




Chirurgische Entfernung des braunen Fettgewebes („BAT Ablation“)







% Prozent 
Acetyl-CoA Acetyl-Coenzym A
AOC Fläche der Kurve, area of the curve
ATGL Adipozyten-Triglyzerid-Lipase
ATP Adenosintriphosphat
bAT Beiges Fettgewebe, beige adipose tissue
BAT Braunes Fettgewebe, brown adipose tissue
BMAd Knochenmarkadipozyt, bone marrow adipocyte
BMAT Knochenmarkfettgewebe, bone marrow adipose tissue
cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat
CD Differenzierungscluster, Cluster of Differentiation

C/EBPα CCAAT/Enhancer-bindendes Protein alpha, CCAAT/enhancer-
binding protein-alpha

C/EBPβ CCAAT/Enhancer-bindendes Protein beta, CCAAT/enhancer-
binding protein-beta

CCL CC-Chemokin-Ligand, C-C motif chemokine ligand
CMP Myeloide Vorläuferzellen, common macrophage progenitors
CO2 Kohlenstoffdioxid
CSF Kolonie-stimulierender Faktor, colony stimulating factor
CTBP1/2 C-terminales Bindungsprotein 1/2, C-Terminal Binding Protein 1/2
CXCL C-X-C-Motiv-Chemokin-Ligand C-X-C motif chemokine ligand

db/db Diabetic/diabetic, genetisches Mausmodell für Adipositas und Typ-2-
Diabetes mellitus

DG Diacylglycerol
DGAT Diacylglycerin-O-Acyltransferasen
EDV End-diastolisches Volumen
EF Ejektionsfraktion
EKG Elektrokardiogramm

Eotaxin Eosinophile-chemotaktisches Chemokin, eosinophil chemotactic 
chemokines

ER Endoplasmatisches Retikulum
ESV Endsystolisches Volumen
EV Extrazelluläre Vesikel
FA Freie Fettsäure, fatty acid 

FACS Fluoreszenzaktivierte Zellanalyse, Durchflusszytometrie, 
Fluorescence-Activated Cell Analysis 

FADH2 Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
FFA Freie Fettsäuren, free fatty acids
G-CSF Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
GLUT1 Glukosetransporter 1
GLUT4 Glukosetransporter 4
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

GMP Granulozyten und Makrophagen-Vorläuferzellen, granulocyte and 
macrophage progenitors

GPAT Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase 
h Stunden, hours
HRP Meerretich-Peroxidase, Horseradish Peroxidase
HSL Hormon-sensitive Lipase

HSPC Hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen, hematopoietic stem 
and progenitor cells

IL Interleukin



ILV Intraluminale Vesikel
INF Interferon
I/R Ischämie/Reperfusion

KC Keratinozyten-anlockender Chemokin-Faktor/CXCL1, Keratinocyte 
Chemoattractant

KHK Koronare Herzkrankheit
KO Knock-out; gezielte Ausschaltung eines Gens
LAL Lysosomale saure Lipase
LANE Landesamtes für Verbraucherschutz und Ernährung
LGE Späte Gadolinium-Anreicherung, Late-gadolium-enhancement
LP Lipoprotein
LPL Lipoproteinlipase

LSK Lin- (Linien-negativ, lineage-negative) Sca-1+ (Stammzellantigen-1 
positiv, Stem cell antigen-1 positive) Kit+ (CD117 positiv)

LT Langzzeit, long term

MCP-1 Monozyten-chemotaktisches Protein 1, monocyte chemoattractant 
protein-1

MEP Megakaryozyten und Erythrozyten-Vorläuferzellen, megakaryocyte 
and erythrocyte progenitors

MG Monoacylglycerin
MGL Monoacylglycerin-Lipase
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex, major histocompatibility complex
MI Myokardinfarkt

MIP-1α Makrophagen-inflammatorisches Protein-1alpha, 
macrophage inflammatory protein-1alpha

MIP-1β Makrophagen-inflammatorisches Protein-1beta, 
macrophage inflammatory protein-1beta

MPP Multipotente Progenitorzellen
mTOR Ziel des Rapamycins im Säugetier, mammalian target of rapamycin
min Minuten
miRNA Mikro-RNA
Myf5 Myogener Faktor 5, myogenic factor 5
MSZ Mesenchymale Stammzellen
MVB Multivesikuläre Körper, multivesicular bodies
NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduzierte Form)
NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (reduzierte Form)
NEFA Nicht-veresterte Fettsäuren, non-esterified fatty acids

ob/ob Obese/obese (genetisches Mausmodell für Adipositas und Typ-2-
Diabetes mellitus)

PET-CT Positronen-Emissions-Tomographie-Computertomographie
PDFF Protonendichte-Fettfraktion, proton density fat fraction
PDWF Protonendichte-Wasserfraktion, proton density water fraction
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
PKA Proteinkinase A 
p.o. Peroral

PPAR- γ Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma, peroxisome 
proliferator-activated receptor-gamma

PRDM16 PR-Domäne-haltiges Protein 16, PR domain containing 16

RANKL Rezeptoraktivator des nukleären Faktors-kappa B-Ligand
Receptor Activator of NF-κB Ligand

RANTES Von regulierten und normalen T-Zellen exprimiertes und sezerniertes 
Protein, Regulated and normal T cell expressed and secreted

rKM Rotes Knochenmark
RNA Ribonukleinsäure



ROS Reaktive Sauerstoffspezies
RT Raumtemperatur

RUNX2 Runt-assoziierter Transkriptionsfaktor 2, Runt-related transcription 
factor 2

SD Standardabweichung, standard deviation
SNS Sympathisches Nervensystem
ST Kurzzeit, short term
T2DM Diabetes Mellitus Typ 2
TCA Citratzyklus, Tricarbonsäurezyklus, Tricarboxylic Acid Cycle
TEM Transmissionselektronenmikroskopie
TNF-α Tumornekrosefaktor alpha
TG Triglyzeride
TGF-β Transformierender Wachstumsfaktor β, Transforming growth factor β
UCP1 Entkopplungsprotein 1, uncoupling protein 1
Vol.-% Volumenprozent
WAT Weißes Fettgewebe, white adipose tissue
WHO Weltgesundheitsorganisation, World Health Organization

ZETT Zentrale Einrichtung für Tierforschung und wissenschaftliche 
Tierschutzaufgaben

°C Grad Celsius
µL Mikroliter 
µm² Quadratmikrometer



Einleitung

Fettgewebe ist das größte Organ des Körpers und besteht zu 99% aus Adipozyten [1]. Es wird 

zunehmend als zentrales Bindeglied zwischen kardiovaskulären Erkrankungen, Diabetes 

Mellitus, Insulinresistenz, Entzündungen und weiteren Erkrankungen, die mit Übergewicht in 

Verbindung stehen, betrachtet [2]. In der Literatur werden primär drei Fettgewebe 

unterschieden: das weiße Fettgewebe (white adipose tissue, WAT), das braune Fettgewebe 

(brown adipose tissue, BAT) und das beige Fettgewebe (beige adipose tissue, bAT). Diese 

unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Morphologie, ihres Mitochondriengehalts, ihres 

Entwicklungsursprung sowie ihrer thermogenen Genexpression [3].

Die unterschiedlichen Morphologien der drei Fettgewebe sind nachfolgend in Abbildung 1 

dargestellt.

–

Weiße Adipozyten zeichnen sich durch eine unilokuläre Morphologie aus, das heißt, sie 

enthalten einen einzigen großen zytoplasmatischen Fetttropfen, in dem Energie in Form von 

Triglyzeriden gespeichert wird [5]. Bei erhöhtem Energiebedarf, beispielsweise infolge 

gesteigerter körperlicher Aktivität oder Nahrungskarenz, werden die gespeicherten 

Triglyzeride mobilisiert und als freie Fettsäuren (free fatty acids, FFA) für den 

Energiestoffwechsel bereitgestellt [6, 7]. Darüber hinaus beeinflusst WAT über die Sekretion 

endokriner und parakriner Faktoren maßgeblich die Energiehomöostase im Organismus [8]. 

Der Mitochondriengehalt weißer Adipozyten ist gering [9]. 



Basierend auf seiner anatomischen Lokalisation im Körper wird WAT in subkutanes und 

viszerales Fettgewebe unterteilt. Das subkutane WAT liegt direkt unter der Haut und dient 

primär als thermische Isolierschicht, um den Körper vor Wärmeverlust zu schützen. Das 

viszerale WAT hingegen umgibt die inneren Organe und übernimmt eine mechanische 

Schutzfunktion gegenüber äußeren Einflüssen (s. Abbildung 2) [8]. Weiße Adipozyten gehen 

aus mesenchymalen Stammzellen (MSZ) hervor, bei denen es sich um multipotente 

Vorläuferzellen handelt [9, 10]. 

Braune Adipozyten zeichnen sich durch eine multilokuläre Morphologie aus, das heißt, sie 

enthalten mehreren Lipidtröpfchen in ihrem Zellinneren. Sie sind reich an Mitochondrien, die 

ihnen ihr charakteristisches bräunliches Erscheinungsbild verleihen (s. Abbildung 1) [5]. Eine 



zentrale Rolle für die Hauptfunktion des BAT, die „zitterfreie Thermogenese“, spielt das 

Entkopplungsprotein 1 (Uncoupling protein 1, UCP1), das in der inneren 

Mitochondrienmembran lokalisiert ist. UCP1 entkoppelt den durch die Atmungskette erzeugten 

mitochondrialen Protonengradienten von der Adenosintriphosphat (ATP)-Synthese, sodass 

die gewonnene Energie nicht in Form von ATP, sondern als Wärme freigesetzt wird. Die 

zitterfreie Thermogenese ermöglicht dem BAT, aktiv zur Aufrechterhaltung der 

Körpertemperatur beizutragen [11]. Neben seiner Funktion in der Wärmehomöostase wirkt 

BAT als endokrines und parakrines Organ, indem es so genannte Batokine freisetzt. Diese 

Botenstoffe entfalten vielfältige systemische Effekte auf das Herz, das WAT, die Muskulatur 

und die Leber [12].

Lange Zeit wurde angenommen, dass BAT ausschließlich bei kleinen Säugetieren und 

Neugeborenen vorkommt. Erst durch den Einsatz von Positronen-Emissions-Tomographie-

Computertomographie (PET-CT) unter Verwendung des Tracers 18F-Fluor-2-Desoxy-D-

Glukose konnte nachgewiesen werden, dass auch beim erwachsenen Menschen funktionelles 

BAT existiert, das insbesondere durch Kälteexposition aktiviert wird [13].

Beim erwachsenen Menschen ist BAT unter anderem in supraklavikulären, zervikalen, 

kranialen, perirenalen und paravertebralen Regionen lokalisiert [14]. Im Gegensatz dazu 

befinden sich die größten BAT-Depots bei Neugeborenen primär im zervikalen und 

interskapulären Bereich (s. Abbildung 2) [8]. Diese Verteilung ist physiologisch bedeutsam, da 

Neugeborene aufgrund ihres höheren Verhältnisses von Körperoberfläche zu Körpervolumen 

sowie ihrer fehlenden Fähigkeit zu zittern besonders kälteempfindlich sind [15]. 

Die Prävalenz von BAT nimmt mit zunehmendem Alter ab und ist bei Frauen höher als bei 

Männern [16]. Zudem zeigt sich eine hohe interindividuelle Variabilität des BAT-Volumens, das 

beim Erwachsenen etwa 7 % des gesamten Körperfetts ausmacht [17]. 

Im Gegensatz zu WAT ist BAT myogenen Entwicklungsursprungs. Braune Adipozyten 

entstehen aus myogenic factor 5 gene (Myf5)-positiven Vorläuferzellen, die sich unter dem 

Einfluss mehrerer Transkriptionsfaktoren, darunter PR domain containing 16 (PRDM16), C-

Terminal Binding Protein 1/2 (CTBP1/2) und Peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma (PPAR-γ), differenzieren [18, 19]. 

Das beige Fettgewebe (bAT) stellt eine intermediäre Form zwischen WAT und BAT dar, da es 

Merkmale beider Fettgewebe aufweist. Beige Adipozyten entstehen innerhalb des WAT, 

ähneln jedoch in ihrer Morphologie den braunen Adipozyten. Genauso wie braune Adipozyten 

sind auch beige Adipozyten multilokulär und enthalten mehrere kleine Fetttropfen in ihrem 

Zytoplasma. Sie weisen eine relativ hohe Anzahl an Mitochondrien auf (s. Abbildung 1), die 

mit dem BAT-spezifischen UCP1 ausgestattet sind, was bAT die Fähigkeit zur zitterfreien 

Thermogenese verleiht [4]. Beige Adipozyten stellen im Gegensatz zu braunen Adipozyten 



eine induzierbare Form thermogener Zellen dar, da sie nur infolge externer Stimuli wie 

chronischer Kälteexposition, körperlicher Aktivität oder die Behandlung mit β3-

Rezeptoragonisten aus weißen Adipozyten entstehen. Dieser Prozess wird als „Browning“ 

bezeichnet [14]. Zusätzlich üben sie parakrine und endokrine Funktionen im Körper aus [20]. 

Im Unterschied zu braunen Adipozyten, die aus myogenen Vorläuferzellen hervorgehen, 

entstehen beige Adipozyten, ähnlich wie weiße Adipozyten, aus MSZ.

Eine detaillierte Übersicht über die wichtigsten Charakteristika der beschriebenen Fettgewebe 

ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Tabellarische Übersicht der Merkmale von weißem, braunem und beigem Fettgewebe.

Eigenschaft WAT BAT bAT

Morphologie Unilokulär Multilokulär Multilokulär

Lokalisierung Subkutan (85 %); 
viszeral (10 %)

Intraskapulär, 
zervikal, 
axilliär, 
paraaortal, 
supraklavicular, 
paravertebral

Induzierbar im WAT 
(„Browning“)

Ursprung Mesenchymal Myogen Mesenchymal

Mitochondrien + +++ +++

UCP1-Expression - +++ (konstitutiv) +++ (induzierbar)

Funktion Speicherung und 
Mobilisierung von 
Fettsäuren, 
endokrines Organ

Zitterfreie 
Thermogenese, 
endokrines Organ

Zitterfreie 
Thermogenese 
(nach Induktion), 
endokrines Organ

Aufgrund seiner Fähigkeit zur zitterfreien Thermogenese gilt BAT als bedeutender Regulator 

der Glukose- und Lipid-Homöostase [16, 22, 23]. 

BAT ist durch das sympathische Nervensystem (SNS) innerviert [24]. Externe Reize wie 

Kälteexposition aktivieren das zentrale Nervensystem, das wiederum über das SNS zur 

Stimulation des BAT führt und damit die Thermogenese einleitet [25, 26]. Die Aktivierung des 

SNS geht mit einer Freisetzung von Noradrenalin einher, das an β3-adrenerge Rezeptoren auf 



braunen Adipozyten bindet und eine intrazelluläre Signalkaskade auslöst. Durch die 

Aktivierung der Adenylatzyklase steigt die intrazelluläre Konzentration von zyklischem 

Adenosinmonophosphat (cAMP), welches die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Die PKA 

phosphoryliert Lipasen und induziert die Lipolyse, bei der Triglyzeride in freie Fettsäuren (free 

fatty acids, FFA) und Glycerol gespalten werden [27, 28]. Die freigesetzten FFA dienen dem 

BAT sowohl als Aktivatoren des thermogenen UCP1 [27, 29] als auch als energetisches 

Substrat für die Wärmeproduktion. Im Rahmen der β-Oxidation werden FFA zu Acetyl-

Coenzym A (Acetyl-CoA) abgebaut. Acetyl-CoA wird im Citratzyklus verstoffwechselt, wobei 

die Reduktionsäquivalente Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) und 

Flavinadenindinucleotid (FADH2) entstehen. Diese Reduktionsäquivalente dienen als 

Elektronendonatoren in der mitochondrialen Atmungskette und ermöglichen die zelluläre 

Wärmeproduktion [25, 28, 30]. 

UCP1 entkoppelt die Atmungskette und ATP-Synthese voneinander [31]. Im Rahmen der 

Atmungskette wird durch den aktiven Elektronentransport ein elektrochemischer 

Protonengradient aufgebaut, indem kontinuierlich Protonen (H⁺) aus der mitochondrialen 

Matrix in den Intermembranraum gepumpt werden. Normalerweise sorgt der Rückstrom dieser 

H⁺ durch die ATP-Synthase in die Mitochondrienmatrix dafür, dass die ATP-Synthase aus 

Adenosindiphosphat und Phosphat ATP bildet [28]. UCP1 leitet die H⁺ jedoch durch seine 

eigenen Kanäle zurück in die Mitochondrienmatrix, so dass diese nicht die ATP-Synthase 

passieren und folglich kein ATP erzeugt wird. Die durch die Atmungskette erzeugte Energie 

wird stattdessen in Form von Wärme freigesetzt [32].

Die Verwertung von Fettsäuren im Rahmen der Thermogenese stimuliert die 

Glukoseaufnahme über die Glukosetransporter 1 und 4 (GLUT1/GLUT4), um die 

Energiespeicher kontinuierlich aufzufüllen. Die aufgenommene Glukose wird hauptsächlich 

der Glykolyse zugeführt und anschließend in Form von Acetyl-CoA für die de novo Synthese 

freier Fettsäuren verwendet. Weiterhin kann die die aufgenommene Glukose auch als 

Glykogen gespeichert werden. Zusätzlich werden zirkulierende Fettsäuren über den 

Differenzierungscluster 36 (CD36)-Transporter aufgenommen und ebenfalls für die 

Thermogenese genutzt [25].

Die beschriebenen Stoffwechsel- und Signalwege in braunen Adipozyten sind nachfolgend in 

Abbildung 3 dargestellt.





Die Verwertung zirkulierender Lipide und Glukose sowie endogener Triglyzeride durch 

aktiviertes BAT kann dazu beitragen, den Blutzuckerspiegel und die Konzentration freier 

Fettsäuren zu senken. Darüber hinaus verbessert aktiviertes BAT die Insulinsensitivität durch 

den vermehrten Einbau von Insulin-abhängigen GLUT4-Transportern in die Zellmembranen 

brauner Adipozyten und kann so einer Insulinresistenz vorbeugen [33]. Im Einklang damit 

zeigen Mäuse, die einen UCP1-Knock Out (KO) besitzen, einen adipösen und diabetischen 

Phänotypen [34]. Murine Modelle zeigen darüber hinaus, dass eine gesteigerte Thermogenese 

im BAT mit einer erhöhten Fettsäureoxidation in der Skelettmuskulatur einhergeht [20, 35, 36]. 

Eine Studie von Becher et al. auf dem Jahr 2021 beschreibt, dass Personen mit aktivem BAT 

eine geringere Prävalenz für Diabetes Mellitus Typ 2 (T2DM), Dyslipidämie, koronare 

Herzkrankheit, Hypertonie, Herzinsuffizienz und kardiovaskuläre Erkrankungen haben [16].

Aktives BAT wirkt sich jedoch nicht nur vorteilhaft auf den Gesamtkörpermetabolismus aus, 

sondern wurde in den vergangenen Jahren zusätzlich als kardioprotektiv identifiziert  [37, 38]. 

β

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass BAT sich sowohl positiv auf den Metabolismus als 

auch auf die kardiovaskuläre Gesundheit auswirkt. Die Aktivierung des BAT stellt daher einen 

vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur Verbesserung der Stoffwechselleistung bei 

Patienten mit Adipositas und T2DM dar und kann die Herzfunktion positiv beeinflussen [23].



Knochenmarkfett (bone marrow adipose tissue, BMAT) ist ein eigenständiges Fettgewebe, das 

erst in jüngerer Zeit intensiver beleuchtet wurde. Obwohl seine Existenz bereits 1883 

beschrieben wurde [46], stand es lange Zeit nur wenig im Fokus der wissenschaftlichen 

Forschung [1]. Erst in den vergangenen Jahren ist eine deutliche Zunahme wissenschaftlicher 

Publikationen zum BMAT zu verzeichnen [47]. Während BMAT lange Zeit vor allem als 

passiver Raumfüller des Knochenmarks galt [48, 49], gilt BMAT mittlerweile als dynamisches 

Fettgewebe mit einem eigenen Entwicklungsursprung sowie molekularen und funktionellen 

Eigenschaften, die es eindeutig vom extramedullären WAT, BAT und bAT unterscheiden [1, 

50, 51]. 

Der Begriff „Knochenmarkfett“ bezeichnet die im Knochenmark lokalisierten Adipozyten, die 

beim jungen Erwachsenen etwa 15 % des Knochenmarkvolumens ausmachen. Bis zum Alter 

von 65 Jahren kann dieser Anteil auf bis zu 60 % ansteigen [52]. Bezogen auf das 

Gesamtkörperfett gesunder Erwachsener kann BMAT mehr als 10 % ausmachen [50]. 

Knochenmarkadipozyten (bone marrow adipocytes, BMAds) gehen aus MSZ hervor, die sich 

in Abhängigkeit unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren entweder zu BMAds oder zu 

Osteoblasten differenzieren. Die wichtigsten Transkriptionsfaktoren für die Differenzierung zu 

BMAds sind unter anderem CCAAT/Enhancer-Binding-Protein α (c/EBPα) und PPAR-γ, 

während für die Differenzierung zu Osteoblasten Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) 

und Osterix entscheidend sind [1, 9]. 

Bei der Geburt besteht das Knochenmark noch hauptsächlich aus hämatopoetischen Zellen 

und erscheint aufgrund der erythroiden Zellen rot [53]. Mit fortschreitendem Alter steigt die 

Expression verschiedener altersbedingter Immunfaktoren wie IL-1α, IL-6, Transforming growth 

factor β (TGF-β), C-X-C Motif Chemokine Ligand (CXCL) 2 (CXCL2), CXCL5 und Receptor 

Activator of NF-κB Ligand (RANKL) in der Knochenmarksnische. Diese Immunfaktoren führen 

zu einer gesteigerten Expression der adipogenen Transkriptionsfaktoren c/EBPα und PPAR-

γ, was in der Differenzierung von MSZ zu BMAds resultiert [9, 54]. Die zunehmende 

Einlagerung von BMAds verdrängt hämatopoetische Zellen im Knochenmark, wodurch dieses 

makroskopisch zunehmend gelb erscheint. Da ein einzelnder BMAd bis zu 30 kernhaltige 

hämatopoetische Zellen innerhalb des Knochenmarks verdrängen kann [55], besteht eine 

positive Korrelation zwischen fortschreitendem Alter und der Akkumulation von BMAT. Dieser 

Zusammenhang wurde durch in-vivo-Untersuchungen mittels Magnetresonanztomographie 

(MRT) bestätigt [56, 57]. 

Präadipozyten im Knochenmark können sich in zwei Subtypen von BMAds differenzieren (s. 

Abbildung 4), wodruch BMAT eine einzigartige Charakteristik unter den verschiedenen 

Fettgeweben besitzt. Diese Subtypen unterscheiden sich in ihren molekularen und 



physiologischen Eigenschaften voneinander [50]. Eine der beiden Untergruppen befindet sich 

in einer perivaskulären Nische, die verschiedene Zellpopulationen wie Osteoblasten, 

Endothelzellen und perivaskuläre Vorläuferzellen enthält und in das hämatopoetisch aktive 

Knochenmark, das auch als „rotes Knochenmark“ bezeichnet wird, eingebettet ist [58]. Das 

rote Knochenmark ist typischerweise in proximalen Regionen des Körpers, darunter der 

proximalen Tibia, dem Femur, dem Sternum, den Rippen sowie in den Brust- und 

Lendenwirbeln, lokalisiert [53, 58]. Diese Untergruppe der BMAds weist eine kleinere 

Adipozytengröße (~500 μm²) auf, besteht überwiegend aus gesättigten Fettsäuren und nimmt 

bis zu 45 % des Markraums ein [51, 53]. 

Der zweite Subtyp von BMAds (s. Abbildung 4) befindet sich im distalen Skelett, also in 

Körperregionen mit geringer hämatopoetischer Aktivität [59, 60]. In diesen Regionen liegen die 

BMAds dicht gepackt in einer relativ homogenen Nische vor, die kaum Zugang für 

hämatopoetische und osteogene Zellen bietet, und formen dort ein dichtes BMAT-Depot [58]. 

BMAds-reiche Knochenabschnitte erscheinen aufgrund der zahlreichen Adipozyten gelb und 

werden daher auch „gelbes“ Knochenmark genannt [61]. 

Diese zweite Untergruppe von BMAds zeichnen sich durch eine größere Zellgröße aus (~1000 

μm²), bestehen überwiegend aus ungesättigten Fettsäuren und nehmen bis zu 90 % des 

Markraums ein [51, 53, 59]. Im Gegensatz zu den BMAds im proximalen Skelett, die zusätzlich 

zu einer großen Lipidvakuole mehrere kleinere Lipidtröpfen im Zytoplasma erhalten, besitzen 

die BMAds in distalen Knochenbereichen eine unilokulären Struktur und ähneln somit 

morphologisch den weißen Adipozyten [62].

BMAds weisen eine höhere Mitochondriananzahl auf als WAT und exprimieren, ähnlich wie 

BAT, mitochondriale Gene wie PGC-1α and PRDM16 [55]. Hinsichtlich der Expression von 

UCP1, dem Schlüsselprotein für die zitterfreie Thermogenese im BAT, besteht bislang kein 



wissenschaftlicher Konsens. Während einige Studien eine geringe UCP1-Expression im 

BMAT postulieren [63, 64], konnten andere Studien keine UCP1-Expression nachweisen [50, 

65, 66]. Untersuchungen von Lecka-Czernik et al. zufolge ist die UCP1-Expression im BMAT 

etwa um den Faktor 1×105 niedriger als im BAT [55]. Eine relevante thermogene Aktivität 

konnte in murinen Experimenten bislang nicht beobachtet werden [67].

BMAT ist ein dynamisches Fettgewebe, dessen Volumen durch verschiedene Faktoren 

moduliert wird. Während Adipositas, ein Östrogendefizit, Glukokortikoide, Thiazolidindione 

sowie Chemo- und Strahlentherapie zu einer Zunahme von BMAT führen, bewirken 

Kälteexposition, körperliche Aktivität und die Behandlung mit Metformin eine Reduktion des 

BMAT [68, 69].

Wie bereits in Abschnitt 1.1.3 beschrieben, wurde BMAT lange Zeit lediglich als Raumfüller 

des Knochens betrachtet. Inzwischen gilt es jedoch als bedeutender Bestandteil der 

Mikroumgebung des Knochenmarks, der aktiv an der Knochenhomöostase, der Hämatopoese 

und dem Energiestoffwechsel beteiligt ist [49, 70].

Im Knochenmark befinden sich BMAds, Osteozyten und hämatopoetische Zellen in engem 

räumlichem Kontakt [61]. Aufgrund ihres gemeinsamen Ursprungs aus MSZ stehen BMAds 

und Osteoblasten in einem reziproken Verhältnis zueinander. Zudem sezernieren BMAds 

Faktoren wie Adiponektin und RANKL, die die Knochenbildung und -reparatur hemmen, 

gleichzeitig aber die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten fördern und somit die 

Knochenhomöostase negativ beeinflussen [53, 71, 72]. Eine negative Korrelation zwischen 

BMAT und der Knochenmasse wurde bereits wissenschaftlich bestätigt [73, 74]. 

Inwiefern BMAds die Hämatopoese im Knochenmark beeinflussen, ist bislang nicht eindeutig 

geklärt und wird kontrovers diskutiert. Bereits eine im Jahre 1974 veröffentlichte Studie von 

Tavassoli et al. zeigte bei Kaninchen eine Einschränkung der Hämatopoese nach Entfernung 

des BMAT [75]. In einer anderen Studie beobachteten Naveiras et al. sowohl in vitro als auch 

in vivo einen hemmenden Effekt von BMAds auf die Hämatopoese. Adipozytenarme Regionen 

des murinen Knochenmarks wiesen eine höhere Dichte hämatopoetischer Stamm- und 

Progenitorzellen (HSPC) sowie eine gesteigerte hämatopoetischen Aktivität auf als 

adipozytenreiche Areale. Zusätzlich zeigten Mäuse mit einer genetischen Adipozytendefizienz 

(„fettlose“ A-ZIP/F1-Mäuse), die nach Bestrahlung einer Knochenmarkstransplantation 

unterzogen wurden, eine schnellere hämatopoetische Regeneration im Vergleich zu 

entsprechenden Wildtyp-Mäusen. Als mögliche Erklärung wurde die reduzierte Produktion von 

Wachstumsfaktoren wie GM-CSF und G-CSF diskutiert [76]. In Übereinstimmung damit zeigt 



eine weitere Untersuchung, dass BMAds durch die Expression von Neurolipin-1 die Aktivität 

von GM-SCF reduzieren und dadurch die Granulopoese inhibieren [77].

Andere Studien hingegen beschreiben BMAT als positiven Regulator der Hämatopoese. 

Mattiucci et al. zeigten in vitro einen unterstützenden Einfluss von BMAds auf das Überleben, 

die Proliferation und Differenzierung von hämatopoetischen Stammzellen [78]. Zhou et al. 

postulieren, dass BMAds durch die Sekretion von Nischenfaktoren wie Stem Cell Factor (SCF) 

die Regeneration von hämatopoetischen Stammzellen nach Bestrahlung unterstützen. Dieser 

Effekt scheint jedoch auf die langen Röhrenknochen beschränkt zu sein, da in derselben 

Studie Adipozyten des murinen Schwanzwirbels die Hämatopoese über eine Hemmung der 

Angiogenese negativ beeinflussten [79]. 

Ebenso wie andere Fettgewebe sind auch BMAds dazu in der Lage, durch Lipolyse freie 

Fettsäuren bereitzustellen wobei deren Freisetzung deutlich geringer ausgeprägt ist als bei 

weißen Adipozyten [50, 62]. Eine Studie aus dem Jahr 2023 identifizierte BMAT als wichtige 

lokale Energieressource für die Hämatopoese. Zhang et al. zeigten, dass BMAds in der 

Akutphase nach einem MI Fettsäuren freisetzen, die hämatopoetischen Stammzellen (HSZ) 

als Substrat für die Fettsäureoxidation dienen und so die Notfallmyelopoese unterstützen [80]. 

Der Beitrag von BMAds zum Lipidmetabolismus wurde auch in weiteren Studien bestätigt [59, 

62]. In einem BMAd-spezifischen Cre-Mausmodell, bei dem die Adipozyten-Triglyzerid-Lipase 

(ATGL, Pnpla2-Gen) ausgeschaltet wurde, zeigte sich eine gestörte Lipolyse der BMAds, die 

mit einer Hypertrophie und Hyperplasie der BMAds einherging. Während die beeinträchtigte 

Lipolyse unter basalen Bedingungen nur geringe Auswirkungen hatte, führte sie bei einem 

durch kalorische Restriktion bedingten Energiemangel zu einer signifikanten Beeinträchtigung 

der Myelopoese und trabekulären Knochenmasse [81]. 

Weiterhin besitzen BMAds sowohl parakrine als auch endokrine Eigenschaften und 

sezernieren mitunter Botenstoffe wie Adiponektin, Leptin, CXCL1, IL6 und G-CSF [82]. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass BMAT ein hochaktives Fettgewebe mit 

vielfältigen, bisland nicht vollständig verstandenen Funktionen ist. Es spielt eine zentrale Rolle 

in der Lipid- und Knochenhomöostase, der Hämatopoese sowie in endokrinen Signalwegen 

und trägt damit wesentlich zur systemischen Homöostase bei. 
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Das Fettgewebe, insbesondere das WAT, spielt im Kontext von Prädiabetes eine zentrale 

Rolle in der Pathogenese von Insulinresistenz und systemischer Entzündung. Die gestörte 

Glukosehomöostase beeinflusst mechanistische Prozesse wie die Morphologie und Funktion 

der Adipozyten, die Lipidmetabolisierung sowie entzündliche Signalwege. Diese 

pathophysiologischen Veränderungen lassen sich bereits in frühen Stadien der gestörten 

Glukosehomöostase beobachten, führen gemeinsam zur Entwicklung einer Insulinresistenz 

und sind zentrale Mechanismen in der Entstehung des Prädiabetes [91, 96-98]. 

Übergewicht und Adipositas führen zu einer ausgeprägten Hypertrophie der Adipozyten sowie 

einer Reduktion der Mitochondrienzahl, was mit einer gestörten mitochondrialen Biogenese 

einhergeht. Die daraus resultierende mitochondriale Dysfunktion beeinträchtigt zentrale 

Prozesse wie die Adipogenese, Lipolyse und oxidative Phosphorylierung und begünstigt so 

die Entwicklung einer Insulinresistenz im Fettgewebe [91]. Darüber hinaus ist sie mit einer 

vermehrten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) assoziiert, die entzündliche 

Signalwege aktiviert und die Insulinresistenz weiter verstärkt [97]. 

Infolge der verstärkten Lipolyse im Fettgewebe gelangen freigesetzte FFA über die Zirkulation 

in periphere Organe wie die Leber und Skelettmuskulatur. Dort bilden sie ektope Fettdepots, 

entfalten lipotoxische Effekte und fördern letztlich die Entwicklung einer systemischen 

Insulinresistenz [91, 97-99].

Ein wesentlicher Treiber der Entzündungsreaktion im Fettgewebe sind aktivierte Makrophagen 

[91]. Hypertrophierte Adipozyten sezernieren große Mengen des Monozyten-chemoattraktiven 

Proteins-1 (monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), das die Rekrutierung von 

Makrophagen vermittelt. Die aktivierten Makrophagen lagern sich um nekrotische Adipozyten 

an, bilden sogenannte kronenartige Strukturen (crown-like structures, CLS) und phagozytieren 

die absterbenden Adipozyten. Zusätzlich fördern sie die lokale Entzündungsreaktion durch 



Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, was wiederum die Insulinresistenz in peripheren 

Geweben wie Leber und Muskulatur fördert [91, 98, 100, 101]. 

Neben Makrophagen tragen auch andere Immunzelltypen, insbesondere proinflammatorische 

T-Lymphozyten, zu der Entstehung und Aufrechterhaltung der entzündlichen Mikroumgebung 

im Fettgewebe bei. Ihre vermehrte Infiltration und Zytokinfreisetzung stellt einen zusätzlichen 

pathophysiologischen Mechanismus des Prädiabetes dar [102-104].

Die metabolische Dysregulation führt zu einer Beeinträchtigung der endokrinen Funktion des 

Fettgewebes [105]. Die Sekretion protektiver Adipokine, insbesondere des insulin-

sensitivierenden und entzündungshemmenden Adiponektins ist bei Prädiabetes deutlich 

reduziert [106-108]. Zudem ist die Leptinsekretion erhöht, verliert jedoch infolge der 

entstehenden Leptinresistenz ihre regulierende Wirkung auf den Energiestoffwechsel und 

fördert stattdessen proinflammatorische Prozesse [109, 110]. Parallel dazu werden verstärkt 

proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor α (TNF- α) und IL-6 freigesetzt, die 

nicht nur die endokrine Funktion des Fettgewebes weiter beeinträchtigen, sondern auch direkt 

den Zellstoffwechsel beeinflussen. TNF-α reduziert die Insulinempfindlichkeit der Adipozyten 

und steigert ihre Lipolyse, während IL-6 zusätzlich die hepatische Triglyzeridsekretion fördert 

und so zur Entstehung einer Hypertriglyzeridämie beiträgt [105].

Die durch Adipositas induzierte mitochondriale Dysfunktion betrifft auch das BAT und führt dort 

zu einer reduzierten Thermogenese. Infolge der verminderten mitochondrialen Aktivität kommt 

es zu einer Lipidakkumulation mit phänotypischer Umwandlung brauner in weiße Adipozyten. 

Dieser Prozess wird als „Whitening“ bezeichnet wird. Parallel dazu ist im WAT die 

Umwandlung weißer in metabolisch aktive beige Adipozyten reduziert. Dieser Prozess 

wiederum nennt sich „Browning“ [111-115]. 

Experimentelle Untersuchungen deuten darauf hin, dass braune Adipozyten weniger anfällig 

für adipositasbedingte Entzündungsprozesse sind als weiße Adipozyten [116].

Während aktives, gesundes BAT mit einem geringeren Risiko für die Entwicklung eines T2DM 

assoziiert ist (s. Abschnitt 1.1.2), gehen die durch die Insulinresistenz bedingten 

morphologischen und funktionellen Veränderungen des BAT mit einem Verlust seiner 

metabolischen Vorteile einher. Dies kann sowohl die Manifestation eines T2DM als auch eine 

langfristige Verschlechterung der glykämischen Kontrolle bei Personen mit Prädiabetes 

begünstigen [117].











α

α α

Transforming Growth Factor β

β)



1β α



Extrazelluläre Vesikel (EV) stellen eine heterogene Gruppe von membranumhüllten Strukturen 

dar (s. Abbildung 6), die von einer Vielzahl von Zellen freigesetzt werden. Sie dienen der 

interzellulären Kommunikation und Beseitigung nicht mehr benötigter intrazellulärer 

Komponenten und transportieren bioaktive Moleküle wie z. B. Proteine, Lipide und 

Nukleinsäure [161]. Darüber hinaus wird ihnen eine kardioprotektive Funktion [162-165] 

zugesprochen, weshalb sie als potenzielle Biomarker für kardiovaskuläre Erkrankungen 

diskutiert werden [162, 163, 166].



–

Die Fähigkeit, EV zu sekretieren, wurde bereits für eine Vielzahl von Organen und Geweben 

nachgewiesen. Neben dem Herzen wurden auch Niere, Lunge, Muskulatur, WAT, BAT und 

Knochenmark als EV-sezernierende Gewebe bestätigt [167, 171-175]. Rosina et al. zeigten, 

dass BAT zur Aufrechterhaltung seiner thermogenen Funktionalität EV nutzt, um oxidativ 

geschädigte mitochondriale Bestandteile zu entfernen. Ein Defekt des zugrunde liegenden 

Mechanismus, der die Phagozytose und Entfernung der EV durch BAT-residente 

Makrophagen umfasst, resultierte in einer eingeschränkten Thermogenese des murinen BAT 

bei Kälteexposition [174]. Martin et al. bestätigten im Rahmen eines Co-Kultivierungsmodell, 

dass auch zwischen aus MSZ hervorgegangenen Adipozyten und Osteoblasten ein 

Materialtransfer via EV in vitro stattfindet. Diese EV übertrugen adipogene RNA und anti-

osteogene miRNA auf Osteoblasten [175, 176].

Ungeklärt bleibt nach dem derzeitigen Forschungsstand jedoch die Frage, ob BAT und BMAT 

im Rahmen des MI miteinander mit Hilfe von EV kommunizieren.





Material und Methoden

Alle Tierversuche wurden mit der Genehmigung des Landesamtes für Verbraucherschutz und 

Ernährung (LAVE), Nordrhein-Westfalen, Bezirksregierung Düsseldorf, unter den 

Aktenzeichen 81-02.04.2017.A458 und 81-02.04.2022.A297 durchgeführt. 

Die Zucht und Haltung der Versuchstiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen in den 

Räumlichkeiten der Zentralen Einrichtung für Tierforschung und wissenschaftliche 

Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf. Die Tiere wurden unter 

Berücksichtigung der zirkadianen Rhythmik in einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus bei 22 

°C ± 1 °C gehalten. Ihnen wurde ad libitum entkeimtes Wasser und Futter (ssniff Spezialdiäten 

GmbH, DE-59494 Soest) zur Verfügung gestellt.

Für die Versuche wurden männliche C57BL/6J-Mäuse von Janvier Labs (Le Genest-Saint-Ile, 

Frankreich) im Alter von 8-25 Wochen verwendet. 

Um eine diätinduzierte Adipositas und Glukoseintoleranz zu erreichen, wurde den C57BL/6J-

Mäusen ab einem Alter von 8 Wochen eine spezielle fettreiche und hochkalorische Diät (ssniff 

Spezialdiäten GmbH, 59494 Soest) über einen Zeitraum von 9 Wochen ad libitum verabreicht. 

Der Kontrollgruppe hingegen wurde eine fettarme, normalkalorische Standarddiät (ssniff 

Spezialdiäten GmbH, DE-59494 Soest) ad libitum zur Verfügung gestellt. Die Tiere wurden bis 

zum jeweiligen Versuchsende mit den entsprechenden Diäten gefüttert. Die 

Zusammensetzung der verschiedenen Diäten ist nachfolgend in Tabelle 2 beschrieben. 



Tabelle 2: Zusammensetzung der Kontrolldiät und der diabetogenen Diät

Rohnährstoff Kontrolldiät Diabetogene Diät

Rohprotein 19,0 % 20,5 %

Rohfett 3,3 % 36,0 %

Rohfaser 4,9 % -

Rohasche 6,4 % 3,5 %

Stärke - -

Zucker - 25.1 %

Zur Verifizierung des prädiabetischen Phänotyps wurden die Tiere einmal wöchentlich 

gewogen und die Gewichtsverläufe dokumentiert. Zusätzlich wurden intraperitoneale 

Glukosetoleranztests (i.p GTT) durchgeführt (vgl. Abschnitt 2.4) sowie die Konzentration der 

NEFA und Glukose im Blutplasma ermittelt (vgl. Abschnitte 2.10.1 und 2.10.2). Die 

entsprechenden Ergebnisse sind im Appendix dargestellt. 

Um die Rolle des BAT bei Prädiabetes sowie die Interaktion von BAT und BMAT im Kontext 

der I/R zu untersuchen, wurden diverse in vivo und ex vivo Analysen durchgeführt. Die 

experimentellen Schemata sind nachfolgend in Abbildung 8 dargestellt.



Um die Glukosehomöostase zu untersuchen und die Entwicklung des Prädiabetes zu 

verifizieren, wurde nach 8,5-wöchiger Fütterung ein i.p GTT durchgeführt. Die Tiere wurden 

einer 6-stündigen Nahrungskarenz ausgesetzt, um nahrungsbedingte Einflussfaktoren zu 

nivellieren. Nach der 6-stündigen Nahrungskarenz erfolgte eine basale Bestimmung der 

Blutglukosekonzentration, bevor den Tieren eine Glukoselösung (1 mg/g Körpergewicht (KG); 

Stocklösung 40 g Glukose-Monohydrat in 100 mL Wasser (sterilfiltriert)) i.p. injiziert wurde. Der 

Blutzucker wurde 5, 15, 30, 60, 90 und 120 min nach der Glukoseapplikation erneut gemessen. 

Die Bestimmung der einzelnen Blutzuckerwerte erfolgte mit einem handelsüblichen 

Blutzuckermessgerät (Accu-Check Compact Plus, Roche Diagnostics, Mannheim, 

Deutschland). Für die Blutzuckermessung wurde jeweils ein ca. 1,5 µL Bluttropfen verwendet, 

der durch einmaliges Anritzen der Schwanzvene zu Beginn gewonnen wurde.



Die Induktion der kardialen I/R erfolgte im etablierten Closed-Chest-Modell. Dieses Modell 

besteht aus zwei operativen Eingriffen, die zeitlich voneinander entkoppelt stattfinden: der Vor-

OP und der eigentlichen Induktion der kardialen I/R. Zunächst erfolgt im Rahmen der Vor-OP 

die Anlage eines Ligaturfadens um die linke vordere absteigende Koronararterie (left anterior 

descending artery (LAD)) bei geöffnetem Thorax. Mit einem Abstand von drei Tagen wird 

schließlich die kardiale I/R bei geschlossenem Thorax ausgelöst. 

Den Tieren wurde ca. 20 bis 30 min vor dem Eingriff das Analgetikum Buprenorphin (0,1 mg/kg 

KG, 10 μL/g KG) s.c. appliziert. Vor Beginn der Vor-OP wurden die Tiere mittels i.p. Injektion 

mit Ketamin (90 mg/kg KG)/Xylazin (15 mg/kg KG) in einer Dosierung von 10 μL/g KG 

narkotisiert. Nach erfolgreicher Narkotisierung wurde das Brustfell mit einem Kleintier-

Akkurasierapparat (GT420 Isis, Braun/Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) entfernt und die 

Tiere mit Hilfe eines Venenverweilkatheters (Vasofix Braunüle G20, B. Braun SE, Melsungen, 

Deutschland) intubiert. Anschließend wurden die Tiere auf einem konstant temperierten OP-

Tisch (37 bis 38 °C) fixiert und ihre Körpertemperatur wurde durchgängig mittels einer rektal 

eingeführten Temperatur-Messsonde überwacht. Durch das Auftragen einer Augensalbe 

(Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) wurden 

die Augen vor dem Austrocknen geschützt.

Während der Vor-OP wurden die Tiere mit einem Raumluft/Sauerstoffgemisch (2:1) (0,1 mL/ 

100 g KG, Atemfrequenz ca. 140/min) beatmet und die Narkose mit Hilfe eines Vaporisators 

mit 1-2 Vol.-% Isofluran aufrechterhalten.

Nach erfolgter Hautdesinfektion mit Betaisodona wurde unter Verwendung eines 

Operationsmikroskops zunächst eine ca. 1 cm lange Hautinzision gemacht, um die darunter 

befindlichen Musculus pectoralis major und minor freizulegen. Durch eine laterale 

Thorakotomie mit ca. einem cm Schnittlänge wurde der Thorax im vierten Interkostalraum 

geöffnet und das Herz freigelegt. Ein 7-0 Prolene Faden wurde intrakardial unterhalb der LAD 

plaziert. Dessen Enden wurden durch einen ca. 1 mm dicken Polyethylen-Schlauch (PE) mit 

0,5 mm Innendurchmesser geführt. Anschließend wurde der Thorax mit einem 5-0 Prolene 

Faden verschlossen, wobei links und rechts dieser Naht jeweils ein Ende des durch den PE-

Schlauch gefädelten Fadens entlanggeführt wurde. Die beiden Enden des Fadens wurden mit 

Hilfe einer chirurgischen Nadel anschließend links- und rechtsseitig durch die Muskelschichten 

geführt und rechtsseitig s.c. in einer Hauttasche platziert. Die initiale Hautinzision wurde mit 

Hilfe eines 5-0 Prolene-Fadens durch Einzelnähte verschlossen und das entsprechende 



Hautareal desinfiziert. Die Tiere wurden abschließend von der Beatmung entwöhnt und bei 

erfolgreicher Rückkehr zur Spontanatmung extubiert. Die postoperative Analgesie erfolgte s.c. 

mit Buprenorphin (0,1 mg/kg KG, 10 μL/g KG). Zusätzlich erhielten die Tiere postoperativ 

Buprenorphin (1 mg/kg KG) peroral (p.o.) über das Trinkwasser.

In Abhängigkeit des Versuches erfolgte die Ligaturanlage durch Frau Rachel Nega, Herrn 

Dominik Semmler oder Herrn Dr. Zhaoping Ding. Die Induktion der kardialen I/R erfolgte durch 

Frau Rachel Nega, Frau Dr. Simone Gorreßen oder Herrn Dr. Zhaoping Ding.

Drei Tage nach der Ligaturanlage erfolgte die Induktion der kardialen I/R unter kontinuierlicher 

EKG-Kontrolle (Basic Data Acquisition Software, Harvard Aparatus, Holliston, Massachusetts, 

USA). Den Tieren wurde ca. 20 bis 30 min vor Beginn des Eingriffes 0,1 mg/kg KG 

Buprenorphin in einem Volumen von 10 μl/g KG s.c. injiziert. Mit Hilfe einer Beatmungsmaske 

wurden die Tiere mit 3 Vol.-% Isofluran narkotisiert und anschließend auf einem konstant 

temperierten OP-Tisch (38 °C) fixiert. Die Körpertemperatur wurde durchgängig mit Hilfe einer 

rektal eingeführten Temperatur-Messsonde überwacht und konstant auf 37 bis 38 °C gehalten. 

Durch das Auftragen einer Augensalbe wurden die Augen vor dem Austrocknen geschützt. 

Die Narkose wurde über den gesamten Operationszeitraum mit 2 Vol.-% Isofluran 

aufrechterhalten.

Nach dem Anbringen der EKG-Elektroden und der Baseline-Aufnahme der elektrischen 

Aktivität des Herzens wurde die entsprechende Hautstelle desinfizierte und die Einzelnähte, 

die während der Vor-OP angebracht wurden, geöffnet. Die während der Vor-OP rechtsseitig 

s.c. platzierten Prolene-Fäden wurden aus der Hauttasche herausgeführt und jeweils links und 

rechts an 5 g schweren Gewichten befestigt. Die Prolene-Fäden wurden danach locker über 

an Magnethaltern befestige Retraktordrähte gelegt. Zur Induktion der kardialen Ischämie 

wurden die beiden Magnethalter und somit ebenso die beiden Enden des Prolene-Fadens 

links und rechts der Maus gleichmäßig auseinandergezogen. Das Verschieben der 

Magnethalter nach außen führte dazu, dass der während der Vor-OP platzierte PE-Schlauch 

durch den Zug der an Gewichten befestigten Fadenenden die LAD abband. Die kardiale 

Ischämie verursachte eine sichtbare ST-Hebung, die mittels EKG aufgezeichnet wurde. Die 

kardiale Ischämie wurde für 45 Minuten aufrechterhalten. 

Nach Ablauf der 45 Minuten wurden die Magnethalter vorsichtig Richtung Maus geführt, um 

die Ischämie zu beenden. Beide Enden des Prolene-Fadens wurden kurz abgeschnitten und 

die Haut mittels 5/0 Prolene-Fadens durch Einzelnähte verschlossen. Die post-operative 

Analgesie erfolgte erneut durch Buprenorphin s.c. (0,1 mg/kg KG, 10 μl/g KG). Zusätzlich 



wurde den Tieren postoperativ Buprenorphin p.o. (1 mg/kg KG) über das Trinkwasser 

verabreicht.

Um die Tiere während der Aufwachphase vor Wärmeverlust zu schützen, wurden sie weiter 

auf einer konstant temperierten Wärmeplatte (38 °C) gehalten.

„
“

Je nach Versuch erfolgte die chirurgische Entfernung („Ablation“) des interskapulären braunen 

Fettgewebedepots entweder unmittelbar nach Abschluss der Vor-OP oder aber ohne 

vorausgegangene Vor-OP. Erfolgte die BAT-OP ohne vorausgegangene Vor-OP, so wurde 

den Tieren zehn Minuten vor Beginn der BAT-OP Ketamin (90 mg/kg KG)/Xylazin (15 mg/kg 

KG) in einer Dosierung von 10 μL/g KG i.p. zur Narkoseeinleitung injiziert. Die präemptive 

Analgesie erfolgte analog Abschnitt 2.5.1.

Die Tiere wurden auf einem konstant temperierten OP-Tisch (37 bis 38 °C) fixiert und ihre 

Körpertemperatur wurde durchgängig mittels einer rektal eingeführten Temperatur-

Messsonde überwacht. Mit einem Kleintier-Akkurasierapparat wurde das Fell im 

Nackenbereich der Tiere entfernt und die Hautstelle desinfiziert. Um die durch Ketamin (90 

mg/kg KG)/Xylazin (15 mg/kg KG) in einer Dosierung von 10 μL/g KG induzierte Narkose 

aufrechtzuerhalten, wurden 2 Vol.-% Isofluran über eine Atemmaske verabreicht. Zwischen 

den Schulterblättern wurde eine ca. 1 cm lange Hautinzision vorgenommen. Die Cutis und 

Subcutis wurden vorsichtig durchtrennt und das darunterliegende Fettgewebe vorsichtig 

freipräpariert. Das unter dem BAT verlaufende Blutgefäß wurde mit Hilfe eines drahtlosen 

Kauters (Small Vessel Cauterizer Kit, Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) verödet, 

um Blutverlust zu unterbinden. Im Falle einer BAT-Ablation wurde das BAT vorsichtig komplett 

herausgeschnitten. Erhielten die Tiere hingegen eine Sham-OP, so wurde das BAT wie oben 

beschrieben freipräpariert, das Blutgefäß jedoch nicht verödet und das BAT nicht 

herausgeschnitten. 

Am Ende der OP wurde die Haut mit Hilfe eines 5-0 Prolene-Fadens durch Einzelnähte 

verschlossen und die Hautstelle desinfiziert. Um die Tiere während der Aufwachphase vor 

Wärmeverlust zu schützen, wurden sie auf eine konstant temperierte Wärmeplatte (38 °C) 

gelegt.



Die in vivo magnetresonanztomographischen Messungen wurden von Frau Anne Vera Flocke 

und Herrn Prof. Dr. Ulrich Flögel am Institut für Molekulare Kardiologie des 

Universitätsklinikum Düsseldorf durchgeführt.

Die Versuchstiere wurden über einen Vaporisator mit Isofluran narkotisiert (Narkoseeinleitung: 

2-4 Vol.-% Isofluran, Narkoseaufrechterhaltung: 1,5 Vol.-% Isofluran). Um das Austrocknen 

der Bindehäute zu verhindern, wurde den Tieren nach der Narkoseeinleitung eine Augensalbe 

aufgetragen. Anschließend wurden die Tiere in einen Probenkopf mit einem 

Innendurchmesser von 25 mm positioniert und in einen 9.4 T Widebore-NMR-Spektrometer 

(Bruker BioSpin GmbH & Co. KG, Ettlingen, Deutschland) überführt. Die Ansteuerung erfolgte 

über eine AVANCEIII oder eine AVANCENEO-Konsole. Die Vitalparameter wurden kontinuierlich 

überwacht, einschließlich EKG-Ableitung über die Vorder- und Hinterpfoten (Klear-Trace 

Elektroden, CAS Medical Systems, Brüssel, Belgien) sowie Messung der Atemfrequenz mittels 

Drucksensor-gekoppelten Ballon (Small Animal Monitoring and Gating System, SA-

Instruments, Inc., New York, USA). Die Körpertemperatur der Versuchstiere wurde konstant 

auf 37 °C gehalten. 

Die Auswertung aller Magnetresonanztomographie (MRT)-Aufnahmen erfolgte manuell mit 

der Software ParaVision 5.1 oder ParaVision360 V3.2 (Bruker BioSpin GmbH & Co. KG, 

Ettlingen, Deutschland). 

Die MRI-basierte Messung der T2-Relaxometrie ermöglicht die in vivo Messung von 

Veränderungen innerhalb eines Gewebes. Bei dieser Methode wird die T2-Relaxationszeit in 

Millisekunden gemessen.

Physikalisch beschreibt die T2-Relaxationszeit den Zerfall der Transversalmagnetisierung 

nach einer Radiofrequenzanregung, bei dem die Spins der Wasserstoffprotonen ihre 

transversale Ausrichtung im Magnetfeld durch Wechselwirkung mit benachbarten Protonen 

verlieren. Die T2-Relaxationszeit ist als diejenige Zeit definiert, die benötigt wird, damit die 

Magnetisierung in der transversalen Ebene auf etwa 37 % ihres ursprünglichen Werts abfällt 

[178].

Die T2-Relaxationszeit ist spezifisch für jedes Gewebe und wird durch verschiedene Faktoren, 

wie dem Wassergehalt, pH-Wert, Eisengehalt und der Vaskularisation beeinflusst [178, 179].

BAT beispielsweise weist aufgrund seines hohen höheren Eisen- und Mitochondriengehalts 

sowie seiner stärkeren Vaskularisation basal eine kürzere T2-Relaxationszeit auf als WAT 

[179, 180].



Der Begriff „Relaxometrie“ meint die Beobachtung des Prozesses der Rückkehr des 

angeregten Kernspins in ihren Ausgangszustand durch aufeinanderfolgende Bildserien [181]. 

Insgesamt wurden 16 Spinecho 1H-Bilder über das entsprechende Organ aufgenommen. Die 

Aufnahmen erfolgten über T2-gewichtete Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement 

(RARE)-Messungen, indem die Intensitätsabnahme einzelner Pixel bestimmt wurde. Die 

Ermittlung der gewebespezifischen T2-Relaxationszeit in Millisekunden (ms) erfolgte manuell 

mit dem Region-of-Interest (ROI)-Tool in der ParaVision Software.

In dieser Arbeit wurden die T2-Relaxationszeiten von BAT und des Knochenmarks innerhalb 

der Tibia mittels MRI ermittelt. Die Messung der T2-Relaxationszeiten des BAT erfolgte sieben 

und 21 Tage nach der kardialen I/R. Die Messung der T2-Relaxationszeit der Tibia erfolgte vor 

der Vor-OP (= basal) sowie einen Tag und 21 Tage nach der kardialen I/R.

Um das kardiale Infarktareal in der Akutphase nach der I/R magnetresonanztomographisch zu 

untersuchen, wurde den Versuchstieren einen Tag nach der I/R 100 µL des Kontrastmittels 

Gadopentetat-Dimeglumin (Magnevist®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) in einer 

Konzentration von 100 µmol Gd/kg KG ca. 10 min vor der MRT-Messung i.p. appliziert. 

Gadopentetat-Dimeglumin reichert sich verzögert in fibrotischem Herzgewebe an und wird 

ebenso verzögert aus diesem ausgewaschen. Zusätzlich ermöglicht die Ruptur der 

Zellmembranen geschädigter Kardiomyozyten bei einer kardialen I/R das Eindringen von 

Gadopentetat-Dimeglumin in den intrazellulären Raum, was die Abgrenzung von infarziertem 

zu gesundem Myokard ermöglicht [182]. Aufgrund seiner paramagnetischen Eigenschaften 

[183] verkürzt das eingesetzte Kontrastmittel die T1- und T2-Relaxationszeiten im Infarktareal, 

was die Signalintensitäten erhöht und das Infarktareal heller erscheinen lässt [182]. Diese 

Methode wird als „Late-gadolium-enhancement“ (LGE) bezeichnet. 

Zur Untersuchung des Infarktareals wurden hochaufgelöste Gradientenecho-1H-Bilder 

aufgenommen. Mithilfe des ROI-Tools der ParaVision Software wurde das myokardiale 

Infarktareal erfasst und abschließend berechnet.

An Tag 1, 7 und 21 Tag nach der kardialen I/R wurde die Herzfunktion mittels MRT gemessen, 

um den Einfluss von Prädiabetes und BAT-Ablation auf das kardiale Outcome nach I/R zu 

untersuchen. Mit Hilfe von Gradientenecho-1H-Aufnahmen wurden verschiedene Herzebenen 

des linken Ventrikels angefertigt, wobei eine Aufnahme aus jeweils 16 Bildern pro Herzzyklus 

bestand. Anschließend wurden mithilfe des ROI-Tools der ParaVision Software das 



enddiastolische Volumen (EDV), das endsystolische Volumen (ESV), das Schlagvolumen (SV) 

sowie die Ejektionsfraktion (EF) ermittelt und abschließend berechnet.

Vor Versuchsbeginn (= basal) sowie an Tag 1 und 21 nach der kardialen I/R wurde die 

Protonendichte-Fettfraktion (PDFF) und Protonendichte-Wasserfraktion (PDWF) in der Tibia 

der Versuchstiere mittels MRT gemessen. Diese MRT-basierte Methode erlaubt die 

quantitative Bestimmung des relativen Fett- und Wasseranteils in einem Gewebe in vivo auf 

Grundlage unterschiedlicher chemischer Eigenschaften von Fett- und Wasserprotonen.

Die PDFF ist definiert als der Anteil der Signalintensität von Wasserstoffprotonen im 

Fettgewebe bezogen auf die gesamte Wasserstoffprotonensignalintensität (Fett + Wasser) im 

untersuchten Gewebe. Die PDWF beschreibt den relativen Anteil des Wassersignals an der 

gesamten Signalintensität [184, 185].

Die Methode beruht auf den unterschiedlichen Resonanzfrequenzen von Wasser- und 

Fettprotonen, die durch chemische Verschiebungen infolge ihrer molekularen Umgebung 

verursacht werden [186].

Zur Datenerhebung wurden hochaufgelöste, morphologischer Spinecho-1H-Bilder der Tibia mit 

und ohne Fettunterdrückung aufgenommen, ergänzt durch multi-Echo-Sequenzen zur 

Signaltrennung von Wasser und Fett. Die Auswertung erfolgte manuell mithilfe des ROI-Tools 

der ParaVision® Software, wobei das Fett- und Wassersignal getrennt quantifiziert und 

anschließend die PDFF und PDWF berechnet wurden.

Zur Euthanisierung wurde Kohlendioxid (CO2) unter Verwendung einer GasDocUnit® (medres 

Medical Research GmbH, Köln, Deutschland) genutzt. Nach der Feststellung des Todes der 

jeweiligen Maus wurden die entsprechenden Körperregionen unmittelbar vor der 

Organentnahme mit Ethanol 70 Vol.-% desinfiziert. Die entnommenen Gewebe wurden in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bis zum Zeitpunkt der Endpunktanalyse 

bei -80 °C gelagert. Gewebe, die für histologische Analysen vorgesehen waren, wurden 

zunächst in einer 4%igen Formalinlösung für 24 h fixiert. Ausgenommen davon waren Tibiae, 

da sie nach der Organentnahme zunächst für 1 h bei 4 °C in PBS rehydriert wurden und 

anschließend für 48 h bei 4 °C mit einer 10 %igen Formalinlösung fixiert wurden. Daraufhin 

wurden die Tibiae 3x5 min mit PBS und weitere 3x5 min mit destilliertem Wasser gewaschen, 

bevor sie 14 Tage lang mit einer 25 %igen EDTA-Entkalkerlösung bei Raumtemperatur (RT) 

entkalzifiziert wurden. Nach der Entkalzifizierung wurden die Knochen 10 min lang unter 

fließendem Leitungswasser gewaschen und in 50 Vol.-% Ethanol gelagert. Die maschinelle 



Entwässerung aller für histologische Untersuchungen entnommenen Gewebe wurde mit Hilfe 

eines Autotechnikons (Sakura Tissue Tek VIP, Sakura Finetek, Torrance, Kalifornien, USA) 

durchgeführt. Die entwässerten Organe wurden abschließend in Hartparaffin eingebettet. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Herzen, kardiales Blut, BAT, BMAT, rotes Knochenmark, 

Femura sowie Tibiae aus den Versuchstieren entnommen. Die Herzen wurden post mortem 

über die Eröffnung der Femoralarterie in vivo mit PBS gespült bis sie blutleer waren. Zur 

Gewinnung des BMAT aus der Tibia wurden zunächst die Haut und Muskulatur vom 

Fußansatz bis zum Ende der Tibia freipräpariert. Anschließend wurde die Tibia mit Hilfe eines 

Skalpells in die proximale und distale Tibiaregion separiert. Durch Zentrifugation bei 54335 × 

g für 2 min bei RT wurden die Gewebe aus dem entsprechenden Knochenstück zentrifugiert. 

Eine Illustration der Tibiaseparation ist in Abbildung 9 dargestellt. Die Subtypen der BMAds 

wurden bereits in Abschnitt 1.1.3 beschrieben. 

Tabelle 3 Tabelle 4



Tabelle 3: Verwendete kommerzielle Lösungen zur Organentnahme und Gewebepräparation

Substanz Katalognummer Hersteller

Roti®-Histofix 4 % 
Fixierlösung

P087.4
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

Roti®-Histofix 10 % 
Fixierlösung

P087.1
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

Entkalker soft 6484.4
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 4: Verwendete nicht kommerzielle Puffer zur Organentnahme und Gewebepräparation

Puffer/Lösung Zusammensetzung

1 % PBS

137 mM NaCl
2,7 mM KCl
1,5 mM KH2PO4

8,3 mM NaH2PO4
pH 7,4

Das kardiale Blut der euthanisierten Mäuse wurde durch Punktion des rechten Ventrikels 

entnommen und mit 50 μL Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, 100 mM, s. Tabelle 5) 

antikoaguliert. Anschließend wurden die Blutproben für 15 min bei 800 × g und 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein frisches Mikroreaktionsgefäß überführt und für 

weitere 5 min bei 15871 × g und 4 °C zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde aliquotiert 

und bis zur vorgesehenen Analyse bei -80 °C gelagert.

Tabelle 5: Verwendete Lösungen zur Gewinnung von Blutplasma

Substanz Katalognummer Hersteller

Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA)

6381-92-6
Carl Roth GmbH + Co 
KG, Karlsruhe, Deutschland



Um die Konzentrationen von nicht-veresterten freien Fettsäuren (non-esterified fatty acids, 

NEFA) im Blutplasma zu bestimmen, wurde ein enzymatisches Kit verwendet (NEFA-HR (2), 

Wako Chemicals GmbH, Neuss, Deutschland). Das Testprinzip beruht auf der enzymatischen 

Umsetzung der NEFA zu einem violetten Farbkomplex unter Zugabe der Enzyme Acyl-

Coenzym A (Acyl-CoA)-Synthetase und Acyl-CoA-Oxidase. 

Das Blutplasma wurde wie unter Punkt 2.9 beschrieben gewonnen. Für die Standardreihe 

wurde der NEFA-Standard in den Konzentrationen 0, 0,125, 0,25, 0,5 und 1 mmol/L verdünnt. 

Es wurden jeweils 4 μL der Proben und Standardlösungen in eine unbeschichtete 96-Well-

Platte pipettiert. Zu den 4 μL Probe und Standardlösung wurden 200 μL des Farbreagenz R1 

pipettiert und die 96-Well-Platte in einem Wärmeschrank bei 37 °C für 5 min inkubiert. Nach 

der Inkubation wurden 100 μL des Farbreagenz R2 hinzugegeben und die Platte für weitere 5 

min bei 37 °C inkubiert. Die Absorptionen der Standardreihe und Proben wurde mit Hilfe eines 

Mikrotiterplatten-Photometers (Synergy MXTM, BioTek® Instruments, Inc., Winooski, Vermont, 

United States) bei 450 nm gemessen und mit der Software Gene5TM 2.05 (BioTek Instruments, 

Inc., Winooski, Vermont, United States) analysiert. 

Für die quantitative Bestimmung der Glukosekonzentrationen im Blutplasma und roten 

Knochenmark wurde ein enzymatisches Kit verwendet (GLUCOSE Liquicolor, HUMAN 

Gesellschaft für Biochemica und Diagnostica mbH, Wiesbaden, Deutschland). Das Testprinzip 

beruht auf der enzymatischen Umsetzung von Glukose zu Chinonimin unter Zugabe der 

Enzyme Glukoseoxidase und Peroxidase. 

Das Blutplasma wurde wie unter Punkt 2.9 und das rote Knochenmark wie unter Punkt 2.8 

beschrieben gewonnen. Für die Standardreihe wurde der Glukose-Standard in den 

Konzentrationen 0,8, 1,6, 3,2, 6,4, 12,8, 25, 75, 51,5, 113 mg/dL verdünnt. Für die 

Untersuchung des Blutplasmas wurden jeweils 10 μL der Plasmaproben, für die Analyse des 

roten Knochenmarks 10 μL einer 1:80-Verdünnung des roten Knochenmarks mit PBS 

verwendet. Zusätzlich wurden jeweils 10 μL der Standardlösungen in eine unbeschichtete 96-

Well-Platte pipettiert. Zu den Proben und Standardlösungen wurden jeweils 300 μL des 

Farbreagenz (R1) pipettiert und die Platte in einem Wärmeschrank bei 37 °C für 5 min 

inkubiert. Die Absorption der Proben und Standardlösungen wurde mit Hilfe eines 

Mikroplattenlesers (Synergy MXTM, BioTek® Instruments, Inc., Winooski, Vermont, United 



States) bei 500 nm gemessen und mit der Software Gene5TM 2.05 (BioTek Instruments, Inc., 

Winooski, Vermont, United States) analysiert.

Im Rahmen dieses Versuches wurde der Fettsäuretransfer von BMAds auf Linien-negative 

(Lin-) HSPC in vitro untersucht. 

Das rote Knochenmark aus den Femura, das BMAT sowie das rote Knochenmark aus beiden 

Tibiae wurden wie unter Abschnitt 2.8 beschrieben gewonnen und das rote Knochenmark aus 

Femura und Tibiae gepoolt. Unter sterilen Bedingungen wurde das BMAT mit 5 μM BODIPYTM 

FL C16 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA), einer lipophilen 

Substanz, die sich in den Zellmembranen von Adipozyten anreichert, in DMEM mit 0,5 % BSA 

versetzt und für sechs Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Isolation der Lin- 

Stammzellen aus dem Knochenmark erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen Kits (Lineage Cell 

Depletion Kit, mouse, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) nach 

Herstellerangaben. Mit diesem Kit wurden Lineage-Antigene exprimierende Zellen (Lin+) mit 

monoklonalen Antikörpern und MicroBeads magnetisch markiert und von den Lin--Zellen 

abgetrennt, indem sie auf Magnetic Activated Cell Sorting (MACS®)-Säulen (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Deutschland) im Magnetfeld eines MACS®-Separators (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Deutschland) aus der Knochenmarkssuspension zurückgehalten werden. 

Da die Lin--Zellen nicht magnetisch markiert wurden, wurden sie nicht auf der Säule 

zurückgehalten und befanden sich in der Durchflussfraktion. Nach der Isolation wurden die 

Lin--Zellen in mit 20 % FCS (Fetales Kälberserum) und 1 % Penicillin/Streptomycin (PS) 

versetztem DMEM aufgenommen. Jeweils 300.000 Lin- Zellen einer Probe wurden in einem 

Well einer 12 Well Zellkulturplatte ausplattiert. 

Nach der sechsstündigen Inkubation des BMAT mit BODIPYTM FL C16 wurde das Fettgewebe 

zweimal mit DPBS gewaschen, um überschüssiges BODIPYTM zu entfernen und anschließend 

in insgesamt 120 μL DMEM mit 20 % FCS (Fetales Kälberserum) und 1 % 

Penicillin/Streptomycin (PS) aufgenommen. Für das Ansetzen der Co-Kultur wurde das in 

Medium suspendierte BMAT in einen sterilen Zellkultureinsatz mit einer 0,4 µm dicken 

Membran aus Polyethylenterephthalat pipettiert. Der Zellkultureinsatz wurde in das jeweilige, 

mit Probe versetze Well der 12-Well-Zellkulturplatte eingesetzt. Die Co-Kultivierung erfolgte 

für 13 Stunden über Nacht bei 37 °C und 5 % CO2.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die das BMAT enthaltende Zellkultureinssätze 

verworfen und die isolierten Lin- Zellen zweimal mit DBPS gewaschen. Die Zellen wurden 

anschließend wie unter Abschnitt 2.12.4 beschrieben durchflusszytometrisch analysiert.



Zur Quantifizierung von Stamm- und Immunzellen in Blut, rotem Knochenmark und Herz 

wurden Analysen mittels Fluoreszenaktivierter Zellanalyse (Fluorescence-Activated Cell 

Analysis, FACS, Durchflusszytometrie) durchgeführt. Die Gewebe wurden zu 

Einzelzellsuspensionen aufgearbeitet und die Zellen mittel mit Fluorochromen konjugierten 

Antikörpern durchflusszytometrisch sichtbar gemacht. 

Zur quantitativen Bestimmung der Immun- und Stammzellen aus dem Blut, roten 

Knochenmark und Herzen wurden zusätzlich Flow-Count Fluorospheres (Beckman Coulter 

Inc., Krefeld, Deutschland) zugesetzt. Die Einzelzellsuspensionen des Bluts, roten 

Knochenmarks und Herzen wurden anschließend mit dem LSRFortessaTM 

Durchflusszytometer (BD Bioscience, San Jose, Kalifornien, USA) gemessen, die aus dem 

roten Knochenmark isolierten Lin--Stammzellen, die zuvor mit BodiPY-beladenen BMAds co-

kultiviert wurden (s. Abschnitt 2.12.4), mit dem FACSymphonyTM A1 Analyzer (BD Bioscience, 

San Jose, Kalifornien, USA). 

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software FlowJoTM (BD Bioscience, San Jose, 

Kalifornien, USA). Die Gating-Schemata der durchgeführten durchflusszytometrischen 

Analysen sind in den Appendices 2-6 dargestellt. Die für die Durchflusszytometrie 

verwendeten Puffer und Lösungen sind nachfolgend in Tabelle 6 und Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 6: Verwendete kommerzielle Puffer und Lösungen für durchflusszytometrische Analysen

Substanz Katalognummer Hersteller

Dulbecco's Balanced Salt 
Solution (DPBS)

14190144
Gibco®, Life Technologies, 
Paisley, Florida, USA

BD FACSFlowTM 
(isotoner FACS Puffer)

41116015
BD Bioscience, San Jose, 
Kalifornien, USA

Tabelle 7: Verwendete nicht kommerzielle Puffer und Lösungen für durchflusszytometrische 
Analysen

Puffer/Lösung Zusammensetzung

PEB-Puffer
2 mM EDTA
0,5 % (v/v) BSA 
in DPBS

Fixierlösung
1 % (v/v) Roti®-Histofix 10 % 
in PBS

Hypotoner Erythrozyten-Lysepuffer
155 mM NH4Cl
10 mM KHCO3

0,1 mM EDTA



™

Tabelle 8 Tabelle 9



Tabelle 8: Verwendete Antikörper für die durchflusszytometrische Analyse der Immunzellen im 
roten Knochenmark

Antikörper Klon Hersteller

CD45-PE 30-F11
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD3-AlexaFluor 700 17A2
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD11b-PE/Dazzle 594 M1/70
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD19-PacificBlue 6D5
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD115-BrilliantViolett 711 AFS98
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Ly6G-BrilliantViolet 650 1A8
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Ly6C-APC/Cy7 HK1.4
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD4-FITC RM4-5
Life Technologies Corp. 
Carlsbad, Kalifornien, USA

LIVE/Dead™ Fixable Aqua -
Life Technologies, Eugene, 
Oregon, USA

Purified anti-mouse CD16/32 
(Fc-Block)

93
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Tabelle 9: Verwendete Antikörper für die durchflusszytometrische Analyse der 
hämatopoetischen Stammzellen im roten Knochenmark

Antikörper Klon Hersteller

Lineage-AlexaFluor 700
145-2C11; RB6-8C5; RA3-
6B2; Ter-119; M1/70

BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD34 PE/Dazzle SA376A4
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD16/32-BrilliantViolett 421 93
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD48-PE HM48-1
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD117(c-Kit)-PE/Cy7 2B8
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Sca-1-BrilliantViolett 650 D7
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD150-PE/Cy5 TC1512F12.2
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

LIVE/Dead™ Fixable Aqua -
Life Technologies, Eugene, 
Oregon, USA

https://www.biolegend.com/de-de/search-results?Clone=RB6-8C5
https://www.biolegend.com/de-de/search-results?Clone=RA3-6B2
https://www.biolegend.com/de-de/search-results?Clone=RA3-6B2
https://www.biolegend.com/de-de/search-results?Clone=Ter-119
https://www.biolegend.com/de-de/search-results?Clone=M1/70


Das Blut wurde wie in Abschnitt 2.9 beschrieben entnommen. Zur unspezifischer 

 wurden die Proben für 10 min bei 4 °C mit 

einem purified anti-mouse CD16/32-Antikörper inkubiert. Anschließend erfolgte eine 15-

minütige Inkubation bei 4 °C mit einer spezifischen Antikörperkombination, um die 

gewünschten Zellpopulationen zu färben. Für die Lyse der Erythrozyten wurden die Proben 

für 7 min bei 4 °C mit einem hypotonen Erythrozyten-Lysepuffer inkubiert und anschließend 

für 10 min bei 800 x g und 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in PEB 

resuspendiert und mit einer Fixierlösung versetzt. Die Zellsuspension wurde für 20 min bei RT 

inkubiert. Zur weiteren Aufreinigung wurden die Proben erneut mit PEB gewaschen und für 10 

min bei 800 x g und 4 °C zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in PEB resuspendiert 

und die Zellen anschließend durchflusszytometrisch erfasst.

Antikörper Klon Hersteller

CD45-PE 30-F11
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD3-AlexaFluor 700 17A2
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD11b-PE/Dazzle 594 M1/70
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD19-PacificBlue 6D5
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD115- BrilliantViolett 711 AFS98
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Ly6G- BrilliantViolett 650 1A8
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Ly6C-APC/Cy7 HK1.4
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD4-FITC RM4-5
Life Technologies Corp. 
Carlsbad, Kalifornien, USA

CD8a-AF647 53-6.7
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Purified anti-mouse CD16/32 
(Fc-Block)

93
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA



Hank‘s Balanced Salt s

unspezifische Antikörperbindungen an Fc-Rezeptor exprimierende Zellen zu unterbinden

™

Tabelle 11: Verwendete Antikörper für die durchflusszytometrische Analyse kardialer 
Immunzellen

Antikörper Klon Hersteller

CD45-AlexaFluor 488 30-F11
BioLegend, San Diego, CA, 
USA

CD11b-BrilliantViolett 711 M1/70
BioLegend, San Diego, CA, 
USA

Ly6G-APC/Fire 1A8
BioLegend, San Diego, CA, 
USA

CD64-APC X54-5/7.1
BioLegend, San Diego, CA, 
USA

MHCII-PE/Dazzle M5/114.15.2
BioLegend, San Diego, CA, 
USA

CCR2-BrilliantViolett 421 SA203G11
BioLegend, San Diego, CA, 
USA



Ly6C-AlexaFluor 700 HK1.4
BioLegend, San Diego, CA, 
USA

MertK-PE 2B10C42
BioLegend, San Diego, CA, 
USA

LIVE/Dead™ Fixable Aqua -
Life Technologies, Eugene, 
OR, USA

CD16/32-BrilliantViolett 421 93
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Verwendete Antikörper für die durchflusszytometrische Analyse der aus 
Knochenmarkadipozyten aufgenommenen BodiPY-gekoppelten Fettsäuren in hämatopoetische 
Stamm- und Progenitorzellen des roten Knochenmarks

Antikörper Klon Hersteller

Lineage-AlexaFluor 700
145-2C11; RB6-8C5; RA3-
6B2; Ter-119; M1/70;

BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Fixable Viabilility Stain /
BD Bioscience, San Jose, 
Kalifornien, USA

CD34 PE/Dazzle SA376A4
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD16/32-BrilliantViolett 421 93
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

CD117(c-Kit)-PE 2B8
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA

Ly6A/E (Sca-1)-RealBlue TM 
744

D7
BioLegend, San Diego, 
Kalifornien, USA



Alle Paraffinschnitte wurden mit einem 

Die Aufnahmen der gefärbten Paraffinschnitte wurden mit Hilfe eines Zeiss 

AxioObserver.Z1 Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Deutschland) 

gemacht. Die Auswertungen der Hämatoxylin & Eosin (H&E)-Färbungen und der Gomori-

Trichrom-Färbung erfolgte mit der Software ZEN 3.8 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, 

Oberkochen, Deutschland), die Analyse der Mac-2-Färbung mit der Software Fiji (frei 

zugänglich unter der GNU General Public License veröffentlicht).

Tabelle 13 und Tabelle 14 dargestellt



Tabelle 13: Verwendete kommerzielle Lösungen und Chemikalien für histologische Färbungen

Substanz Katalognummer Hersteller

Hämalaunlösung nach Meyer 1.09249
Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland

Eosin 32855
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA

Bouin Fixiergemisch 6482.1
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

Weigert’s Eisenhämatoxylin-
Lösung

HT1079
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA

Chromotrop 2R (Benzolazo-
2-chromotropsäure 
Dinatriumsalz)

C3143-25G
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA

Essigsäure 100 % 6755.1
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

Anilinblau 4002.1
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

Phosphorwolframsäure 12501-23-4
Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland

ROTICLEAR® A538.1
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

Roti®-Mount HP68.1
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

H2O2-Blockierlösung CP26.1
Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutschland

3,3´-Diaminobenzidin (DAB) DA-530
Zytomed Systems GmbH, 
Berlin, Deutschland

Tris (Sigma7-9) T1378
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA

Bovines Serumalbumin 
(BSA)

10711454001
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri, USA

Fetales Kälberserum (FCS) 11573397
Gibco®, Life Technologies™, 
Paisley, Florida, USA



Tabelle 14: Zusammensetzung nicht-kommerzieller Lösungen für histologische Färbungen

Lösung Zusammensetzung

Färbelösung nach Gomori

0,6 g Chromotrophe 2R
0,3 g Anilinblau
1 mL Eisessig
0,8 g Phosphorwolframsäure
ad 100 mL destilliertes Wasser

Trispuffer
0,5 M Tris-HCl 
in destilliertem Wasser, pH 7,6

TB (10x)
Trispuffer
Tris
1:10 in destilliertem Wasser

TBS (10x)
24,2 g Tris
80,0 g NaCl 
ad 1 L, pH 7,6

1 % BSA-Lösung
1 g BSA 
in 100 ml PBS

3 % H2O2-Blockierlösung
10 ml 30 % H2O2 
in 90 ml PBS

Blockierlösung 

10 % 10x TBS 
10 % FBS 
1 % BSA 
in destilliertem Wasser

Antikörper Katalognummer Hersteller

Anti Ratte-Mac-2 CL8942AP
Cedarlane, Burlington, 
Kanada

Anti Ratte-IgG2a HRP NB7126
Novus Biologicals, Inc., 
Littleton, Colorado, USA

5 μm dicke konsekutive Paraffinschnitte der Tibia bzw. des BAT angefertigt, wobei 

vom BAT Quer- und von der Tibiae Längsschnitte erzeugt wurden. 

 zunächst dreimal für je 15 min mit 
® (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) entparaffiniert. Durch eine 

absteigende Ethanolreihe (100 %, 96 %, 70 % Ethanol) für jeweils 2 min erfolgte die 

Rehydrierung der Paraffinschnitte. Zur Blaufärbung der Zellkerne wurden die Objektträger für 



eine Minute mit Hämalaun-Lösung (Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland) inkubiert und für 

10 min unter fließendem Leitungswasser gespült. Abschließend wurde das Zytoplasma durch 

die Behandlung mit einer 1 %igen Eosin-Lösung (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 

gefärbt. Mithilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 96 %, 100 % Ethanol) mit jeweils 

zweiminütiger Inkubationszeit wurden die Paraffinschnitte schließlich entwässert. 

Abschließend wurde das Eindeckmedium Roti®-Mount verwendet, um die gefärbten 

Paraffinschnitte mit Deckgläsern abzudecken.

5 μm dicke 

jeweils ca. 330 μm in Paraffin 

®

Bouin-Lösung (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) 

Weigert’s Eisenhämatoxylin-Lösung (Sigma Aldrich, 

Darmstadt, Deutschland). Nachdem die Objektträger erneut 5 

 Gomori-Färbelösung 

(s. Tabelle 14) inkubiert. Zur Differenzierung und Fixierung wurden sie anschließend zweimal 

für jeweils 2 min mit 0,5 %iger Essigsäurelösung inkubiert. Mithilfe einer aufsteigenden 

Ethanolreihe (70 % und 96 % Ethanol für jeweils 2 min, 100 % Ethanol zweimal für jeweils 2 

min) wurden die Paraffinschnitte schließlich entwässert. Abschließend wurde das 

Eindeckmedium Roti®-Mount verwendet, um die gefärbten Paraffinschnitte mit Deckgläsern 

abzudecken.

β



Pro Herz wurden zehn 5 μm dicke Schnittebenen mit einem Abstand von jeweils 350 μm 

beginnend an der Herzspitze in Richtung der Koronarligatur angefertigt. 

®

Abschließend wurde das 

Eindeckmedium Roti®-Mount verwendet, um die gefärbten Paraffinschnitte mit Deckgläsern 

abzudecken.

Für die Auswertung wurden die Schnittebenenen 5, 6 und 7 verwendet. 

μL 



Tabelle 16

Tabelle 16: Verwendete kommerzielle Lösungen und Chemikalien für die Gewinnung von 
Überständen des Knochenmarkfetts

Substanz Katalognummer Hersteller

Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium (DMEM)

11965092
Gibco®, Life Technologies, 
Paisley, Florida, USA

Fetales Kälberserum (FCS) 11573397
Gibco®, Life Technologies, 
Paisley, Florida, USA

Penicillin-Streptomycin (PS) 15140122
Gibco®, Life Technologies, 
Paisley, Florida, USA

Dulbecco's Balanced Salt 
Solution (DPBS)

14190144
Gibco®, Life Technologies, 
Paisley, Florida, USA

In Zusammenarbeit mit Frau Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan Lehr aus dem Deutschen 

Diabetes Zentrum (DDZ), Leibniz Zentrum für Diabetes-Forschung der Heinrich-Heine-

Universität Düsseldorf wurde das Sekretionsprofil von murinen BMAT-Überständen sowie 

Überständen des roten Knochenmarks quantitativ mittels Multiplex-Analyse analysiert. 

Verwendet wurde ein Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine Kit (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

Kalifornien USA), mit welchem folgende Chemokine und Zytokine quantitativ ermittelt wurden: 

Eosinophil-chemotaktisches Chemokin (Eotaxin), Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor 
(G-CSF), Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), Interleukin (IL)-

1α, IL-1β, IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17, MIP-1α, MIP-1β, TNF-α, 

Interferon (INF)-γ RANTES (regulated and normal T cell expressed and secreted) und 

Keratinozyten-anlockender Chemokin-Faktor/CXCL1 (KC).



In Zusammenarbeit mit Fr. Dr. Ann Kathrin Bergmann von der Core Facility 

Elektronenmikroskopie des Universitätsklinikum Düsseldorf wurden die aus dem BMAT 

isolierten Partikel elektronenmikroskopisch analysiert. Das BMAT wurde wie in Abschnitt 2.15 

beschrieben aufbereitet. 

Für die Analyse wurden die Proben mit einem Fixans, bestehend aus 2,5 % Glutaraldehyd und 

4 % Paraformaldehyd in Cacodylatpuffer (pH 7,4), im Verhältnis 1:3 oder 1:5 für 10 min fixiert. 

Es wurden 5 μL der Probe auf ein Kupfernetz pipettiert, dieser Ansatz für eine Minute bei RT 

inkubiert und anschließend wieder abgesaugt. Zur Kontrasterhöhung wurden 5 μL einer 1,5 % 

Uranylacetatlösung auf das Kupfernetz pipettiert und nach einer 1-minütigen Inkubation wieder 

abgesaugt. Dieser Schritt wurde zwei weitere Male durchgeführt, bevor die Proben auf dem 

Kupfernetz elektronenmiskroskopisch analysiert wurden. Verwendet wurde das 

Elektronenmikroskop Hitachi H7100 TEM (Hitachi, Tokio, Japan) mit Morada Kamera (EMSIS 

GmbH, Münster, Deutschland). Es wurde eine Beschleunigungsspannung von 100 kV 

verwendet.
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Diskussion

Das verwendete Mausmodell stellt eine geeignete experimentelle Grundlage zur 

Untersuchung prädiabetischer Stoffwechselveränderungen dar und weist eine hohe 

Übertragbarkeit auf die klinische Situation des Menschen auf. Die Zusammensetzung der Diät 

im DIO-Modell spiegelt typische Ernährungsgewohnheiten (z. B. fett- und zuckerreiche 

Nahrung), die auch bei betroffenen Patienten beobachtet werden, wider und führt bei Mäusen 

zu vergleichbaren metabolischen Veränderungen wie beim Menschen [188]. Neben der 

gestörten Glukosehomöostase induziert das DIO-Modell weiterhin das Auftreten einer milden 

Neuropathie und gestörten Wundheilung. Es ermöglicht die Untersuchung des langsamen, 

progressiven Verlaufs der Insulinresistenz und spiegelt somit die Frühphase der Pathogenese 

des menschlichen Prädiabetes realistisch wider [190].
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eine Kontrolldiät („Kontrolle“) oder 
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