabetischen Patienten gegenüber den Kontrollpatienten nur leicht erhöht und lag 

bei beiden Gruppen im Bereich von Übergewicht bis zu geringeren Formen von 

Adipositas. Die Menge des EAT war bei den diabetischen Patienten deutlich vergrößert 
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ohne jedoch einen Zusammenhang zum BMI darzustellen. In der Literatur wird die 

Menge des EAT mit dem Grad der Adipositas in Verbindung gebracht (184;185) und in 

neueren Studien auch mit dem Schweregrad von koronaren Herzerkrankungen 

assoziiert (185). Diese unterschiedlichen Beobachtungen könnten bei der hier gezeigten 

Studie auf die relativ geringe Probandenanzahl zurück zu führen sein. In Bezug auf die 

kardiovaskulären Erkrankungen war die medikamentöse Behandlung vergleichbar, so 

dass durch diese zwar generelle Einflüsse auf das Sekretom des EAT zu erwarten sind, 

die Effekte aber, aufgrund der ähnlichen medikamentösen Einstellung zu 

vernachlässigen sind.  

Das EAT ist eine reiche Quelle an Adipokinen sowie pro- und 

antiinflammatorischen Zytokinen (176;186). Die hier verwendete Zytokinarraytechnik 

erlaubt eine rein qualitative Analyse der Expression, ohne Aussagen über die Menge zu 

ermöglichen. In den dargestellten Analysen wurde die Expression des EAT jeweils auf 

Expression des SAT eines Patienten normiert, so dass lediglich die unterschiedliche 

Expression im EAT betrachtet wird und interindividuelle Schwankungen keinen 

verzerrenden Einfluss auf die Gesamtanalyse haben können. Wir konnten für 23 

verschiedene Zytokine eine unterschiedliche Expression bedingt durch DM2 

beobachten. Es konnte bei Patienten mit DM2 oder koronarer Herzerkrankung analog 

zur Literatur erhöhte Zytokinplasmaspiegel und die veränderte Expression und Sekretion 

proinflammatorischer Zytokine im EAT beobachtet werden (187;188). So konnte 

passend zu unseren Beobachtungen, dass das Muster der exprimierten Zytokine 

deutlich in Richtung Proinflammation verschoben war, weiterhin in der Literatur gezeigt 

werden, dass DM2 einen hochsignifikanten Einfluss auf die Variation der 

inflammatorischen Marker hat (189).  

Speziell im Menschen wird weißes Fett wie EAT als zentraler Ausgangspunkt der 

geringgradigen Inflammation angesehen, die für Adipositas charakteristisch ist (190), 

jedoch konnte der grundsätzliche Zusammenhang zwischen Zytokinexpression und 

DM2 noch nicht dargestellt werden (187;190;191). Unsere Beobachtungen lassen 

vermuten, dass DM2 die Eigenschaften des EAT schwerwiegend und spezifisch 

beeinflusst. Die Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen, die das 

EAT exprimiert und sezerniert, mag die Entwicklung eines Zustandes verstärkter 

Inflammation und der Insulinresistenz des Herzen begünstigen. In Ermangelung einer 
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Faszie zwischen EAT und dem Myokard, kann angenommen werden, dass durch das 

EAT sezernierte Moleküle die Koronarwand von außen nach innen permeiren können. 

Vergleichbar mit dem Zustand der Atherosklerose könnten die Moleküle mit Adventitia 

und Media des Herzens interagieren (192). Bei Schweinen bewirkt zum Beispiel IL-1  in

vivo auf der Oberfläche der Koronarien die Bildung signifikanter Läsionen (193).  

Mittels Arraytechnik konnten wir auch zeigen, dass der Adiponektingehalt im EAT 

von diabetischen Patienten verringert war. Um dies genauer zu untersuchen haben wir 

die quantitative Expression von Adiponektin mittels Western Blot bestimmt und konnten 

vergleichbare Effekte beobachten. Es ist anerkannt, dass die Adiponektinmenge negativ 

mit Adipositas verbunden ist (194). Dies bestätigt die hier dargestellten Beobachtungen. 

Passend dazu konnte bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung gezeigt werden, dass 

die Expression und die zirkulierende Menge protektiver Faktoren wie Adiponektin oder 

IL-10 deutlich reduziert sind (176). In den hier dargestellten Daten konnten wir anders 

als für Adiponektin keine signifikante Regulation des antiinflammatorisch und 

kardioprotektiv wirkenden IL-10 zeigen. Diese Beobachtungen könnten ebenfalls 

bedingt durch die relativ geringe Probandenanzahl verzerrt sein, so dass in 

weitergehenden Studien mit größerer Probandenzahl ein besonderes Augenmerk auf 

die IL-10 Expression gelegt werden sollte. 

Es gibt Hinweise aus der Literatur, die das dysregulierte Sekretionsmuster der 

Zytokine bei DM2, aber auch die erhöhte Menge zirkulierender freier Fettsäuren bei 

Adipositas als Kompetitor des Glukosemetabolismus im Randle Zyklus (94;195) 

ansehen. Dies könnte auch Auswirkungen auf die Expression funktioneller Zielproteine 

wie der Glukosetransporter oder das PPAR System haben. Aus diesem Grund haben 

wir die Expression von GLUT1 und GLUT4 im EAT mittels Western Blot bestimmt. 

Entgegen unserer Hypothese waren weder GLUT1 noch GLUT4 bedingt durch DM2 

verändert. 

Wie zuvor beschrieben, ist Adipositas mit chronischer Inflammation des 

Fettgewebes mit gesteigerter Makrophageninfiltration assoziiert. Die Inflammation 

scheint dabei essentiell für die Entstehung von Insulinresistenz bei Adipositas zu sein 

(196). Entgegen unseren Beobachtungen konnte in unterschiedlichen Studien bei 

Patienten und im Nagermodell gezeigt werden, dass proinflammatorische Zytokine mit 

der Insulinsignalkaskade interagieren, als Effekt funktionelle Proteine wie den GLUT4 
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Gehalt reduzieren oder dessen Translokation reduzieren (101;101;197-199). Olliver et 

al. zeigten aber auch, dass die Genexpression des GLUT4 durch langkettige, mehrfach 

ungesättigte 3 Fettsäuren beeinflusst werden kann. Da die Ernährungsrichtlinien 

schon in den letzten Jahrzehnten mehrfach ungesättigte Fettsäuren wie sie vielfach in 

einer mediterranen Diät verwendet werden empfiehlt, könnten unsere Befunde unter 

Umständen auf die Ernährung der Patienten zurück zu führen sein.  

In weitergehenden Studien sollte zusätzlich zu den persönlichen Parametern der 

Patienten auch die Ernährungsgewohnheiten analysiert werden, um etwaige Effekte 

besser deuten zu können. Da PPAR als Lipidsensoren in der Literatur auch mit der 

Regulation verschiedener Proteine  unter anderem von GLUT4 in Verbindung gebracht 

werden, haben wir deren Expression im EAT bestimmt. Vergleichbar zu unseren 

Befunden bei den Glukosetransportern waren alle drei Isoformen deutlich im EAT 

exprimiert aber im Vergleich zu den Kontrollpatienten nicht durch DM2 modifiziert. 

Generell wird vermutet, dass bei Menschen die verbesserte Glukosetoleranz nach 

Thiazolidin- oder Statingabe durch deren antiinflammatorisches Potential bedingt ist, 

was als weiterer möglicher Grund für die gleichmäßige Expression von GLUT4 und 

dadurch bedingt verbesserten Glukosemetabolismus gedeutet werden könnte. Diese 

synthetischen PPAR  Agonisten werden bei Therapie von DM2 als „Insulin Sensitiser“ 

verwendet (200).  

Zusammenfassend stehen unsere  Arbeiten in Übereinstimmung mit der 

Beoachtungen, die EAT mit der Pathogense der koronaren Herzerkrankung in 

Verbindung bringen (201-203). Unsere Daten bestätigen dagegen nicht die Hypothese, 

dass der beobachtete Shift der Zytokinexpression des EAT auf den Ausbau der 

epikardialen Masse bedingt durch DM2 und daraus folgernde Hypoxie zurück zu führen 

ist. Zwar konnte mittels Echokardiographie die Expansion des EAT bei diabetischen 

Patienten gezeigt werden, jedoch war die Expression des unter hypoxischen - also 

Sauerstoffmangelzuständen stabilisierte-  HIF1  sowohl bei Patienten aus der 

Kontrollgruppe wie auch aus der DM2 Gruppe nur sehr schwach exprimiert. Hypoxie 

wird in verschiedenen Fettgewebetypen als Schlüsselspieler der adipositasbedingten 

chronischen Inflammation und  Insulinresistenz gewertet (204). HIF1  mRNA als 

Signalmediator wird bei Hypoxie stabiliert und wird bei Adipositas im Fettgewebe als 
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erhöht beschrieben. Trotz dieser Befunde konnte die genaue Rolle von HIF1  in der 

Adipositas bedingten Pathophysiologie noch nicht genau bestimmt werden (204). 

 

6.4 Diskussion des Tiermodells 

Die Akkumulation von Fett inmitten und auf der Oberfläche des Herzens bei 

Meerschweinchen deutet an, dass Fett eine wichtige Rolle in der Entwicklung 

kardiovaskulärer Erkrankungen spielt (100;205;206). Aus der Literatur ist bekannt, dass 

die gesteigerte direkte Aufnahme von freien Fettsäuren durch Kardiomyozyten und die 

daraus resultierende Diskrepanz zwischen Fettsäureaufnahme und -oxidation den 

kardialen Metabolismus verändert. Die Produktion von Fettsäurezwischenprodukten wird 

angeregt, was wiederum die massive Einlagerung von Triglyceriden in den Herzmuskel 

bewirkt. Dadurch werden Apoptose, oxidativer Stess und schließlich die 

Verschlechterung der kardialen Funktion induziert (207-209). In neueren Studien wurde 

gezeigt, dass die vermehrt aufgenommenen Fettsäuren nicht nur als Triglyceride in den 

Kardiomyozyten gespeichert werden, sondern auch die Expansion des EAT bewirken 

(106;114;118;119;207;210-212). Obwohl die Beobachtung, dass Fett sich auf dem 

Herzen anreichert altbekannt ist und schon 1847 durch William Harvey als „Adipositas 

cordis“ oder das „fettige Herz“ beschrieben wurde (106;112;113;213), erscheint diese 

jetzt in einem neuen Licht.  

So konnte gezeigt werden, dass die Menge des EAT zum einen eng mit der mit 

Menge anderer Typen viszeralen Fetts, wie abdominalem Fett korrelliert zum anderen 

mit der Insulinresistenz und weiteren Befunden des metabolischen Syndrom, aber auch 

der Herzhypertrophie und kardialen Dysfunktion in Verbindung gebracht wird 

(106;116;176;210-212;214;215). Ferner weist EAT unterschiedliche Funktionen auf, die 

ähnlich denen des abdominal viszeralen Fetts sind, wie beispielsweise die potenzierte 

Lipolyserate (216). EAT liegt, vergleichbar der Situation in der Leber, faszienfrei und 

ohne physische Barriere dem Herzen auf und infiltriert die Kardiomyozyten (114). 

Desweiteren können Zytokine unabhängig von der Masse des EAT abgegeben werden 

(175;177). Fußend auf diesen Daten wurde gefolgert, dass EAT als Teil des viszeralen 

Fettnetzwerkes angesehen werden muss, das in die Beziehung von metabolischem 

Syndrom und kardiovaskulärer Erkrankung eingreift (100;205;206). Beweise der 
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Interaktion zwischen Fettgewebe und Skelettmuskel, wobei Mediatoren des 

Fettgewebes den Metabolismus des Skelettmuskels modifizieren (217), bringen die 

Hypothese auf, dass EAT den Herzmuskel ähnlich beeinflussen kann und dies zu 

Veränderungen der Herzstruktur und dessen Funktion führt (118).  

In bisher durchgeführte Studien wurde aus ethischen Gründen stets EAT von 

Patienten mit schwerwiegenden Herzerkrankungen verwendet. Dieser Umstand macht 

es nahezu unmöglich zu beurteilen, ob die beobachteten Effekte bezeichnend für einen 

kausalen Zusammenhang oder lediglich eng assoziierte Begleiterscheinungen sind. Um 

diese grundlegende Fragestellung zu beantworten, benötigen wir ein experimentelles 

Modell, welches erlaubt 

 EAT an gesunden Tieren zu untersuchen, 

 unter definierten pathophysiologischen Bedingungen Veränderungen der 

biochemischen Eigenschaften des EAT zu analysieren, 

 sowie deren Konsequenz für die Myokardstruktur und Funktion aufzuklären 

Wir konnten den Nachweis erbringen, dass das Meerschweinchen ein geeignetes 

experimentelles Modell darstellt um speziell die diskutierten Interaktionen zwischen Herz 

und EAT zu betrachten. Wir beobachteten die Anhäufung von Fettgewebe, speziell am 

Aortenbogen, entlang der Koronarien und der Interventrikulartfurche. Dies hat große 

Ähnlichkeit mit Beschreibungen für das menschliche Herz, an welchem an der Basis des 

Herzens, entlang der Kranzfurche und den Koronarien Fett angelagert wird 

(118;218;219). Die Menge des EAT steigert sich beim Tiermodell Meerschweinchen 

ebensowie es bei Menschen beobachtet wird (118). Das EAT beim Meerschweinchen ist 

eine reiche Quelle der Zytokine und Chemokine. Es sezerniert nicht nur die viel 

diskutierten Zytokine TNF , Adiponektin, Leptin und IL-1  (175;177), sondern eine 

breite Auswahl unterschiedlicher Mediatoren. Wir konnten über 120 Zyto- und 

Chemokine identifizieren, die in beachtlichen Mengen durch das EAT gesunder Herzen 

sezerniert wurden. Der Umfang der sezernierten Mediatoren stieg altersbedingt 

signifikant in Abhängigkeit von der Menge des am Herzen lokalisierten EAT an. Wir 

haben mit dem beschriebenen Tiermodell die Möglichkeit speziell den Einfluss von 

Diabetes mellitus oder Diät auf die Sythese und Sekretion von Zyto- und Chemokinen zu 

untersuchen. Unter Verwendung dieses Ansatzes könnten Induktoren der 
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Kardiomyopathie oder der Kombination von krankheitsspezifischen Mediatoren 

identifiziert werden.  

Unsere Daten lassen die These zu, dass EAT eine vergleichbare Bandbreite an 

Zyto- und Chemokinen sezernieren wie sie für abdominal viszerales Fett beschrieben 

wird (104;105;220-224). Zusätzlich zu den häufig im Zusammenhang mit 

Insulinresistenz diskutierten Zytokinen wie IL-6, TNF- , Adiponektin und anderen, 

konnten wir einen gewaltigen Anstieg anderer Zytokine wie des neurotrophen Faktors 

NT4, den insulinähnlichen Wachstumsfaktoren Bindungsproteinen (IGFBP), dem 

Makrophagen induzierenden Faktor (MIF) und ICAM-3 nachweisen. Diese Substanzen 

sind weniger in die Vermittlung des metabolischen Effektes eingebunden, sondern 

fördern hauptsächlich das Wachstum und die vaskuläre Vernetzung des Herzens. 

Darüber hinaus gibt es Anzeichen für einen intensiven Crosstalk zwischen Fettzellen, 

eingewanderten Makrophagen und dem umgebenden vaskulären Bett und 

Muskelgewebe, der nicht auf systemische Konzentrationsänderungen dieser Mediatoren 

zurück zu führen ist (111). Das hier beschriebene Tiermodell erlaubt die Analyse des 

spezifischen Einflusses der, auf dem Herzen und den Koronargefäßen akkumulierten 

Fettzellen, auf die kardiale Perfusion und den Metabolismus. Das Modell ermöglicht 

nicht nur die Darstellung der synthetischen Kapaziät des EAT sondern auch die Analyse 

des Expressionsmusters und als besonderen Vorteil die proteinogene Expressions-

analyse des Herzens, beispielsweise für 12-LO. 

Einhergehend mit unserer zuvor aufgestellten Hypothese konnten wir zeigen, 

dass die 12-LO Expression im EAT und Herzen alterungsbedingt und auch assoziiert mit 

der Expansion des EAT signifikant gesteigert wurde (84;89). Diese Daten lassen 

vermuten, dass die Insulinsensitivität des EAT und des Herzens schon in älteren Tieren 

beeinträchtigt sein könnte, obwohl wir zu diesem Zeitpunkt noch keine systemische 

Insulinresistenz nachweisen konnten. Dieser metabolische Status könnte mit den 

Befunden der Schweineadipositas verglichen werden, bei der keine systemische 

Insulinresistenz oder oxidativer Stress auftreten, wohl aber pathophysiologisch relevante 

Veränderungen im Herzen und besonders an den Koronarien nachweisbar sind (225). 

Das Tiermodell Meerschweinchen erlaubt die Analyse funktioneller Verknüpfungen. 

Durch die nicht invasive Echokardiographie ist es möglich direkt und fortlaufend 
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funktionelle Konsequenzen des akkumulierenden EAT auf die Myokardfunktion oder 

dessen sich ändernde synthetische Merkmale zu bestimmen.  

 

6.5 Diskussion der Auswirkungen der Diäten 

Wir haben die Auswirkungen einer dreimonatigen fettreichen oder 

kohlenhydratreichen Diät bei Meerschweinchen auf das Körpergewicht, das EAT, den 

Glukosemetabolismus und verschiedene funktionelle Proteine untersucht. Entgegen 

unserer Anfangshypothese entwickelten Meerschweinchen nach fettreicher Diät keine 

Adipositas. Das verwendete Futtermittel wurde auf Basis der Kontrolldiät für 

Meerschweinchen erstellt und mit Zucker sowie Fett aus verschiedenen Fettquellen 

angereichert. Hierfür wurden sowohl überwiegend mittel- und langkettige gesättigte 

Fettsäuren als auch Cholesterin verwendet. Damit sollte die Fütterung laut 

Herstellerangaben das metabolische Syndrom, Adipositas und DM2 zur Folge haben, 

was jedoch im Widerspruch zu unseren Beobachtungen steht. Die ausbleibende 

Adipositas oder Gewichtssteigerung könnte auf eine geringere Futteraufnahme 

zurückzuführen sein, was eine mit der Kontrollgruppe vergleichbare Kalorienaufnahme 

zur Folge haben könnte. Ähnliche Befunde sind in der Literatur auch für Ratten 

beschrieben, die mit einer Hochfettdiät gefüttert wurden (226;227). Nach 

siebenwöchiger Diät zeigten die Ratten einen nicht adipösen Phänotyp und die 

Gewichtszunahme über den Diätzeitraum unterschied sich nicht von dem der 

Kontrolltiere, zudem konnte die reduzierte Futteraufnahme ermittelt werden (228). 

Im Gegensatz zu diesen Befunden entwickeln Meerschweinchen nach 

kohlenhydratreicher Diät eine deutliche Gewichtssteigerung und Adipositas. Das 

verwendete Futtermittel enthält ebenfalls hohe Konzentrationen an Zucker und freien 

Fettsäuren, jedoch wurden bei dieser „Westernstyle“ ähnlichen Diät auch vermehrt 

ungesättigte Fettsäuren eingesetzt, während der Cholesteringehalt vergleichbar der 

Kontrolldiät blieb. Laut Herstellerangaben ist dieses Futtermittel ebenfalls geeignet um 

Adipositas und als Folge das Metabolische Syndrom auszulösen. Ein entscheidender 

Faktor bei der Nahrungsaufnahme ist das Sättigungsgefühl, das unter anderem durch 

das Hungergefühl steuernde Zytokine und Hormone beeinflusst wird. Leite et al. konnten 

zeigen, dass Meerschweinchen, die mit einer kohlenhydratarmen Diät gefüttert wurden 
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im Diätverlauf mehr Gewicht zunahmen als Meerschweinchen, die mit einer fettarmen 

Diät versorgt wurden (229), obwohl sie die gleiche Menge an Futter aufgenommen 

hatten. Somit scheint neben der aufgenommenen Kalorienmenge auch die Dichte und 

Zusammensetzung des Futters sowie die Magendehnung Auswirkungen auf die 

Futteraufnahme zu haben. Dies würde auch die unterschiedlichen Effekte der von uns 

verwendeten Diäten erklären, ebenso wie Befunde, dass Diäten mit einem hohen Anteil 

an raffinierten Kohlenhydraten mit einem hohen „glykämischen Index“ das Hungergefühl 

steigern und zur Hyperalimentation führen können, was folglich Gewichtszunahme und 

Adipositas induziert (230;231)

Im Gegensatz zur Fütterung mit der fettreichen Diät war der 

Nüchternglukosegehalt bei Tieren, die eine kohlenhydratreiche Diät erhalten hatten, 

signifikant erhöht. Schon 1988 zeigten passend dazu Raeven und Farquhar, dass 

zentrale Adipositas und Insulinresistenz miteinander verknüpft sind (232). Die 

Beobachtung, dass die mit der fettreichen Diät gefütterten Meerschweinchen, bedingt 

durch geringere Kalorienaufnahme nicht adipös werden oder dieser Befund durch ein 

stärkeres Sättigungsgefühl, generiert durch eine dichtere Nahrungszusammensetzung 

bedingt ist, könnte erklären warum diese Tiere im Gegensatz zu den adipösen Tieren 

nach kohlenhydratreicher Diät keine Insulinresistenz oder einen erhöhten 

Nüchternglukosespiegel aufweisen. Zudem ist es in der Literatur anerkannt, dass die 

Verringerung des Körpergewichts eine deutliche Verbesserung des metabolischen 

Status bewirken kann (233-237) und Insulinresistenz und das metabolische Syndrom 

eng mit Fettleibigkeit verlinkt sind (238). Der metabolische Status der Tiere nach 

fettreicher Diät kann wie zuvor beschrieben ebenso wie bei älteren Meerschweinchen 

mit den Befunden der Schweineadipositas verglichen werden, bei der zwar noch keine 

systemische Insulinresistenz oder oxidativer Stress auftreten, jedoch 

pathophysiologische Veränderungen an Herz und dessen Gefäßen feststellbar sind 

(225). Andere Studien beschreiben nach fettreicher Diät bei Ratten einen metabolisch 

unauffälligen Zustand des DM2, der trotz der fehlenden oder geringradigen 

Insulinresistenz zu Herzhypertrophie und kardialer Dysfunktion führen kann 

(226;239;240). 

Nach kohlenhydratreicher Diät war die Menge des EAT 1,5fach vermehrt, jedoch 

konnten lichtmikroskopisch keine Veränderungen der Herzstruktur nach Hämatoxylin 
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/Eosin Färbung gezeigt werden. Auffällig war jedoch die durch MAC387 Färbung 

gezeigte Infiltration von Makrophagen in den Herzmuskel, die Anzeichen für eine mit 

Adipositas einhergehende Inflammation ist (241;242).  Die histologischen Analysen 

wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Klaus Addicks des Institutes für Anatomie der 

Universität zu Köln und Dr. Jürgen Weiss aus dem Deutschen Diabetes Zentrum erstellt. 

Ich danke Ihnen für die freundliche zur Verfügung Stellung der Daten. Übergewicht und 

Adipositas sind schon durch die frühen Arbeiten von William Harvey (113) mit der 

koronaren Herzerkrankung, Herzinsuffizienz und dem plötzlichen Herztod verbunden. 

Die „adipositas cordis“ - die Verfettung des Herzens bei Adipositas wird durch die 

Akkumulation des EAT zwischen den Herzmuskelfaser verursacht und bewirkt die 

Degeneration der Myozyten (242). Die mit kohlenhydratreicher Diät gefütterten 

Meerschweinchen zeigten im Gegesatz zu den publizierten Daten und trotz gesteigerter 

EAT Menge noch keine Einschränkungen der Herzfunktionsparameter, was durch den 

kurzen Zeitraum der Fütterung bedingt sein könnte. Die gezeigten 

echokardiographischen Analysen wurden in Kooperation mit Herr. Dr. Zhaoping Ding an 

der Heinriche Heine Universität erstellt. Ich danke ihmfür die freundliche zur Verfügung 

Stellung der Daten. Die Einwanderung der Makrophagen in die Herzstruktur legen 

jedoch eine beginnende Schädigung des Herzens durch subklinische Inflammtion nahe 

(243-245).  

Ein weiterer Erklärungansatz für das Ausbleiben von koronarer Herzerkrankung 

könnte die Fettsäurekomposition der kohlenhydratreichen Diät sein. Obwohl in den 

letzten Jahrzehnten Ernährungsvorgaben zur Prävention von chronischen Erkrankungen 

wie dem Metabolischen Syndrom die Reduktion des Fettkonsums und stattdessen die 

Steigerung des Kohlenhydratanteil beeinhaltete, steht diese Empfehlung im 

Widerspruch zu Untersuchungen, dass ungesättigte Fettsäuren positive Effekte auf die 

Reduktion des kardiovaskulären Risikos haben (246). Desweiteren wurde bedingt durch 

den hohen Anteil von raffinierter Stärke und Kohlenhydraten das Risiko an DM2 oder 

langfristig an koronarer Herzkrankheit zu erkranken gesteigert (246). In 

epidemiologischen Studien wurde der qualitative Einfluss von Fettsäuren auf die 

Entwicklung der koronaren Herzkrankheit untersucht. So konnte gezeigt werden, dass 

der Austausch von gesättigten Fettsäuren durch mehrfach ungesättigte Fettsäuren wie 

zum Beispiel 3 Fettsäuren deutlich effektiver das Risiko der koronaren Herzerkrankung 
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senkt als die generelle Reduktion der Fettaufnahme. Dieses Phänomen ist auch als 

Epidemiologie der mediterranen Diäten bekannt (230;247-250).  

Da wir mit einer relativ kurzen dreimonatigen Diät schon die Entwicklung von 

Adipositas und Insulinresistenz zeigen konnten, sollte in weitergehenden Studien die 

langfristige Auswirkung einer kohlenhydratreichen Diät auch auf die 

Herzfunktionsparameter untersucht werden. Nach fettreicher Diät war ebenso wie für 

das Körpergewicht keine gesteigerte Menge an EAT nachweisbar und aus 

lichtmikroskopischen Untersuchungen folgt, dass die Infiltration von Fettzellen in den 

Bereich der Koronarien auch im Vergleich zur Kontrolldiät verringert war. Die Befunde 

der verminderten Fettakkumulation werden durch Thesen gestützt, dass das Herz bei 

hoher Belastung auch Fettsäuren zur Gewährleistung des Energiebedarfs verwenden 

kann (251). Bei zu hoher Fettbelastung, zum Beispiel durch eine fettreiche Diät wird das 

Gleichgewicht zwischen Glukoseaufnahme und Fettsäureoxidation massiv in Richtung 

Fettsäureverwertung verschoben (252), was häufig zu Herzfunktionsstörungen führt 

(236;253). Bei genauerer elektronenmikroskopischer Betrachtung wurde erkennbar, 

dass die Struktur des linken Ventrikels vergröbert war und die Einlagerung von 

Grundsubstanz und Kollagen eine Auflockerung der morphologischen Struktur bewirkte, 

was zu einer Versteifung des Herzens (254) vergleichbar der diastolischen 

Herzinsuffizienz führt. Studien mit Ratten zeigten analog zu unseren Befunden der 

Kollageneinlagerung in die Myokardstruktur, dass fettreiche Diät Veränderungen in der 

kardiovaskulären Struktur bewirken kann und zu Herzhypertrophie und Fibrose führt 

(255-259). 

Die Meerschweinchen zeigten nach fettreicher Diät den nahezu kompletten 

Verlust des Fettgewebes. Diese Symptomatik wird in der Literatur auch als 

Lipodystrophie beschrieben (260). Patienten mit dieser Erkrankung zeigen ähnliche 

metabolische Evidenzen wie sie für Adipositas beschrieben sind, was ein deutlicher 

Hinweis auf die Bedeutung des Fettgewebes als endokrin aktives Organ ist (261). 

Bedingt durch die ungünstige Anreicherung von gesättigten Fettsäuren in der Diät sind 

die beobachteten Auswirkungen insbesondere auf die Herzfunktion erklärbar. So konnte 

auch in neueren Studien gezeigt werden, dass eine fettreiche Diät bei Ratten kardiale 

Dysfunktion induziert (227). Übereinstimmend damit konnten wir bei mit fettreicher Diät 

gefütterten Meerschweinchen deutliche Veränderungen der linksventrikulären Funktion 
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mittels Echokardiographie nachweisen. Ebenfalls analog mit der Literatur (262) konnten 

wir die Hypertrophie der Ventikelwand ebenso darstellen wie die Reduktion der 

diastolischen Auswurffraktion (263) zeigen. 

Beim Menschen wird Lipodystrophie häufig auch mit einer erhöhten 

Triglyzeridbelastung beschrieben (260), konform dazu konnten wir nach fettreicher Diät 

nahezu eine Verdopplung des freien Glycerins im Herzen zeigen (242). Ähnliche 

Befunde wurden in neueren Studien auch bei Ratten gezeigt (264) und es wurde dem 

EAT beim Menschen eine hohe lipolytische Aktivität zugeschrieben. Diese wird in der 

Literatur mit der Freisetzung von Fettsäuren bei erhöhtem myokardialem Energiebedarf 

in Verbindung gebracht (114;153). Zusammenfassend deuten diese Befunde und die 

Datenlage bei Ratten darauf hin, dass die Akkumulation von Triglyzeridmetaboliten wie 

in unserem Tiermodell beobachtet ebenso wie die entstehende Insulinresistenz nach 

kohlenhydratreicher Diät eine Diabetes mellitus abhängige kardiale Dysfunktion 

begünstigen können (207;227;265;266). 

Neben den morphologischen und funktionellen Veränderungen im Herzen 

konnten wir schon makroskopisch eine Verfettung der Leber nach fettreicher Diät 

feststellen, wohingegen nach kohlenhydratreicher Diät keine Veränderung der 

Lebermorphologie zu erkennen war. Unsere Vermutung einer massiven Fetteinlagerung, 

im Patienten auch als steatosis hepatis bekannt, konnte mittels Oilred Färbung bestätigt 

werden. Diese Daten sind konform zu der Annahme, dass die Meerschweinchen nach 

fettreicher Diät eine Form von Lipodystrophie entwickeln (260). Bei Patienten entsteht 

die nicht alkoholische Fettleber (NASH) durch Hyperalimentation oder durch erhöhte 

Plasmalevel freier Fettsäuren nach exzessiver Lipolyse des Fettgewebes (267), jedoch 

ist bisher unklar, ob die erhöhten Level der freien Fettsäuren unabhängig von 

Hyperglykämie und Insulinresistenz zu einer Verfettung der Leber führen können (267). 

Wang et al. konnten bei Ratten nach fettreicher Diät eine Verdopplung des freien 

Fettsäuregehalts bei normoglykämischem Zustand zeigen (267). Dies entspricht genau 

unseren Beobachtungen bei Meerschweinchen nach fettreicher Diät, jedoch zeigten die 

Ratten nach fettreicher Diät auch eine signifikante Steigerung des Körpergewichts im 

Vergleich zu der Kontrollgruppe. Diese Daten und der Vergleich von Wang et al. mit Typ 

1 diabetischen Tieren lassen den Schluss zu, dass erhöhte Mengen freier Fettsäuren als 
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entscheidende Determinante bei der Entwicklung von steatosis hepatis angesehen 

werden können. 

Neben den morphologischen Veränderungen haben wir die Auswirkung der 

Diäten auf funktionelle Proteine im EAT wie auch im Herzgewebe untersucht. Für die 

Zytokine Adiponektin und Leptin ist bekannt, dass sie in die Steuerung des Hunger- und 

Sättigungsgefühls involviert sind (229;268). Adiponektin wird im Fettgewebe synthetisiert 

und hat im Gegensatz zu den meisten Zytokinen antidiabetische, insulinsensitivierende, 

ebenso wie antiinflammatorische Eigenschaften (269;270). Um unsere These zu 

erhärten, dass Meerschweinchen bei fettreicher Diät weniger Futter aufnehmen, haben 

wir den Adiponektingehalt in EAT und Herz bestimmt. Wir konnten nach fettreicher Diät 

einen signifikanten Anstieg von Adiponektin im EAT zeigen, wohingegen der Gehalt von 

Adiponektin im Herz zwar sehr hoch aber nicht durch die Diät beeinflusst war. Im 

Gegensatz zu unseren Beobachtungen wird in der Literatur meist der Abfall des 

Adiponektingehaltes mit zunehmender Adipositas bedingt durch fettreiche Diät 

beschrieben (270-273). Shao et al. zeigten aber auch, dass bei der Maus im Rahmen 

einer gematchten Kalorienaufnahme, wie wir sie bei unserem Tiermodell 

Meerschweinchen nach fettreicher Diät vermuten, eine fettreiche Diät weder die 

Genexpression noch den Adiponektin Plasmagehalt beeinflusst (270). Der Anstieg des 

Adiponektingehalts nach fettreicher Diät im EAT könnte als kompensatorischer Effekt 

gedeutet werden, um weiteren Schädigungen des Herzens entgegenzuwirken. Im 

Gegensatz zu den Daten nach fettreicher Diät und übereinstimmend mit der Literatur 

(269) wurde die Adiponektin Expression nach kohlenhydratreicher Diät im EAT, wie 

auch im Herzgewebe deutlich reduziert (274). Geringe systemische Adiponektinlevel 

werden auch im Zusammenhang mit Adipositas und DM2 beschrieben (274;275), so 

dass dies unsere Befunde unterstützt, dass Meerschweinchen nach kohlenhydratreicher 

Diät insulinresistent werden. Trotz des engen Zusammenhangs von Adipositas und 

niedrigem Adiponektingehalt ist bisher nicht bekannt, ob schon die Expansion der 

Fettgewebe selbst zur Verringerung der Adiponektinlevel führt (270). In weitergehenden 

Studien mit längeren Fütterungszeiträumen sollte neben der Expression von Adiponektin 

in Fettgewebe und Herz auch die systemische Adiponektin Konzentration bestimmt 

werden, um besonders die potentiellen Auswirkungen auf das Hungergefühl genauer zu 

eruieren. 
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Im zellulären Teil der Arbeit konnten wir zeigen, dass die Expression des GLUT4 

durch Zytokine wie TGF- , bedingt durch dessen Interaktion mit der 12-Lipoxygenase 

Signalkaskade, reguliert werden kann. Dieser Signalweg wird in Mesangialzellen auch 

durch hohen Glukose Gehalt aktiviert. TGF-  ist deutlich im EAT von Meerschweinchen 

exprimiert, wurde aber nicht diätbedingt reguliert. Jedoch ist aufgrund der erhöhten 

Menge des EAT nach kohlenhydratreicher Diät eine gesteigerte Menge an TGF-  

anzunehmen. Wir konnten nach fettreicher Diät zeigen, dass der für die 

insulinabhängige Glukoseaufnahme verantwortliche Glukosetransporter IV im Herzen 

deutlich erhöht ist, während die Expression von GLUT1 nicht beeinflusst wurde. Diese 

Beobachtung steht im Gegensatz zu unserer Hypothese, dass die funktionellen 

Veränderungen im Herzen nach fettreicher Diät auf eine gesteigerte Verwertung von 

freien Fettsäuren nach Lypolyse zurück zu führen sind. Jedoch wird die Steigerung des 

GLUT4 nach fettreicher Diät dennoch in der Literatur beschrieben. Ezaki et al. 

postulierten 1997, dass die Überexpression von GLUT4 bei Mäusen nach fettreicher 

Diät als Kompensationsmechanismus dienen könnte, um die Blutzuckerregulation zu 

verbessern. Übereinstimmend mit unseren Befunden, dass Meerschweinchen nach 

fettreicher Diät nicht insulinresistent werden, wurde die Überexpression von GLUT4 als 

Möglichkeit der effektiven Gegenregulation und Abmilderung der Insulinresistenz 

beschrieben (276). 

Im Gegensatz zu den Folgen der fettreichen Diät wurde die Expression der 

Glukosetransporter im Herzen von Meerschweinchen nach kohlenhydratreicher Diät 

signifikant vermindert. Zusätzlich wurden die Meerschweinchen insulinresistent, was in 

der Literatur mit der Reduktion der GLUT4 Aktivität in Zusammenhang gebracht wird 

(277) und somit unsere Ergebnisse unterstützt. In neueren Studien konnte auch gezeigt 

werden, dass durch kohlenhydratreiche Diät die Verwertung von freien Fettsäuren 

reduziert wurde, ebenso wie die Zielenzyme der PPARs (278). Folglich wurde auch die 

GLUT4 Menge, sowie die Glukoseaufnahme und die Menge der glykolytischen 

Zwischenprodukte reduziert (278;279). Somit beeinflussen beide Diäten den Glukose-

metabolismus im Herzen von Meerschweinchen jedoch auf unterschiedliche Weise. 

Während nach fettreicher Diät die Expression der Glukosetransporter gesteigert wird, 

um die Effekte der entstehenden Insulinresistenz abzumildern, werden bei 

Hyperglykämie nach kohlenhydratreicher Diät die GLUT4 Translokation und ebenso die 
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Mobilisierung der freien Fettsäuren zur Energiegewinnung reduziert. Die beobachteten 

Veränderungen in der GLUT4 Expression werden in vivo mit einer Verschlechterung der 

Herzfunktion in Verbindung gebracht (280) und stellen somit einen weiteren Beleg für 

den Zusammenhang zwischen Diät und den beobachteten Funktionsstörungen dar. 

Peroxysom Proliferator aktivierte Rezeptoren sind in der Literatur als  

Lipidsensoren beschrieben und werden mit der Regulation verschiedener Proteine in 

Verbindung gebracht (141). Sie interagieren mit dem Lipid- und Kohlenhydrat-

stoffwechsel (142-145) und spielen eine Schlüsselrolle in der Abgrenzung von 

Fettgewebe. PPAR  und dessen Agonisten, die Thiazolidione werden als „Insulin 

Sensitiser“ zur klinischen Behandlung des DM2 verwendet (200). Neuere Studien haben 

gezeigt, dass PPAR  sowohl in die Adipogenese involviert ist wie auch die 

Insulinsensitivität steigert (281). In der Literatur ist gezeigt, dass PPARs an der 

Genexpression von GLUT4 beteiligt sind (154) und speziell PPAR  über Inhibition von 

NF- B Hypertrophie und Inflammation im Herzen reduzieren kann (265). Wir haben 

deren Expression in EAT und Herzmuskel bestimmt, um zu untersuchen, ob die für 

GLUT4 und den Glukosemetabolismus gezeigten Veränderungen möglicherweise mit 

einer modifizierten Expression von PPAR verbunden sind. Nach fettreicher Diät konnte 

weder im EAT noch im Herzmuskel eine Veränderung der PPAR  oder PPAR  

Expression gezeigt werden. Dies steht im Gegensatz zu der Hypothese, dass bei 

Meerschweinchen nach fettreicher Diät, aufgrund der gezeigten Lipodystrophie ein 

gestörter Lipidstoffwechsel zugrunde liegt, obwohl PPAR  neben anderen Funktionen in 

die Kontrolle der Lipidhomöostase involviert ist (282). Auch für PPAR  selbst wird in der 

Literatur ein Insulin sensitivierender Effekt beschrieben (283). Da PPARs nach 

fettreicher Diät nicht reguliert sind, stützt dies unsere These, dass die gezeigten 

funktionellen Veränderungen nicht auf PPAR oder deren Effekte auf den 

Glukosemetabolismus zurückzuführen sind. Im Gegensatz dazu war nach 

kohlenhydratreicher Diät PPAR  im Herzen und PPAR  in EAT und Herz signifikant 

reduziert. Diese Beobachtungen und die Tatsache, dass mit der Makrophageninfiltration 

in das Herz nach kohlenhydratreicher Diät deutliche Hinweise für eine geringgradige 

Inflammation gegeben sind, werden durch Befunde in unterschiedlichen Geweben 

bestätigt, die sowohl für PPAR  als auch PPAR  eine antiiflammatorische Wirkung 

beschreiben (265;282;284). 
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Zusammenfassend beeinflussen beide Diäten den metabolischen Zustand der 

Meerschweinchen aber mit sehr unterschiedlichen Auswirkungen. Während nach 

kohlenhydratreicher Diät die klassische Symptomatik des durch Adipositas induzierten 

Diabetes mellitus Typ II mit subklinischer Inflammation des Herzmuskels entsteht, 

konnten wir nach fettreicher Diät keine Adipositas zeigen. Diese Tiere zeigten jedoch 

Endorganschäden wie die wahrscheinlich durch Lipodystrophie bedingte hochgradige 

Verfettung der Leber oder die signifikant gesteigerte Triglyzeridbelastung des Herzens, 

einhergehend mit deutlich verschlechterten Herzfunktionsparametern. 

 

6.6 Zusammenfassung und Schlußfolgerung 

Wir konnten in der hier vorliegenden Arbeit zeigen, dass Zytokine 

schwerwiegende Auswirkungen auf die Funktion und Insulinsensitivität von 

Kardiomyozyten haben. Im zellulären Teil konnten wir darstellen, dass Zytokine wie 

TGF-ß den proinflammatorischen 12-LO / 12-HETE Signalweg in Kardiomyozyten 

aktivieren, und dies maßgebliche Auswirkungen auf die Verstoffwechelung von Glukose 

hat, da eine massive Reduktion des GLUT4 bewirkt wird. Wir vermuten daher, dass die 

in der Literatur beschriebenen kardioprotektiven Merkmale von TGF-ß auf die Reduktion 

der Glukosezufuhr in Herzmuskelzellen beschränkt sind. 

Unsere Arbeiten am epikardialen Fettgewebe von diabetischen und nicht 

diabetischen Patienten stehen in Übereinstimmung mit der Beoachtungen, die EAT mit 

der Pathogenese der koronaren Herzerkrankung in Verbindung bringen (201-203). 

Jedoch konnten wir nicht die Hypothese belegen, dass die Zytokinexpression durch 

Hypoxie bedingt durch die Expansion des EAT verändert wird. 

Mit dem Meerschweinchen haben wir ein Tiermodell validiert, das die Analyse 

funktioneller Verknüpfungen zwischen EAT, Zytokinexpressionmuster und der 

Kardiomyopathie erlaubt. Pharmakodynamische Einfüsse konnten im Tiermodell ebenso 

ausgeschlossen werden wie die Effekte der Comorbidität, die den Zugang zu humanem 

EAT erst ermöglicht haben. Wir konnten auch zeigen, dass speziell die 

Zusammensetzung von Diäten, neben der Begünstigung von Adipositas und folglich 

auch des Diabetes mellitus Typ II, einen wesentlichen Einfluss auf die entstehenden 
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Endorganschäden haben können. So könnte auch bei bestehender Vorerkrankung 

durch Lifestyle Intervention Einfluss auf den Krankheitsverlauf genommen werden. 
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