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Zusammenfassung 

Palmitoleinsäure (C16:1) ist eine einfach ungesättigte Fettsäure, die kürzlich durch unsere 

Arbeitsgruppe als wichtiger Mediator physiologischer kardialer Hypertrophie (PCH) 

charakterisiert wurde. Da die molekulare Wirkweise jedoch weitgehend ungeklärt ist, war 

das Ziel dieser Arbeit den intrazellulären Wirkmechanismus von C16:1 zu entschlüsseln. 

Das Hauptaugenmerk sollte hierbei auf der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)- Proteinkinase 

B (AKT)- Forkhead-Box-Protein (FOXO) Signalkaskade liegen.  

Murine HL-1 Kardiomyozyten wurden entweder mit bovinem Serumalbumin als Vehikel, 40 

mM C16:1, 130 mM Palmitinsäure (C16:0) oder 10 nM Insulin like Growth factor-1 (IGF-1) 

als Positivkontrolle stimuliert. Die Stimulationsintervalle variierten hierbei zwischen 5 min 

und 48 h. Im Anschluss wurden Gesamt-RNA und Proteine isoliert und mittels qRT-PCR und 

Western Blot analysiert. Darüber hinaus wurden Immunfluorenz-Assays durchgeführt. 

Hierzu wurden die immungefärbten Zellen mit einem invertierten Fluoreszenz-

Phasenkontrast-Mikroskop vergrößert und mit der BZ-II Analyser Software analysiert. Zuletzt 

wurde ebenfalls der Effekt von C16:1 auf den Mitogen-activated Protein Kinases (MAPK)- 

Extracellular-signal regulated Kinases (ERK) Signalweg betrachtet. 

Die atrophieregulierenden FOXO-Transkriptionsfaktoren 1 und 3a zeigten sich nach einer 

30-minütigen C16:1 Stimulation durch Phosphorylierung inaktiviert. Zudem beobachteten wir 

eine Reduktion der FOXO 1 und 3a Gesamtproteinmenge infolge 18-stündiger C16:1 

Stimulation. Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie konnte die C16-induzierte 

zytoplasmatische Translokation von FOXO3a nachgewiesen werden. Das 

Genexpressionslevel des FOXO3a-Zielgens p21 erwies sich nach 24-48 h C16:1 Stimulation 

signifikant hochreguliert. Ferner zeigte sich die wachstumsfördernde AKT-Kinase durch 

C16:1 aktiviert. Die Zellzyklus-regulierende Kinase ERK 1/2 präsentierte eine Inaktivierung 

mittels Dephosphorylierung infolge der C16:1 Stimulation. 

Zusammenfassend konnten AKT, FOXO und ERK 1/2 als intrazelluläre Schlüsselmediatoren 

von C16:1 in Kardiomyozyten identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur 

die Aktivierung der wachstumsfördernden AKT-Kinase, sondern auch die Hemmung der 

atrophieregulierenden FOXO-Proteine bei der PCH eine zentrale Rolle spielt. Darüber 

hinaus scheint C16:1 durch die Inaktivierung von ERK 1/2, möglicherweise auch die 

Proliferation von Kardiomyozyten zu regulieren. Somit ist es naheliegend, dass die Effekte 

von C16:1 auf die kardiale Hypertrophie über die Beeinflussung von AKT/FOXO und ERK 

1/2 vermittelt werden. Diese Studie liefert ein Hinweis darauf, dass die Fettsäure C16:1 

molekulare kardioprotektive Effekte vermittelt, die zukünftig sowohl potentiell in der 

Prophylaxe als auch in der Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen von Bedeutung sein 

könnten.  



 XI 

Abstract 
 

We have previously identified palmitoleic acid (C16:1) as a novel regulator of physiological 

cardiac hypertrophy. Since the underlying mechanisms of the C16:1-induced cardiac effects 

remain uncertain, we aimed to further investigate the molecular cell signaling pathways 

behind the C16:1-mediated cardiac responses. The primary focus of this study was set on 

examining the effects of C16:1 on the PI3K-AKT-FOXO signaling pathway, related to cardiac 

hypertrophy.  

The murine HL-1 cardiomyocytes were stimulated with either vehicle, 40 mM C16:1, 130 mM 

C16:0 as well as 10 nM IGF-1 (positive control) between 5 mins to 48 h. Subsequently total-

RNA and proteins were isolated and examined by performing qRT-PCR or Western Blot 

analysis. In addition, immunofluorescence staining was conducted. Furthermore, the impact 

of C16:1 on MAPK/ERK signaling was also examined.  

The FOXO transcription factors 1 and 3a revealed to be phosphorylated and therefore 

inactivated by a 30 min C16:1 stimulation. Moreover, the cells total abundance of FOXO1 

and FOXO3a was significantly diminished upon an 18 h C16:1 treatment. As demonstrated 

by immunofluorescence staining, C16:1 stimulation furthermore resulted in the cytosolic 

translocation of FOXO3a. The expression level of the FOXO3a target gene p21 proved to 

be significantly upregulated upon 24-48 h of C16:1 treatment. The growth-promoting AKT 

kinase was activated by C16:1 treatment, indicating yet another involvement of the AKT-

FOXO signaling pathway in C16:1-induced cardiac responses. In addition, the cell cycle-

regulating kinase ERK 1/2 demonstrated to be significantly decreased upon C16:1 

stimulation.  

In conclusion, we were able to identify the C16:1-mediated regulation of AKT, FOXO and 

ERK 1/2 in cardiomyocytes. As FOXO is known to promote protein degradation and cell 

atrophy, its inactivation may play a crucial role in mediating physiological cardiac 

hypertrophy. By activating the growth-promoting kinase AKT, C16:1 ultimately enables pro-

hypertrophic cardiac effects. The inactivation of ERK 1/2, being a fundamental regulator of 

cell cycle progression, indicates that while cell hypertrophy is being promoted, C16:1 may 

inhibit cell proliferation. This study revealed several molecular targets within the AKT-FOXO 

as well as the MAPK- signaling pathways that seem to be involved in mediating the 

previously shown, C16:1-induced beneficial cardiac growth processes. Therefore, it is 

probable that the effects of C16:1 on cardiac hypertrophy are mediated by affecting the 

AKT/FOXO as well as the ERK 1/2 signaling pathway. As C16:1 induces physiological 

cardiac growth, our study may contribute to develop potential future lipid-based therapies for 

cardiac diseases such as cardiomyopathy or heart failure.



 1 

1 Einleitung 
 

1.1 Herzinsuffizienz 

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen im heutigen Zeitalter die weltweit häufigste 

Todesursache dar [1]. Gemäß der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ließen sich allein im 

Jahr 2017 31 % der globalen Todesfälle auf Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems 

zurückführen [1]. Angesichts des demographischen Wandels und des verbesserten 

medizinischen Fortschritts steigen jährlich die Inzidenz und Prävalenz chronischer 

kardiovaskulärer Erkrankungen [2]. Darüber hinaus verursachen kardiovaskuläre 

Erkrankungen in der Bundesrepublik Deutschland jährlich ca. 46,4 Milliarden Euro 

Krankheitskosten, weitaus mehr als durch andere Krankheitsentitäten verursacht [3] . Herz-

Kreislauf-Erkrankungen nehmen daher nicht nur eine zentrale Stellung in der Medizin ein, 

sondern sind darüber hinaus von enormer gesellschaftlicher und gesundheitsökonomischer 

Relevanz [4].  

Neben der arteriellen Hypertonie und der koronaren Herzkrankheit (KHK) stellt die 

Herzinsuffizienz eines der häufigsten kardiologischen Krankheitsbilder dar [5]. Schätzungen 

gehen davon aus, dass in der Bundesrepublik Deutschland ca. 1,8 Millionen Menschen an 

Herzinsuffizienz leiden [6]. Laut Daten der CARLA-Studie steigt die Prävalenz der 

Herzinsuffizienz mit zunehmendem Alter auf bis zu 22 % bei den über 75-Jährigen an [7].  

Seit 1995 hat sich die Erkrankungshäufigkeit der Herzinsuffizienz nahezu verdoppelt [8]. 

Zurzeit stellt die akute Dekompensation der Erkrankung deutschlandweit den häufigsten 

Hospitalisierungsgrund stationär behandelter Patienten dar [9]. Allein im Jahr 2016 bedingte 

das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz bundesweit über 444.632 (2016) 

Krankenhausaufnahmen [8]. Trotz moderner Therapiemöglichkeiten, welche die Morbidität 

und Mortalität der Herzinsuffizienzpatienten signifikant reduzieren konnten, zeigten Levy et 

al., dass die Mortalität mit 45-59 % jedoch weiterhin enorm hoch bleibt [10]. Demzufolge ist 

die Herzinsuffizienz eine häufig lebensbedrohliche Erkrankung von großer 

sozioökonomischer Relevanz.  

Pathophysiologische Grundlage der chronischen Herzinsuffizienz ist eine ineffiziente 

kardiale Pumpleistung, welche nicht genügt, um die Blutzirkulation und die 
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Sauerstoffversorgung des Organismus adäquat aufrecht zu erhalten. Aus klinischer Sicht  

wird das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz als eine hochkomplexe Symptomkonstellation 

aus Ruhe- oder Belastungsdyspnoe, Ödembildung und Leistungsminderung definitiert [11]. 

Laut der „Europäischen Gesellschaft für Kardiologie“ (ESC) resultieren daraus weitere 

klinisch relevante Parameter wie ein venöser Rückstau mit erhöhtem Jugularvenendruck, 

gesteigertem hepatojugulären Reflux, pulmonalvenöser Stauung mit Lungenödem sowie bei 

der HFrEF (heart failure with reduced ejection fraction) eine echokardiographisch 

verminderte Ejektionsfraktion (LVEF) [12]. Die Patienten leiden an zahlreichen belastenden 

klinischen Symptomen, welche progredient im Verlauf der Erkrankung zunehmen. Laut 

Blindermann et al. zählen hierzu vor allem Fatigue und Abgeschlagenheit, Nykturie, Luftnot, 

Husten, Palpitationen, Brustschmerz, Schlaflosigkeit sowie diverse psychische 

Komorbiditäten[13]. Durch die progrediente Einschränkung der körperlichen 

Leistungsfähigkeit erfahren die Patienten eine ausgeprägte Abnahme der Lebensqualität 

(HRQOL)[14]. Der enorme Leidensdruck resultiert in einer ausgesprochen hohen Prävalenz 

von Angststörungen (43,7%) und Depressionen (42,7%) [13,15].  

Zur funktionellen Einteilung des Schweregrades der Herzinsuffizienz übernahm die 

„Deutsche Gesellschaft für Kardiologie“ die Kriterien der „New York Heart Association“ 

(NYHA) [16,17]. Die NYHA-Klassifikation orientiert sich maßgeblich an der 

Leistungsfähigkeit des Patienten und erfasst zudem Komplikationen im Rahmen kardialer 

Adaptationsmechanismen [12]. 

Die ESC hat entsprechend der linksventrikulären Auswurfleistung (Ejektionsfraktion ((EF)) 

folgendes Schema zur Einteilung der Herzinsuffizienz entwickelt, welches sich auf die 

echokardiographische Beurteilung der linksventrikulären EF bezieht (s. Tabelle 1). Laut der 

ESC wird die Herzinsuffizienz echokardiographisch in drei verschiedene Entitäten 

klassifiziert, wobei es ätiologisch wichtig ist, zwischen systolischer (HFrEF, HFmrEF) und 

diastolischer Herzinsuffizienz (HFpEF) zu unterscheiden [18,19]. 
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LVEF ≥50%  “Heart Failure with preserved EF” (HFpEF) 

diastolische HI mit normaler Ejektionsfraktion  

LVEF 40-49% “Heart Failure with mid-range EF” (HFmrEF) 

systolische HI mit mittelgradig reduzierter Ejektionsfraktion 

LVEF <40%  “Heart Failure with reduced EF” (HFrEF) 

systolische HI mit reduzierter Ejektionsfraktion 

 

Tabelle 1: Einteilung der Herzinsuffizienz nach Ejektionsfraktion (basierend auf der ESC 
Leitlinie 2016) 

 

„Trotz [moderner Diagnostik, kontinuierlicher Aktualisierung der Leitlinien und] der 

Etablierung neuer, die Prognose verbessernder Therapiestrategien, bleibt die 

Lebenserwartung herzinsuffizienter Patienten weiterhin deutlich eingeschränkt“ [6]. Im 

fortgeschrittenen Krankheitsstadium (NYHA IV) beträgt die 1-Jahresletalität eines 

herzinsuffizienten Patienten ca. 50% und stellt damit eine noch ungünstigere Prognose als 

die diverser Tumorleiden dar [20]. Obwohl medikamentöse Behandlungsansätze mittels 

Angiotensin-Converting-Enzym-Hemmer (ACE-Hemmer) oder Angiotensin Typ 1 

Rezeptorblocker (ARB), Beta-Blocker, Aldosteronantagonisten, Ivabradin und Neprilysin-

Inhibitoren eine Prognoseverbesserung der systolischen Herzinsuffizienz (HFrEF) erzielen 

können, kann die Erkrankung bis heute nicht geheilt werden und nur zusätzlich 

symptomatisch mit Diuretika und Digitalisglykosiden behandelt werden [10,17,21,22]. Für 

die diastolische Herzinsuffizienz (HFpEF) hingegen gibt es, außer einer symptomatischen 

Diuretikatherapie, zurzeit noch keine prognoseverbessernde Therapiestrategie [18]. Als 

Ultima Ratio für Patienten im NYHA IV-Endstadium der Herzinsuffizienz verbleibt lediglich 

die Herztransplantation oder mechanische Ersatzverfahren.  

In Anbetracht der exorbitant hohen Mortalitätsrate und der Tatsache, dass bis dato keine 

kausalen Therapiemöglichkeiten existieren, gewinnt die Implementierung von 

Herzinsuffizienz-Prophylaxe-Programmen zukünftig an großer Bedeutung. In diesem 

Kontext muss verdeutlicht werden, dass sich die ursächliche Entstehung einer 

Herzinsuffizienz stets auf eine strukturelle Myokardschädigung mit kontraktiler Dysfunktion, 

reduzierter LVEF oder verminderter diastolischer Dehnbarkeit zurückführen lässt [23–25]. 
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Ätiologisch lassen sich die KHK, Kardiomyopathien, stenosierende Herzklappenvitien, 

Myokarditiden sowie vor allem die kardiale Hypertrophie als wichtigste Risikofaktoren für die 

Manifestation einer Herzinsuffizienz zusammenfassen[18]. Im Folgenden soll näher auf die 

Entstehung kardialer Hypertrophie eingegangen werden.  

 

 

Abbildung 1: Entwicklung und Progression kardialer Hypertrophie bis zur dekompensierten 
Herzinsuffizienz am Beispiel ventrikulärer Druckbelastungen (Graphik orientiert an Dorn, 2007)  
 

 

1.2 Pathologische und Physiologische kardiale Hypertrophie 

1.2.1 Pathophysiologische Grundlagen kardialer Hypertrophie 

Der Begriff „Hypertrophie“ lässt sich als zellulärer Adaptationsmechanismus definieren, 

welcher eine myozytäre Größenzunahme bewirkt und ferner in der ganzheitlichen 

Vergrößerung eines Gewebes resultiert. Hypertrophieentstehung am Herzen erfolgt als 

Kompensationsreaktion auf diverse kardiale Belastungsfaktoren [26,27]. Hierzu zählen die 

arterielle Hypertonie, Herzklappenvitien wie beispielsweise die Aortenklappenstenose sowie 

eine erhöhte hämodynamische Belastung im Rahmen von Ausdauersport [28,29]. Um eine 

erhöhte Belastung des linksventrikulären Auswurftraktes kompensieren zu können, finden 

am Herzen prohypertrophe Prozesse statt. Diese verursachen eine Größenzunahme der 

einzelnen Kardiomyozyten des Herzmuskels [30,31]. Diese Vergrößerung der 

Kardiomyozyten resultiert letztendlich in der ganzheitlichen Zunahme von Herzwanddicke 
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und Herzgewicht [32]. Kardiomyozyten sind postnatal bereits terminal differenzierte Zellen, 

wodurch sie unmittelbar nach der Geburt die Fähigkeit zur Hyperplasie, also zur Vermehrung 

der eigenen Zellzahl, verlieren [33]. Daher kann eine Größenzunahme des Herzens 

ausschließlich auf nicht-proliferierende Weise, durch Hypertrophie- anstatt Hyperplasie-

Mechanismen, erfolgen [34,35].  

Während die Hypertrophie der Skelettmuskulatur überwiegend positiv bewertet wird, stellt 

die Myokardhypertrophie einen negativen Prädiktor für die Gesundheit dar [36]. Die 

Hypertrophie des Myokards ist ätiologisch für gravierende Krankheitsbilder wie 

Herzinsuffizienz, Kardiomyopathien, Arrhythmien sowie plötzlichen Herztod verantwortlich 

[37,38]. Jedoch muss dabei zwischen zwei verschiedenen Formen der Myokardhypertrophie 

differenziert werden. Aufgrund ihrer Genese werden diese als pathologische und 

physiologische kardiale Hypertrophie klassifiziert. Beide Hypertrophieentitäten lassen sich 

anhand morphologischer sowie metabolischer Eigenschaften und zugrundeliegenden 

Signalkaskaden voneinander unterscheiden und werden im Folgenden diskutiert. 

 

1.2.2 Pathologische kardiale Hypertrophie 

Das Herz kompensiert eine chronisch erhöhte Arbeitsbelastung durch kardiale Hypertrophie 

[39]. Chronische ventrikuläre Druck- und Volumenbelastungen durch eine arterielle 

Hypertonie oder ein Herzklappenvitium führen zur Entwicklung einer pathologischen 

Herzmuskelhypertrophie [39,40].  

Diese persistierend erhöhte ventrikuläre Arbeitsbelastung führt zur Freisetzung von 

Endothelin-1 aus Endothelzellen [41]. In Kombination mit der Ausschüttung von 

Katecholaminen und der neurohumoralen Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems (RAAS) werden intrazelluäre Signalkaskaden aktiviert und somit die Manifestation 

von pathologischer Hypertrophie am Herzen ermöglicht [42].  Charakterisiert wird die 

pathologische Hypertrophie durch eine deutliche Größenzunahme des Myokards, welche 

mit Apoptose, interstitieller Fibrose, Inflammation, kardialer Dysfunktion sowie einer 

erhöhten Mortalität assoziiert ist [43–46].  Aufgrund fibrotischer Umbauprozesse führt die 

pathologische Hypertrophie zu einer zunehmenden Steifheit des Herzmuskels, welche die 

Kontraktilität und Elastizität des Myokards stark einschränkt [45,47]. Echokardiographisch 

korreliert die maladaptive Myokardhypertrophie durch chronische Druckbelastungen in der 
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Regel mit dem Bild einer konzentrischen Hypertrophie [48]. Diese zeichnet sich durch die 

Zunahme von linksventrikulärer Wand- und Septumdicke bei deutlicher Reduktion des 

Ventrikellumens aus (s. Abbildung 1) [48,49]. Ferner korreliert die pathologische 

konzentrische Hypertrophie auf zellulärer Ebene mit der Zunahme von Proteinsynthese und 

Kardiomyozytendurchmesser bei gleichbleibender Kardiomyozytenlänge [50]. Hieraus ergibt 

sich die echokardiographisch darstellbare Verminderung des linksventrikulären Diameters. 

Die Veränderung des zellulären Phänotyps durch Hypertrophie induziert auf 

Genexpressionsebene die Hochregulation bestimmter Hypertrophiemarker, welche auch als 

„Fetal Gene Program“ bezeichnet werden [51,52]. Hierzu zählen unter anderem folgende 

Gene: ANF (Atrialer natriuretischer Faktor), ß-MHC (ß-Myosin Heavy Chain) sowie BNP 

(Brain natriuretic Peptide), das zudem einen hohen Stellenwert im Rahmen der 

Herzinsuffizienz-Diagnostik besitzt [51–54]. Die Induktion des fetalen Genprogrammes im 

Rahmen pathologischer Hypertrophie geht mit einem Switch in der Versorgung des 

myokardialen Energiemetabolismus einher. Zur ATP-Produktion utilisiert gesundes 

Herzgewebe zu 70-90 % die ß-Oxidation von Fettsäuren [55,56]. Der Abbau von Glucose 

stellt unter physiologischen Bedingungen maximal 30% der kardialen ATP-Gewinnung dar 

[57]. Unter pathologischen Konditionen bedient sich das Herz jedoch vorwiegend der 

Glykolyse von Kohlenhydraten anstatt der ß-Oxidation von Fettsäuren, um den eigenen 

Energiebedarf zu decken [58]. Während das Herz unter physiologischen Bedingungen 

normalerweise ein Gewicht von ca. 300 g aufweist, überschreitet der pathologisch 

hypertrophierte Herzmuskel häufig das kritische Herzgewicht von 500 g [59]. Ab jenem 

Herzgewicht kann bei gleichbleibender Kapillarisierung aufgrund einer zu hohen 

Diffusionsstrecke zwischen Kapillarbett und Herzmuskel keine ausreichende 

Sauerstoffstoffversorgung des Myokards mehr gewährleistet werden [60].  

Die Progression von pathologischer Hypertrophie stellt eine der Hauptursachen für die 

Manifestation von Herzinsuffizienz und kardialer Dekompensation dar [61,62]. Da 

Herzinsuffizienz, wie in Abschnitt 1.1 erwähnt, zu den führenden internistischen 

Krankheitsbildern und den häufigsten kardiovaskulären Todesursachen gehört, gilt die 

pathologische Myokardhypertrophie als prognostisch schlechtes Zeichen [37]. In der 

Framingham-Kohortenstudie wurden enorm hohe Prävalenzzahlen von linksventrikulärer 

Hypertrophie bei Patienten ab dem 70. Lebensjahr evident [63]. Diese betrugen 33 % aller 
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männlichen Probanden sowie 49 % der Frauen [43]. Darüber hinaus weisen 44 % der an 

arterieller Hypertonie erkrankten Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits eine 

kardiale Hypertrophie auf [64,65]. Nach der Framingham-Studie gilt die LV-Masse als 

zentraler Prädiktor für Herzinsuffizienz bedingte Morbidität und Mortalität [38]. Laut Levy et 

al. korreliert eine LV-Masse von >140 g/m2 mit einem hochsignifikant gesteigerten 

Mortalitätsrisiko bei Herzinsuffizienzpatienten [38]. Linksventrikuläre Hypertrophie gilt somit 

als hochrelevanter kardialer Risikofaktor.  

Im Vergleich zu der im Folgenden beschriebenen physiologischen Hypertrophie, ist keinerlei 

Regression des pathologisch hypertrophierten Myokards möglich [66]. Jedoch kann die 

pathologische Hypertrophie durch gezielte pharmakologische Interventionen in ihrer 

Progression verlangsamt werden. Die pathologische, maladaptive Hypertrophie des 

Herzens stellt somit einen irreversiblen Prozess dar. Demzufolge ist es von eminenter 

sozioökonomischer Bedeutung, möglichst frühzeitig der Entwicklung einer pathologischen 

kardialen Hypertrophie entgegenzuwirken. 

 

1.2.3 Physiologische kardiale Hypertrophie 

Physiologische kardiale Hypertrophie wurde erstmalig im Jahre 1899 von dem 

schwedischen Arzt Eberhard Henschen beschrieben [67]. Mittels Perkussion stellte 

Henschen eine Herzvergrößerung bei skandinavischen Skilangläufern fest, welche er als 

„Sportherz“ betitelte [67]. Die Entdeckung des Sportherzens löste zunächst Bedenken und 

Skepsis hinsichtlich potentieller gesundheitlicher Risiken aus [68]. Durch eine wegweisende 

Publikation Herbert Reindells fand die Debatte um das Risikoprofil sportbedingter 

Herzhypertrophie jedoch im Jahre 1960 ein Ende. Reindell, der damalige Präsident des 

Deutschen Sportärztebundes, stellte durch umfangreiche röntgenologische Untersuchungen 

fest, dass das Sportherz besonders leistungsfähig sei [68,69].  

Auf pathophysiologischer Ebene erfolgt die Entwicklung von physiologischer kardialer 

Hypertrophie als kompensatorische Anpassungsreaktion auf einen erhöhten peripheren 

Sauerstoffbedarf, welcher beispielsweise unter leistungssportlichen Bedingungen entsteht 

[70]. Neben intensivem Ausdauersport, induziert Schwangerschaft sowie postnatales 

Wachstum ebenfalls eine physiologische Größenzunahme des Herzens [71]. Im Vergleich 

zu anderen Hypertrophieentitäten, überschreitet das kardiale Remodeling im Rahmen 
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physiologischer Hypertrophie in der Regel nicht das kritische Herzgewicht von 500 g [72]. 

Rein morphologisch entspricht physiologische kardiale Hypertrophie dem Bild eines 

exzentrisch hypertrophierten, harmonisch vergrößerten Herzens mit Dilatation aller vier 

Herzhöhlen [73,74]. Dieses zeichnet sich echokardiographisch durch eine Zunahme der 

linksventrikulären Wanddicke sowie durch die Erhöhung des linksventrikulären Diameters 

aus, was eine gesteigerte kardiale Auswurfsleistung und eine Senkung der Herzfrequenz 

ermöglicht. Durch diese positiv inotrope und negativ chronotrope Wirkung wird die 

Effektivität des Herzmuskels gesteigert [75]. Physiologische kardiale Hypertrophie hat 

demzufolge im Vergleich zur pathologischen Hypertrophie einen überwiegend positiven 

Effekt auf die kardiovaskuläre Gesundheit.  

Auf zellulärer Ebene korreliert die physiologische Myokardhypertrophie mit der 

gleichmäßigen Vergrößerung von Kardiomyozytendicke und Kardiomyozytenlänge [76]. Als 

Stimulus für das Zustandekommen prohypertropher Wachstumsprozesse im Rahmen 

physiologischer kardialer Hypertrophie, dient die Aktivierung intrazellulärer Signalkaskaden. 

Hierbei erscheint die Insulinrezeptor-vermittelte Signaltransduktion, inklusive der 

nachgeschalteten PI3K-AKT-mTOR (mammalian target of Rapamycin) Signalkaskade eine 

entscheidende Rolle zu spielen [77,78]. Laut aktuellem wissenschaftlichen Stand scheint 

ferner der MAPK-ERK Signalweg bei der Entstehung physiologischer Hypertrophie beteiligt 

zu sein [79]. Im Vergleich zum Zustand der pathologischen Hypertrophie lässt sich im 

physiologisch vergrößerten Herzen eine verstärkte Angiogenese feststellen [80]. Darüber 

hinaus finden bei der physiologischen kardialen Hypertrophie weder fibrotische 

Umbauprozesse, noch Apoptose von Kardiomyozyten statt [81,82]. 

Das Herz verbraucht mehr Energie als jedes andere Organ. Wie in 1.2.2 beschrieben, stellt 

die ß-Oxidation freier Fettsäuren die primäre ATP-Quelle zur Energieversorgung des 

Myokards dar [55,57]. Trotz der Aktivierung diverser intrazellulärer Signalwege und des 

genannten strukturellen Remodelings, bedient sich das physiologisch hypertrophierte Herz 

weiterhin der mitochondralen ß-Oxidation von Fettsäuren als primäres Substrat, um den 

eigenen Energiebedarf zu decken [51,67]. Darüber hinaus bildet sich die physiologische 

Herzhypertrophie bei Sistieren der auslösenden Stimuli, beispielweise bei Trainingsabbruch 

oder auch postnatal, wieder zurück [83,84]. Die vollständige Reversibilität sowie die 

konservierte kardiale Auswurfsleistung stellen die wichtigsten Charakteristika 
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physiologischer Herzhypertrophie dar [40]. Jene Eigenschaften begründen daher, weshalb 

die physiologische Hypertrophie im Vergleich zur maladaptiven, pathologischen 

Hypertrophie weder Herzinsuffizienz, noch kardiale Dekompensation induziert. Des 

Weiteren deuten laut Literatur diverse Studien darauf hin, dass die Manifestation von 

physiologischer Herzhypertrophie die erhöhte Lebenserwartung von Ausdauersportlern im 

Vergleich zur Allgemeinbevölkerung erklärt [85,86]. Somit grenzt sich die gesundheitlich 

eher vorteilhafte physiologische Myokardhypertrophie deutlich von der in 1.2.2 

beschriebenen pathologischen Herzmuskelhypertrophie ab (s. Abbildung 2).  

 

 

Abbildung 2: Pathophysiologische, funktionale Differenzierung physiologischer von 
pathologischer kardialer Hypertrophie (basierend auf Dorn, 2007). 

 
 

1.3 Grundlagen des Lipidstoffwechsels im menschlichen 

Organismus  

Fettstoffwechselstörungen wie Hypercholesterinämie, Hypertrigylceridämie oder 

Hyperlipoproteinämie werden als zentrale Dispositionsfaktoren für die Ausbildung 

metabolischer und kardiovaskulärer Erkrankungen angesehen [87]. Die sogenannten 

„Dyslipidämien“ werden nicht nur mit erhöhter Inflammation, Insulinresistenz und Adipositas 

assoziiert, sondern korrelieren mit einer deutlich erhöhten Prävalenz für die Ausbildung von 
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Diabetes Mellitus Typ 2, metabolischem Syndrom, Atherosklerose und Gefäßerkrankungen 

wie KHK und der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) [87–92]. Laut der 

aktuellen ESC Dyslipidämie Leitlinie wird die Senkung des LDL-Cholesterins als bedeutende 

bevölkerungsbezogene Präventionsmaßnahme chronisch kardiovaskulärer Erkrankungen 

hervorgehoben [89]. Ein intakter Fettsäurenstoffwechsel ist daher von enormer 

medizinischer Relevanz und repräsentiert einen wichtigen Protektionsfaktor gegen diverse 

kardiovaskuläre Krankheitsbilder.    

Bei normalgewichtigen Personen macht das Fettgewebe zwischen 10 und 15 % des 

Körpergewichtes aus [93]. Obwohl der menschliche Körper einen großen Anteil der 

lebenswichtigen Fettsäuren endogen synthetisieren kann, stellen Nahrungsfette die 

wichtigste Quelle der menschlichen Lipidspeicher dar. Nahrungsfette bestehen zu 90 % aus 

Triacylglycerinen (TAG), welche sich aus Glycerin und langkettigen Fettsäuren 

zusammensetzen [94]. Im menschlichen Körper sind TAG von enormer Wichtigkeit, da sie 

die Speicherform von Fettsäuren darstellen. TAG sind demzufolge der größte und 

effizienteste Energiespeicher des menschlichen Organismus. Obwohl TAG in zahlreichen 

Körpergeweben präsent sind, sind sie mengenmäßig vor allem im Fettgewebe gespeichert, 

woraus sie bei Nahrungskarenz rasch mobilisierbar sind [93].  

Fettsäuren sind langkettige Monocarbonsäuren mit unverzweigter Kohlenstoffkette, welche 

wichtige Funktionen im Körper erfüllen. Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften sind 

Fettsäuren nicht wasserlöslich und werden daher im Blut entweder an Serumalbumin oder 

an sogenannte Lipoproteine gebunden transportiert [94]. Fettsäuren sind nicht nur das 

Substrat für Energiebereitstellung mittels mitochondrialer ß-Oxidation, sondern sie sind 

maßgeblich an Zellmembranarchitektur und der Synthese intrazellulärer Botenstoffe, wie 

beispielweise der Prostaglandine, beteiligt [95]. Je nach Bedarf des Organismus werden 

Fettsäuren durch einen Prozess namens Lipolyse aus TAG mobilisiert und dem Körper zur 

ß-Oxidation zur Verfügung gestellt [94].  

 

1.4 Fettsäuren im Kontext kardialer Hypertrophie 

Das Herz ist ein hochadaptives Organ, was auf diverse physiologische und pathologische 

Stimuli mit einem bemerkenswerten zellulären Remodeling reagiert [96]. Laut aktuellem 

wissenschaftlichen Stand können Fettsäuren und Lipide als Signalmoleküle betrachtet 
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werden, welche eine Inter-Organ-Kommunikation zwischen multiplen Organen wie 

beispielsweise dem Herzen und der Leber ermöglichen [97,98].  

Riquelme et al. stellten sich 2011 die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen bestimmten 

Fettsäuren und der Entstehung physiologischer kardialer Hypertrophie bestünde [96]. Diese 

Fragestellung thematisierten sie mithilfe eines Reptilien-Modells, für welches die 

burmesische Tigerpython (Python molurus) herangezogen wurde [96]. Die Tigerpython gilt 

als exzellentes Modell extremer metabolischer Regulation und physiologischer kardialer 

Hypertrophie, da sie zwar nur gelegentlich und nach langen Intervallen speist, jedoch nach 

Nahrungsaufnahme einer exorbitant großen Mahlzeit (ca. 25-65 % der eigenen 

Körpermasse) eine 40 %ige Zunahme linksventrikulärer Masse präsentiert [99–102]. Diese 

extreme postprandiale metabolische Anpassungsleistung wird durch eine plötzliche 16-

fache Erhöhung des eigenen Sauerstoffbedarfs, einem massiv erhöhten Nährstofftransport 

sowie einer 4,5-fachen Steigerung der kardialen Auswurfleistung verursacht [101–103]. Dem 

postprandialen kardialen Remodeling der Tigerpython kommt eine besondere Bedeutung 

zu, da vergleichbare Säugetier-Modelle deutlich geringere Hypertrophie-Antworten 

demonstrieren konnten. Belastungsinduzierte physiologische Hypertrophie überschreitet 

zudem bei Säugetieren meist keine 10-20 %-ige Erhöhung LVM [96,99]. Obwohl die 

substanziellen kardialen Adaptationsvorgänge der Tigerpython mehrfach beschrieben 

wurden, blieben die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen weitgehend ungeklärt 

[104].  

Riquelme et. al identifizierten frei zirkulierende Fettsäuren, die Myristinsäure (C14:0), 

Palmitinsäure (C16:0) sowie Palmitoleinsäure (C16:1), die postprandial im Plasma der 

Python signifikant erhöht waren. Um einen möglichen Zusammenhang dieser im Plasma 

gemessenen Fettsäurekonzentrationen mit der Manifestation von physiologischer kardialer 

Hypertrophie erkennen zu können, wurde das identifizierte Fettsäurenprofil näher 

untersucht. Hierzu wurden in-vitro Experimente mit kultivierten NRVM Kardiomyozyten 

(Neonatal Rat Ventricular Myocytes) sowie ein in-vivo Mausmodell durchgeführt. Sowohl die 

NRVM Kardiomyozyten als auch die Mäuse des Tierversuches demonstrierten unter 

Applikation des Fettsäurenmixes aus C14:0, C16:0 und C16:1 erhebliche prohypertrophe 

kardiale Effekte. Während die NRVM auf die Fettsäurenstimulation mit erheblicher Zunahme 

der zellulären Größe reagierten, wurde im Mausmodell eine signifikante Erhöhung 
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linksventrikulärer Masse deutlich. Ferner ließen sich im murinen Myokard keine Anzeichen 

von kardialer Fibrose oder pathologischer Lipidablagerung feststellen. Auf 

Genexpressionsebene induzierte die Supplementation des Fettsäurenmixes keinerlei 

Aktivierung des pathologischen fetalen Genprogrammes. Demzufolge gab es keinen Anhalt 

für eine mögliche pathologische Komponente der dargestellten kardialen Hypertrophie. 

Vielmehr implizieren diese Resultate, dass die beobachteten kardialen Wachstumsprozesse 

der Tigerpython alleinig physiologischer Genese sein könnten[96]. 

Die von Riquelme et al. publizierten Daten suggerieren somit, dass der im Pythonplasma 

identifizierte Fettsäurenmix auch im Säugetier als Mediator physiologischer kardialer 

Hypertrophie wirken könnte [96]. Die beschriebene Kombination aus Myristinsäure, 

Palmitinsäure und Palmitoleinsäure könnte daher als biologisch aktive, prohypertroph 

wirkende Lipidspezies betrachtet werden.  

 

1.5 Palmitoleinsäure  

Aus dem von Riquelme et al. beschriebenen prohypertroph wirkenden Fettsäuremix kommt 

der Fettsäure Palmitoleinsäure (C16:1) besondere Bedeutung zu. Im Kontext medizinisch-

metabolischer Forschung, wurde die Palimitoleinsäure (C16:1) kürzlich von Cao et al. als 

Lipokin mit hormonartiger Wirkung charakterisiert, das Insulinsensitivität systemisch 

moduliert und Hepatosteatosis unterbinden kann [97]. Cao et al. haben somit erstmalig den 

Begriff des „Lipokins“ etabliert. Ein Lipokin, entspricht laut Cao et al., ähnlich wie ein 

Adipokin, einem vom Fettgewebe sezerniertem Lipid mit hormonartiger Signalmolekül-

Wirkung [97]. Vor jenem Hintergrund stellt sich die Frage nach der Bedeutung von 

Palmitoleinsäure als potentieller lipokinartiger, prohypertroph wirkender Mediator für die 

Entstehung von physiologischer kardialer Hypertrophie.  

Palmitoleinsäure, chemisch auch bekannt als cis-Hexadec-9-ensäure, ist eine einfach 

ungesättigte Fettsäure mit 16 Kohlenstoffatomen. Aufgrund der Doppelbindungs-

Lokalisation am 7ten Kohlenstoffatom, zählt Palmitoleinsäure (C16:1n7) zu den Omega-7-

Fettsäuren. Im menschlichen Körper existiert sowohl die cis- als auch die trans-Isoform der 

Palmitoleinsäure [105]. 
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Abbildung 3: Strukturformel von cis-Palmitoleinsäure (C16:1n-7) 

 

         Abbildung 4: Strukturformel von trans-Palmitoleinsäure (C16:1 trans-9) 

 

 

Palmitoleinsäure ist eine nicht-essentielle Fettsäure, welche dem Körper entweder diätetisch 

zugeführt wird oder endogen synthetisiert werden kann. Die Rolle von Palmitoleinsäure im 

menschlichen Organismus wurde erstmalig in den 1960er Jahren beschrieben[106]. Bereits 

1962 stellten McLaren et al. im Rahmen einer Kompositionsanalyse des menschlichen 

Fettgewebes fest, dass die Verteilung von Palmitoleinsäure im adipösen Gewebe je nach 

Lokalisation differiert [107]. Obwohl Palmitoleinsäure im menschlichen Körper zu den fünf 

geläufigsten Fettsäuren zählt, entspricht C16:1 lediglich 2,51 % der durch die Nahrung 

aufgenommen Fette [108,109].  Das ubiquitär im Serum, in Zellmembranen und 

Phospholipiden sowie in den meisten Organen des Körpers vorkommende C16:1 entstammt 

daher hauptsächlich endogener de novo Synthese [110]. Die humane C16:1 Biosynthese 

findet primär in der Leber sowie im Fettgewebe statt [110]. Enzymatisch wird die C16:1 

Lipogenese durch die Stearoyl-CoA Desaturase (SCD1) reguliert, einem Schlüsselenzym 

für die Synthese einfach ungesättigter Fettsäuren [111]. Die endogene C16:1 Synthese 

mittels SCD1 produziert ausschließlich die cis-Isoform [110]. Nach abgeschlossener 

Synthese wird cis-Palmitoleinsäure vor allem in Cholesterolestern, TAG sowie in die 

Membranphospholipide inkorporiert [110]. Trans-Palmitoleat kann ebenfalls vom Körper 

gebildet werden, dies geschieht allerdings SCD1-unabhängig [112]. Die Produktion von 

trans-Palmitoleinsäure ereignet sich durch endogene Verkürzung der diätetisch 

aufgenommen trans-Vaccensäure (C18:1t11) [112]. Trans-Palmitoleat wird im Vergleich zu 

cis-Palmitoleat hauptsächlich exogen über die Nahrung akquiriert und vom Körper in nur 

äußerst geringen Mengen hergestellt [113]. Wie die meisten Transfette ist trans-Palmitoleat 

vor allem in industriell hergestellten Lebensmitteln, Frittieröl, sowie in Milchprodukten 

enthalten [114]. Im Vergleich zu trans-Palmitoleat ist cis-Palmitoleinsäure in nur wenigen 
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Lebensmitteln zu mehr als 5 % vorhanden [115]. Nahrungsmittel mit einem ausgesprochen 

hohen C16:1(cis)-Gehalt sind unter anderem Lachs (6 %), Lebertran (7 %) sowie 

Macadamiaöl (17 %) [116]. Die höchste bekannte C16:1 Konzentration findet sich jedoch mit 

32-42 % in der Sanddornbeere [117].  

 

1.5.1 Effekte von Palmitoleinsäure im metabolischen Kontext 

Die als Lipokin beschriebene Palmitoleinsäure, welche vom Fettgewebe sezerniert wird, 

besitzt auto- sowie endokrine Eigenschaften im Körper und übt auf diverse Organe 

hormonartigen Einfluss aus [110]. Zu diesen zählt insbesondere die Skelettmuskulatur, das 

Pankreas, die Leber, das kardiovaskuläre System sowie das Fettgewebe.  Der von Cao et 

al. mithilfe eines Mausmodells erstmalig dargestellte Zusammenhang zwischen C16:1 und 

einer verbesserten systemischen Insulinsensitivität, ließ sich durch mehrere klinische 

Studien validieren [118,119]. In einer prospektiven Kohortenstudie zeigten Mozaffarian et al. 

2011 eine deutlich verringerte Insulinresistenz sowie eine signifikante Reduktion der 

Diabetes Mellitus Typ 2 Inzidenz bei Probanden mit erhöhten C16:1 Plasmaspiegeln [105]. 

Ferner wurde auf zellulärer Ebene festgestellt, dass C16:1 eine ausgeprägte Proliferation 

sowie eine erhöhte Sekretion der Insulin-produzierenden ß-Zellen des Pankreas bewirkt 

[120]. Durch diesen Mechanismus lässt sich die durch C16:1 optimierte periphere 

Insulinsensitivität der quergestreiften Skelettmuskulatur erklären [97]. 

Im Leberparenchym wirkt C16:1 nachgewiesener Weise antiinflammatorisch und korreliert 

zudem mit einer verringerten Inzidenz hepatischer Lipidakkumulation und Hepatosteatosis 

[97,121]. Des Weiteren resultiert die diätetische Supplementation von C16:1 laut Yang et al. 

in einer deutlichen Reduktion der hepatischen Lipogenese [122]. Jedoch existieren auch 

Daten, welche C16:1 als negativen Prädiktor für die Manifestation einer nichtalkoholischen 

Fettleber (NASH) interpretieren [123]. In der 2009 durchgeführten prospektiven 

Kohortenstudie von Puri et al. wurde ein signifikant erhöhter C16:1 Spiegel in den 

Blutserumproben NASH-erkrankter Patienten deutlich [124]. Da die Bedeutung von 

Palmitoleinsäure für die Leberverfettung bzw. das Krankheitsbild der NASH trotz mehrerer 

Studien derzeit noch kontrovers und unvollständig ist, bedarf dieser Zusammenhang noch 

weiterer Abklärung.  
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Darüber hinaus zeigt C16:1 eine günstige Auswirkung auf die Lipidzusammensetzung des 

Blutes [125]. Bereits 2003 wurde in einer epidemiologischen Studie von Garg et al. 

festgestellt, dass der Konsum von Macadamianüssen ein verbessertes Serumlipidprofil bei 

hypercholesterinämen Patienten bewirkt [126]. Laut Garg et al. führt ein gesteigerter 

Macadamianusskonsum zu einer Reduktion von LDL- und Gesamtcholesterinwerten sowie 

zu einer Erhöhung des protektiven HDL-Cholesterins [126]. Interessanterweise gilt jene 

Beobachtung jedoch lediglich für die cis- und nicht für die trans-Isomere der 

Palmitoleinsäure. Auch Palmitinsäure (C16:0), eine vollgesättigte, der C16:1 strukturell 

beinahe identische Fettsäure, zeigt keinerlei positive Auswirkung auf das humane 

Serumlipidprofil [127] . Tatsächlich scheint C16:0 sich eher ungünstig auf das Lipidmuster 

des menschlichen Blutes auszuwirken, da eine Assoziation zwischen erhöhten C16:0-

Serumspiegeln und der koronaren Herzkrankheit (KHK) besteht [128,129].  

Da Palmitoleinsäure nachweislich eine vorteilhafte Modifikation des Serumlipidprofils 

bewirkt, wurde C16:1 bereits in den USA zur Behandlung des metabolischen Syndroms 

zugelassen. Summa Summarum ergeben sich immer mehr Evidenzen dafür, dass die durch 

Lipolyse ins Blut freigesetzte cis-Palmitoleinsäure einen positiven Effekt auf diverse 

metabolische sowie kardiovaskuläre Krankheitsbilder ausübt [110]. Ferner implizieren die 

bereits publizierten Daten, dass C16:1 vermutlich sogar als direkter molekularer 

Signalvermittler im Körper agieren könnte (s. Abbildung 5).   

 

 

Abbildung 5: Nahrungsmittelquellen von C16:1 sowie C16:1-vermittelte vorteilhafte 
Auswirkungen im menschlichen Organismus   
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1.5.2 Palmitoleinsäure im Kontext physiologischer kardialer Hypertrophie  

Um den molekularen Mechanismus der in 1.4 beschriebenen Fettsäure-induzierten PCH 

näher erfassen zu können, führte unsere Arbeitsgruppe (Foryst-Ludwig et al.) 

weiterführende Experimente durch. Mittels cre/loxP-Technologie wurden ATGL-Knockout 

Mäuse generiert, welche eine für das weiße Fettgewebe (at) spezifische, defekte Lipolyse 

aufwiesen (atATGL-KO Mäuse) [130]. Die Lipolyse des Fettgewebes wird maßgeblich durch 

die enzymatische Aktivität dreier Lipasen reguliert [93]. Da die ATGL den 

geschwindigkeitsbestimmenden Reaktionsschritt der Lipolyse katalysiert, führt eine 

Inhibition dieses Enzyms zu einer stark verminderten lipolytischen Fettsäure-Freisetzung ins 

Serum. Im Rahmen eines atATGL-Knockouts sollte demzufolge eine deutliche Reduktion 

frei zirkulierender Fettsäuren konstatiert werden[131].  

In der Arbeit von Foryst-Ludwig et al. wurden atATGL-defiziente Mäuse gemeinsam mit einer 

Wildtyp-Kontrollgruppe (wt) einem täglichen Ausdauerlauftraining exponiert. Dieses sollte 

als Stimulus für die Entwicklung einer adaptiven physiologischen kardialen Hypertrophie 

dienen. Aufgrund der Inhibition des ATGL-Enzyms war die trainingsinduzierte Lipolyse der 

Knockout-Tiere eminent gestört, welches sich anhand einer signifikant reduzierten 

Fettsäure-Freisetzung im Serum der Knockout-Mäuse verdeutlichte. Hingegen 

demonstrierten die Wildtypmäuse einen starken Anstieg frei zirkulierender Fettsäuren nach 

Beendigung des Laufbandtrainings. Nach abgeschlossenem 7-wöchigen Ausdauertraining 

wurden die Tiere beider Gruppen echokardiographisch untersucht. Die wt-Tiere, welche 

Ausdauertraining absolvierten, zeigten einen signifikanten Anstieg linksventrikulärer Masse, 

welche morphologisch einer belastungsinduzierten physiologischen Hypertrophie entsprach. 

Jene kardiale Veränderung konnte jedoch nicht bei den atATGL-KO Tieren beobachtet 

werden. Hieraus ließ sich schließen, dass die belastungsinduzierte Fettsäuren-Mobilisation 

aus dem weißen Fettgewebe womöglich einen erheblichen Einfluss auf das 

Zustandekommen physiologischer Hypertrophie einnimmt. In histologischen 

Untersuchungen wurde ferner deutlich, dass die kardiale linksventrikuläre Hypertrophie der 

wt-Mäuse weder mit Fibroseentwicklung noch mit inflammatorischen Prozessen korrelierte, 

weshalb eine pathologische Genese der Hypertrophie unwahrscheinlich erschien[131].  

Um zu identifizieren, welche Fettsäure letztendlich als prohypertroph wirkender 

Schlüsselmediator des beobachteten kardialen Remodelings einzuschätzen ist, wurden die 
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Serumlipidprofile der Versuchstiere genauer betrachtet. Es wurde nach einer Fettsäure 

gesucht, welche im Plasma der wt-Tiere, jedoch nicht in dem der atATGL-KO Tiere 

signifikant gesteigert war. Interessanterweise erschien in diesem Kontext lediglich C16:1 

plausibel. Um die prohypertrophe Wirkung von C16:1 zu verifizieren, wurden die atATGL-

KO Tiere in einem zweiten Versuch im Laufe des Ausdauertrainings mit C16:1 

supplementiert. Die C16:1 Applikation resultierte interessanterweise darin, dass die atATGL-

KO Tiere analog zu den wt-Tieren eine hypertrophe Antwort des Herzmuskels auf die 

sportliche Belastung hin präsentierten. Folglich konnte angenommen werden, dass frei 

zirkulierendes C16:1 womöglich eine herausragende Rolle bei der Entstehung 

physiologischer kardialer Hypertrophie einnimmt (s. Abbildung 6) [131].  

 

Abbildung 6: Hinweise auf C16:1 als Mediator belastungsinduzierter kardialer Hypertrophie 
(bereits publizierte in-vivo Daten von Foryst-Ludwig et al.) 
A  Belastungsinduzierte kardiale Hypertrophie der wt-Mäuse anhand prozentualer Zunahme LVM. * p<0,05 wt 
versus atATGL-KO Mäuse (n = 9; unpaired t-test). B C16:1n7 Supplementation in vivo. Kardiale Adaptation 
von wt/atATGL-KO Mäusen, die während der Ausdauertrainingsperiode mit C16:1n7 oder C18:1 
supplementiert wurden. Die kardialen Adaptationsvorgänge werden verdeutlicht anhand prozentualer 
Zunahme LVM (n=4-5; * p<0,05 atATGL-KO versus wt, unpaired t-test). C Serumlipid-Analysen von wt/atATGL-
KO Mäusen, welche Ausdauertraining absolvierten (run) im Vergleich zu den sitzenden Kontrollgruppen (sed). 
*** p< 0.001 C16:1n7 wt (run) versus wt (sed) (n=5). Analysiert mittels rapid resolution HPLC/tandem MS. 
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Der prohypertrophe Effekt von C16:1 wurde mithilfe eines in-vitro Modells auf zellulärer 

Ebene bestätigt. Hierzu verwendeten Foryst-Ludwig et al. die murine HL-1 Kardiomyozyten 

Zelllinie. Die HL-1 Kardiomyozyten wurden mit dem von Riquelme et al. beschriebenen 

Fettsäuremix (FFA) aus C14:0, C16:0 und C16:1 stimuliert [96]. Analysiert wurde hierbei 

zelluläre Hypertrophie, indem die Fläche der Zellen immunfluoreszenzmikroskopisch 

ausgewertet wurde. Deutlich wurde, dass die Fettsäurenmixtur eine zelluläre Hypertrophie 

der HL-1 Kardiomyozyten herbeiführte. Interessanterweise resultierte ein Mangel von C16:1 

in dem Fettsäuregemisch in einem Ausbleiben der beobachteten prohypertrophen Effekte. 

Dies validierte die Annahme, dass C16:1 womöglich als Mediator PCH betrachtet werden 

könnte [131]. Um zwischen pathologischer und physiologischer Ätiologie der C16:1-

induzierten zellulären Hypertrophie differenzieren zu können, wurden die HL-1 

Kardiomyozyten mit C16:1 sowie mit Endothelin-1 (Et-1) stimuliert. Ausgewertet wurde in 

diesem Versuchsansatz die Expression pathologischer Hypertrophiemarker, welche dem 

fetalen Genprogramm zugehörig sind (s. Abbildung 7). Et-1 diente in diesem Kontext als 

Positivkontrolle für die Induktion pathologischer Hypertrophie. Die Behandlung mit Et-1 

induzierte auf Genexpressionsebene eine signifikant gesteigerte Expression der 

pathologischen Hypertrophiemarker ANF und ß-MHCH. Hingegen konnte keinerlei 

Hochregulation von ANF und ß-MHCH durch C16:1 Stimulation in den HL-1 Zellen 

hervorgerufen werden. Die fehlende Aktivierung des fetalen Genprogrammes durch C16:1 

suggeriert daher, dass die C16:1-induzierte HL-1-Zell-Hypertrophie einem physiologischen 

Entstehungs-mechanismus zuzuordnen ist (s. Abbildung 7) [131].  
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Abbildung 7: Hypertrophe Effekte des Fettsäurenmixes (FFA) und Untersuchung des fetalen 
Genprogrammes in HL-1 Kardiomyozyten (bereits publizierte Daten Foryst-Ludwig et al.) 
A  Hypertrophe Antwort muriner HL-1 Kardiomyozyten auf FFA; repräsentative Immunfluoreszenz Bilder von 
HL-1 Zellen, welche 6h lang mit 100 nm Endotheli-1 (Et-1) (B), Fettsäuremix (FFA= C14:0, C16:0, C16:1) (D) 
oder Vehikelkontrolle (A,C) behandelt wurden. B Die Fläche der Zellen wurde mittels BZ-II Analyzer Software 
und Dynamic Cell Count Tool (Keyence) berechnet. Daten werden präsentiert als x-fache Änderung im 
Vergleich zur Vehikelkontrolle; *** p< 0.001 vs. Kontrolle, one-way ANOVA (Bonferroni post-test) oder unpaired 
t-test. C,D  qRT-PCR Analyse des fetalen Genprogrammes anhand ANF und ß-MHCH Expression. HL-1 Zellen 
wurden 6h lang mit 100 nm Et-1, C16:1n7 low/high sowie den zugehörigen Vehikelkontrollen behandelt. ANF, 
Atrial Natriuretic Factor; ß-MHCH, ß-cardiac Myosin Heavy Chain Isogene. * p <0.05 vs. Kontrolle (n=3; one-
way ANOVA, Bonferroni post-test). 

 

Nachdem evaluiert wurde, welcher Genese die C16:1 bedingten zellulären 

Wachstumsprozesse zuzuordnen sind, sollten die zugrundeliegenden molekularen 

Mechanismen näher analysiert werden. Die Proteinkinase AKT ist laut Literatur als 

molekulare Grundlage der PCH bekannt [132]. Laut DeBosch et al. aktivieren physiologische 

kardiale Wachstumstimuli stets die Proteinkinase AKT mittels Phosphorylierung, weshalb 

die AKT-Kinase für unsere Arbeitsgruppe zum Gegenstand weiterer Untersuchungen wurde 

[132]. Hierzu wurden weitere in-vitro Versuche durchgeführt, in denen HL-1 Zellen sowie 

primäre humane Kardiomyozyten mit C16:1 stimuliert wurden, um daraufhin 

proteinbiochemische Untersuchungen von AKT durchzuführen. Nach kurzfristiger 30-



 20 

minütiger C16:1 Applikation wurde sowohl in den HL-1 Zellen als auch in den humanen 

Kardiomyozyten eine signifikante Hochregulation des Phosphorylierungsstatus von AKT 

deutlich (s. Abbildung 8).  Diese Beobachtung ist ein erster Hinweis auf die molekulare 

Wirkweise der C16:1 vermittelten physiologischen Hypertrophie und suggeriert darüber 

hinaus, dass diese womöglich AKT-abhängig abläuft[131].  

 

 

Abbildung 8: Western Blot Analysen von p-AKT (bereits publizierte Daten Foryst-Ludwig et al.) 
A  WB Analyse von p-AKT sowie AKT als Proteinladungskontrolle. HL-1 Kardiomyozyten wurden 30 min lang 
mit C16:1n7 stimuliert. C  WB Analyse von p-AKT und AKT. Primäre humane Kardiomyozyten wurden 30 min 
lang mit C16:1n7 stimuliert. B,D  Densitometrische Analysen der in A,C dargestellten WB mittels Image J 
Software. n=3-4, * p < 0.05 vs. Kontrolle; *** p <0.01 vs. Kontrolle, unpaired t-test.  

 

Um die Ergebnisse von Foryst-Ludwig et al. auf den menschlichen Organismus translatieren 

zu können, wurden in Kooperation mit der Abteilung für Sportmedizin der Charité 25 

männliche Ausdauerathleten der deutschen Biathlon-Nationalmannschaft untersucht. Das 

Lebensalter der untersuchten Kohorte betrug 18 bis 28 Jahre. Es wurden sowohl Nüchtern-

Serumlipidanalysen als auch echokardiographische bildgebende Untersuchungen der 

Biathlonathleten durchgeführt. Die Ausdauersportler präsentierten bildmorphologisch 

allesamt das echokardiographische Korrelat einer linksventrikulären Hypertrophie mit 

erhöhter linksventrikulärer Masse (LVM), einer erhöhten diastolischen interventrikulären 
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Septumdicke (IVSd) und einem erhöhten linksventrikulären Diameter (PWd). Aufgrund der 

extensiven hämodynamischen Belastung im Rahmen des getätigten Ausdauersportes und 

dem jungen Alter der Probanden, konnte davon ausgegangen werden, dass die kardiale 

Hypertrophie der Athleten einer physiologischen Genese entsprach. Bemerkenswerterweise 

ließ sich neben der beobachteten physiologischen Hypertrophie der Probanden eine 

potentielle Interaktion zwischen den gemessenen C16:1 Serumkonzentrationen der Athleten 

und den echokardiographischen Bildern erkennen. In diesem Kontext wurde eine positive 

Korrelation zwischen dem C16:1 Serumspiegel und der linksventrikulären Masse deutlich. 

Diese erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Demgegenüber konnte jedoch ein 

hochsignifikanter linearer Zusammenhang zwischen der gemessenen C16:1 

Serumkonzentration und der echokardiographischen interventrikulären Septumdicke (IVSd) 

der Hochleistungssportler konstatiert werden (p-value=0.0089). Dies impliziert, dass 

womöglich ein Zusammenhang zwischen der Manifestation physiologischer sportinduzierter 

kardialer Hypertrophie und erhöhten C16:1 Serumlipidwerten beim Menschen besteht. 

Anhand dieser Daten kann angenommen werden, dass C16:1 vermutlich nicht nur im 

murinen Organismus, sondern ebenfalls im menschlichen Körper von enormer Bedeutung 

für die Entstehung physiologischer kardialer Hypertrophie sein könnte [131]. 

 

1.6 Der IGF-1 Signalweg 

Nachdem die hochsignifikante C16:1-vermittelte Phosphorylierung der AKT Kinase von 

unserer Arbeitsgruppe demonstriert werden konnte (vgl. Abschnitt 1.5.2), ergibt sich die 

Frage nach dem genauen molekularen Wirkmechanismus der C16:1 vermittelten 

prohypertrophen Effekte. In diesem Kontext erscheint der IGF-1 Rezeptor vermittelte 

Signalweg höchst relevant.  

Der Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), auch Insulinähnlicher Wachtumsfaktor 1 genannt, ist 

ein humaner Wachstumsfaktor, der eine ausgeprägte strukturelle Ähnlichkeit zu dem 

Peptidhormon Insulin besitzt [93]. Der anabol wirkende Wachstumsfaktor IGF-1 wird im 

menschlichen Körper primär in der Leber sowie im Fettgewebe gebildet [133]. Die 

Ausschüttung von IGF-1 wird beispielsweise durch körperliches Training oder 

Ausdauersport stimuliert [134]. Durch die Bindung von IGF-1 an seinen spezifischen 

Tyrosinkinase-Rezeptor wird eine für sämtliche Wachstumsprozesse des Körpers 
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essentielle, intrazelluläre Signalkaskade aktiviert [93].  Laut aktuellem Wissenschaftsstand 

ist die IGF-1 vermittelte Signaltransduktion nicht nur zentral für das Zustandekommen 

anaboler Wachstumsprozesse, sondern ebenfalls für die Aufrechterhaltung myokardialer 

Funktionalität verantwortlich [135]. Die IGF-1 Signalkaskade ist der wichtigste Mediator von 

postnatalem, zellulären Wachstum und ist daher vor allem für die Manifestation 

physiologischer kardialer Hypertrophie ausschlaggebend [26,77,78]. Zudem ist der IGF-1 

Signalweg am Herzen in diverse weitere komplexe Regulationsmechanismen involviert, wie 

beispielsweise der Differenzierung von Kardiomyozyten, der Vermittlung anti-apoptotischer 

Effekte sowie der Regulation des Kohlenhydratstoffwechsels [136]. IGF-1 entfaltet seine 

molekulare Wirkung über die Aktivierung der PI3K-AKT Signalkaskade, welche im 

Folgenden näher beschrieben wird. 

 

1.6.1 Die PI3K-AKT Signaltransduktion 

Die Signaltransduktion, die Weiterleitung von extrazellulären Signalen über die Zellmembran 

in das Innere der Zelle, erfolgt durch Bindung eines Liganden an einen membranständigen 

Rezeptor [93]. IGF-1 besitzt eine hohe Bindungsaffinität zu dem Insulinrezeptor (IGF-1-R), 

einem Transmembranrezeptor, welcher eine intrazelluläre Tyrosinkinasedomäne an dessen 

ß-Untereinheit aufweist [93]. Nach IGF-1-Ligandenbindung und darauffolgender 

Konformationsänderung des Rezeptors, erfolgt die Autophosphorylierung der ß-Untereinheit 

des IGF-1-R sowie die Tyrosinkinasen-abhängige Phosphorylierung des 

Insulinrezeptorsubstrates 1 (IRS-1) [93]. Das IRS-1 ist ein Adapterprotein, welches eine 

nachgeschaltete intrazelluläre Signalkaskade aktiviert und somit eine zentrale Rolle bei der 

Weiterleitung der IGF-1 vermittelten Signaltransduktion einnimmt [93,137].  Das 

phosphorylierte IRS-1 aktiviert die katalytische Untereinheit der Lipidkinase 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [93,138]. Die PI3K wird daraufhin zur Plasmamembran 

rekrutiert, wo sie das membranständige Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

(PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) konvertiert [26,93,139]. Das 

modifizierte Membranphospholipid PIP3 kann daraufhin die Serin/Threonin-spezifische 

Proteinkinase B (oder auch AKT genannt) mittels Transphosphorylierung aktivieren [93] .  
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1.6.1.1 Die Proteinkinase AKT 

Die Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase AKT ist für die Protein-Homöostase sowie für 

die Vermittlung zellulärer Wachstumsprozesse von zentraler Bedeutung. Über eine Kaskade 

von Proteinmodifikationen stimuliert die AKT-Kinase Proteinbiosynthese und 

Hypertrophieentstehung, während Proteindegradation, Atrophie und Apoptose unterbunden 

werden [138]. Indem die AKT-Kinase das Gleichgewicht zwischen Proteinbiosynthese und 

Proteolyse zugunsten der Synthese verschiebt, werden Wachstumsvorgänge und 

Hypertrophieentstehung begünstigt [140–142]. Mittels Serin-/ Threonin-Phosphorylierungen 

ist die AKT-Proteinkinase in der Lage, diverse zytoplasmatische sowie nukleär lokalisierte, 

weiter Downstream gelegene Substrate zu regulieren [139]. Hierzu zählen die Proteine der 

FOXO-Transkriptionsfaktoren, das mammalian Target of Rapamycin 1 (mTOR) sowie die 

Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) [143,144]. Im Kontext kardialer Wachstumsprozesse, 

kommt vor allem der AKT-vermittelten mTOR-Aktivierung eine besondere Bedeutung zu 

[145–148]. Die Proteinkinase AKT stellt den Hauptregulator des PI3K-AKT-Signalweges dar 

und kann somit als zentraler Mediator zellulären Wachstums betrachtet werden (s. 

Abbildung 9). Die Lebensdauer der aktivierten phosphorylierten AKT-Kinase in 

Kardiomyozyten beträgt laut Literatur bis zu zwei Stunden [40]. Die AKT-vermittelte 

Signalübertragung wird letztendlich durch die Protein Phosphatase 2A (PP2A) terminiert, 

welche AKT dephosphoryliert und somit inaktiviert [143,149]. 
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Abbildung 9: Die IGF-1-vermittelte intrazelluläre Signaltransduktion im Hinblick auf zelluläre 
Hypertrophie- und Atrophiemechanismen.  
 

 

1.6.2 Die FOXO-Transkriptionsfaktoren 

Die „Forkhead-Box-Proteine“ der Subgruppe O (FOXO) gehören zur Familie der Fox-

Transkriptionsfaktoren, welche ubiquitär in eukaryotischen Zellen vorkommen und sich 

durch eine charakteristische DNA-Bindungsdomäne, die auch als „Forkhead Box“ 

bezeichnet wird, auszeichnen [150–152]. Erstmalig beschrieben wurden die FOXO- 

Transkriptionsfaktoren (früher auch FoxO genannt) im Jahre 1989 von Weigel et al. im 

Rahmen der Embyrogenese von Drosophila melanogaster [153]. FOXO-

Transkriptionsfaktoren spielen eine bedeutende Rolle bei der transkriptionellen Regulation 

von Proteindegradation, Atrophieentstehung und Apoptose [154].  Zudem ist FOXO in 

diverse weitere molekularbiologische Vorgänge wie Zellzykluskontrolle, Proliferation, 

Tumorsuppression sowie Schutz vor oxidativem Stress involviert [155–157]. Im Menschen 
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sind bisher 4 verschiedene humane FOXO-Transkriptionsfaktoren identifiziert worden: 

FOXO1, FOXO3a, FOXO4 sowie FOXO6 [158,159]. FOXO-Transkriptionsfaktoren 

kontrollieren die Genexpression diverser proatrophisch sowie proapoptotisch wirkender 

Zielgene. Zu den prominentesten FOXO-Zielgenen zählt der apoptotisch wirkende Fas-

Ligand, die Zellzyklus-regulierenden CDK-Inhibitoren p21 und p27 sowie die E3-Ubiquitin-

Protein-Ligasen Muscle RING Finger 1 (MuRF1) und Atrogin-1 (MAFbx) [154,160]. MuRF1 

und Atrogin-1 zählen zu den sogenannten „Atrogenen“, die Proteindegradation über das 

Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) herbeiführen und somit kardiale Atrophieentstehung 

regulieren [161,162]. Im transkriptionell aktiven Zustand antagonisieren FOXO-Proteine die 

PI3K-AKT vermittelten zellulären Wachstumseffekte [163]. Da FOXO-Transkriptionsfaktoren 

intrazelluläre, wachstumsinhibierende Signale auf Genexpressionsebene übertragen, 

repräsentiert FOXO den zentralen Gegenspieler der prohypertroph wirkenden AKT-Kinase 

[158,164].  

 

1.6.2.1 Posttranslationale Regulation der FOXO-Transkriptionsfaktoren 

FOXO-Proteine werden durch verschiedene posttranslationale Modifikationen (PTM) 

reguliert [143]. Hierzu zählen strukturelle Proteinveränderungen durch Phosphorylierung, 

Acetylierung sowie Ubiquitinierung [165]. Durch diese posttranslationalen 

Strukturveränderungen wird die transkriptionelle Aktivität bzw. die DNA-Bindungsaffinität der 

FOXO-Transkriptionsfaktoren modifiziert [155]. Da Phosphorylierung die wichtigste PTM der 

FOXO-Proteine darstellt, soll diese im Folgenden genauer betrachtet werden. Der 

Phosphorylierungsstatus der FOXO-Transkriptionsfaktoren spielt eine bedeutende Rolle für 

die Genexpression der von FOXO kontrollierten Zielgene [157]. Die Phosphorylierung von 

FOXO wird maßgeblich durch den extrazellulären Wachstumsfaktor IGF-1 sowie den PI3K-

AKT Signalweg gesteuert [166]. In Anwesenheit von IGF-1 wird FOXO direkt von der 

Proteinkinase AKT an einem Threoninrest sowie zwei Serinresten phosphoryliert [166–168]. 

Diese regulatorischen Phosphorylierungsstellen determinieren je nach 

Phosphorylierungsmuster die subzelluläre Lokalisation der FOXO-Transkriptionsfaktoren 

[169]. Während sich dephosphoryliertes FOXO im Zellkern befindet und seine volle 

transkriptionelle Aktivität besitzt, führt die AKT-vermittelte Phosphorylierung zu einer 

Translokation von FOXO aus dem Nukleus heraus in das Zytosol der Zelle [158,170]. Der 
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zytosolische Export von FOXO bewirkt die transkriptionelle Inaktivierung der FOXO-Proteine 

sowie deren Abbau über das Proteasom der Zelle [167]. Der Transport der FOXO-

Transkriptionsfaktoren aus dem Zellkern heraus wird auch als „FOXO Shuttling“ bezeichnet 

[166,171]. Sowohl die transkriptionelle Inaktivierung, als auch das zytosolische Shuttling von 

FOXO werden durch das Protein 14-3-3 reguliert [171–173]. Die AKT-vermittelte 

Phosphorylierung von FOXO ermöglicht dem nukleären Protein 14-3-3 an FOXO zu binden, 

was eine essentielle Konformationsänderung des FOXO-Proteins bewirkt [172,174]. Diese 

Konformationsänderung inhibiert letztendlich das DNA-Bindungspotential der FOXO-

Transkriptionsfaktoren und bewirkt zudem eine Interaktion von FOXO mit Exportin/ Crm1, 

was den zytosolischen Transport von FOXO verursacht (s. Abbildung 10) [168,174,175]. Die 

Phosphorylierung bzw. Inaktivierung der FOXO-Proteine spielt eine wichtige 

molekularbiologische Rolle bei der Entstehung physiologischer kardialer Hypertrophie 

[176,177]. Jedoch bleibt die Bedeutung der FOXO-Transkriptionsfaktoren im Kontext der 

C16:1-vermittelten physiologischen kardialen Hypertrophie bisher unerforscht und bedarf 

daher weiterer Klärung. 

 

 

Abbildung 10: Mechanismus der AKT-vermittelten subzellulären FOXO Translokation im 
Hinblick auf die transkriptionelle Aktivität der FOXO-Transkriptionsfaktoren 
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1.7 Der MAPK-ERK Signalweg 

Neben der Aktivierung des PI3K-AKT Signalweges, initiiert die Ligandenbindung des 

Wachstumsfaktors IGF-1 an den spezifischen IGF-1-R eine weitere wichtige intrazelluläre 

Signalkaskade [178]. Hierbei handelt es sich um die Aktivierung der Mitogen-activated-

Proteinkinase (MAPK) sowie des MAP-Kinasen nachgeschalteten Signalweges, welcher 

normalerweise durch den Wachstumsfaktor EGF initiiert wird [179–181]. Die MAP-Kinasen 

rat sarcoma (RAS) / rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF) / mitogen-activated protein 

kinase kinase (MEK) sowie die bisher am besten erforschte MAP-Kinase ERK (extracellular-

signal regulated kinase) sind bedeutsame Regulatoren von Zellproliferation, Zellwachstum 

und Zelldifferenzierung [182,183]. Die Serin/Threonin-spezifischen MAPK ERK 1 und 2 

stellen die zentrale Komponente der MAPK-Phosphorylierungskaskade dar und 

determinieren, je nach Phosphorylierungsgrad, die Aktivierung diverser Zellzyklus 

regulierender Transkriptionsfaktoren [184]. Im phosphorylierten und damit aktivierten 

Zustand transloziert p-ERK 1/2 in den Nukleus und bewirkt Zellzyklus-Progression bzw. 

Proliferation, indem die Transition von der G1- zur S-Phase des Zellzyklus ermöglicht wird 

[183,185–188]. Demgegenüber resultiert die Inaktivierung von ERK 1/2 mittels 

Desphosphorylierung in einer signifikanten Inhibition von Zellproliferation [187,189]. Der 

proliferationsfördernde Effekt von ERK 1/2 beruht einerseits auf der gesteigerten Expression 

von Cyclin D1 und den Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK4, CDK6), welche maßgeblich für 

das Voranschreiten des Zellzyklus verantwortlich sind [190,191].  Andererseits bewirkt die 

Aktivierung von ERK 1/2 eine Herunterregulation antiproliferativer Gene wie beispielsweise 

die der CDK-Inhibitoren p27kip1 oder p21cip1 [189,192,193]. Neben der Co-Aktivierung des 

PI3K-AKT und des MAPK-ERK Signalweges durch denselben extrazellulären 

Wachstumsfaktor (IGF-1), gibt es weitere Schnittstellen zwischen den beiden 

Signalkaskaden (s. Abbildung 11). Zum einen bestehen synergistische, 

wachstumsfördernde Effekte zwischen den beiden Signalwegen, zum anderen wurde 

kürzlich gezeigt, dass eine direkte molekularbiologische Interaktion zwischen den beiden 

Pathways existiert [194].  
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Abbildung 11: Funktionale Co-Aktivierung des MAPK-ERK sowie des IGF-1 Signalweges 
durch extrazelluläre Ligandenbindung.  
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2 Zielsetzung 

Bereits im Jahre 2011 wurde der Stellenwert des Lipidstoffwechsels bei der Entstehung 

physiologischer kardialer Hypertrophie (PCH) in einer tierexperimentellen Studie von 

Riquelme et al. erstmalig untersucht [96]. Hierbei wurde ein signifikanter Zusammenhang 

zwischen einer bestimmten Plasma-Fettsäurenkomposition und der relevanten 

Vergrößerung linksventrikulärer Masse (LVM) deutlich [96]. Hierauf aufbauend konnte 

unsere Arbeitsgruppe tierexperimentell als auch anhand eines humanen Patientenkollektivs, 

die Fettsäure C16:1 als wichtigen Mediator physiologischer kardialer Hypertrophie 

charakterisieren. Die pro-hypertrophen Effekte von C16:1 ließen sich darüber hinaus mithilfe 

eines in-vitro Modells an HL-1- sowie an humanen Kardiomyozyten bestätigen. Ferner zeigte 

sich eine signifikante C16:1-vermittelte Regulation der Proteinkinase AKT, was als erster 

Hinweis auf den molekularen Wirkmechanismus der C16:1-induzierten kardialen 

Wachstumsprozesse verstanden werden könnte [131].  Um die C16:1-vermittelte PCH 

besser verstehen zu können, müssen genauere molekulare Einblicke in den 

Wirkmechanismus von C16:1 erlangt werden, insbesondere in Hinblick auf weitere mit PI3K-

AKT assoziierte Effektorproteine.  

Vor dem epidemiologischen Hintergrund weiterhin hoher Morbiditäts- und Mortalitätszahlen 

kardiovaskulärer Erkrankungen, erscheint die Entschlüsselung des C16:1-

Wirkmechanismus daher zentral, um das potentiell vielversprechende therapeutische 

Potential dieser Fettsäure sinnvoll nutzen zu können.  

 

Die konkrete Zielsetzung dieser Arbeit ist daher die in-vitro Untersuchung des C16:1-

Wirkmechanismus, um folgende Fragen genauer aufklären zu können: 

1. Bewirkt C16:1 eine funktionale Interaktion zwischen der Proteinkinase AKT und den 

FOXO-Transkriptionsfaktoren und inwieweit regulieren diese PCH? 

2. Welche Isoformen von FOXO werden durch C16:1 reguliert und welchen Einfluss hat 

C16:1 auf die subzelluläre Lokalisation von FOXO? 

3. Reguliert C16:1 das Genexpressionsprofil von FOXO-Zielgenen? 

4. Inwieweit ist die MAPK ERK 1/2 am Wirkmechanismus von C16:1 beteiligt? 

5. Bestehen Unterschiede zwischen den molekularen Wirkweisen von C16:1 und IGF-1 

sowie zwischen C16:1 und der strukturell beinahe identischen Fettsäure C16:0? 
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3 Material 

 

3.1 Verwendete Geräte 

Analysewaage Alt 220-5DAM             Kern (Balingen, D) 

Badthermostat Lauda Alpha A6   Lauda (Lauda, D) 

Curix 60 Processor     AGFA (Köln, D) 

Eisschrank Comfort o Frost             Liebherr (Biberach, D)    

Elektrophorese Spannungsversorgung:   Bio-Rad (München, D)  

Power Pac 300  
 
Fluoreszenzmikroskop                       KEYENCE (Neu-Isenburg, D)  

Galaxy Mini Tischzentrifuge   VWR (Radnor, USA) 

Homogenisator Sonopuls                        Bandelin (Berlin, D)  

Inkubator Heracell™ 150    Thermo Scientific (Hamburg, D) 

Laminar Airflow Clean Bench (Holten)  Thermo Scientific (Hamburg, D) 

Laborabzug 2-453-DXNO    Köttermann (Uetze/Hänigsen, D) 

Magnetrührer MST basic C   IKA® Werke GmbH & Co. KG  

(Staufen, D) 

Multipipette®
  
Stream     Eppendorf (Hamburg, D) 

Kamera CFI60     Nikon (Tokyo, Japan)    

Mikroskop      Olympus (Hamburg, D) 

Nanodrop® ND-1000 Spektrophotometer PeqLab (Erlangen, D) 

Neo Accupette 3-9905    neoLab Migge  

Laborbedarf (Heidelberg, D) 

pH-Meter pH211     Hanna Instruments (Kehl am Rhein, D) 

Promax 120 Schüttler        Heidolph Instruments, (Schwabach, D)  

PTC-200 Thermocycler    Bio-Rad (München, D) 

Real-time PCR-System Mx3000P        Stratagene (La Jolla, USA)  

Scale BL 150 S     Sartorius Ag (Göttingen, D) 
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Schlauchpumpe Reglo            IDEX Health & Science GmbH  
(Wertheim, D) 

Sonowasserbad     Bandelin (Berlin, D) 

Thermomixer comfort    Eppendorf (Hamburg, D) 

Vortex-Genie® 2T     Scientiis (Baltimore, US) 

Wasserbad      Memmert GmbH (Schwabach, D) 

Western Blot Equipment              Bio-Rad (München, D) 

(Elektrophorese, Blot Kammer) 

xMark™ Microplate Absorbance    Bio-Rad (München, D) 

Spectrophotometer  

Zentrifuge Mikro 120    Hettich (Hanau, D) 

Zentrifuge Mikro 22R    Hettich (Hanau, D) 

 

3.2 Labormaterialien 

96-well PCR-Platen                         Bio-Rad (München, D) 

96-well Platte     Corning (New York, USA) 

Amersham hybond PVDF (0,45 µm)  GE Healthcare (Solingen, D) 

Amersham hyperfilm ECL                       GE Healthcare (Solingen, D) 

Zellkulturflaschen 75 cm²    Corning (New York, USA) 

Cell Scraper      Sarstedt AG (Nürmbrecht, D) 

Cryo Tubes      Nunc (Roskilde, DK) 

Descosept®      Dr. Schumacher (Malsfeld, D) 

Deckgläser 12 mm     NeoLab Migge GmbH (Heidelberg, D) 
 

Falcons, Pipetten, Pipettenspitzen           BD, Sarstedt, Eppendorf, VWR, Falcon 

Mr. Frosty™ Freezing Container            Thermo Fisher Scientific (Hamburg, D) 

Objekträger R. Langenbrinck GmbH (Emmendingen, D) 
 

Parafilm® M Barrier Film             SPI supplies (Glasgow, UK) 

RNaseZap™                         Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Rotilabo® Spritzenfilter             Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Spritzen      B. Braun Melsungen (Melsungen, D) 

Kanülen      B. Braun Melsungen (Melsungen, D) 
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Whatmanpapier               Whatman plc (München, D) 

 

3.3 Lösungen, Medien, Kits 

BCA Protein Assay Reagenz   Thermo Scientific (Langenselbold, D) 

Claycomb Medium     Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Fetal Bovine Serum (FBS) (#12J100)  Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

G153A+B Entwickler    AGFA (Köln, D) 

G354 Rapid Fixierer      AGFA (Köln, D) 

M-MLV RT 5x Buffer    Promega (Mannheim, D) 

Penicillin / Streptomycin    Biochrom AG (Berlin, D) 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)  Gibco by Life Technologies  

(Karlsruhe, D) 

Qiazol       Qiagen (Hilden, D) 

Restore™ Western Blot Stripping Buffer  Thermo Scientific (Langenselbold, D) 

RNeasy® MiniKit     Qiagen (Hilden, D) 

 

3.4 Chemikalien und Substanzen 

Acrylamid/bis (30 %)    SERVA Electrophoresis (Heidelberg, D)  

Albumin faction V (BSA)              Thermo Scientific (Langenselbold, D) 

Albumin faction V (fettsäurenfrei)             Thermo Scientific (Langenselbold, D) 

Ammoniumpersulfat (APS)              Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Bromphenol blau     VWR (Darmstadt, D) 

Chloroform      Merck (Darmstadt, D) 

Chlorwasserstoff (HCl)    Merck (Darmstadt, D) 

DAKO Mounting Medium    Agilent (Santa Clara, USA) 

Desoxynucleotidtriphosphate (dNTPs)            Promega (Mannheim, D) 

Dimethylsulfoxid (DMSO)              Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Endothelin-1      Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Ethanol 96 %      Merck (Darmstadt, D) 

Fibronektin      Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 
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Formaldehyd 37 %     Merck (Darmstadt, D) 

Gelatin aus Rinderhaut    Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Goat Serum      Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

IGF-1       PeproTech GmbH (Hamburg, D)  

Kaliumchlorid (KCl)                                  Roth (Karlsruhe, D)  

L-Ascorbinsäure     Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

L-Glutamin      Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Methanol      Merck (Darmstadt, D) 

Natriumhydroxid (NaOH)     Merck (Darmstadt, D) 

Natriumlaurylsulfat, 10 % (SDS)    SERVA Electrophoresis (Heidelberg, D) 

Norepinephrin     Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder  Fermentas (St. Leon, D) 

Palmitinsäure     Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Palmitoleinsäure     Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

PhosSTOP Inhibitor Tabletten   Roche Diagnostics (Mannheim, D) 

Power SYBR Green PCR Mastermix  Applied Biosystems (Darmstadt, D) 

Random Primers     Promega (Mannheim, D)                

RNAsin      Promega (Mannheim, D) 

Salzsäure (HCl)     Merck (Darmstadt, D) 

Taq Polymerase               Fermentas, (St. Leon-Rot, D)  

TaqMan Gene Expression Master Mix   Applied Biosystems, (Darmstadt, D)  

Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Tris-Base      Merck (Darmstadt, D) 

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, (Steinheim, 

D)  

Trypsininhibitor     Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Trypsin-EDTA     Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D) 

Tween 20®      Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Ultra Pure Water     Biochrom AG (Berlin,D) 
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3.5 Selbsthergestellte Lösungen und Puffer  

0.5 M Sammelgelpuffer 

 

Tris 6.05 g 

Add H20 set pH to 6.8 with HCl 

1.5 M Trenngelpuffer 

 

Tris 18.15 g 

Add H20 and set pH to 8.8 with HCl.  

6 x Probenpuffer für Western Blot Tris 1 M (pH 6.8) 

SDS 1g 

Glycerol 1 ml 

Dithiothreitol  0.93 g 

Bromphenol Blau 60 μl (2%) 

10 x Elektrophoresepuffer  Tris-Base 0.25 M 

Glycin 19.92 M 

SDS 10 % 

Add H2O.  

RIPA Puffer  Tris pH 7.5 50 mM  

NaCl 150 mM 

MgCl2 5 mM 

Nonidet P-40 1 % 

Glycerol 2,5 % 

EDTA  1 mM  

Na3VO4 1 mM 

NaF 50 mM 

Na4P2O7 10 mM 

Phenylmethylsulfonylfluorid 100 μM 
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Protease Inhibitor «Complete Mini» 
1Tablette in 50 mL Stammlösung 

PhosStop 1 Tablette in 10 ml 
Stammlösung 

10 x TBS  Tris 0.2 M 

NaCl 1.4 M 

pH wurde mit HCl auf 7.6 eingestellt, and 
ddH2O added 

TBST 10 x TBS 100 ml 

Tween 20 1 ml 

ddH2O 900 ml 

Towbin Puffer Tris 25 mM  

Glycin 192 mM 

SDS 0.05 % 

Methanol 20 % 

Add ddH2O 

 

Tabelle 2: Verwendete Lösungen und Puffer 

 

3.6 Antikörper  

Primäre Antikörper Verdünnung Herkunft Firma 

 
Forkhead Signaling Antibody 
Sampler Kit  
 

 
1:1000 

 
Rabbit 

 
Cell Signaling Technology 

Anti-phospho-Akt 1:1000 Rabbit Cell Signaling Technology 

Anti-Akt 1:1000 Rabbit Cell Signaling Technology 
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Anti-Phospho-p44/42 MAP 

Kinase (Thr202/204) 

1:1000 Rabbit Cell Signaling Technology 

Anti-p44/42 MAP Kinase 

(Thr202/204) 

1:1000 Rabbit Cell Signaling Technology 

ß-Actin 1:200 Mouse Santa Cruz Biotechnology, 

Inc.  

Sekundäre Antikörper Verdünnung Herkunft Firma 

Anti-Rabbit 1:10000 Donkey Jackson 
ImmunoResearch  

Anti-Mouse 1:10000 Donkey Jackson 
ImmunoResearch  

Alexa 488 Fluor 1:400 Donkey Thermo Fisher Scientific  

DAPI 1:1000  Thermo Fisher Scientific  

Tabelle 3: Verwendete Antikörper 

 

3.7 Primer 
 

18S    For 5’ ACC TGG TTG ATC CTG CCA GTA G  

Rev 5’ TTA ATG AGC CAT TCG CAG TTT C  

MuRF1  For 5’ GCT GGT GGA AAA CAT CAT TGA CAT 

Rev 5’ CAT CGG GTG GCT GCC TTT 

Atrogin-1  For 5’ CTT TCA ACA GAC TGG ACT TCT CGA 

Rev 5’ CAG CTC CAA CAG CCT TTA CTA CGT 

p21   For 5’ AGT CAG GCG CAG ATC CAC AG 

Rev 5’ CAC TTT GCT CCT GTG CGG AA 
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3.8 Computerprogramme 

 
Graph Pad Prism 6    Statistische Analysen, Abbildungen  

Stratagene MxPro     qRT-PCR Analyse  

ImageJ      Western Blot Quantifikation 

Primer Blast NCBI    Primer Design für qRT-PCR   
 

BZ-II Analyzer Software    Immunfluoreszenz Analyse 

PubMed     Literaturrecherche 

Zotero      Literaturverwaltungsprogramm 
 
Microsoft Office 2016   Datenanalyse 
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4 Methoden 
 

4.1 Zellkulturtechniken  

Die im Folgenden dargestellte Zellkulturarbeit erfolgte unter sterilen Bedingungen in einem 

Labor der Sicherheitsstufe S1. Es wurde ausschließlich unter einer sterilen Werkbank 

gearbeitet, und die verwendeten Arbeitsmaterialien wurden vor der Benutzung entweder 

autoklaviert oder gründlich mit 70 %-igem Ethanol gereinigt. Die Kultivierung der Zellen 

erfolgte in einem CO2-Inkubator bei einer Temperatur von 37 °C, einer 95 %igen 

Luftfeuchtigkeit sowie einer 5 %igen CO2 Konzentration, um optimale 

Wachstumsbedingungen der Zellen zu gewährleisten.  

 

4.1.1 HL-1 Zelllinie 

Alle Zellkulturexperimente wurden in der murinen HL-1 Kardiomyozyten Zelllinie 

durchgeführt, welche der AG Kintscher freundlicherweise durch Prof. William C. Claycomb 

zur Verfügung gestellt wurde. Bei den HL-1 Zellen handelt es sich um eine immortalisierte 

Zelllinie muriner Myokardzellen, die einem atrialen Maustumor entnommen wurde. HL-1 

Zellen stellen weltweit die erste etablierte Herzmuskelzelllinie dar, die trotz Passagierung 

den Phänotyp und die biochemischen Eigenschaften differenzierter Kardiomyozyten 

aufrechterhalten können [195]. Zudem besitzen HL-1 Zellen ein ähnliches 

Genexpressionsprofil herzspezifischer Gene [195]. Daher dient die HL-1 Zelllinie seit 

nunmehr 20 Jahren als Modell zur Aufklärung der molekularen Mechanismen 

kardiologischer Krankheitsbilder und trug bisher maßgeblich zur Erkenntnisgewinnung auf 

dem Gebiet der Hypertrophie-, Hypoxie- sowie Myokardinfarkt-Forschung bei. 

 

4.1.2 Kultivierung und Passagierung der HL-1 Zellen 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte gemäß den Empfehlungen des Herstellers [195]. Das 

speziell für die HL-1 Kardiomyozyten entwickelte und nach deren Begründer benannte 

Claycomb Medium wurde von Sigma-Aldrich erworben. Die genaue Zusammensetzung des 

Mediums ist aufgrund von Urheberrechten nicht bekannt. Gelagert wurde das Claycomb 

Medium lichtgeschützt bei 4 °C. Zu Beginn der Kultivierung wurden die HL-1 Zellen, die in 

sterilen Kryo-Röhrchen bei -80 °C gelagert wurden, in eine T75 Zellkulturflasche überführt, 
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die bereits auf 37 °C vorgewärmtes Claycomb+ Medium beinhaltete. Die Zellkulturflasche 

wurde daraufhin in den Inkubator platziert, um ein Heranwachsen der Zellen zu begünstigen. 

Nach 3-stündiger Inkubation konnte das Medium gewechselt und die eigentliche Kultivierung 

begonnen werden. Die Kultivierung der Zellen erfolgte stets in Claycomb+ Medium bei 37 

°C. Die Zellen erhielten alle 1-2 Tage einen Mediumwechsel.  

Nachdem die Zellen eine Konfluenz von 70-80 % erreicht hatten, erfolgte alle 3-4 Tage das 

Passagieren der Zellen. Hierzu wurde das Medium der adhärenten Zellen abgesaugt und 

die Zellen mit 12 ml vorgewärmter phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen. Nach 

Absaugen des PBS erfolgte die Trypsinierung der Zellen mittels 2 ml Trypsin/EDTA, das für 

2 min bei 37 °C inkubiert wurde. Um sicherzustellen, dass die Serinprotease Trypsin alle 

Zell/Zell- und Zell/Boden-Kontakte löst, wurde dieser Schritt wiederholt. Nach der zweiten 

Trypsin Inkubation erfolgte die Zugabe von 2 ml Trypsininhibitor, um die Zellen vor einer 

möglichen Denaturierung zu schützen. Daraufhin wurde 5-6 ml Claycomb+ Medium 

hinzupipettiert, die Suspension mehrfach resuspendiert, in ein Falcon überführt und bei 1000 

rpm 2 min zentrifugiert. Der Überstand wurde aspiriert und das verbliebene Zellpellet mit 

Claycomb+ Medium resuspendiert. Schlussendlich wurde 1 ml des Resuspendats in eine 

neue Zellkulturflasche überführt, welche zuvor mit einer Gelatin/Fibronectin Lösung 

beschichtet wurde. Die Zellkulturflasche wurde mit 10 ml Claycomb+ Medium ergänzt und 

zur Kultivierung in den Inkubator überführt. Das Wegfrieren der Zellen erfolgte analog zum 

Passagieren. Jedoch wurde das Zellpellet hierbei mit 1,5 ml Freezing Medium (FBS + 10 % 

DMSO) resuspendiert, in Kryo-Röhrchen überführt und bei -80 °C eingefroren. 

 

4.2 Stimulationsexperimente  

4.2.1 Aussäen von HL-1 Zellen 

Für die Western Blot- sowie die Real-Time PCR-Versuche wurden 6-Well Platten mit jeweils 

1 ml Claycomb+ Medium pro Well präpariert und danach in den Inkubator gestellt. Hingegen 

wurden für die Immunfluoreszenz Experimente 24-Well Platten verwendet, welche vorerst 

mit Objektträgern versehen und daraufhin mit 0,5 ml Vollmedium pro Well vorbereitet 

wurden. Anschließend wurde eine konfluent gewachsene HL1- Zellkulturflasche analog zu 

dem in 4.1.6 geschilderten Schema passagiert. Das Zellpellet wurde für die Aussat jedoch 

wesentlich höher verdünnt als in 4.1.6 beschrieben, je nach Versuchsdesign variierte das 
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Verdünnungsvolumen zw. 25-50 ml Claycomb+ Medium. Für die Western Blot- bzw. Real-

Time Experimente wurde 1 ml der Zellsuspension in die vorbereiteten Wells ausgesät, 

wogegen für die Immunfluoreszenz lediglich 0,5 ml in jedes Well appliziert wurde. Durch 

mehrfaches akribisches Resuspendieren der Zellsuspension vor der Aussat, sollte eine 

möglichst homogene Zellkonzentration in den Wells erzielt werden. Nach dem Aussäen 

wurden die Multiwell-Platten zurück in den Brutschrank überführt.  

4.2.2 Ansetzen von Fettsäuren und IGF-1  

Die Herstellung der Fettsäurenstammlösungen erforderte zunächst das Lösen von 100 mg 

C16:1 bzw. 128 mg C16:0 in 1 ml 0.1 N NaOH, welches zuvor auf 70 °C erwärmt wurde. 

Daraufhin wurde das Fettsäurengemisch mit 9 ml 10 %igem, fettsäurefreien BSA/PBS 

verdünnt. Anschließend erfolgte das Sonifizieren der Fettsäuresuspensionen im 50 °C 

warmen Wasserbad für 3:30 Minuten (C16:1) bzw. 14 Minuten (C16:0) sowie eine sterile 

Filtration der Lösungen nach Wiedererlangung der Raumtemperatur. Für die Erzeugung der 

IGF-1 Stammlösung wurde 50µg steril filtriertes murines IGF-1 in 657,9 µl 0,1% igem 

fettsäurefreien BSA/PBS gelöst. Abschließend wurden die Stammlösungen aliquotiert und 

zur Konservierung bei -20 °C gelagert.  

4.2.3 Stimulation von HL-1 Zellen 

Bevor die Stimulation der ausgesäten HL-1 Zellen erfolgen konnte, sollte der Stoffwechsel 

der Zellen zunächst auf ein basales Niveau reduziert werden. Hierzu wurden die Zellen über 

Nacht ausgehungert, indem das Nährmedium der Wells abgesaugt und mit dem in 4.1.2.3 

beschriebenen Starving Medium substituiert wurde. Am darauffolgenden Tag wurden die 

Zellen mit den Fettsäuren C16:1, C16:0 bzw. dem Wachstumsfaktor IGF-1 und den 

entsprechenden Vehikelkontrollen behandelt. Die Stimulationssubtanzen wurden 

ausschließlich in Starving Medium gelöst. C16:1 wurde in einer Konzentration von 40 mM, 

C16:0 von 130 mM und IGF-1 in 10 nM angewendet. Nach dem Ansetzen der 

Stimulationssubstanzen, wurde das Hungermedium der Zellen abgesaugt und mit 2 ml (6-

Well Platten) bzw. 1 ml (24-Well Platten) Stimulationsmedium pro Well ersetzt. Die 

Stimulationssubstanzen wurden in jedem Versuch auf jeweils 3 Wells appliziert, um 

wissenschaftliche Triplikate innerhalb eines Experiments zu generieren. Als Vehikelkontrolle 

wurde 10 %iges Fettsäure-freies BSA/PBS eingesetzt. Je nach experimentellem Ansatz 
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wurden diverse Stimulationsintervalle, zwischen 5 min bis 48 Stunden Länge, gewählt.  

4.2.4 Lyse der Zellen sowie Protein- und RNA- Isolation 

Nach entsprechender Stimulation wurde das Stimulationsmedium mittels Pasteurpipette 

abgesaugt und die Wells mit kaltem PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 

lysiert. Um Proteinlysate zu erzeugen wurde 300 µl Ripa Puffer pro Well eingesetzt. 

Hingegen erfolgte die RNA Isolation mittels 500 µl Qiazol. Im Anschluss daran wurden die 

verbliebene Zellen mittels Zellscraper vom Plattenboden abgescharbt, resuspendiert und in 

Eppendorf Reaktionsgefäße überführt. Die Zelllysate wurden entweder bei -20°C (Proteine) 

bzw. bei -80 °C (RNA) bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

4.3 Proteinbiochemische Methoden 

Der Western Blot stellt ein molekularbiologisches Verfahren dar, welches dem Nachweis 

spezifischer Proteine innerhalb eines Proteingemisches dient. Prinzip der Methode ist die 

gelelektrophoretische Auftrennung aller in einer Probe enthaltenen Proteine entsprechend 

ihrer Proteingröße mit einem anschließenden Transfer auf eine Trägermembran (Blotting). 

Die Detektion der Proteine wird daraufhin mittels spezifischer Antikörper gewährleistet.  

4.3.1 Proteinisolation 

Nachdem die in 4.2.4 beschriebenen, bei -20 °C gelagerten Proteinlysate initial auf Eis 

aufgetaut wurden, erfolgte die Homogenisierung der Proben im Bandelin Sono Plus 

Sonifikator für 30 Sekunden bei 50 % Power. Die Sonifikatorspitze wurde nach jedem Zyklus 

mit 70 %igem Ethanol gereinigt, um eine mögliche Verunreinigung der Proben abzuwenden. 

Anschließend wurden die Proben bei 4 °C und 1300 rpm 5 Minuten lang zentrifugiert, die 

dabei entstandenen Zellpellets verworfen und die Proteingemische in neue Eppendorf 

Reaktionsgefäße übertragen. 

 

4.3.2 Konzentrationsbestimmung der Proben 

Die Messung der Probenkonzentration wurde mittels Bicinchoninic Acid Assay (BCA) 

durchgeführt. Das Prinzip dieses Proteinquantifizierungsverfahren beruht auf einer 

Kombination aus der Biuretreaktion und einer Komplexbildungsreaktion mit BCA [196]. In 
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der als Biuret bekannten Reaktion, werden die im Proteingemisch enthaltenen Cu2+ Ionen 

in einem alkalischen Milieu zu Cu1+ Ionen reduziert [196]. Im zweiten Reaktionsschritt bilden 

jeweils zwei BCA-Moleküle mit den einwertigen Kupferionen Chelatkomplexe. Die 

wasserlöslichen Chelatkomplexe zeigen bei 562 nm eine konzentrationsabhängige 

Lichtabsorption, welche spektralphotometrisch detektiert werden kann [197].  

Praktisch wurden für das BCA Assay die Substanzen “Prot Assay B” (4 % Kupfersulfat) und 

“BCA Prot Assay A” (Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat, BCA, Natriumtartrat in 0,1 M 

Natronlauge) Probenanzahl-abhängig miteinander vermischt. Auf einer 96-Well-Platte 

wurde danach eine Verdünnungsreihe bekannter BSA Konzentrationen pipettiert, um die zu 

erfassenden Proteinkonzentrationen anhand einer Eichkurve bestimmen zu können. Ferner 

wurde auf die Multiwell-Platte von jeder Probe drei 5 µl Triplikate und jeweils 100µl BCA-Mix 

gegeben. Im Anschluss wurde die Platte mit Aluminiumfolie bedeckt und 30 Minuten lang 

bei 37 °C inkubiert. Unter Verwendung des Programmes “Microplate Manager” wurde 

daraufhin die Absorption der Proben spektrometrisch bei einer Wellenlänge von 562 nm 

ermittelt und anhand der erstellten Eichgerade die genaue Probenkonzentration berechnet 

(s. Abbildung 12) 

 

 

Abbildung 12: Eichgerade zur Erfassung der Proteinkonzentration     
Aufgetragen ist Absorption/Extinktion (Y-Achse) in Abhängigkeit von der eingesetzten Proteinmenge 
(X-Achse) 
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4.3.3 Herstellung der Gele  

Zur Anfertigung der Gele wurden die dafür vorgesehenen Glasplatten zunächst mit 70 

%igem Ethanol gereinigt und in die zugehörigen Haltevorrichtungen eingespannt. Trenngel 

(8-10 %, je nach Proteingröße) und Sammelgel (niedrigprozentig) wurden zeitgleich gemäß 

den unten aufgeführten Rezepturen (s. Tabelle 4) bis auf das Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) in 50 ml Falcons angesetzt. Daraufhin wurde das für die Polymerisation zuständige 

TEMED dem Trenngel beigefügt, dieses vorsichtig zwischen die Glasplatten gegossen und 

letztendlich 1 ml Isopropanol aufpipettiert. Es benötigte 45-60 Minuten ehe das Gel 

aushärtete und das Isopropanol abgekippt werden konnte. Nachdem die Oberfläche des 

ausgehärteten Trenngels mit destilliertem Wasser gespült wurde, wurde das vorbereitete 

Sammelgel mit TEMED ergänzt. Im Anschluss wurde das Sammelgel luftblasenfrei auf das 

Trenngel pipettiert und ein zuvor gereinigter Plastikkamm von 6 bzw. 12 Kammern in dieses 

eingebracht. Hierdurch wurden Taschen im Gel geformt, welche dem späteren Auftragen 

der Proben dienten. Die vollständige Polymerisation des Sammelgels ereignete sich nach 

15-20 Minuten. Um die Austrocknung des fertig polymerisierten Gels zu verhindern, wurde 

dieses in Papiertücher eingewickelt, mit destilliertem Wasser befeuchtet und in 

Aluminiumfolie über Nacht bei 4 °C gelagert.  

Tabelle 4: Rezepte der Trenn- bzw. Sammelgel Herstellung (Mengenangaben für 10ml Gel) 

4.3.4 Western Blotting 

 

4.3.4.1 Vorbereitung der Proben 

Für die Western Blot Proteinanalyse wurde eine ideale Proteinkonzentration von 30 

µg/Probe angestrebt. Um einen zur gelelektrophoretischen Auftrennung geeigneten 

Proteinmix zu generieren, wurde die besagte Proteinmenge entsprechend des unten 
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aufgeführten Schemas mit RIPA Puffer (+ Protease und Phosphatase Inhibitoren) und 6x 

Puffer (1:6) verdünnt (s. Tabelle 5).  

Probe Proteinkonzentration 30µg RIPA 6x Puffer 

1A 0,78 µg/µl 38,25 6,75 9 

1B 0,79 µg/µl 37,85 7,15 9 

1C 0,75 µg/µl 40,19 4,81 9 

2A 0,79 µg/µl 37,93 7,07 9 

2B 0,75 µg/µl 40,02 4,98 9 

2C  0,87 µg/µl 34,61 10,39 9 

 

Tabelle 5: Exemplarische Darstellung der zu pipettierenden Volumina 

Die Proteingemische wurden daraufhin gevortext, kurz runterzentrifugiert, 2 Minuten lang bei 

95 °C und 300 rpm im Thermomixer inkubiert und letztendlich eine weitere Minute lang bei 

4 °C zentrifugiert.  

4.3.4.2 Gelelektrophorese  

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine anhand ihrer Proteingröße wurde das 

SDS-PAGE-Verfahren angewendet. Hierzu wurden die bereits vorbereiteten SDS-

Polyacrylamid Gele in den Haltevorrichtungen der Elektrophoresekammern befestigt und der 

zwischen den Platten liegende Raum mit 1x Elektrophoresepuffer befüllt. Im Anschluss 

wurden die Kämme der Gele vorsichtig entfernt und die Proteinmixe sowie 5 µl Ladder 

luftblasenfrei in die Taschen des Gels pipettiert. Anschließend wurde die restliche Kammer 

mit dem Elektrophoresepuffer aufgefüllt, die Elektroden angeschlossen und das 

Proteingemisch mindestens 60 Minuten lang in einem elektrischen Feld von 150 V nach 

Laemmli separiert [198]. 

4.3.4.3 Transfer der Proteine 

Nach der Auftrennung des Proteinmixes erfolgte der Transfer der Proteinbanden auf einen 

festen Träger, die PVDF-Membran. Jene Membran wurde vorerst 1 Minute lang in Methanol 

aktiviert. Daraufhin wurden die in 4.3.4.2 verwendeten Gele vorsichtig der 

Kammervorrichtung entnommen, zur Orientierung markiert und spiegelverkehrt in 

Towbinpuffer von den Glasscheiben gelöst. Im Anschluss wurde ein “Nassblot-Sandwich” in 
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folgender Reihenfolge (s. Abbildung 13) geschichtet. Die dafür verwendeten Komponenten 

wurden vor Gebrauch mit Towbinpuffer durchfeuchtet. Anschließend wurde das Blotting 

Sandwich in die Nassblottkammer eingesetzt, welche mit Towbinpuffer befüllt und mithilfe 

eines Eis-Elementes gekühlt wurde. Nun wurden die Elektroden an die Kammer 

angeschlossen, welche durch die Errichtung einer elektrischen Spannung von 100 V den 

Transfer der Proteinbanden aus dem Gel heraus auf die Membran innerhalb von 60 Minuten 

ermöglichten (s. Abbildung 13). 

 

Abbildung 13: Schematischer Aufbau eines Blot Sandwiches (Graphik entnommen aus 

http://www.radio.cuci.udg.mx/bch/EN/Western.html)  

 

4.3.4.4 Blocken der Membran 

Um unspezifische Bindungen des ersten Antikörpers zu minimieren, wurden die Membranen 

vor Antikörperinkubation mindestens eine Stunde lang auf dem Schüttler bei 

Raumtemperatur geblockt. Hierzu wurde ein 5 %iger Blockingpuffer hergestellt, indem 5 g 

Albumin in 100 ml TBST auf dem Magnetmixer gelöst wurde. Pro Membran wurden 50ml 

der Blockingsuspension verwendet.  

4.3.4.5 Auftragen des Erstantikörpers 

Nach Auftrennung und Blotting der Proteinbanden ist es möglich, bestimmte Proteine mittels 

spezifischer Antikörper zu detektieren. Hierfür wurde die Membran über Nacht mit einem 

primären Antikörper behandelt. Die bei -20 °C gelagerten Erstantikörper wurden dazu in 
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einer Konzentration von 1:1000 in 5 %igem BSA verdünnt. Inkubiert wurde die Membran, 

mit der proteinbeladenen Seite nach innen gerichtet, in einem 50 ml Falcon bei 4 °C auf der 

Rollmaschine.   

4.3.4.6 Waschen der Membran und Auftragen des Zweitantikörpers 

Die über Nacht inkubierte Membran unterlief am darauffolgenden Morgen einem gründlichen 

Waschprozess. Mithilfe einer Pinzette wurde die Membran aus dem Falcon entnommen und 

anschließend 1 Mal für 5 Minuten sowie 3 Mal für 15 Minuten in TBST gewaschen. Aufgrund 

der Lichtempfindlichkeit des sekundären Antikörpers, wurde dieser lichtgeschützt in einem 

mit Aluminiumfolie umschlagenen Falcon angesetzt. Die Verdünnung erfolgte analog der 

Herangehensweise in 4.3.4.5 ebenfalls in 5 %igem BSA, in einer Konzentration von 

1:10.000. Der Zweitantikörper wurde daraufhin lichtgeschützt bei Raumtemperatur für 60 

Minuten unter Schütteln appliziert. Nach der Inkubation des zweiten Antikörpers wurde 

dieser verworfen und der oben beschriebene Waschprozess wiederholt.  

4.3.4.7 Dunkelkammerarbeit 

Zur Visualisierung der Proteine wurde die Membran 1 Minute lang in der Chemilumineszenz 

ECL aktiviert und daraufhin in eine entsprechende Fotokassette platziert. In der 

Dunkelkammer erfolgte anschließend das Auspacken, Zuschneiden sowie die Auflage eines 

Fotofilms. Je nach Antikörper variierte die Belichtungszeit des Films von 1 Sekunde bis 25 

Minuten. Im Anschluss wurde der Film in dem dafür vorgesehen Entwicklergerät entwickelt 

und die auf der Membran befindlichen Proteine somit sichtbar gemacht. Zur Orientierung 

wurde der Ladder der Membran auf dem Fotofilm abgezeichnet.  

4.3.4.8 Stripping der Membran 

Um nach der erfolgten Immundetektion weitere Proteine der Proben sichtbar machen zu 

können, wurden die gebundenen Antikörper mittels Stripping Buffer von der Membran 

entfernt. Hierzu wurde die Membran 12 Minuten lang mit 16 ml Stripping Buffer inkubiert. Im 

Anschluss erfolgten vier 5-minütige Waschschritte mit TBST, woraufhin die 

Antikörperinkubation bzw. die Vorgehensweise der Abschnitte 4.3.4.4 bis 4.3.4.7 erneut 

durchlaufen wurde. Abschließend wurden die repräsentativen Blots, die eine 

Ladungskontrolle benötigten, mit einem Antikörper gegen das stabil exprimierte, 42 kDA 

schwere ß-Actin untersucht.  
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4.4 Immunfluoreszenz- Versuche 

Die Immunfluoreszenzmikroskopie ist eine mikroskopische Methode, die die subzelluläre 

Lokalisierung von Proteinen ermöglicht. Das Verfahren basiert darauf, dass spezifische, 

gegen ein auserwähltes Protein gerichtete Antikörper, mit einem weiteren, fluoreszierenden 

Antikörper markiert werden. Durch das mikroskopisch sichtbare Fluoreszenz-Licht des 

Komplexes, kann somit das zu untersuchende Protein bzw. dessen Lokalisierung innerhalb 

der Zelle visuell erfasst werden. Das Sichtbarmachen des Fluoreszenz-Lichtes erfordert die 

Verwendung eines Immunfluoreszenzmikroskopes.  

4.4.1 Durchführung des Immunfluoreszenz-Assays 

Alle im Folgenden geschilderten Substanzen wurden in einer Menge von 400 µl/Well 

appliziert. Ferner wurden die Arbeitsschritte, in denen Formaldehyd zur Anwendung kam, 

ausschließlich unter einem Tiefabzug ausgeführt. Für das Immunfluoreszenz-Assay wurde 

nach einem 30-minütigen Stimulationsintervall mit C16:1 das Stimulationsmedium der 24-

Well-Platte abgesaugt und die HL-1 Zellen mit sterilem PBS gewaschen. Anschließend 

wurden die Zellen 10 Minuten lang mit 3,7 %-igem Formaldehyd/PBS auf den Deckgläsern 

fixiert und die Zellmembranen mittels 0,1 % Triton/PBS x-100 geöffnet. Dieses wurde 5 

Minuten lang auf dem Schüttler inkubiert. Um unspezifische Wechselwirkungen des ersten 

Antikörpers zu unterbinden, wurden die fixierten HL-1 Zellen mindestens 1 Stunde lang auf 

der Schüttelmaschine blockiert, wozu 10 %iges Goat Serum verwendet wurde. Nach dem 

Blockingprozess wurde der Erstantikörper Anti-FOXO3a (rabbit anti-mouse) in einer 

Konzentration von 1:800 in 10 %igem Goat Serum 1 Stunde lang bei Raumtemperatur 

appliziert. Im Anschluss wurden die Zellen 3 Mal je 10 Minuten mit PBS gewaschen. Dem 

Waschprozess folgend, wurde der fluoreszierende Sekundärantikörper Alexa Fluor 488 

(donkey anti-rabbit) aufgrund seiner Lichtempfindlichkeit in einem mit Aluminiumfolie 

umschlagenen Falcon mit 10 %igem Goat Serum 1:400 verdünnt. Dieser wurde 

lichtgeschützt eine Stunde lang auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde der zuvor 

geschilderte Waschprozess wiederholt. Um die Zellnuklei sichtbar zu machen, wurde die 

lichtsensitive Substanz DAPI (4’6-Diamidin-2-phenylindol) in einer Konzentration von 1:1000 

in 10 % Goat Serum angesetzt und die HL-1 Zellen 7 Minuten lang damit angefärbt. Nach 

einem erneuten Waschvorgang erfolgte der Mounting-Step der Deckgläser mittels DAKO 
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Flurescent Mounting Medium (S3023) auf bereits vorbereitete Objektträger.  

4.4.2 Immunfluoreszenzmikroskopie 

Die Zellen wurden mithilfe eines invertierten Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskopes in 

einer 20- sowie 40-fachen Vergrößerung betrachtet. Analysiert wurde die Lokalisierung von 

FOXO3a im Vergleich zu den mit DAPI angefärbten Zellkern mittels der Software BZ-II 

Analyzer. Somit konnte zwischen einer nukleären bzw. zytosolischen Position des FOXO3a-

Proteins differenziert werden. Letztendlich wurden die Fluoreszenzsignale der HL-1 Zellen 

unter Einsatz der digitalen Kamera Nikon CFI60 abgebildet.  

4.5 Real-Time PCR Versuche 

Die quantitative Real-Time PCR ist eine DNA-Vervielfältigungsmethode, welche mithilfe des 

Enzyms DNA-Polymerase eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auslöst und somit die 

Amplifikation bestimmter Gene bzw. DNA-Abschnitte herbeiführt. Neben der Replikation 

spezifischer Nukleotidsequenzen, welche in thermisch gesteuerten Zyklen abläuft, 

ermöglicht die qRT-PCR ebenfalls die Quantifizierung der in einer Probe enthaltenen Menge 

eines Gen-Transkripts. Hierzu ist die Zugabe spezifisch designter Primer obligat. Der PCR-

Prozess setzt sich aus 30-40 thermischen Zyklen zusammen, in denen jeweils 3 Schritte 

durchlaufen werden. Nachdem die cDNA bei 95 °C denaturiert wird, findet bei Temperaturen 

um 60 °C die Anlagerung der Primer an die spezifischen DNA-Abschnitte statt. Bei 72 °C 

ereignet sich daraufhin der Amplifikationsprozess der DNA, welcher durch die DNA-

Polymerase katalysiert wird und als Elongation bezeichnet wird. Die Funktionsweise der 

qRT-PCR beruht auf dem Einsatz eines zunächst inaktiven Fluoreszenzfarbstoffs (SYBR-

Green), welcher sich während der Replikationszyklen in die DNA-Doppelstränge einlagert 

und somit zur Fluoreszenz befähigt wird. Am Ende jedes Elongationsprozesses wird das 

Fluoreszenzsignal des interkalierenden SYBR-Greens in Echtzeit gemessen. Da die 

Intensität der detektierten Fluoreszenz proportional zu der Menge an PCR-Produkt zunimmt, 

kann somit auf die initial in einer Probe enthaltene Menge eines Gen-Transkriptes 

geschlossen werden. Die Auswertung der qRT-PCR mittels relativer Quantifizierung 

erfordert stets das Heranziehen eines konstitutiv exprimierten Referenz-Gens. 
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4.5.1 RNA Präparation 

Vor der Durchführung der RNA Präparation wurde die gesamte Arbeitsfläche und alle 

verwendeten Utensilien gründlich desinfiziert sowie mit RNAZapTM gereinigt. Die mRNA 

Isolation aus den in 4.2.4 beschriebenen Qiazol-Zell-Lysaten erfolgte mithilfe des RNeasy® 

Mini Kits gemäß den Anweisungen des Herstellers. Die mRNA wird in 40 µl RNase-freiem 

Wasser eluiert und zwischenzeitig bei -80 °C schock gefroren. Die Konzentration der 

isolierten mRNA sowie die Qualität dieser wurden mithilfe eines Spektralphotometers 

(Nanodrop) ermittelt.  

4.5.2 cDNA Synthese 

Zur Durchführung quantitativer Genexpressionsanalysen mittels Real-Time PCR musste die 

im vorherigen Arbeitsschritt isolierte mRNA zunächst in cDNA umgeschrieben werden. Die 

Transkription der präparierten RNA in die komplementäre cDNA basierte auf der 

Verwendung des Enzyms Reverse Transkriptase. Für die cDNA Synthese wurde neben den 

RNA Proben und der Reversen Transkriptase, Random Primer (1:5), M-MLV RT 5x Puffer, 

dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) und RNasin (Rekombinanter Ribonuklease 

Inhibitor) auf Eis aufgetaut. Gearbeitet wurde ausschließlich auf Eis nach gründlicher 

Desinfektion des Arbeitsplatzes und aller verwendeten Materialien. Anhand der 

photometrisch ermittelten Probenkonzentrationen, wurde 1 µg mRNA mit 1 µg Random 

Primer versetzt und 5 Minuten lang bei 70 °C inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 

4 °C zwischengelagert und ein Mastermix gemäß folgender Rezeptur (s. Tabelle 6) erstellt. 

Ferner wurde zur Negativkontrolle ein RT(-)Mastermix hergestellt, der die Reverse 

Transkriptase nicht beinhaltete. Die Proben wurden mit 12 µl Mastermix bzw. RT(-)Mix 

versehen und 1 Stunde im Thermoblock bei 37 °C inkubiert. Das Gesamtvolumen von 50 µl 

hergestellter cDNA wurde 1:4 mit Ultrapure Water verdünnt, um eine endgültige cDNA-

Konzentration von 5 ng/µl zu erhalten. Bis zur Analyse der cDNA durch Real-Time PCR 

wurden die Proben bei -20 °C gelagert (s. Tabelle 6). 
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RT(+) 

Mastermix 
RT(-)  

Mastermix 

UP-H20 - 0,5 µl 

M-MLV Reverse Transkriptase 0,5 µl - 

RNAsin 0,5 µl 0,5 µl 

M-MLV 5x Puffer 10 µl 10 µl 

dNTPs (10mM) 1 µl 1 µl 

37 µl RNA + 12 µl Mastermix + 1 µl Random Primer = 50 µl cDNA 

 

Tabelle 6:  Protokoll der cDNA Synthese 

 

4.5.3 Durchführung der Real-Time PCR 
 

Die quantitative Gentranskriptionsanalyse mittels qRT-PCR erforderte zunächst das 

Auftauen der in 4.4.2 synthetisierten cDNA-Proben sowie der Gen-spezifischen Primer. Alle 

Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Durchgeführt wurde die qRT-PCR indem ein 20 ng 

entsprechendes Volumen an cDNA Probe (4 µl) in einer dreifachen Bestimmung auf eine 

96-Well Platte pipettiert wurde. Anschließend wurden die cDNA enthaltenen Wells mit 21 µl 

eines zuvor hergestellten Mastermixes (s. Tabelle 7) versetzt. Ferner wurden zusätzliche 

Wells anstatt mit cDNA mit 4 µl einer Non-Template Kontrolle aus UPW sowie mit den RT(-

) Proben befüllt. Diese wurden gemäß des Standard qRT-PCR Reaktionsansatzes ebenfalls 

dreifach bestimmt und mit Mastermix behandelt. Im Anschluss wurde die Platte mit einer 

hitzebeständigen Folie abgedichtet und 2 Minuten lang bei 3000 rpm zentrifugiert. 

Abschließend wurde die 96-Well Platte in den PCR-Thermocycler platziert und die darauf 

enthaltene cDNA mithilfe des Programmes Mx3000Pro amplifiziert. Die verwendeten 

Primersequenzen der untersuchten Gene, Atrogin-1, MuRF1 und p21 sind dem Abschnitt 

3.7 zu entnehmen. Für jeden Real-Time PCR Ansatz wurde dasselbe thermale Profil 

verwendet, um die Vergleichbarkeit der einzelnen Experimente sicherzustellen. Als 

Referenz-Gen wurde in jedem Versuch die mitochondrale Untereinheit 18S gemessen und 

für die Auswertung herangezogen.  
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Standard Real-Time Reaktionsansatz 

4 µl cDNA   +  21 µl qRT-PCR Mastermix 

  8µl UP-H20 

  12,5µl SYBR Green 

  0,25µl Forward Primer (20µM) 

  0,25µl Reverse Primer (20µM) 

= 25 µl Finalvolumen pro Probe 

 

Tabelle 7: Protokoll des Standard qRT-PCR Reaktionsansatzes 

 

Durchgeführt wurde die qRT-PCR nach folgendem thermalen Profil: 

   50°C             2 min 

   95°C            10 min 

    95°C   0:30 min 

    60°C   0:30 min  40 Zyklen 

    72°C   0:30 min 

    55°C   0:30 min 

    95°C   0:30 min 

 

4.5.4 Auswertung der Real-Time PCR 

Zur Auswertung der Real-Time PCR-Daten wurde die 2 −ΔΔCt Methode verwendet. Um die 

Expression der Zielgene quantitativ erfassen zu können wurde die interne Kontrolle, 18S, 

zur Normierung herangezogen. Der sogenannte Ct-Wert wird als Schwellenwert verstanden, 

der den Zyklus beschreibt, bei dem die detektierte Fluoreszenz und somit die Kopienzahl 

eines Gentranskriptes erstmalig signifikant ansteigt. Der Ct-Wert ermöglicht daher 

Rückschlüsse auf die initial in einer Probe enthaltene Menge einer bestimmten 

Nukleotidsequenz. Vergleicht man die Ct-Werte der einzelnen Proben untereinander, so 

kann eine mögliche Differenz des Zielgen-Expressionsniveaus der verschiedenen 

Stimulationsansätze quantitativ erfasst werden.  
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Für die Auswertung der qRT-PCR Experimente wurde zunächst überprüft, ob die 

Dissoziationskurve einen einheitlichen Peak aufwies. Hierdurch wurde die Primerspezifität 

kontrolliert, die die Validität der Messergebnisse maßgeblich bestimmt. PCR-Experimente, 

die unsaubere Schmelzkurven präsentierten, wurden nicht weiter verwertet. Vorausgesetzt, 

dass die Schmelzkurve eines Versuchs als adäquat (s. Abbildung 14) einzuschätzen war, 

wurde der Ct-Wert in den linearen Bereich der Amplifikationkurve gesetzt (s. Abbildung 15). 

Die relative Quantifizierung eines mRNA-Transkriptes wurde letztendlich errechnet, indem 

zunächst die Ct-Werte des Zielgens und des Referenzgens voneinander subtrahiert wurden 

(ΔCt). Anschließend wurde die Differenz der ΔCt-Werte der unterschiedlichen 

Stimulationsansätze eines Experimentes (Vehikelkontrolle vs. Stimulationssubtanz) gebildet 

(ΔΔCt). Das spezifische Genexpressionsniveau wurde letztendlich determiniert, in dem die 

errechneten ΔΔCt-Werte in die Gleichung 2 −ΔΔCt eingesetzt wurden und ferner arithmetisch 

gemittelt wurden. 

 

 

Abbildung 14: Saubere Schmelzkurve als Hinweis für eine adäquate Primerspezifität 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz (Y-Achse) in Abhängigkeit von der Temperatur (X-Achse) 
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Abbildung 15: Halblogarithmische Auftragung der Amplifikationskurve (Ct-Wert Einstellung) 
Aufgetragen ist die Fluoreszenz (Y-Achse) in Abhängigkeit von der Temperatur (X-Achse) 

 

 

4.6 Statistische Berechnungen  

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels der Softwareprogramme 

GraphPad Prism 6 und Image J. Alle Experimente wurden mindestens dreifach durchgeführt 

(n=3) mit einer jeweiligen Probenanzahl von N=3. Vor der Durchführung parametrischer 

Tests wurde zunächst die Normalverteilung der Messwerte untersucht mithilfe des Shapiro-

Wilks- bzw. des Kolmogrov-Smirnov-Tests. Bei einem Vergleich der Mittelwerte zweier 

Behandlungsgruppen wurde der ungepaarte Student’s-t-Test angewendet. Wurden die 

Behandlungsgruppen nicht nur untereinander, sondern ferner mit unterschiedlichen 

Versuchsvariabeln verglichen, so erfolgte die Durchführung einer zweifachen 

Varianzanalyse (ANOVA). Resultate wurden als statistisch signifikant angesehen bei einem 

p-Wert <0,05. Um auch die Western Blot Ergebnisse auf statistische Signifikanz überprüfen 

zu können, wurden die Proteinbanden densitometrisch mithilfe des Programmes Image J 

ausgewertet. Die Auswertung basierte hierbei auf den gezeigten Blots. Die graphische 

Darstellung der Daten inkludiert Mittelwert ± Standardabweichung (SD) sowie die Anzahl der 

Versuchsdurchläufe (n).  
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5 Ergebnisse 

 

5.1 Kontrollversuche p-AKT 

Die von Foryst-Ludwig et al. beschriebene C16:1 induzierte AKT-Phosphorylierung konnte 

nach einem 30-minütigen Stimulationsintervall in HL-1 Kardiomyozyten reproduziert werden. 

Dieser Versuchsansatz wurde als interne Kontrolle gewählt, um die Funktionalität der neu 

etablierten HL-1 Zellkultur zu verifizieren, bevor weitere Western Blot Experimente bezüglich 

der FOXO-Transkriptionsfaktoren erfolgten. Zudem dienten die Kontrollversuche mit p-AKT 

dazu, die Funktionsfähigkeit der neu angesetzten C16:1 Stammlösung sicherzustellen. In 

Abbildung 16 wird die durch C16:1 herbeigeführte AKT-Phosphorylierung deutlich. 

 

 
Abbildung 16: C16:1 induziert AKT-Phosphorylierung in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang jeweils mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse 
von p-AKT sowie gesamt AKT als Proteinladungskontrolle. B Densitometrische Analyse des in A dargestellten 
Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert als x-fache 
Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test, **** p < 0.0001. 
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5.2 Analyse der C16:1 vermittelten FOXO-Regulation auf Proteinebene 

 

5.2.1 Screening auf die Beteiligung von FOXO am C16:1 

Wirkmechanismus  

 

5.2.1.1 p-FOXO1 Versuche 

Um den Einfluss der Fettsäure C16:1 auf die mit PI3K-AKT assoziierten FOXO-

Transkriptionsfaktoren genauer analysieren zu können, wurden die verschiedenen FOXO-

Subtypen separat voneinander betrachtet. Begonnen wurde mit dem Protein FOXO1, 

welches in der Literatur am häufigsten im Zusammenhang mit Hypertrophie Erwähnung 

findet [135,199].  

Um den Effekt von C16:1 auf FOXO1 aufzuklären, wurden die HL-1 Zellen entsprechend der 

Vorgehensweise der Abschnitte 4.2 und 4.3 nach einer 30-minütigen C16:1 Stimulation 

mithilfe der Western Blot-Technik untersucht. Unter Verwendung des Antikörpers Phospho-

FOXO1(Serin 256) wurde der Phosphorylierungsgrad von FOXO1 unter C16:1 Applikation 

ermittelt. Als Kontrolle diente das gesamte zelluläre unphosphorylierte FOXO1, was 

zwischen den Proben konstitutiv exprimiert sein sollte. Die Auswahl des 

Stimulationszeitpunktes basierte auf bereits publizierten Daten zur FOXO1-

Phosphorylierung durch IGF-1 Stimulation sowie auf der in 5.1 gezeigten AKT-

Phosphorylierung durch ein 30-minütiges C16:1Stimulationsintervall [131,135].  

Es konnte eine deutliche Hochregulation von p-FOXO1 nach 30-minütiger C16:1 Exposition 

im Vergleich zur BSA Vehikelkontrolle festgestellt werden, welche in Abbildung 17 

dargestellt wird. Die C16:1-vermittelte, posttranslationale Modifikation von p-FOXO1 

erreichte nach statistischer Auswertung ein entsprechendes Signifikanzniveau (p<0,05) im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Daher wurde der Stimulationszeitpunkt von 30 

Minuten für anschließende p-FOXO-Versuche beibehalten. 
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Abbildung 17: C16:1 induziert FOXO1-Phosphorylierung (Ser256) in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang jeweils mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse 
von p-FOXO1 (Serin 256) sowie gesamt FOXO1 als Proteinladungskontrolle. B Densitometrische Analyse des 
in A dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert 
als x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test , * p < 0.05.  
  

 

Zusätzlich wurde der Effekt von C16:1 auf eine weitere hypertrophierelevante FOXO1-

Phosphorylierungsstelle, Threonin 24, untersucht. Die Seitenkette Threonin 24 wurde 

ausgewählt, da sie laut Literatur signifikant durch AKT und IGF-1 reguliert wird [200]. Nach 

Applikation des Antikörpers Phospho-FOXO1 (Threonin 24) konnte eine signifikante 

Zunahme des Phosphorylierungsgrades von FOXO1 (Threonin 24) durch eine 30-minütige 

C16:1 Stimulation im Vergleich zur BSA-Kontrolle konstatiert werden (siehe Abbildung 18).  

Der durch C16:1 gesteigerte Phosphorylierungsgrad von FOXO1 am Threonin-Seitenrest 

erreichte einen p-Wert <0,05 im Vergleich zur Vehikelkontrolle.  
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Abbildung 18: C16:1 induziert FOXO1-Phosphorylierung (Thr24) in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang jeweils mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse 
von p-FOXO1 (Threonin 24) sowie gesamt FOXO1 als Proteinladungskontrolle. B Densitometrische Analyse 
des in A dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden 
präsentiert als x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test , * p < 0.05.  

 

 

5.2.1.2 p-FOXO3a Versuche 

Neben FOXO1, ist FOXO3a im Kontext kardialer Atrophie und Hypertrophie bereits 

mehrfach untersucht worden [201–203]. Um nachzuweisen, ob der Transkriptionsfaktor 

FOXO3a ebenfalls in der Signaltransduktion von Palmitoleinsäure involviert ist, wurden 

weitere Western Blot-Experimente durchgeführt. Hierzu wurden die HL-1 Kardiomyozyten 

analog der Herangehensweise aus Abschnitt 5.2.1.1 einer 30-minütigen C16:1 Exposition 

unterzogen und anschließend per Western-Blotting analysiert. Durch Einsatz der 

monoklonalen Antikörper Phospho-FOXO3a (Serin318/321) sowie Phospho-FOXO3a 

(Threonin32) wurde das Phosphorylierungsmuster von FOXO3a unter C16:1 Einfluss 

sichtbar gemacht. Zur Ladungskontrolle erfolgten Gesamtproteinfärbungen mithilfe des Anti-

FOXO3a Antikörpers.  
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Anhand der Western Blot-Proteindetektion, waren signifikant höhere Mengen an phospho-

FOXO3a Ser318/321 in den Proteinbanden der C16:1 stimulierten Proben festzustellen. 

Diese erreichten nach densitometrischer Auswertung und statistischer Kalkulation ein 

Signifikanzniveau von (p<0,05) im Vergleich zur Vehikelkontrolle und werden in Abbildung 

19 visualisiert.  

 

 

Abbildung 19: C16:1 induziert FOXO3a-Phosphorylierung (Ser318/321) in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang jeweils mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse 
von p-FOXO3a (Serin 318/321), gesamt FOXO3a und ß-Actin als Proteinladungskontrolle. B Densitometrische 
Analyse des in A dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten 
werden präsentiert als x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test , * p < 
0.05.  
 

Simultan zu der Phosphorylierung des Seitenrestes Serin318/321, bewirkt C16:1 eine 

weitere posttranslationale Veränderung des Transkriptionsfaktors FOXO3a. Die 

Phosphorylierungsstelle p-FOXO3a Threonin32 zeigt ebenfalls eine statistisch signifikante 

Hochregulation der C16:1 behandelten Proben im Vergleich zur BSA-Kontrolle (p<0,01). 

Dieser C16:1-vermittelte Effekt wird anhand Abbildung 20 verdeutlicht. 
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Abbildung 20: C16:1 induziert FOXO3a-Phosphorylierung (Thr32) in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang jeweils mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse 
von p-FOXO3a (Threonin 32) sowie gesamt FOXO3a und ß-Actin als Proteinladungskontrolle. B 
Densitometrische Analyse des in A dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert 
+ SD, Daten werden präsentiert als x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s 
t-test , ** p < 0.01.  
 

Interessanterweise erschien die Gesamtproteinmenge an FOXO3a ebenfalls unter C16:1 

Behandlung hochreguliert zu sein (s. Abbildung 19, 20). Obwohl sich die beobachtete 

Heraufregulation der FOXO3a Gesamtproteinmenge in diversen Wiederholungsversuchen 

reproduzieren ließ (s. Abbildung 19,20), wurden zur genaueren Überprüfung des Resultats 

zusätzliche Ladungskontrollen mit beta-Actin durchgeführt. Beta-Actin zeigte sich unterhalb 

der Proben konstant exprimiert, was die beobachtete gesamt FOXO3a Heraufregulation 

durch C16:1 bestätigt (s. Abbildung 19, 20). 

 

5.2.2 Versuchsreihe zur Regulation der FOXO Stabilität 

Nachdem eruiert wurde, welche FOXO Subtypen durch C16:1 reguliert sind, stellte sich die 

Frage, ob Palmitoleinsäure ebenfalls die Stabilität von FOXO beeinflusst. Die in 5.2.1 

aufgezeigte Phosphorylierung von FOXO impliziert die Inaktivierung der FOXO-

Transkriptionsfaktoren unter C16:1 Stimulation. Entsprechend des in 1.6.2.1 dargestellten 

Schemas bezüglich der subzellulären FOXO-Translokation, sollte die phosphorylierte Form 
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von FOXO stets einen zytosolischen Transport aus dem Nukleus heraus erfahren [201]. Vor 

dem Hintergrund, dass die FOXO-Transkriptionsfaktoren außerhalb des Nukleus ihre 

transkriptionelle Aktivität verlieren, sollte FOXO im Zytosol ubiquitiniert und letztendlich über 

das Proteasom der Zelle abgebaut werden [201].  Da in 5.2.1 dargestellt wurde, dass C16:1 

zur Inaktivierung von FOXO führt, wird angenommen, dass die Gesamtmenge der FOXO-

Transkriptionsfaktoren bzw. deren Stabilität ebenfalls unter C16:1-Einfluss reguliert sein 

könnte. 

 

5.2.2.1 Gesamt FOXO1  

Zur Überprüfung des Effektes von C16:1 auf die Stabilität von FOXO wurde IGF-1 als 

Positivkontrolle verwendet, da Liu et al. zeigten, dass IGF-1, der natürliche Ligand der PI3K-

AKT-Signalkaskade, nach einer 18-stündigen Stimulation eine bemerkenswerte 

Herunterregulation des Gesamt-FOXO1-Gehaltes in HL-1 Kardiomyozyten bewirkt [135].  

Zur Verifizierung der Hypothese, dass C16:1 einen vergleichbaren Effekt wie IGF-1 auf die 

Gesamtproteinmenge von FOXO bewirken könnte, wurden die HL-1 Zellen, analog zu den 

bereits publizierten Daten zu IGF-1, 18 Stunden lang mit Palmitoleinsäure behandelt und 

mithilfe der in 4.3 geschilderten Western Blot-Methode analysiert [135]. Zur FOXO 

Gesamtprotein-Detektion wurden die monoklonalen Antikörper Anti-FOXO1 sowie Anti-

FOXO3a verwendet. Nach der 18-stündigen C16:1 Stimulation konnte eine hochsignifikante 

Reduktion des Gesamt-FOXO1-Gehaltes (p<0,001) im Vergleich zu der unbehandelten 

BSA-Kontrolle demonstriert werden. Ebenfalls konnte die IGF-1 vermittelte, signifikante 

Verminderung von FOXO1 (p<0,0001) im Vergleich zur Vehikelkontrolle gemäß Liu et al. 

reproduziert werden. Die geschilderten Resultate der FOXO1 Stabilitäts-Experimente 

werden in Abbildung 21 dargestellt. 
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Abbildung 21: C16:1 bewirkt die Reduktion der FOXO1 Gesamtproteinmenge in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 18h lang entweder mit 40 mM C16:1 und BSA-Kontrolle oder mit 10 nM IGF-1 und IGF-1 
Vehikelkontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse von gesamt FOXO1 sowie ß-Actin als 
Proteinladungskontrolle unter 18h BSA/C16:1 Stimulation. B Densitometrische Analyse des in A dargestellten 
Western Blots mittels Image J Software. C Western Blot Analyse von gesamt FOXO1 sowie ß-Actin als 
Proteinladungskontrolle unter 18h IGF-1 Vehikel/IGF-1 Stimulation. D Densitometrische Analyse des in C 
dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert als 
x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 

 
 

5.2.2.2 Gesamt FOXO3a 

Nachdem die Auswirkung von C16:1 auf die Stabilität von FOXO1 analysiert wurde, wurde 

in einem zweiten Versuchsansatz untersucht, ob die Gesamtproteinmenge von FOXO3a 

ebenfalls durch Palmitoleinsäure beeinflusst wird. Um zu prüfen, ob C16:1 übereinstimmend 

mit dem Effekt auf FOXO1 eine mögliche Reduktion des FOXO3a-Gehaltes bewirkt, wurden 

die HL-1 Kardiomyozyten analog zum Vorgehen in 5.2.2.1 einer 18-stündigen Stimulation 

unterzogen und mittels der Antikörper Anti-FOXO3a sowie Anti-ß-Actin untersucht. Als 

Vehikelkontrolle kam erneut 10%iges BSA zum Einsatz.  

Es ließ sich eine signifikante Herunterregulation (p<0,01) des FOXO3a-Gehaltes durch 

C16:1 Stimulation im Vergleich zur BSA-Kontrolle zeigen (s. Abbildung 22). 

Übereinstimmend mit der Auswirkung von IGF-1 auf die FOXO1 Stabilität (s. Abschnitt 
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5.2.2.1), ließ sich derselbe Effekt für den Transkriptionsfaktor FOXO3a demonstrieren. Auch 

hier bewirkte die Behandlung mit IGF-1 eine deutliche Reduktion des FOXO3a-Gesamt-

Gehaltes, welche nach statistischer Auswertung ferner das Signifikanzniveau erreichte 

(p<0,01). Die genannten Ergebnisse der FOXO3a Stabilitäts-Experimente werden in 

Abbildung 22 dargestellt. 

 
 

 
Abbildung 22: C16:1 bewirkt die Reduktion der FOXO3 Gesamtproteinmenge in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 18h lang entweder mit 40 mM C16:1 und BSA-Kontrolle oder mit 10 nM IGF-1 und IGF-1 
Vehikelkontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse von gesamt FOXO3a sowie ß-Actin als 
Proteinladungskontrolle unter 18h BSA/C16:1 Stimulation. B Densitometrische Analyse des in A dargestellten 
Western Blots mittels Image J Software. C Western Blot Analyse von gesamt FOXO3a sowie ß-Actin als 
Proteinladungskontrolle unter 18h IGF-1 Vehikel/IGF-1 Stimulation. D Densitometrische Analyse des in C 
dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert als 
x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test, ** p < 0.01 
 
 
 

5.2.3 Zusammenfassung und Vergleich mit C16:0 und IGF-1 

Um genauere mechanistische Einblicke in die Wirkungsweise von Palmitoleinsäure zu 

erlangen, wurde der Einfluss von C16:1 auf FOXO untersucht. Nachdem identifiziert wurde, 

welche FOXO Subtypen durch Palmitoleinsäure reguliert werden und zudem die Stabilität 

dieser betrachtet wurde, erfolgten Kontrollexperimente mit IGF-1 und Palmitinsäure (C16:0). 

Hierbei handelt es sich um eine vollgesättigte, strukturell fast identische Fettsäure, welche 
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laut Literatur jedoch im Gegensatz zu C16:1 keine prohypertrophen Effekte vermittelt [128].  

Um nachzuweisen, dass sich der Wirkmechanismus der zwei beinahe identischen 

Fettsäuren unterscheidet, erfolgten weitere Zellkulturexperimente, in welchen die HL-1 

Kardiomyozyten anstelle von C16:1 30 Minuten lang mit C16:0 behandelt wurden. Analysiert 

wurde der Phosphorylierungsgrad von FOXO3a Serin318/321. Die genannte 

Phosphorylierungsstelle wurde ausgewählt, da sie sich in den zuvor erfolgten Western Blot-

Versuchen am stärksten durch C16:1 reguliert erwies. Die Proteindetektion von p-FOXO3a 

Ser318/321 erfolgte analog zur Vorgehensweise in 5.2.1.2. Deutlich zu erkennen war eine 

signifikant gesteigerte Phosphorylierung von FOXO3a in den C16:0 behandelten Proben, 

verglichen mit der zugehörigen BSA-Kontrolle (vgl. Abbildung 23 A/B). Hingegen blieb p-

FOXO3a S318/321 unter IGF-1 Stimulation im Vergleich zur Vehikelkontrolle nahezu 

unverändert (vgl. Abbildung 23 C/D).  

 

 

Abbildung 23: C16:0 induziert FOXO3a-Phosphorylierung (Ser318/321) während IGF-1 
keinerlei Auswirkung auf p-FOXO3a (Ser318/321) in HL-1 Zellen hat 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang entweder mit 130 mM C16:0 und BSA-Kontrolle oder mit 10 nM IGF-1 und 
IGF-1 Vehikelkontrolle stimuliert. A, C Western Blot Analyse von p-FOXO3a (Serin318/321) sowie gesamt 
FOXO3a als Proteinladungskontrolle. B, D  Densitometrische Analyse der in A, C dargestellten Western Blots 
mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert als x-fache Änderung im 
Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test , **** p < 0.0001, ns p > 0.05. 
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Die Gesamtproteinmenge an FOXO3a blieb zwischen den verschiedenen 

Stimulationssubstanzen konstant exprimiert (vgl. Abbildung 23). Dies stellt einen 

Unterschied zwischen der Wirkung von C16:0 und C16:1 dar. Denn anhand Abschnitt 5.2.1.2 

konnte gezeigt werden, dass C16:1 neben der Induktion einer FOXO3a-Phosphorylierung, 

ebenfalls eine Steigerung der FOXO3a-Gesamtmenge bewirkt.   

 

5.3 FOXO Translokationsanalyse  

Da C16:1 auf Proteinebene eine vielfältige Regulation der FOXO-Transkriptionsfaktoren 

bewirkt, stellte sich die Frage, welchen Effekt C16:1 auf die transkriptionelle Aktivität von 

FOXO ausübt. Hierfür wurde zunächst die subzelluläre Lokalisierung von FOXO unter C16:1 

Stimulation mittels Immunfluorenzmikroskopie genauer betrachtet. Die HL-1 Zellen wurden 

auf Objektträger ausgesät und gemäß Abschnitt 5.2.1 30 Minuten lang mit C16:1 und der 

entsprechenden BSA-Kontrolle stimuliert. Bei der FOXO Translokationsanalyse wurde der 

Fokus auf FOXO3a gelegt, da sich diese Isoform von FOXO in Abschnitt 5.2 als am 

deutlichsten durch C16:1 reguliert erwies. In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass eine 

Stimulation mit BSA (Kontrolle) eine überwiegend nukleäre Lokalisation von FOXO3a 

bewirkt. Demgegenüber zeigt sich unter C16:1 Stimulation ein deutlicher zytosolischer 

Export von FOXO3a aus dem Zellkern heraus. Die zytosolische Translokation von FOXO3a 

durch C16:1 weist darauf hin, dass die FOXO-Transkriptionsfaktoren unter dem Einfluss von 

C16:1 aus dem Nukleus heraustransportiert werden und somit womöglich ihre 

transkriptionelle Aktivität reduziert wird. 
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Abbildung 24: C16:1 induziert die zytosolische Translokation von FOXO3a in HL-1 Zellen 
Repräsentative Immunfluoreszenzmikroskopie Bilder von HL-1 Kardiomyozyten, welche mit 40 mM C16:1 (D, 
E, F) oder BSA-Kontrolle (A, B, C) für 30 min behandelt wurden. Die Zellen wurden um einen Faktor von 40x 
mit dem KEYENCE Fluorescence Microscope BZ-X700 vergrößert. Der angegebene Maßstab misst 30 µm. A 
FOXO3a Färbung unter BSA Stimulation. B DAPI Zellkern Färbung. C „Merge“ = Überlagerung von BSA 
stimulierter FOXO3a- sowie DAPI Zellkern-Färbung. D FOXO3a Färbung unter C16:1 Stimulation. E DAPI 
Zellkern Färbung. F „Merge“= Überlagerung von C16:1 stimulierter FOXO3a- sowie DAPI Zellkern-Färbung. 
 

 

Zusammenfassend konnte in Abschnitt 5.2 und 5.3 gezeigt werden, dass C16:1 FOXO auf 

Proteinebene mittels Phosphorylierung hemmt. Zudem beeinflusst C16:1 die subzelluläre 

Lokalisation von FOXO, indem C16:1 die Translokation von FOXO3a aus dem Nukleus 

heraus in das Zytoplasma der Zelle bewirkt.  

 

5.4 Einfluss von C16:1 auf die FOXO-Zielgenexpression 

Um den Einfluss von C16:1 auf die transkriptionelle Aktivität von FOXO genauer zu 

verstehen, wurde neben der durchgeführten Immunfluoreszenz-Translokationsanalyse 

ferner die FOXO-Zielgenexpression mittels qRT-PCR untersucht. Hierzu erfolgten weitere 

Zellkulturexperimente, in denen HL-1 Kardiomyozyten mit C16:1 oder der entsprechenden 

Vehikelkontrolle (10 %iges, Fettsäure freies BSA) stimuliert wurden. Als 

Stimulationsintervalle wurden diverse Zeitpunkte zwischen 6 und 48 Stunden gewählt. 
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Anschließend erfolgten RNA Präparation, cDNA Synthese sowie quantitative Real Time 

PCR-Messungen gemäß Abschnitt 4.5.  Bei den FOXO-Genexpressionsanalysen wurde der 

Fokus erneut auf FOXO3a gelegt, da sich diese Isoform der FOXO-Transkriptionsfaktoren 

in Abschnitt 5.2 und 5.3 als am stärksten durch C16:1 reguliert erwies. Untersucht wurde 

das Expressionsniveau der FOXO3a Zielgene MuRF1, Atrogin-1/MAFbx sowie p21.  

 

5.4.1 Messung der MuRF1 und Atrogin-1 mRNA Expression 

Nach 24- sowie 48-stündiger Stimulation zeigten die C16:1 behandelten Zellen keinen 

signifikanten Unterschied in der Atrogin-1 mRNA-Menge im Vergleich zu den Zellen, die mit 

BSA behandelt wurden (p>0,05) (s. Abbildung 25 A). Parallel zu den Beobachtungen der 

Atrogin-1 Genexpression, ergab die Behandlung mit C16:1 ebenfalls keine signifikante 

Regulation von MuRF1 gegenüber der BSA-Vehikelkontrolle (p>0,05). Vielmehr blieb das 

Expressionsniveau des FOXO3a-Zielgens MuRF1 unter 24- sowie 48-stündiger C16:1 

Stimulation unverändert (s. Abbildung 25 B).  

 

 

 

Abbildung 25: C16:1 bewirkt keine Regulation der FOXO3a-Zielgene MuRF1 und Atrogin-1 in 
HL-1 Zellen 
A, B qRT-PCR Analyse von HL-1 Kardiomyozyten. HL-1 Zellen wurden 24h sowie 48h lang mit 40 mM C16:1 
und entsprechender BSA Kontrolle stimuliert. A Atrogin-1/MAFbx. B MuRF1: Muscle Ring Finger 1. N=3, n=3. 
Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert als x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Zweifache 
Varianzanalyse (Two-Way-ANOVA), ns p >0.05. 
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5.4.2 Messung der p21 mRNA-Menge 

Um den Einfluss von C16:1 auf die FOXO-Zielgeninduktion näher erfassen zu können, 

wurde die mRNA-Expression eines weiteren FOXO3a-Zielgens gemessen. Hierzu wurde die 

Genexpression von p21 analog zu der Vorgehensweise aus Abschnitt 5.4.1 nach C16:1 oder 

BSA Stimulation mittels qRT-PCR quantifiziert. Nach dem Stimulationsintervall von 24 

Stunden ließen sich signifikant höhere Mengen an p21-mRNA in den C16:1 behandelten 

Zellen im Verhältnis zur BSA-Kontrolle detektieren (p<0,01) (s. Abbildung 26). Parallel dazu 

zeigte sich nach 48-stündiger C16:1 Behandlung erneut eine deutliche Induktion der p21-

Genexpression (p<0,01) (s. Abbildung 26). Im Gruppenvergleich mittels Two-Way-ANOVA 

ließ sich jedoch kein signifikanter Unterschied des p21-Genexpressionsniveaus zwischen 

den verschiedenen Stimulationszeitpunkten demonstrieren.  

 

 

 

Abbildung 26: C16:1 induziert die Genexpression des FOXO3a-Zielgens p21 in HL-1 Zellen 
qRT-PCR Analyse von p21 in HL-1 Kardiomyozyten. HL-1 Zellen wurden 24h sowie 48h lang mit 40 mM C16:1 
und entsprechender BSA-Kontrolle stimuliert. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert als x-fache 
Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Zweifache Varianzanalyse (Two-way-ANOVA) mit Bonferroni Post-
hoc Test, ** p <0.01. 

 

 

Summa summarum zeigte C16:1 keinerlei Auswirkung auf die Genexpression der FOXO3a-

Zielgene Atrogin-1 und MuRF1. Hingegen wurde das FOXO3a-Zielgen p21 durch C16:1 

Stimulation signifikant hochreguliert trotz des in Abschnitt 5.3 gezeigten C16:1-induzierten 

zytoplasmatischen Transportes des Transkriptionsfaktors FOXO3a. Dies weist womöglich 

auf eine FOXO3a unabhängige Regulation von p21 hin. 
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5.5 Einfluss von C16:1 auf die Regulation der ERK 1/2 Kinase 

Nachdem dargestellt wurde, dass die Genexpression des Zellzyklusregulators p21 durch 

C16:1 reguliert wird, sollte der Effekt von C16:1 auf weitere Modulatoren des Zellzyklus 

untersucht werden. Laut Literatur vermittelt der CDK-Inhibitor p21 eine anti-proliferative 

Wirkung, indem p21 die Zellzyklus-Progression der Zelle von der G- in die S1-Phase 

unterbindet [204,205]. Daher sollte im Anschluss an die p21 qRT-PCR Versuchsreihe ein 

weiterer Regulator von Zellproliferation und Zellzyklus-Progression analysiert werden. In 

diesem Kontext erschien die „Extracellular-Signal Regulated Kinase“ (ERK) von besonderer 

Relevanz, deren Aktivität vom eigenen Phosphorylierungsgrad determiniert wird [181]. Laut 

Literatur ist ferner bekannt, dass die Isoform ERK 1/2, als zentraler Bestandteil des MAPK-

Signalweges, eine starke Zellzyklus regulierende Wirkung aufweist und Zellproliferation 

sowie Zellzyklus-Fortgang maßgeblich reguliert [206,207].  

 

Die HL-1 Zellen wurden analog zu der Vorgehensweise des Abschnittes 5.2.1 einer 30-

minütigen C16:1 Behandlung unterzogen und mithilfe der Western Blot-Technik analysiert. 

Nach dem 30-minütigem Stimulationsintervall ließ sich eine hochsignifikante 

Dephosphorylierung bzw. Inaktivierung von ERK 1/2 im Vergleich zur BSA-Kontrolle 

demonstrieren (s. Abbildung 27). Diese erreichte nach densitometrischer Auswertung und 

statistischer Kalkulation ein Signifikanzniveau von (p<0,0001) (s. Abbildung 27 B). Die 

Gesamtproteinmenge an ERK 1/2 blieb zwischen den unterschiedlich behandelten Proben 

konstant exprimiert (vgl. Abbildung 27). 
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Abbildung 27: C16:1 induziert ERK 1/2-Dephosphorylierung nach 30 Minuten in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert. A Western Blot Analyse von 
p-ERK 1/2 (phospho-p44/42 MAPK) sowie gesamt ERK 1/2 als Proteinladungskontrolle. B Densitometrische 
Analyse des in A dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten 
werden präsentiert als x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test , **** 
p<0.0001.  

 
 
 

Um den Effekt von C16:1 auf den Phosphorylierungsgrad von ERK 1/2 genauer zu 

untersuchen, wurden weitere Zellkulturexperimente durchgeführt, in denen die HL-1 Zellen 

einer 15- bzw. 5-minütigen C16:1 Stimulation unterzogen wurden. Parallel zu den im Voraus 

geschilderten Resultaten, konnte die signifikante Reduktion des ERK 1/2-

Phosphorylierungsgrades ebenfalls nach dem 15- sowie 5-minütigen C16:1 

Stimulationsintervall beobachtet werden (s. Abbildung 28). Während C16:1 zu allen 

Zeitpunkten eine deutliche ERK-Dephosphorylierung im Vergleich zur BSA-Kontrolle 

induziert, zeigt sich die Gesamtproteinmenge an ERK 1/2 zwischen den verschiedenen 

Proben jedoch unverändert (s. Abbildung 28).  
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Abbildung 28: C16:1 induziert ERK 1/2-Dephosphorylierung nach 15 und 5 Minuten in HL-1 

Zellen 
A HL-1 Zellen wurden 15 min lang mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert.  Western Blot Analyse von 
p-ERK 1/2 (phospho-p44/42 MAPK) sowie gesamt ERK 1/2 als Proteinladungskontrolle. B  HL-1 Zellen wurden 
5 min lang mit 40 mM C16:1 oder BSA-Kontrolle stimuliert.  Western Blot Analyse von p-ERK 1/2 (phospho-
p44/42 MAPK) sowie gesamt ERK 1/2 als Proteinladungskontrolle. C Densitometrische Analyse des in A 
dargestellten Western Blots mittels Image J Software. D Densitometrische Analyse des in B dargestellten 
Western Blots mittels Image J Software.  N=3, n=3. Mittelwert + SD, Daten werden präsentiert als x-fache 
Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student‘s t-test , *** p < 0.001, **** p < 0.0001.  
 

 

Nachdem der Einfluss von Palmitoleinsäure (C16:1) auf die ERK 1/2 Kinase genauer 

untersucht wurde, erfolgten Kontrollexperimente mit Palmitinsäure (C16:0). Um zu 

überprüfen, ob sich der Wirkmechanismus der beiden fast identischen Fettsäuren in Bezug 

auf ERK 1/2 unterscheidet, erfolgten weitere Stimulationsexperimente. Hierbei wurden die 

HL-1 Kardiomyozyten anstatt mit C16:1, 30 Minuten lang mit C16:0 behandelt. Um eine 

eindeutige Vergleichbarkeit der Versuche zu gewährleisten, wurde das weitere 

experimentelle Prozedere aus Abschnitt 5.5 beibehalten. Es zeigte sich, dass der 

Phosphorylierungsgrad von ERK 1/2 in den C16:0 behandelten Proben im Vergleich zur 

BSA-Kontrolle unverändert blieb (s. Abbildung 29). Dies stellt einen bedeutsamen 

Unterschied zu der Wirkweise von C16:1 dar, welche eine signifikante Dephosphorylierung 

bzw. Inaktivierung von ERK 1/2 induziert. Der Gesamtproteingehalt von ERK 1/2 erwies sich 

unter C16:0 Stimulation als konstant exprimiert im Vergleich zur BSA-Vehikelkontrolle.  
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Abbildung 29: C16:0 hat keinerlei Auswirkung auf den Phosphorylierungsgrad von ERK 1/2 
in HL-1 Zellen 
HL-1 Zellen wurden 30 min lang jeweils mit 130 mM C16:0 oder BSA-Kontrolle stimuliert. A Western Blot 
Analyse von p-ERK 1/2 (phospho-p44/42 MAPK) sowie gesamt ERK 1/2 als Proteinladungskontrolle. B  
Densitometrische Analyse des in A dargestellten Western Blots mittels Image J Software. N=3, n=3. Mittelwert 
+ SD, Daten werden präsentiert als x-fache Änderung im Vergleich zur BSA-Kontrolle. Ungepaarter Student’s 
T-test , ns p > 0.05 
 

 

C16:1 hemmt die Aktivität der Zellzyklus-regulierenden Kinase ERK 1/2 mittels signifikanter 

Dephosphorylierung auf Proteinebene. Die beobachtete Dephosphorylierung bzw. 

Inaktivierung von ERK 1/2 ließ sich nicht durch C16:0 induzieren. 
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6 Diskussion 

 

Nachdem kürzlich durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass 

Palmitoleinsäure (C16:1) als Mediator physiologischer kardialer Hypertrophie (PCH) agiert, 

war das vorrangige Ziel dieser Arbeit, den genauen molekularen Wirkmechanismus von 

C16:1 zu entschlüsseln. Um tiefere Einblicke in die zellulären Effekte von C16:1 zu erlangen, 

wurde der Effekt von C16:1 auf die PI3K-AKT-FOXO Signalkaskade erstmalig in dieser 

Arbeit untersucht. Hierbei lag der primäre Fokus darauf, die in Abschnitt 2 hypothetisierte 

C16:1-vermittelte Regulation der FOXO-Transkriptionsfaktoren auf posttranslationaler 

Proteinebene sowie auf Translokations- und Genexpressionsebene zu analysieren.  Darüber 

hinaus wurde eine potentielle Beteiligung des MAPK-Signalweges an der zellulären 

Wirkweise von C16:1 untersucht. Die zentralen experimentellen Beobachtungen dieser 

Arbeit werden im Folgenden diskutiert, bewertet und in den Kontext aktueller Publikationen 

eingeordnet.  

 

6.1 Palmitoleinsäure reguliert FOXO1 und FOXO3a an verschiedenen 

funktionellen Seitenketten mittels Phosphorylierung 

Da Foryst-Ludwig et al. unlängst die Aktivierung der Proteinkinase AKT durch C16:1 

darstellen konnten, lag der initiale Fokus dieser Arbeit darauf, den Effekt von C16:1 auf die 

direkten AKT-Substrate, die FOXO-Transkriptionsfaktoren, zu eruieren [131]. In der 

vorliegenden Arbeit konnte erstmalig die C16:1-gesteuerte Regulation der FOXO-Isoformen 

1 und 3a mittels posttranslationaler Phosphorylierung aufgezeigt werden. Nach einem 30-

minütigen C16:1 Stimulationsintervall ließ sich per Western Blot eine signifikante Steigerung 

des Phosphorylierungsgrades von FOXO1 sowie FOXO3a an diversen funktionellen 

Seitenketten demonstrieren: FOXO1 Serin256, FOXO1 Threonin24, FOXO3a Serin318/321, 

FOXO3a Threonin32. Diese experimentellen Beobachtungen sind ein erster Hinweis darauf, 

dass die Familie der FOXO-Transkriptionsfaktoren durch C16:1 reguliert wird. Wie in 

Abschnitt 1.6.2.1 beschrieben, verursacht die Phosphorylierung von FOXO die 

transkriptionelle Inaktivierung der FOXO-Proteine. Demnach weist diese Arbeit die 

Hemmung der FOXO-Transkriptionsfaktoren 1 und 3a durch C16:1 nach.  
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Da die FOXO-Proteine im aktiven Zustand zelluläre Wachstumsprozesse antagonisieren 

und Atrophiemanifestation begünstigen, scheint die Inhibition von FOXO eine zentrale Rolle 

im Entstehungsmechanismus der C16:1-vermittelten PCH einzunehmen. Die beobachtete 

Phosphorylierung bzw. Inaktivierung von FOXO durch C16:1 kongruiert gut mit den 

Ergebnissen von Foryst-Ludwig et al. hinsichtlich der C16:1-gesteuerten Aktivierung der 

Proteinkinase AKT [131]. Da AKT als elementarer Mediator kardialer Wachstumsprozesse 

gilt und FOXO im aktivierten, dephosphorylierten Zustand als dessen Gegenspieler fungiert, 

bestärken die in dieser Arbeit erhobenen Western Blot-Daten die These, dass sowohl AKT 

als auch FOXO in den molekularen Wirkmechanismus von C16:1 involviert sind [166]. 

Demzufolge aktiviert C16:1 die prohypertroph wirkende Proteinkinase AKT, während 

Wachstumsinhibition durch die Inaktivierung von FOXO unterbunden wird. Auf diese Weise 

kann C16:1 das zelluläre Gleichgewicht zwischen Proteinbiosynthese und 

Proteindegradation in Richtung Proteinsynthese und Hypertrophiemanifestation 

verschieben. Dieser Mechanismus erscheint plausibel, um die C16:1-vermittelten kardialen 

Wachstumsprozesse auf molekularbiologischer Ebene zu erklären.  

Weltweit beschäftigen sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit den FOXO-Transkriptionsfaktoren 

im Kontext kardialer Hypertrophie [176,208–212]. Die Beteiligung der FOXO-

Transkriptionsfaktoren bei der Entstehung kardialer Hypertrophie ist daher bereits in 

Grundzügen erforscht. Die Arbeitsgruppe um Ni et al. konnte tierexperimentell nachweisen, 

dass die FOXO-Isoformen 1 und 3a negative Regulatoren physiologischer kardialer 

Hypertrophie darstellen, indem aktiviertes FOXO die Calcineurin/NFAT Signalkaskade 

hemmt [176]. Zudem beobachteten Ni et al., dass FOXO3a-Knockout Mäuse eine 10 %ige 

Zunahme der Herzmasse im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe entwickelten, ohne dass Marker 

pathologischer Hypertrophie wie ANF oder ß-MHC auf Genexpressionsebene hochreguliert 

wurden oder sich echokardiographisch eine systolische Dysfunktion detektieren ließ [176]. 

Ni. et al untersuchten FOXO ebenfalls im Kontext pathologischer kardialer Hypertrophie und 

konnten proteinbiochemisch in linksventrikulären Kardiomyozyten zeigen, dass sowohl 

FOXO1 als auch FOXO3a mittels Phosphorylierung im Rahmen TAC-induzierter kardialer 

Hypertrophie bei C57BL6 Mäusen inaktiviert werden [176]. Dies validiert die Annahme, dass 

die Inaktivierung von FOXO einen wichtigen Mechanismus darstellt, durch den sich 

Hypertrophie kompensatorisch auf eine erhöhte hämodynämische Belastung am Herzen 
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manifestieren kann [176]. Die Daten von Ni et al. bekräftigen daher die in dieser Arbeit 

gewonnenen Erkenntnisse, dass sowohl FOXO1 als auch FOXO3a inaktiviert werden, um 

die C16:1-induzierten kardialen Wachstumsprozesse ermöglichen zu können. Sengupta et 

al. verifizierten die von Ni et al. publizierten Daten, indem sie in einem in-vitro Ansatz FOXO1 

in NRVM Kardiomyozyten überexprimierten. In den FOXO1-überexprimierenden Zellen 

konnten Sengupta et al. eine signifikante Reduktion der NRVM-Zellgröße im Vergleich zur 

Vehikelkontrolle zeigen [208]. Durch einen FOXO1-Knockout, ließ sich dieser 

wachstumsinhibierende Effekt jedoch nicht mehr darstellen [208]. Sengupta et al. konnten 

somit FOXO1 als wichtigen Regulator zellulärer Größe in NRVM-Kardiomyozyten 

nachweisen [208] . Der Stellenwert von FOXO3a für kardiale Hypertrophie- bzw. 

Atrophieprozesse wurde ferner von Schips et al. untersucht [209]. In einem transgenen 

Mausmodell konnten Schips et al. bei konstitutiv-exprimierenden FOXO3a-Mäusen eine 

signifikante Abnahme des Herzgewichts um 25% im Vergleich zur Kontrollgruppe 

demonstrieren [209]. Die Herzgewichtsreduktion der transgenen Mäuse ließ sich 

ausschließlich auf die Verminderung von Kardiomyozytengröße zurückführen, nicht aber auf 

eine gesteigerte zelluläre Apoptose [209]. Schips et al. und Sengupta et al. konnten FOXO 

folglich im murinen Organismus bzw. in der NRVM Zelllinie als negativen Regulator kardialer 

Wachstumsprozesse charakterisieren [208,209]. Übereinstimmend mit diesen 

Beobachtungen zeigten Fang et al. in einem FVB-Mausmodell, dass die Phosphorylierung 

von AKT sowie die von FOXO3a ausschlaggebend für die Manifestation kardialer 

Hypertrophie im murinen Organismus zu sein scheint [210]. Fang et al. zeigten, dass eine 

hochkalorische Diät kardiale Hypertrophie durch die Inaktivierung von FOXO3a bei FVB-

Mäusen bewirkt [210]. Während sich molekularbiologisch die Phosphorylierung von FOXO3a 

zeigte, bestätigte sich die kardiale Hypertrophie der hochkalorisch ernährten Mäuse durch 

funktionale Parameter wie bspw. einer 24 %-igen Zunahme der LVM sowie einer 

echokardiographisch detektierten 25 %-igen Reduktion des fractional shortenings[210]. 

Da sich unsere Resultate mit den Ergebnissen internationaler Arbeitsgruppen decken, 

erscheint die These, dass die Phosphorylierung von FOXO eine elementare Rolle bei der 

Vermittlung der C16:1-induzierten PCH spielt, plausibel. Zukünftig weiter zu verfolgen wäre 

jedoch ebenfalls die Bedeutung der von Ni et al. diskutierten Calcineurin-NFAT 

Signalkaskade bei der Entstehung von C16:1-induzierter PCH. Dies lässt sich darauf 
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zurückführen, dass laut Literatur neben der PI3K-AKT Signalkaskade auch der Calcineurin-

NFAT Pathway in den Mechanismus involviert sein könnte, wodurch phosphorylierte FOXO-

Transkriptionsfaktoren kardiale Hypertrophie begünstigen [211]. 

 

6.1.1 Palmitoleinsäure bewirkt die funktionale Interaktion von AKT und 

FOXO im Kontext physiologischer kardialer Hypertrophie 

Vor dem im vorherigen Abschnitt sowie in Abschnitt 1.6 beschriebenen theoretischen 

Hintergrund der PI3K-AKT Signalkaskade, in dem die Hemmung von FOXO durch die weiter 

Upstream gelegene Proteinkinase AKT erläutert wird, ist davon auszugehen, dass C16:1 

eine funktionale Interaktion zwischen AKT und FOXO bewirkt.  

Im Kontext von PCH wurde die funktionale Interaktion von AKT und FOXO bereits näher 

untersucht. In einem transgenen Mausmodell demonstrierten Li et al., dass die 

Überexpression von FOXO1 sowie FOXO3a die prohypertrophen kardialen Effekte von AKT 

antagonisiert [203]. Darüber hinaus zeigten Ni et al., dass dephosphoryliertes, aktiviertes 

FOXO3a durch eine negative Feedback-Inhibition seinen direkten Upstream-Regulator AKT 

mittels Phosphorylierung aktiviert [177]. Mithilfe dieses negativen Feedback-Mechanismus 

initiiert aktiviertes FOXO3a somit die eigene Hemmung mittels AKT-gesteuerter 

Phosphorylierung [177]. Die Daten von Ni et al. suggerieren demzufolge, dass die 

funktionale Interaktion von AKT und FOXO in beide Richtungen verläuft [177]. Diese 

Beobachtungen sind ein erster Anhalt dafür, dass nicht nur AKT die Aktivität von FOXO via 

Phosphorylierung kontrolliert, sondern dass FOXO ebenfalls die Aktivität der Proteinkinase 

AKT regulieren könnte [177]. Daraus wäre zu folgern, dass AKT nicht nur den Upstream 

gelegenen Regulator des nachgeschalteten Signalmoleküls FOXO darstellt, sondern dass 

AKT ebenfalls ein Substrat von FOXO3a sein könnte. Da eine potentiell bidirektional 

verlaufende Interaktion von AKT und FOXO nicht im Rahmen dieser Arbeit untersucht 

wurde, bleibt derzeit ungeklärt, ob die von Ni et al. erhobenen Daten auf C16:1 stimulierte 

HL-1 Kardiomyozyten übertragbar wären. Diese Fragestellung bedarf daher zukünftig 

weiterer Abklärung.  

Sicher ist jedoch, dass C16:1 mindestens eine unidirektionale Interaktion von AKT und 

FOXO bewirkt.  Denn die in dieser Arbeit dargestellte C16:1-vermittelte Phosphorylierung 

von FOXO erfolgt primär an AKT-regulierten Phosphorylierungsstellen. Brunet et al. 
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bewiesen bereits 1999, dass AKT FOXO3a an drei verschiedenen Seitenketten 

phosphoryliert: Thr32, Ser253 sowie Ser315 [166]. Ferner zeigten Guo et al., dass AKT 

FOXO1 an folgenden Phosphorylierungstellen reguliert: Thr24, Ser256, Ser319 [200]. 

Zudem wurde bereits dargestellt, dass AKT FOXO4 an der Seitenkette Thr28 phosphoryliert 

[213]. Summa Summarum konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass C16:1 die FOXO-

Transkriptionsfaktoren beinahe an allen AKT-regulierten Seitenketten reguliert. Diese 

Beobachtungen kongruieren mit der in Abschnitt 2 getätigten Annahme, dass C16:1 PCH 

durch eine Interaktion von AKT und FOXO induziert. Allerdings ist hervorzuheben, dass die 

C16:1-induzierte Hemmung von FOXO ebenfalls durch zwei AKT-unabhängige 

Phosphorylierungsstellen reguliert wird, FOXO3a Ser318/ Ser321. Diese FOXO3a 

Seitenketten werden laut Literatur anstelle von AKT durch die Casein Kinase 1 (CK1) 

reguliert [157,214]. Dies ist ein starkes Indiz dafür, dass sich die prohypertrophe Wirkung 

von C16:1 nicht nur durch AKT, sondern mindestens durch einen weiteren relevanten 

molekularen Signalvermittler entfaltet. Interessanterweise finden sich laut Literatur Hinweise 

darauf, dass die CK1-vermittelte Inhibition von FOXO3a AKT-abhängig verläuft [214]. Rena 

et al. demonstrierten, dass die AKT-gesteuerte Phosphorylierung der FOXO3a Seitenkette 

Ser315 die strukturelle Voraussetzung für die CK1-vermittelte Phosphorylierung der 

Seitenketten Ser 318/321 darstellt [214]. Zukünftig genauer zu verfolgen ist demzufolge der 

Effekt von Palmitoleinsäure auf die CK1. Zugleich wirft sich die Frage auf, ob 

Palmitoleinsäure eine funktionale Interaktion zwischen der Proteinkinase AKT und der 

Casein Kinase 1 bewirkt. 

 

6.2 Palmitoleinsäure steigert nach kurzfristigem Stimulationsintervall die 

zelluläre Gesamtproteinmenge an FOXO3a 

Beim Betrachten der in Abschnitt 5.2 dargestellten Western Blot Ergebnisse hinsichtlich der 

C16:1-vermittelten Phosphorylierung von FOXO, kommt dem Transkriptionsfaktor FOXO3a 

eine besondere Bedeutung zu. Obwohl C16:1 eine statistisch signifikante Phosphorylierung 

von zwei verschiedenen FOXO-Isoformen induziert, erwies sich p-FOXO3a am stärksten 

durch C16:1 reguliert. Interessanterweise zeigte sich die Gesamtproteinmenge an FOXO3a 

ebenfalls durch eine 30-minütige C16:1 Behandlung hochreguliert, trotz einer konstant 

exprimierten Proteinladungskontrolle. Es lässt sich daher konkludieren, dass C16:1 
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entweder die Synthese des Proteins FOXO3a steigert oder den zellulären FOXO3a-Abbau 

vermindert. Auf theoretischer Grundlage müsste die Phosphorylierung von FOXO, wie in der 

Einleitung in Abschnitt 1.6.2.1 beschrieben, die transkriptionelle Inaktivierung, den 

zytosolischen Export sowie die proteasomale Degradation von Gesamt-FOXO bewirken. 

Infolgedessen wäre vielmehr eine Reduktion der FOXO3a Gesamtproteinmenge nach C16:1 

Stimulation zu erwarten, anstatt der hier aufgezeigten Hochregulation von Gesamt-FOXO3a. 

Diese Beobachtung stellt daher eine Kontroverse zu der in Abschnitt 2 getätigten Hypothese 

bezüglich des Effekts von C16:1 auf die FOXO-Transkriptionsfaktoren dar. Wenngleich die 

physiologische Relevanz für dieses Resultat aktuell noch unklar ist, findet sich in der Literatur 

eine Publikation, die vergleichbare Ergebnisse präsentiert [215]. Van Gorp et al. 

demonstrierten in der murinen Ba/F3-Knochenmarkszelllinie, dass eine chronische 

Aktivierung der Proteinkinase AKT die Gesamtmenge von FOXO3a sowohl auf 

Proteinebene als auch auf mRNA-Ebene signifikant steigert [215]. Die Daten von Van Gorp 

et al. stehen daher, trotz Erhebung in einer nicht-kardialen Zelllinie, im Einklang mit der hier 

dargelegten C16:1-induzierten Hochregulation von Gesamt-FOXO3a [215]. 

Als möglicher Erklärungsansatz für die Steigerung von Gesamt-FOXO3a nach einem 30-

minütigen C16:1 Stimulationsintervall ließe sich womöglich die Kumulierung der FOXO 

Proteine denken, bevor sie zytoplasmatisch ubiquitiniert und über das zelluläre Ubiquitin-

Proteasom-System abgebaut werden. Diese Annahme würde ferner mit den im nächsten 

Abschnitt diskutierten Resultaten übereinstimmen, die eine Reduktion der zellulären FOXO 

Gesamtproteinmenge nach 18-stündiger C16:1 Stimulation zeigen. In diesem Kontext wäre 

also anzunehmen, dass eine C16:1 Stimulation zunächst zu einer Kumulation von FOXO 

führt, bevor FOXO letztendlich über das Ubiquitin-Proteasom-System der Zelle degradiert 

wird. Dieser Erklärungsansatz für die kurzfristige Steigerung der FOXO3a-

Gesamtproteinmenge erscheint schlüssig, vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass eine 

potentielle Steigerung der ribosomalen FOXO3a-Proteinbiosynthese in nur 30 Minuten 

wenig plausibel erscheint. Da der zugrundeliegende Mechanismus der kurzfristigen 

Hochregulation von Gesamt-FOXO3a jedoch aktuell noch nicht hinreichend geklärt werden 

konnte, sollte diese Beobachtung weiter untersucht werden. Hierzu müsste in einem 

zukünftigen Versuchsansatz der Einfluss von C16:1 auf die Genexpression von FOXO3a 

nach 30-minütiger Stimulation im Vergleich zur BSA-Kontrolle eruiert werden. Somit ließe 
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sich differenzieren, ob die kurzfristige Steigerung der FOXO3a-Gesamtproteinmenge 

tatsächlich durch eine transiente FOXO Kumulation vor Ubiquitinierung bedingt ist oder 

eventuell doch auf eine kurzfristig gesteigerte FOXO3a-Biosynthese zurückzuführen ist. 

 

6.3 Palmitoleinsäure reguliert die Stabilität von FOXO1 sowie FOXO3a 

In dieser Arbeit wird der negative regulatorische Effekt einer 18-stündigen C16:1 Stimulation 

auf die posttranslationale Proteinstabilität von FOXO 1 und 3a nachgewiesen. Nach einem 

18-stündigen C16:1 Stimulationsintervall ließ sich eine signifikante Herunterregulation der 

Gesamtproteinmenge von FOXO1 sowie FOXO3a in HL-1 Kardiomyozyten demonstrieren. 

In Abschnitt 6.1 wurde bereits dargestellt, dass C16:1 die FOXO-Isoformen 1 und 3a 

phosphoryliert und dadurch hemmt. Demzufolge müsste FOXO, nach erfolgter Inaktivierung 

bzw. Verlust seines transkriptionellen Potentials, aus dem Zellkern heraus in das Zytosol der 

Zelle exportiert werden, um dort letztendlich proteasomal abgebaut zu werden. Vor diesem 

theoretischen Hintergrund erscheint die Reduktion des FOXO1 sowie FOXO3a 

Gesamtproteingehaltes nach C16:1-induzierter Inaktivierung von FOXO äußerst plausibel. 

Die C16:1-vermittelte Reduktion der FOXO-Proteinstabilität bekräftigt ferner die Annahme, 

dass die prohypertrophen zellulären Effekte von C16:1 maßgeblich durch die Inhibierung 

bzw. die Degradation der FOXO-Transkriptionsfaktoren erfolgt. Durch die Hemmung der 

anti-hypertrophen Wirkung von FOXO kann sich folglich PCH am Herzen manifestieren.     

In Kongruenz mit unseren Daten demonstrierten Brunet et al. bereits 1999 in einer humanen 

epithelialen Zelllinie eine AKT-induzierte Verminderung von Gesamt-FKHRL1 (FKHRL1; 

veraltet für FOXO3a) [166]. Plas et al. bewiesen ferner in der murinen Knochenmarkszellinie 

FL5.12, dass die Aktivierung von AKT eine signifikante Verminderung der 

Gesamtproteinmengen von FOXO1, FOXO3a und Tuberin herbeiführt [216]. Die Reduktion 

der drei AKT-Substrate FOXO1, FOXO3a und Tuberin ließ sich von Plas et al. durch die 

Anwendung eines Proteasom-Inhibitors unterbinden, weshalb angenommen wurde, dass die 

AKT-vermittelte FOXO-Degradation proteasomal vermittelt wird [216]. Matsuzaki et al. 

zeigten darüber hinaus in der humanen Hepatozytenzelllinie HepG2, dass Insulin eine AKT-

abhängige FOXO1 Proteindegradation induziert [217]. Übereinstimmend mit diesen 

Resultaten publizierten Aoki et al., dass PDGF (platelet-derived growth factor) via PI3K-AKT 

Signaltransduktion die proteasomale Degradation von FOXO1 herbeiführt [218]. In HL-1 
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Kardiomyozyten wurde von Liu et al. publiziert, dass eine 18-stündige IGF-1 Stimulation zu 

einer Phosphorylierung von AKT sowie zu einer bemerkenswerten Reduktion des Gesamt-

FOXO1 Proteingehaltes führt [135]. In diesen Kontext fügen sich die in dieser Arbeit 

dargestellten Resultate bezüglich einer C16:1-vermittelten, AKT-abhängigen Modulation der 

FOXO1- sowie FOXO3a-Proteinstabilität ein.  

Hinsichtlich des Einflusses von C16:1 auf die posttranslationale FOXO3a-Proteinstabilität, 

wird deutlich, dass eine Kontroverse zu den in Abschnitt 6.2 diskutierten Western Blot-Daten 

besteht. Während eine kurzfristige, 30-minütige C16:1 Stimulation die Gesamtproteinmenge 

an FOXO3a heraufreguliert, bewirkt das in diesem Abschnitt dargestellte 18-stündige C16:1 

Stimulationsintervall eine signifikante Verminderung von Gesamt FOXO3a. Demnach 

induziert C16:1, je nach Länge des gewählten Stimulationsintervalls, entgegengesetzte 

Effekte auf die zelluläre FOXO3a-Gesamtproteinmenge. Diese Beobachtung erscheint 

jedoch valide, da sie mit ähnlichen experimentellen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen 

übereinstimmt. Wie in Abschnitt 6.2 erwähnt, zeigten Van Gorp et al., dass die 

Gesamtmenge von FOXO3a nach kurzfristiger AKT-Aktivierung gesteigert wird [215]. Im 

Gegensatz dazu, wurde wie bereits in diesem Abschnitt diskutiert, auch von anderen 

Arbeitsgruppen verifiziert, dass länger andauernde AKT-Aktivierungen zwischen 18 und 48 

Stunden eine Reduktion der FOXO3a Gesamtproteinmenge herbeiführen [166,216,217]. Um 

den molekularen Wirkmechanismus von C16:1 genauer verstehen zu können, kommt 

zukünftig der Identifikation des genauen C16:1-Stimulationszeitpunktes, welcher als 

Wendepunkt zwischen Steigerung und Reduktion des zellulären FOXO3a-Proteingehalts 

fungiert, eine besondere Bedeutung zu. Hierzu müsste künftig der Zeitverlauf des zellulären 

FOXO-Proteingehaltes genauer untersucht werden. Demzufolge müsste die FOXO3a 

Gesamtproteinmenge nach verschiedenen C16:1 Stimulationsintervallen 

proteinbiochemisch evaluiert werden. Durch den genannten Versuchsansatz könnte der 

exakte C16:1 Stimulationszeitpunkt detektiert werden, ab welchem C16:1 die 

Proteinstabilität von FOXO3a in HL-1 Kardiomyozyten negativ reguliert. Wie bereits in 

Abschnitt 6.2 diskutiert, scheint die kurzfristige Steigerung der FOXO3a 

Gesamtproteinmenge, gefolgt von der längerfristigen Reduktion der FOXO Proteine unter 

C16:1 Stimulation von physiologischer Relevanz zu sein. Demzufolge ist anzunehmen, dass 

C16:1 eine temporäre zytoplasmatische Kumulation der inaktivierten FOXO Proteine 
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bewirkt, bevor FOXO letztendlich über das zelluläre Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut 

wird.  Durch den Abbau der Atrophie-vermittelnden FOXO Proteine kann C16:1 folglich die 

Manifestation von PCH am Herzen induzieren.  

 

6.3.1 Vergleich des Effektes von IGF-1 und C16:1 auf die FOXO-

Proteinstabilität 

Im Rahmen der FOXO-Stabilitätsversuche wurde IGF-1, der natürliche Ligand der PI3K-AKT 

Signalkaskade, als Positivkontrolle verwendet. Wie bereits von Liu et al. in einem identischen 

experimentellen Setup gezeigt werden konnte, führt eine 18-stündige IGF-1 Stimulation von 

HL-1 Kardiomyozyten zu einer signifikanten Reduktion des Gesamt-FOXO1 Proteingehaltes 

[135]. Derselbe IGF-1 vermittelte signifikante Effekt ließ sich in dieser Arbeit ferner für 

Gesamt-FOXO3a demonstrieren. Hierbei fällt auf, dass C16:1 im Vergleich zu IGF-1 eine 

stärkere Reduktion von FOXO1 herbeizuführen scheint. Diese Beobachtung impliziert, dass 

C16:1 vermutlich eine potentere Wirkung auf die PI3K-AKT Signalkaskade bzw. auf den 

Transkriptionsfaktor FOXO1 ausüben könnte, als IGF-1. Dies könnte ein erster Anhalt dafür 

sein, dass C16:1 in HL-1 Kardiomyozyten eventuell stärkere prohypertrophe Effekte besitzen 

könnte als IGF-1.  

Da eine mögliche mechanistische Ursache für dieses Resultat aktuell noch unerforscht 

bleibt, bedarf dieser Zusammenhang weiterer Abklärung. Denkbar wäre jedoch, dass die 

Vergleichbarkeit der IGF-1 und C16:1 Stimulationsversuche, trotz identischem 

experimentellen Setup, aufgrund unterschiedlich starker Stimulationskonzentrationen nicht 

zwangsläufig gewährleistet sein kann. Folglich lassen sich nur sehr begrenzt stringente 

Schlussfolgerungen bezüglich der Potenz von C16:1 im Vergleich zu IGF-1 auf die PI3K-

AKT-Signalkaskade ziehen. Um die physiologische Relevanz des Resultates 

sicherzustellen, müsste dieses zukünftig mittels unterschiedlicher IGF-1 sowie C16:1 

Konzentrationen reproduziert werden.  
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6.4 Palmitoleinsäure induziert die zytosolische Translokation von 

FOXO3a 

Sowohl die Phosphorylierung von FOXO durch C16:1 als auch die C16:1-induzierte 

Reduktion der FOXO-Gesamtproteinmenge, deuten darauf hin, dass C16:1 die FOXO-

Transkriptionsfaktoren in HL-1 Kardiomyozyten hemmt. Für den einzelnen Kardiomyozyten 

bedeutet die Inaktivierung von FOXO letztlich, dass Wachstumsinhibition unterbunden wird 

und sich somit zelluläre Wachstumsprozesse ereignen können. Dadurch ließen sich 

womöglich die prohypertrophen kardialen Effekte von C16:1 erklären. Um die Beobachtung 

der C16:1-vermittelten FOXO-Inaktivierung zu verifizieren, wurde eine Immunfluoreszenz-

mikroskopische FOXO-Translokationsanalyse durchgeführt. Wie zu erwarten war, wurde in 

diesem Kontext deutlich, dass C16:1 die subzelluläre Lokalisation von FOXO reguliert. 

Genauer genommen zeigte sich in den Immunfluoreszenz-Versuchen im Vergleich zur 

Vehikelkontrolle, ein C16:1-induzierter Export von FOXO3a aus dem Nukleus heraus in das 

Zytosol der Zelle. Diese subzelluläre Translokation, welche auch als zytosolisches FOXO3a 

„Shuttling“ bezeichnet wird, lässt darauf schließen, dass FOXO3a unter Einfluss von C16:1 

jegliche transkriptionelle Aktivität verliert [166,171,219]. FOXO-Proteine können ihre 

Funktion als Transkriptionsfaktoren nur dann entfalten, wenn sie nukleär lokalisiert sind und 

an ihre Ziel-DNA-Domäne binden können [166,171]. Das Resultat der 

Immunfluoreszenzanalyse hinsichtlich der subzellulären FOXO-Lokalisation komplementiert 

daher die bereits diskutierten Daten aus den Abschnitten 6.1-6.3 und bekräftigt ferner die 

Hypothese, dass die prohypertrophe Wirkweise von C16:1 über eine posttranslationale 

Inaktivierung von FOXO erfolgt. Durch die Hemmung von FOXO wird der antagonistische 

Effekt der FOXO-Proteine auf die PI3K-AKT-Signalkaskade unterbunden, sodass sich 

folglich AKT-vermittelte, kardiale Wachstumsprozesse ereignen können.  

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich des Wirkmechanismus von C16:1 

erscheinen plausibel, da sie mit aktuellen Daten anderer Arbeitsgruppen korrelieren. 

Takaishi et al. konnten beispielsweise demonstrieren, dass AFX (AFX; veraltet für FOXO4) 

negativ durch AKT reguliert wird, indem nukleär lokalisiertes FOXO4 durch AKT 

phosphoryliert wird und konsekutiv einen zytosolischen Export erfährt [169]. Die 

Beobachtung, dass AKT für die zytosolische Retention und transkriptionelle Inaktivierung 

von FOXO4 verantwortlich ist, wurde von Brownawell et al. bestätigt [220]. Zudem bewiesen 
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Obsilova et al., dass das Protein 14-3-3 die zytosolische Translokation von FOXO4 

fundamental reguliert und ferner die DNA-Bindungsaffinität von FOXO4 herabsetzt [172]. 

Die eminente Bedeutung des Proteins 14-3-3 für das zytosolische Shuttling von AKT-

phosphoryliertem FOXO3a konnte von Brunet et al. in-vivo sowie in-vitro reproduziert 

werden [174]. Laut Brunet et al., erzeugt die AKT-vermittelte Phosphorylierung des N-

Terminus von FOXO3a zwei Bindungsmotive für das Protein 14-3-3 [174]. Durch Bindung 

von 14-3-3 an FOXO3a erfolgt eine Konformationsänderung des Proteins, welche das DNA-

Bindungspotential von FOXO3a aufhebt und FOXO ferner für eine Interaktion mit dem 

Protein Exportin/Crm1 exponiert [174]. Durch die Protein-Interaktion mit Exportin/Crm1 

vollzieht sich letztendlich die Translokation von FOXO aus dem Nukleus heraus in das 

Zytosol der Zelle [174]. In einer weiteren Publikation zeigten Brunet et al., dass die Inhibition 

des PI3K-AKT-Signalweges den zytosolischen Export von FOXO3a revidiert und 

stattdessen dessen nukleäre Akkumulation induziert [166]. In diesem Kontext präsentierten 

Brunet et al. zudem, dass das Protein 14-3-3 nicht nur an dem zytosolischen Export von 

FOXO3a beteiligt ist, sondern dass die Protein-Protein-Interaktion von FOXO3a und 14-3-3 

die Reaktivierung bzw. Dephosphorylierung von zytoplasmatisch lokalisiertem FOXO3a 

unterbindet [174]. Singh et al. identifizierten die Proteinphosphatase 2a (PP2a) als essentiell 

für die Reaktivierung von zytoplasmatisch lokalisiertem FOXO3a [221]. Mittels 

Dephosphorylierung reaktiviert PP2a zytoplasmatisch lokalisiertes, inaktiviertes FOXO3a, 

wodurch dessen Interaktion mit 14-3-3 aufgehoben wird und FOXO zurück in den Nukleus 

transportiert werden kann [221]. Die dynamische Interaktion von AKT, 14-3-3 und PP2a 

reguliert demzufolge die subzelluläre Lokalisation bzw. die Aktivität von FOXO3a [221]. Jene 

Resultate decken sich mit den in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen der C16:1-

induzierten, AKT-vermittelten zytosolischen Translokation von FOXO3a. 

Parallel zu dem aktuellen wissenschaftlichen Konsens hinsichtlich der AKT-vermittelten 

Translokation der FOXO-Isoformen 3a und 4, wurde bereits dargestellt, dass AKT-

phosphoryliertes FOXO1 ebenfalls ein nukleär-zytoplasmatisches-Shuttling erfährt 

[170,199,222,223]. Interessanterweise demonstrierten Rena et al., dass das Protein 14-3-3 

nicht für den nukleären Ausschluss von FOXO1 benötigt wird [224]. Dies suggeriert folglich, 

dass mindestens ein weiterer, 14-3-3 unabhängiger Mechanismus existiert, welcher die 

zytosolischeTranslokation von FOXO ermöglicht. Daher ist es zukünftig von großem 
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wissenschaftlichen Interesse, den genauen molekularen Mechanismus der C16:1-

vermittelten zytosolischen FOXO-Translokation zu ermitteln. Hierbei sollte eruiert werden, 

ob FOXO1 und FOXO4 nach C16:1 Stimulation parallel zu FOXO3a ebenfalls ein 

zytosolisches Shuttling erfahren. Weiterhin sollte der präzise molekularbiologische 

Mechanismus des nukleären Exportes von FOXO nach erfolgter C16:1 Stimulation 

analysiert werden. Vor diesem Hintergrund sollte zukünftig die Fragestellung untersucht 

werden, ob die C16:1-induzierte FOXO-Translokation 14-3-3 abhängig verläuft. 

 

6.5 Palmitoleinsäure hat keinerlei Einfluss auf die Genexpression der E3-

Ubiquitin-Ligasen MuRF1 und Atrogin-1 (MAFbx) 

Nachdem im ersten Teil der Arbeit die Wirkung von C16:1 auf die FOXO-

Transkriptionsfaktoren auf Proteinebene untersucht worden war, sollte im zweiten Teil der 

Einfluss auf Genexpressionsebene analysiert werden. Diese ist deshalb von großer 

Bedeutung, da Veränderungen der FOXO-Zielgenexpression indirekte Rückschlüsse auf die 

transkriptionelle Aktivität von FOXO ermöglichen. Bislang deuteten die in Abschnitt 6.1.-6.4 

diskutierten Ergebnisse der proteinbiochemischen Untersuchungen allesamt darauf hin, 

dass C16:1 die FOXO-Transkriptionsfaktoren hemmt und einen zytosolischen Export dieser 

induziert, sodass die FOXO-Proteine letztendlich proteasomal abgebaut werden können. Da 

Transkriptionsfaktoren nukleär lokalisiert sein müssen, um an die Promoterregion der DNA 

binden und folglich die Transkription ihrer Zielgene induzieren zu können, implizieren diese 

Resultate womöglich, dass C16:1 die FOXO-Proteine transkriptionell inaktiviert. Demzufolge 

war zu erwarten, dass das Genexpressionsprofil der FOXO-Zielgene durch eine Behandlung 

mit C16:1 im Vergleich zur Vehikelkontrolle herunterreguliert sein müsste. Um die 

vermutliche transkriptionelle Inaktivierung von FOXO auf Genexpressionsebene 

nachweisen zu können, wurden zwei FOXO3a-Zielgene, MuRF1 und Atrogin-1 (MAFbx), 

mittels qRT-PCR untersucht.  

Interessanterweise ließ sich durch die Genexpressionsanalyse der FOXO3a-Zielgene 

MuRF1 und Atrogin-1 (MAFbx) der Effekt von C16:1 nicht nachweisen. Ganz im Gegenteil 

erwiesen sich MuRF1 und Atrogin-1 (MAFbx) in den qRT-PCR Experimenten als nicht 

differenziell durch C16:1 reguliert. Vielmehr blieb das Genexpressionsniveau von MuRF1 

und Atrogin-1 nach 24- sowie 48-stündiger C16:1 Stimulation unverändert im Vergleich zur 
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Vehikelkontrolle. Basierend auf diesen Ergebnissen ist zu folgern, dass C16:1 womöglich 

keinerlei Effekt auf die Genexpression von MuRF1 und Atrogin-1 ausübt. Der Effekt der 

transkriptionellen Inaktivierung von FOXO durch C16:1 lässt sich anhand dieser Resultate 

daher nicht belegen. Allerdings ist nicht auszuschließen, dass mit MuRF1 und Atrogin-1 

eventuell die falschen FOXO3a-Zielgene gemessen wurden und womöglich andere FOXO-

Zielgene durch C16:1 reguliert sein könnten oder sogar die C16:1-induzierte transkriptionelle 

Inaktivierung von FOXO zeigen könnten. 

Um jedoch die physiologische Bedeutung des Ergebnisses verstehen zu können, muss die 

Funktion dieser Gene im Kontext von Hypertrophie vergegenwärtigt werden. MuRF1 und 

Atrogin-1 sind E3-Ubiquitin-Ligasen, welche zur Protein-Ubiquitinierung beitragen und 

folglich Proteindegradation über das zelluläre Ubiquitin-Proteasom System herbeiführen 

[161,225]. Da MuRF1 und Atrogin-1 als zentrale Mediatoren von zellulärer Atrophie 

betrachtet werden, werden diese auch als „Atrogene“ bezeichnet [201]. Im Skelettmuskel 

wurde von Sandri et al. demonstriert, dass aktiviertes FOXO durch die Expression von 

MuRF1 und Atrogin-1 Skelettmuskelatrophie herbeiführt [160]. Im Kontext kardialer 

Hypertrophie ist bereits bekannt, dass das Genexpressionsniveau von MuRF1 und Atrogin-

1 im Rahmen pathologischer Hypertrophie signifikant vermindert ist [226]. Diese Erkenntnis 

konnten Razeghi et al. in einem murinen Modell TAC (transverse aortic constriction)-

induzierter pathologischer Hypertrophie zeigen [226]. An Wistar-Ratten demonstrierten 

Razeghi et al., dass eine TAC Operation bereits nach 7 Tagen das Verhältnis von 

Herzgewicht/Körpergewicht um 19 % im Vergleich zur Kontrollgruppe steigerte [226]. Die 

TAC-Tiere präsentierten nicht nur den Phänotyp einer pathologischen kardialen 

Hypertrophie, sondern erwiesen eine signifikant verringerte kardiale Genexpression der E3-

Ubiquitin-Ligasen Atrogin-1 und MuRF1 [226]. Zudem wurde von Song et al. in NRVM-

Kardiomyozyten in-vitro demonstriert, dass pathologisches Kardiomyozytenwachstum mit 

der Herunterregulation der Atrogene MuRF1 und Atrogin-1 einhergeht [227]. Li et al. 

bestätigten die Beobachtung, dass Atrogin-1 im Kontext pathologischer kardialer 

Hypertrophie signifikant vermindert ist [211]. Darüber hinaus konnten Li et al. aufweisen, 

dass die Überexpression von Atrogin-1 so starke antihypertrophe kardiale Effekte besitzt, 

dass die Manifestation von TAC-induzierter pathologischer kardialer Hypertrophie in einem 

Rattenmodell annihiliert werden konnte [203]275. Im menschlichen Herz konnten Galasso et 



 85 

al. bei Patienten mit Herzinsuffizienz mittels Western Blot Analysen feststellen, dass die 

myokardiale Aktivität von FOXO3a gesteigert ist, was zu einer Induktion von Atrogin-1 

beiträgt [228]. Die Daten von Galasso et al. identifizieren FOXO3a und Atrogin-1 als 

Regulatoren von Herzmuskelatrophie sowie links ventrikulärer Dysfunktion bei 

herzinsuffizienten Patienten [228].  

Hinsichtlich physiologischer kardialer Hypertrophie konnten Li et al. in einem murinen in-vivo 

Modell darstellen, dass Atrogin-1 beim Phänotyp PCH vermindert ist [203]. Demgegenüber 

hemmte die Überexpression von Atrogin-1 im Herzen transgener C57BL/6 Mäuse die 

Manifestation von PCH trotz dreiwöchigem Ausdauerlauftraining der Mäuse [203]. Skurk et 

al. demonstrierten ferner in-vitro, dass die IGF-1 Stimulation von NRVM-Kardiomyozyten 

nicht nur zelluläre PCH induziert, sondern das Genexpressionsniveau der FOXO3a-Zielgene 

Atrogin-1 und MuRF1 reduziert [201]. 

Angesichts der bereits publizierten Daten, wurde eine Reduktion der Atrophie-Gene MuRF1 

und Atrogin-1 unter C16:1 Stimulation angenommen, sodass sich PCH manifestieren kann. 

Wie bereits erwähnt, ließ sich diese Hypothese in dieser Arbeit jedoch nicht bestätigen. 

Dieses Ergebnis scheint zwar nicht zu der in Abschnitt 2 getätigten Arbeitshypothese zu 

passen, jedoch widerspricht die ausbleibende Regulation der Atrogene unserem 

Hypertrophiemodell nicht. Dies lässt sich darauf zurückführen, dass zwar die 

Herunterregulation der FOXO3a-Zielgene MuRF1 und Atrogin-1 ausblieb, jedoch waren die 

Atrogene auch nicht hochreguliert, was dem Modell der PCH nicht widerspricht. Vielmehr 

zeigten sich MuRF1 und Atrogin-1 nicht reguliert durch C16:1. Da die physiologische 

Relevanz dieses Ergebnisses aktuell noch unklar, wurden weitere FOXO3a-Zielgene 

identifiziert und im nächsten Abschnitt der Arbeit analysiert. 

 

6.6 Palmitoleinsäure induziert die Genexpression des FOXO3a-Zielgens 

p21 

Um den Einfluss von C16:1 auf die FOXO-Zielgeninduktion näher erfassen zu können, 

wurde das Genexpressionsprofil von p21, einem weiteren FOXO3a-Zielgen, mittels qRT-

PCR untersucht. Während sich die FOXO3a-Zielgene MuRF1 und Atrogin-1 als nicht durch 

C16:1 reguliert erwiesen, ließ sich ein signifikanter Anstieg der p21 mRNA-Menge nach 24- 

sowie 48-stündiger C16:1 Stimulation darstellen. Ursprünglich wurde eine Reduktion der 
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FOXO3a-Zielgenexpression durch C16:1 Stimulation erwartet. Um die physiologische 

Relevanz der C16:1-vermittelten p21-Induktion genauer verstehen zu können, muss die 

Funktion des Gens p21 veranschaulicht werden. 

Das Gen p21 gehört zu der Cip/Kip-Familie der CDK-Inhibitoren, welche maßgeblich an der 

Zellzyklus-Kontrolle beteiligt sind [229]. Die primäre Funktion von p21 ist die negative 

Regulation der Zellzyklus-Progression durch die Inhibierung des Cyclin/CDK2-Komplexes 

[230]. Demnach unterbindet p21 den Übergang des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase, 

was darin resultiert, dass die Zellteilung bzw. die Zellproliferation gehemmt wird [231]. 

Aufgrund seiner anti-proliferativen Wirkung, wird p21 in der Literatur auch als 

„Tumorsuppressorgen“ bezeichnet [232]. Darüber hinaus wurde die differentielle 

Genexpression von p21 in der Vergangenheit bereits von zahlreichen Autoren beschrieben. 

Bislang konnte festgestellt werden, dass die Herunterregulation von p21 Zellproliferation und 

kanzerogene Zellentartung fördert [205]. Ferner konnte von diversen Forschungsgruppen 

aufgezeigt werden, dass die Induktion von p21 den Zellzyklusarrest bedingt und zelluläre 

Apoptose unterbindet [233,234].  

Wenngleich der erwartete Effekt der C16:1-vermittelten FOXO3a-Zielgenrepression in 

dieser Arbeit nicht am Beispiel von p21 demonstriert werden konnte, widerspricht dieses 

Resultat keineswegs dem in dieser Arbeit untersuchten Hypertrophiemodell. Denn obwohl 

die expressionsregulatorischen Mechanismen der C16:1-vermittelten p21-Induktion aktuell 

noch unklar bleiben, erscheint diese Beobachtung im Kontext PCH von physiologischer 

Relevanz zu sein. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass HL-1 Zellen nicht proliferieren 

dürfen, um hypertrophieren zu können. Es besteht ein allgemein akzeptierter 

wissenschaftlicher Konsens darüber, dass sich Zellwachstum bzw. zelluläre Hypertrophie 

nur manifestieren kann, solange sich eine Zelle nicht teilt bzw. nicht proliferiert [235]. Vor 

diesem Hintergrund erscheint die beobachtete Hochregulation des Zellzyklusinhibitors p21 

durch die prohypertroph wirkende Fettsäure C16:1 plausibel. Die beobachtete p21-

Geninduktion validiert demzufolge die bisherigen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe 

bezüglich C16:1-induzierter kardialer Hypertrophie. Dieses Resultat steht nicht nur im 

Einklang mit den bereits gewonnenen Daten zu C16:1 und PCH, sondern es suggeriert 

darüber hinaus, dass die C16:1-vermittelte PCH womöglich auf vielfältigen molekularen 

Mechanismen basiert. Die von unserer Arbeitsgruppe bislang beschriebene Aktivierung der 
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PI3K-AKT-Wachstumskaskade ist daher vermutlich nur eine von mehreren 

zugrundeliegenden biochemischen Prozessen. Die Inhibition der zellulären 

Kardiomyozyten-Proliferation via p21 scheint demnach einen weiteren wichtigen 

Mechanismus darzustellen, durch welchen C16:1 PCH in HL-1 Zellen vermittelt.  

Der beobachtete Effekt von C16:1 auf die Expression des FOXO3a-Zielgens p21 steht 

zudem in Kongruenz mit Daten anderer Arbeitsgruppen hinsichtlich FOXO3a und 

Proliferationsregulation. Brunet et al. beschrieben bereits 1999, dass AKT den 

Zellzyklusfortgang unterbricht, in dem FKHRL1 (FOXO3a) phosphoryliert und somit inhibiert 

wird [166]. Ferner demonstrierten Birkenkamp et al., dass FOXO durch die differentielle 

Expression spezifischer Zielgene an der Regulation zellulärer Proliferation beteiligt ist [236]. 

Die exakte Interaktion von FOXO und p21 ist jedoch momentan im Kontext von kardialem 

Wachstum, Atrophie und Proliferation noch nicht ausreichend erforscht. Konsistent mit den 

hier dargelegten Ergebnissen, zeigten Sengupta et al., dass die Stimulation primärer 

Rattenkardiomyozyten mit IGF-1 eine Inhibierung des Transkriptionsfaktors FoxM1 sowie 

eine Induktion der Zellzyklusinhibitoren p21 und p27 bewirkt [237]. Sengupta et al. konnten 

folglich anhand einer Stimulation mit IGF-1, dem primären Liganden der PI3K-AKT-

Wachstumskaskade, einen negativ-regulatorischen Effekt auf die Kardiomyozyten-

Proliferation beobachten [237]. Dieses Resultat deckt sich mit dem hier dargelegten Effekt 

von C16:1 auf p21 und Zellzyklusproliferation. Hervorzuheben ist allerdings, dass lediglich 

der Transkriptionsfaktor FoxM1 von Sengupta et al. betrachtet wurde, anstatt den primär in 

dieser Arbeit analysierten FOXO-Proteinen 1 und 3a. Evans-Anderson et al. untersuchten 

primäre embryonale murine Kardiomyozyten in Hinblick auf die FOXO-

Transkriptionsfaktoren. Hierbei konnte demonstriert werden, dass eine gesteigerte FOXO1-

Aktivität eine erhöhte Genexpression von p21, p27 und p57 bedingt und somit Proliferation 

negativ reguliert [238]. Obwohl diese Beobachtung mit unseren Ergebnissen partiell 

übereinstimmt, fällt trotzdem eine Kontroverse hinsichtlich FOXO auf. Während Evans-

Anderson et al. durch eine Steigerung der FOXO1-Aktivität die Induktion von p21 

beobachteten, wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass C16:1 sowohl FOXO1 als auch FOXO3a 

inaktiviert. Dennoch ließ sich dieselbe Feststellung hinsichtlich der gesteigerten p21-

Geninduktion sowie der negativen Zellzyklus-Regulation in beiden Arbeiten konstatieren. 

Diese Kontroverse könnte womöglich der Tatsache geschuldet sein, dass Evans-Anderson 
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et al. primäre embryonale Kardiomyozyten aus E14.5 FVBN Mäusen anstatt der in dieser 

Arbeit utilisierten HL-1 Kardiomyozyten für Ihre Forschungszwecke verwendeten [238]. 

Zumal der Vergleich von embryonalen, primären Kardiomyozyten mit adulten, differenzierten 

HL-1 Kardiomyozyten allenfalls nur begrenzt aussagekräftig sein könnte. Dazu kommt, dass 

laut Literatur die Genexpression des Zellzyklusinhibitors p21 nicht nur durch FOXO, sondern 

ebenfalls durch eine Vielzahl weiterer Transkriptionsfaktoren reguliert wird [239]. 

Demzufolge wirft sich die Frage auf, inwiefern die Aktivität von FOXO tatsächlich von 

Relevanz für die Genexpression von p21 ist. Diese Fragestellung bedarf daher, zusammen 

mit den zugrundeliegenden expressionsregulatorischen Mechanismen der C16:1-

vermittelten p21-Induktion, zukünftig noch weiterer Abklärung.  

Zusammenfassend zeigen die in diesem Abschnitt diskutieren Daten, dass der beobachtete 

Effekt von C16:1 auf p21 ein erstes Indiz dafür darstellt, dass C16:1 nicht nur Hypertrophie, 

sondern auch Proliferation von HL-1 Kardiomyozyten reguliert. Der genaue molekulare 

Mechanismus der mutmaßlichen C16:1-induzierten anti-proliferativen Wirkung ist momentan 

jedoch noch nicht hinreichend geklärt und sollte daher zukünftig genauer erforscht werden.   

 

6.7 Palmitoleinsäure reguliert den MAPK-Signalweg durch die 

Dephosphorylierung der ERK 1/2 Kinase 

Im Anschluss an die p21 qRT-PCR Versuchsreihe wurde ein weiterer Modulator der 

Zellzyklus-Progression, die ERK 1/2 Kinase, analysiert. Mittels Western Blot Experimenten 

ließ sich eine signifikante Reduktion des ERK 1/2-Phosphorylierungsgrades nach einem 5-, 

15- sowie 30-minütigen C16:1 Stimulationsintervall darstellen. Die MAP-Kinasen 

RAS/RAF/MEK/ERK sind bedeutsame Regulatoren von Zellproliferation, Zelldifferenzierung 

und Zellwachstum [182]. ERK 1/2 stellt den zentralen Bestandteil des MAPK-Signalweges 

dar und determiniert, je nach Phosphorylierungsgrad, die Aktivierung diverser Zellzyklus-

regulierender Transkriptionsfaktoren [184]. Im phosphorylierten und damit aktivierten 

Zustand transloziert p-ERK 1/2 in den Nukleus und bewirkt Zellzyklus-Progression und 

Proliferation durch die Herunterregulation antiproliferativer Gene wie beispielsweise die der 

CDK-Inhibitoren p21cip1 oder p27kip1 [183,185–193]. Hingegen resultiert die 

Dephosphorylierung bzw. Inaktivierung von ERK 1/2 in einer signifikanten Inhibition von 

Zellproliferation [187,189]. Die beobachtete signifikante Dephosphorylierung von ERK 1/2 
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kongruiert demzufolge sehr gut mit den bislang erhobenen Daten zu C16:1 und PCH. 

Während C16:1 die prohypertrophe PI3K-AKT-Signalkaskade aktiviert, FOXO 1 und 3a 

inhibiert und somit PCH vermittelt, wird gleichzeitig zelluläre Proliferation inhibiert durch die 

Hochregulation von p21 sowie durch die Inaktivierung von ERK 1/2. Man kann also 

zusammenfassen, dass C16:1 nicht nur Hypertrophie, sondern ebenfalls Proliferation von 

HL-1 Kardiomyozyten reguliert.  

 

6.7.1 Interaktion des PI3K-AKT- mit dem MAPK-ERK Signalweg 

Die beobachtete antiproliferative Regulation des MAPK-ERK-Signalweges durch C16:1 

erscheint nicht nur theoretisch plausibel, sondern suggeriert darüber hinaus, dass eine 

potentielle C16:1-induzierte Interaktion zwischen dem PI3K-AKT- sowie dem MAPK-ERK-

Signalweg bestehen könnte. Diese Annahme deckt sich mit Resultaten anderer 

Arbeitsgruppen, welche neben der Co-Aktivierung beider Signalkaskaden durch denselben 

extrazellulären Wachstumsfaktor (IGF-1), weitere Schnittstellen zwischen beiden 

Signalwegen identifizieren konnten [194,240–242]. Matkar et al. demonstrierten 

beispielsweise, dass die Inhibition von AKT zu einer FOXO-abhängigen ERK-

Phosphorylierung führt, wodurch die ERK 1/2 Kinase aktiviert wird [241]. Demnach scheint 

eine direkte molekularbiologische Wechselwirkung zwischen FOXO und ERK 1/2 zu 

existieren. Die potentielle Interaktion des PI3K-AKT- sowie des MAPK-ERK-Signalweges 

wurde ebenfalls von Serra et al. observiert [240]. Serra et al. beobachteten analog zu den 

Daten von Maktar et al., dass die Inhibition von PI3K-AKT über einen „Feedback 

Mechanismus“ die Aktivierung des MAPK-Signaltransduktionsweges bewirkt [240]. Darauf 

aufbauend, wurde die Wechselwirkung beider Signalkaskaden von Pan et al. kürzlich 

genauer analysiert [194].  

Genau genommen beschrieben Pan et al. eine Interaktion zwischen p-AKT, p-FOXO1 und 

ERK 1/2 [194]. Laut Pan et al. induziert die AKT-vermittelte Phosphorylierung von FOXO1 

die Inaktivierung der ERK 1/2 Kinase mittels Dephosphorylierung [194]. Diese Beobachtung 

steht im direkten Einklang mit den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen. Als 

zugrundeliegenden molekularen Mechanismus der Interaktion von FOXO, AKT und ERK 1/2 

zeigten Pan et al., dass AKT-phosphoryliertes, zytoplasmatisch lokalisiertes FOXO1 das 

zytosolische Gerüstprotein (Engl: scaffold protein) „IQGAP1“ bindet [194]. Somit wird die 
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IQGAP1-abhängige Phosphorylierung und Aktivierung der ERK 1/2 Kinase gehemmt [194]. 

Komplementär dazu, gelang es Pan et al. durch die Applikation eines PI3K/AKT-Inhibitors 

und der daraus resultierenden nukleären Lokalisation des dephosphorylierten FOXOs, die 

IQGAP1-abhängige, zytoplasmatische Aktivierung von ERK 1/2 wiederherzustellen [194].  

Dieser Effekt lässt sich primär auf die Dissoziation des dephosphorylierten FOXOs von 

IQGAP1 zurückführen, sodass IQGAP1 nun als Bindungspartner für ERK 1/2 fungieren kann 

[194]. Durch die Bindung von IQGAP1 an ERK 1/2 wird somit die IQGAP1-abhängige 

Phosphorylierung bzw. Aktivierung von ERK 1/2 ermöglicht [194]. Folglich erscheint IQGAP1 

aufgrund seiner Bindungsaffinität sowohl zu p-FOXO1 als auch zu ERK 1/2 eine zentrale 

Bedeutung bei dem „Crosstalk“ beider Signalkaskaden einzunehmen. Basierend auf den 

Beobachtungen von Pan et al. wäre es daher prinzipiell denkbar, dass IQGAP1 auch in 

C16:1-stimulierten HL-1 Kardiomyozyten das „Bindeglied“ zwischen AKT-gesteuerter 

FOXO-Phosphorylierung und ERK 1/2-Dephosphorylierung darstellt.  

Um C16:1-phosphoryliertes FOXO als negativen Modulator des MAPK-ERK-IQGAP1-

Signalweges identifizieren zu können, müsste dieser Zusammenhang zukünftig in HL-1 

Kardiomyozyten näher erforscht werden.  

 

6.7.2 Bedeutung der Dephosphorylierung von ERK 1/2 im Kontext 

kardialer Ischämie 

Die Desphosphorylierung der ERK 1/2 Kinase wurde von anderen Arbeitsgruppen nicht nur 

im Kontext kardialer Hypertrophie und Proliferation erforscht, sondern ebenfalls im Rahmen 

post-ischämischer kardialer Umbauvorgänge. Kaschina et al. konnten beispielsweise 

aufzeigen, dass ERK 1/2 im postinfarziellen Myokard ebenfalls stark dephosphoryliert wird 

[243]. Jene ERK-Dephosphorylierung konnte jedoch durch die Applikation des Angiotensin 

II-Rezeptor Typ 2-Agonisten „C21“ aufgehoben werden [243]. Ebenfalls konstatierten 

Kaschina et al. eine Verbesserung der postinfarziell reduzierten kardialen Pumpfunktion 

durch C21-Applikation [243].  Während die proteinbiochemische Dephosphorylierung von 

ERK 1/2 im Einklang mit unseren Ergebnissen steht, sehen wir jedoch eine Verbesserung 

der kardialen Auswurfsleistung durch PCH im Zustand der C16:1-induzierten ERK-

Dephosphorylierung. Kaschina et al. beobachteten hingegen eine Assoziation von ERK-

Phosphorylierung mit Verbesserung kardialer Pumpfunktion [243]. Dies stellt eine klare 
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Kontroverse hinsichtlich der Auswirkung des ERK-Phosphorylierungsgrades auf die kardiale 

Pumpleistung dar. Jedoch könnte diese Diskrepanz der Tatsache geschuldet sein, dass 

Kaschina et al. an einem in-vivo Rattenmodell forschten, während die in dieser Arbeit 

diskutierten Ergebnisse in-vitro in murinen HL-1 Zellen gewonnen wurden. Ferner 

untersuchten Kaschina et al. Kardiomyozyten im Kontext kardialer Ischämie, während in 

dieser Arbeit ein kardiales Hypertrophiemodell analysiert wurde. 

 

6.7.3 C16:0 zeigt im Vergleich zu C16:1 keinerlei Auswirkung auf den 

Phosphorylierungsgrad der ERK 1/2 Kinase 

Nachdem der Effekt von C16:1 auf die ERK 1/2 Kinase untersucht worden war, sollte der 

Einfluss der strukturell beinahe identischen Palmitinsäure (C16:0) auf die ERK 1/2 Kinase 

eruiert werden. Da in den Abschnitten 5.2.1 und 5.2.3 bereits dargestellt werden konnte, 

dass sowohl C16:1 als auch C16:0 die Phosphorylierung von FOXO3a bewirken, C16:0 

jedoch prinzipiell keinerlei prohypertrophe Eigenschaften besitzt, wurde angenommen, dass 

sich die Wirkmechanismen jener Fettsäuren womöglich hinsichtlich der Regulation von ERK 

1/2 unterscheiden. Nach einem 30-minütigen C16:0 Stimulationsintervall ließ sich per 

Western Blot nachweisen, dass C16:0 keinerlei Auswirkung auf den Phosphorylierungsgrad 

der ERK 1/2 Kinase hat. Vielmehr blieb die Phosphorylierung von ERK 1/2 unter C16:0-

Stimulation unverändert im Vergleich zur BSA-Vehikelkontrolle. Da sich die Aktivität von 

ERK 1/2 aus dessen Phosphorylierungsgrad ableiten lässt, wird anhand dieses 

Experimentes deutlich, dass die proliferationsfördernde ERK 1/2-Kinase unter C16:0-

Stimulation aktiviert bleibt. Dies stellt einen bedeutsamen Unterschied zu der Wirkweise von 

C16:1 dar, da C16:1, wie in Abschnitt 6.7 bereits diskutiert, eine signifikante Inaktivierung 

von ERK 1/2 induziert.  

Im Voraus konnte durch unsere Arbeitsgruppe nachgewiesen werden, dass C16:0 im 

Vergleich zu C16:1 keine zelluläre kardiale Hypertrophie induziert [131]. Basierend auf den 

in dieser Arbeit nachgewiesenen antagonistischen Effekten von C16:0 und C16:1 auf die 

ERK 1/2 Kinase könnte also gefolgert werden, dass die Aktivität von ERK 1/2 eine 

bedeutende Rolle für die Manifestation von PCH einnimmt. Während C16:1 ERK 1/2 inhibiert 

und somit proliferationshemmend wirkt, kann sich PCH über die Aktivierung der PI3K-AKT-

Signalkaskade am Herzen manifestieren. Demgegenüber weisen C16:0 stimulierte HL-1 
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Kardiomyozyten jedoch eine konstitutiv aktive, phosphorylierte Form der ERK 1/2 Kinase 

auf, die durch ihren proliferationsfördernden Effekt womöglich die Manifestation von PCH 

unterbindet. Laut wissenschaftlichem Konsens wird C16:0 mit Dyslipidämie, koronarer 

Herzkrankheit, Diabetes Mellitus Typ 2 und Adipositas assoziiert [244–246].  Zudem wird die 

in dieser Arbeit beobachtete C16:0-induzierte Phosphorylierung von ERK 1/2 durch 

Ergebnisse anderer Forschungsgruppen validiert. Bi et al. zeigten beispielsweise in 

männlichen C57BL/6J Mäusen, dass C16:0 ERK 1/2 mittels Phosphorylierung aktiviert [247]. 

Darüber hinaus konnten Huang et al. in THP-1 Zellen ebenfalls die beschriebene C16:0-

gesteuerte ERK 1/2-Phosphorylierung nachweisen [248]. Da diese Resultate jedoch in-vivo 

sowie in einer humanen Monozyten-Zelllinie getroffen wurden, ist die Übertragbarkeit der 

Daten auf HL-1 Kardiomyozyten nicht zwangsläufig gegeben.  

Im Vergleich zu der Fettsäure C16:0, die nachweislich keine prohypertrophen 

kardiomyozytären Effekte vermittelt, gewinnen neben C16:1 weitere Fettsäuren im Kontext 

kardialer Hypertrophie an Bedeutung. Nguyen et al. zeigten beispielsweise in einem 

Mausmodell, dass eine „High Fat Western Diet“ bestehend aus 60 % Fetten, davon 32 % 

gesättigte Fettsäuren, nach 12 Wochen eine kardiale Hypertrophie mit diastolischer 

Dysfunktion induziert [249]. Die von Nguyen et al. beobachtete pathologische kardiale 

Hypertrophie der Mäuse korrelierte mit erhöhten Plasmaspiegeln von Arachidonsäure 

(C20:4) [249]. Ferner identifizierten Casquel De Tomasi et al. in einem Rattenmodell 

kardialer Hypertrophie induziert durch eine supravalvuläre Aortenstenose, eine signifikante 

Verminderung der ungesättigten Fettsäuren Linolsäure (C18:2) und Ölsäure (C18:1) in dem 

pathologisch hypertrophierten Myokardgewebe [250]. Takahashi et al. präsentierten in 

einem murinen Modell kardialer Hypertrophie an JVS-Mäusen, dass die dietätische 

Supplementation von Fischöl vorteilhafte Modifikationen eines pathologisch 

hypertrophierten Myokards bewirkt [251]. Sie beobachteten im Vergleich zur Standarddiät-

Kontrollgruppe, dass eine Fischöldiät sowohl die linksventrikuläre Wanddicke des 

hypertrophierten Myokards als auch den Kardiomyozytendurchmesser signifikant reduziert 

und ferner die linksventrikuläre Dysfunktion der JVS-Mäuse deutlich verbessert, was durch 

eine echokardiographische 20 %-ige Zunahme des Fractional Shortenings gezeigt wurde 

[251]. Interessanterweise zeigten Takahashi et al. zudem eine Fischöl-induzierte 

Veränderung der kardialen Diacylglycerin-Fettsäurenkomposition [251]. Einhergehend mit 
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der Reduktion kardialer Hypertrophie und einer Verbesserung der Ventrikelfunktionsstörung, 

wurden die zuvor diskutierten, mit pathologischer Hypertrophie assoziierten Fettsäuren 

C18:1, C18:2 und C20:4 herunterreguliert, während C16:1, C20:5, C22:0, C24:1 und C22:6 

hochreguliert wurden [251]. Die Daten von Takahashi et al. bekräftigen daher den in dieser 

Arbeit dargestellten kardioprotektiven Effekt von C16:1 und suggerieren darüber hinaus, 

dass, C20:5, C22:0, C24:1 und C22:6 womöglich ebenfalls vorteilhafte kardiale Effekte 

vermitteln könnten [251].  

In Anbetracht der in dieser Arbeit erhobenen Daten könnte die Dephosphorylierung von ERK 

1/2 zusammen mit der bereits diskutierten Phosphorylierung von FOXO und AKT eine 

wichtige mechanistische Grundlage von PCH darstellen. Dieser Zusammenhang sollte 

zukünftig genauer erforscht werden, vor allem in Hinblick darauf, dass die ERK 1/2 Kinase 

bekanntlich durch zahlreiche weitere extrazelluläre Stimuli reguliert wird. Um das hier 

dargestellte Ergebnis zu komplettieren, könnte p-ERK 1/2 zukünftig in HL-1 Kardiomyozyten 

überexprimiert werden, um zu evaluieren, ob die C16:1-induzierten kardialen 

Wachstumseffekte dadurch inhibiert würden. Dieses Experiment könnte weitere Aufschlüsse 

hinsichtlich der Relevanz der ERK 1/2-Aktivität für die Entstehung von PCH geben. Ferner 

sollten die p-ERK Experimente zukünftig in humanen Kardiomyozyten wiederholt werden, 

da die Übertragbarkeit auf den Menschen nicht unbedingt gegeben ist. Dies lässt sich darauf 

zurückführen, dass die Beobachtungen in HL-1 Kardiomyozyten erhoben wurden, die im 

Vergleich zu menschlichen Kardiomyozyten proliferieren können. 

 

6.8 Zusammenfassung und vorgeschlagener Wirkmechanismus  

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit der zelluläre Wirkmechanismus der C16:1-

induzierten PCH weiter aufgeklärt werden. Es konnte die Aktivierung der 

wachstumsfördernden Proteinkinase AKT sowie die Inhibition der atrophiebegünstigenden 

Transkriptionsfaktoren FOXO1 und FOXO3a durch Phosphorylierung nachgewiesen 

werden. Diese Resultate scheinen eine wichtige molekulare Grundlage der C16:1-

vermittelten PCH darzustellen. Die C16:1-induzierte Hemmung von FOXO wird ferner durch 

die zytosolische Translokation der FOXO-Proteine sowie durch die Reduktion der FOXO1 

und 3a Gesamtproteinmenge verdeutlicht. Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt 

werden, dass C16:1 nicht nur prohypertrophe kardiomyozytäre Effekte vermittelt, sondern 
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ebenfalls antiproliferative Wirkungen zu entwickeln scheint. Diese Schlussfolgerung konnte 

durch die Desphosphorylierung der proliferationsfördernden ERK 1/2 Kinase sowie durch 

die Hochregulation des Zellzyklusinhibitors p21 getroffen werden. Demnach scheint C16:1 

seine prohypertrophen kardiomyozytären Effekte nicht nur durch die Aktivierung der PI3K-

AKT-Wachstumskaskade und die Hemmung der FOXO-Transkriptionsfaktoren zu 

vermitteln. Vielmehr deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass die Inhibition der 

Kardiomyozyten-Proliferation einen weiteren wichtigen zugrundeliegenden 

Wirkmechanismus darstellt, durch den C16:1 PCH vermittelt. 

 

 

 

Abbildung 30: Potentieller Wirkmechanismus der C16:1 vermittelten kardialen Effekte 
Detaillierte Erklärung im Text des Abschnitts 6.8. Beschriftung: C16:1 Palmitoleinsäure. 
 
 

 

6.9 Limitationen 

Die primäre Limitation dieser Arbeit besteht darin, dass an einem in-vitro-Modell geforscht 

wurde. Da ein in-vitro-Versuchsmodell stets durch artifizielle Bedingungen charakterisiert 

wird, bleibt die physiologische Aussagekraft und die Übertragbarkeit auf einen biologischen 
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Mechanismus beschränkt. Anhand eines Zellkulturmodells kann nicht nachvollzogen 

werden, wie Organe miteinander interagieren. Vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass 

in dieser Arbeit mit C16:1 ein Metabolit untersucht wurde, wäre daher der zusätzliche Einsatz 

eines murinen in-vivo-Modells sinnvoll gewesen. Ein Mausmodell erscheint in diesem 

Kontext besonders relevant, da das Genom von Mäusen zu 99% mit dem menschlichen 

Genom übereinstimmt und Mäuse sich somit als exzellentes Versuchsmodell qualifizieren 

[252].  

Um die Validität der in dieser Arbeit demonstrierten Beobachtungen weiter zu untermauern, 

hätten die Experimente zudem in einer weiteren Zelllinie durchgeführt werden können. Als 

adäquate Zelllinie zur Untersuchung von kardialer Hypertrophie erscheint in diesem Kontext 

beispielsweise die H9C2-Zelllinie. Die aus Ratten-Kardiomyoblasten isolierten H9C2-Zellen 

erweisen sich laut Literatur als zuverlässiges Modell, um hypertrophe kardiale Prozesse zu 

analysieren und präsentieren beinahe identische Hypertrophieantworten zu primären 

NRVM-Kardiomyozyten [253]. Ferner hätten induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-

Zellen) verwendet werden können, um die kardiomyozytären Effekte von C16:1 und das 

Modell der PCH gezielt an differenzierten Kardiomyozyten zu untersuchen. Alternativ zu dem 

Einsatz einer weiteren Zelllinie erscheint der Gebrauch primärer Kardiomyozyten für 

Anschlussexperimente angemessen. Vor diesem Hintergrund scheint vor allem die 

Verwendung primärer humaner Kardiomyozyten geeignet, um die Übertragbarkeit der 

Ergebnisse auf den menschlichen Organismus zu gewährleisten. Denn obwohl HL-1 

Kardiomyozyten den Phänotyp sowie die biochemischen Eigenschaften differenzierter 

Kardiomyozyten aufrechterhalten, stellt sich die Frage, inwieweit diese Zelllinie tatsächlich 

die molekularbiologischen Prozesse humaner Kardiomyozten imitieren kann. Jedoch 

erschien die alleinige Analyse primärer humaner Kardiomyozyten technisch und methodisch 

sehr schwierig.  

Darüber hinaus hätten methodische Optimierungen in dieser Arbeit stattfinden können. Die 

Zellkulturexperimente hätten beispielsweise vereinheitlicht werden können durch die 

konstante Verwendung der gleichen Stimulationscharge sowie derselben HL-1 Zellpassage. 

Obwohl die erhobenen Daten überwiegend stringent erscheinen, muss erwähnt werden, 

dass lediglich einzelne FOXO-Proteine, -Seitenketten und -Zielgene untersucht wurden. Die 

genaue Auswirkung von C16:1 auf die differentielle Expression aller bekannten, 
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hypertrophierelevanten Gene ist aktuell nicht hinreichend geklärt. Demzufolge hätte das 

globale Genexpressionsmuster von C16:1 durch einen RNA-Sequenzierungsansatz (RNA-

Seq; next-generation sequencing) entschlüsselt werden können. Mittels Chromatin-

Immunopräzipitation (ChIP) hätte die direkte Interaktion der FOXO-Transkriptionsfaktoren 

mit spezifischen DNA-Abschnitten nachgewiesen werden können. Auf diese Weise hätten 

die C16:1-regulierten FOXO-Zielgene zuverlässig identifiziert werden können. In dieser 

Arbeit wurde keine umfassende Analyse des Effekts von C16:1 auf das globale 

Proteinexpressionsmuster durchgeführt. Stattdessen wurden AKT, die FOXO-Proteine 

sowie die ERK 1/2-Kinase aufgrund ihres physiologischen Stellenwertes repräsentativ und 

hypothesengetrieben untersucht. Für die weiterführende Proteinanalytik wäre daher der 

Einsatz der Proteomanalyse mittels Massenspektrometrie methodisch sinnvoll, um das 

vollständige Proteinregulationsmuster von C16:1 zu erfassen und somit die genaue 

molekularbiologische Wirkweise von C16:1 aufzudecken.  

Dennoch sind die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Resultate eindeutig vielversprechend 

und kohärent und liefern wichtige molekularbiologische Grundlagen der C16:1-induzierten 

PCH. Die Ergebnisse dieser präklinischen Forschungsarbeit haben folglich einen hohen 

Stellenwert für weitere translationale Untersuchungen hinsichtlich des kardialen Effektes von 

C16:1 im murinen als auch im menschlichen Organismus. Diese Forschungsarbeit deckt 

erstmalig wichtige C16:1-modulierte Signalwege auf, die zukünftig gezielt therapeutisch 

genutzt werden könnten, um die Krankheitsbilder der pathologischen kardialen Hypertrophie 

und der Herzinsuffizienz positiv beeinflussen zu können.  

 

6.10 Medizinische Relevanz und Ausblick 

Wir konnten erstmalig nachweisen, dass die Fettsäure C16:1 eine physiologische kardiale 

Hypertrophie (PCH) induziert. Darauf aufbauend entschlüsselt diese Arbeit wichtige 

molekulare Grundlagen dieser PCH. Es konnte erstmalig demonstriert werden, dass C16:1 

wesentliche Hypertrophie- und Proliferations-Marker von Kardiomyozyten reguliert, wodurch 

tiefere Einblicke in die Wirkweise von C16:1 erlangt werden konnten. Demzufolge stellt sich 

die Frage, inwieweit die Ergebnisse dieser präklinischen Forschungsarbeit auch für den 

menschlichen Organismus relevant wären.  
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Obwohl noch keinerlei Evidenz hinsichtlich der Auswirkung von C16:1 auf das menschliche 

Herz besteht, scheint es wahrscheinlich, dass die kardioprotektive Wirkung von C16:1 

womöglich auch auf den Menschen übertragbar sein könnte. Diese These wird durch 

Resultate anderer Forschungsgruppen unterstützt. Bei Hochleistungssportlern mit PCH 

konnte bereits ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen der C16:1 

Serumkonzentration und der interventrikulären Septumdicke konstatiert werden [131]. Dies 

impliziert, dass womöglich ein Zusammenhang zwischen sportinduzierter PCH und erhöhter 

C16:1 Serumspiegel beim Menschen besteht. Bernstein et al. verifizierten den 

kardioprotektiven Effekt von C16:1 durch eine randomisierte, doppelblinde, 

placebokontrollierte Studie [254]. Die Supplementation von C16:1(cis) bewirkte bei 

dyslipidämischen Patienten eine signifikante Reduktion der Triglyzeride, des LDL-

Cholesterins sowie eine deutliche Erhöhung des HDL-Cholesterins [254]. In weiteren 

randomisierten, klinischen Studien konnte die C16:1-Supplementation in Form von 

Macadamianusskonsum eine vergleichbare vorteilhafte Modifikation des Serumlipidprofils 

erzielen [126,255]. Zudem wurde eine anti-inflammatorische Wirkung von C16:1 durch 

Reduktion des CRP-Wertes apparent [254]. Bei Patienten mit prädiabetischer 

Stoffwechsellage konnten Stefan et al. eine positive Korrelation zwischen Erhöhung des 

C16:1-Serumspiegels und einer Verbesserung der Insulinsensitivität beobachten [119]. 

Ferner konnte kürzlich in noch unveröffentlichten Daten durch unsere Arbeitsgruppe auch 

ein anti-fibrotischer kardialer Effekt von C16:1 im Mausmodell nachgewiesen werden. 

 

Im Kontext kardiovaskulärer Erkrankungen könnte C16:1 zukünftig ein bedeutender 

protektiver Behandlungsansatz für die Prophylaxe von pathologischer Hypertrophie und 

Herzinsuffizienz sein. Da das Krankheitsbild der Herzinsuffizienz, trotz des enormen 

medizinischen Fortschritts, momentan nicht kausal, sondern nur symptomatisch therapiert 

werden kann, haben Präventionsstrategien zukünftig eine immer größere Bedeutung. Die 

Supplementation von C16:1 wäre zudem einfach realisierbar durch die orale Gabe von 

C16:1-Tabletten oder durch die Aufnahme von Nahrungsmitteln mit einem hohem C16:1-

Gehalt wie beispielsweise Sanddornbeeren, Macadamianüssen und Fischölen. Vor allem 

bei kardiovaskulären Hochrisikopatienten mit metabolischem Syndrom, Diabetes Mellitus 

und arterieller Hypertonie, könnte C16:1 den Herzmuskel vorteilhaft schützen. 
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Möglicherweise könnte, abgesehen von dem prophylaktischen Einsatz, auch eine 

therapeutische Applikation von C16:1 bei Patienten mit HFpEF oder beginnender 

Kardiomyopathie von großem Vorteil sein. Um diesen Effekt an menschlichen Kohorten zu 

verifizieren, wären in naher Zukunft weitere randomisierte kontrollierte klinische Phase 2 

Studien nötig. Diese präklinische Forschungsarbeit kann somit eine wichtige Grundlage für 

weitere klinische Studien bieten, um kardiovaskulären Hochrisikopatienten womöglich einen 

neuen vielversprechenden Prophylaxe- und Therapieansatz zu ermöglichen. 
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