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Abkürzungsverzeichnis 
Acsl1 Acyl-CoA Synthetase-1 

Angptl4  Angiopoetin-like 4 Gen 

ANOVA Analysis of variance = Varianzanalyse 

Anp Atriales natriuretisches Peptid 

ARB Angiotensin-II Rezeptor Subtyp 2 Antagonist 

BNP natriuretisches Peptid Typ B 

BSA Bovines Serumalbumin 

C16:0 Palmitinsäure 

C18:0 Stearinsäure 

cDNA Complementary RNA = Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

Claycomb-Medium- Claycomb-Hungermedium mit 0,5 % FBS  

Claycomb-Medium+ Claycomb-Medium mit 10 % FBS und Noradrenalin 

CPDB Consensus Path Database  

Cpt1b Carnitine Palmitoyltransferase 1B 

d H2O Destilled Water = Destilliertes Wasser 

DBD DNA-bindende Domäne 

dd H2O Double-Destilled Water = Reinstwasser 

DMSO Dimethylsulfoxid  

dNTP Nukleosidtriphosphat 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EF Ejection Fraction = Ejektionsfraktion 

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure 

FBS Fetal Bovine Serum = Fetales Kälberserum 

FC Fold Change = x-facher Unterschied 

FS Fractional Shortening = Linksventrikuläre Verkürzungsfraktion 

GCS Global Circumferential Strain = Globaler zirkumferentieller Strain 

GCSR Global Circumferential Strain Rate = Globale zirkumferentielle Strain Rate 

GLS Global Longitudinal Strain = Globaler longitudinaler Strain 

GLSR Global Longitudinal Strain Rate = Globale longitudinale Strain Rate 

GRS Global Radial Strain = Globaler radialer Strain 

GRSR Global Radial Strain Rate = Globale radiale Strain Rate 

HDL High Density Lipoprotein 

HFpEF Heart Failure with preserved Ejection Fraction = Herzinsuffizienz mit erhaltener 

Ejektionsfraktion 

HFrEF Heart Failure with reduced Ejection Fraction = Herzinsuffizienz mit reduzierter 
Ejektionsfraktion 

HG Herzgewicht 

HG/TL Herzgewicht in Relation zur Tibialänge 

HI Herzinsuffizienz 

Hilpda hypoxia inducible lipid droplet associated Gen 

hs-CRP High sensitivity C-reaktives Protein = Hochsensitives C-reaktives Protein 
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IGF-1 Insulin-like-Growth-Factor-1 

IL Interleukin 

IVS interventricular septum = Diastolische Septumdicke 

KHK Ischämische Herzkrankheit 

KO Knock Out = „außer Gefecht setzen“ 

LBD Liganden-bindende Domäne 

LDL Low Density Lipoprotein 

Lpl Lipoproteinlipase 

LPS Lipopolysaccharide 

LRPs Low-Density-Lipoprotein-Receptor-Related Proteins 

LV linksventrikulär 

LVAW Left Ventricular Anterior Wall Diameter = linksventrikulärer Durchmesser der anterioren 

Wand 

LVID Left Ventricular Inner Diameter linksventrikuläre innerer Durchmesser 

LVM Linksventrikuläre Masse 

LVM/KG Linksventrikuläre (gemessen in der Echokardiographie) in Relation zum Körpergewicht 

LVM/TL Linksventrikuläre (gemessen in der Echokardiographie) in Relation zur Tibialänge 

LVPW Left Ventricular Posterior Wall Diameter = linksventrikulärer Durchmesser der 

posterioren Wand 

mFC Mean Fold Change = durchschnittlicher x-facher Unterschied 

mRNA Messenger RNA = Botenribunukleinsäure 

mTOR mammalian Target of Rapamycin 

n Anzahl technischer Replikate 

N Anzahl der Versuchswiederholungen 

NESTs Network neighborhood-based entity sets  

NF-κB Nuclear Factor κB 

NH Nukleäre Hormonrezeptoren 

P Signifikanzniveau 

p. o. per os 

PBS Phosphat Buffered Saline = Phosphatgepufferte Salzlösung 

PC Principal component analysis = Hauptkomponentenanalyse 

Pdk4 Pyruvat Dehydrogenase Kinase 4 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 

PL Perfusionslösung 

PMK Primäre Maus-Kardiomyozyten 

PPAR Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren 

PPRE Peroxisom Proliferator Response Element = Peroxisom Proliferator Antwort Element 

qRT-PCR Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion 

RIN RNA Integrity Number = RNA Integritätsnummer 

RIPA Radioimmuno-precipitation assay buffer = Radioimmunpräzipitation Assay Puffer 

RIPA-Puffer+ RIPA-Puffer mit Proteasen- und Phosphataseninhibitor 

RNA Ribonucleic Acid = Ribonukleinsäure 
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s. c. subkutan 

SCD1 Stearoyl-CoA-Desaturase 

T/E Trypsin/EDTA 

T2DM Typ 2 Diabetes mellitus 

TAC Transverse Aortic Constriction = Transverses Aortenkonstriktionsmodell 

TBST Tris-buffered saline with Tween = Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween 

TL Tibialänge 

TNFα Tumor Nekrose Faktor α 

Wnt Wingless und Int-1 

WT Wildtyp 

β-MHC Myosin Heavy Chain 
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Zusammenfassung 
Palmitoleinsäure (C16:1n7) ist eine einfach ungesättigte Fettsäure, die anti-

inflammatorische Eigenschaften besitzt und physiologische kardiale Hypertrophie 

induzieren kann. Die molekularen Mechanismen hinter diesem Effekt sind jedoch 

wenig verstanden.  

Diese Arbeit beschäftigt sich mit intrazellulären Signalwegen, die durch C16:1n7 

induziert werden. Hierzu wurden adulte primäre murine Kardiomyozyten (PMK) mit 

C16:1n7 und/oder bovinem Serumalbumin als Kontrolle für 3 h stimuliert und mittels 

RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) das Genexpressionsprofil untersucht. Die 

Bestätigung von ausgewählten RNA-Seq Zielgenen erfolgte mittels 

Stimulationsexperimenten in HL-1 Zellen und PMK. Mittels Consensus Pathway Data 

Base (CPDB) wurde eine overrepresentation-Analyse der RNA-Seq Ergebnisse 

durchgeführt. Anschließend wurde ein Mausmodell des Isoproterenol (ISO) 

induzierten Schadens genutzt, um die Effekte von C16:1n7 auf kardiales Remodeling 

zu untersuchen. Hierfür erhielten 129sv Mäuse C16:1n7 oder Wasser (H2O) oral (p. 

o.) für 22 Tage (d) -/+ ISO subkutan (s. c.) für 4 d. Eine transthorakale 

Echokardiographie wurde nach 1 und 13 d nach der Applikation durchgeführt sowie  

Strain und konventionelle Echokardiographieparameter ausgewertet. Die Herzschnitte 

wurden mit Pikro-Siriusrot gefärbt. Zudem wurden qRT-PCR Analysen des 

Herzgewebes durchgeführt. 

In der RNAseq-Analyse waren in den mit C16:1n7 stimulierten PMK 129 Gene 

differentiell exprimiert, unter anderem Angiopoetin-like factor 4 (Angptl4) und Pyruvat 

Dehydrogenase Kinase 4 (Pdk4), beides Zielgene des nukleären Hormonrezeptors 

PPARδ. In weiteren Stimulationsexperimenten wurde diese Hochregulation bestätigt. 

Die CPDB-Analyse zeigte, dass mehrere Fibrosesignalwege durch C16:1n7 

beeinflusst werden, unter anderem der Wnt- und TGF-β-Signalweg.   

In der echokardiographischen Auswertung konnte ein protektiver Einfluss von C16:1n7 

auf das Herz dokumentiert werden. Der globale longitudinale Strain (GLS), der eng mit 

dem Ausmaß der subendokardialen Fibrose assoziiert ist, wurde durch die 

Behandlung mit C16:1n7 verbessert sowie die endokardiale Fibrose in der Histologie 

reduziert. Obwohl die Regulation der PPARδ-Zielgene durch C16:1n7 in vivo nicht 

reproduziert werden konnten, wurde die Genexpression von Cluster of differentiation 
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68 (Cd68) durch C16:1n7 signifikant reduziert, was auf eine anti-inflammatorische 

Wirkung hindeuten könnte. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass C16:1n7 vor kardialer Fibrose 

schützen kann. Dies könnte durch eine anti-inflammatorische Wirkung der Fettsäure 

bedingt sein. Diese Studie liefert einen Hinweis darauf, dass diätetische Interventionen 

mit C16:1n7 einen schützenden Effekt vor der Entwicklung von kardialer Fibrose, z. B. 

bei Herzinsuffizienz, vermitteln könnte. 

 

Abstract  
Palmitoleic acid (C16:1n7) is a monounsaturated fatty acid with anti-inflammatory 

properties. It was identified as a regulator of physiological cardiac hypertrophy. The 

underlying mechanism of this effect remains elusive. The aim of this study was to 

investigate the molecular pathways involved in C16:1n7-responses in adult primary 

murine cardiomyocytes (PMC) using a RNA sequencing (RNA-Seq) approach. In 

addition, a mouse model of isoproterenol (ISO)-induced cardiomyopathy was used to 

study the effects of C16:1n7 on cardiac remodeling in vivo.  

RNAseq revealed 129 genes differentially expressed in PMC stimulated with C16:1n7, 

including highly regulated Angiopoietin-like factor 4 (Angptl4) and Pyruvate 

Dehydrogenase Kinase 4 (Pdk4), both target genes of the nuclear hormone receptor 

PPARδ. qRT-PCR analysis of HL-1 cells and PMC treated with C16:1n7 confirmed this 

upregulation. The CPDB analysis revealed several fibrosis pathways (including Wnt 

and Tgf-β) that were regulated by C16:1n7.  

Echocardiographic analysis indicated a cardioprotective effect of C16:1n7 in ISO-

treated mice. Global longitudinal Strain (GLS), which is closely associated with 

subendocardial fibrosis, was significantly improved under C16:1n7 treatment and 

histological analysis showed diminished subendocardial fibrosis. Although the 

regulation of the PPARδ target genes by C16:1n7 could not be replicated, gene 

expression of Cluster of differentiation 68 (Cd68) was significantly downregulated by 

C16:1n7, suggesting an anti-inflammatory action of C16:1n7.  

In conclusion it could be shown that C16:1n7 might influence cardiac remodeling, 

especially cardiac fibrosis. This might be mitigated by an anti-inflammatory effect of 

the fatty acid. This study indicates that a dietary intervention with C16:1n7 might be 

beneficial in heart conditions associated with cardiac fibrosis, e.g. heart failure. 
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1 Einleitung 
1.1 Lipide als Bausteine des Lebens 
Lipide sind ein wichtiger Grundbaustein des menschlichen Körpers und an zahlreichen 

physiologischen Prozessen beteiligt. Das Grundgerüst der Lipide, die Fettsäure, 

besteht aus einer Kohlenwasserstoffkette mit einer endständigen Carboxylgruppe [1] 

und kann, je nach Zweck, weiter modifiziert werden.  

Zur Energiespeicherung können Fettsäuren z. B. zu Triacylglyceriden umgewandelt 

werden und dienen, neben Kohlenhydraten und Proteinen, als energiereicher Speicher 

der ATP-Gewinnung [2]. Als Phospholipide sind sie Teil der Zellmembran und 

beeinflussen durch ihre Zusammensetzung zelluläre Funktionen wie das Budding oder 

Fission und Fusion von Vesikeln [3]. Andere Moleküle können ebenfalls durch 

Konjugation von Fettsäuren modifiziert werden und neue Funktionen erhalten, 

beispielsweise Proteine. So können sie durch diese sog. Acylierung als Lipoproteine 

wie Chylomikronen Fette und Cholesterol im Blut transportieren und spielen eine 

essentielle Rolle in der Atheroskleroseentwicklung [4].  

Zudem können Fettsäurederivate hormonähnliche Eigenschaften besitzen [5]. Ein 

Hormon ist dadurch charakterisiert, dass es in einem endokrinen Organ gebildet wird 

und mit dem Blut zu einem anderen, dem Zielorgan, transportiert wird [6]. Dort steuert 

es bestimmte Stoffwechselprozesse [6]. Beispiele hierfür sind die 

Arachidonsäurederivate Eicosanoide und Leukotriene, die pro-inflammatorisch wirken, 

wie auch die pro- oder anti-inflammatorischen Prostaglandine [7]. Als Regulatoren sind 

sie an verschiedenen biologischen Prozessen, wie beispielsweise der Regulation des 

Vasotonus oder der Magensäuresekretion, beteiligt [7]. Des Weiteren können aus dem 

Fettgewebe freie Fettsäuren mittels Lipolyse in das Blut abgegeben werden, die auf 

andere Organe, z. B. das Herz, Einfluss haben [8,9]. 

Es stellt sich daher die Frage, ob bereits freie Fettsäuren eine Wirkung an einem fern 

gelegenen Organ entfalten können. So konnten Cao et al. zeigen, dass es sich bei der 

einfach ungesättigten Fettsäure Palmitoleinsäure (C16:1n7) um ein sog. Lipokin 

handelt [10,11]. Ein Lipokin, oder Lipidhormon, ist eine Fettsäure, die hormonähnliche 

Wirkungen entfaltet [11]. Zudem geht aus einer Arbeit von Riquelme et al. hervor, dass 

freie Fettsäuren eine sog. physiologische Herzhypertrophie induzieren können [12]. 

Auch hier scheint C16:1n7 eine besondere Rolle einzunehmen, wie Riquelme et al. 

und Foryst-Ludwig et al. zeigen konnten [9,12].  
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1.2 Palmitoleinsäure (C16:1n7) und ihre Rolle im menschlichen Körper 
C16:1n7 ist eine einfach ungesättigte Fettsäure mit einer Doppelbindung zwischen den 

Kohlenstoffatomen 9 und 10 und ist Teil der Omega-7 Fettsäuren [13]. Sie kann als 

cis- oder trans-Isomer vorliegen [14]. Es handelt sich um eine nicht-essenzielle 

Fettsäure [10,15]. Somit kann sie sowohl endogen synthetisiert als auch über die 

Nahrung aufgenommen werden [10,15].  

C16:1n7 wird im Körper v. a. im Fettgewebe gespeichert und ist an verschiedenen 

Stellen im Körper in unterschiedlichen Konzentrationen angereichert. Es gibt jedoch 

geschlechts- und altersspezifische Unterschiede in der Verteilung der Fettsäure [16–

20]. So ist mehr C16:1n7 im subkutanen Fettgewebe als im perirenalen Fettgewebe 

zu finden [21]. Besonders reich an der Fettsäure sind die Fettdepots im Oberarm und 

Oberschenkel [22]. Das gluteofemorale Fettgewebe scheint eine Schlüsselrolle in der 

Freisetzung und Synthese von C16:1n7 zu erfüllen, wie Pinnick et al. im Menschen 

zeigen konnten [19]. Zudem nimmt die Konzentration von C16:1n7 im Fettgewebe im 

Alter ab [17,18]. Da Frauen insgesamt mehr C16:1n7 im Fettgewebe speichern als 

Männer, scheint es zudem geschlechtsspezifische Unterschiede in der Speicherung 

dieser Fettsäure zu geben [19,20].  

Eine Möglichkeit, die endogenen Spiegel an C16:1n7 zu beeinflussen, ist die 

dietätische Zuführung der Fettsäure [23]. Insbesondere Macadamianüsse, Lachs und 

Sanddorn enthalten hohe Konzentrationen an C16:1n7 [16,24,25]. Griel et al. konnten 

in einer Cross-Over Studie mit kontrollierter Nahrungsaufnahme mit einer 

macadamianussreichen Diät zeigen, dass die Serumkonzentration von C16:1n7 durch 

die Nahrung beeinflusst werden kann [23]. Da die Aufnahme über die Nahrung jedoch 

recht gering ist und die Konzentration von C16:1n7 im Gewebe und Plasma deutlich 

höher [26], scheint es zusätzlich zu einer endogenen Synthese zu kommen [16]. Diese 

Synthese erfolgt hauptsächlich über das Enzym Stearoyl-CoA Desaturase (SCD1) in 

der Leber und im Fettgewebe [27,28]. Es katalysiert die Einführung der cis-

Doppelbindung in Fettsäuren [28,29] und nutzt Palmitinsäure (C16:0) oder 

Stearinsäure (C18:0) als Substrat [26]. Der Quotient von C16:1n7 zu C16:0, der 

sogenannte Saturaseindex, ist proportional zur Aktivität der SCD1 [28]. So konnten 

Emken et al. mittels radioaktiv markiertem C16:0 in Probanden zeigen, dass etwa 4 % 

des C16:0 im Plasma innerhalb einer Woche in C16:1n7 umgewandelt wird [15].  
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Die Konzentration von an Lipoproteine gebundenem C16:1n7 im Plasma kann durch 

die Aufnahme von Kohlenhydraten über de novo Lipogenese gesteuert werden, wie 

Aarsland et al. mittels einer viertägigen Hyperalimentation mit Kohlenhydraten von 

gesunden Männern zeigen konnten [30]. Bei der de novo Lipogenese kommt es zur 

Synthese von Lipiden aus Kohlenhydraten [31]. Die Zunahme von C16:1n7 im Plasma 

durch die Zufuhr von Kohlenhydraten über de novo Lipogenese konnten Volk et al. in 

Patienten mit metabolischem Syndrom bestätigen [32].  

 

1.3 Die Auswirkungen von C16:1n7 auf Krankheitsentitäten im Menschen 
Es existieren bereits zahlreiche Vorarbeiten zu der Rolle von C16:1n7 in Gesundheit 

und Krankheit im Menschen. Eine Suche der Datenbank PubMed (Stand am 

28.10.2019) nach:                        “Palmitoleic Acid“ OR „Palmitoleate“  

mit den Filtern „Mensch“ und „lesbarer Abstrakt“ erbrachte allein 521 Treffer.  

In vielen Erkrankungen wurde bereits ein Zusammenhang mit C16:1n7 als freier 

Fettsäure oder gebunden an andere Lipidspezies festgestellt. Beispielsweise ist die 

Konzentration von C16:1n7 in Erythrozyten von Patienten mit Duchennesyndrom 

erniedrigt [33], in Patienten mit zystischer Fibrose mit Pankreasinsuffizienz ist die 

Konzentration von C16:1n7 in Erythrozyten hingegen erhöht [34]. Die Erkrankungen, 

mit denen C16:1n7 meist in Verbindung gebracht wird, sind jedoch maligne 

Neoplasien, nicht-alkoholische Steatosis hepatis, Adipositas, Typ II Diabetes mellitus 

Typ II (T2DM) und verschiedene kardiovaskuläre Erkrankungen.  

So ist C16:1n7, gebunden an unterschiedliche Lipidspezies, in verschiedenen 

Tumorgeweben angereichert, wie z. B. in Adenokarzinomen der Mamma und der 

Prostata [35,36]. Chavarro et al. konnten einen Zusammenhang zwischen erhöhten 

Spiegeln an C16:1n7 im Blut und der Inzidenz eines Prostatakarzinoms feststellen, die 

sie auf eine erhöhte Aktivität der SCD1 im Tumorgewebe und damit der de novo 

Lipogenese zurückführten [37]. Da die SCD1 wichtig für die Zellproliferation ist und 

anti-apoptotisch wirkt [38], scheint die erhöhte Menge an C16:1n7 hauptsächlich auf 

die Aktivität des Enzyms zurückzuführen zu sein [37]. 

Die nicht-alkoholische Steatosis hepatis ist eine Folgeerkrankung von Adipositas [39]. 

Bei dieser Lebererkrankung ist der Gehalt an C16:1n7 in der Leber erhöht, was 

ebenfalls auf eine erhöhte Aktivität der SCD1 zurückgeführt wird [40]. Durch die SCD1 

kommt es mittels de novo Lipogenese zu mehr Substrat für die hepatische 
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Triglyceridsynthese, wie Allard et al. zeigen konnten, und damit zu einer vermehrten 

Einlagerung von Lipidspezies [40]. 

 

C16:1n7 und Adipositas 

Ein wichtiger kardiovaskulärer Risikofaktor ist Adipositas, die nach der Definition der 

Weltgesundheitsorganisation WHO als Body-Mass-Index über 30 kg/m2 definiert 

ist [39]. Auch die Inzidenz für eine weitere, für das kardiovaskuläre System negative 

Erkrankung, der T2DM, ist unter adipösen Patienten erhöht [39].  

In einer Fall-Kontrollstudie von Aglago et al. mit 372 Frauen konnten eine positive 

Assoziation zu Adipositas und Serumphospholipid-C16:1n7, als Surrogat für SCD-

Aktivität, nachgewiesen werden [41]. Garaulet et al. und Pickens et al. konnten in 

Kohortenstudien ebenfalls einen Zusammenhang des BMI mit der Konzentration von 

C16:1n7 und der SCD-Aktivität nachweisen [42,43]. Ni et al. konnten demonstrieren, 

dass die Konzentration von C16:1n7 damit korrelierte, ob sich ein metabolisches 

Syndrom in den untersuchten Probanden entwickeln würde [44]. Gong et al. und 

Mozaffarian et al. konnten zeigen, dass die Konzentration von C16:1n7 im Fettgewebe 

[45] bzw. zirkulierende Level von Phospholipid-C16:1n7 [46] mit der Entwicklung von 

Adipositas assoziiert sind. Durch Gewichtsreduktion konnte in adipösen Patienten 

zwar die Konzentration von C16:1n7 im Plasma reduziert werden [44,47–49], das 

Ausmaß der Körpergewichtsabnahme war jedoch negativ mit der Ausgangs-C16:1n7-

Konzentration im Fettgewebe assoziiert [50]. 

Ob nun C16:1n7 selbst oder als Surrogat für die Aktivität der SCD1 für das Auftreten 

von Adipositas und metabolischem Syndrom verantwortlich ist, bleibt unklar. Paillard 

et al. postulieren, dass die erhöhten C16:1n7-Werte bei Adipositas lediglich die 

Aktivität der SCD widerspiegeln [51]. Frigolet et al. stellen hingegen die Hypothese auf, 

dass die positiven metabolischen Eigenschaften von C16:1n7 mit Zunahme der 

Konzentration verloren gehen, wie dies bereits bei anderen Adipokinen beobachtet 

werden konnte [52,53]. Somit können erhöhte Spiegel von C16:1n7 bei erhöhtem 

Körpergewicht (KG) keinen positiven metabolischen Effekt mehr ausüben [52].  

 

C16:1n7 und T2DM 

Eine weitere Krankheit, die mit einem erhöhten kardiometabolischen Risiko verbunden 

ist, ist T2DM. T2DM ist u. a. gekennzeichnet durch erhöhte Blutzuckerspiegel und eine 
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periphere Insulinresistenz [39]. Die Ursachen dieser Krankheit und die 

Pathomechanismen sind komplex, weshalb im Folgenden von einem stark 

vereinfachten Konzept ausgegangen werden soll: Während zu Beginn der Krankheit 

die periphere Insulinresistenz im Vordergrund steht, kommt es im Verlauf der 

Erkrankung zu einer Hyperglykämie, da die Überproduktion von Insulin im Pankreas 

aufgrund des Untergangs der β-Zellen abnimmt [54]. Im Weiteren muss zudem 

zwischen den Auswirkungen von trans-C16:1n7 und cis-C16:1n7 auf T2DM 

unterschieden werden. 

In einer Metaanalyse von de Souza et al. war trans-C16:1n7 invers mit dem Auftreten 

von T2DM assoziiert [55]. Erhöhte Spiegel von trans-C16:1n7 konnten mit einer 

verminderten Inzidenz von T2DM in Zusammenhang gebracht werden, wie aus einer 

Metastudie von Imamura et al. hervorgeht [56]. In einem systematischen Review 

konnten González-Becerra et al. zeigen, dass C16:1n7 mit der Prävention von 

Insulinresistenz assoziiert war [57]. In einer Querschnittsstudie von Liu et al. konnte 

diese Assoziation jedoch nicht reproduziert werden [58]. Hier waren die Level an trans-

C16:1n7 im Plasma nicht mit einer protektiven Wirkung assoziiert, sondern deuteten 

auf einen gestörten Glukosemetabolismus hin, gemessen an u. a. HbA1c und 

Nüchternglukose [58].  

Während die Daten für trans-C16:1n7 als protektiver Faktor gegen T2DM recht robust 

sind, ist die Datenlage für cis-C16:1n7 nicht so eindeutig. Wie bereits bei den 

vorherigen Krankheitsbildern steht cis-C16:1n7, im Rahmen des Saturaseindexes, mit 

dem Auftreten von T2DM in Verbindung, wie Qureshi et al. und Forouhi et al. zeigen 

konnten [59,60]. In einer finnischen Bevölkerungsstudie mit gesunden Männer wurde 

das Auftreten von Hyperglykämie und T2DM fünf Jahre nach der ersten Vorstellung 

untersucht [61]. Hier zeigten Mehendran et al., dass erhöhte Spiegel von cis-C16:1n7 

in der Erythrozytenmembran und der Saturaseindex das Verschlechtern einer 

Hyperglykämie sowie das Auftreten von T2DM vorhersagen konnten [61]. 

In einer prospektiven Kohortenstudie untersuchten Mozafarian et al. das 

Phospholipidprofil von 3630 Probanden [46]. Hier korrelierten höhere Mengen von cis-

C16:1n7 mit einem erhöhten BMI, jedoch auch mit niedrigerem Low Density 

Lipoprotein (LDL)- und höherem High Density Lipoprotein (HDL)-Cholesterol [46]. 

Zwar war cis-C16:1n7 nicht mit dem Auftreten von Diabetes assoziiert, allerdings 

wurde in einer Subgruppenanalyse der Männer eine Assoziation von Insulinresistenz 
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mit C16:1n7 festgestellt [46]. Dieser Zusammenhang konnte in einer 

Subgruppenanalyse der weiblichen Probanden nicht nachgewiesen werden [46]. 

Stefan et al. konnten hingegen zeigen, dass hohe zirkulierende Level von cis-C16:1n7 

mit einer Verbesserung der Insulinresistenz nach einer Lifestyleintervention 

einhergehen [62]. Zudem fand man eine positive Assoziation zwischen C16:1n7 und 

Insulinsensitivität [62]. Dies konnte auch durch Pinnick et al. bestätigt werden [19]. 

Zusammenfassend gibt es Hinweise darauf, dass C16:1n7 im Menschen vor Diabetes 

schützen und die Insulinsensitivität verbessern kann, auch wenn es in der Literatur je 

nach Kollektiv und Studiendesign widersprüchliche Ergebnisse gibt.  

 

Bedeutung von C16:1n7 bei kardiovaskulären Erkrankungen 

Betrachtet man die Daten aus der Literatur zu dem Einfluss von endogenen C16:1n7-

Spiegeln auf die kardiovaskuläre Mortalität, scheint die Fettsäure geringe 

Auswirkungen zu haben. In einer Metaanalyse von Kohortenstudien von de Souza et 

al. wurden die Auswirkungen der Zufuhr von trans-C16:1n7 durch die Nahrung auf die 

Gesamtmortalität, die Inzidenz sowie Mortalität durch kardiovaskuläre Erkrankungen 

betrachtet [55]. Auf keinen dieser Parameter hatte die Konzentration von trans-

C16:1n7, gemessen im Plasma, Serum, Adipozytengewebe und in 

Erythrozytenmembranen, eine Auswirkung [55]. Diese Ergebnisse konnten durch 

Liang et al. in einer Metaanalyse von prospektiven Kohortenstudien bestätigt 

werden [63]. Im Folgenden sollen nun die Auswirkungen von C16:1n7 auf die 

ischämische Herzerkrankung (KHK), als Auslöser einer Herzinsuffizienz (HI), sowie 

auf HI an sich getrennt voneinander betrachtet werden.  

In Analysen, die den Effekt von C16:1n7 auf KHK betrachten, kommt man zu 

unterschiedlichen Schlüssen. So konnten Wu et al. in einer Analyse der 

Cardiovascular Health Study keine Auswirkung von C16:1n7, gebunden an 

Phospholipide im Plasma, auf KHK nachweisen [64]. Merino et al. konnten ebenfalls 

keine Assoziation zwischen Serum-C16:1n7 und Atherosklerose in einer 

Querschnittsstudie finden [65]. Djoussé et al. hingegen, die in einer Untersuchung der 

Kohortenstudie Physician’s Health Study die Konzentration von cis-C16:1n7 in der 

Membran von Erythrozyten maßen, konnten einen protektiven Effekt von C16:1n7 für 

die Inzidenz von KHK in Männern zeigen [66]. Diese Ergebnisse konnten von Kleber 

et al. für KHK-Patienten in einer prospektiven Kohortenstudie für die Endpunkte 
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negatives kardiales Ereignis und Mortalität bestätigt werden [67]. Hier wurde trans-

C16:1n7 in der Erythrozytenmembran gemessen [67]. 

Betrachtet man arteriellen Hypertonus als kardiovaskulären Risikofaktor, so scheint 

C16:1n7 einen eher negativen Einfluss auf diesen zu haben. So konnten Yang et al. 

und Pezeshkian et al. zeigen, dass erhöhter Blutdruck mit höheren Konzentrationen 

von C16:1n7 sowohl im Plasma als auch im epikardialen Fettgewebe einhergehen 

[68,69]. Ob diese Assoziation jedoch kausal ist oder die höhere Aktivität der SCD bei 

Übergewichtigen widerspiegelt [68], ist schwer zu differenzieren.  
 

 
Abb. 1.1 Die Auswirkungen von Palmitoleinsäure auf kardiovaskuläre Erkrankungen im Menschen.  
Erklärungen im Text zu Kapitel 1.4 „Bedeutung von C16:1n7 bei kardiovaskulären Erkrankungen“ 

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure. 
 

Eine Folgeerkrankung des arteriellen Hypertonus und KHK ist die HI [70]. Hier konnten 

Djoussé et al. in einer Analyse der Physician‘s Health Study zeigen, dass erhöhte Level 

von cis-C16:1n7 im Serum mit einer erhöhten Inzidenz von HI bei Männern einhergeht 

[71]. In einer kleinen Studie von Fosshaug et al., die Patienten mit HI im Vergleich zu 

gesunden Kontrollen untersuchten, konnte gezeigt werden, dass es zu erhöhten 

Spiegeln von C16:1n7 in epikardialen Fett bei HI kommt [72]. Zudem korrelierten die 

C16:1n7-Level mit dem N-terminalen-pro-B-natriuretischem Peptid (NT-pro-BNP) und 

einem vergrößerten linksventrikulären enddiastolischen Durchmesser [72]. Diese 

Veränderungen konnten nicht auf eine Erhöhung der SCD-Aktivität zurückgeführt 
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werden [72]. Ob jedoch C16:1n7 im Rahmen einer kompensatorischen Aktivität bei HI 

erhöht war oder zu dieser führte, kann aus diesen Ergebnissen nicht abgeleitet 

werden.  

 

1.4 Herzinsuffizienz als kardiovaskuläre Erkrankung 
Epidemiologie und Ätiologie der Herzinsuffizienz 

Laut der Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2017 ist die HI die fünfhäufigste 

Todesursache in Deutschland [73]. Während 2016 2,1 % weniger Patienten als 2014 

an Herz-Kreislauf-Erkrankungen verstorben sind, so ist die Prävalenz der HI um 3,7 % 

angestiegen [74]. Die Hospitalisierungsrate aufgrund von HI nimmt seit 2010 stetig zu 

[74] (Abb. 1.2). Somit ist die HI mit etwa 1,8 Mio. Patienten eine häufige, 

lebensbedrohliche und wirtschaftlich bedeutende Erkrankung [74]. 

Viele Erkrankungen können in einer HI resultieren. In der Framingham Studie von 1970 

wurden der arteriellen Hypertonie das höchste attributable Risiko (also die Fälle von 

HI, die diesem Risikofaktor zugeschrieben werden können) zur Entwicklung einer HI 

attestiert [75]. In der großen US-Amerikanischen Studie wurden der KHK, Rauchen 

und arteriellem Hypertonus das höchste attributable Risiko zugerechnet [76]. Auch gibt 

es seltene bzw. schwer zu diagnostizierenden Ursachen der HI. So konnten Felker et 

al. bei 1230 Patienten mit einer initial unklaren Ursache der Herzinsuffizienz 

Myokarditis und KHK als häufigste Ursache aufdecken, wenngleich 50 % der Patienten 

weiterhin als idiopathisch galten [77]. 
 

 
Abb. 1.2 Hospitalisationsrate der Herzinsuffizienz seit 2000 gesamt und nach Geschlecht.  
Copyright: Deutscher Herzbericht 2018 / Deutsch Herzstiftung (Hg.). 
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Definition und Diagnose der Herzinsuffizienz 

Die HI ist laut der European Society of Cardiology als klinisches Syndrom definiert, 

das durch die verminderte Pumpfunktion des Herzens bedingt ist [70]. Typische 

Symptome sind Atemlosigkeit in Ruhe oder bei Belastung [70]. Hinzu kommen 

klinische Zeichen wie erhöhter Jugularvenendruck oder ein vermehrter 

hepatojugulärer Reflux, die durch eine strukturelle und/oder funktionelle Abnormalität 

des Herzens versursacht werden, die in einem reduzierten kardialen Auswurf und/oder 

erhöhtem intrakardialen Druck resultieren [70] (Abb. 1.3). Um das klinische Syndrom 

besser zu klassifizieren, wird die New York Heart Association (NYHA) Klassifizierung 

verwendet [70] (Abb. 1.3). 

Es ist wichtig, zwei Manifestationen der HI zu unterscheiden: Die HI mit erhaltener 

Ejektionsfraktion (Heart Failure with Preserved Ejection Fraction (HFpEF)) und die HI 

mit eingeschränkter Ejektionsfraktion (Heart Failure with Reserved Ejection Fraction 

(HFrEF)), da diese Krankheitsentitäten verschiedenen Ätiologien, Ko-Morbiditäten, 

Therapieansätze und klinische Ergebnisse aufweisen [78]. Zudem gibt es noch die 

Zwischenausprägung, die HI mit mäßig eingeschränkter Ejektionsfraktion 

(HFmrEF) [70]. Diese wird hauptsächlich im Rahmen von Therapiestudien 

genutzt [79], weshalb nicht weiter auf sie eingegangen werden soll. 

Bei der HFrEF kommt es klassischerweise zu einer Einschränkung der systolischen 

Funktion des Herzens, die mittels der Ejektionsfraktion (EF) (echokardiographisch) 

gemessen wird. Definitionsgemäß beginnt die HFrEF bei einer linksventrikulären EF ≤ 

40 % (Normwert: ≥ 50 %) [70]. 

Die HFpEF, die eher mit einer diastolischen Dysfunktion einhergeht, ist schwerer zu 

diagnostizieren, da diese Form keine EF-Einschränkung aufweisen. Die EF liegt also 

über bzw. bei 50 %. Zur Diagnosestellung werden echokardiographische Parameter 

zu Rate gezogen, u. a. die linksventrikuläre Wanddicke oder der Nachweis einer 

verlangsamten ventrikulären Relaxation mit diastolischer Steifigkeit mittels 

Dopplerechokardiographie [70]. Eine neue Methode zum Nachweis der diastolischen 

Dysfunktion ist die Speckle Tracking Echokardiographie [80,81]. 

Je nach Studie macht die HFpEF etwa 24–47,6 % der hospitalisierten HF-Patienten 

aus [82,83]. Die Krankenhausmortalität der HFpEF-Patienten lag bei beiden Studien 

bei 2,9 bzw. 3 %, die 60–90 Tage bei 9,3 % sowie die 6-Monatsmortalität bei 14 

% [82,83]. Bei HFrEF liegt die Mortalität hingegen deutlich höher [70]. 



1 Einleitung 

 

 

 
25 

 
Abb. 1.3 Diagnosekriterien und Klassifikation der Herzinsuffizienz.  
Beschriftung: HFpEF Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion, HFrEF Herzinsuffizienz mit 

reduzierter Ejektionsfraktion, LuAE Lungenartierenembolie, LVEF Linksventrikuläre Ejektionsfraktion, 

LVH Linksventrikuläre Hypertrophie, NYHA New York Heart Association. Modifiziert nach [70]. 
 

Therapie der HI 

Während es für HFrEF verschiedene pharmakologische und nicht-pharmakologische 

Therapiemöglichkeiten gibt, ist die Auswahl der Medikamente, die zu einer 

Symptomlinderung und Lebensverlängerung führen, bei HFpEF beschränkt [70].  

Für die HFrEF kommen je nach NYHA-Stadium verschiedene medikamentöse 

Therapien in Frage [70], so u. a. Angiotensin-Converting-Enzyme Inhibitoren und 

Angiotensin-II Rezeptor Subtyp 1 Antagonisten (ARB), β-Blocker/Ivabradin, 

Mineralokortikoidrezeptorantagonisten, Diuretika, Neprilysin-Inhibitoren und 

Digitalisglykoside [70]. Nicht-medikamentöse Therapien sind die Implantation eines 

Kardioverters/Defibrillators oder eine kardiale Re-Synchronisationstherapie [70]. 

Für HFpEF hingegen gibt es aktuell noch keine lebensverlängernde Therapieoption, 

wenngleich aktuell in Studien nach einer möglichen Verbesserung der Erkrankung 

durch Medikamente gesucht wird [70]. Lediglich der Einsatz von Diuretika zur 

Symptomkontrolle wird empfohlen [70]. 
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1.5 Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) als nukleäre 
Hormonrezeptoren 
Die PPAR sind Teil der Superfamilie der nukleären Hormonrezeptoren (NH) [84]. NH 

haben als Transkriptionsfaktoren die Fähigkeit, Signale von extra- und intrazellulär in 

den Zellkern zu transportieren und dadurch die Genexpression der Zelle zu 

beeinflussen. Zu dieser Gruppe von Hormonrezeptoren gehören beispielsweise 

Steroidrezeptoren, Retinoid-X-Rezeptoren oder Thyroidhormonrezeptoren [85]. Die 

PPAR haben ihren Namen dadurch erhalten, dass sie bei ihrer Aktivierung zu einer 

Zunahme von Peroxisomen in der Leber und in der Niere führen [86].  

Bei NH-Liganden handelt es sich meist um Hormone, jedoch können auch Fettsäuren, 

Fettsäurenmetabolite und synthetische Agonisten NH bzw. PPAR aktivieren 

[84,85,87,88]. Bei Bindung eines Liganden verändern NH ihre Konformation, sodass 

sie Ko-Aktivatoren und Ko-Repressoren binden können [85]. Diese Ko-Regulatoren 

können die biologischen Effekte der NH modulieren [85].  

PPAR-Rezeptoren haben eine für NH typische Struktur: Sie bestehen aus einer ersten 

aktivierenden Region, die zur Transaktivierung dient, der DNA-bindenden Domäne 

(DBD), einer flexiblen Scharnierregion, einer Liganden-bindenden Domäne (LBD) und 

schließlich einer zweiten Region, die ebenfalls zur Transaktivierung, Dimerisierung 

und zur Rekrutierung von Ko-Aktivatoren dient [89] (Abb. 1.4). Insbesondere die 

Struktur der LBD und DBD sind hochkonserviert und wichtig für die Funktion der PPAR 

[90]. Bei Bindung eines Liganden dimerisieren die PPAR mit dem Retinoid-X-Rezeptor 

(RXR) und bilden einen sog. Heterodimer, der an eine spezifische DNA-Sequenz (= 

Peroxisome Proliferator Response Element (PPRE)) bindet [88] (Abb. 1.4). 
 

 
Abb. 1.4 Aufbau des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors.  

A Aufbau des Rezeptors. B Schema der Dimerisierung mit dem Retinoid-Rezeptor X. Adaptiert von [91] 

(A) und [88] (B). Beschriftung: AF Aktivierende Region, Co-A Ko-Aktivator, Co-R Ko-Repressor, DBD 

DNA-bindende Region, Hinge Scharnierregion, LBD Liganden-bindende Region. 
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Insgesamt gibt es drei Untergruppen der PPAR-Familie mit verschiedenen Aufgaben 

und Expression im Gewebe: PPARα, PPARβ/δ (PPARδ) und PPARγ [90]. Von diesen 

drei Rezeptoren ist PPARγ der phylogenetisch älteste Rezeptor, aus dem sich die 

anderen beiden im Verlauf der Zeit entwickelt haben [90]. PPARγ wird im Gewebe 

ubiquitär exprimiert, insbesondere in Fettgewebe, Milz, Dickdarm und Herz [88,92] 

(Abb. 1.5, Abb. 1.6). Er reguliert Adipogenese, Lipid- und Glukosestoffwechsel sowie 

Signalwege, die mit Inflammation assoziiert sind [88,92]. Dieser Rezeptor kann durch 

mehrfach ungesättigte Fettsäuren und deren Metaboliten aktiviert werden [87] sowie 

durch synthetische Liganden, u. a. durch die Gruppe der Thiazolidindione, zu denen 

Rosiglitazon gehört [93].   

PPARα spielt eine wichtige Rolle bei Oxidierung von Fettsäuren und ist deshalb in 

Organen exprimiert, die Fettsäuren als Hauptsubstrat ihrer Energiegewinnung nutzen, 

wie Herz, Skelettmuskel und braunes Fettgewebe [92] (Abb. 1.5, Abb. 1.6). Aktiviert 

werden kann dieser Rezeptor durch Fettsäuren und deren Metaboliten, wie z. B. 

C16:1n7 [87]. Einen synthetischen Agonisten stellt z. B. Fenofibrat dar [94]. 

PPARδ wird im Herzen stark exprimiert, aber auch im Fett und im Gastrointestinaltrakt 

[84] (Abb. 1.5, Abb. 1.6). Der Rezeptor kann durch Fettsäuren, wie z. B. C16:1n7, 

aktiviert werden [87]. Synthetische Liganden sind z. B. GW0472 [95,96], GW501516 

[97] oder GW610742 [98,99]. Bei Aktivierung führt PPARδ zu einer Vielzahl von 

Wirkungen, u. a. Proliferation und Differenzierung verschiedener Zelltypen [97,100], 

Blastozytenimplantation [101], Energiehomöostase [102] und hat Einfluss auf den 

Wnt-Signalweg [103].   
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Abb. 1.5 PPAR-Expression in verschiedenen Geweben im Menschen.  

Beschriftung: D-RPKM Durchschnittliche Reads Per Kilo base per Million mapped reads 

Adaptiert von [104].  
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Abb. 1.6 PPAR-Expression in verschiedenen Geweben in der Maus.  

Beschriftung: D-RPKM Durchschnittliche Reads Per Kilo base per Million mapped reads 

Adaptiert von [105].  
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1.6 PPAR-Aktivierung als Therapieoption für Herzinsuffizienz  
Die Daten zur Bedeutung von PPAR bei Herzinsuffizienz sind vielfältig und teils 

widersprüchlich. Im Menschen konnte von Goldenberg et al. gezeigt werden, dass die 

Einnahme des pan-PPAR-Agonist Bezafibrat [106] zu einer moderaten Reduktion der 

Gesamtmortalität nach 16 Jahren führte [107]. In einem Mausmodell des Barth-

Syndroms konnte ebenfalls durch die Gabe von Bezafibrat die systolische Funktion 

erhalten und die Entwicklung einer Kardiomyopathie verhindert werden [108]. Beim 

Barth-Syndrom handelt es sich um eine Mutation im Taffazin-Gen, die zu in einer 

dilatativen Kardiomyopathie führt [108]. 

Für die Aktivierung von PPARγ durch Thiazolidindione ist die Datenlage 

widersprüchlich [109–111]. In einer Meta-Analyse von Lago et al. konnte gezeigt 

werden, dass sowohl Pioglitazone als auch Rosiglitazone das Risiko einer 

Exazerbation der Herzinsuffizienz erhöhen können, aber nicht zu einer vermehrten 

kardiovaskulären Mortalität führen [110]. Dieser Effekt wurde hauptsächlich durch eine 

vermehrte Flüssigkeitseinlagerung im Körper erklärt [110]. In einer randomisierten, 

kontrollierten Studie von Bhatt et al. mit metabolischem-Syndrom-Patienten konnte die 

Gabe von Rosiglitazone innerhalb von zwölf Monaten die kardiovaskuläre Mortalität 

nicht verbessern, jedoch kam es auch zu keinem Fall einer akuten Dekompensation 

der Herzinsuffizienz [111]. In einer kleinen Studie von van de Meer et al. konnte zudem 

gezeigt werden, dass die Gabe von Pioglitazone zu einer Verbesserung der 

linksventrikulären diastolischen Funktion sowie zu einer verbesserten 

Glukoseaufnahme führte [109]. 

Obwohl es aktuell laut clinicaltrials.gov keine klinischen Studien zum Einsatz von 

PPARα-Agonisten bei Herzinsuffizienz gibt [112], werden Medikamente mit einer 

Wirkung an diesem Rezeptor doch seit Jahren zur Lipidsenkung in Form von Fibraten 

eingesetzt [113]. In einer Cochrane-Metanalyse konnte gezeigt werden, dass durch 

den Einsatz von Fibraten die kardiovaskuläre Mortalität bei Patienten gesenkt werden 

konnte [114]. In einer anderen Metaanalyse war die kardiovaskuläre Mortalität durch 

Fibrate allerdings erhöht [115]. Nach dem Ausschluss von Clofibrat aus der Analyse 

konnte keine erhöhte Mortalität durch Fibrate mehr festgestellt werden, aber auch 

keine Verbesserung [115]. 

Insbesondere ist zu der Rolle von PPARδ bei Herzinsuffizienz im Menschen wenig 

bekannt. Einen Hinweis auf eine positive Wirkung konnte in einer kleinen Studie mit 
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Patienten, die unter einer diabetischen Kardiomyopathie litten, durch die Gabe von 

Telmisartan gezeigt werden [116]. Telmisartan ist ein ARB, der einen Teilagonismus 

am PPARδ-Rezeptor aufweist [116]. Durch die Gabe dieses Medikaments konnte eine 

Verbesserung von echokardiographischen Parameter erreicht werden [116]. 

 

1.7 ISO-vermitteltes kardiales Remodeling 
Ein wichtiger Mechanismus bei der Entwicklung von Herzinsuffizienz sind kardiale 

Umbauvorgänge, das sog. Remodeling. Der Begriff wurde bereits 1982 von Hochman 

et al. genutzt, um kardiale Prozesse nach einem Myokardinfarkt zu beschreiben, die 

zur Ausdünnung und Dilatation des Myokards führen [117]. Heutzutage wird der Begriff 

breiter genutzt und bezeichnet eine Vielzahl von Veränderungen im Herzen [118]. 

Dazu gehören u. a. die Ausbildung von Fibrose, Inflammation und Hypertrophie, 

Störungen im Kalzium-Signaling der Kardiomyozyten, Zellapoptose/-nekrose oder die 

Veränderung der Herzarchitektur und geometrischen Konfiguration, wie z. B. Dilatation 

[119,120].  

Im Weiteren soll nun auf kardiale Remodelingprozesse eingegangen werden, die 

insbesondere im Modell des ISO induzierten Schadens eine Rolle spielen.  

 

Inflammation 

Eine kardiale Entzündungsreaktion (= Inflammation) kann zu Fibrose und Hypertrophie 

im Herzen und schließlich zu Herzinsuffizienz führen. Aus diesem Grund kann die 

Entstehung der kardialen Hypertrophie als eine komplexe Inflammationsreaktion 

verstanden werden [121]. Durch eine Schädigung des Herzens, z. B. durch 

Drucküberladung, kommt es zu einer vermehrten Produktion von Tumor-Nekrose-

Faktor α (TNFα) im Herzgewebe [122].  

Dies führt zur Aktivierung und Mobilisierung von Immunzellen, wie z. B. Makrophagen. 

Die TNFα-Produktion wird zu einem großen Teil von diesen übernommen, jedoch kann 

die Stimulation mit TNFα zu einer weiteren Aktivierung von Makrophagen führen [123]. 

Zudem kann das Ausmaß der Makrophageninvasion als Surrogat für den 

Inflammationsstatus eines Gewebes dienen [124], da eine vermehrte Schädigung des 

Herzens zu einer verstärkten Invasion führt [125].  

Kann diese Inflammationsreaktion nicht ausreichend aufgelöst werden, kommt es 

schließlich zu einer dauerhaften Schädigung des Herzens, z. B. in Form von Fibrose 
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und kardialer Dysfunktion [126]. Die kurzfristige Aktivierung von inflammatorischen 

Signalwegen ist allerdings wesentlich für die initiale Heilung des Herzens [127], erst 

die chronische Aktivierung führt zu negativen Umbauprozessen [128].  

PPAR haben einen Einfluss auf Inflammation im Herzen. So konnten Devchand et al. 

zeigen, dass PPARα-Knock-Out-Mäuse (KO) eine ausgeprägtere Inflammations-

reaktion zeigen als Wildtyp-Mäuse (WT), vermittelt über den Leukotrien-B4-Signalweg 

[129]. Durch die Gabe von Fenofibrat konnten kardiale Inflammationsmarker, wie z. B. 

Vascular-Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) oder IL-6, in unterschiedlichen 

Mausmodellen gesenkt werden [130,131]. 

Durch die Gabe eines PPARγ-Agonisten kann eine Inflammationsreaktion und daraus 

resultierende Hypertrophie in Kardiomyozyten über den Nuclear Factor κB (NF-κB) 

Signalweg abgemildert werden, wie Yamamoto et al. zeigen konnten [132]. Es gibt 

jedoch Studien, die eine pro-inflammatorische Wirkung von PPARγ insbesondere auf 

Makrophagen und die Produktion von Interleukinen (IL) hinweisen [133]. 

Schließlich konnten für PPARδ-Aktivierung ebenfalls anti-inflammatorische 

Eigenschaften gezeigt werden [134,135]. Planavila et al. konnten zeigen, dass PPARδ 

und NF-κB miteinander interagieren [134]. Zudem kann PPARδ die Lipopolysaccharid-

induzierte Produktion von TNFα in isolierten Kardiomyozyten über den NF-κB 

Signalweg abschwächen [135]. 

 

Fibrose 

Eine anhaltende inflammatorischen Reaktion kann schließlich zu einer dauerhaften 

Schädigung des Herzens in Form von Fibrose führen [126]. Als kardiale Fibrose wird 

die Akkumulation von Bestandteilen der Extrazellularmatrix, wie z. B. Kollagene, 

Fibronektin oder Matrixmetalloproteinase, beschrieben. Das neu gebildete Gewebe 

verliert an Funktion und kann als eine Art „Narbe“ im Herzen betrachtet werden [136]. 

Zudem kommt es zu einem Untergang von Kardiomyozyten [136]. Bei der 

Herzinsuffizienz im Menschen, insbesondere bei der HFpEF, spielt die Entstehung von 

Fibrose ebenfalls eine wegweisende Rolle. Das Ausmaß der Fibrose korreliert mit der 

Schwere der HFpEF und kann bereits bei Patienten mit erhöhtem Risiko für diese 

Erkrankung nachgewiesen werden [137]. Somit kann Fibrose schon vor 

Diagnosestellung auf eine HFpEF hindeuten [137].  
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Insbesondere Kollagene tragen eine wesentliche Rolle bei diesen Umbauvorgängen 

und können interstitiell, also zwischen den Kardiomyozyten, oder perivaskulär 

angereichert sein [136]. Dies resultiert schließlich in einer vermehrten Steifigkeit des 

Herzens und dadurch zu einem Funktionsverlust sowohl beim Füllungs- als auch beim 

Auswurfvorgang des Herzens [118]. Zudem kommt es zu einer gestörten 

Reizweiterleitung, was die Wahrscheinlichkeit für Arrhythmien erhöht [138]. Schließlich 

kann eine erhöhte Menge an Extrazellulärmatrixproteinen zu einer Verschiebung der 

Kardiomyozyten führen und zur Abnahme der Muskelschichten, was schließlich zu 

einer Dilatation des Ventrikels führen kann [136]. 

Viele Faktoren tragen zu der Fibroseentwicklung im Herzen bei, wie z. B. chronische 

Inflammation, die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten [97] oder aber 

ein Ungleichgewicht von Matrixmetalloproteinasen zu deren Inhibitoren [118]. Wichtige 

Signalwege, die an der Entstehung von kardialer Fibrose beteiligt sind, sind u. a. der 

Transforming Growth Factor β (TGFβ) und Wnt (Wingless und Int-1) Signalweg [139–

143]. Bei der Aktivierung des TGFβ-Rezeptors kommt es zu einer Bindung und 

Phosphorylierung verschiedener Smad-Proteine [141]. Diese binden an eine 

spezifische Sequenz im Nucleus und aktivieren die Transkription von pro-fibrotischen 

Zielgenen [141]. Der ebenfalls an Fibrose beteiligte Wnt-Signalweg stellt eine 

komplexe Signalkaskade mit vielfältigen Regulationsmöglichkeiten dar [141–143]. 

Stark vereinfacht bedingt die Bindung von Wnt an seinem Rezeptor Frizzled eine 

Phosphorylierung von Low-Density-Lipoprotein-Receptor-Related Proteins (LRPs) 

[141]. Diese LRPs führen zu einem Ausbleiben einer Phosphorylierung, Stabilisierung 

und damit Akkumulation von β-Catenin im Nucleus, was schließlich zur Aktivierung 

von Wnt-Zielgenen führt [141]. Die TGFβ- und Wnt-Signalwege sind eng miteinander 

verbunden, weshalb die Inaktivierung eines der Wege meist nicht zu einem 

vollständigen Stopp der Fibroseentstehung führt [141].   

PPAR-Agonisten können ebenfalls einen positiven Einfluss auf die Entwicklung 

kardialer Fibrose haben. So konnten Zhang et al. in einem Rattenmodell mit 

Angiotensin-Converting Enzyme 2 Deletion zeigen, dass durch die Gabe von 

Irbesartan, das agonistisch am PPARγ-Rezeptor wirkt, eine anti-fibrotische Wirkung 

entfaltet werden kann [144]. Dieser Mechanismus wurde über eine Hemmung des 

TGFβ-Signalweges durch den PPARγ-Agonismus erklärt [144]. Die Aktivierung des 

PPARα/γ-Signalweges durch Fenofibrat hatte ebenfalls anti-fibrotische Wirkung in 
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einem Angiotensin-II-Infusionsmodell über eine Verminderung der Inflammation [130]. 

Zudem konnte in einem Modell mit einer herzspezifischen Überexpression von PPARα 

gezeigt werden, dass PPARα in einem transversen Aortenkonstriktions Modell (TAC) 

anti-fibrotische Wirkungen hat. Bei diesem Modell wird die Aorta zwischen der linken 

und rechten Arteria subclavia mit einem Faden ligiert und dadurch eine 

druckvermittelte kardiale Hypertrophie induziert. Durch die Gabe eines PPARα-

Liganden, Wy-14643, konnten anti-fibrotische Effekte beobachtet werden [145]. Die 

herzspezifische Überexpression von PPARδ wirkt ebenfalls anti-fibrotisch, wie Liu et 

al. zeigen konnten [146].  
 

 
Abb. 1.7 Schema der Fibroseentstehung. 

Beschriftung: F Fibroblasten, TGF-β Transforming Growth Factor β. Adaptiert von [136]. 

 

Pathologische Hypertrophie 

Ein weiterer Mechanismus, der zum kardialen Remodeling im Rahmen des ISO-

induzierten kardialen Schadens gerechnet wird, ist die Herzhypertrophie. Dabei kommt 

es zu einer Zunahme nicht nur des Kardiomyozytendurchmessers, sondern auch zu 

einer Zunahme der Größe der Herzwände und -masse insgesamt. Eine Zunahme der 

linksventrikulären Masse geht mit einem erhöhten Risiko einher, an einer 

kardiovaskulären Erkrankung zu versterben [147]. Es gibt zwei Phänotypen, die 

voneinander unterschieden werden müssen: Die pathologische und physiologische 

Hypertrophie [148]. 

Bei der pathologischen Hypertrophie kommt es neben der Größenzunahme auch zu 

einem Untergang von Kardiomyozyten sowie im Verlauf zur Ausbildung von 

Fibrose [148]. Zudem nutzt das Herz als Energiequelle statt der oxidativen 

Phosphorylierung von Fettsäuren vermehrt Glukose als Hauptsubstrat [149]. Des 
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Weiteren kommt es zur Aktivierung des sog. „fetalen Genprogrammes“ und damit zur 

Sezernierung von atrialem natriuretischen Peptid (ANP), natriuretisches Peptid Typ B 

(BNP) sowie der fetalen Variante der schweren Kette der Myosine (β Myosin Heavy 

Chain (β-MHC)) [148]. Schließlich ist diese Art der Hypertrophie nicht/kaum reversibel 

und es kann im Verlauf zu einer Dilatation des Ventrikels kommen [148]. Zwei Arten 

der pathologischen Hypertrophie können unterscheiden werden: Die konzentrische 

Hypertrophie, die klassischerweise mit einer Druckbelastung des Ventrikels in 

Verbindung gebracht wird (z. B. durch Hypertonie) sowie die exzentrische 

Hypertrophie, die eher mit einer Volumenbelastung assoziiert wird (z. B. durch eine 

Klappenerkrankung) [150]. 

 

1.8 Induktion von physiologischer kardialer Hypertrophie durch C16:1n7 
Abzugrenzen von der pathologischen Hypertrophie ist die physiologische 

Hypertrophie. Hier kann es ebenfalls zu einer exzentrischen oder konzentrischen 

Größenzunahme kommen, jedoch ist diese mit Verschwinden des Stimulus 

reversibel [151]. Auslöser einer physiologischen Hypertrophie im Menschen sind 

beispielsweise Schwangerschaft, Kraft- oder Ausdauersport. Zudem kommt es zu 

keiner bis geringfügigen Einschränkung oder sogar Verbesserung der Herzleistung 

durch diese Hypertrophieform [151,152]. Es kommt zu keiner vermehrten Produktion 

von ANP, BNP oder β-MHC [148,153] und das Herz nutzt weiter Fettsäuren als 

Hauptenergiequelle [154]. Das wichtigste Unterscheidungsmerkmal ist jedoch, dass 

es durch die physiologische Hypertrophie nicht zu einer erhöhten kardiovaskulären 

Mortalität kommt [155].  

Auch durch die molekularen Mechanismen, die durch die jeweilige Hypertrophieform 

ausgelöst werden, können die beiden Hypertrophieformen voneinander abgegrenzt 

werden. Da es zu der Beeinflussung einer Vielzahl von Signalwegen kommt (wie z. B. 

gp130/JAK/STAT, Heat Schock Transcription Factor 1), soll auf einen spezifisch 

hingewiesen werden, der essentiell für die physiologische Hypertrophie ist: Den 

Insulin-like-Growth-Factor-1 (IGF-1) Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Akt mammalian 

Target of Rapamycin (mTOR) (IGF-1/PI3K/Akt/mTOR) Signalweg [148]. Bei dem IGF-

1/PI3K/Akt/mTOR Signalweg wird zuerst der IGF-1-Rezeptor, der in der Lipidmembran 

der Zelle lokalisiert ist, durch IGF-1 aktiviert. IGF-1 ist ein aus der Leber stammendes 

Hormon und führt zu einem Wachstum der Zelle bzw. des Zielorgans. Dieser Rezeptor 
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aktiviert das Enzym PI3K, das schließlich Akt phosphoryliert, ein Kennzeichen der 

physiologischen Hypertrophie [156]. Im Anschluss phosphoryliert Akt zudem noch 

mTOR. Zusammengenommen führt die Aktivierung dieses Signalweges zu einer 

verstärkten Proteinsynthese und einer Zunahme der Zellgröße [12,148]. 

Auch C16:1n7 ist mit der Entstehung von physiologischer kardialer Hypertrophie 

assoziiert, wie Publikationen von Riquelme et al. und Foryst-Ludwig et al. zeigen 

konnten [9,12].  

Riquelme et al. untersuchten den Einfluss von freien Fettsäuren im Plasma in einem 

Tigerpython-Modell der kardialen Hypertrophie [12]. Bei der Nahrungsaufnahme, die 

nur selten erfolgt, entwickelt der Tigerpython eine ausgeprägte, reversible kardiale 

Hypertrophie [12]. Es kommt u. a. zur Phosphorylierung von Akt und mTOR, was auf 

eine vermehrte Proteinsynthese schließen lässt [12]. Zudem kommt es zu einem 52-

fachen Anstieg der Triglyceride und 3-fachem Anstieg der freien Fettsäuren im Plasma 

des Python ohne Anzeichen einer verstärken Einlagerung oder Lipotoxizität im Herzen 

[12].  

Das Plasma des gefütterten Pythons wurde auf neonatale Rattenkardiomyozyten 

gegeben, die ebenfalls eine Hypertrophie ausbilden, ohne vermehrte Expression von 

Genen, die mit pathologischer Hypertrophie assoziiert sind [12]. Diese Ergebnisse 

konnten anschließend durch einen Fettsäurenmix mit C16:1n7, C16:0 sowie 

Myristinsäure (C14:0) reproduziert werden [12]. Da insbesondere C16:0 einen 

negativen Effekt auf das Herzen hat, schlussfolgerten die Autoren, dass die protektiven 

Eigenschaften hauptsächlich auf C16:1n7 zurückzuführen sind [12]. Schließlich wurde 

dieser Fettsäurenmix Mäusen für sieben Tage infundiert, die daraufhin ebenfalls eine 

kardiale Hypertrophie ohne Aktivierung des fetalen Genprogrammes, Fibrose oder 

vermehrter Lipidspeicherung entwickelten [12].  

Foryst-Ludwig et al. konnten die Beteiligung der Fettsäure C16:1n7 an der Entstehung 

von physiologischer Hypertrophie bestätigen [9]. Mäuse mit einem 

fettkörperspezifischen KO der Adipozyten-Triglyzerid-Lipase (Atgl), einem der 

Schlüsselenzyme der Lipolyse und somit verantwortlich für die Freisetzung von freien 

Fettsäuren ins Plasma, wurden einem 4-wöchigen Laufbandtraining zur Induktion von 

physiologischer Hypertrophie unterzogen [9]. Die KO-Mäuse zeigten eine verminderte 

Freisetzung von freien Fettsäuren nach dem Training sowie eine verminderte 
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Hypertrophie des Herzens. Zudem war auch die Fettsäurenaufnahme im Herzen in 

den KO-Tieren stark vermindert [9]. 

Der von Riquelme et al. publizierte Fettsäurenmix wurde auf die HL-1 Zelllinie 

gegeben, in der dadurch ebenfalls eine Hypertrophie induziert werden konnte [9]. 

Durch die Gabe von ausschließlich C16:1n7 konnte eine Größenzunahme induziert 

werden [9]. Wurde C16:1n7 aus diesem Mix entfernt, so blieb diese aus [9]. In einer 

Lipidomanalyse des Plasmas der Mäuse mittels Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie zeigte nur C16:1n7 eine signifikante Regulation, die auch mit den 

biologischen Effekten korrelierte [9].  
 

 
Abb. 1.8 Übersicht über Veränderungen während physiologischer und pathologischer Hypertrophie. 

Adaptiert von [157]. 
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1.9 Hypothese und Zielsetzung 
C16:1n7 ist in unterschiedlichen experimentellen Modellen an der Entstehung einer 

physiologischen Hypertrophie beteiligt. Diese scheint u. a. über dem IGF-

1/PI3K/Akt/mTOR-Signalweg vermittelt zu sein. Welche weiteren Signalwege jedoch 

aktiviert werden, ist bislang unklar. Des Weiteren ist bisher nicht untersucht, ob die 

Fettsäure C16:1n7 die Fähigkeit hat, vor der Entstehung eines pathologischen 

Remodeling des Herzens, das von Inflammation, Fibrose und Hypertrophie begleitet 

ist, zu schützen. 

Das Ziel der Arbeit war es, die Effekte einer Stimulation mit C16:1n7 in primären 

murinen Kardiomyozyten in vitro auf transkriptioneller Ebene zu charakterisieren. Mit 

diesen Daten sollten Vorhersagen getroffen werden, wie eine Stimulation mit C16:1n7 

protektive Effekte in vivo ausüben könnte. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit C16:1n7 das Expressionsprofil von 

primären Kardiomyozyten beeinflusst. Aufgrund der Sequenzierungsergebnisse wurde 

die Hypothese aufgestellt, dass die Fettsäure anti-fibrotisch am Herzen wirkt. Dies 

wurde im ISO-Modell, einem in vivo kardialen Schädigungsmodell, das mit einer 

ausgeprägten subendokardialen Fibroseausbildung einhergeht, untersucht. In einem 

letzten Schritt wurden die in vitro identifizierten Signalwege in vivo am Herzen 

überprüft. Als sekundärer Endpunkt wurde aufgrund der publizierten Ergebnisse zur 

Rolle von C16:1n7 in der physiologischen Hypertrophie die Ausbildung von 

pathologischer Hypertrophie im ISO-Modell untersucht. 
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2 Material 
2.1 Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 
2100 Bioanalyzer Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
-80 °C Gefrierschrank Electrolux (Stockholm, SWE) 
Badthermostat Lauda Alpha A6 Lauda Dr. R. Wobser (Lauda-Königshofen, D) 
cBot™ 2 Cluster Generation System Illumina Inc. (San Diego, USA) 
CFX Connect™ Real-Time System Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
Curix 60 Processor Agfa-Gevaert N.V. (Mortsel, B) 
Emmi 20 HC Ultraschallreinigungsgerät EMAG GmbH & Co. KG (Salach, D) 
Eppendorf Research Pipetten Eppendorf AG (Hamburg, D) 
Feinwaage Analytic AC 210 P Sartorius Ag (Göttingen, D) 
Galaxy Mini Tischzentrifuge VWR (Radnor, USA) 
Heizkissen Sanitas (Uttenweiler, D) 
Homogenisator Sonopuls  BANDELIN electronic GmbH & Co. KG (Berlin, D) 
Illumina HiSeq® 1000 Illumina Inc. (San Diego, USA) 
Inkubator Heracell™ 150 Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Kaltlichtquelle KL 1500 Schott AG (Mainz, D) 
Klappbares Thermometer Omnilab Laborzentrum (Bremen, D) 
Laborabzug 2-453-DXNO Köttermann GmbH (Uetze/Hänigsen, D) 
Laminar Airflow Clean Bench (Holten) Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Magnetrührer MST basic C IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen, D) 
Mikroskop CK40 Olympus (Tokyo, J) 
Mikroskop Fluorescence Biorevo BZ-9000 Keyence Corp. (Osaka, J) 
Mikroskop MZ12.5 Leica (Biberach, D)  
Mikroskop Stemi 2000-C Zeiss (Oberkochen, D) 
Multipipette® Stream Eppendorf AG (Hamburg, D) 
MX400 Ultrahochfrequenz Linear-Array Schallkopf FUJIFILM Visualsonics (Toronto, CAN) 
Nanodrop® ND-1000 Spektrophotometer Peq-Lab, Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Neo Accupette 3-9905 neoLab Migge GmbH (Heidelberg, D) 
Pannoramic MIDI II Slide Scanner 3DHistech (Budapest, HUN) 
pH-Meter pH211 Hanna Instruments (Vöhringen, D) 
PowerPac™ 300 Basic Power Supply Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
Schlauchpumpe Reglo IDEX Corporation (Lake Forest, USA) 
Schwingschüttler KS 260 basic IKA® Werke GmbH & Co. KG (Staufen, D) 
SIL 06 - Infrarotlampe Sanitas (Uttenweiler, D) 
SpeedMill Plus Homogenisator Analytik Jena AG (Jena, D) 
Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg, D) 
Tierkäfig Typ II IVC Ehret Labor- und Pharmatechnik (Wandlitz, D) 
Tierwaage Mettler-Toledo (Columbus, USA) 
Vevo 3100 Imaging Plattform FUJIFILM Visualsonics (Toronto, CAN) 
Vortex-Genie® 2T Scientiis (Baltimore, USA) 
Waage BL 150 S Sartorius Ag (Göttingen, D) 
Wasserbad Memmert GmbH (Schwabach, D) 
Zentrifuge Mikro 120 Hettich (Kirchlengern, D) 
Zentrifuge Mikro 22R Hettich (Kirchlengern, D) 
Zentrifuge Universal 32 R Hettich (Kirchlengern, D) 

 

2.2 Laborequipment 
Equipment Hersteller 
„Standard Pattern“ Pinzette, versch. Größen Fine Science Tools GmbH (Heidelberg, D) 
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20 G Kanüle, modifiziert (abgestumpft; Einkerbung 
nach 2mm zum Faden befestigen) 

B. Braun Melsungen (Melsungen, D) 

Amersham Hybond PVDF  GE Healthcare (Chicago, D) 
Bechergläser und andere Glaswaren versch. 
Größen 

Schott AG (Mainz, D) 

Chir. Schere, 41 mm Schneidekante, l = 12 cm Fine Science Tools GmbH (Heidelberg, D) 
Criterion™ Blotter Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
Criterion™ Empty Cassettes Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
Criterion™ Sample Loading Guide Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
Criterion™ Vertical Electrophoresis Cel Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
Deckgläser, rund VWR (Radnor, USA) 
Descosept® Dr. Schumacher (Malsfeld, D) 
Doppelwandige Glastrichter Havard Apparatus GmbH (March-Hugstetten, D) 
Einwegpipetten 5ml VWR International (Radnor, USA) 
Gehärtete Schere, 24 mm Schneidekante, 8,5 cm 
Länge 

Fine Science Tools GmbH (Heidelberg, D) 

Glasheizspirale Havard Apparatus GmbH (March-Hugstetten, D) 
Glass Pasteurpipetten  VWR International (Radnor, USA) 
Glass Proteasereservoir Havard Apparatus GmbH (March-Hugstetten, D) 
Graefe Pinzette, 0,8 mm gebogene Spitze Fine Science Tools GmbH (Heidelberg, D) 
Irispinzette, Spitzenbreite 0,6 mm, l = 7 cm, gerade, 
verzahnt 

Fine Science Tools GmbH (Heidelberg, D) 

Irisschere, 13 mm Schneidekante, l = 8,5 cm Fine Science Tools GmbH (Heidelberg, D) 
Kanülen, Spritzen B. Braun Melsungen (Melsungen, D) 
Kryo Tubes Nunc (Roskilde, DK) 
Luftblasenfalle  Havard Apparatus GmbH (March-Hugstetten, D) 
Mersilene Ligatur geflochten Sutupak 3-0 Ethicon Inc. (Somerville, USA) 
Metallständer mit Klammern Havard Apparatus GmbH (March-Hugstetten, D) 
Mikrotiterplatte Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
Mikrotitterplatte Corning Inc. (New York, USA) 
Moria Irispinzette, Spitzenbreite 0,5 mm, l = 10cm Fine Science Tools GmbH (Heidelberg, D) 
Mr. Frosty™ Einfriercontainer Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Neubauer-Zählkammer Paul Marienfeld (Lauda-Königshofen, D) 
Objektträger Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Parafilm® M Barrier Film SPI supplies (West Chester, USA) 
Pipetierhilfe für Pipetboy, 1–50 ml  VWR International (Radnor, USA) 
Polyester Siebgewebe 200 µm Klein & Wieler oHG 
RNaseZap™  Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Rotilabo® Spritzenfilter Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 
Tygon Schläuche versch. Größen Havard Apparatus GmbH (March-Hugstetten, D) 
Zellkulturflaschen 75 cm²  Corning Inc. (New York, USA) 
Zellschaber  Sarstedt AG & Co. KG (Nürmbrecht, D) 
Zentrifugationsröhrchen, Pipetten, Pipettenspitzen, 
Mikroreaktionsgefäß 

BD, Sarstedt, Eppendorf, VWR, Falcon 

     

2.3 Lösungen, Medien, Kits 
Lösung, Medium, Kit Hersteller 
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
Amersham Hyperfilm ECL und ECL Western 
Blotting Detection Reagent 

GE Healthcare (Chicago, USA) 

BCA Protein Assay Reagenz Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Claycomb-Medium Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
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Dako fluoreszierendes Befestigungsmedium  Agilent Technologies (Santa Clara, USA) 
Dulbeccos Phosphat Buffered Saline (PBS) Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Fetal Bovine Serum #TMS-016 Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
G153A+B Entwickler Agfa-Gevaert N.V. (Mortsel, B) 
G354 Rapid Fixierer Agfa-Gevaert N.V. (Mortsel, B) 
innuSPEED Lysis Tube P Analytik Jena AG (Jena, D) 
M-MLV Reverse Transcriptase # M1701 Promega Corp. (Fitchburg, USA) 
M-MLV Reverse Transkriptase, RNase H Minus # 
M3681 

Promega Corp. (Fitchburg, USA) 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder  
#26619 und #26616 

Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG (Berlin, D) 
Proteinase K Qiagen (Hilden, D) 
QIAshredder Spin Column Qiagen (Hilden, D) 
QIAzol Qiagen (Hilden, D) 
Restore™ Western Blot Stripping Buffer Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
RNase-freies DNase Set Qiagen (Hilden, D) 
RNeasy® MicroKit Qiagen (Hilden, D) 
RNeasy® MiniKit Qiagen (Hilden, D) 
Transparenter Nagellack Essence Global (London, GB) 
TruSeq™ RNA and DNA Library Preparation Kits Illumina Inc. (San Diego, USA) 
Trypanblau Lösung 0,4 % Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Trypsin/EDTA (T/E) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 

 

2.4 Chemikalien 
Chemikalie Hersteller 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 

Biochrom AG (Berlin, D) 

Acrylamid/bis (30 %) Serva Electrophoresis (Heidelberg, D) 
Albumin (BSA) Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Albumin (fettsäurenfrei) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Aquasonic 100 Ultraschallgel Parker Laboratories, Inc. (Fairfield, USA) 
Bepanthen Bayer AG (Leverkusen, D) 
Bromphenolblau Natrium Salz Serva Electrophoresis (Heidelberg, D) 
Calciumchlorid (CaCl) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Chloroform Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Chlorwasserstoff (HCl)  Merck KGaA (Darmstadt, D) 
cOmplete™, Mini Protease Inhibitor  Roche Holding AG (Basel, CH) 
D-Glukose Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Diacetymonoxim (BDM) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Dinatriumhydrogenphosphat Hepta-Hydrat 
(Na2HPO4 * 7H2O) 

Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Dithiothreitol (DTT) Serva Electrophoresis (Heidelberg, D) 
Eselserum Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Ethanol 96 % Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-
tetraessigsäure (EGTA) 

Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 

Fibronektin Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Forene 100 % (Isofluran) Abbott (Chicago, USA) 
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Formaldehyd Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Gelatine aus Rinderhaut Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Glycerol Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Glycin Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) Carl Roth (Karlsruhe, D) 
Heparin-Natrium 25.000 IE/5 ml Ratiopharm (Ulm, D) 
Isopropanol, ≥ 99.5 % Reinheit Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Isoproterenol Hydrochlorid Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Kaliumdihydrogencarbonat (KH2PO4) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Kollagenase Typ II #LS004176, 
Lot-#45A15450 265 U 

Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, USA) 

Laminin Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
L-Ascorbinsäure Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
L-Glutamin (200 mM) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO4 * 7H2O) Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Methanol Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Methanol Serva Electrophoresis (Heidelberg, D) 
NaCl 0,9 % ad injectionem Fresenius Kabi Deutschland GmbH (Bad Homburg, D) 
Na-Desoxycholat Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Natriumdisulfat (Na4P2O7) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Natriumfluorid (NaF) Merck Millipore (Burlington, USA) 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Natriumlaurylsulfat (SDS) Serva Electrophoresis (Heidelberg, D) 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Noradrenalin [(±) Arterenol] Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Nukleosidtriphosphat (dNTP) Promega Corp. (Fitchburg, USA) 
PageRuler™ Protein Ladder Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Palmitoleinsäure (C16:1n7) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
PhosSTOP Inhibitor Tabletten Roche Holding AG (Basel, CH) 
Pikro-Siriusrot Färbung Morphisto (Frankfurt am Main, D) 
Power SYBR ® Green PCR Mastermix Thermo Fischer Scientific (Waltham, USA) 
Random Primer Promega Corp. (Fitchburg, USA) 
Reinstwasser (dd H2O) Biochrom AG (Berlin, D) 
RNasin Ribonuklease Inhibitor Promega Corp. (Fitchburg, USA) 
Spektra 360 Elektrodengel Parker Laboratories, Inc. (Fairfield, USA) 
Taurin  Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Tris-Base Merck KGaA (Darmstadt, D) 
Tris-HCL Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Triton-X Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Trypsin-Inhibitor Typ I-S, aus der Sojabohne Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 
Tween 20® Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 
Veet Haarentfernungscreme Reckitt Benckiser (Slough, UK) 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, USA) 

 

2.5 Zell- und Mauslinien 
Die HL-1 wurde bereitgestellt durch W. C. Claycomb (ehemals Louisiana State University, LA). Die PMK 

wurden aus C57BL/6JRj Mäusen (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, F) isoliert. Für den Tierversuch 

wurden 129/Sv Mäuse (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, F) genutzt. 



2 Material 

 

 

 
43 

2.6 Lösungen und Puffer 
HL-1 Zellkultur 

Alle Lösungen wurden nach Angaben des Herstellers [158] und unter einer Sterilbank nach hygienischer 

Händedesinfektion hergestellt.  
Gelatine-Fibronektin-Lösung 0,1 g Gelatine  

2,5 ml Fibronektin 

0,5 l ddH2O 

Es werden 0,1 g Gelatine in eine mit 500ml ddH2O gefüllte Glasflasche gegeben und autoklaviert. In diese 0,02 

% Stammlösung werden 2,5 ml Fibronektin gegeben und aliquotiert und bei -20 °C gelagert. 
 

10 mM Noradrenalin-
Stammlösung (steril filtriert) 

0,59 g Ascorbinsäure 

0,080 g Noradrenalin 

100 ml ddH2O 

In 100 ml ddH2O werden 0,59 g Ascorbinsäure und 0,080 g Noradrenalin gegeben, mit einem 0,2 µm 

Spritzenfilter steril filtriert und aliquotiert. Lagerung bei -20 °C gelagert, monatlich frisch herstellen. 
 

Claycomb-Medium+ 87 ml Claycomb-Medium 

10 ml FBS 

1 ml Penicillin/Streptomycin 

1 ml L-Glutamin (200 mM) 

1 ml 10 mM Noradrenalin-stammlösung 

Die Reagenzien zusammengeben und bei 4 °C für max. 2 Wochen in lichtgeschützt gelagert.  
 

Claycomb-Medium- (Claycomb-
Hungermedium) 

87 ml Claycomb-Medium 

0,5 ml FBS 

1 ml Penicillin/Streptomycin 

1 ml L-Glutamin (200 mM) 

Die Reagenzien zusammengeben und bei 4 °C, max. 2 Wochen lichtgeschützt lagern.  
 

BSA-Stammlösung 1 mg Fettsäurenfreies Albumin 

10 ml PBS 

Das fettsäurenfreie Albumin wurde in PBS gelöst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.  
 

C16:1n7-Stammlösung 100 mg Palmitoleinsäure 

1 ml  1M NaOH 

9 ml BSA Stammlösung 

Das NaOH wird auf 70 °C erwärmt und das C16:1n7 hinzugegeben. Die Lösung zügig in die BSA Stammlösung 
überführen und im Wasserbad bei 55 °C für 15–30 min sonifizieren, bis sich die Fettsäure komplett löst. Dann 

die C16:1n7 Stammlösung unter einer Sterilbank steril filtrieren, den Schaum verwerfen, aliquotieren und bei -

20 °C für 6 Monate verwenden. 
 

 

PMK-Zellkultur 
Perfusions-Stammlösung 7,884 g Natriumchlorid 

0,351 g Kaliumchlorid 

0,082 g Kaliumdihydrogenphosphat 
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0,161 g Dinatriumhydrogenphosphat 
Heptahydrat 

0,296 g Magnesiumsulfat Heptahydrat 

2,383 g 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure (HEPES) 

3,753 g Taurin 

1 l dd H2O 

Alle Reagenzien in dd H2O geben und rühren, bis die festen Inhaltsstoffe vollständig gelöst sind. Die Lösung in 
Reaktionsgefäße abfüllen und für max. 1 Monat bei -4 °C lagern.  
 

Perfusionslösung (PL) 400 ml Perfusions-Stammlösung 

0,242 g Diacetylmonoxim 

0,4 g D-Glukose 

Die PL für jede Isolation frisch zubereiten. Die Stammlösung auftauen und die Reagenzien unter Rühren 

langsam zugeben. PH auf 7,46 einstellen und die PL gekühlt aufbewahren. 
 

Kollagenaselösung  70 ml PL 

70 mg Kollagenase Typ II 

0,7 µg 1 M Kalziumstammlösung 

Die Lösungen und die Kollagenase mischen, vor Licht schützen und bis zur Verwendung kühlen. 
 

Stopplösung 2,25 ml PL 

0,25 ml FBS 

3,12 µl 1 M Kalziumstammlösung 

Die PL mit dem FBS mischen und bei Raumtemperatur bis zur Verwendung lagern. 
 

Lamininlösung 1 ml PL (steril filtriert) 

25 µl Laminin 

Das Laminin in PL lösen und auf mit Deckgläschen gefüllte Mikrotiterplatte geben und 1 h inkubieren. 
 

 

Western Blot 
RIPA-Puffer 
(= Radioimmuno-precipitation 
assay buffer) 

5 ml 1 M Tris-HCL pH 8,0 

17,5 ml 4 M NaCl 

5 g 10 % SDS 

2 ml 250 mM EDTA pH 7,4 

1 ml 250 mM EGTA pH 8,0 

419,9 mg 200 mM NaF 

2,5 ml 200 mM Na3VO4 

5 ml Triton x-100 

0,5 g Na-Deoxycholat 

49,65 ml d H2O 

Tris-HCl (6,055 g in 50 ml), NaCl (11,688 g in 50 ml), SDS (5 g in 50 ml), EDTA (930,6 mg für 10 ml), EGTA (951 

mg in 10 ml), NaF (83,98 mg in 10 ml), Na3VO4 (367,82 mg in 10 ml) in Wasser lösen. 
Die restlichen Reagenzien hinzufügen und bei -20 °C lagern. 
 

50 ml RIPA-Puffer 
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RIPA-Puffer+ (= mit Proteasen- 
und Phosphataseninhibitor) 

1 Tablette cOmplete™, Mini Protease Inhibitor  

5 Tabletten PhosSTOP Inhibitor 

Die Tabletten im RIPA-Puffer lösen und bei -20 °C lagern. 
 

Sammelgelpuffer 6,0 g Tris-Base 

0,1 l d H2O 

Wasser hinzugeben und mit HCl auf pH = 6,8 einstellen. 
 

Trenngelpuffer 36,3 g Tris-Base 

0,2 l d H2O 

Wasser hinzugeben und mit HCl auf pH = 8,8 einstellen. 
 

Trenngel (10 %) 9,07 ml d H2O 

5 ml Trenngelpuffer 

200 µl 10 % SDS 

6,6 ml Acrylamid BIS 30 % 

100 µl 10 % APS 

10 µl TEMED 

Alle Reagenzien zusammengeben. In ein mit Alkohol gereinigte, abgedichtete Glasplatten in einer 
Einspannvorrichtung luftblasenfrei geben und unter Isopropanol aushärten. 
 

Sammelgel 6,1 ml d H2O 

2,5 ml Sammelgelpuffer 

100 µl 10 % SDS 

1,3 ml Acrylamid/BIS 

100 µl 10 % APS 

12 µl TEMED 

Alle Reagenzien zusammengeben. Auf das ausgehärtete Trenngel geben und den Probenkamm einsetzen. 

Nach dem Aushärten in feuchte Tücher und Alufolie wickeln und max. 24 h bei 4 °C lagern. 
 

6x Probenpuffer 7 ml 1 M Tris-HCl Ph = 6,8 

1 g SDS 

3 ml Glycerol 

0,93 g Dithiothreitol 

60 µl Bromphenolblau 2 % 

Alle Reagenzien zusammengeben, aliquotieren und bei -20 °C lagern. 
 

Elektrophoresepuffer 3,03 g Tris-Base 

14,4 g Glycin 

10 ml 10 % SDS 

1 l dd H2O 

Alle Reagenzien in Wasser zusammengeben und bei Raumtemperatur lagern. 
 

Towbin-Puffer 3,03 g Tris-Base 

14,4 g Glycin 

5 ml 10 % SDS 

0,2 l Methanol 

0,8 l d H2O 



2 Material 

 

 

 
46 

In Wasser lösen und pH = 9,0 einstellen. 
 

TBST (= Tris-buffered saline 
with Tween) 

2,42 g Tris-Base 

8,0 g NaCl 

1 ml Tween 20® 

1 l dd H2O 

Wasser hinzugeben und mit HCl auf pH = 8,8 einstellen. 
 

 
2.7 Antikörper 
Primäre Antikörper 

Antikörper Artikelnummer Ursprung Dilution Hersteller 
Anti-ACSL1  #4047 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling (Danvers, USA) 
Anti-CD31 #ab28364 Kaninchen 1:200 Abcam (Cambridge, UK) 
Anti-CPT1B #SAB1300662 Kaninchen 1:500 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Anti-Desmin #4024 Kaninchen 1:200 Cell Signaling (Danvers, USA) 
Anti-PPARδ  #sc-74517 Maus 1:200 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

(Dallas, USA) 
Anti-Vimentin #ab92547 Kaninchen 1:200 Abcam (Cambridge, UK) 
Anti-α-Actinin #A7811 Maus 1:2500 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 
Anti-β-Actin  #sc-81178 Maus 1:250 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

(Dallas, USA) 
 

Sekundäre Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe  
Substanz Artikelnummer Ursprung Dilution Hersteller 
AlexaFluor488-anti-Maus # A-11001 Esel 1:400 Thermo Fischer Scientific (Waltham, 

USA) 
4′,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) 

#62248 Ø 1:1000 Thermo Fischer Scientific (Waltham, 
USA) 

AlexaFluor488-anti-
Kaninchen 

# A-11008 Esel 1:400 Thermo Fischer Scientific (Waltham, 
USA) 

AlexaFluor594-anti-
Kaninchen 

# A-11012 Esel 1:200 Thermo Fischer Scientific (Waltham, 
USA) 

Anti-Maus, verknüpft mit 
Meerrettich-peroxidase 

#7076 Esel 1:1000 Cell Signaling (Danvers, USA) 

Anti-Kaninchen, 
verknüpft mit 
Meerrettichperoxidase 

#7074 Esel 1:10000 Cell Signaling (Danvers, USA) 

Cyanin3-Anti-Kaninchen #A10520 Esel 1:100 Thermo Fischer Scientific (Waltham, 
USA) 

 

2.8 Primer 
Alle Primer wurden von TIB Molbiol (Berlin, D) bezogen. 

Gen Protein Sequenz 

Acsl1 Acyl-CoA Synthetase-1 For 5‘ – CTC ACC ACC TTC Tgg TAT gC 
Rev 5‘ – AgC CAT CgT ACA Tgg TTC Tg 

Actb β-Actin  For 5‘ – gAC Agg ATg CAg AAg gAg ATT ACT g 
Rev 5‘ – gCT gAT CCA CAT CTg CTg gAA 
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Angptl4 Angiopoetin like Faktor 4 For 5‘ – AgC TCA TTg gCT TgA CTC CC 
Rev 5‘ – gAA gTC CAC AgA gCC gTT CA 

Cd68 Cluster of Differentiation 68 For 5‘ – AAT gTg TCC TTC CCA CAg gCA g 
Rev 5‘ – AgA gCA ggT CAA ggT gAA CAg C 

Col1a1 Kollagen Typ I, α1 For 5‘ – CTg ACg CAT ggC CAA gAA gA 
Rev 5‘ – ATA CCT Cgg gTT TCC ACg TC 

Col4a1 Kollagen Typ IV, α1 For 5‘ – CTg gCA CAA AAg ggA CgA g 
Rev 5‘ – ACg Tgg CCg AgA ATT TCA CC 

Cpt1b Carnitine Palmitoyltransferase 1B For 5‘ - CCC ATg TgC TCC TAC CAg AT 
Rev 5‘ – CCT TgA AgA AgC gAC CTT Tg 

Hilpda Hypoxia Inducible Lipid Droplet 
Associated 

For 5’ – CgT gCA ggA TCT AgC AgC A  
Rev 5’ – Cag Tgg gCT CTC Cag TAA gC 

Nppa 
(Anf) 

Atriales natriuretisches Peptid For 5‘ – Agg AgA AgA TgC Cgg TAg AAg A 
Rev 5‘ – gCT TCC TCA gTC TgC TCA CTC A 

Pdk4 Pyruvat Dehydrogenase Kinase 4 For 5’ – AAA CCg TCC TTC CTT gAC CC 
Rev 5’ – AAA CCA gCC AAA ggg gCA TT 

       

2.9 Computerprogramme 
Software/Tools Hersteller 
Adobe Illustrator CC 2017 Adobe Inc. (San Jose, USA) 
Bio-Rad CFX Maestro Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) 
BZ-II Analyzer Software Keyence Corp. (Osaka, J) 
Case Viewer Version 2.3 3DHistech (Budapest, HUN) 
ConsensusPath DB (CPDB) [159] Max Planck Institute for Molecular Genetics (München, D) 
Graph Pad Prism ® 6 GraphPad (San Diego, USA) 
IBM SPSS Statistics 25 IBM Corp. (Armonk, USA) 
ImageJ [160] National Institutes of Health (USA) 
Primer-BLAST [161] National Institutes of Health (Bethesda, USA) 
R Studio Version 3.3.3 [162] The R Foundation for Statistical Computing 
Vevo 3100 Imaging System FUJIFILM Visualsonics (Toronto, CAN) 
VevoLAB Version 3.1.0 FUJIFILM Visualsonics (Toronto, CAN) 
VevoStrain FUJIFILM Visualsonics (Toronto, CAN) 
Windows Office ® 2013, 2016 Microsoft (Redmond, USA) 
Zotero Roy Rosenzweig Center for History and New Media (Fairfax, USA) 
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3 Methoden 
3.1 in vitro Methoden 
Untersucht wurde der Effekt der Fettsäure C16:1n7 auf die transkriptionelle Regulation 

des Herzens mittels einer Zellkultur von primären murinen Kardiomyozyten (PMK). Die 

transkriptionellen Veränderungen wurden mit einer RNA-Sequenzierung untersucht 

und in Zusammenarbeit mit dem Helmholtz-Zentrum München durchgeführt (Prof. Dr. 

Henriette Uhlenhaut, Arbeitsgruppe „Molekulare Endokrinologie“ am Institut für 

Diabetes und Adipositas des Helmholtz-Zentrum München). Zur Validierung wurden 

Vor- und Bestätigungsversuche an HL-1 Zellen und PMK durchgeführt.  
 

 
Abb. 3.1 Versuchsaufbau des in vitro Teils.  

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, qRT-PCR Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion, 

RIN RNA Integrity Number. 

 

3.1.1 Zellkulturen 

Alle Experimente erfolgten in einem Labor mit der Sicherheitsstufe S1. Die 

Arbeitsschritte fanden unter einer sterilen Werkbank statt. Die verwendeten 

Chemikalien und Materialien wurden autoklaviert. Nicht autoklavierbare Gegenstände 

wurden mit 70 % Ethanol gereinigt. Die Kultivierung und Inkubation der Zellen erfolgte 

in einem CO2-Begasungsbrutschrank (offenes System bei 5 % CO2, 37 °C, 

Luftfeuchtigkeit 95 %). Die Primärzellkultur der PMK erfolgte getrennt von der 

Sekundärzellkultur der HL-1 Zellen.  
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3.1.2 HL-1 Zelllinie 

Bei der HL-1 Zelllinie handelt es sich um eine immortalisierte Zellkultur aus einem 

atrialen Maustumor. Die Zellen zeichnen sich unter anderem durch ihre Kontraktions- 

und Passagierfähigkeit aus. Ihre Ultrastruktur ähnelt zudem der von Kardiomyozyten 

aus dem Vorhof und sie weisen eine ähnliche Genexpression von herzspezifischen 

Genen auf [163]. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass C16:1n7 einen Effekt 

auf HL-1 Zellen hat, der der in vivo Situation ähnelt [9]. Aus diesem Grund wurde diese 

Zelllinie für Vor- und Bestätigungsversuche genutzt. 

 

Kultivierung 

Die Handhabung der Zellen entspricht den Empfehlungen des Herstellers [158]. Zu 

Beginn wurden die bei -80 °C gelagerten HL-1 Zellen in eine vorgewärmte, mit 

Claycomb-Medium+ befüllte Kulturflasche gegeben. Nach etwa 3 h wurde das Medium 

gewechselt und die eigentliche Kultivierung wurde begonnen. Die Kultivierung der HL-

1 Zellen erfolgte in auf 37 °C erwärmtes Claycomb-Medium+. Die Kulturgefäße wurden 

mit Gelatine-Fibronektin-Lösung beschichtet. Die Zellen wurden bei 90 % Konfluenz 

passagiert und das Medium regelmäßig gewechselt.  

Das Passagieren erfolgte durch Waschen der Zellen in erwärmtem PBS (37 °C), 

Zugabe von 1 mL 0,05 % T/E und Inkubation für 2 min. Das alte T/E-Medium wurde 

abgesaugt, die Trypsinierung mit frischem T/E-Medium wiederholt und schließlich 

durch die Zugabe von 1 mL Sojabohnen-Tyrpsininhibitorlösung (0,025 g/100 mL 

ddH20, sterilfiltriert) beendet. Die Suspension wurde in einem Zentrifugationsröhrchen 

bei 500 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 

Claycomb-Medium+ resuspendiert und in Kulturgefäße je nach Zweck aufgeteilt und 

weiter kultiviert. Das Einfrieren der Zellen erfolgt analog zum Passagieren. Die 

Resuspension des Zellpellets erfolgte in Einfriermedium aus FBS mit 10 % DMSO. Die 

Zellsuspension wurde in ein Kryo-Röhrchen überführt und bei -80 °C gelagert. 

 

Stimulation 

Zur Stimulation wurden die Zellen wie in Punkt „Kultivierung“ beschrieben passagiert 

und das erhaltene Zellpellet wurde in Claycomb-Medium+ resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde auf eine Mikrotiterplatte verteilt, je 1 mL pro Well. Die 

Kultivierung wurde fortgesetzt, bis die Zellen eine Konfluenz von 70 % erreichten. Um 
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eine Beeinflussung durch das FBS vorzubeugen, wurden das Kulturmedium 

Claycomb-Medium+ durch Claycomb-Medium- über Nacht ausgetauscht. Die Vitalität 

der Zellen wurde regelmäßig lichtmikroskopisch beurteilt. Die C16:1n7- und BSA-

Stammlösung (Kontrolle) wurde vorsichtig auf Eis aufgetaut. Das alte Kulturmedium 

wurde abgesaugt und 12 µL/mL (470 µM) der Stammlösungen wurden in jedes Well 

mit frischen Hungermedium gegeben und für 3,6 oder 24 h stimuliert. Nach 

Beendigung der Stimulationszeit wurden die Platten bis zur weiteren Verarbeitung mit 

kaltem PBS gewaschen und auf Eis gelagert. 

 

3.1.3 Primäre Maus-Kardiomyozyten (PMK) 

Die weiteren Stimulationsexperimente wurden mit PMK durchgeführt. Hierbei handelt 

es sich um adulte Zellen, die frisch aus dem Herzen isoliert werden. Aus diesem Grund 

ist ihre Ultrastruktur sowie die Genexpression der in vivo Situation noch ähnlicher 

[164]. Zudem können sowohl ventrikuläre wie atriale Kardiomyozyten verwendet 

werden [164–167]. Die Isolation der PMK erfolgte nach einem Ethikvotum des 

Landesamtes für Gesundheit und Soziales (Antrag G0234/15) sowie in 

Übereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetzes. Alle Prozeduren waren in 

Übereinstimmung mit der „Charité-Tierschutz-Richtline“ der Charité 

Universitätsmedizin Berlin [168]. 

 

Aufbau der retrograden Perfusionsapparatur 

Die PMK wurden mittels einer retrograden Perfusionsmethode, auch Langendorff-

Isolation genannt [166], isoliert. Es wurde ein modifiziertes Protokoll einer publizierten 

Isolationsmethode verwendet [169]. Für die Perfusion wurden zwei Glastrichter, die 

mit PL oder Kollagenaselösung befüllt waren, genutzt. 

Da die Kollagenase II lichtempfindlich ist, wurde dieser Trichter mittels Alufolie vor 

Lichteinstrahlung geschützt. Durch das Abklemmen der ableitenden Schläuche 

konnten die beiden Lösungen getrennt voneinander abgeleitet werden. Um 

sicherzustellen, dass keine Luftblasen in den Lösungen verbleiben, wurden die 

Lösungen durch eine gläserne Luftblasenfalle geleitet. Zusätzlich wurden die 

Lösungen erwärmt und durch das konstante Wärmen aller Glasteile der Apparatur auf 

ca. 37 °C gehalten. Zur Isolation wurde das kanülierte Herz am Ende der Apparatur 

mit beiden enzymhaltigen Lösungen durchströmt. Dabei löst sich der Gewebeverband 
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des intakten Herzens und es wurden Kardiomyozyten gewonnen. Vor und nach jeder 

Isolation wurde die Langendoff-Apparatur mit Alkohol (70 % EtOH) und destilliertem 

Wasser zur Reinigung gespült. Anschließend wurden die Flüssigkeit in ein letztes 

gläsernes Reservoir weitertransportiert, an das das kanülierte Herz angehängt werden 

konnte. Vor und nach jeder Isolation wurde die Apparatur mit Alkohol und destilliertem 

Wasser gereinigt.  
 

Isolation 

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 8 Wochen alte männliche C57BL/6JRj 

Mäuse, die in einem 12 h Hell- Dunkel Zyklus in einem temperaturkontrollieren Trakt 

bei 25 °C gehalten wurden. Die Mäuse erhielten eine Standarddiät 

(Zusammensetzung: 58 % kcal aus Kohlenhydraten, 33 % kcal aus Proteinen, 9 % 

kcal aus Fetten, Hersteller: Ssniff) und Leitungswasser ad libitum. 

Die Isolationen fanden immer morgens zwischen 8:00 und 10:00 Uhr statt, um 

zirkadiane Effekte zu minimieren. Die Mäuse erhielten 100 IE Heparin intraperitoneal 

10 min vor der Tötung durch Isoflurannarkose und zervikaler Dislokation. Nach der 

Tötung erfolgte eine zügige Entnahme des Herzens. Nach grober Entfernung des 

umgebenden Fett- und Lungengewebes wurde das Herz in eiskalte 

Kanülierungslösung (PL mit 0,1 mM Ca) gegeben und anschließend unter dem 

Mikroskop weiter präpariert. Schließlich wurde die Aorta kanüliert und mit einem 

Prolene-Faden fixiert. Abschließend wurde das Herz luftblasenfrei mit 

Kanülierungslösung durch die Kanüle gespült, an der es fixiert wurde. 

Danach wurde das Herz an die retrograden Perfusionsapparatur angehängt, ca. 9 min 

bei einem Tropfen pro Sekunde mit PL gespült und danach mit der Kollagenaselösung 

verdaut, bis es weich und blass war. Der Verdau erfolgte durch die retrograde 

Perfusion sowie von außen durch Eintauchen des Herzens in ein mit 

Kollagenaselösung gefülltes Becherglas. 

Das Herz wurde schließlich auf Klappenebene von der Kanüle abgetrennt und in ein 

Becherglas mit Stopplösung gegeben. Das Herz wurde anschließend mittels Schere 

zerkleinert und mit Pasteurpipetten in Einzelzellsuspension gebracht. Schließlich 

wurde die Suspension durch ein Sieb in ein Zentrifugationsröhrchen gegeben, die 

Zellen sedimentierten und der Überstand wurde verworfen. Unter dem Mikroskop bei 
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40-facher Vergrößerung wurde die Quantität der stabförmigen Kardiomyozyten 

überprüft, anschließend wurde mit dem Kalziumaufbau begonnen. 
 

 
Abb. 3.2 Isolation der primären murinen Kardiomyozyten (PMK).  
A Aufbau der retrograden Perfusionsapparatur. B Lichtmikroskopische Aufnahme der PMK in Medium 

bei 40-facher Vergrößerung. 

 

Kalziumaufbau, Stimulation und Ernte 

Der Kalziumaufbau bestand aus drei Schritten und erfolgte unter einer Sterilbank. Für 

alle Schritte wurde die isolierte PMK-Zellsuspension für 2 min bei 32 g zentrifugiert und 

der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in dem entsprechenden Medium 

resuspendiert, 10 min inkubiert, zentrifugiert und schließlich im nächsthöheren Schritt 

resuspendiert. Im 1. Schritt wurde das Zellpellet in 0,1 mM Kalzium-PL mit 10 % FBS 

resuspendiert, dann in 0,5 mM ohne FBS (2. Schritt) und abschließend in 1 mM (3. 

Schritt) Kalzium-PL ohne FBS resuspendiert. 

Die Zellzahl wurde nach Schritt 3 mittels Neubauerzählkammer und 

Trypanblaufärbung (1:1 Verdünnung) anhand der Formel in Abbildung 3.3 bestimmt. 

 
Abb. 3.3 Formel zur Berechnung der Zellzahl mit Neubauerzählkammer.   
 

Zur Stimulation wurde eine beschichtete Mikrotiterplatte genutzt und mindestens 

500.000 Zellen pro Näpfchen in 37 °C vorgewärmtes Claycomb-Medium mit entweder 



3 Methoden 

 

 

 
53 

12 µl/ml C16:1n7- (entspricht 470µM) oder BSA-Stammlösung (Kontrolle) ausgesät. 

Aufgrund der geringen Zellausbeute bei den Isolationen konnten keine Triplikate 

gebildet werden. Anschließend wurden die PMK für 3 h bei 37 °C inkubiert. 

Die Vitalität der PMK wurde nach Beendigung der 3h Inkubation mikroskopisch 

beurteilt. Die Ernte erfolgte durch Überführung der PMK mit Medium in ein 1,5 ml 

Mikroreaktionsgefäß auf Eis. Nach Zentrifugation für 2 min bei 125 g und 4 °C und 

verwerfen des Überstands wurden die Zellen mit 0,5 mL PBS unter einer Sterilbank 

gewaschen. Das Zentrifugieren (2 min, 125 g, 4 °C) wurde wiederholt, der PBS-

Überstand verworfen und das PMK-Pellet bei -80 °C weggefroren. 

 

3.1.4 Immunfluoreszenzfärbung 

Die PMK wurden nach dem 3. Kalziumaufbauschritt auf mit Lamininlösung 

beschichtete Deckgläschen in eine Mikrotiterplatte gegeben und in Claycomb-

Medium+ für 18 h inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle wurde das Medium 

abgesaugt, die Zellen zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen und für 10 min mit 3,7 % 

Formaldehyd fixiert. Danach erfolgte die Permeabilisieren für 5 min mit PBS-T (0,1 % 

Triton-X in PBS) und anschließend wurden die PMK in 10 % Eselserum (1 ml 

Eselserum auf 9 ml PBS) über Nacht geblockt.  

Nach dem Blocken wurde der primäre Antikörper (Konzentration s. Kapitel 2.8) in 10 

% Eselserum für 1 h auf die permeabilisierten PMK gegeben und anschließend mit 

PBS dreimal für 15 min gewaschen. Nach Zugabe des sekundären Antikörpers in 10 

% Eselserum wurde dieser für 1 h inkubiert und die Waschschritte danach wiederholt. 

Abschließend wurde die Zellen 10 min mit DAPI-Farbstoff für eine Zellkernfärbung 

inkubiert und wie oben beschrieben gewaschen. 

Die Deckgläschen mit den angefärbten PMK wurden mittels fluoreszierendem 

Befestigungsmedium (1 Tropfen) auf einem Objektträger befestigt und nach 

Trocknung an den Rändern mit Nagellack fixiert. 

 

3.1.5 Western Blot 

Probenvorbereitung 

Die HL-1 Zellen bzw. PMK wurden analog zu dem beschriebenen Protokoll kultiviert 

und geerntet (s. Kapitel 3.1.2 und 3.1.3). Die Zellen wurden in RIPA-Puffer+ 



3 Methoden 

 

 

 
54 

suspendiert und direkt bei -20 °C gefroren (PMK) oder mit dem Zellschaber 

abgeschabt (HL-1) und dann ebenfalls gefroren. 

Nach dem Auftauen wurden die Zellen für 30 sec bei 40–50 % sonifiziert und für 30 

min bei 4 °C bei 20160 g zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein Mikroreaktionsgefäß 

überführt und die Proteinkonzentration des Überstandes mittels BCA Protein Assay 

Reagent Kit nach Herstellerprotokoll gemessen [170]. Zur Eichung erfolgte die 

Messung einer Verdünnungsreihe und die photometrische Messung erfolgte bei 562 

nm. Die für die Proben bestimmten Proteinkonzentrationen wurden hinzugegeben, um 

die Proben mit RIPA-Puffer und 6-fachem Puffer so zu verdünnen, dass alle Proben 

das gleiche Volumen und die gleichen Menge Protein enthielten. Anschließend wurden 

die Proben durchmischt, 1 min bei 20160 g und Raumtemperatur zentrifugiert, bei 95 

°C für 5 min denaturiert und bei -20 °C weggefroren. 

 

Gelherstellung, Elektrophorese mittels diskontinuierlicher SDS-Page (= sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), Tank-Blotting, Immunodetektion 

und Auswertung 

Das Herstellen der Acrylamid-Trenn- und Sammelgele erfolgte ein Tag vor der 

Elektrophorese, um sicherzustellen das die Polymerisierungssreaktion abgeschlossen 

war. Mittels Probenkämmen wurden Taschen im Gel gebildet, in die die Proben später 

pipettiert wurden. Die Proben wurden vorsichtig in die vorbereiteten Probentaschen im 

Sammelgel pipettiert und zur Größenbestimmung der aufgetrennten Proben ein 

passender Ladder mitgeführt.  

Dem Sammeln der Proben bei 100 V für 10–20 min folgte das Auftrennen nach Größe 

bei 150 V. Nach ausreichender Bandentrennung wurden die Proteinbanden vom Gel 

auf eine PVDF-Membran überführt (Blotting). Hierzu wurde das Gel auf die in Methanol 

aktivierte Membran gegeben und in eine Criterion™-Vorrichtung gespannt. In 

gekühltem Towbinpuffer erfolgte das Blotting bei 100 Volt für 60 min. 

Anschließend wurde die Membran in 5 % BSA in TBST (5 g BSA auf 100 ml TBST) für 

3 h auf einem Schüttler geblockt, um unerwünschte Proteinbindungen zu vermeiden. 

Nach dem Blocken wurde der primäre Antikörper in der entsprechenden Verdünnung 

über Nacht bei 4 °C auf einem Schüttler inkubiert. Nach dem Waschschritt (3 x 15 min) 

mit TBST erfolgte die Zugabe eines passenden sekundären Antikörpers. Dieser wurde 

für 1 h auf einem Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert und es folgte ein weiterer 
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Waschschritt. Die PVDF-Membran wurde mit chemilumineszenter Lösung (ECL) 

behandelt. Die ECL wurde aus Lösungen 1 und 2 1:1 hergestellt. Die Detektion des 

Proteinsignal erfolgte mittels Filmprozessor in einer Dunkelkammer. 

Auf dem entwickelten Film wurde die gesuchte Proteinband gesucht und 

densitometrisch mittels dem Programm ImageJ ausgewertet. Der Film wurde 

eingescannt und mittels ImageJ 8-bit Modus in ein schwarz-weißes Bild konvertiert. 

Mit der Rechteck-Auswahl wurde ein Rechteck generiert, dass die Proteinbande eng 

umrandet. Mit der Gelanalysefunktion wurde dieses Rechteck vervielfältigt und jede 

Bande umrandet. Mit der Plot Lanes und der Magic Wand Funktion wurden die Banden 

schließlich quantifiziert. Um das Hintergrundrauschen bei der Quantifizierung zu 

berücksichtigen, wurde das Rauschen manuell abgetrennt. Anschließend erfolgte eine 

Normalisierung zu dem Referenzprotein β-Actin. 

 

3.1.6 RNA-Isolation 

Die Aufarbeitung der HL-1 Zellen gelöst in Qiazol erfolgte nach Herstelleranweisung 

des RNeasy® Mini Kits von Qiagen mit RNase-freiem DNase-Set.  

Das PMK-Pellet wurde in mit β-Mercaptoethanol zugesetztem Puffer gelöst und in 

QIAshredder Gefäßen zentrifugiert, um die Zellen zu lysieren. Anschließend wurde das 

Lysat mit einem RNeasy® Microkits mit RNase-freiem DNase Set und Proteinase K 

Verdau weiterverarbeitet.  

Das Herz wurde in mit β-Mercaptoethanol versetztem Puffer gelöst, in Lysegefäßen 

mit Keramikperlen gefüllt und in einem Homogenisator (30 sec bei 1500 RPM) 

aufgeschlossen. Die weitere Aufarbeitung erfolgte mit einem RNeasy® Microkits mit 

RNase-freiem DNase Set und Proteinase K Verdau nach Herstellerangaben. 

Am Ende jeder RNA-Isolation wurden die Proben bei -80 °C bis zur weiteren 

Verarbeitung gefroren. 

 

3.1.7 cDNA Synthese 

Die Qualität und Menge der RNA wurde vor der cDNA-Synthese spektralphotometrisch 

mittels NanoDrop gemessen. Pro Mikroreaktionsgefäß wurde genau die Menge an 

RNA gegeben um nach der cDNA-Synthese eine Konzentration von 20 ng/µL cDNA 

zu erhalten. Die RNA wurde zusammen mit ddH2O und Random Primer bei 70 °C für 

5 min inkubiert. Anschließend wurde zu jeder Probe ein Mastermix aus 
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Ribonukleaseinhibitor, ddH2O, dNTP, reverse Transkriptase bzw. ddH2O (als 

Kontrolle) und dem zur reversen Transkriptase passenden Puffer angesetzt und zu 

den Proben zugegeben. Die Mikroreaktionsgefäße wurden bei 37 °C für 60 min 

inkubiert und die Proben 1:4 mit ddH2O verdünnt, um eine Endkonzentration von 5 

ng/µl zu erhalten, und bei -20 °C gelagert. 

 

3.1.8 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) 

Zur quantitativen Bestimmung der Genexpression der verschiedenen Zielgene wurde 

die qRT-PCR mit dem Cyaninfarbstoff SYBR-Green genutzt. Für alle Messungen 

wurden technische Triplikate jeder Probe erstellt und das gleiche Thermalprofil 

verwendet (2 min 50 °C, 10 min 95 °C, dann 40-fach 30 sec 95°C, 30 sec 60 °C, 30 

sec 72 °C). Zur Detektion von Kontamination durch Nukleinsäuren wurde Wasser als 

non-template control (NTC) mitgeführt und zur Detektion von DNA-Kontamination 

wurden RNA Proben ohne reverse Transkriptase quantifiziert 

Als Referenzgen wurde β-Actin gewählt, da es in Vorversuchen in HL-1 Zellen und 

Mausproben stabil exprimiert wurde und zudem in der Literatur für Mausmodelle der 

Herzinsuffizienz als geeignet angesehen wird [171]. Zur Bestimmung der relativen 

Veränderungen der Genexpression wurde die 2-ΔΔCT-Methode angewendet [172]. 

 

3.1.9 RNA-Sequenzierung 

Die RNA-Sequenzierung wurde in Kooperation mit Frau Prof. Dr. Henriette Uhlenhaut 

(jetzt LMU München) am Institute for Diabetes and Obesity des Helmholtz-Zentrums 

München (Garching, D) durchgeführt. Die bioinformatische Auswertung erfolgte durch 

Frau Dr. Franziska Greulich, Institute for Diabetes and Obesity des Helmholtz-

Zentrums München (Garching, D). 

 

Initiale Qualitätskontrolle 

Die Qualität der isolierten RNA wurde mittels RNA Integrity Number (RIN) am 

Agilent2100 Bioanalyzer beurteilt. Durch Validierung in Vorversuchen wurde ein RIN-

Wert über 8,5 als akzeptabel festgelegt. Es wurde eine RNA-Menge von über 500 ng 

pro Probe (spektralphotometrisch am NanoDrop gemessen) angestrebt. Nach der 

Qualitätskontrolle wurden alle Proben auf Trockeneis nach München zur RNA-

Sequenzierung verschickt. 
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RNA Sequenzierung und bioinformatische Auswertung 

Durch das Helmholtz-Zentrum München wurde eine RNA-Sequenzierungs-Library mit 

einem Illumina TruSeq RNA Library Prep Kit nach Angaben des Herstellers 

erstellt [173]. Die Qualitätskontrollen der einzelnen Schritte erfolgte durch einen 

Illumina HiSeq®. Die Library wurde schließlich auf einem Illumina HiSeq® 1000 

sequenziert und im Anschluss von Dr. Franziska Greulich mittels R ausgewertet.  Nach 

dem Mapping mit dem Referenzmausgenom erfolgte eine Hauptkomponentanalyse 

sowie ein paarweiser Vergleich der Proben.  

 

3.1.10 Overrepresentation-Analyse mittels ConsensusPath DB (CPDB) 

Damit die in der Sequenzierung regulierten Gene den zugehörigen Signalwegen 

zugeordnet werden können, wurden die Ergebnisse zusätzlich mit der Online 

Anwendung CPDB ausgewertet. Hierfür wurde das Protokoll 2B für die 

Overrepresentation Analysis von Herwig et al. verwendet [174]. 

Folgende Einstellungen wurden für die Analyse festgelegt: Als Hintergrund wurde 

mouse (Maus) ausgewählt und eine Liste der differentiell regulierten Gene 

eingegeben. Anschließend wurden die gedoppelten Enriched Pathway Based Sets 

(auf angereicherten Pfaden basierende Sets) entfernt. Dies ist nötig, da dieses Tool 

mehrere gleiche Signalwege (z. B. TNF) aus verschiedenen Datenbanken (z. B. KEGG 

und Wikipathways) untersucht.  

Danach wurde auf der Seite Functional annotation of a gene list (funktionelle 

Annotation einer Genliste) ein direkter Nachbar der sog. Network neighborhood-based 

entity sets (NESTs) gewählt und die Gene Ontology Level 2.-NESTs werden aus 

einem zentralen Protein mit seinen direkten Netzwerknachbarn gebildet. Sie enthalten 

vier verschiedene Typen von „Nachbarschaft“, bestehend aus entweder Protein-

Protein-, biochemischer, genregulatorischer oder genetischer Interaktion [174]. 

Schließlich wurde das Set visualisiert und manuell angeordnet. 

 

3.2 in vivo Methoden  
3.2.1 Versuchsaufbau des Isoproterenol (ISO) Herzfibrosemodells  

Der Tierversuch erfolgten nach Ethikvotum des Landesamtes für Gesundheit und 

Soziales unter dem Antrag G0136/16 und in Übereinstimmung dem deutschen 
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Tierschutzgesetzes. Alle Prozeduren folgten zudem der „Charité-Tierschutz-Richtline“ 

der Charité Universitätsmedizin Berlin [168]. 

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 6 Wochen alte 129sv Mäuse. Die 

Haltebedingungen waren wie folgt: 12 h Hell-Dunkel-Zyklus in einem 25 °C warmen 

Tierstall bei Standarddiät (Zusammensetzung: 58 % kcal aus Kohlenhydraten, 33 % 

kcal aus Proteinen, 9 % kcal aus Fetten; Hersteller: Ssniff) sowie Leitungswasser ad 

libitum. Vor Beginn des Versuches wurden die Tiere 7 Tage im Tierstall akklimatisiert. 

Die Induktion des kardialen Schadens mit ISO erfolgte nach einem bereits etablierten 

Protokoll unserer Gruppe [175], dass sich an einem anderen publizierten Protokoll 

orientiert [176]. 

Es wurden männliche Tiere genutzt, da Vorversuche in diesen Tieren erfolgreich 

waren [175,177]. Zudem sind geschlechtsspezifische Unterschiede im kardialen 

Remodeling bekannt [178] und Männchen weisen eine ausgeprägtere kardiale 

Schädigung auf [179]. Die 129sv Mäuse wurden gewählt, da nicht alle Mausstämme 

gleich auf ISO-Gabe reagieren [180,181].  

Publikationen zeigen, dass das Ausmaß des kardialen Schadens durch die 

Katecholaminerhöhung vom Alter der Tiere abhängt [182,183]. Da das Alter der Tiere 

mit dem Gewicht korreliert, wurden die Tiere zu Beginn des Versuches aufgrund der 

großen Varianz des KG in „schwere“ (= ältere) und „leichte“ (= jüngere) Tiere aufgeteilt. 

Die „schweren“ Tiere wurden innerhalb der Behandlungsgruppe mit ISO und die 

„leichten“ innerhalb der Kontrollgruppe mit Wasser randomisiert. 

Alle Tiere wurden in identischen Käfigen mit gleicher Ausstattung und in Gruppen von 

3–4 Mäusen gehalten. Die ISO- und Kontroll-Tiere (KON) wurden getrennt 

voneinander gehalten, um Verletzungen durch andere Mäuse während der ISO-

Behandlung zu minimieren. Die Tiere der Behandlungsgruppen mit Wasser (H2O) und 

C16:1n7 waren innerhalb der Käfige gemischt. Aufgrund der täglichen Behandlungen 

waren die Tiere für die Behandler während des Versuches nicht verblindet.  

Abbruchkriterien für die Tiere wurden vor Beginn festgelegt. Je nach Schweregrad 

wurde der Tierarzt verständigt, ein Analgetikum (Rimadyl: 5 mg/kgKG s. c.) verabreicht 

oder die sofortige Tötung veranlasst. Kriterien zur sofortigen Tötung waren Apathie, 

schwere Atemnot und Gewichtsverlust über 20 % KG. Kriterien zur 

Tierarztverständigung bzw. Analgetikagabe waren gekrümmte Haltung, leichte 
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Atembeschwerden, Ödeme, stehende Hautfalten, Zyanose, Entzündungen, Traumata 

oder Gewichtsverlust >10 % KG. 

Die Behandlungsgruppen wurden in zwei Arme eingeteilt, ein kurzer (11 Tage) und ein 

langer (22 Tage). Während der gesamten Behandlung (11 bzw. 22 Tage) erhielten die 

Versuchstiere am Morgen entweder H2O oder C16:1n7 per os (p. o.) für insgesamt 22 

bzw. 11 Tage. An Tag 6 erfolgte für 4 Tage die tägliche Injektion mit 25 mg/kgKG/d 

ISO oder Wasser (KON) subkutan (s. c.), jeweils zur gleichen Tageszeit 3 h nach der 

C16:1n7-/H2O-Gabe.  
 

 
Abb. 3.4 Versuchsaufbau des Modells der Isoproterenol-induzierten kardialen Schädigung. 

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, H2O Wasser, ISO Isoproterenolgruppe, KON Kontrollgruppe. 

 

Transthorakale Echokardiographien in Narkose wurden im langen Arm an Tag 0, 11 

und 21 und im kurzen Arm an Tag 0 und 10 durchgeführt. Zusätzlich erfolgten 

retrobulbäre Blutentnahmen in Narkose an Tag -1, 10 und an Tag 22 und im kurzen 

Arm der Tiere an Tag -1 und 11. Die Tötung erfolgte im langen Arm an Tag 22, im 

kurzen Arm an Tag 11. Hierzu erhielten die Tiere eine subletale Dosis Isofluran, es 

erfolgte eine Blutentnahme und schließlich die Tötung mittels zervikaler Disklokation. 
 

3.2.2 Erhebung von Körpergewicht und Organentnahme 

Das Gewicht der Tiere wurde mittels Tierwaage zu Beginn des Versuches, wöchentlich 

und vor jeder Echokardiographie bestimmt.  

An Tag 22/11 erfolgte die Organentnahme. Hierzu wurde den Tieren 30 min vor der 

Tötung eine letzte Gabe H2O oder C16:1n7 p. o. verabreicht. Nach der Tötung wurden 
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die Organe durch erfahrene Präparatoren entnommen und präpariert. Die Organe, 

insbesondere das Herzgewicht (HG) wurden auf einer Feinwaage gewogen. Die 

Herzspitze wurde für die RNA-Gewinnung genutzt und in flüssigem Stickstoff gefroren. 

Ein Herzring für die Histologie wurde kurz unterhalb der Klappenebene gewonnen und 

in Formalin eingelegt. Das restliche Material wurde für Proteinanalysen in flüssigem 

Stickstoff asserviert.  

 

3.2.3 Echokardiographie 

Bildakquise 

Mindestens 22 h nach der letzten ISO-Gabe wurde eine Echokardiographie nach 

standardisiertem Protokoll durchgeführt [175]. Vor Beginn wurden die Versuchstiere 

gewogen sowie unter einer Rotlichtlampe gewärmt. Die Wärme wurde nach der 

Messung fortgesetzt, bis die Tiere sich vollständig erholt hatten. Die Anästhesie wurde 

in einer luftdichten Kammer mit 3 % Isofluran und einer inspiratorischen 

Sauerstofffraktion von 80 % eingeleitet. Mit der Echokardiographie wurde begonnen, 

wenn der Aufrichtreflex der Tiere erloschen war.  

Danach wurden sie in Rückenlage auf die beheizte Echokardiographieplattform gelegt, 

die Extremitäten an die EKG-Elektroden fixiert und die Isoflurannarkose mit einer 

Isoflurankonzentration von durchschnittlich 1 % aufrechterhalten. Um die Narkosetiefe 

zu optimieren wurde die Konzentration des Isoflurans kurzzeitig hoch- (ca. 3 %) oder 

herunterreguliert (aus). Damit wurde eine HF von durchschnittlich 391 bpm (± 33,4 

bpm) erreicht.  

Nach Behandlung des Versuchstieres mit einer Enthaarungscreme wurde auf den 

Thorax vorgewärmtes Sonographiegel gegeben und der Sektorschallkopf auf die Brust 

der Maus aufgesetzt. Sobald sich die HF stabilisiert hatte, wurden die Aufnahmen in 

der langen Achse (LAX) erhoben. Hierzu wurde der Tisch um ca. 30° nach links gekippt 

und der Schallkopf parasternal aufgesetzt, bis der gesamte linke Ventrikel inkl. 

Aortenwurzel dargestellt werden konnte. Aus diesen B-Mode-Bildern wurden die 

Strain-Werte globaler longitudinaler Strain (= Global Longitudinal Strain = GLS), der 

globale radiale Strain (= Global Radial Strain = GRS) und die dazugehörigen Strain-

Raten berechnet.  

Anschließend wurde der Schallkopf um 90° im Uhrzeigersinn gedreht und auf Höhe 

der größten linksventrikulären Ausbreitung die Aufnahmen der kurzen Achse (SAX) 
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erhoben. Aus diesen M-Mode-Bildern wurde die Auswurffraktion (= Ejection Fraction 

= EF), die linksventrikuläre Verkürzungsfraktion (= Fractional Shortening = FS), der 

linksventrikuläre Durchmesser der anterioren Wand (= Left Ventricular Anterior Wall 

Diameter = LVAW), der linksventrikuläre Durchmesser der posterioren Wand (= Left 

Ventricular Posterior Wall Diameter = LVPW), die linksventrikuläre Masse (= LVM) und 

der linksventrikuläre innere Durchmesser (= Left Ventricular Inner Diameter = LVID) 

berechnet. Aus den B-Mode-Bildern wurde der globale zirkumferentiellen Strain (= 

Global Circumferentiell Strain = GCS) und die Strain-Rate (= Global Circumferentiell 

Strain Rate = GCSR) erhoben. Abschließend wurde die Isoflurannarkose beendet, die 

Brust der Versuchstiere mit einer Wundsalbe behandelt und die Tiere wurden zurück 

in den gewärmten Käfig gesetzt.  

 

Bildauswertung 

Die Auswertung des Bildmaterials erfolgte unter Verwendung der Software VevoLab. 

Die Berechnung der echokardiographischen Daten erfolgte automatisiert durch das 

Programm auf Grundlage der Formeln der American Society of Echocardiography 

[184]. Die zweidimensionale Speckle-Tracking Echokardiographie wurde mittels des 

von Visualsonics bereitgestellten Software-Pakets VevoStrain ausgewertet.  

Zur Auswertung der Speckle Tracking-Echokardiographie wurde ein qualitativ 

hochwertiges B-Mode-Bild (Bildrate > 200 Bilder pro Minute) der LAX verwendet und 

ein sog. Tracing erstellt. Das Endokard wurde dazu manuell markiert und das Epikard 

durch die Software semiautomatisch nachgezeichnet. Der Beginn des manuellen 

Tracings erfolgte auf midbasalem Niveau des LAX-Bildes, was etwa dem basalen 

Ende des rechten Ventrikels entspricht (Abb. 3.5 A+B). Die Software errechnete 

daraus dann Werte für den GLS und den GRS mit Strain-Raten über drei Herzaktionen 

(entspricht drei R-R-Abständen). Für die weitere Auswertung wurden jeweils der sog. 

Peak Strain aus der Time to Peak-Analyse der VevoStrain-Software verwendet. Pro 

Versuchstier wurden drei dieser Tracing-Analysen angefertigt und Mittelwerte gebildet.  

Die Analyse des GCS und den GCSR erfolgte analog in einem B-Mode-Bild der SAX. 

Hierzu wurde das Endokard ebenfalls unter Aussparung der Papillarmuskeln 

nachgezeichnet und das Epikard anschließend ergänzt (Abb. 3.5 C+D). 

Für die HF wurden die aus dem LAX-B-Mode-Bild ermittelten Werte verwendet, für die 

LVM, EF, FS, LVPW und LVAW wurden M-Mode-Bilder der SAX genutzt. Es wurden 
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pro Bild mindestens 3 Herzaktionen mittels des VevoLab-Tools LV-Trace 

nachgezeichnet. Anschließend wurde das Tracing in zwei weiteren M-Mode-Bildern 

wiederholt und aus den ermittelten Werten Mittelwerte gebildet (Abb. 3.6).  

 

 
Abb. 3.5 Auswertung der B-Mode Bilder für die Speckle Tracking-Echokardiographie.  

A Beispielaufnahme aus der langen Achse (LAX) mit midbasalem Niveau. Beschriftung nach [184] und 

[175]. B Beispiel-Tracing mit Beginn auf midbasalem Niveau und fertiges Speckle Tracking-Bild mit 

eingezeichneten Vektoren der LAX. C Beispielaufnahme der kurzen Achse (SAX). Beschriftung nach 

[184] und [175]. D Beispiel-Tracing aus der SAX mit Speckle-Tracking Bild mit Vektoren. 

Beschriftung: * Papillarmuskeln, Ao Aorta, LA Linkes Atrium, LV Linker Ventrikel, RV Rechter Ventrikel. 
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Abb. 3.6 Auswertung der M-Mode Bilder für die konventionelle Echokardiographie.  

A Beispielaufnahme aus der kurzen Achse (SAX) mit Beschriftung nach [184]. Eingezeichnet ist 

ebenfalls der Strahl, der durch die SAX gelegt wird, um das M-Mode-Bild über die Zeit aufzunehmen. B 

Beispiel M-Mode-Bild, das aus A gewonnen wird. D Repräsentatives Tracing eines M-Mode-Bildes mit 

Beschriftung nach [184]. 

Beschriftung: LV Linker Ventrikel, LVAW Linksventrikulärer Durchmesser der anterioren Wand, LVID 

Linksventrikulärer innerer Durchmesser, LVPW Linksventrikulärer Durchmesser der posterioren Wand 

RV Rechter Ventrikel. 
 
3.2.4 Histologie 

Die Färbung der Gewebsproben erfolgte in Kooperation mit Prof. Robert Klopfleisch 

am Tierpathologischen Institut der Freien Universität Berlin (Berlin, D). Nach 

Einbettung erfolgten eine HE und Pikro-Siriusrot-Färbung des Herzringes. Die Pikro-

Siriusrot-Färbung färbt verschiedene Kollagene im Gewebe, insbesondere die 

Kollagen I und III [185], und diente damit als Maß für den fibrotischen Umbau der 

Herzen. Die HE-Färbung wurde zur groben Quantifizierung der Herzhypertrophie und 

als Übersichtsfärbung gewählt. 

Die Quantifikation der Fibrose erfolgte mittels Keyence Mikroskop und ImageJ. Hierfür 

wurden sechs zufällige Bildausschnitte des Endo- und Epikards ausgewählt. Da die 

Pikro-Siriusrot-Färbung unterschiedliche Farbqualitäten aufwies, wurden die Werte 

des Endokards zum Epikard normalisiert. Dies erfolgte da wir zeigen konnten, dass 
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das Epikard durch ISO nicht fibrotisch umgebaut wird (41). Die anschließende 

Quantifizierung der Fibrose erfolgte durch das Programm ImageJ. Die Proben für die 

histologischen Quantifikation wurden nicht innerhalb einer Gruppe ausgewertet und 

die Untersucherin war zur Behandlung der Versuchstiere verblindet. 

Die HE-Bilder wurden mit einem Pannoramic MIDI II Slide Scanner aufgenommen und 

mit der Software CaseViewer ausgewertet. 
 

 
Abb. 3.7 Histologiequantifizierung. 
A Anordnung der Bildausschnitte für die Histologiequantifizierung einer Pikro-Siriusrot-Färbung am 

Endokard am Beispiel eines Kontrolltieres und B am Epikard. 

 

3.3 Statistik 
Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut für Biometrie 

und Klinische Epidemiologie der Charité Universitätsmedizin Berlin. 

Die Ergebnisse der in vivo Daten werden als Punktewolke mit Mittelwert dargestellt. 

Die Darstellung der qRT-PCR-Ergebnisse erfolgte als Min-Max-Boxplot mit Median, 

25. und 75. Perzentile. Für die Western Blot Quantifikation wurden Balkendiagramme 

mit Mittelwert und Standardabweichung (SD) genutzt. Die Anzahl der Einzelwerte 

wurde als n angegeben und die Anzahl der Wiederholungen des Experiments als N.  

Überprüfung auf Normalverteilung erfolgte visuell mittels Punktewolken und zusätzlich 

abhängig von der n mittels D’Agostino-Pearson-Test (n ≥ 8), Shapiro-Wilk-Test (n = 7) 

oder Kolmogorov-Smirnov-Test (n = 5–6) (jeweils α = 0,05). Ausreißer wurden mit dem 

Grubbs Test (α = 0,05) identifiziert. 
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Bei Normalverteilung wurde anschließend für Vergleiche zwischen zwei Gruppen ohne 

zusätzliche Einflussfaktoren ein ungepaarter t-Test verwendet, bei fehlender 

Normalverteilung erfolgte ein Mann-Whitney-U-Test.  

Bei weiteren Einflussfaktoren wurde eine zweifache Varianzanalyse (ANOVA) mit 

Tukey bzw. Test auf kleinsten signifikanten Unterschied (LSD) posthoc-Test 

verwendet. Waren die Datenpunkte nicht normalverteilt, wurde zur Varianzanalyse ein 

Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s posthoc-Test verwendet.  

Zum Ausschluss des Einflusses von Gewicht auf den GLS wurde SPSS und die darin 

enthaltene univariate Varianzanalyse genutzt.  

Die Auswertung der RNA-Sequenzierungs Ergebnisse erfolgte als paarweiser 

Vergleich mit einem fold change (FC) von 1,5. Anschließend wurden alle Gene 

ausgeschlossen, die nicht mindestens eine durchschnittliche Basisexpression von 100 

reads aufwiesen. Eine FDR-Korrektur konnte aufgrund der hohen Variabilität der 

Proben und damit geringen Anzahl von differentiell exprimierten Genen nicht 

durchgeführt werden. Die Analyse inkl. Hauptkomponentenanalyse erfolgte durch das 

Helmholtz-Zentrum München. Für die CPDB-Analyse wurde zum Berechnen des 

Signifikanzniveaus ein Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet [174].  

Ein Signifikanzniveau (P) von < 0,05 wurde als signifikant angesehen. Die 

verschiedenen P-Werten entsprachen: *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 und ****P.  

Genaue Ausschlusskriterien einzelner Proben bzw. Tiere zu den einzelnen 

Abbildungen können dem Abbildungsverzeichnis entnommen werden.  

Für die Auswertung und Erstellung der Graphen wurde die Software GraphPadPrism 6 

und für die RNA-Sequenzierung R verwendet. 
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4 Ergebnisse 
Ziel der Experimente war die Identifizierung neuer C16:1n7 abhängiger Signalwege in 

Kardiomyozyten in vitro und ihre Bedeutung in vivo.  

In einem ersten Schritt wurden die durch C16:1n7 beeinflussten Gene in PMK mittels 

RNA-Sequenzierung untersucht. Anschließend wurde deren Regulation in der HL-1-

Zellkultur und in PMK überprüft. Mittels CPDB Overrepresentation-Analyse wurden die 

einzelnen Gene aus der Sequenzierung bioinformatisch in verschiedene regulierte 

Signalwege eingegliedert. Daraus wurde die Hypothese einer anti-fibrotischen 

Wirkung in vivo generiert.  

Um schließlich diese Ergebnisse in vivo zu validieren, wurde die Wirkung einer oralen 

C16:1n7-Supplementation im ISO-Modell überprüft. Primär erfolgte die Analyse der 

kardialen Fibrose mittels echokardiographischer und histologischer Methoden. Zudem 

wurde die Wirkung von C16:1n7 auf Hypertrophie als weiteren Endpunkt überprüft. 

Zuletzt wurden die Regulation von vorher in vitro charakterisierten Signalwege in vivo 

am Herzen gemessen. 

 

4.1 Identifizierung neuer Signalwege induziert durch C16:1n7 
4.1.1 Etablierung der PMK-Kultur 

Zunächst wurden Vorversuche zur Etablierung der PMK-Kultur durchgeführt. Dazu 

wurden verschiedene Zeitabstände zum Präparieren, der Spülung mit der PL, des 

Kollagenaseverdaus sowie Durchflusstemperaturen evaluiert. Abschließend wurde die 

geerntete Zellzahl nach dem letzten Kalziumschritt sowie die RIN-Zahl und RNA-

Menge nach einer 3 h Stimulationsdauer bestimmt. 

Hier zeigte sich eine kurze Präparation als entscheidender Faktor für die Qualität der 

Isolation. Eine Zellzahl von etwa 250.000–500.000 PMKs pro Well war optimal für die 

Kultur. Um sicherzustellen, dass die isolierten Zellen Kardiomyozyten sind, wurde eine 

Immunfluoreszenzfärbung mit entsprechenden zelltypischen Markern durchgeführt 

(Abb. 4.1 A). Hierzu wurden PMKs mit Anti-α-Actinin- [186] und Anti-Desmin-

Antikörpern [187] gefärbt. Zudem wurde CD31 als Marker für endotheliale Zellen bzw. 

Gefäße [188] und Vimentin für mesenchymale Zellen [189] gefärbt.  

Es zeigte sich, dass hauptsächlich Kardiomyozyten isoliert wurden. Sowohl die 

Positivkontrollen Desmin als α-Actinin wurden stark angefärbt. Die Negativkontrollen 

CD31 und Vimentin produzierten hingegen ein schwaches Signal.  
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4.1.2 Stimulationsdauer 

Für die RNA-Sequenzierung musste zunächst eine optimale C16:1n7-

Stimulationsdauer festgelegt werden. Hierfür wurde auf Grundlage von unpublizierten 

Vorexperimenten die PPARα-Zielgene Acsl1 (Acyl-CoA Synthetase-1) [9] und Cpt1b 

(Carnitine Palmitoyltransferase 1B) [190] gewählt. 

Bereits nach 3 h Stimulation mit C16:1n7 zeigte sich in HL-1 Zellen eine 

Hochregulation der Gene verglichen zur Kontrolle (BSA). Nach 6 h war dieser Effekt 

stärker ausgeprägt (Abb. 4.1 B, C links und mittig). Nach 24 h war der Effekt nur noch 

gering und nur Cpt1b war statistisch signifikant reguliert (Abb. 4.1 B, C rechts). Zudem 

wurde ein Western Blot durchgeführt, um die Regulation der C16:1n7 regulierten 

PPARα-Ziele auf Proteinebene zu bestätigen. Es zeigte sich ein nicht signifikanter 

Anstieg von CPT1B nach 3 h. Dieser war im Zeitverlauf bei 6 h und 24 h nicht mehr 

nachweisbar (Abb. 4.1 D, F). ACSL1 war nicht reguliert (Abb. 4.1 D, E).  

Zusammenfassend zeigte sich, dass auf mRNA-Ebene eine Regulation der genannten 

PPAR-Zielgene nach 3 und 6 h C16:1n7 Stimulation festzustellen ist. Auf Proteinebene 

konnten diese Ergebnisse jedoch nur teilweise bestätigt werden.  

Aufgrund des schlechten Überlebens der PMK in Kultur nach 6 h wurde schließlich 3 h 

als Zeitpunkt gewählt, da hier bereits die ersten Veränderungen auf mRNA-Ebene in 

HL-1 Zellen beobachtet werden konnten (Abb. 4.1 B–F).  

Schließlich wurden die PMK isoliert und für 3 h mit C16:1n7 oder BSA als Kontrolle 

stimuliert. Nach der Ernte und Isolation der RNA wurde diese auf ihre Qualität 

untersucht und die RNA-Menge bestimmt (Tab. 4. 1). Für die Sequenzierung war eine 

hohe Reinheit der Proben, gemessen an der RIN, ausschlaggebend. Hier wurde ein 

RIN von über 8,5 als ausreichend angesehen. Diese Proben wurden anschließend an 

das Helmholtz-Zentrum München gesendet.  
 

PROBEN T APPARATUR T LÖSUNGEN  RIN RNA MENGE 
Probenpaar #1 U: 20,8 °C, WB: 41,3 °C 

Fluss: 11 
37,1 °C Herz-P: 18 min 

Kollagenase: 6 min 
8,5/8,5 2422/2618 ng 

Probenpaar #2  U: 23,0 °C, WB: 40,8 °C 
Fluss: 11 

37 °C Herz-P: 22 min 
Kollagenase: 6,5 min 

9,1/9,1  798/1680 ng 

Probenpaar #3 U: 23,0 °C, WB: 40,8 °C 
Fluss: 11 

37 °C Herz-P: 20 min 
Kollagenase: 6,5 min 

9,4/9,4 1988/1232 ng 

Tab. 4. 1 PMK-Isolationscharakteristika der Proben für die Sequenzierung.  
Beschriftung: T Temperatur, U Umgebung, P Präparation WB Wasserbad, RIN RNA Integritätsnummer. 
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Abb. 4.1 Etablierung der primären Kardiomyozyten (PMK) Isolation und Ermittlung der optimalen 

Stimulationsdauer.  

A Immunfluoreszenzbilder der PMK. B Relative mRNA-Expression von Acyl-CoA Synthetase-1 (Acsl1) 

und C Carnitine Palmitoyltransferase 1B (Cpt1b) nach 3, 6 und 24 h in HL-1 Zellen. D Repräsentative 
Western Blots von ACSL, CPT1B und β-Actin nach 3, 6 und 24 h Stimulation mit C16:1n7 oder BSA in 

HL-1 Zellen. E Densitometrie aller Western Blots von ACSL1 und F CPT1B. Die Werte werden in 

Relation zum β-Actin Signal (Referenzprotein) dargestellt.  

n-Zahl: B–F: Jeweils N = 3, n = 3; B 3 h: N = 3, n = 2, D–F 24 h, hier N = 2, n = 3; weitere Details im 

Abbildungsverzeichnis. 

Statistik: B+C: t-Tests; ns = P > 0,05; * = P < 0,05; *** = P < 0,001; **** = P < 0,0001. 

Beschriftung: Acsl1 Acyl-CoA Synthetase-1, BSA Bovines Serumalbumin (= Kontrolle), C16:1n7 

Palmitoleinsäure, Cpt1b Carnitine Palmitoyltransferase 1B. 
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4.1.3 C16:1n7 reguliert PPARδ und α Zielgene auf mRNA Ebene 

Es erfolgte die Erstellung der Library mittels Hersteller-Kit und anschließende RNA-

Sequenzierung auf einem Illumina HiSeq® 1000 am Helmholtz-Zentrum München und 

eine bioinformatische Analyse mit R. Es erfolgte eine statistische Auswertung mittels 

paarweisem Vergleich der Proben.  

Nach der Sequenzierung konnten etwa 75 % der reads dem Mausreferenzgenom 

zugeordnet werden. In der Hauptkomponentenanalyse (Principal component = PC) 

zeigte sich ein ausgeprägter Chargenunterschied zwischen Probenpaar #1 

(Proben 35, 36) und #2/3 (Proben 41–42/43–33) (Abb. 4.2 A), was zu einer stark 

eingeschränkten Anzahl an differentiell regulierten Genen führte. Lediglich 3 % der 

Varianz der Sequenzierung konnte auf die Behandlung zurückgeführt werden. Aus 

diesem Grund wurde ein paarweiser Vergleich zwischen #1 und #2/3 durchgeführt. Ein 

durchschnittlicher FC (mean Fold Change = mFC) von 1,5 wurde als biologisch 

relevant betrachtet. Dies führte schließlich zu 317 differentiell regulierten Genen 

zwischen C16:1n7 und BSA (Abb. 4.2 B). Um diese Gene weiter auf biologisch 

besonders Relevante einzugrenzen, wurden nur die Gene berücksichtigt, die 

mindestens eine durchschnittliche Basisexpression von 100 reads aufwiesen. 

Schließlich konnten 129 differentiell exprimierte Gene identifiziert werden (Abb. 4.2 C). 

Das am stärksten hochregulierte Gen war Angiopoetin-like 4 (Angptl4) (mFC = 3,836), 

ein PPARδ-Zielgen (47, 54, 55), das auch anti-fibrotische Eigenschaften aufweist 

[95,124,193]. Pyruvat Dehydrogenase Kinase 4 (Pdk4), ebenfalls ein PPARδ-Zielgen, 

war auch verstärkt exprimiert [191] (mFC = 1,806). Zudem war das PPARα-Zielgen 

hypoxia inducible lipid droplet associated (Hilpda) [194,195] (mFC = 2,542) differentiell 

exprimiert (Abb. 4.2 D).  
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Abb. 4.2 Ergebnisse der RNA-Sequenzierung.  

A Hauptkomponentenanalyse. Die PC zeigt die Genexpressionslevel über alle Proben und gruppiert die 

Proben anhand ihrer Varianz zueinander. PC1 zeigt die Chargenunterschiede, PC2 die Unterschiede 

durch die Behandlung mit C16:1n7. B Anzahl differentiell exprimierter Gene vor Ausschluss der Gene, 

die eine geringe Expression in der Sequenzierung aufwiesen. C Differentiell exprimierte Gene mit einer 

Basisexpression von über 100 reads. D Heatmap der differentiell exprimierten Gene aus C.  

n-Zahl: A–D: n = 3, N = 1; Statistik: D: Paarweiser Vergleich sowie FC ≥ 1,5; es wurden nur Gene 

berichtet, die mindestens eine Basisexpression von 100 reads pro Probe aufwiesen.  

Beschriftung: BSA Bovines Serumalbumin (= Kontrolle), C16:1n7 Palmitoleinsäure, PC Principal 

Component. 
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4.1.4 Bestätigung der PPAR-Zielgene 

Im nächsten Schritt wurden die identifizierten Gene in der HL-1-Kultur und in den PMK 

mittels qRT-PCR untersucht. Hierfür wurden HL-1-Zellen für 3 h mit 16:1n7 oder BSA 

als Kontrolle stimuliert und danach die Genexpressionslevel der PPARδ-Gene 

Angptl4, Pdk4 sowie des PPARα-Gens Hilpda untersucht.  

Es zeigte sich bei allen drei Genen eine verstärkte signifikante Expression in HL-1-

Zellen unter C16:1n7 Stimulation, allerdings stärker ausgeprägt bei Angptl4 und Pdk4 

im Vergleich zu Hilpda (Abb. 4.3 A). Aufgrund der deutlicheren C16:1n7-vermittelten 

Regulation der PPARδ-Zielgene, im Vergleich zu den PPARα-Zielgenen, Acsl1, Cpt1b 

und Hilpda (Abb. 4.1 B+C), konzentrierten wir die weiteren Experimente auf die 

Analyse von PPARδ-Zielgenen. 
 

 
Abb. 4.3 Differentielle Genexpression von PPARδ- und -α-Zielgenen nach 3 h gemessen mittels 

quantitativer Real Time-Polymerasekettenreaktion.  
A Expression der PPARδ-Zielgene Angiopoetin like factor 4 (Angptl4) und Pyruvat Dehydrogenase 

Kinase 4 (Pdk4) sowie des PPAR-α-Zielgens hypoxia inducible lipid droplet associated (Hilpda) nach 3 

h Stimulation mit C16:1n7 oder BSA in HL-1 Zellen und B in primären Kardiomyozyten (PMK). C 

Western Blot von PPARδ in PMK und HL-1 Zellen. 

n-Zahl: A: N = 4, n = 3; B: N = 3, n = 2, C: N = 1, PMK n = 4, HL-1 n = 3. 

Statistik: A+B: t-Test; *** = P < 0,001; **** = P < 0,0001. 

Beschriftung: Angptl4 Angiopoetin like factor 4, BSA Bovines Serumalbumin (= Kontrolle), C16:1n7 

Palmitoleinsäure, Hilpda Hypoxia Inducible Lipid Droplet Associated, Pdk4 Pyruvat Dehydrogenase 

Kinase 4, PMK Primäre Kardiomyozyten. 
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Hierzu passend konnte die Expression von PPARδ sowohl in PMK als auch in HL-1 

stabil auf Proteinebene nachgewiesen werden (Abb. 4.3 C).  

Nach 3 h Stimulation mit C16:1n7 zeigten sich in den PMK signifikant höhere mRNA-

Level von Angptl4 und Pdk4 im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 4.3 B). 

Zusammenfassend konnten verschiedene in der Sequenzierung identifizierte Gene in 

HL-1 Zellen und PMK bestätigt werden und es zeigte sich eine stärkere Stimulation 

von PPARδ- als PPARα-Zielgenen. 

 

4.1.5 Regulation von PPARδ-Zielgenen im Zeitverlauf 

Um weitere Informationen über die Regulation der PPARδ-Zielgene im Zeitverlauf 

unter C16:1n7 Stimulation zu erhalten, wurde eine längere Stimulationsperiode über 6 

und 24 h in HL-1 Zellen gewählt. Aus der Literatur wurde zusätzlich die 

Lipoproteinlipase (Lpl), als ein Gen upstream von Angptl4, identifiziert und im 

folgenden mituntersucht. Hier wurde erwartet, dass die Lpl Expression durch Angptl4 

im Verlauf supprimiert wird. Ein Prozess der normalerweise die Zelle vor ausgeprägter 

Lipidaufnahme und -akkumulation schützen soll [124].  

Lpl war nach 3 h nicht differentiell reguliert (Abb. 4.4 A). Nach 6 h zeigte sich jedoch 

eine signifikante Herabregulation, die nach 24 h nicht mehr nachgewiesen werden 

konnte (Abb. 4.4 B+C). 

Angptl4 und Pdk4 waren beide sowohl nach 6 als auch 24 h stark hochreguliert (Abb. 

4.4 D–G). Insbesondere bei Angptl4 zeigte sich eine ausgeprägte 

Standardabweichung, was auf einen hochvariablen Effekt hindeutet (Abb. 4.4 D).  
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Abb. 4.4 Zeitverlaufsexperiment mit Messung der differentiellen Genexpression von PPARδ-Zielgenen 

in HL-1 Zellen unter Stimulation mit C16:1n7 gemessen mittel qRT-PCR.  

A Lipoproteinlipase (Lpl) mRNA-Expression nach 3 h, B 6 h und C 24 h. C Angiopoetin-like factor 4 

(Angptl4) mRNA-Expression nach 6 h D und E 24 h. F Pyruvat Dehydrogenase Kinase 4 (Pdk4) mRNA-

Expression nach 6 h und G 24 h.  

n-Zahl: A+C+E+G N = 3, n = 3; B+D+F: N = 2, n = 3; weitere Details im Abbildungsverzeichnis. 

Statistik: A-G: t-Tests; ns = P > 0,05; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001; **** = P < 0,0001 

Beschriftung: Angptl4 Angiopoetin-like factor 4, BSA Bovines Serumalbumin, C16:1n7 Palmitoleinsäure, 
Lpl Lipoproteinlipase, Pdk4 Pyruvat Dehydrogenase Kinase 4. 
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4.1.6 Consensus Path DB (CPDB) Overrepresentation-Analyse 

Zur weiteren systematischen Analyse der 129 in der RNA-Sequenzierung differentiell 

exprimierten Gene wurde das Webtool CPDB eingesetzt. Mittels Overrepresentation-

Analyse wurden die differentiell regulierten Gene spezifischen Signalwegen 

zugeordnet. 

Es ergaben sich 20 mit der C16:1n7-Stimulation assoziierte Signalwege (Abb. 4.5). Es 

zeigte sich eine Assoziation mit Signalwegen des Zellwachstums, -überlebens und -

proliferation. Zudem war NF-κ-B, ein mit Inflammation assoziierter Weg, metabolische 

Signalwege sowie hämostatische Vorgänge reguliert.  

Von geringer biologischer Relevanz wurden die unter „Verschiedenes“ subsummierten 

Signalwege angesehen. Hierbei handelt es sich um durch rein bioinformatische 

Berechnungen vorhergesagte, oder andere zellbiologisch wichtige Signalwege bzw. 

Assoziationen, die schwer in die anderen Kategorien einzuordnen waren. Ebenfalls 

von geringer Relevanz wurden die Signalwege unter „Inflammation, Infektion“ 

gewertet, da hier die Assoziation hauptsächlich durch einzelne Gene, beispielsweise 

TNF oder IL, verursacht war.   

Von besonderem Interesse waren die unter „Fibrose“ zusammengefassten 

Signalwege von TNF und TGF-β, da diese ebenfalls mit der kardialen 

Fibroseentstehung im verwendeten ISO-Modell assoziiert sind [196,197], sowie der 

Wnt-Signalweg, der mit TGF-β eng an der Fibroseentwicklung beteiligt ist [141]. 

Es zeigte sich in der CPDB-Auswertung im Wesentlichen eine Assoziation der 

C16:1n7-Stimulation mit Signalwegen zugehörig zu Fibroseentstehung, Inflammation, 

Zellwachstum, -überleben und -proliferation. 
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Abb. 4.5 CPDB Overrepresentation-Analyse.  

Gezeigt werden mit der C16:1n7 Stimulation-assoziierte Signalwege im PMK (3 h-Stimulation). Die 

Größe der Punkte zeigt die Anzahl der Gene in einem Signalweg an, die Farbe die statistische 

Signifikanz. Die Stärke der Verbindungslinien repräsentiert die Anzahl der Gene, die Signalwege 

insgesamt miteinander teilen. Die Farbe der Striche steht für die Anzahl der Gene der jeweils 

eingelesenen Genliste. 
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4.2 Effekte von C16:1n7 auf die ISO-induzierte kardiale Fibrose im Mausmodell 
Zusammenfassend ergaben sich aus den bisherigen Daten Hinweise darauf, dass 

C16:1n7 anti-fibrotische Eigenschaften aufweisen könnte. Diese These beruht auf der 

C16:1n7-vermittelten Regulation von PPARδ-Zielgenen, die laut Literatur über ihre 

anti-inflammatorische Wirkung auch Fibrose beeinflussen können [198,199]. Zudem 

spricht die Hochregulation von Angplt4, einem parakrin wirkenden Protein [200], das 

nachweislich in einem experimentellen Modell der Rechtsherz-hypertrophie vor 

Fibrose schützt [95] und anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt [124], für einen 

anti-fibrotischen Effekt von C16:1n7. Darüber hinaus konnte in der CPDB 

Overrepresentation-Analyse gezeigt werden, dass mehrere mit Fibrose assoziierte 

Signalwege durch die C16:1n7-Stimulation reguliert waren.  

Um potentielle anti-fibrotische Effekte von C16:1n7 in vivo zu untersuchen, wurde das 

ISO-Modell verwendet. Die subchronische ISO-Applikation in Mäusen ist ein 

etabliertes Modell [176,177,185,201,202]. Es entsteht dosisabhängig [203,204] eine 

kardiale Schädigung mit zunächst subendokardialer Fibrose und Zelluntergang [205], 

Ischämie [206], Hypertrophie von Kardiomyozyten sowie des gesamten Herzens [201] 

und schließlich HI [182] bis hin zum Tod [207].  

 

4.2.1 Grundliniencharakteristika der Mäuse   

Die Gruppengrößen können Tab. 4.2 entnommen werden. Diese beruhen auf einer 

Gruppengrößenberechnung, die in Zusammenarbeit mit dem Charité Institut für 

Biometrie und Klinische Epidemiologie durchgeführt wurde.  
 

 LANGER ARM KURZER ARM 

Gruppe n Start n Ende verstorben n Start n Ende verstorben 

KON-H2O 9 9 1 (Echokardiographie) 5 5 Ø 

KON-C16:1n7 10 10 Ø 5 5 Ø 

ISO-H2O 12 10 2 (ISO-Behandlung) 7 6 1 (ISO-Behandlung) 

ISO-C16:1n7 12 9 3 (ISO-Behandlung) 7 7 Ø 

Tab. 4.2 Gruppengröße des ISO-Versuches mit Anzahl der verstorbenen Tiere. 

Der lange Arm entspricht dem Zeitpunkt an Tag 22, 13 Tage nach der letzten ISO-Gabe, der kurze Arm 

Zeitpunkt Tag 11, einen Tag nach der ISO-Gabe. 

C16:1n7 Palmitoleinsäure, H2O Wasser, ISO Isoproterenolgruppe, KON Kontrollgruppe. 
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Zwei Tiere verstarben bei der ersten Blutentnahme vor Beginn des Versuches an Tag 

-1. Insgesamt verstarben drei ISO-Vehikel (H2O) und drei ISO-C16:1n7-Tiere während 

der Behandlung. Ein Tier aus der Kontrollgruppe (KON-H2O) verstarb nach der letzten 

Echokardiographie aus ungeklärten Ursachen, wurde aber in alle Analysen 

eingeschlossen. 
 

Wie bereits im Methodenteil beschrieben war das KG zu Beginn und zu Ende des 

Versuches in beiden Armen unterschiedlich, selbst wenn es, isoliert im kurzen Arm 

betrachtet, statistisch nicht signifikant unterschiedlich war (Tab. 4.3).  

Der GLS war zu Beginn des Versuches als primärer Endpunkt in den 

Behandlungsgruppen nicht unterschiedlich reguliert. In der statistischen 

Untersuchung, ob das KG einen signifikanten Einfluss auf die Variable GLS hat, konnte 

mittels der univariaten Analyse gezeigt werden, dass der GLS nicht durch die 

Unterschiede im KG beeinflusst wurde (P > 0,05). 

Andere Strain-Parameter (GLSR, GRS, GRSR) unterschieden sich ebenfalls nicht 

signifikant (Tab. 4.3).  
 

 KON-H2O KON-C16:1n7 ISO-H2O ISO-C16:1n7 

KG (g) 25,41 ± 1,25 25,59 ± 0,825 27,49 ± 1,84 ** 27,45 ± 1,44 ++ 

BZ (mg/dl) 155,7 ± 19,4 162,1 ± 22,6 160,9 ± 23,18 154,8 ± 17,32 

HF (bpm) 418,6 ± 21,8 420,3 ± 16,2 429,3 ± 24,1 415,8 ± 23,4 

GLS (%) -17,67 ± 1,73 -17,38 ± 1,45 -17,55 ± 2,12 -16,39 ± 1,60 

GLSR (s-1) -5,645 ± 1,24 -5,310 ± 1,04 -6,804 ± 2,88 -5,84 ± 1,52 

GRS (%) 29,97 ± 6,27 27,73 ± 4,82 26,63 ± 6,51 28,97 ± 4,38 

GRSR (s-1) 7,124 ± 1,75 6,554 ± 0,958 6,459 ± 1,23 6,907 ± 0,988 

Tab. 4.3 Grundliniencharakteristika der behandelten Tiere an Tag 0.   

n-Zahl: KG, BZ: KON-H2O n = 14, KON-C16:1n7 n = 15, ISO-H2O n = 16, ISO-C16:1n7 n = 16; HF, 
GLS, GLSR, GRS, GRSR: KON-H2O n = 9, KON-C16:1n7 n = 10, ISO-H2O n = 10, ISO-C16:1n7 n = 

9 (GLS: n = 8). 

Statistik: KG, BZ, HF, GRS, GRSR, GLS Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test; GLSR 
Einfache Varianzanalyse (Kruskal-Wallis) (nicht-normal verteilt). Mittelwerte mit Standardabweichung. 

ns = P > 0,05; ** = P < 0,01, KON-H2O VS ISO-H2O; ++ KON-C16:1n7 VS ISO-C16:1n7. 

Beschriftung: BZ Blutzucker, C16:1n7 Palmitoleinsäure, H2O Wasser, HF Herzfrequenz, ISO 

Isoproterenolgruppe, KG Körpergewicht, KON Kontrollgruppe, GLS Globaler longitudinaler Strain, 

GLSR Globale longitudinale Strain Rate, GRS Globaler radialer Strain, GRSR Globale longitudinale 

Strain Rate. 
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4.2.2 C16:1n7 reduziert die ISO-induzierte kardiale Fibrose an Tag 22 

Wie im Methodenteil beschrieben erhielten die Tiere ab Tag 0 C16:1n7/H2O p. o. An 

Tag 6–9 erfolgte die Applikation von ISO/H2O (= KON) s. c. Es gab zwei Versuchs-

arme: Einen „langen Arm“, in dem die Tiere an Tag 10 (post-ISO) und an Tag 21 

echokardiographisch untersucht und schließlich an Tag 22 getötet wurden. In einem 

kleineren, „kurzen Arm“ erfolgte die Echokardiographie auch an Tag 10 (post-ISO) und 

die Tiere wurden an Tag 11 getötet. 

Als Korrelat zur endokardialen Fibrose erfolgte die echokardiographische 

Untersuchung von Strain-Parametern [175] an Tag 21 und eine Pikro-Siriusrot-

Färbung des Herzens an Tag 22.  

Bei den Basiswerten der Tiere zur Echokardiographie zeigen sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen, bis auf die bereits zu Beginn bestehenden KG-

Unterschiede in den KON- und ISO-Gruppen (Tab. 4.4). Hier war der GLS ebenfalls 

nicht signifikant vom KG beeinflusst (Univariate Varianzanalyse, P > 0,05).   

Um echokardiographisch das Ausmaß der subendokardialen Fibrose zu beurteilen, 

wurden die Strain-Parameter GLS, GRS und GCS sowie die dazugehörigen Strain-

Raten untersucht. Diese korrelieren mit dem Ausmaß der subendokardialer Fibrose, 

insbesondere bei frühem Schaden am Herzen [175,177].  

In der ISO Gruppe konnte ein signifikanter Abfall des GLS dokumentiert werden, der 

durch C16:1n7-Gabe verbessert wurde (Abb. 4.6 A). Im longitudinalen Vergleich der 

Einzeltiere (Tag 0 zu Tag 21), beobachteten wir ebenfalls eine signifikante 

Verschlechterung des relativen GLS (Abb. 4.6 B) und der GLSR (Abb. 4.6 C) in den 

unbehandelten ISO-Vehikel Tieren. Im Gegensatz dazu verhinderte die C16:1n7 

Behandlung die Reduktion des GLS und der GLSR. Die Absolutwerte der GLSR 

wiesen zwar den gleichen Trend auf wie die vorher gezeigten Daten, jedoch wurde 

keine statistische Signifikanz erreicht (Abb. 4.6 D). In einem auf das KG korrigierten 

Modell blieb die Behandlung mit C16:1n7 in den ISO-Tieren statistisch signifikant 

(Univariate Varianzanalyse, P = 0,042). Zusammenfassend demonstrieren diese 

Daten eine Verbesserung des GLS/GLSR unter C16:1n7, die auf eine Abmilderung 

der subendokardialen Fibrose hinweisen kann.   

Im Einklang mit der Literatur [175,177] veränderten sich die anderen Strain-Parameter 

GRS, GCS sowie GRSR und GCSR durch die ISO-Gabe nicht. Die Fütterung mit 

C16:1n7 hatte ebenfalls keinen Einfluss (Abb. 4.6 E–H). 
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In der longitudinalen Betrachtung des GLS (Tag 0, Tag 10 [post-ISO], Tag 22) zeigt 

sich ein vergleichbarer Abfall in der C16:1n7- und der Vehikel H2O-Gruppe direkt nach 

der letzten ISO-Gabe. Allerdings erholt sich der GLS der C16:1n7 Tiere 13 Tage nach 

der ISO-Gabe wieder auf ein mit den Kontrollgruppen und Ausgangsniveau 

vergleichbaren Wert (Abb. 4.6 I), wohingegen die Vehikel (H2O)- ISO-Gruppe einen 

anhaltend eingeschränkten GLS aufweist. Insgesamt deuten diese Daten auf einen 

Prozess in den mit C16:1n7 behandelten Tieren hin, der insbesondere nach der letzten 

ISO-Applikation zu einer Verbesserung führt. 

Im nächsten Schritt wurde die kardiale Fibrose in der Histologie mittels Pikro-Siriusrot-

Färbung quantifiziert. Hier zeigte sich eine ausgeprägte subendokardiale Fibrose 

durch die Gabe von ISO, die mittels oraler Gabe von C16:1n7 signifikant reduziert 

werden konnte (Abb. 4.6 J–L). In den Kontrollgruppen kam es zu keiner 

Fibroseausbildung (Abb. 4.6 J–L).  

Somit korrelierten die GLS-Werte aus der Echokardiographie, die mit der 

subendokardialen Fibrose zusammenhängen [175], auch mit den histologischen 

Ergebnissen. (Abb. 4.6 J–L). Zusammenfassend deutet dies auf einen anti-fibrotischen 

Effekt der Fettsäure C16:1n7 hin. 

 
 KON-H2O KON-C16:1n7 ISO-H2O ISO-C16:1n7 

BZ (mg/dl) 152,0 ± 34,0 154,2 ± 23,7 147,8 ± 22,3 135,3 ± 21,9 

KG (g) 26,04 ± 1,35 26,83 ± 1,41 29,2 ± 2,00 *** 28,82 ± 1,33 + 

KG Zunahme (g) 0,800 ± 0,738 1,270 ± 1,60 1,540 ± 1,06 1,463 ± 0,504 

HF (bpm) 390,2 ± 34,2 390,4 ± 16,9 375,4 ± 34,3 361,0 ± 30,8 

Tab. 4.4 BZ-, KG-, und HF-Werte bei der letzten Echokardiographie am Endpunkt Tag 21.  

n-Zahl: BZ, KG: KON-H2O n = 9, KON-C16:1n7 n = 10, ISO-H2O n = 10, ISO-C16:1n7 n = 9; KG 
Zunahme: KON-H2O n = 9, KON-C16:1n7 n = 10, ISO-H2O n = 10, ISO-C16:1n7 n = 8; HF: KON- H2O 

n = 9, KON-C16:1n7 n = 9, ISO-H2O n = 10, ISO-C16:1n7 n = 9. 

Statistik: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc Test. Mittelwerte mit Standardabweichung; ns = 

P > 0,05; + = P < 0,05 KON-C16:1n7 VS ISO-C16:1n7; *** = P < 0,001 KON-H2O VS ISO-H2O. 

Beschriftung: BZ Blutzucker, C16:1n7 Palmitoleinsäure, H2O Wasser, HF Herzfrequenz, ISO 

Isoproterenolgruppe, KG Körpergewicht, KON Kontrollgruppe.  
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Abb. 4.6 Echokardiographie- und Histologieergebnisse am finalen Endpunkt (Tag 21/22).   

A Globaler longitudinaler Strain in Absolutwerten (links) und B als relative Veränderung im Vergleich zu 

Tag 0 (rechts). C+D Wie A nur mit globaler longitudinaler Strain-Rate. E Ergebnisse des globalen 

radialen Strains und F Strain-Rate. G Ergebnisse des globalen zirkumferentiellen Strains und H Strain-

Rate. I Veränderung der Absolutwerte des globalen longitudinalen Strains über die Zeit des Versuches 

mit den Zeitpunkten Tag 0 (Start des Experiments), einen Tag nach der letzten Isoproterenol-Gabe und 
(post-ISO) und an Tag 22 (finaler Zeitpunkt). J Beispielhistologiebilder der Pikro-Siriusrot-Färbung der 

Herzen als Übersicht und K im Subendokard in der Vergrößerung. L Quantitative Auswertung der Pikro-

Siriusrot-Färbung. Relative Werte im Vergleich zum Epikard. 

Statistik: A links, C–I, L: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc Test; B: Zweifache 

Varianzanalyse mit unkorrigiertem Fisher’s LSD posthoc Test; ns = P > 0,05; * = P < 0,05; ** = P < 0,01; 

*** = P < 0,001; **** = P < 0,0001. 
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n-Zahl: A, C–F, I: KON-H2O n = 9, KON-C16:1 n = 9; ISO-H2O n = 10, ISO-C16:1 n = 9; B: KON-H2O n 

= 9, KON-C16:1 n = 9; ISO-H2O n = 9, ISO-C16:1 n = 9; G+H: KON-H2O n = 9, KON-C16:1 n = 8; ISO-

H2O n = 10, ISO-C16:1 n = 9; L: KON-H2O n = 9, KON-C16:1 n = 10; ISO-H2O n = 7, ISO-C16:1 n = 9. 

Weitere Details im Abbildungsverzeichnis. 

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, GCS Globaler zirkumferentieller Strain, GCSR Globale 

zirkumferentielle Strain Rate, GLS Globaler longitudinaler Strain, GLSR Globale longitudinale Strain 

Rate, GRS Globaler radialer Strain, GRSR Globale radiale Strain Rate, H2O Wasser, ISO 

Isoproterenolgruppe, KON Kontrollgruppe. 
 

4.2.3 C16:1n7 hat keine Auswirkung auf Marker des kardialen fibrotischen Umbaus an 

Tag 11 

Um mehr über das Ausmaß des fibrotischen Umbaus des Herzens nach der letzten 

ISO Gabe zu erfahren, wurde eine Echokardiographie an Tag 10 sowie in einer 

Subgruppe eine Pikro-Siriusrot-Färbung an Tag 11 des Experimentes durchgeführt.  

Blutzucker (BZ), Herzfrequenz (HF) und KG der Tiere in den verschiedenen Gruppen 

waren erneut, bis auf das KG, vergleichbar (Tab. 4.5). Der GLS war erneut nicht durch 

das KG beeinflusst (Univariate Varianzanalyse, P > 0,05).  
 

 KON-H2O KON-C16:1n7 ISO-H2O ISO-C16:1n7 

BZ (mg/dl) 150,6 ± 16,6 151,1 ± 21,2 165,4 ± 21,7 158,8 ± 35,9 

KG (g) 25,33 ± 1,22 25,31 ± 1,12 27,86 ± 2,07 *** 27,59 ± 1,58 +++ 

KG Zunahme (g) 0,171 ± 0,802 -0,09 ± 1,01 0,55 ± 1,11 0,61 ± 0,768 

HF (bpm) 400,9 ± 25,6 396,5 ± 20,1 393,5 ± 31,5 389,7 ± 22,2 

Tab. 4.5 BZ-, KG-, und HF-Werte der Tiere zur Echokardiographie einen Tag nach der letzten ISO Gabe 

(Tag 10/11). 
n-Zahl: BZ, KG: KON-H2O n = 14, KON-C16:1n7 n = 15, ISO-H2O n = 16, ISO-C16:1n7 n = 16; KG 
Zunahme: KON-H2O n = 14, KON-C16:1n7 n = 15, ISO-H2O n = 16, ISO-C16:1n7 n = 15; HF: KON-

H2O n = 14, KON-C16:1n7 n = 14, ISO-H2O n = 15, ISO- C16:1n7 n = 16. 

Statistik: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test. Mittelwerte mit Standardabweichung; ns = 

P > 0,05; *** = P < 0,001 KON-H2O VS ISO-H2O, +++ P < 0,001 KON-C16:1n7 VS ISO-C16:1n7. 

Beschriftung: BZ Blutzucker, C16:1n7 Palmitoleinsäure, H2O Wasser, HF Herzfrequenz, ISO 

Isoproterenolgruppe, KG Körpergewicht, KON Kontrollgruppe. 

 

Wie in Abb. 4.7 A zu sehen, war der GLS bereits einen Tag nach der letzten ISO-

Applikation signifikant schlechter in den ISO-Gruppen im Vergleich zu den KON-

Gruppen. Im Gegensatz zu Tag 22 zeigte sich hier jedoch noch kein Einfluss von 

C16:1n7. Die GLSR war erneut nicht signifikant reguliert (Abb. 4.7 D).  
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Abb. 4.7 Speckle Tracking Echokardiographie- und Histologieergebnisse an Tag 10/11.   

A Absolutwerte des globaler longitudinalen Strains und D der Strain-Rate. B Absolutwerte des globaler 

radialen Strains und E der Strain-Rate. C Absolutwerte des zirkadialen radialen Strains und F der Strain-

Rate. G Histologiebeispielbilder der Herzen zwei Tage nach der letzten ISO-Gabe gefärbt mit Pikro-

Siriusrot in der Übersicht und H in der Vergrößerung und mit der dazugehörigen I Quantifizierung.  

Statistik: A–F, I: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test; ns = P > 0,05; ** = P < 0,01; *** = 

P < 0,001; **** = P < 0,0001. 

n-Zahl: A: KON-H2O n = 14, KON-C16:1 n = 14; ISO-H2O n = 15, ISO-C16:1 n = 15; B, D, E: KON-H2O 

n = 14, KON-C16:1 n = 14; ISO-H2O n = 15, ISO-C16:1 n = 16; C+F: KON-H2O n = 14, KON-C16:1 n = 

15; ISO-H2O n = 16, ISO-C16:1 n = 16; I: KON-H2O n = 5, KON-C16:1 n = 4; ISO-H2O n = 5, ISO-C16:1 

n = 7; weitere Details im Abbildungsverzeichnis. 
Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, H2O Wasser, ISO Isoproterenolgruppe, KON Kontrollgruppe, 

GCS Globaler zirkumferentieller Strain, GCSR Globale zirkumferentielle Strain-Rate, GLS Globaler 

longitudinaler Strain, GLSR Globale longitudinale Strain-Rate, GRS Globaler radialer Strain, GRSR 

Globale radiale Strain-Rate.  
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In der Histologie konnte dieses Ergebnis bestätigt werden: Der Kollagenanteil ist im 

Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhöht, allerdings zeigte sich kein 

Behandlungseffekt von C16:1n7 (Abb. 4.7 G–I). Die übrigen Speckle Tracking-

Parameter waren nicht signifikant reguliert (Abb. 4.7 B–C, E–F).  

Zusammenfassend zeigt sich der pro-fibrotische Effekt von ISO bereits wenige Tage 

nach der letzten Applikation. Im Gegensatz zum langen Arm (Tag 22), konnte jedoch 

zu diesem frühen Zeitpunkt keine signifikante Wirkung von C16:1n7 detektiert werden. 
 

4.2.4 ISO induziert geringe kardiale Hypertrophie an Tag 22 

Da es im ISO-Modell laut Literatur auch zu hypertrophen Veränderungen im Rahmen 

des kardialen Remodeling kommen kann [201] und C16:1n7 in Zusammenhang mit 

der Induktion einer physiologischen Hypertrophie im Herzen steht [9,12], wurden 

echokardiographische und histologische Veränderungen untersucht, die auf eine 

Größenzunahme des Herzens hindeuten. Hierzu wurden die sog. konventionellen 

Echoparameter aus dem M-Mode betrachtet, sowie makroskopische Daten der Tiere 

und eine HE-Färbung im langen Arm des Versuches analysiert. 

Ein wichtiger echokardiographischer Parameter zur Beurteilung der Herzinsuffizienz, 

die EF, war durch die ISO-Gabe nicht verändert (Abb. 4.8 A), ebenso das FS (Tab. 

4.6). Dies steht im Einklang mit der Literatur zum ISO-Modell [175,208]. 

Als Zeichen der linksventrikulären (LV) Hypertrophie wurden die Wanddicke des LV 

mittels konventioneller Echokardiographie bestimmt. Weder im Bereich der anterioren 

(LVAW), noch der posterioren (LVPW) LV-Wand induzierte ISO eine Größenzunahme 

(Tab. 4.6). Bei Betrachtung der gesamten LVM, die sich aus der LVAW, LVID und 

LVPW errechnet [184], wurde lediglich ein statistisch nicht signifikanter Trend zur LV-

Hypertrophie in den ISO behandelten Tieren beobachtet (Tab. 4.6). Nur bei der LVID 

zeigte sich eine Größenzunahme unter ISO, diese erreicht nur in der C16:1n7 

behandelten Gruppe statistische Signifikanz (Tab. 4.6).  

Nach Normalisierung der LVM auf die Tibialänge (TL) der Tiere stellte sich keine 

signifikante Veränderung mehr dar (Abb. 4.8 B). Bündelt man die verschiedenen 

Behandlungsgruppen, sodass nur noch der Unterschied zwischen allen KON- und 

ISO-Gruppen verglichen wird, so sieht man eine signifikante LVM/TL-Zunahme unter 

ISO-Gabe (Abb. 4.8 C). 
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Das gleiche gilt für die Betrachtung des gravimetrischen HG bei der Tötung. Sowohl 

die Absolutwerte als auch die Relativwerte in Bezug auf die TL unterschieden sich 

nicht signifikant in den einzelnen Gruppen (Abb. 4.8 D). Bündelt man die 

Behandlungsgruppen, zeigt sich eine moderate Herzhypertrophie (Abb. 4.8 E).  

In der Makroskopie lässt sich dieser Unterschied nur schwer bzw. nicht erkennen (Abb. 

4.8 F). In der HE-Färbung stellten sich orientierend keine deutlichen Veränderungen 

dar (Abb. 4.8 G, H). Da in den vorherigen Analysen bereits keine Unterschiede durch 

C16:1n7 erkennbar waren, wurde von einer weiteren Quantifizierung abgesehen.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es an Tag 21/22 im ISO-Modell zu 

einer schwachen Zunahme der LVM/TL sowie des HG/TL kam, die jedoch nicht durch 

C16:1n7 beeinflusst wurde.  
 

 KON-H2O KON-C16:1n7 ISO-H2O ISO-C16:1n7 

LVAW;d (mm) 0,6613 ± 0,048 0,6488 ± 0,068  0,6817 ± 0,095  0,6191 ± 0,083  

LVPW;d (mm) 0,5818 ± 0,073  0,5626 ± 0,063 0,5639 ± 0,061  0,5567 ± 0,055  

LVID;d (mm)  3,717 ± 0,202  3,602 ± 0,207  3,882 ± 0,174  3,890 ± 0,209 *  

FS (%)  26,12 ± 5,92  26,67 ± 5,89  24,85 ± 3,87  26,26 ± 2,33  

LVM (mg) 74,65 ± 10,9  72,60 ± 5,46  80,92 ± 13,11  81,88 ± 7,51  

HG (mg)  113,8 ± 5,95  113,7 ± 10,1 122,6 ± 8,63  121,3 ± 5,72  

Tab. 4.6 Echokardiographische Parameter und gravimetrisches Herzgewicht an Tag 21/22. 

n-Zahl: LVAW;d, LVPW;d, LVID;d, FS, LVM: KON-H2O n = 9, KON-C16:1n7 n = 9, ISO-H2O n = 10 
(FS: n = 9), ISO-C16:1n7 n = 8; HG: KON-H2O n = 9, KON-C16:1n7 n = 10, ISO-H2O n = 10, ISO-

C16:1n7 n = 9 

Statistik: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test; ns = P > 0,05; * = P < 0,05 C16:1n7-KON 

VS C16:1n7-ISO 

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, d in der Diastole, FS Linksventrikuläre Verkürzungsfraktion, 

H2O Wasser, HG Herzgewicht bei der Tötung, ISO Isoproterenolgruppe, KON Kontrollgruppe, LVAW 

Linksventrikulärer Durchmesser der anterioren Wand, LVID Linksventrikulärer innerer Durchmesser, 

LVM Linksventrikuläre Masse, LVPW Linksventrikulärer Durchmesser der posterioren Wand. 
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Abb. 4.8 Ergebnisse der konventionellen Echokardiographie, Histologie und Makroskopie der Herzen 

in Bezug auf Parameter der Hypertrophie an Tag 21/22.  
A Ejektionsfraktion gemessen in der konventionellen M-Mode-Auswertung. B Linksventrikuläre Masse 

gemessen im M-Mode-Bild in Relation zur Tibialänge der Mäuse in allen vier Gruppen und C gepoolt in 

den Kontroll- (KON) und Isoproterenol- (ISO) Tieren. D Gewogenes Herzgewicht bei Tötung in Relation 

zur Tibialänge der Mäuse in allen vier Gruppen und E gepoolt in den KON- und ISO-Tieren. F 

Photoaufnahme der Herzen der Tiere bei der Tötung. Ein kleines grünes Quadrat entspricht 1 x 1 mm. 

G Übersicht der Hämatoxylin-Eosin- (HE) Färbung der Herzen und H Nahaufnahme.  

Statistik: A–E: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc Test; ns = P > 0,05; * = P < 0,05. 

n-Zahl: A KON-H2O n = 9, KON-C16:1 n = 9; ISO-H2O n = 9, ISO-C16:1 n = 8; B KON-H2O n = 9, KON-

C16:1 n = 9; ISO-H2O n = 10, ISO-C16:1 n = 8; C KON n = 18, ISO-C16:1 n = 18; D KON-H2O n = 9, 
KON-C16:1 n = 10; ISO-H2O n = 10, ISO-C16:1 n = 9; E KON n = 19, ISO-C16:1 n = 19; weitere Details 

im Abbildungsverzeichnis. 

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, EF Ejektionsfraktion, H2O Wasser, HG Herzgewicht bei der 

Tötung, HG/TL Herzgewicht in Relation zur Tibialänge, ISO Isoproterenolgruppe, KON Kontrollgruppe, 

LVM Linksventrikuläre Masse, LVM/TL Linksventrikuläre Masse in Relation in Tibialänge. 
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4.2.5 C16:1n7 hat keine Auswirkungen auf kardiale Hypertrophie direkt nach der ISO 

Gabe (Tag 10/11) 

Nachdem zum finalen Zeitpunkt an Tag 22 lediglich eine geringe ISO-induzierte 

kardiale Hypertrophie gezeigt werden konnte, sollte diese mit den gleichen Methoden 

zum Zeitpunkt direkt nach der letzten ISO Gabe (Tag 10/11) untersucht werden.  

Bei Betrachtung der EF zeigte sich eine Zunahme unter ISO (Tab. 4.7), die 

wahrscheinlich durch die β-adrenerge Stimulation bedingt ist [209]. Diese spiegelte 

sich ebenfalls in der FS wider (Tab. 4.7). Allerdings erreicht diese Veränderung nur in 

der C16:1n7 Gruppe statistische Signifikanz (Tab. 4.7).  

Betrachtet man nun die Echokardiographie, so kann man eine signifikante 

Dickenzunahme der LVAW sowie der LVPW unter ISO Gabe sowohl bei den mit 

C16:1n7, als auch mit H2O behandelten Tieren beobachten (Tab. 4.7). Die 

Veränderungen des LVID und der LVM waren nicht statistisch signifikant (Tab. 4.7). 

Betrachtet man dann das Produkt dieser Parameter, die LVM, so ist diese nicht 

signifikant unter ISO in beiden Behandlungsgruppen erhöht (Tab. 4.7). Nach 

Normalisierung der LVM zum KG (in beiden Armen) bzw. zur TL (im kurzen Arm), zeigt 

sich kein Unterschied zwischen den Gruppen (Abb. 4.9 A+B). 

Im Gegensatz dazu erkennt man in den Absolutwerten des gravimetrischen 

Herzgewichtes sowie nach Normalisierung zur TL und in der Makroskopie eine 

Größenzunahme in den mit ISO behandelten Gruppen (Tab. 4.7, Abb. 4.9 C+D). 

Histologisch deutet sich diese Zunahme ebenfalls an (Abb. 4.9 E+F).  

Insgesamt stehen die Daten zur kardialen Hypertrophie gemessen mittels 

Organgewichten oder Echokardiographie im Widerspruch. Festhalten lässt sich 

jedoch, dass zu diesem Zeitpunkt ebenfalls kein Effekt von C16:1n7 erkennbar ist.  

  



4 Ergebnisse 

 

 

 
87 

 KON-H2O KON-C16:1n7 ISO-H2O ISO-C16:1n7 
LVAW;d (mm) 0,6602 ± 0,053 0,6912 ± 0,053  0,7546 ± 0,060 *** 0,7736 ± 0,083 ++ 

LVPW;d (mm) 0,5931 ± 0,075 0,6146 ± 0,063 0,6762 ± 0,081 * 0,6939 ± 0,088 + 

LVID;d (mm)  3,780 ± 0,186  3,792 ± 0,307  3,594 ± 0,243  3,614 ± 0,209  

FS (%)  27,94 ± 2,67  27,225 ± 3,00  30,37 ± 4,04  31,13 ± 4,03 + 

EF (%) 54,75 ± 4,10 53,64 ± 4,82 58,49 ± 6,25 59,60 ± 5,97 + 

LVM (mg) 77,72 ± 10,89  82,07 ± 9,54  85,46 ± 15,92  88,33 ± 7,75  

HG (mg) (kurzer Arm)  108,6 ± 7,57  110,0 ± 6,56 136,0 ± 11,4 ** 134,9 ± 12,02 ++ 

Tab. 4.7 Basiswerte der konventionellen Echokardiographie sowie Herzgewicht der Makroskopie an 

Tag 10/11. 

n-Zahl: LVAW;d, LVPW;d, LVID;d, FS, EF, LVM: KON-H2O n = 14, KON-C16:1n7 n = 15, ISO-H2O n 

= 16, ISO-C16:1n7 n = 15; HG: KON-H2O n = 5, KON-C16:1n7 n = 5, ISO-H2O n = 6, ISO-C16:1n7 n 

= 7. 

Statistik: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test; ns = P > 0,05; * = P < 0,05 KON-H2O VS 

ISO-H2O; + = P < 0,05 KON-C16:1n7 VS ISO-C16:1n7; ** = P < 0,01 KON-H2O VS ISO-H2O; ++ = P 

< 0,01 KON-C16:1n7 VS ISO-C16:1n7; *** = P < 0,001 KON-H2O VS ISO-H2O. 

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, d in der Diastole, EF Ejektionsfraktion, FS Linksventrikuläre 

Verkürzungsfraktion, H2O Wasser, HG Herzgewicht bei der Tötung, ISO Isoproterenolgruppe, KON 

Kontrollgruppe, LVAW Linksventrikulärer Durchmesser der anterioren Wand, LVID Linksventrikulärer 
innerer Durchmesser, LVM Linksventrikuläre Masse, LVPW Linksventrikulärer Durchmesser der 

posterioren Wand. 
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Abb. 4.9 Hypertrophieparameter in der Echokardiographie, in der Makroskopie und Histologie an Tag 

10/11.  

A Linksventrikuläre Masse (LVM) gemessen im M-Mode Bild in Relation zum Körpergewicht aus beiden 

Armen. B LVM gemessen im M-Mode Bild in Relation zur Tibialänge (TL) des kurzen Armes. C 

Gewogenes Herzgewicht bei Tötung in Relation zur TL im kurzen Arm. D Photoaufnahme der Herzen. 

Ein kleines Quadrat entspricht 1 x 1 mm. E Übersicht der Hämatoxylin-Eosin Färbung der Herzen und 

F Nahaufnahme.  

Statistik: A–C: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test; ns = P > 0,05; ** = P < 0,01. 

n-Zahl: A KON-H2O n = 14, KON-C16:1 n = 15; ISO-H2O n = 16, ISO-C16:1 n = 15; B KON-H2O n = 4, 
KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 6, ISO-C16:1 n = 6; C KON-H2O n = 5, KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 

6, ISO-C16:1 n = 7; weitere Details im Abbildungsverzeichnis. 

Beschriftung: C16:1n7 Palmitoleinsäure, EF Ejektionsfraktion, H2O Wasser, HG Herzgewicht bei der 

Tötung, HG/TL Herzgewicht in Relation zur Tibialänge, ISO Isoproterenolgruppe, KON Kontrollgruppe, 

LVM Linksventrikuläre Masse, LVM/TL Linksventrikuläre Masse in Relation in Tibialänge. 
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4.2.6 Expressionsanalyse verschiedener Markergene für kardiales Remodeling und 

kardialen Schaden 

Zur Bestätigung der Effekte von C16:1n7 im ISO-Modell wurde die Expression von 

Genen, die mit kardialem Schaden und Remodeling assoziiert sind, mittels qRT-PCR 

untersucht. 

Es wurde Nppa gemessen, das Teil des fetalen Genprogrammes bei pathologischer 

kardialer Hypertrophie ist [148]. Zudem wurden die Kollagene Col1a1 und Col4a1 

untersucht, die durch ihre Akkumulation im Extrazellulärraum mit der Entstehung von 

Fibrose im Herzen in Zusammenhang stehen [210].  

Wenn man zunächst den Endpunkt an Tag 22 betrachtet, so kann man sehen, dass 

es bei Nppa nur in der mit C16:1n7 und ISO behandelten Gruppe zu einem 

signifikanten Anstieg im Vergleich zu C16:1n7-Kontrolle ohne ISO kam. Diese Daten 

sind jedoch nur eingeschränkt zu beurteilen, da in dem meisten Gruppen eine 

ausgeprägte Streuung der Einzelwerte detektiert wurde (Abb. 4.10 A).  

Ein ähnlicher Effekt zeigt sich bei der Col1a1-mRNA Expression. ISO führte nur in der 

C16:1n7 Gruppe zu einem statistisch signifikantem Anstieg, allerdings gibt es keinen 

statistischen signifikanten Unterschied zwischen der ISO-C16:1n7 und ISO-H2O 

Gruppe (Abb. 4.10 B). 

An Tag 11 des ISO-Modells zeigte sich eine signifikante Hochregulation von Nppa und 

Col1a1 sowohl in der ISO-C16:1n7 als auch in der ISO-H2O-Gruppe im Vergleich zu 

den Kontrollen (Abb. 4.10 C+D). Ein anderes mit dem TGF-β-Signalweg assoziiertes 

Gen, Col4a1, zeigt zudem eine Hochregulation in der ISO-H2O-Gruppe im Vergleich 

zur Kontrolle, die in der mit C16:1n7 behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrolle 

nicht mehr vorhanden ist (Abb. 4.10 E). 

Aufgrund der Hinweise auf anti-inflammatorische Eigenschaften von C16:1n7 in der 

CPDB-Analyse wurde der Makrophagenmarker [211] Cd68 untersucht. Die Expression 

von Cd68 korreliert mit der Makrophagenakkumulation und -aktivierung im Gewebe 

[212] und dient als ein Surrogat für Inflammation [124]. Die Cd68-Expression wird im 

langen Arm des Versuches (Tag 22) durch C16:1n7 in Ab- und Anwesenheit von ISO 

reduziert (Abb. 4.10 G). Allerdings wird Cd68 in beiden Gruppen (-/+ C16:1n7) post-

ISO durch ISO induziert, was darauf hindeutet, dass Cd68 und Makrophageninvasion 

eine Rolle bei der Entstehung des Schadens in diesem Modell spielen (Abb. 4.10 F).  
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Abb. 4.10 Genexpressionsprofil gemessen mit quantitativer Real-Time-Polymerasekettenreaktion 

verschiedener mit kardialem Schaden assoziierter Gene aus Herzgewebe.  

A Relative mRNA-Expression von atrialem natriuretischem Peptid (Anf) und B Kollagen 1a1 (Col1a1) 

im langen Arm der Tiere (Tötung Tag 22). C Relative mRNA-Expression von Anf, D Col1a1 und E 
Kollagen 4 (Col4) im kurzen Arm der Tiere (Tötung Tag 11). F Relative mRNA-Expression von Cluster 

of Differentiation 68 (Cd68) im langen Arm und G im kurzen Arm.  

Statistik: A–G: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test; ns = P > 0,05; * = P < 0,05; ** = P < 

0,01; *** = P < 0,001; **** = P < 0,0001. 

n-Zahl: A KON-H2O n = 8, KON-C16:1 n = 9; ISO-H2O n = 8, ISO-C16:1 n = 9; B–E; G KON-H2O n = 5, 

KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 6, ISO-C16:1 n = 7; F KON-H2O n = 5, KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 

7, ISO-C16:1 n = 7; weitere Details im Abbildungsverzeichnis. 
Beschriftung: Anf Atriales natriuretisches Peptid, C16:1n7 Palmitoleinsäure, Cd68 Cluster of 

Differentiation 68, Col1a1 Kollagen I Typ 1, Col4a1 Kollagen IV, Typ 1, H2O Wasser, KON 

Kontrollgruppe, ISO Isoproterenolgruppe. 
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4.2.7 Kardiale Regulation von PPAR-Zielgenen im ISO-Modell 

Schließlich wurde die Regulation von PPARδ- und PPARα-Zielgenen im Herzgewebe 

des ISO-Modells untersucht, da diese aufgrund der RNA-Seq-Daten als potentielle 

anti-fibrotisch wirksame Ziele von C16:1n7 fungieren könnten.   

Im langen Arm des Versuches an Tag 22 konnte keine signifikante Regulation der 

PPARδ-Zielgene Angptl4 und Pdk4 festgestellt werden (Abb. 4.11 A+B). An Tag 11 im 

kurzen ISO-Arm zeigte sich signifikante Herabregulation von Angptl4 durch ISO in der 

mit C16:1n7 behandelten Gruppe (Abb. 4.11 E). Im Trend war diese Regulation durch 

ISO ebenfalls in der H2O-KON-Gruppe zu erkennen (Abb. 4.11 E). Interessanterweise 

beobachteten wir am Trend der Mittelwerte sowohl in KON- als auch in ISO-Tieren 

eine erhöhte Expression von Angptl4 in C16:1n7-behandelten Mäusen (Abb. 4.11 E). 

Pdk4 hingegen war im kurzen Arm nicht reguliert (Abb. 4.11 F). 

Betrachtet man die stärker von PPARα regulierten Gene, Acsl1 und Cpt1b, so ist Acsl1 

zu keinem Zeitpunkt differentiell reguliert (Abb. 4.11 C–D + G–H). Cpt1b ist in der 

Kontrollgruppe unter ISO-Gabe im kurzen Arm weniger stark exprimiert (Abb. 4.11 H). 

Dieser Effekt ist ebenfalls in der C16:1n7 Gruppe erkennbar, erreicht aber keine 

statistische Signifikanz. Im langen Arm des Versuches ist jedoch keine signifikante 

Regulation nachweisbar (Abb. 4.11 D) 

In Zusammenschau ist Angptl4 nur im kurzen Arm in der C16:1n7 Gruppe reguliert. Zu 

den anderen Zeitpunkten ist keines der PPARδ-Zielgene differentiell exprimiert.  Die 

PPARα Zielgene sind nicht durch die Gabe von C16:1n7 beeinflussbar. Lediglich 

Cpt1b zeigt im kurzen Arm eine Herabregulation durch die Gabe von ISO. 
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Abb. 4.11 Genexpressionsprofil verschiedener PPARα- und -δ-Zielgene im Herz.  

A Relative mRNA-Expression von PPARδ-Zielgen Angiopoetin like factor 4 (Angptl4) und B Pyruvat 

Dehydrogenase Kinase 4 (Pdk4) im langen Arm der Tiere (Tötung Tag 22) und C+D im kurzen Arm der 

Tiere (Tötung Tag 11). E Relative mRNA-Expression von PPARα-Zielgen Carnitin Palmitoyltransferase 

1B (Cpt1b) und F Acyl-CoA Synthetase-1 (Acsl1) im langen Arm der Tiere (Tötung Tag 22) und G+H im 

kurzen Arm der Tiere (Tötung Tag 11).  
Statistik: A–H: Zweifache Varianzanalyse mit Tukey posthoc-Test. 
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n-Zahl: A+E KON-H2O n = 4, KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 7, ISO-C16:1 n = 7; B+F KON-H2O n = 5, 

KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 7, ISO-C16:1 n = 7; C KON-H2O n = 5, KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 

5, ISO-C16:1 n = 6; D KON-H2O n = 5, KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 5, ISO-C16:1 n = 7; G+H KON-

H2O n = 5, KON-C16:1 n = 5; ISO-H2O n = 6, ISO-C16:1 n = 7; weitere Details im Abbildungsverzeichnis. 

Beschriftung: Acsl1 Acyl-CoA Synthetase-1, Angptl4 Angiopoetin like factor 4; C16:1n7 

Palmitoleinsäure, Cpt1b Carnitin Palmitoyltransferase 1B; H2O Wasser, KON Kontrollgruppe, ISO 

Isoproterenolgruppe, Pdk4 Pyruvat Dehydrogenase Kinase 4. 
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5 Diskussion 
Diese Studie lieferte zum ersten Mal den Hinweis, dass die einfach ungesättigte 

Fettsäure C16:1n7 einen protektiven Effekt auf die Entstehung von kardialer Fibrose 

im ISO-Mausmodell hat. Die anti-inflammatorische Wirkung von C16:1n7 könnte als 

möglicher Mechanismus den beobachteten anti-fibrotischen Effekten zugrunde liegen. 

Des Weiteren konnte eine Aktivierung verschiedener PPAR-Signalwege durch 

C16:1n7, insbesondere des PPARδ-Weges, gezeigt werden. 

Das erste Ziel dieser Studie war, durch C16:1n7 induzierte Signalwege mittels eines 

RNA-Sequenzierungsansatzes zu identifizieren. Hierzu wurde eine PMK-Zellkultur 

etabliert und diese für 3 h mit C16:1n7 stimuliert. Hier zeigte sich das bekannte 

PPARδ-Zielgen Angptl4 als stärkstes durch C16:1n7 hochreguliertes Gen. Ein 

weiteres PPARδ-Zielgen, Pdk4, war ebenfalls reguliert. Diese Gene wurden 

anschließend in einem Bestätigungsversuch in HL-1 Zellen und PMK gemessen und 

ihre Regulation konnte verifiziert werden. Im Gegensatz dazu wiesen die PPARα-Gene 

Acsl1, Cpt1b und Hilpda eine weniger starke Regulation in den mit C16:1n7 

stimulierten HL-1 Zellen auf. 

Schließlich wurden die Sequenzierungsergebnisse mittels CPDB weiter ausgewertet, 

um Signalwege zu identifizieren, die eine Auswirkung auf kardiales Remodeling in vivo 

haben könnten. Hier stellte sich eine Assoziation der C16:1n7-Stimulation mit den 

Signalwegen Wnt, TNF und TGF-β dar. Diese Signalwege stehen im engen 

Zusammenhang mit Fibroseentstehung im Herzen. 

Im nächsten Schritt wurde ein Mausmodell des subendokardialen fibrotischen 

Schadens gewählt, dass durch eine prolongierte Gabe von ISO induziert wird. Dieses 

Modell wurde gewählt, um einen ausgeprägten fibrotischen Phänotyp im Herzen zu 

induzieren. Während eines verlängerten Beobachtungszeitraums (22 Tage) führte die 

orale Supplementation von C16:1n7 zur signifikanten Verbesserung des 

echokardiographisch gemessenen GLS und der kardialen Fibrose in der Histologie. 

Diese Veränderung konnte direkt nach Ende der ISO Gabe an Tag 10/11 noch nicht 

beobachtet werden. Die Gabe von C16:1n7 hatte im ISO-Modell zu keinem der 

Zeitpunkte eine Auswirkung auf die Herzhypertrophie, dem sekundären Endpunkt der 

Untersuchung, wobei sie insgesamt nur schwach ausgeprägt war.  

Allerdings konnten die in den Herzproben der Tiere keine Regulation von PPAR-

Zielgenen auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden, die initial als Wirkmechanismus 
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postuliert wurden. Als Hinweis auf mögliche Mechanismen der protektiven C16:1n7-

Effekte könnte die beobachtete Regulation von Cd68 in der qRT-PCR dienen, welche 

auf verminderte Inflammation in den Herzen der Tiere hindeutet. 

 

5.1 PMK zur Untersuchung von pharmakologischen Fragestellungen 
Als erster Schritt in der hier vorliegenden Arbeit sollte die Zellisolation und -kultur der 

PMK als Grundlage für die weiteren Versuche etabliert werden. 

Wir entschieden uns, primäre Kardiomyozyten zu nutzen, da in Vorarbeiten [9,12] vor 

allem eine Beeinflussung der kardialen/kardiomyozytären Hypertrophie durch C16:1n7 

gesehen wurde. Zudem macht dieser Zelltyp einen Großteil der 

Gesamtzusammensetzung des Herzens aus (ca. 56 % [213]) und die Größenzunahme 

von Kardiomyozyten trägt den größten Teil zur Gesamtherzhypertrophie bei [214]. 

Alternativ hätte eine andere primäre Zellkultur etabliert werden können, wie z. B. 

Fibroblasten. Jedoch hatten wir zu diesem Zeitpunkt des Projektes noch keinen 

Hinweis auf anti-fibrotische bzw. anti-inflammatorische kardiale Effekte, weshalb wir 

uns auf eine Zellart konzentrierten, bei der davon ausgegangen werden konnte, dass 

die Stimulation mit C16:1n7 zu Veränderungen führt.  

Zudem eigenen sich isolierte Kardiomyozyten als Modellsystem besonders, um 

Mechanismen der physiologischen Hypertrophie im Herzen zu untersuchen [215]. 

Zusätzlich können durch die Betrachtung eines einzelnen Zelltyps auch parakrine 

Effekte aufgedeckt werden, die z. B. von Kardiomyozyten auf andere Zelltypen 

ausgehen. So sind Kardiomyozyten ebenfalls an der Entstehung von Fibrose beteiligt, 

beispielsweise über die Induktion bzw. Steuerung von inflammatorischen Prozessen 

[216]. Alternativ hätte auch das gesamte Herzgewebe nach einer p. o. Gabe von 

C16:1n7 untersucht werden können. Wir wählten jedoch diesen Ansatz, um mit einem 

vereinfachten Untersuchungsmodell arbeiten zu können, welches mechanistische 

Analysen erleichtert. 

Eine Alternative zu Versuchen in einer primären Zellkultur wäre die Durchführung der 

Experimente in einer sekundären Zellkulturlinie gewesen. Hier stehen verschiedene 

Kulturen zur Verfügung, zum einen aus atrialem Gewebe wie die HL-1- [163] oder AT-

1- [163] Zellkultur sowie die H9C2-Zelllinie aus embryonalem Ventrikelgewebe von 

Ratten [217]. Diese sekundären Kulturen ähneln allerdings nur bedingt der in vivo 

Situation. So exprimiert die HL-1-Linie beispielsweise eine veränderte 
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Connexinstruktur im Vergleich zu differenzierten Zellen [218]. Auf den H9C2-Zellen 

sind u. a. nicht-herzspezifische Kalziumkanäle zu finden [219] und die Zellen müssen 

erst in einem zusätzlichen Schritt von Myoblasten zu der eigentlichen herzähnlichen 

Zelllinie differenziert werden [219]. Da wir aber der in vivo Situation so nah wie möglich 

kommen wollten, waren diese Optionen eher ungeeignet. 

Ein großer Vorteil der PMK ist die Möglichkeit, nahe an der in vivo Situation 

experimentelle Settings zu simulieren. So ähnelt ihre Ultrastruktur der von 

Kardiomyozyten, die sich noch im Zellverband befinden [167], sie können kontrahieren 

[165] und haben eine ähnliche Expression von herzspezifischen Genen [164]. Der 

Einsatz von PMK wird jedoch dadurch limitiert, dass diese Zellen sehr schwer in Kultur 

zu halten sind [164–167]. Sie ändern beispielsweise innerhalb von Stunden ihren 

Phänotyp [167] und die Zellzahl kann sich aufgrund von Zelluntergang innerhalb von 

kurzer Zeit massiv vermindern [164,166,167].  

Aufgrund der geringen Zellviabilität der PMK in Kultur konnten bei den gezeigten 

Experimenten, insbesondere für die Sequenzierung, keine Triplikate hergestellt 

werden. Zusätzlich war die Stimulationsdauer auf 3 h limitiert. Eine Möglichkeit der 

Verbesserung der Viabilität der Zellen wäre die Zugabe von Blebbistatin [220] oder 

Diacetymonoxim im Medium gewesen. Zudem könnte die Verwendung eines anderen 

Zellkulturmediums als das von uns genutzte Claycomb-Medium zu einer Verbesserung 

des Überlebens der PMK führen. So konnten Zhou et al. einen Mediumeffekt auf die 

Zellviabilität der PMK zeigen [167]. Jedoch haben diese Zusätze auch Nachteile, 

welche die Interpretation von experimentellen Analysen erschwert. So hat Blebbistatin 

u. a. Einfluss auf die Kalziumsensitivität von isolierten Papillarmuskeln [221]. 

Diacetymonoxim wirkt als chemische Phosphatase und hat damit einen Einfluss auf 

verschiedene Ionenkanäle am Herzen [222]. 

Darüber hinaus wären neonatale Kardiomyozyten als Zellmodell denkbar gewesen. 

Ein Vorteil dieser Zellen für dieses Experiment wäre gewesen, dass die Haltung dieser 

Zellen über längere Zeit in Kultur möglich ist [214]. Alternativ wären pluripotente 

Stammzellen, die zu Kardiomyozyten differenziert werden [186], oder humane adulte 

Kardiomyozyten [223] möglich gewesen. Sie stellen eine interessante Option für 

weitere Experimente dar. 

Zusammengefasst stellten PMK einen guten Kompromiss aus vielen Faktoren dar, die 

nahe genug die in vivo Situation abbilden, jedoch auch ein vereinfachtes 
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Stimulationsmodell darstellen. Aus diesem Grund wurden die Stimulation der PMK für 

die RNA-Seq-Analysen als Modell genutzt. 

 

5.2 Methodische Evaluation der RNA-Expressionsanalyse 
In dem vorliegenden Experiment wurde schließlich, aufgrund einer Regulation auf 

mRNA- und Proteinebene von PPARα-Zielgenen und einer erfolgreichen Kultivierung 

bis zu diesem Zeitpunkt, ein Stimulationszeitraum von 3 h für die PMK gewählt und 

schließlich eine mRNA-Sequenzierung durchgeführt.  

Die Qualität der zu sequenzierenden Proben war zufriedenstellend, wenn gleich die 

RNA-Menge sich drastisch zwischen den Proben unterschied. Aufgrund der 

aufwendigen Isolation, Kultur und Stimulation der empfindlichen PMK konnten nicht 

alle Probenpaare am gleichen Tag generiert werden, weshalb ein Paar zwar von 

gleichaltrigen Mäusen, aber wenige Tage später zur gleichen Tageszeit isoliert wurde. 

Dies führte unweigerlich zur Veränderung verschiedener, schwer beeinflussbarer 

Parameter, wie z. B. Luftfeuchtigkeit und Temperatur des Raumes, Dauer und 

Durchführung der Präparation usw., von denen ausgegangen werden muss, dass sie 

einen Einfluss auf die Zellen haben könnten. 

Dies resultierte schließlich in einem ausgeprägten Chargenunterschied zwischen den 

Proben #1 und #2/#3, wie aus der Principal Component-Analyse hervorging. Mit 129 

differentiell regulierten Genen muss die Anzahl an regulierten Genen im Vergleich zu 

anderen publizierten Sequenzierungsstudien als eher gering eingestuft werden. 

Georgiadi et. al. konnten im Kontrast hierzu zeigen, dass die einmalige p. o. Gabe von 

verschiedenen Fettsäuren, u. a. α-Linolensäure (C18:3), in Mäusen 6 h nach der 

Applikation zu einer differentiellen Regulation von knapp 800 Genen im Herzen führte 

[224].  

Letztlich ist es schwer zu klären, ob die geringe Anzahl von differentiell regulierten 

Genen auf die Chargenunterschiede zurückzuführen ist, oder ob es an anderen 

Faktoren liegen könnte. Hierzu könnte die mit 3 h eher kurze Stimulationsperiode 

zählen. Foryst-Ludwig et al. beobachteten eine Veränderung der Zellgröße von HL-1 

Zellen nach einer 6-stündigen C16:1n7-Stimulation, sowie eine Akt-Phosphorylierung 

nach 30 min [9]. Dementsprechend scheint es nicht ausgeschlossen, dass C16:1n7 

bereits nach kurzer Zeit einen Einfluss auf Zellen hat. Schließlich geben die 
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Vorexperimente in diesem Projekt, welche eine Regulation der mRNA-Expression von 

Cpt1b und Acsl1 nach bereits 3 h gezeigt haben, einen Hinweis hierfür. 

Ein Vorteil der geringen Anzahl von durch C16:1n7 regulierten Genen ist, dass es sich 

hierbei um stark ausgeprägte und vermutlich stabile Effekte handelte. Die 

Unterschiede waren trotz der starken Chargenunterschiede signifikant messbar. Die 

drei identifizierten PPAR-Gene, Angptl4, Pdk4 und Hilpda, ließen sich gut in 

verschiedenen Zellkulturen und über verschiedene Stimulationszeiträume mit C16:1n7 

reproduzieren. Zudem zeigte sich das Angptl4 vorgeschaltete Gen Lpl in der Zellkultur 

nach 6 h differentiell reguliert.  

Aus diesen Gründen ist die Sequenzierung trotz methodischer Probleme als 

erfolgreich und übertragbar zu betrachten. Obwohl vermutlich einige differentiell 

regulierte Signalwege nicht abgebildet wurden, konnten die nachgewiesenen 

Genregulationen stabil reproduziert werden. 

 

5.3 Aktivierung von PPAR-Signalwegen durch C16:1n7 
Zusammenfassend konnte in der Sequenzierung und in den Bestätigungsversuchen 

eine Aktivierung von PPAR-Zielgenen unter C16:1n7-Stimulation gezeigt werden.  

Alle drei Isoformen von PPAR können im Herzen von Mäusen detektiert werden, wobei 

vor allem PPARα und -δ exprimiert werden [84,92]. Zudem ist bekannt, dass 

Fettsäuren verschiedene PPAR Unterformen aktivieren können [87,192,224]. Wir 

konnten zeigen, dass insbesondere PPARδ zugeordnete Zielgene, nämlich 

Angptl4 [124,191,192], Lpl [191] und Pdk4 [124], durch C16:1n7 reguliert waren. Im 

Gegensatz hierzu waren die eher PPARα zugeordneten Gene Acsl1 und Cpt1b 

schwächer reguliert. 

Somit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass C16:1n7 mehrere PPAR-

Signalwege aktiviert. Da es zu einer ausgeprägten Hochregulation von Angptl4 kam, 

kann von einer stärken δ- als α-/γ-Aktivierung ausgegangen werden. Aufgrund der 

strukturellen Ähnlichkeit der PPAR kann es zu einer simultanen Aktivierung mehrerer 

Rezeptoren kommen, beispielsweise durch Fettsäuren [87]. Zudem gibt es – 

insbesondere bei PPARα und -δ – Überlappungen im Genaktivierungsmuster [225]. 

Entgegengesetzt zu dieser Hypothese zeigten Xu et al. mittels Scintillation Proximity 

Assay, dass C16:1n7 stärker an PPARα und -γ als -δ binden müsste [87]. Wir konnten 

ebenfalls eine Aktivierung von PPARα zugeordneten Genen, Acsl1 [9] und 
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Cpt1b [190], zeigen. Diese waren jedoch im Vergleich zu Angptl4 und Pdk4 schwächer 

reguliert. Wenngleich mit den vorliegenden Daten nicht abschließend zu klären ist, ob 

es eher zu einer PPARδ- oder α-Aktivierung kommt, so liefert die Regulation von Lpl 

in diesem Experiment einen weiteren Hinweis auf eine PPARδ-vermittelte Regulation. 

Durch die Gabe von Fibraten kommt es u. a. zu einer Aktivierung von PPARα, was in 

der Leber und im Fettgewebe zu einer verstärkten Expression von Lpl führt [226,227]. 

Wir konnten in unseren Versuchen jedoch zeigen, dass die Lpl Expression – nach 6 h 

Stimulation mit C16:1n7 – supprimiert wird. Dies passt eher zu einer PPARδ-

vermittelten Aktivierung von Angptl4, das als Zielgen Lpl herabreguliert [192]. 

Entgegengesetzt hierzu konnten Carrol et al. zeigen, dass Lpl auch durch eine PPARα-

Aktivierung in isolierten Rattenkardiomyozyten herabreguliert werden kann [228]. 

Lpl ist ein Transmembranprotein, dessen Expression durch das intrazelluläre Protein 

Angptl4 reguliert wird [192]. Als membrangebundenes Enzym und führt es im Serum 

zur Hydrolyse von Triacyglycerid-haltigen Lipoproteinen zu freien Fettsäuren [229]. 

Damit stellt es ein Schlüsselenzym zur Aufnahme von Fettsäuren in den 

Kardiomyozyten dar [124,192]. Eine verstärkte Expression von Angptl4 führt zu einer 

Herabregulation von Lpl in einer PPARδ-vermittelten Weise [192]. 

Bei Angptl4 handelt es sich um ein spezifisches Gen des PPARδ-Signalweges. So 

konnten Georgiadi et al. mittels Gabe unterschiedlicher Fettsäuren in einem 

Mausmodell zeigen, dass diese insbesondere die Angptl4-Expression 

verstärken [192]. Anschließend wurde das Experiment in PPARα-KO- und PPARδ-

KO-Mäusen wiederholt. Hier konnte in den PPARδ-KO-Mäusen nach der 

Fettsäurengabe keine Induktion von Angptl4 beobachtet werden, wohingegen in den 

PPARα-KO-Mäusen noch eine schwache Regulation stattfand [192]. Im Einklang mit 

diesen Daten konnten Catoire et al. in humanen Skelettmuskelzellen zeigen, dass 

Fettsäuren insbesondere Angptl4 induzieren [191]. Zudem wurde die Expression des 

PPARδ-Zielgens Pdk4 durch die Gabe der Fettsäure Ölsäure (C18:1) verstärkt [191]. 

Dieser Effekt konnte in einer Muskelzelllinie reproduziert werden, wie Nahlé et al. 

zeigen konnten [230]. Durch die Zugabe von Ölsäure, einem PPARδ-Liganden, konnte 

die mRNA- und Proteinexpression von PDK4 erhöht werden. Zudem konnte die 

Induktion von Pdk4 im Diaphragma durch Fasten in WT-Mäusen ausgelöst werden, 

jedoch nicht in den PPARδ-KO-Mäusen [230]. Dementsprechend scheint PDK4 

ebenfalls ein PPARδ-Zielgen zu sein [230]. 
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Jedoch scheint die PPAR-Aktivierung kein C16:1n7-spezifischer Effekt zu sein. 

Vermutlich kommt es hauptsächlich auf das Muster der PPAR-Aktivierung an. Aus 

diesem Grund wäre eine Kontrolle mit einer anderen Fettsäure in unserem Modell 

interessant gewesen, um Effekte, die insgesamt durch Fettsäuren ausgelöst werden, 

von den C16:1n7-spezifischen Wirkungen abzugrenzen. Hierzu könnten z. B. leicht 

verschiedene Zellkulturversuche mit beispielsweise Ölsäure (C18:1) und Stearinsäure 

(C18:0) durchgeführt werden. 

Jedoch ist die These, dass C16:1n7 PPARδ stärker aktiviert als PPARα und -γ, durch 

die Messung der Zielgen-mRNA nicht abschließend bestätigt. Um zu klären, welche 

PPAR-Isoform durch C16:1n7 stimuliert wird, könnte die Aktivität der PPAR nach 

Stimulation mit verschiedenen Agonisten bestimmt werden. Mithilfe von Luciferase-

basierten Transaktivierungsassays [231] kann direkt die Aktivierung der 

Ligandenbindungsdomänen unterschiedlicher PPAR-Isoformen gemessen 

werden [232]. Die Anwendung von C16:1n7 und spezifischer synthetischer Agonisten 

für die einzelnen PPAR-Isoformen könnten dann die Spezifität von C16:1n7 aufklären. 

Somit kann die Frage, ob es in vitro eher zu einer PPARδ-, -α oder γ-Aktivierung 

kommt, nicht vollständig geklärt werden. Vermutlich kommt es zu einer balancierten 

Aktivierung aller Rezeptoren. Insbesondere durch die Reproduzierbarkeit in anderen 

Zelllinien ist jedoch davon auszugehen, dass die PPARδ zugeordneten Zielgene nach 

einer einmaligen 3 h Stimulation reguliert sind. Da die PPARδ-Aktivierung überwiegt, 

soll nun insbesondere die Auswirkungen der PPARδ-Aktivierung im Herzen bei 

Inflammation und Fibrose betrachtet werden. 

 

5.4 Vermittlung von anti-fibrotischen Effekten durch die Beeinflussung von 
Wnt/TGF-β, PPARs und Angptl4 
Schließlich konnte die in vitro Hypothese, dass C16:1n7 einen anti-fibrotischen Effekt 

hat, in vivo übertragen werden. In der CPDB-Overrepresentation-Analysis zeigte sich, 

dass die Stimulation mit C16:1n7 zur Regulation verschiedener, an der 

Fibroseentstehung beteiligter Signalwege führt, insbesondere TNF, NF-κB, Wnt und 

TGF-β. Zusätzlich konnten wir im ISO-Modell dokumentieren, dass C16:1n7 eine 

signifikante GLS-Verbesserung und eine Reduktion der kardialen Fibrose induziert.  

Unsere initiale Annahme war, dass durch PPAR-Aktivierung, hauptsächlich durch 

PPARδ sowie dem parakrin wirkenden Protein ANGPTL4 [200,233], eine anti-
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fibrotische Wirkung im Herzen entfaltet werden kann [95]. Dies äußert sich schließlich 

in einer Beeinflussung des TNF-, NF-κB-, Wnt- und TGF-β-Signalweges.  

 

Vermittlung der anti-fibrotischen Effekte durch Beeinflussung des Wnt-Signalweges 

mittels PPAR-Aktivierung 

Der Wnt- und TGF-β-, wie auch der TNF- und NF-κB-Signalweg, sind mit 

Fibroseentstehung und Inflammation, u. a. im Herzen, assoziiert [122,135,146,234]. 

So führt die Aktivierung von TGF-β in der Haut via Stimulation von Wnt zu einer 

erhöhten in vitro Aktivität von Fibroblasten sowie zu einer in vivo Fibroseentstehung, 

wie Akhmetshina et al. zeigen konnten [234]. In fibrotischen Herzen kommt es 

ebenfalls zu einer erhöhten Aktivität von Wnt, wie Liu et al. bei Patienten mit 

chronischem Nierenversagen beobachteten [235]. 

Dass PPARγ-Agonisten, wie z. B. Pioglitazon, die β-Catenin-vermittelte 

Transdifferenzierung von kardialen Fibroblasten unterdrücken können, wurde von Guo 

et al. gezeigt [236]. Pioglitazon konnte in einem in vitro Modell die Angiotensin-II-

vermittelte Transdifferenzierung über einen Sirtuin-3-vermittelten Signalweg 

verhindern [236]. In vivo konnte Pioglitazon die Entwicklung von kardialer Fibrose bei 

Dahl salzsensitiven Ratten reduzieren, was von Kamimura et al. ebenfalls auf die 

Hemmung des Wnt-Signalweges zurückgeführt wurde [237]. Außerdem konnten Gao 

et al. eine Verbesserung der vaskulären Fibrose in spontan-hypertensiven Ratten 

durch Pioglitazon feststellen, wobei dies nicht auf eine Beeinflussung der TGF-β-/Wnt-

/β-Catenin-Achse zurückführen war [238].   

Während die Wirkung der PPARγ-Aktivierung im Herzen auf den Wnt-Signalweg 

bereits untersucht wurde, gibt es kaum Daten zur PPARδ-Aktivierung. Scholtysek et 

al. demonstrierten, dass im Knochen das Wnt-Signaling durch PPARδ reguliert 

wird [103]. Im Vergleich zur Stimulation mit PPARγ-Agonisten kam es unter dem 

PPARδ-Agonisten GW501516 zu einer stärkeren Aktivierung des Wnt-Signalweges in 

primären Osteoblasten [103]. Da es sich hier um eine Regulation handelt, die im 

Herzgewebe nicht mit unseren Daten im Einklang steht, sind diese Erkenntnisse 

eventuell nur begrenzt bzw. nicht übertragbar. So würde gemäß dieser Literatur die 

verstärkte Aktivierung von Wnt durch PPARδ eher zu einer vermehrten 

Fibroseentstehung im Herzen führen. 
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Interessanterweise kommt es bei der post-translationalen Modifikation von Wnt zu 

einer Bindung an C16:1n7 im endoplasmatischen Reticulum, der sog. 

Lipidierung [239,240]. Diese Modifikation ist essenziell für die Funktion der Wnt-

Proteine, insbesondere für ihre Bindung an ihren Rezeptor Frizzled [239]. Diese 

Modifikation kommt, so weit bekannt, bei keinem anderen Protein vor [240].  

Inwieweit die Stimulation mit C16:1n7 einen Einfluss auf das Wnt-Signalling hat, wurde 

in dieser Studie nicht weiter untersucht, wäre jedoch interessant für weitere 

Experimente. So könnte man beispielsweise verschiedene Wnt-Liganden auf mRNA-

Ebene in den Herzproben der ISO-Tiere messen, wie Wnt1-3, oder β-Catenin auf 

Proteinebene quantifizieren [241]. In einem Microarray könnte zudem eine 

umfassende Messung von Wnt- und TGF-β-Zielgenen durchgeführt werden. 

 

Die PPARδ-Aktivierung übt direkt eine anti-fibrotische Wirkung aus 

Wir konnten durch unsere in vitro Daten zeigen, dass es zu einer Aktivierung von 

PPARδ-Zielgenen durch C16:1n7 kommt und stellten auf Grundlage der Literatur die 

Hypothese auf, dass es u. a. dadurch zu einer Verminderung von kardialer Fibrose im 

ISO-Modell kommen sollte. Diese Hypothese wird durch vorpublizierte 

Untersuchungen gestützt.  

So konnten Teunissen et al. einen anti-fibrotischen Effekt verschiedener PPAR-

Agonisten auf neonatale Rattenfibroblasten nachweisen [97]. Hier konnte 

insbesondere der PPARδ-Ligand GW501516 im Gegensatz zu dem PPARα-Agonisten 

Wy-14,643 und PPARγ-Agonisten Rosiglitazon die Fibroblastenproliferation, -

transdifferenzierung und Kollagensynthese reduzieren [97]. Des Weiteren führte eine 

PPARδ-Aktivierung mittels transgener Überexpression in einem TAC-Modell zu einer 

verminderten Fibroseausbildung im Herzen, wie Liu et al. zeigen konnten [146]. In 

dieser Studie wurde die mittels Tamoxifen induzierbare Überexpression von PPARδ 

spezifisch im Herzen genutzt [146]. Durch die induzierte kardiale PPARδ-

Überexpression konnte die Herzfunktion der Mäuse 14 Tage nach TAC verbessert 

werden [146]. Parallel kam es zu einer verstärkten Expression von β-Oxidationsgenen 

als Zeichen einer vermehrten Nutzung von Fettsäuren, die mit der verminderten 

Fibroseausbildung im Herzen einherging [146].  

Im Gegensatz zu diesen Versuchen steht das Modell von Park et al., in dem der 

PPARδ-Agonist GW610742 keine Verbesserung von echokardiographischen 
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Parametern nach einem experimentell induzierten Myokardinfarkt sowie eine 

vermehrte Fibrose kurz nach Schadensinduktion auslöste [98]. Im weiteren Verlauf 

besserte sich die Wundheilung im infarzierten Gebiet, jedoch ohne positive 

Beeinflussung funktioneller Parameter in der Echokardiographie [98]. Jucker et al. 

konnten ebenfalls in einem experimentellen Modell des Myokardinfarktes in Ratten 

keinen positiven Einfluss des PPARδ-Agonisten GW610742 auf die LV-Funktion 

erkennen, wenngleich es zu einer deutlichen Verbesserung der rechtsventrikulären 

Funktion kam [99]. Im Kontrast hierzu stehen die Ergebnisse von Magadum et al., die 

in einem Mausmodell des Myokardinfarktes einen positiven Effekt des PPARδ-

Agonisten GW0742 auf die Narbenbildung, auf kardiale Funktionsparameter, sowie 

auf die kurz- und langfristige Proliferation von Kardiomyozyten hatte [100].  

Laut Studienlage ist also nicht eindeutig, ob eine PPARδ-Aktivierung zu positiven 

Effekten in Modellen der Fibrose, der kardialen Hypertrophie oder der Herzinsuffizienz 

führt. Ein Grund hierfür könnte die Vielzahl der genutzten Modelle (TAC, 

Myokardinfarkt) und Versuchstiere (Maus, Ratte) sein. Eine andere Erklärung könnten 

die verwendeten Agonisten liefern. Nicht jeder PPAR-Agonist aktiviert die Rezeptoren 

gleich stark, teilweise kommt es auch zu einer gemischten Aktivierung mehrere 

Rezeptoren wie beispielsweise bei Bezafibrat [106]. So beträgt die mittlere effektive 

Konzentration, also die Dosis, bei der ein halbmaximaler Effekt beobachtet wird [242], 

des PPARδ-Agonisten GW501516 am PPARδ-Rezeptor 0,001 µM, allerdings auch 

0,704 µM am PPARα- und 0,839 am PPARγ-Rezeptor [243]. Bei einem anderen 

PPARδ-Agonisten, GW0742, beträgt die mittlere effektive Konzentration hingegen 

0,001 µM an PPARδ, 1,1 µM an PPARα und 2,0 µM an PPARγ [244]. Zudem ähneln 

sich die drei PPAR stark in ihrer dreidimensionalen Anordnung der ligandenbindenden 

Domäne, weshalb es häufig zu einem gemischten Agonismus an mehreren 

Rezeptoren kommt [245].  

Eventuell kommt es also auf das richtige Maß der Aktivierung bzw. das PPAR-

Stimulationsmuster an den verschiedenen PPAR-Rezeptoren an, um positive Effekte 

auf das Herz und die verminderte Ausbildung von Fibrose nachweisen zu können. 

Letztlich konnten wir in unserem ISO-Modell zeigen, dass es durch C16:1n7 zu einer 

verminderten Fibrose bei einer in vitro nachgewiesenen Induktion von zu 

verschiedenen PPAR-Signalwegen gehörenden Zielgenen kommt. 
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Die verstärkte Expression von ANGPTL4 bietet einen Schutz vor Fibrose durch 

Verminderung der Lipotoxizität im ISO-Modell 

Schließlich konnten wir in vitro eine statistisch signifikante Induktion von Angptl4 in 

C16:1n7-behandelten PMK zeigen. Dieser Effekte entsprach in vivo einer statistisch 

nicht signifikanten Induktion der kardialen Angptl4-Expression durch C16:1n7 im 

kurzen Versuchsarm des ISO-Modell.   

Bereits die verstärkte Expression von Angptl4 kann die Entstehung von Fibrose 

beeinflussen [95,193]. In Maus- und Rattenmodellen der Wundheilung konnten Teo et 

al. zeigen, dass Angptl4 mittels eines parakrinen Mechanismus β-Catenin beeinflusste 

und zu einer schnelleren Heilung und funktionell besseren Hautnarben führte [193]. 

Schließlich konnten diese Ergebnisse in humanen Fibroblasten reproduziert werden, 

was auf einen zwischen den Spezies konservierten Mechanismus hindeutet [193]. Der 

PPARδ-Agonist GW0742 konnte ebenfalls in einem experimentellen Modell der 

Rechtsherzhypertrophie mittels Abbinden einer Pulmonalarterie vor Fibrose schützen 

und verminderte die rechtsventrikuläre Hypertrophie, wie Kojonazarov et al. zeigen 

konnten [95]. Das Gen, das am stärksten durch den PPARδ-Agonisten beeinflusst war, 

war Angptl4 [95]. 

Yu et al. und Yau et al. konnten zeigen, dass Angptl4, als Zielgen von PPARδ, die 

Aktivität von Lpl u. a. im Herzen hemmt [200,246]. Durch die verminderte Lpl-Aktivität 

wurde ein Anstieg von freien Fettsäuren und Triglyceriden im Plasma induziert [247]. 

Diese Daten entsprechen anderen Studien, in denen Angptl4 über die Reduktion der 

Lpl-Aktivität zu einer verminderten kardiale Lipidaufnahme führt und somit vor 

oxidativem Stress schützt [192]. Die ISO-Stimulation führt zu einem Anstieg von freien 

Fettsäuren und deren Aufnahme ins Herzgewebe sowie einem verstärkten Abbau von 

Triglyceriden zu Fettsäuren [248]. Schließlich kommt es zu einer vermehrten zellulären 

Einlagerung von Lipiden und Lipotoxizität, wie Shao et al. in einem Mausmodell mittels 

Oil Red O-Färbung zeigen konnten [249]. Somit wäre ein möglicher Wirkmechanismen 

der PPARδ-Aktivierung und nachfolgender Angptl4-Induktion im ISO-Modell, dass die 

verstärkte kardiale Expression von Angptl4 die Aktivität von Lpl vermindert und damit 

eine verstärkte Fettsäurenaufnahme und damit verbundene Lipotoxizität während der 

ISO-Gabe reduziert. 

Cheng et al. zeigten in einem herzspezifischen PPARδ-KO-Mausmodell, dass es 

bereits bei normaler Diät der Mäuse zu einer vermehrten Lipidakkumulation im Herzen 
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im Alter von 9 Monaten kommt [250]. Da die anderen PPAR-Isoformen im Herzen 

intakt waren, kann darauf zurückgeschlossen werden, dass insbesondere das Fehlen 

von PPARδ verantwortlich für die Lipidakkumulation war [250]. Zudem entwickelten 

die Tiere bereits im Alter von 4 Monaten eine schwere Herzinsuffizienz mit 

Herzhypertrophie und Fibrose [250]. Außerdem waren Schlüsselenzyme des 

Fettstoffwechsels herabreguliert [250]. All dies deutet darauf hin, dass PPARδ eine 

Schlüsselrolle im Fettstoffwechsel des Herzens einnimmt. 

Weiterhin ist zu bemerken, dass PPARδ eine Schlüsselrolle im Fettstoffwechsel des 

Herzens und der Pathogenese der Herzfibrose und -insuffizienz einnimmt. Über die 

beschriebene Aktivierung der Angptl4-Lpl-Achse mit einhergehender Protektion vor 

kardialer Lipotoxizität könnten diese Prozesse auch eine bedeutende Rolle für die 

C16:1n7-Effekte in unserem Modell spielen. 

 

5.5 Protektive Auswirkungen auf kardiale Fibrose durch C16:1n7 im ISO-Modell  
In der hier vorliegenden Studie konnte ein Effekt von C16:1n7 in vivo auf kardiale 

Fibrose nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine Verbesserung des GLS, der sich 

allerdings erst 12 bzw. 13 Tage nach der letzten ISO-Applikation ausbildete (Tag 

21/22). Der GLS korreliert mit dem Ausmaß der subendokardialen fibrotischen 

Schädigung im ISO-Modell, wie Beyhoff et al. zeigen konnten [175]. Dieser Effekt 

wurde durch die Histologie mit der kardialen Pikro-Siriusrot-Färbung im langen 

Studienarm unterstützt.  

Im Gegensatz zu den klaren Ergebnissen der Histologie und Echokardiographie 

stehen in dieser Arbeit die Analyse der Genexpression verschiedener an der 

Fibroseentstehung beteiligter Gene. Ein Grund hierfür könnte sein, dass, wenn der 

pathologische Stimulus, in diesem Fall die Gabe von ISO, wegfällt, sich auch die 

Kollagen-mRNA-Expression über die Zeit ändert und letztendlich keine Veränderung 

mehr anzeigt. Zudem wird die Kollagenexpression auf mRNA-Ebene nicht immer in 

ISO-Studien gemessen bzw. berichtet [175,176,181,196,251,252] (Publikationen nach 

2010), weshalb es wenige Daten zur deren Veränderung zu dem von uns untersuchten 

späteren Zeitpunkt gibt. So berichten Yin et al. direkt, bzw. 24 h nach der letzten ISO-

Gabe in Ratten einen Effekt auf Col1 und Col3 [253], genau wie Wang et al. und Challa 

et al. in Mäusen [254,255]. Lediglich Grune et al. berichteten in einem Protokoll wie in 

der hier vorliegenden Studie einen Effekt auf die mRNA-Expression von Col1a1 14 
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Tage nach der letzten ISO-Applikation [177]. Es scheint also, dass die Dynamik der 

Expression von Kollagenen auf mRNA-Ebene im ISO-Modell ein wichtiger Parameter 

ist. Die Induktion der Kollagen-mRNA geht der Entstehung der histologischen Fibrose 

voraus. Ein weiterer Faktor ist, dass nur bestimmte Kollagene, z. B. Col4a1, durch die 

C16:1n7-Gabe beeinflusst wurden. 

Alternativ könnte die histologische Untersuchung methodischen Schwankungen 

unterliegen. Zwar wurde bei der Präparation des Herzens erfahrene Präparatoren 

eingesetzt, jedoch ist nicht auszuschließen, dass die Entnahme des Herzringes auf 

geringgradig unterschiedlichen LV-Ebenen stattfand. Die Gabe von ISO führt 

insbesondere in den apikalen LV-Abschnitten zu einem ausgeprägteren Schaden 

[196,203,251,256], weshalb die Schnitthöhe bzw. Schnittrichtung einen Einfluss auf 

die histologische Auswertung haben kann.  

Die Echokardiographie zeigte eine Verbesserung des GLS durch C16:1n7 zum finalen 

Zeitpunkt. Dies korreliert nach Literatur ebenfalls mit dem Ausmaß an 

subendokardialer Fibrose im ISO-Modell [175]. Die Speckle Tracking-

Echokardiographie wird jedoch auch von kardialer Hypertrophie beeinflusst, wie An et 

al. zeigen konnten [257]. Da in unserem Versuch jedoch das Ausmaß der 

Herzhypertrophie sehr gering war und in beiden ISO-Gruppen vorlag, ist davon 

auszugehen, dass dies keinen größeren Einfluss auf den GLS in unseren 

Experimenten hatte. Auffällig ist jedoch, dass die GLSR nicht signifikant reguliert war, 

obwohl dies in der Literatur häufig beschrieben ist. Beyhoff et al. konnten eine 

Regulation der GLSR im ISO-Modell nach 14 Tagen beobachten [175]. An et al. konnte 

dies zwar nicht 3 Tage, aber 7 Tage nach der ISO-Gabe nachweisen [257]. Ein Grund 

hierfür könnte sein, dass die GLSR aufgrund der hohen Standardabweichung die 

statistische Signifikanz knapp nicht erreicht. Im Gegensatz zum GLS beschreibt die 

GLSR den Strain, also die Deformation eines Objektes in Relation zu seiner 

ursprünglichen Form, im Verhältnis zur Zeit [258]. Zwar war die Herzfrequenz nicht 

signifikant unterschiedlich in den Gruppen, jedoch ist sie – isoliert betrachtet in der 

ISO- und KON-Gruppe – niedriger in der ISO-Gruppe, was mit der Gabe von ISO 

zusammenhängt [259]. Geringe Unterschiede zwischen den Gruppen bezüglich der 

Herzfrequenz könnten die GLSR beeinflusst haben, sodass dieser Parameter in der 

untersuchten Studienkohorte nicht signifikant reguliert wurde.  
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Festzuhalten bleibt, dass der anti-fibrotische Effekt von C16:1n7 im langen Arm dieser 

Studie mit zwei verschiedenen Methoden nachgewiesen werden konnte. Zusätzlich 

verhinderte C16:1n7 die ISO-vermittelte Induktion Col4a1 zu einem früheren Zeitpunkt 

(Tag 11) im Versuchsverlauf. Es ist also in der Gesamtschau der Daten von einem 

anti-fibrotischen Effekt von C16:1n7 auszugehen. 

 

5.6 Kardiale Hypertrophie im ISO-Modell kann nicht durch C16:1n7 beeinflusst 
werden 
Laut Literatur induziert die chronische Gabe von ISO neben kardialer Fibrose auch 

Hypertrophie [175,176,201]. In dieser Studie konnte nur eine schwach ausgeprägte 

Hypertrophie im langen Arm und im kurzen Arm nur eine gravimetrische 

Gewichtzunahme des Herzens nachgewiesen werden. Zu keinem der beiden 

Zeitpunkte hatte die Gabe von C16:1n7 einen Einfluss auf die Hypertrophieausbildung. 

Da es sich bei der Hypertrophie im ISO-Modell um eine transiente Hypertrophie 

handelt [175], könnte das der Grund sein, warum im langen Arm an Tag 22 keine 

Größenzunahme des Herzens nachweisbar ist. Im kurzen Arm zeigte sich eine 

Größen- und Gewichtszunahme des Herzens, die jedoch nicht in der 

Echokardiographie nachweisbar war. Wir mussten jedoch eine große Streubreite der 

echokardiographisch erhobenen Werte feststellen, was daraufhin deuten könnte, dass 

sich der hypertrophe Effekt zu diesem Zeitpunkt noch nicht vollständig in allen Tieren 

ausgebildet hatte. Die makroskopischen Untersuchungen fanden einen Tag nach der 

Echokardiographie statt. Zu diesem Zeitpunkt ließ sich die kardiale Hypertrophie gut 

gravimetrisch nachweisen. Da hier allerdings kein C16:1n7-Effekt sichtbar war, wurde 

auf eine weitere Untersuchung der Hypertrophie verzichtet.  

Des Weiteren ist das Ausmaß des Schadens im ISO-Modell dosisabhängig [203,204]. 

Das von uns verwendeten Modell nutzt eine, verglichen mit anderen Protokollen, 

niedrige Dosis, um die Mortalität der Versuchstiere gering zu halten, da diese ebenfalls 

dosisabhängig ist. So starben von unseren Versuchstieren bei einer kumulativen Dosis 

von 100 mg/kgKG ISO s. c. 15,8 % der Tiere. In einer Publikation von Grimm et al. mit 

einem Protokoll an Ratten und mit einer Gabe von insgesamt 150 mg/kgKG s. c. lag 

die Mortalität der ISO-Gruppe bei 50 % [207]. 

Wichtig zu bedenken bei der Untersuchung von kardialer Hypertrophie ist, dass diese 

u. a. KG-abhängig ist. Zu Beginn unseres Tierversuches zeigten sich Unterschiede im 
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KG der Mäuse. Da das Ausmaß des durch ISO-induzierten Schadens zudem vom Alter 

der Tiere abhängt [182,183] und das KG der Mäuse unter normalen 

Haltungsbedingungen mit deren Alter bis zum Erreichen der Adoleszenz zunimmt, 

wurden die Tiere zu Beginn nach dem KG gestaffelt und dann innerhalb der Gruppen 

randomisiert. Da das KG auch einen Einfluss auf das Herzgewicht hat [260,261], 

könnte dieser Faktor auch Bedeutung für unsere Analysen haben. Die Gabe von ISO 

beeinflusst außerdem das KG und es nimmt je nach Publikation zu [176] bzw. ab [207]. 

Zwar sollte es durch eine Normalisierung zum KG relativiert werden, der Goldstandard 

ist jedoch trotzdem die TL. Im kurzen Arm konnte jedoch nicht auf diese normalisiert 

werden, da der Versuch nach der Echokardiographie fortgesetzt wurde. Dies könnte 

ein weiterer Grund für die divergenten Ergebnisse in der Echokardiographie und der 

gravimetrischen Messung sein.  

Im Einklang mit der Literatur hatte auch in unserem Modell ISO keinen Einfluss auf die 

EF, es handelte sich also um ein Modell der Herzinsuffizienz mit erhaltener 

EF [175,177,208]. Lediglich im kurzen Arm ließ sich eine erhöhte EF erkennen, was 

wahrscheinlich mit der β-adrenergen Stimulation im Zusammenhang steht [209]. Auf 

Genexpressionsebene konnte im kurzen Arm in beiden Behandlungsgruppen ein 

Effekt auf das mit pathologischer Hypertrophie assoziierte Gen Nppa nachgewiesen 

werden. Im langen Arm war keine statistisch signifikante Regulation mehr 

nachweisbar. Diese Ergebnisse sind jedoch aufgrund der ausgeprägten 

Standardabweichung in der KON-H2O Gruppe schwer zu interpretieren.  

Eventuell ist das hier gewählte ISO-Modell, mit seiner transienten Hypertrophie, nicht 

dafür geeignet, Effekte auf kardiale pathologische Hypertrophie zu untersuchen. 

Etablierte Modelle, die mit einer ausgeprägten Herzhypertrophie einhergehen, wären 

beispielsweise das Modell der TAC [262]. Ein weiteres Hypertrophiemodell, dass 

volumenvermittelt ist, stellt der aortokavale Shunt dar. Hierbei wird eine Fistel 

zwischen Aorta und Vena cava gebildet und es kommt zur kardialen 

Volumenbelastung [263].  

Zusammenfassend lässt sich kein Effekt von C16:1n7 auf pathologische kardiale 

Hypertrophie im ISO-Modell erkennen. Zum sicheren Ausschluss der C16:1n7-

Wirkung auf die kardiale Hypertrophie sollten dessen Effekte in zukünftigen 

Experimenten noch in alternativen Hypertrophiemodellen analysiert werden. 
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5.7 Fehlende in vivo PPAR-Aktivierung im Herzen durch C16:1n7 
In der vorliegenden Studie konnte die postulierte PPAR-Aktivierung als Grund für die 

anti-fibrotischen Effekte von C16:1n7 im Herzen in vivo nicht bestätigt werden. Weder 

die PPARα Zielgene Acsl1 und Cpt1b, noch die PPARδ-Gene Pdk4 und Angptl4 waren 

durch C16:1n7 in Gesamtherzproben differenziell reguliert. Cpt1b war lediglich in der 

Kontrollgruppe unter ISO-Gabe herabreguliert, ein Effekt, der auf eine verminderte 

Fettsäurenoxidation und pathologisches kardiales Remodeling hindeutet [154,264].  

Die kardiale Expression von Angptl4 wurde in der C16:1n7-Gruppe signifikant durch 

ISO im kurzen Arm reduziert. Eventuell könnte dies mit einer Art Gewöhnungseffekt 

durch die regelmäßige Gabe der Fettsäure in Zusammenhang stehen, der im Laufe 

der 11 bzw. 22 Tage des Experimentes eingetreten ist. So konnten Catoire et al. 

zeigen, dass es durch Ausdauersport zu einer Induktion von ANGPTL4 im Plasma 

kam, die vermutlich durch die vermehrte Freisetzung von freien Fettsäuren während 

des Sportes zustande kam. Dieser Effekt konnte jedoch nach intensivem 

Ausdauertraining bereits nach 2 Wochen nicht mehr nachgewiesen werden, was 

darauf hindeutet, dass die Induktion von ANGPTL4 insbesondere eine akute Reaktion 

darstellt [191]. Durch die zusätzliche Belastung mit freien Fettsäuren nach der ISO-

Injektion könnte es somit zu einer früheren Adaptation und Herabregulation von 

Angptl4 gekommen sein.   

Potentielle Gründe für die fehlende Regulation sind vielfältig. Zum einen könnte eine 

Aktivierung des PPAR-Signalweges durch C16:1n7 keine Relevanz in vivo haben. 

Wenngleich diese Option nicht völlig auszuschließen ist, so deuten die 

reproduzierbaren in vitro Ergebnisse in eine andere Richtung. Zudem konnte eine 

PPAR-Aktivierung im Herzen durch die p. o. Gabe anderer Fettsäuren in vivo bereits 

nachgewiesen werden, wie Georgiadi et al. zeigen konnten [192,224]. Ein weiterer 

nicht zu vernachlässigender Faktor ist die Anzahl der in der qRT-PCR gemessenen 

Herzproben. Im kurzen Arm sieht man eine statistisch nicht signifikante Induktion von 

Angptl4 sowohl in den mit C16:1n7 behandelten Kontroll- als auch ISO-Tieren. Um 

dieses Phänomen zu bestätigen oder zu widerlegen, hätte die n-Zahl der 

Versuchstiere erhöht werden müssen. 

Ein alternativer Erklärungsansatz für die nicht nachweisbare PPAR-Aktivierung ist im 

Tötungszeitpunkt bzw. im Zeitpunkt der Gewebeprobensammlung zu suchen. Die 

Mäuse wurden bereits 30 min nach der letzten Applikation von C16:1n7 getötet. Diese 
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Zeit zwischen Fütterung und Tötung könnte zu kurz gewesen sein, da Fettsäuren 

mindestens 1 h benötigen, um in die Blutzirkulation zu gelangen, und dort dann etwa 

4 h verweilen [224]. Eventuell ist der PPAR-agonistische Effekt von C16:1n7 nicht über 

24 h stabil, sondern tritt lediglich nach der Gabe akut im Herzen auf. So könnte 

C16:1n7 seine protektive funktionelle und anti-fibrotische Wirkung bei der ISO-Gabe 

ausüben, jedoch ist diese nicht auf mRNA-Expressionsniveau 30 min nach der oralen 

Gabe bezüglich der PPAR-Aktivierung nachweisbar.  

Eine weitere Hypothese ist, dass es durchaus zu einer Induktion von Angptl4 durch 

C16:1n7 kommt, jedoch nicht im Herzen. So könnte das Protein in einem anderen 

Organ gebildet werden und im Blut zum Herzen transportiert werden [265]. Denn 

Angptl4 kann nicht nur im Herzen gebildet werden, sondern lässt sich auch im 

Fettgewebe und in der Leber nachweisen [266]. Dementsprechend würde Angptl4 in 

einem anderen Organ synthetisiert und eine kardiale Regulation wäre nicht 

nachweisbar. Zum Nachweis dieses Prozesses würde es sich in weiteren 

Experimenten anbieten, ANGPTL4 im Blut nachzuweisen, beispielsweise mittels 

ELISA [265], oder die Expression von Angptl4 in der Leber oder im Fettgewebe zu 

messen. Zusätzlich könnte die Messung des Lipidoms bzw. von freien Fettsäuren im 

Blut das Vorhandensein von C16:1n7 zum Zeitpunkt der Tötung verifizieren bzw. eine 

Erhöhung von freien Fettsäuren nachweisen.  

Zudem wurden in unserem in vivo Experiment Gesamtherzproben untersucht, die nicht 

ausschließlich Kardiomyozyten enthalten, im Gegensatz zu dem in vitro Teil. So 

könnte es zu einer Induktion von PPAR-Genen in den Kardiomyozyten dieser Proben 

gekommen sein. Dieser Effekt könnte aber durch eine verringerte Expression in 

anderen Zelltypen des Herzens, wie z. B. Endothelzellen oder Fibroblasten, 

unterdrückt worden sein, sodass es zu keiner verstärkten Expression im 

Gesamtherzgewebe gekommen ist. 

Insgesamt konnten wir im ISO-Versuch die Induktion von PPAR-Zielgenen im LV-

Gewebe nicht nachweisen. Lediglich Angptl4 zeigte im kurzen Arm eine statistisch 

nicht signifikante höhere Expression, die letztlich nur durch neue Experimente belegt 

oder widerlegt werden könnte. Insbesondere der kurze Abstand zwischen der letzten 

Fettsäurengabe und der Tötung der Tiere könnte ein Grund sein, warum die stabile in 

vitro Regulation nicht in vivo nachweisbar war. Alternativ könnte Angptl4 auch in einem 

anderen Organ gebildet werden und zum Herzen über das Blut transportiert werden. 
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Weitere Experimente, in denen z. B. ausschließlich Kardiomyozyten aus den ISO-

stimulierten Tieren untersucht werden, könnten weitere Ergebnisse liefern, ob die 

PPAR-Regulation in unserem in vivo Experiment funktionell zu der anti-fibrotischen 

und anti-inflammatorischen Wirkung von C16:1n7 beigetragen hat. 

 

5.8 Anti-inflammatorische Eigenschaften von C16:1n7 
Ein möglicher zugrundeliegender Mechanismus für die anti-fibrotische Wirkung von 

C16:1n7 könnte die Regulation von Cd68 und damit der Hinweis auf anti-

inflammatorische Eigenschaften sein. Bereits in der CPDB-Analyse ergaben sich 

durch den Nachweis der Beeinflussung des TNF- und NF-κB-Signalweges Hinweise 

auf eine anti-inflammatorische Wirkung von C16:1n7, die sich in vivo bestätigten. 

So war Cd68 nach der akuten Schädigung im kurzen Arm noch sowohl in der ISO-

Vehikel- (H2O) als auch in der ISO-C16:1n7-Gruppe gleich stark erhöht. Im langen Arm 

zeigte sich dann eine signifikante Herabregulation von der Cd68-Genexpression im 

Gesamtherzgewebe durch die Gabe von C16:1n7 in der ISO-Gruppe. CD68 gilt als 

Makrophagenmarker [267] und Surrogat für eine Inflammationsreaktion [124]. Die 

Inhibierung der Cd68-Induktion durch C16:1n7 deutet demnach auf einen protektiven 

Effekt hin, der insbesondere im langen Arm des Versuches und somit gleichzeitig mit 

einer anti-fibrotischen Wirkung auftrat. 

Dieser Effekt könnte auf eine verminderte Inflammationsreaktion im Herzen hindeuten. 

Ein Grund hierfür könnte eine durch ANGPTL4 potentiell verminderte Lipotoxizität und 

damit verbesserte Heilung mit geringer ausgeprägter kardialer Inflammationsreaktion 

sein. So konnten Lichtenstein et al. in einem Angptl4-KO-Mausmodell zeigen, dass 

eine Stimulation mit gesättigten Fettsäuren im Rahmen einer Hochfettdiät zu einer 

ausgeprägten bis hin letalen systemischen inflammatorischen Reaktion führte, die aus 

den mesenterialen Lymphknoten hervorging [124]. In einem in vitro Ansatz konnte 

anschließend nachgewiesen werden, dass durch die Angptl4-vermittelte Inhibition von 

Lpl die mesenterialen Lymphknoten und insbesondere die darin enthaltenen 

Makrophagen vor der durch die Hochfettdiät induzierten Lipotoxizität geschützt werden 

[124]. Im ISO-Modell kommt es durch die Stimulation von β-adrenergen Rezeptoren 

zu einer exzessiven Freisetzung von freien Fettsäuren [248] und dadurch zu einer 

Lipotoxizität [249], die durch Angptl4 im Herzen abgefangen werden könnte [192] und 

somit die Inflammationsreaktion unterdrückt.  
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C16:1n7 selbst besitzt ebenfalls anti-inflammatorische Eigenschaften. So konnten 

Bernstein et al. in einer doppelblinden, randomisierten Studie mit 30 Teilnehmern mit 

Dyslipidämie zeigen, dass eine 30-tägige Supplementation mit C16:1n7 das akute 

Phase Protein „hochsensitives C-reaktives Protein“ (hs-CRP) senkte und die 

Dyslipidämie verbesserte [268]. Im Gegensatz dazu stehen die populationsbasierten 

Studien von Stryjecki et al. und Peterson et al., die dokumentieren, dass C16:1n7 mit 

einer verstärkten Inflammationsreaktion, gemessen mittels CRP, im Menschen 

assoziiert ist [269,270].   

Des Weiteren konnten Cao et al. in einem Mausmodell nachweisen, dass C16:1n7 

eine Steatosis hepatis positiv beeinflussen konnte. Zudem führte C16:1n7 zur 

Reduktion der hepatischen SCD1-Aktivität [11], die mit Adipositas und Fettleber im 

Menschen assoziiert ist [40,51]. Diese Daten wurden unterstützt durch Yang et al. In 

einem Mausmodell mit Adipositas und T2DM reduzierte C16:1n7 hier ebenfalls 

deutlich die Lipidakkumulation in der Leber [271]. Darüber hinaus konnten pro-

inflammatorische Adipokine, wie TNF-α, im weißen Fettgewebe gesenkt werden [271]. 

In einer Niedrigfettdiät supplementiert mit C16:1n7 konnten Guo et al. demonstrieren, 

dass zwar in Mauslebern durch die Fettsäure mehr Fette eingelagert werden, jedoch 

weniger Makrophagen und Kupffer-Zellen nachzuweisen waren [272]. Zudem 

unterdrückte C16:1n7 eine Inflammation und reduzierte mRNA-Level der pro-

inflammatorischen Gene TNF-α sowie IL-6 in der Leber [272]. Zusätzlich reduzierte 

C16:1n7 die Phosphorylierung von NF-κB im Lebergewebe, was auf einen direkten 

anti-inflammatorischen Effekt der Fettsäure hindeutet [272].  

Weitere Studien stützen diesen anti-inflammatorischen Effekte von C16:1n7. Souza et 

al. beobachteten in isolierten Makrophagen aus WT- und PPARα-KO-Mäusen, dass 

C16:1n7 zu einer reduzierten inflammatorischen Antwort gemessen an Il-6- (WT), Tnf-

α- (KO) sowie Nf-κ-B- und Il-1β-Genexpression in den mit Lipopolysacchariden (LPS) 

stimulierten Makrophagen führte [211]. Dieser Effekt war PPAR- und AMPK-

unabhängig, was ebenfalls auf einen direkten anti-inflammatorischen Effekt von 

C16:1n7 hindeutet [211]. Auf einen AMPK-vermittelten anti-inflammatorischen Effekt 

von C16:1n7 auf Makrophagen weisen Chan et al. hin [273]. Isolierte Makrophagen 

von Mäusen, die eine Hochfettdiät erhielten, konnten in dieser Studie ihren pro-

inflammatorischen Phänotyp sogar in vitro lange Zeit beibehalten [273]. Eine kurze 

Inkubation mit C16:1n7 für 6 h resultierte bereits in einem Genprofil, welches eher anti-
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inflammatorischen M2-Makrophagen entsprach [273]. Eine Inkubation mit der 

gesättigten Fettsäure Palmitat (C16:0) hingegen führte zu einem pro-

inflammatorischen Phänotyp, der durch die Gabe von C16:1n7 zu einem anti-

inflammatorischen gewandelt werden konnte [273].  

Auch Çimen et al. konnten eine verminderte Produktion von IL-1β in mit C16:1n7 und 

LPS-stimulierten Makrophagen im Vergleich zu LPS allein nachweisen [274]. Dieser 

Effekt wurde in vivo in hyperlipidämischen Mäusen bestätigt [274]. C16:1n7 reduzierte 

zudem die systemische Produktion von IL-1β [274]. Als Mechanismus wird eine 

Vermeidung von endoplasmatischem Retikulumsstress in Makrophagen durch 

C16:1n7 postuliert [274]. 

Schließlich kann ohne weiterführende Versuche nicht abschließend geklärt werden, 

ob C16:1n7 selbst, vermittelt über eine PPAR-Aktivierung oder einen anderen 

Mechanismus anti-inflammatorisch wirkt. Des Weiteren ist nicht geklärt, ob die weniger 

starke Entzündungsreaktion der Grund für die verminderte Fibrose im Herzen ist oder 

ob die verminderte Entzündungsreaktion ein Zeichen für verbessertes kardiales 

Remodeling aus anderen Gründen ist. Weitere interessante Experimente, um diese 

Fragestellung fortzuführen, wären eine Untersuchung von Makrophagen isoliert aus 

den mit ISO und C16:1n7 behandelten Tieren in vitro, um mehr über die anti-

inflammatorische Wirkung von C16:1n7 zu erfahren. Zudem wäre eine histologische 

Färbung des Herzens, die Makrophagen nachweist, von großem Interesse, um diesen 

Befund weiter zu untermauern.  
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5.9 Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen 
Es bleibt die Frage, inwieweit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine Relevanz 

im Menschen haben. Zwar lassen sich die Daten aus diesem Versuch nicht ohne 

Weiteres übertragen, jedoch gibt es Anhaltspunkte, die eventuell auf positive Effekte 

im Menschen hindeuten.  

So sind die verschiedenen PPAR-Rezeptoren in ihrer Organisation und Funktion in der 

Gruppe der Vertebraten hoch konserviert [89]. Sowohl PPARα [245] als auch PPARδ 

[104] werden im menschlichen Herzen exprimiert. Zudem wird PPARα im Menschen 

bei Herzinsuffizienz herabreguliert, wie Karbowska et al. anhand von Herzbiopsien von 

gesunden Spendern und herztransplantierten Patienten mit Herzinsuffizienz zeigen 

konnten [275]. Das legt eine Funktion von PPARs bei Herzinsuffizienz im Menschen 

nahe. In einer sehr kleinen Studie mit Patienten, die unter einer diabetischen 

Kardiomyopathie litten, konnten Chang et al. zeigen, dass die Aktivierung von PPARδ 

positive Effekte auf diese Erkrankung hatte [116]. Durch die Gabe von Telmisartan, 

einem Angiotensin-Typ-1-Rezeptor-Antagonist, welcher als partieller Agonist auch an 

PPARδ und PPARγ bindet, kam es zu einer Verbesserung des GLS und GCS in der 

Echokardiographie nach 3 Monaten [116]. In einem Rattenmodell der diabetischen 

Kardiomyopathie konnte anschließend gezeigt werden, dass der anti-fibrotische Effekt 

von Telmisartan durch die Zugabe eines PPARδ-Antagonisten reduziert wird [116].  

Aktuell laufen laut clinicaltrials.gov 43 klinische Studien, in denen die Wirkung 

verschiedener PPAR-Agonisten im Menschen untersucht wird. 26 davon sind bereits 

abgeschlossen und 9 stehen im Zusammenhang mit kardiovaskulären Erkrankungen 

[276]. Somit besteht die Möglichkeit, dass demnächst mehr über den Einfluss von 

PPAR-Agonisten, insbesondere PPARδ-Agonisten, auf verschiedene kardiovaskuläre 

Krankheiten im Menschen, u. a. Herzinsuffizienz, in Erfahrung gebracht wird. 

Während es schon Evidenz über die Auswirkung einer PPAR-Aktivierung auf das 

menschliche Herz gibt, ist über die positiven Auswirkungen der C16:1n7-

Supplementation noch recht wenig bekannt. Griel et al. beobachtete in einer kleinen 

randomisierten, crossover Studie über 5 Wochen, dass die Supplementation von 

C16:1n7 in Form von Macadamianüssen einen positiven Effekt auf das 

Plasmalipidprofil von leicht hypercholesterinämischen Patienten hat [23]. Djoussé et 

al. konnten in einer Kohortenstudie demonstrieren, dass zirkulierende Level von cis-

C16:1n7 positiv mit dem Risiko von Herzinsuffizienz assoziiert sind [277]. Ob allerdings 
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cis-C16:1n7 die Herzinsuffizienz bedingt oder aufgrund dieser hochreguliert war, geht 

aus dieser Untersuchung nicht hervor [277]. Im Kontrast dazu zeigten De Souza et al. 

in einer Metaanalyse von 12 prospektiven Kohortenstudien, dass alimentäres trans-

C16:1n7 einen protektiven Effekt bei T2DM aufweist, wenngleich die Auswirkungen 

auf das kardiovaskuläre Risikoprofil nicht abschließend geklärt werden konnten [55].  

Als weiterer Ausblick der vorliegenden präklinischen Studie wäre also von Interesse, 

ob eine Supplementation von C16:1n7 auch im Menschen positive Effekte aufweist. In 

diesem Kontext wäre insbesondere eine Supplementation von C16:1n7, z. B. in Form 

von Macadamianüssen oder Fisch, eine interessante Intervention bei Patienten mit 

erhöhtem kardiovaskulären Risikoprofil, HFpEF oder HFrEF. 

Insbesondere bei HFpEF sind aktuell nur symptomatische Therapien vorhanden [70]. 

Gerade die Vorbeugung der Ausbildung von Fibrose wäre ein wichtiger Ansatz, um 

Patienten mit einem erhöhten Risikoprofil für HFpEF, wie z. B. Diabetiker oder 

Patienten mit metabolischem Syndrom, zu schützen, da aktuell keine kausalen 

Therapien zur Verfügung stehen [70]. Eventuell könnte C16:1n7 hier durch seine anti-

inflammatorischen und anti-fibrotischen Eigenschaften eine vielversprechende 

Präventionsstrategie darstellen. Um dies jedoch zu verifizieren, wären weitere 

Untersuchungen notwendig, insbesondere eine randomisierte kontrollierte Studie. Die 

vorliegende Studie bietet somit die präklinische Grundlage für zukünftige klinische 

Untersuchungen zur kardioprotektiven Wirkungen von C16:1n7.  

  



5 Diskussion 

 

 

 
116 

5.10 Zusammenfassung und vorgeschlagener Mechanismus 
Es konnte die Regulation von wichtigen PPAR-Zielgenen in vitro durch C16:1n7 

nachgewiesen werden. Hier zeigten sich PPARδ-Zielgene stärker reguliert als PPARα-

Gene. Insbesondere das PPARδ-Zielgen Angptl4 war stark induziert und das Gen Lpl 

herabreguliert, was möglicherweise zu einem Schutz der Kardiomyozyten vor 

Lipotoxizität führen könnte. Des Weiteren konnten durch eine bioinformatische 

Analyse verschiedene, mit Inflammation und Fibrose assoziierte Signalwege 

identifiziert werden. 

In vivo bestätigte sich die Hypothese, dass C16:1n7 anti-fibrotisch wirksam ist. Dieser 

Effekt ließ sich sowohl histologisch als auch durch echokardiographische Korrelate 

nachweisen. Als zugrundeliegender Mechanismus könnte die vermehrte Expression 

von Angptl4 durch C16:1n7 und eine damit einhergehende Reduktion der kardialen 

Lpl-Aktivität genannt werden. Dieser protektive C16:1n7-Effekt könnte vor einer 

exzessiven kardialen Fettsäurenaufnahme schützen, die durch die β-adrenerge 

Stimulation im ISO-Modell und folgender Induktion der systemischen Lipolyse mit 

Freisetzung freier Fettsäuren hervorgerufen wird. Der Schutz vor kardialer 

Lipidakkumulation durch C16:1n7 würde zu vermindertem oxidativen Stress führen. 

Diese potentielle anti-oxidative Wirkung hat geringeren kardialen Zelluntergang und 

die Hemmung inflammatorischer Reaktionen und Makrophagenaktivierung zur Folge. 

Ein Hinweis darauf liefert die geringere Expression von Cd68 im Herzen der mit 

C16:1n7 behandelten Tiere. 

Wir konnten zeigen, dass C16:1n7 in vitro PPAR-Zielgene, insbesondere zum PPARδ-

Signalweg gehörend, reguliert. In vivo übt C16:1n7 einen anti-fibrotischen Effekt aus. 

Diese Studie liefert einen Hinweis darauf, dass diätetische Interventionen mit C16:1n7 

einen schützenden Effekt vor der Entwicklung von kardialer Fibrose, z. B. bei 

Herzinsuffizienz, vermitteln könnte. 
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Abb. 5.1 Möglicher Wirkmechanismus von C16:1n7 im Herzen. Erklärung im Text zu Kapitel 5.10. 

Beschriftung: Angptl4 Angiopoetin like factor 4; C16:1n7 Palmitoleinsäure; Cd68 Cluster of 

Differentiation 68; Lpl Lipoproteinlipase; ISO Isoproterenol. 
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8 Anteilserklärung an etwaigen erfolgten Publikationen 
 

Iris Betz hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen: 
 

Publikation: Beyhoff, N., Brix, S., Betz, I.R., Klopfleisch, R., Foryst-Ludwig, A., Krannich, A., Stawowy, 

P., Knebel, F., Grune, J., and Kintscher, U. (2017). Application of Speckle-Tracking Echocardiography 

in an Experimental Model of Isolated Subendocardial Damage. Journal of the American Society of 

Echocardiography 30, 1239–1250.e2. 

 

Beitrag im Einzelnen: 

• Teile der Kontrollgruppe des ISO-Versuches aus der Dissertation wurden in der vorliegenden 
Arbeit genutzt, um die n-Zahl der Kontroll- und ISO-Gruppe des Papers zu erhöhen. 

• Planung eines Teils der Experimente zusammen mit Dr. med. Niklas Beyhoff, Dr. rer. nat. Jana 

Grune, Dr. rer. nat. Sarah Brix, Prof. Dr. med Ulrich Kintscher und PD Dr. rer. nat. Anna Foryst-

Ludwig (Tab. 1, Tab. 3) 

• Durchführung der ISO-Gabe und Versorgung der Tiere mit Frau Beata Höft, Dr. med. Niklas 
Beyhoff, Dr. rer. nat. Sarah Brix, Dr. rer. nat. Jana Grune und PD Dr. rer. nat. Anna Foryst-

Ludwig (Tab. 1 + 2, Fig. 3, Tab. 3, Fig. 4 - 6, Tab. 4)  

• Durchführung der Echokardiographie bei einem Teil der Tiere sowie Teile der dazugehörigen 

Analysen mit Dr. med. Niklas Beyhoff, Dr. rer. nat. Sarah Brix und Dr. rer. nat. Jana Grune (Tab. 
1 + 2, Fig. 3, Tab. 3, Fig. 4 - 6, Tab. 4)  

• Präparation, Wiegen und Fixierung der Organe sowie Anfertigung der histologischen Schnitte 

mit Frau Beata Höft, Dr. med. Niklas Beyhoff, Dr. rer. nat. Sarah Brix, Dr. rer. nat. Jana Grune 

und PD Dr. rer. nat. Anna Foryst-Ludwig (Tab. 1 + 2, Fig. 3, Fig. 6)  

• Durchführung der histologischen Analysen bei einem Teil der Tiere (Fig. 3, Tab. 3, Fig. 6) 

• Auswertung des TIMP-1 ELISAs zusammen mit Dr. med Niklas Beyhoff und PD Dr. rer. nat. 

Anna Foryst-Ludwig (Tab. 2 - 4, Fig. 6) 

• Hilfe bei der statistischen Auswertung (Tab. 1 + 2, Fig. 3 + 4) 

• Schreiben und Korrektur des Manuskriptes zusammen mit den oben stehenden Autoren 

• Unterstützung bei der Revision mit den oben stehenden Autoren 

 

Berlin, der 02.07.2020 

 

 
____________________________________     ____________________________________ 

PD Dr. rer. nat. Anna Foryst-Ludwig                      Iris Rosa Betz 

Erstbetreunde Hochschullehrerin                        (Doktorandin) 

(Unterschrift + Stempel) 
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version meiner Arbeit 

nicht veröffentlicht. 



10 Publikationsliste 

 

 

 
142 

10 Publikationsliste 
  
1. Beyhoff, N., Brix, S., Betz, I.R., Klopfleisch, R., Foryst-Ludwig, A., Krannich, A., 

Stawowy, P., Knebel, F., Grune, J., and Kintscher, U. (2017). Application of Speckle-

Tracking Echocardiography in an Experimental Model of Isolated Subendocardial 

Damage. Journal of the American Society of Echocardiography 30, 1239–1250.e2. 

 

2. Grune, J., Beyhoff, N., Smeir, E., Chudek, R., Blumrich, A., Ban, Z., Brix, S., Betz, 
I.R., Schupp, M., Foryst-Ludwig, A., et al. (2018). Selective Mineralocorticoid Receptor 

Cofactor Modulation as Molecular Basis for Finerenone’s Antifibrotic Activity. 

Hypertension 71, 599–608. 



11 Danksagungen 

 

 

 
143 

11 Danksagungen 
Ich möchte hiermit allen Menschen, die mich auf diesem doch nicht kurzem Weg zur 

Promotion begleitet haben, danken. 

Insbesondere dankbar bin ich meiner Doktormutter PD Dr. Anna Foryst-Ludwig, die 

mich nicht nur wissenschaftlich all die Jahre begleitet hat, sondern mir auch außerhalb 

der Promotion all die Jahre unterstützend zur Seite gestanden hat und mir geholfen 

hat, als Mensch zu wachsen. 

Ebenso möchte ich mich bei Prof. Dr. Ulrich Kintscher bedanken, der mich als Leiter 

unserer AG stets unterstützt und gefördert hat. 

Ein großes Dankeschön ergeht auch meiner AG, die AG Kintscher, die mich 

wissenschaftlich, technisch und menschlich im und außerhalb des Labors unterstützt 

hat. Danke an all meine Mitdoktoranden für die schöne Zeit mit euch! Insbesondere 

möchte ich mich bei unserer technischen Assistentin, Beata Höft, bedanken, die mir 

so oft bei technischen Fragen weitergeholfen hat und immer unterstützend zur Seite 

stand.  

Ebenfalls bedanken möchte ich mich bei der Arbeitsgruppe „Molekulare 

Endokrinoloige“ am Institut für Diabetes und Adipositas des Helmholtz-Zentrums 

München, die uns hervorragend bei der RNA-Sequenzierung unterstützt haben. 

Insbesondere möchte ich mich bei Prof. Dr. Henriette Uhlenhaut und Dr. Franziska 

Greulich bedanken. 

Ein ganz lieber Dank ergeht auch an all die Korrekturleser dieser Arbeit, die nicht nur 

viel zu lesen hatten, sondern auch exzellent korrigiert haben: Dr. Annelie Blumrich, 

Dr. Juliane Kasch, Dr. Hendrik Bartolomaeus, Theda Bartolomaeus, Heidi Betz, 

Roland Betz und Christoph Bornemann. 

Und zu guter Letzt ein riesiges Dankeschön an meine Familie und Freunde. Danke, 

dass ihr das all diese Jahre mit mir und meiner Arbeit ausgehalten habt! 

 


