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1 EINLEITUNG  

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen die Hauptursache von Morbidität und Mortalität in 

Deutschland und Europa dar (KLEIN L et al. 2003). Zu ihnen zählen chronische Leiden wie 

Herzinsuffizienz und arterielle Hypertonie genau wie akute Ereignisse, beispielsweise ein 

Myokardinfarkt. Knapp 42% der Todesfälle in Deutschland im Jahr 2009 wurden durch 

kardiovaskuläre Erkrankungen verursacht (STATISTISCHES BUNDESAMT 2010c), davon 

waren allein 20% auf eine koronare Herzerkrankung (KHK) und 13% auf eine 

Herzinsuffizienz zurückzuführen (STATISTISCHES BUNDESAMT 2010b). Die 

Lebenszeitprävalenz kardiovaskulärer Erkrankungen ist hoch, für die Herzinsuffizienz liegt 

diese in Deutschland bei mehr als 4% (STATISTISCHES BUNDESAMT 2004). 

1.1 Herzinsuffizienz 

Die American Heart Association (AHA) definiert die Herzinsuffizienz als ein klinisches 

Syndrom, das aus jeder strukturellen oder funktionellen kardialen Störung entstehen kann, die 

die Fähigkeit des Ventrikels, sich mit Blut zu füllen oder dieses auszustoßen, einschränkt. 

Hieraus resultieren klinisch Symptome wie Dyspnoe, Müdigkeit und Flüssigkeitsretention, 

die zu pulmonalen (Linksherzinsuffizienz) und peripheren (Rechtsherzinsuffizienz) Ödemen 

führen kann (HUNT 2005). 

Schätzungen zufolge leiden in Deutschland ungefähr 1,8 Millionen Menschen an einer 

Herzinsuffizienz, jährlich kommen zirka 300 000 Neuerkrankungen hinzu (ZUGCK et al. 

2010). Unter den Sterbefällen in Deutschland im Jahr 2009 betrug die Anzahl der Patienten 

mit einer diagnostizierten Herzinsuffizienz knapp 50 000 (STATISTISCHES BUNDESAMT 

2010b). Auch in den letzten Jahren lag die 5-Jahres-Überlebensrate lediglich bei ca. 40% 

(GOLDBERG et al. 2007). Damit bleibt die durch Herzinsuffizienz verursachte Mortalität 

trotz zahlreicher Fortschritte in Diagnose und Therapie weiterhin hoch. 

Klinische Studien belegen die Bedeutung der arteriellen Hypertonie und der sich 

infolgedessen entwickelnden myokardialen Hypertrophie für das spätere Auftreten einer 

Herzinsuffizienz (LEVY et al. 1990). Auch die ischämische Kardiomyopathie auf dem Boden 

nicht-tödlicher Myokardinfarkte konnte bei Männern in 34% und bei Frauen in 13% der Fälle 

als Ursache einer Herzinsuffizienz identifiziert werden (BOURASSA et al. 1993; KANNEL 

2000). 
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1.2 Myokardiale Hypertrophie 

Die Hypertrophie des Myokards stellt zunächst einen notwendigen kardialen 

Kompensationsmechanismus bei Herzinsuffizienz dar. Sie ist definiert als eine durch 

Zellwachstum bedingte Organvergrößerung (LORELL und CARABELLO 2000), welche vor 

allem Kardiomyozyten, aber auch kardiale Fibroblasten, das Koronargefäßsystem und die 

extrazelluläre Matrix umfasst. Die myokardiale Hypertrophie wird echokardiographisch 

bestimmt und stellt einen wichtigen Risikofaktor für die Entwicklung einer Herzinsuffizienz 

dar (LEVY et al. 1990). Laut klinischen Studien ist sie mit einer erhöhten unspezifischen 

Mortalität (COOPER RS et al. 1990) sowie mit einem erhöhtem Risiko für den plötzlichen 

Herztod (ARONOW et al. 1988; HAIDER et al. 1998) assoziiert. 

Ursache für eine Myokardhypertrophie können physiologische oder pathologische 

Veränderungen sein. Die physiologische Hypertrophie ist gekennzeichnet durch erhaltene 

kontraktile Funktion, fehlende interstitielle Fibrose und komplette Reversibilität (SHIOJIMA 

et al. 2005), eine Assoziation mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung einer 

Herzinsuffizienz ist nicht bekannt (LORELL und CARABELLO 2000). Zu den Ursachen 

dieser Hypertrophieform zählen kindliches Wachstum, Schwangerschaft und körperliches 

Training. Pathologische Hypertrophieformen werden dagegen durch biomechanischen (z. B. 

bei arterieller Hypertonie oder Myokardinfarkt) oder neurohumoralen Stress (z. B. bei 

übermäßiger Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems) ausgelöst. Sie sind charakterisiert 

durch metabolische, strukturelle und funktionelle Umbauvorgänge des Herzens. Durch eine 

vermehrte Kollagenbildung erhöht sich die Wanddicke (MEDUGORAC 1980). Hierdurch 

steigert sich die Ventrikelrigidität, was in der Folge zu einer schlechteren Ventrikeldehnung 

und -füllung führt. Weiterhin finden sich pathologische Veränderungen des myokardialen 

Glukosemetabolismus, der Kalziumverwertung und der Kontraktilität, sowie am Ende der 

Verlust von Kardiomyozyten und ihr fibrotischer Ersatz. Die Folge sind eine systolische bzw. 

diastolische Dysfunktion und Arrhythmien (BERENJI et al. 2005). 

Als Risikofaktor für die Entwicklung der linksventrikulären Hypertrophie gilt vor allem die 

arterielle Hypertonie (FROHLICH et al. 1992). In Experimenten mit Ratten konnte durch die 

medikamentöse Behandlung der Hypertonie ein Rückgang der Hypertrophie erzielt werden, 

wodurch der kausale Zusammenhang zwischen Bluthochdruck und kardialer Hypertrophie 

weiter verdeutlicht wird (SEN und TARAZI 1983). Auf die Bedeutung von Adipositas für die 

Entwicklung einer kardialen Hypertrophie soll in Kap. 1.3.1 näher eingegangen werden.  
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Kardiale Hypertrophie wird unterschieden in konzentrische und exzentrische Hypertrophie 

(FROHLICH et al. 1992). Konzentrische Hypertrophie entsteht durch zu hohen Druck 

innerhalb des Ventrikels. Als Reaktion werden Sarkomere gebildet, die parallel zu den bereits 

vorhandenen angeordnet sind, sodass sich vornehmlich die Zellbreite erhöht (s. Abb. 1.1). 

Dadurch verdicken sich Ventrikelwand und Septum unter Inkaufnahme eines geringeren 

intraventrikulären Volumens, während sich die Kraftentwicklung des Herzens steigert. 

Dagegen entsteht die exzentrische, dilatative Hypertrophie durch eine übermäßige Dehnung 

des Ventrikels aufgrund einer zu hohen Volumenbelastung. Die neugebildeten Sarkomere 

werden hier in Reihe angeordnet. Dies mündet in einer Verlängerung der Kardiomyozyten 

und führt zu einer Dilatation des Ventrikels bei gleichzeitiger Kontraktilitätsminderung 

(GROSSMAN et al. 1975; CARABELLO 2002). 

 

1.3 Adipositas als kardiovaskulärer Risikofaktor 

Wie bereits oben erwähnt, gilt Adipositas als unabhängiger Risikofaktor für die Entwicklung 

einer myokardialen Hypertrophie (DE SIMONE et al. 1994; AVELAR et al. 2007). 

Sie ist definiert durch einen erhöhten Anteil der Fettmasse am Körpergewicht. Als erhöht gilt 

dieser Fettanteil bei Frauen ab 30%, bei Männern ab 20% (HEROLD 2009). Die Abschätzung 

gelingt mithilfe des Body–Mass–Index (BMI), der als Quotient aus ‚Körpergewicht‘ und 

‚Körpergröße zum Quadrat‘ berechnet wird. Als normgewichtig gelten Personen mit einem 

BMI zwischen 18,5 und 24,9 kg/m2, als adipös Menschen mit einem BMI über 30 kg/m2. Die 

genaue Einteilung ist in Tab. 1.1 dargestellt (WHO 2010). 

Etwa 95% der Patienten leiden an primären Formen der Adipositas. Zu diesen zählen eine 

durch Überernährung, körperliche Inaktivität oder psychische Faktoren bedingte Adipositas 

Abb. 1.1 Konzentrische und exzentrische Hypertrophie: a) Schema des Herzens. Abb. modifiziert nach FROHLICH et 
al. (1992), S. 999. b) Schema des Kardiomyozyten. Abb. modifiziert nach HUNTER und CHIEN (1999), S. 1277. 



EINLEITUNG 4 
 

 

sowie verschiedene genetisch bedingte Varianten (z. B. Prader-Willi-Syndrom). Als 

sekundäre Adipositas werden Formen bezeichnet, die entweder endokrinologisch begründet 

(z. B. Morbus Cushing, Hypothyreose) oder aber zentral bedingt sind (z. B. durch 

Hirntumoren) (HEROLD 2009). 

Normalgewicht  18,5 – 24,9 kg/m2 

Übergewicht; Präadipositas  25,0 – 29,9 kg/m2 

Adipositas Grad I  30,0 – 34,9 kg/m2 

Adipositas Grad II  35,0 – 39,9 kg/m2 

Adipositas Grad III > 40 kg/m2 

Die Prävalenz der Adipositas ist in den westlichen Industrieländern hoch, steigt jedoch in den 

letzten Jahren nur noch langsam an. Die Prävalenz der übergewichtigen deutschen 

Erwachsenen betrug 2009 36,7%, die der Adipösen 14,7%. Dabei steigt die Prävalenz mit 

zunehmendem Alter. Männer sind häufiger betroffen als Frauen (STATISTISCHES 

BUNDESAMT 2010a). 

Altersgruppe Geschlecht Body–Mass–Index (kg / m2) 
  Ø < 18,5 18,5 - 25 25 - 29,9 > 30 

alle 
Beide 
♂ 
♀ 

25,7 
26,3 
24,9 

2,1 
0,7 
3,4 

46,5 
39,2 
53,7 

36,7 
44,4 
29,1 

14,7 
15,7 
13,8 

18 - 39 Jahre 
Beide 
♂ 
♀ 

24,2 
25,0 
23,1 

3,9 
1,5 
6,6 

62,2 
55,9 
69,0 

25,8 
33,5 
17,5 

8,1 
9,1 
6,9 

40 - 65 Jahre  
Beide 
♂ 
♀ 

26,2 
27,0 
25,3 

1,3 
0,4 
2,2 

42,5 
32,8 
52,7 

39,5 
48,8 
30,2 

16,7 
18,5 
14,9 

> 65 Jahre 
Beide 
♂ 
♀ 

26,7 
27,1 
26,3 

1,4 
0,5 
2,0 

35,2 
29,0 
40,1 

44,5 
51,3 
39,0 

19,0 
19,2 
18,9 

Obwohl die Adipositas nicht als eigenständiges Krankheitsbild gilt, stellt sich ihr 

Krankheitswert vor allem durch die von ihr verursachten Folgeerkrankungen dar. Eine 

Komplikation der Adipositas bildet das sogenannte Metabolische Syndrom, welches als das 

gemeinsame Auftreten von stammbetonter Adipositas, Dyslipoproteinämie, Hyperurikämie, 

essenzieller Hypertonie und Glukosetoleranzstörung definiert wird. 

Adipositas ist außerdem mit einer erhöhten kardiovaskulären Mortalität assoziiert (STEVENS 

et al. 2002) und gilt als Risikofaktor für ventrikuläre Dysfunktion, kardiale Arrhythmien, 

Tab. 1.1 Abschätzung der Adipositas über den BMI. Diese Tabelle schließt die asiatische Bevölkerung nicht ein, für diese 
wurden andere Grenzen definiert. 

Tab. 1.2 Verteilung der Bevölkerung auf Body–Mass–Index-Gruppen 2009 in Prozent in Deutschland. Zum Vergleich: 
2003 betrug der Anteil übergewichtiger Erwachsener 36,3%, der adipöser Erwachsener 12,9%. Abb. modifiziert nach 
(STATISTISCHES BUNDESAMT 2010a). 
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KHK, Schlaganfall und das Schlafapnoe-Syndrom (KLEIN S et al. 2004). DOLL et al. 

konnten eine lineare Verbindung zwischen dem Ausmaß der Adipositas und einer 

Blutdrucksteigerung zeigen (DOLL et al. 2002). Die Mechanismen der adipositasassoziierten 

Hypertonie sind noch nicht endgültig geklärt, diskutiert werden unter anderem eine vermehrte 

Aktivierung des sympathischen Nervensystems und des Renin-Angiotensin-Systems sowie 

erhöhte Leptinspiegel im Blut (SCHORR et al. 1998; AIZAWA-ABE et al. 2000; MASUO et 

al. 2000; EMDIN et al. 2001). Auf die Bedeutung der Adipositas in Bezug auf die kardiale 

Hypertrophie soll im folgenden Kapitel eingegangen werden. Die Adipositas stellt einen 

Risikofaktor für die Entstehung einer Herzinsuffizienz dar und beeinflusst diese ungünstig 

(KENCHAIAH et al. 2002). Pro 5 BMI-Punkte erhöhte sich in einer prospektiven Studie an 

zirka 50 000 Norwegern die durch Herzinsuffizienz bedingte Mortalität um 30% (SELMER 

und TVERDAL 1995). Neben der spezifischen erhöht sich auch die allgemeine Mortalität 

durch Adipositas (CALLE et al. 1999; SINGH et al. 1999). 

1.3.1 Adipositas und kardiale Hypertrophie 

Adipositas gilt als wichtiger Risikofaktor für die Entwicklung einer myokardialen 

Hypertrophie (LAUER et al. 1991; WONG et al. 2004). 

 

In klinischen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen Adipositas und sowohl 

konzentrischer als auch exzentrischer Hypertrophie gezeigt werden. Nach der sog. 

traditionellen Hypothese (s. Abb. 1.2) steht am Beginn der kardialen Reaktion auf das 

Abb. 1.2 Hypertrophieentstehung bei Adipositas. Verschiedene Hypothesen. Abb. modifiziert nach ASHRAFIAN et al. 
(2011), S. 172. 
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vermehrte Körpergewicht eine gesteigerte Ejektionsfraktion (EF) des Herzens. Zu beobachten 

ist eine physiologische kompensatorische Steigerung der systolischen Herzfunktion. Durch 

die bei Adipositas erhöhte Volumenbelastung des Herzens folgt jedoch eine Dilatation des 

Ventrikels. Der Druck auf die Ventrikelwand erhöht sich und resultiert in kompensatorischer 

exzentrischer Hypertrophie. Das Ausmaß dieser pathologischen diastolischen Dysfunktion ist 

dabei abhängig vom Grad der Adipositas (ALPERT 2001; PASCUAL et al. 2003; WONG et 

al. 2004). 

Durch die häufig parallel vorliegenden Komorbiditäten – wie zum Beispiel die arterielle 

Hypertonie – entstehen hier allerdings auch Mischformen mit konzentrischen 

Hypertrophiearten. So konnte gezeigt werden, dass Frauen, die an Adipositas und Hypertonie 

erkrankt sind, vermehrt eine konzentrische Hypertrophie ausbilden (KUCH et al. 1998). 

Alternative Ansätze schreiben anderen häufig mit Adipositas assoziierten Faktoren wie einem 

erhöhten Flüssigkeitsvolumen (ALEXANDER et al. 1962), verstärkt aktiviertem Renin-

Angiotensin-System (COOPER R et al. 1997; MAZZOLAI et al. 1998) oder erhöhten 

Leptinspiegeln (ZEIDAN et al. 2008), einen wichtigen Einfluss auf die Entwicklung einer 

kardialen Hypertrophie zu. Wiederum andere Hypothesen argumentieren, dass Adipositas mit 

einer geringgradigen, chronischen systemischen Inflammation einhergeht, welche die kardiale 

Funktion ungünstig beeinflusst (LEE YH und PRATLEY 2005). Adipositas ist mit erhöhten 

Spiegeln von proinflammatorischen Markern, wie dem C-reaktiven Protein (CRP) oder dem 

Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-α), assoziiert, und es konnte gezeigt werden, dass die 

Interleukin-6-Spiegel im Blut direkt mit dem Grad der Adipositas bei jungen Erwachsenen 

korrelieren (PICKUP und CROOK 1998; VOZAROVA et al. 2001). Aus diesen 

Beobachtungen resultiert die Hypothese, dass Inflammation zumindest teilweise 

mitverantwortlich für die durch Adipositas verursachten kardialen Folgeschäden ist. 

1.3.2 Adipositas, Atherosklerose und Myokardischämie 

Adipositas gilt als Risikofaktor für Koronarsklerose und Myokardinfarkt (MANSON et al. 

1990). 

Atherosklerose ist definiert als eine chronisch fortschreitende entzündliche Erkrankung der 

großen und mittelgroßen Arterien. Die zunehmende Akkumulation von Lipiden, glatten 

Gefäßmuskelzellen, Leukozyten und fibrösem Material in der Gefäßwand gehört zu den 

Charakteristika der Atherosklerose (LIBBY 2002). 



EINLEITUNG 7 
 

 

Die Initialläsion der Artheroskleroseentstehung stellt eine intimale Lipidakkumulation dar 

(STARY et al. 1995). Durch strukturelle Modifikationen, denen das low density lipoprotein in 

der Intima unterliegt, werden Endothelzellen angeregt, Adhäsionsmoleküle, Chemotaxine und 

Wachstumsfaktoren zu sezernieren. Hierdurch angelockte Leukozyten – vor allem 

Monozyten – wandern in die Intima ein und differenzieren dort zu Schaumzellen, welche 

makroskopisch wegen ihres beträchtlichen Lipidgehalts als fatty streaks imponieren. Letztlich 

geht die Schaumzelle an dieser Lipidaufnahme zu Grunde und gibt ihren fettreichen Inhalt 

zusammen mit den restlichen Zelltrümmern in den Extrazellulärraum ab. In Atheromen 

sammelt sich dieses Fett, umgeben von einer bindegewebigen, aus glatten Muskelzellen und 

Extrazellulärmatrix bestehenden Kapsel. Die Dicke dieser Kapsel bestimmt die Stabilität des 

Atheroms und damit sein Potential zur Thrombusbildung. Atherosklerotische Plaques mit 

einer dünnen fibrösen Kappe haben ein hohes Rupturrisiko und werden daher als vulnerabel 

bezeichnet. Rupturiert das Atherom, entlässt es seinen thrombogenen Inhalt in das 

Gefäßlumen. Dort bildet sich ein Thrombus, der entweder das Gefäßlumen sofort vollständig 

verschließen oder aber als Embolus verschleppt werden und später eine arterielle 

Endstrombahn verlegen kann (STARY et al. 1995). Somit gilt Atherosklerose als wesentliche 

Ursache des Myokardinfarkts, der in der Mehrzahl der Fälle durch eine KHK verursacht wird. 

Dem Infarkt folgen nachstehende Reaktionen: Von ischämischen Kardiomyozyten 

freigesetzte Zytokine, Chemokine und Zelladhäsionsmoleküle induzieren die Einwanderung 

von Immunzellen (vor allem Monozyten). Diese und die aus ihnen differenzierten 

Makrophagen säubern das infarzierte Gewebe von nekrotischen Kardiomyozyten und 

aktivieren Myofibroblasten und Endothelzellen zur Bildung von Granulationsgewebe und 

neuen Blutgefäßen. Bei diesen Prozessen unterliegt der Ventrikel sowohl geometrischen als 

auch strukturellen Umbauprozessen, dem sogenannten Remodeling. Die hier beschriebene 

Form des Remodeling ist pathologisch und führt zur Dysfunktion des Ventrikels (THAKKER 

et al. 2006). Im nicht-infarzierten Herzgewebe induziert der Myokardverlust eine 

kompensatorische Hypertrophie. 

Während die Mortalität nach Infarkt generell abhängig von der Infarktgröße ist (MILLER et 

al. 1995), wird sie langfristig auch vom Ausmaß des pathologischen Remodeling bestimmt 

(THAKKER et al. 2006). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Fütterung mit einer 

Hochfettdiät keinen Einfluss auf die Narbengröße des durch Ischämie und Reperfusion 

verursachten Infarktes hatte (THIM et al. 2006), sich jedoch auf die dem Infarkt folgende 

myokardiale Inflammationsreaktion auswirkte (THAKKER et al. 2006). Somit könnte 
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Übergewicht auch die Umbauprozesse nach Myokardischämie und damit die 

Überlebenswahrscheinlichkeit beeinflussen. 

1.4 Molekularbiologische Veränderungen bei Myokardhypertrophie 

Kardiale Hypertrophie kann über mehrere Signalwege induziert werden. Ein wichtiges Enzym 

für die Vermittlung einer kardialen Hypertrophie ist die Proteinkinase B (PKB, ab jetzt AKT), 

welche unter anderem unterhalb des Insulinrezeptors über das Insulin-Rezeptor-Substrat (IRS) 

und die Phosphoinositid-3-Kinase der Klasse 1A (PI3K1A) angeregt wird (SHIOI et al. 

2002). Im Zusammenhang mit dem Thema der vorliegenden Arbeit soll hier nur dieser 

Signalweg (IRS-PI3K1A-AKT) näher beschrieben werden (s. Abb. 1.3). 

 

Der Signaleintritt in die Zelle erfolgt über Membranrezeptoren für Insulin oder 

insulinähnlichen Wachstumsfaktor-1 (IGF-1). Die beteiligten Rezeptoren gehören zur Klasse 

der Rezeptortyrosinkinasen (PANDINI et al. 2002). Bindet ein Ligand an den Rezeptor, 

entwickelt dieser seine Kinaseaktivität und phosphoryliert zunächst eigene Tyrosinreste. 

Diese dienen als Bindungsstellen für phosphotyrosinbindende intrazelluläre Moleküle wie 

zum Beispiel IRS (UNIPROT 1988). 

IRS ist ein intrazelluläres Protein, das die Verbindung zwischen der Rezeptortyrosinkinase 

und Proteinen mit SH-Domänen herstellt. Bis heute sind 6 Isoformen des IRS bekannt 

(LAVAN et al. 1997b; LAVAN et al. 1997a; CAI et al. 2003), die wichtigsten sind IRS-1 und 

IRS-2 (SUN et al. 1991; SUN et al. 1995). Die Aktivierung erfolgt über die durch eine 

Abb. 1.3 Signalweg über Insulin, IRS, PI3K zur AKT. Abb. modifiziert nach WORKMAN et al. (2006), S. 795. 
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Rezeptortyrosinkinase vorgenommene Phosphorylierung von Tyrosinresten. Die so 

entstandenen Phosphotyrosine bilden Bindungsstellen für Proteine mit SH-2-Domänen. Die 

Inaktivierung des IRS geschieht über die Phosphorylierung eines Serinrestes, wodurch die 

Bindung des IRS an den Insulinrezeptor verhindert wird (UNIPROT 1994). 

Die PI3K1A ist eines dieser Proteine mit SH-2-Domäne. Sie bindet an aktiviertes IRS und 

wird durch die damit verbundene Konformationsänderung selbst aktiviert (HERBST et al. 

1994). PI3K1A bestehen aus einer regulatorischen (p85 und p55, diese besitzen jeweils 

SH-2-Domänen) und einer katalytischen (p110) Untereinheit. Die drei Isoformen der 

katalytischen Einheit sind als α, β und δ klassifiziert. Dabei können alle regulatorischen 

Untereinheiten an alle katalytischen Untereinheiten binden und eine funktionsfähige PI3K 

bilden (VANHAESEBROECK und WATERFIELD 1999). Hingegen werden die PI3K der 

Klasse 1B hauptsächlich durch Gi-Proteine und deren Liganden wie beispielsweise 

Angiotensin II, Adenosindiphosphat oder Interleukin-8 (IL-8) aktiviert (HAWKINS und 

STEPHENS 2007). Sie bestehen ebenfalls aus einer katalytischen (p110γ) und einer 

regulatorischen (p101, p84 und p87PIKAP) Untereinheit. Dabei wird die p87PIKAP besonders im 

Herzen exprimiert und könnte dementsprechend eine wichtige Bedeutung im Rahmen 

kardialer Hypertrophie einnehmen (SUIRE et al. 2005; VOIGT et al. 2006). Die Aufgabe aller 

PI3K besteht in der Phosphorylierung von membrangebundenem 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) 

(VANHAESEBROECK und WATERFIELD 1999). Bekannt ist auch eine Transaktivierung 

der Rezeptortyrosinkinasen (z. B. des IGF-1-Rezeptors) durch Liganden der G-Proteine, 

sodass häufig mehrere Klassen der PI3K in die einer Ligandenbindung folgende zelluläre 

Antwort mit eingebunden sind (DU et al. 1996; ASAKURA et al. 2002). 

Das membranständige PIP3 besitzt Bindedomänen für Proteine mit PH-Domänen, 

beispielsweise AKT, PIP3-abhängige Kinase 1 (PDK-1), oder PIP3-abhängige Kinase 2 

(PDK-2) (WHITE 2003). 

Es sind drei Isoformen der AKT bekannt, diese werden mit 1, 2 und 3 bezeichnet (O'NEILL 

und ABEL 2005). Die Aktivierung von AKT erfolgt durch Phosphorylierung eines Threonins 

an Position 308 durch die PDK-1 (ALESSI et al. 1997). Die Phosphorylierung eines Serins an 

Position 473 durch die PDK-2 hat eine weitere Aktivitätssteigerung zur Folge (CHAN und 

TSICHLIS 2001). AKT selbst phosphoryliert im Verlauf weitere Proteine (z. B. mTOR, 

beta-GSK3) und nimmt so Einfluss auf Zellwachstum und Proliferation, Apoptose und 
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Glukosestoffwechsel (BELLACOSA et al. 2004). Auch Angiogenese wird unter anderem 

über den beschriebenen Signalweg vermittelt (GERBER et al. 1998).  

Die drei Isoformen der AKT werden beim Menschen ubiquitär exprimiert, wobei AKT2 in 

insulinsensitivem Gewebe wie Leber oder Skelettmuskel vermehrt nachzuweisen ist 

(BELLACOSA et al. 2004). Die AKT3 lässt sich besonders in Hirn, Lunge und Nieren 

nachweisen. Entsprechend fand sich in Mäusen mit AKT1-Deletion eine reduzierte 

Körpergröße in Verbindung mit einer reduzierten allgemeinen Organgröße (CHEN et al. 

2001). Eine AKT2-Deletion mündete dagegen in Insulinresistenz und Diabetes mellitus, ohne 

dabei Einfluss auf die Körper- oder Organgröße zu nehmen (CHO et al. 2001). Eine 

AKT3-Deletion führte bei Mäusen zu verminderter Gehirngröße (EASTON et al. 2005). Von 

kardialer Bedeutung ist damit hauptsächlich die AKT1. 

Entscheidender Einfluss bei der Vermittlung von kardialer Hypertrophie wird weiterhin dem 

Signalweg der Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (MAPK) zugeschrieben. Auch intrazelluläre 

Kalziumkonzentrationen sowie deren Verteilung innerhalb der Zelle – beispielsweise durch 

SERCA – spielen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung von kardialer Hypertrophie 

(MAIER et al. 1998; TAIGEN et al. 2000). Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt 

jedoch bei dem bereits beschriebenen Signalweg IRS-PI3K1A-AKT und seiner myokardialen 

Aktivierung im Rahmen von Übergewicht und Ischämie.  

1.4.1 Einfluss des Signalwegs IRS-PI3K1A-AKT auf kardiale Parameter 

In den letzten Jahren wurde die Bedeutung dieses Signalwegs für die Entwicklung einer 

myokardialen Hypertrophie vermehrt untersucht (SHIOJIMA und WALSH 2006). Die 

Herzen von p110α-dominant-negativen Mäusen hypertrophierten bei Druckbelastung, nicht 

jedoch als Reaktion auf körperliches Training (MCMULLEN et al. 2003). Die Deletion des 

regulatorischen Anteils der PI3K1A (p85) führte sowohl mit als auch ohne Training zu 

reduzierter Herzgröße (LUO et al. 2005). Physiologische Hypertrophie nach Training konnte 

sowohl in Zell- als auch Mausexperimenten durch die Deletion der AKT1 vermindert werden. 

Diese Deletion nahm jedoch keinen Einfluss auf die Ausbildung pathologischer Hypertrophie, 

z. B. nach Aortenbanding (DE BOSCH et al. 2006), was darauf hinweist, dass der PI3K1A 

eine wichtige Bedeutung bei physiologischer Hypertrophie, nicht jedoch bei pathologischer 

Hypertrophie zukommt. 

Bei chronisch aktiver AKT liegt eine pathologische Form der kardialen Hypertrophie vor 

(MATSUI et al. 2002; SHIOJIMA et al. 2005; TANIYAMA et al. 2005; SCHIEKOFER et al. 
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2006). Es existieren jedoch auch Studien, in denen die chronische Aktivierung des 

Signalwegs durch eine Überexpression von p110α bzw. AKT1 zu physiologischer 

Hypertrophie führte (SHIOI et al. 2000; CONDORELLI et al. 2002). Dieser Gegensatz zeigt, 

dass physiologische und pathologische Hypertrophie durch einen einzigen Signalweg 

induziert werden können. Unklar bleibt weiterhin, durch welche Signale der Weg in Richtung 

physiologischer oder pathologischer Hypertrophie geebnet wird. 

Nach myokardialer Ischämie wirkt eine akute Aktivierung des Signalwegs IRS-PI3K1A-AKT 

kardioprotektiv. Bereits 2004 wurde der reperfusion injury salvage kinase (RISK)-Signalweg 

von HAUSENLOY und YELLON beschrieben, der über vielerlei Stimulatoren (wie IGF-1, 

Atorvastatin) aktiviert werden kann. Eine Aktivierung des Signalwegs schützt unter anderem 

über einen antiapoptotischen Effekt das Myokard und wirkt damit kardioprotektiv 

(HAUSENLOY und YELLON 2004). 

Eine Aktivierung der PI3K1B scheint dagegen im Allgemeinen in pathologischer 

Hypertrophie zu münden (CRACKOWER et al. 2002; PATRUCCO et al. 2004). 

Da der Signalweg IRS-PI3K1A-AKT – wie in Kapitel 1.4.1 beschrieben – im Herzen eine 

Hypertrophie induziert, und Insulin, aber auch Leptin als potentielle Aktivatoren des 

Signalwegs bei Adipositas oftmals in chronisch erhöhten Blutkonzentrationen vorliegen, 

erscheint es naheliegend, dass auch die adipositasvermittelte kardiale Hypertrophie über 

diesen Signalweg vermittelt wird. Von Interesse ist außerdem der Einfluss der PI3K1B, da 

auch diese in der Lage ist, kardiale Hypertrophie zu vermitteln, und auch ihre die zelluläre 

Kaskade vermittelnden Liganden wie beispielsweise Angiotensin bei Adipositas vermehrt zur 

Verfügung stehen. 

1.5 Fragestellung 

Adipositas ist ein anerkannter kardiovaskulärer Risikofaktor und führt unter anderem zu 

kardialer Hypertrophie, linksventrikulärer Dilatation und – oftmals subklinischer – 

linksventrikulärer Funktionsminderung. Klinische Studien deuten dabei auf einen direkten, 

unabhängigen Einfluss körperlichen Übergewichts auf die Entwicklung einer kardialen 

Hypertrophie, einem wichtigen Risikofaktor für die Ausbildung einer Herzinsuffizienz, hin. 

Eine Aktivierung des kardialen IRS-PI3K1A-AKT–Signalwegs vermittelt Zellwachstum, 

-überleben und -metabolismus und spielt damit eine wichtige Rolle im Rahmen 

physiologischer kardialer Umbauvorgänge. Klinische und experimentelle Studien deuten 

unter anderem im Rahmen des sog. RISK-Signalwegs auf eine protektive Funktion nach 
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kardialer Ischämie hin. Hingegen wird eine chronische AKT-Aktivierung mit maladaptiven 

kardialen Prozessen in Verbindung gebracht. Bislang ist wenig über den Einfluss von 

Adipositas auf die Aktivierung des IRS-PI3K1A-AKT–Signalwegs im Herzen bekannt. Auch 

die Auswirkung von Übergewicht und Hyperinsulinämie auf die myokardialen 

Reparaturprozesse nach Ischämie stehen unter aktuellem wissenschaftlichen Interesse. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Einfluss körperlichen Übergewichts auf die 

Entwicklung einer kardialen Hypertrophie sowie auf die Mortalität und den Ablauf kardialer 

Umbauprozesse nach Induktion einer experimentellen Myokardischämie. Insbesondere sollte 

untersucht werden, ob und auf welche Weise die mit Übergewicht assoziierte 

Hyperinsulinämie und chronische Aktivierung des IRS-PI3K1A-AKT–Signalwegs die 

kardiale Reaktion auf das erhöhte Körpergewicht und auf die Induktion einer chronischen 

Myokardischämie beeinflussen. Nicht zuletzt sollte über die Untersuchung der PI3K1B eine 

Differenzierung der beteiligten PI3K und der möglichen Aktivierung der AKT über andere 

bei Übergewicht erhöhte, an G-Proteinrezeptoren bindende Liganden erreicht werden. Um 

den Einfluss von Übergewicht auf die spontane kardiale Hypertrophie zu untersuchen, wurde 

zunächst ein Tiermodell einer übergewichtigen, insulinresistenten Maus entwickelt. Hierzu 

wurden acht Wochen alte weibliche Wildtypmäuse über einen Zeitraum von neun Wochen 

mit einer hochkalorischen Diät gefüttert, die 60% der Kalorien aus Fett enthielt. Zum 

Nachweis einer kardialen Hypertrophie des Herzens wurden echokardiographische 

Untersuchungen durchgeführt. Die Hypertrophie des einzelnen Kardiomyozyten wurde 

histologisch quantifiziert. Bei nachgewiesenem Übergewicht und kardialer Hypertrophie 

folgte die Induktion eines Myokardinfarktes sowie, drei Wochen später, die 

Gewebeentnahme. Es folgte die Analyse des Einflusses von Übergewicht auf die kardialen 

Umbauprozesse nach myokardialer Ischämie. Insbesondere wurden dabei die Parameter 

Fibrose, Inflammation, Angiogenese und Apoptose mithilfe histologischer und 

immunhistochemischer Verfahren untersucht. Auf Proteinebene folgten Untersuchungen über 

den Phosphorylierungsgrad der Signaltransduktionsproteine IRS, PI3K und AKT. Dies sollte 

eine Aussage darüber ermöglichen, ob eine diätassoziierte kardiale Hypertrophie durch eine 

veränderte Aktivierung dieses Signalwegs entstanden sein könnte. Ziel der Untersuchungen 

war somit, den Einfluss des Signalwegs IRS-PI3K1A-AKT auf die Entwicklung einer 

pathologischen oder physiologischen kardialen Hypertrophie sowie auf die myokardialen 

Umbauvorgänge nach experimenteller Myokardischämie bei Vorliegen von körperlichem 

Übergewicht und chronischer Hyperinsulinämie zu beschreiben. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Verwendete Materialien und Geräte 

2.1.1 Reagenzien 

Artikel Art.-Nummer Firma 

Aceton 8222511000 Merck KGaA, Darmstadt, D 

Antibody-Diluent  S3022 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D 

Antikörper Immunfluoreszenz  s. Immunfluoreszenz, Kap. 2.4.3 

Antikörper Western Blot  s. Western Blot, Kap. 2.5.6 

APS (Ammoniumpersulfat) A3678 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Ethanol 1009831000 Merck KGaA, Darmstadt, D 

BCA Protein Assay 23227 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 

Biebrich-Scharlachrot B6008 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Braunol 3864219 B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 

Bromphenolblau B0126 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

BSA (Bovines Serum Albumin) A7906 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Direct Red 80 365548 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Eisenchlorid (29%, in aqua dest.) 236489 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Eisessig 1000631000 Merck KGaA, Darmstadt, D 

Eosin HT110216 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

FCS (Fötales Kälberserum) 10270-106 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 

Formalin 252549 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Gelatine G1890 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Gill´s Hämatoxylin  6765007 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 

Glukose (HK) Assay Kit GAHK-20 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Glycerol G6251 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Glycerol Reagent Plus G7757 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Glyzin (Pufferan) 3908.3 Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D 

Hämatoxylin 1043020100 Merck KGaA, Darmstadt, D 

Histomount 9999122 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 

Isofluran B506 Abbott, GmbH+Co KG, Wiesbaden, D 

Isopropanol (2-Propanol) 278475 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Kaliumchlorid 05433 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Ketamin, 10% 84029 medistar, Holzwickede, D 

Magnesiumchlorid 105833 Merck KGaA, Darmstadt, D 
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Mayer's Hämatoxylin  MHS32 Sima-Aldrich, Steinheim, D 

Mercaptoethanol M7154 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Methanol 106009 Merck KGaA, Darmstadt, D 

Methylbutan 106056 Merck KGaA, Darmstadt, D 

Maus Leptin Quantikine ELISA Kit MOB00 R&D Systems Europe Ltd., Abingdon, GB 

NaOH, 2M 109136 Merck KGaA, Darmstadt, D 

Natriumchlorid, 0,9% 7462979 DeltaSelect GmbH, Dreireich, D 

NGS (Normales Ziegenserum) X0907 Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D 

Öl-Rot-O O-0625 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

nProtein A Sepharose 4 17-5280-01 GE Healthcare Bio Sciences Corp., München, D 

PAP PEN Mini  LP0002 Zytomed Systems, Berlin, D 

PBS, 10% 70011-036 Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D 

Phenol P1037 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Phosphomolybdänsäure P7390 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Phosphotungstensäure P6395 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Pikrinsäure, gesättigt P6744-1GA Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Ponceau S P7170 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Precision Plus Protein Standard 161-0374 Bio Rad Laboratories GmbH, München, D 

Propylen-Glycerol  398039 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Rat / Mouse Insulin Assay INSKR020 Chrystal Chem Inc., Illionois, USA 

Rotiphorese Gel 40 T802.1 Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D 

Salzsäure, konzentriert 1099110001 Merck KGaA, Darmstadt, D 

Säurefuchsin F8129 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) L4509 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Solvent Blue 43 531251 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Stickstoff, flüssig  hausintern 
SuperSignal Chemiluminescent 
Substrate 34080 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 

TEMED 2367.3 Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D 

Tissue Tec O.C.T. Compound 4583 Sakura Finetek Europe B.V.; Zoeterwoude, NL 

Triton X-100 93426 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Trizma-Base T6066 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Tween 20 P1379 Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

VectaShield Mounting Medium  H-1000 Linaris, Wertheim, D 

Xylazin, 2% 12095 Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, D 

Xylolersatzmittel 9990505 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 

Zinkformalin 6764255 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 
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2.1.2 Geräte und Programme 

Artikel Firma 

Axio Vision 3.0 (Graphikprogramm) Carl Zeiss AG, Oberkochen, D 

Digitaler Messschieber (Z11155) Paget Trading Ltd. c/o Paget Services, London, GB 

Elektrokauter Effner & Spreine GmbH, Berlin, D 

Entwicklungsmaschine (SRX-101A) Konica Minolta, Langenhagen, D 

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200) Carl Zeiss AG, Oberkochen, D 

GraphPad Prism (Statistikprogramm) GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA 

Homogenisator (Labsonic 3000) B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 

Image Pro Plus (Graphikprogramm) Media Cybernetics, Inc.; Bethesda, MD, USA 

KC4 Biotec Laboratories Limited, Suffolk, GB 

Kryostat (Frigocut 2800N) Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, D 

Mikroskop (Olympus BX51) Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, D 

Mini Vent Mouse Ventilator Typ 845 Hugo Sachs Elektronik GmbH, March-Hugstetten, D 

Plattenfotometer BIO-TEK Instruments GmbH, Bad Friedrichshall, D 

Spektrofotometer (utrospec 3000) Pharmacia Biotech, jetzt GE Healthcare, München, D 

Sterilisierung (Steri 250) Simon Kelter AG, Burgdorf, CH 

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, D 

Ultraschallgerät (VeVo2100) Visualsonics, Toronto, CDN 

Waage (Extend) Sartorius AG, Göttingen, D 

Wasserbad (D8) Haake, Karlsruhe, D 

Western-Blot-Apparatur (Mini Protean III) Bio Rad Laboratories GmbH, München, D 

Wippschüttler SSL4, Stuart über Roth, Karlsruhe, D 

Zentrifuge (5415D) Eppendorf AG, Hamburg, D 

Zentrifuge (Rotanta/S) Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, D 

2.1.3 Materialien 

Artikel Art.-Nummer Firma 

Deckgläschen CB00110RA1 Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D 

Eppendorfgefäß 0030 120.094 Eppendorf AG, Hamburg, D 

Filterpapier D3701 GE Healthcare, München, D 

Insulinspritzen, 1 ml 9161309V B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 

Kryoröhrchen 368632 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 

Mikrowellplatten 269620 Thermo Fisher Scientific Germany, Braunschweig, D 

Naht 6-0 Prolene C-1 Ethicon, Johnson & Johnson medical GmbH, Norderstedt, D 

Naht 9-0 Ethilon BV-4 Ethicon, Johnson & Johnson medical GmbH, Norderstedt, D 

Nitrozellulosemembran Protran Whatman, Dassel, D 

Objektträger J1800AMNZ Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D 

Pipetten  Eppendorf AG, Hamburg, D 
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Pipettenspitzen Biosphere Sarstedt, Nümbrecht, D 

Röntgenfilme Super RX Fuji Foto Film GmbH, Düsseldorf, D 

2.1.4 Puffer und Lösungen 

2.1.4.1 Gewebefärbungen 

Anilinblau-Lösung: 2,5 ml 
2 ml 
auf 100 ml 

Solvent Blue 43 
Eisessig 
aqua dest. 

Biebrich-Scharlachrot-Säurefuchsin-Lösung: 90 ml 
10 ml 
1 ml 

Biebrich-Scharlachrot (1%, in aqua dest.) 
Säurefuchsin (1%, in aqua dest.) 
Eisessig 

Bouin´s Fixative: 750 ml 
250 ml 
50 ml 

gesättigte Pikrinsäure 
Formalin 
Eisessig 

Essigsäure, 1%: 1 ml 
auf 100 ml 

Eisessig 
aqua dest. 

Glycerin Jelly: 10 g 
auf 60 ml 
 
70 ml 
1 ml 

Gelatine 
aqua dest. 
erhitzen und auflösen 
Glycerol Reagent Plus 
Phenol 

Öl-Rot-O-Lösung: 0,5 g 
auf 100 ml 

Öl-Rot-O 
Propylenglycol, 100% 
Dem Öl-Rot-O das Propylenglycol unter 
Rühren langsam zugeben, vorsichtig auf 
95 °C erhitzen und auflösen. Abfiltern. 
Über Nacht abkühlen, unter Vakuum 
filtern. 

Phosphomolybdic-Phosphotungstic-Lösung: 5 g 
5 g 
auf 200 ml 

Phosphomolybdänsäure 
Phosphotungstensäure 
aqua dest. 

Pikro-Sirius-Rot-Lösung: 1% 
 

Direct Red 80 
gesättigte Pikrinsäure 

Weigert´s-Eisen-Hämatoxylin-Lösung: Lösung A 
1 g 
auf 100 ml 
 
Lösung B 
4 ml 
1 ml 
auf 100 ml 
 
A : B 

 
Hämatoxylin 
Ethanol (95%, in aqua dest.) 
 
 
Eisenchloridlösung (29%, in aqua dest.) 
konzentrierte Salzsäure 
aqua dest. 
 
1:1 (zeitnah ansetzen) 

2.1.4.2 Proteinnachweis 

Blockpuffer: 3% BSA 
in 1x TBS-T 
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Lämmli-Puffer, 2x: 0,151 g 
0,4 g 
auf 2 ml 
auf 10 ml 
 
10% 
0,01% 

Trizma-Base 
SDS 
Glycerol 
aqua dest. 
auf pH 6,6 
Mercaptoethanol 
Bromphenolblau 

Laufpuffer, 5x: 30,2 g 
144 g 
10 g 
auf 2 l 

Trizma-Base 
Glyzin 
SDS 
aqua dest. 

Sammelgel: 1,25 ml 
0,67 ml 
0,025 ml 
0,01 ml 
auf 5 ml 

4x Tris-SDS, pH 6,8 
Rotiphorese Gel 40 
10% APS 
TEMED 
aqua dest. 

TBS, 10x: 198,2 g 
24,2 g 

NaCl 
Trizma-Base 

TBS-T, 1x: 100 ml 
10 ml 
auf 1 l 

10x TBS 
Tween 20 
aqua dest. 
auf pH 7,5 

Transferpuffer, 10x: 78,8 g 
288 g 
auf 2 l 

Trizma-Base 
Glyzin 
aqua dest. 

Transferpuffer, 1x: 100 ml 
200 ml 
auf 1 l 

10x Transferpuffer 
Methanol 20% 
aqua dest. 

Trenngel, 10%: 3,75 ml 
5 ml 
0,05 ml 
0,01 ml 
auf 15 ml 

4x Tris-SDS, pH 8,8 
Rotiphorese Gel 40 
10% APS 
TEMED 
aqua dest. 

Tris-SDS, 4x, pH 6,8: 6,05 g 
0,4 g 
auf 100 ml 

Trizma-Base 
SDS 
aqua dest. 

Tris-SDS, 4x, pH 8,8: 45,5 g 
1 g 
auf 250 ml 

Trizma-Base 
SDS 
aqua dest. 

2.2 Untersuchungen im Tiermodell 

2.2.1 Versuchsablauf 

Die Versuchsgröße belief sich auf insgesamt 80 weibliche Mäuse des genetischen 

Hintergrundes C57BL/6J. Sie wurden im Alter von sechs Wochen von der Firma Charles 

River WIGA GmbH (Sulzfeld, D) bezogen und ab diesem Zeitpunkt in den Zentralen 

Tierexperimentellen Einrichtungen (ZTE) der Universitätsmedizin Göttingen (UMG) 
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gehalten. Allen Tieren stand während ihres gesamten Aufenthalts in der ZTE Wasser und 

Futter zur freien Verfügung. 

Um jede Maus während des gesamten Versuches eindeutig identifizieren zu können, wurden 

die Mäuse vor Versuchsbeginn einer Ohrmarkierung unter kurzer Isoflurannarkose 

unterzogen. 

Zu Beginn des Versuches wurden alle Mäuse gewogen und in zwei Gruppen aufgeteilt. Da in 

der Arbeit der Einfluss von Übergewicht untersucht werden sollte, erfolgte die Einteilung so, 

dass sich die beiden Gruppen in Bezug auf das mittlere Körpergewicht der Tiere nicht 

unterschieden. Die Hälfte der Tiere (ab jetzt: HFD) wurde ab diesem Zeitpunkt für zwölf 

Wochen mit einer hochkalorischen Hochfettdiät (D12492), die andere Hälfte der Tiere (ab 

jetzt: KD) stellte die Futter-Kontrollgruppe dar und wurde mit einer Kontrolldiät (D12450B) 

gefüttert (s. Tab. 2.1). Alle Tiere wurden ab Beginn der Fettfütterung (bzw. der 

Kontrollfütterung) alle sieben Tage gewogen. 

Bestandteil (%) HFD: D12492 KD: D12450B 

Protein 20 20 

Kohlenhydrate 20 70 

Fett 60 10 

kcal / g 5,24 3,85 

Nach neun Wochen wurden wiederum beide Gruppen (HFD und KD) in zwei in Bezug auf ihr 

mittleres Körpergewicht möglichst ähnliche Gruppen geteilt. Die eine Hälfte wurde einem 

experimentellen Myokardinfarkt (MI) ausgesetzt (HFD MI; KD MI), die andere Hälfte wurde, 

als Infarkt-Kontrollgruppe, einer reinen Thoraxeröffnung mit anschließender 

Wiederverschließung (sham-OP) unterzogen (HDS S; KD S). Um eine erhöhte Sterblichkeit 

der MI-Gruppen auszugleichen, war die Anzahl der Tiere in diesen Gruppen höher. 22 Tiere 

der HFD-Gruppe und 23 Tiere der KD-Gruppe wurden einer permanenten Ligatur der linken 

deszendierenden Herzkranzarterie unterzogen. Ab dem Zeitpunkt der Operation wurden die 

Tiere über drei Wochen täglich auf ihren Zustand hin beobachtet und zusätzlich jeden zweiten 

Tag gewogen. 

Drei Wochen nach Infarktsetzung wurden die Untergruppen der Mäuse letztmalig halbiert. 

Die Hälfte der Mäuseherzen jeder Untergruppe wurde histologisch (H) untersucht, die andere 

Hälfte stand für Proteinanalysen mittels Western Blot (WB) zur Verfügung. Bedingt durch 

den Aufbau des Versuches konnten alle durch invasive Methoden erhobenen Daten (z. B. 

Tab. 2.1 Verwendete Diäten. Auszüge aus den jeweiligen Datenblättern. Firma: ResearchDiets, Inc., NJ, USA; über 
Brogaarden ApS, Gentofte, DK. 
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Tibialänge, Serumparameter) erst zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme – nach zwölf Wochen 

Hochfettdiät und drei Wochen post-OP – gewonnen werden. In Abb. 2.1 ist der 

Versuchsaufbau schematisch dargestellt. 

 

Um die Herzfunktion der Tiere im Verlauf beurteilen zu können, wurden die Tiere während 

des Versuches in regelmäßigen Abständen einer Echokardiographie unterzogen. So wurden zu 

Beginn des Versuches 31 Tiere stellvertretend für alle Mäuse sonographiert. Vor 

Infarktsetzung bzw. sham-OP sowie vor der Gewebeentnahme wurden jeweils alle Tiere 

echokardiographisch untersucht. 

2.2.2 Echokardiographische Bestimmung von Herzfunktion und -dimensionen 

Die echokardiographische Untersuchung wurde mithilfe des handelsüblichen 

Ultraschallgeräts für Untersuchungen an Tieren, unter anderem an Mäusen, (Vevo2100) 

durchgeführt. 

Die mittels Ohrmarkierung identifizierte Maus wurde in der Induktionskammer platziert, es 

erfolgte die Narkoseeinleitung mit 3% Isofluran. Nach Eintritt der Sedierung wurde die Maus 

rücklings auf der Untersuchungsplatte platziert, das Isofluran wurde ab jetzt über eine 

Mund-Nasen-Maske appliziert. Eine Wärmelampe schützte vor Unterkühlung. Über die 

EKG-Elektroden an den Extremitäten der Maus wurde während der gesamten Untersuchung 

ein Ein-Kanal-EKG abgeleitet. 

n=80 ♀ 
C57Bl/6J Mäuse 

HFD 
Hochfettdiät, n=40 

(60% Kalorien aus Fett) 

HFD MI 
permanente LAD Ligatur 

n=22 

WB, n=9 H, n=9 

HFD S 
sham-OP 

n=18 

WB, n=8 H, n=7 

KD 
Kontrolldiät, n=40 

(10% Kalorien aus Fett) 

KD MI 
permanente LAD Ligatur 

n=23 

WB, n=9 H, n=9 

KD S 
sham-OP 

n=17 

WB, n=8 H, n=8 

Abb. 2.1 Versuchsaufbau, schematisch. 
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Die Körpertemperatur der Maus wurde über eine rektale Temperatursonde gemessen, der 

Brustkorb wurde mithilfe von Enthaarungscreme großflächig vom Haarkleid befreit. Unter 

dieser Vorbereitung wurde die Narkose in mehreren Schritten auf 2% Isofluran erniedrigt. 

Während der Echokardiographie wurde darauf geachtet, dass die physiologischen Parameter 

der Maus in Bezug auf die Körpertemperatur (ca. 38,0 °C) (EUMORPHIA / 

EUROPHENOME) sowie die Atemfrequenz (> 120 min-1) auch unter Narkose erhalten 

blieben.  

Die echokardiographische Untersuchung begann nach dem Ausrichten der 

Untersuchungsplatte und dem Auftragen des Ultraschallgels. Während der Untersuchung 

wurde darauf geachtet, dass die Herzfrequenz immer bei knapp über 500 min-1 eingestellt war. 

Es wurden sowohl zweidimensionale B-Mode-Bilder als auch eine M-Mode-Aufnahme 

erstellt. Im B-Mode stellen die Aufnahmen der langen Achse den Längsschnitt des Herzens 

durch Aortenklappe und Herzspitze dar, die der kurzen Achse den Querschnitt auf Höhe der 

Papillarmuskeln. Der M-Mode stellt den größten Durchmesser der kurzen Achse im zeitlichen 

Verlauf dar. Die Wanddicken wurden in M-Mode-Aufnahmen ermittelt. 

Im Rahmen der echokardiographischen Untersuchung wurden folgende Parameter sowohl in 

Systole als auch in Diastole ermittelt: 

 

B-Mode lange Achse: 

Strecke Aortenklappe bis Herzspitzenendokard (long axis s, long axis d) (mm) 

 

B-Mode kurze Achse: 

Linksventrikuläre Vorderwanddicken (AWThs, AWThd) (mm) 

Linksventrikuläre Durchmesser (LVIDs, LVIDd) (mm) 

Linksventrikuläre Hinterwanddicken (PWThs, PWThd) (mm) 

Flächen, die das linksventrikuläre Endokard umschreiben (Area s, Area d) (mm2) 

Fläche, die das linksventrikuläre Epikard umschreibt, in Systole (Epi) (mm2) 

Herzfrequenz, unabhängig von Systole oder Diastole (HF) (min-1) 

 

M-Mode: 

Linksventrikuläre Vorderwanddicken (AWThs, AWThd) (mm) 

Linksventrikuläre Durchmesser (LVIDs, LVIDd) (mm) 

Linksventrikuläre Hinterwanddicken (PWThs, PWThd) (mm) 
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Berechnung der folgenden Parameter: 

Linksventrikuläre Flächenverkürzungsfraktion (%): FAS = (Area d – Area s) / Area d x 100 

Linksventrikuläre Verkürzungsfraktion (%): FS = (LVIDd – LVIDs) / LVIDd x 100  

Verdickungsfraktion der Vorderwand (%): AWThF = (AWThs – AWThd) / AWThs x 100 

Verdickungsfraktion der Hinterwand (%): PWThF = (PWThs – PWThd) / PWThs x 100 

LV-Masse (mg): HW = 1,05 x (5/6) x ((Epi s x (Ls + ((AWThs + PWThs) / 2))) – (Area s x Ls)) 

Volumen in Systole (µl): Vol s = (5/6) x (Area s x Ls) 

Volumen in Diastole (µl): Vol d = (5/6) x (Area d x Ld) 

Ejektionsfraktion (%): EF = (Vol d – Vol s) / Vol d x 100 

Im Anschluss an die erfolgreiche Echokardiographie wurden Sedierung, Ultraschallgel und 

Rektalsonde entfernt, die Maus wurde gewogen und nach dem Aufwachen zurück in ihren 

Käfig gesetzt. Alle Messungen erfolgten durch Herrn Michael Didié, wissenschaftlicher 

Mitarbeiter der Abteilung Pharmakologie der Universitätsmedizin Göttingen. 

2.2.3 Experimentelle Induktion eines Myokardinfarkts 

Die Induktion des Myokardinfarkts wurde in Anlehnung an PATTEN et al. durch einen 

manuellen Verschluss der linken deszendierenden Herzkranzarterie durchgeführt (PATTEN et 

al. 1998). 

Die Narkoseeinleitung erfolgte in einem verschließbaren Glasgefäß mit isofluranhaltiger Luft. 

Nach Eintritt der Sedierung wurde die Maus zügig mit den Vorderzähnen an einem eigens 

hierfür angefertigten Gestell „aufgehängt“ und die Zunge mithilfe einer Pinzette behutsam 

nach vorne gezogen, um ein spezielles Laryngoskop in den Rachen einzuführen. Nun konnte 

die Stimmritze unter Sicht eingestellt und die Maus mit einem selbst hergestellten 

Kunststoffröhrchen intubiert werden. 

Der Tubus wurde an ein Beatmungsgerät (Mini Vent Mouse Ventilator Typ 845) 

angeschlossen, die regelrechte Intubation wurde anhand der Luftblasenbildung des in Wasser 

platzierten Endes des Exspirationsschlauchs kontrolliert. Die Beatmung erfolgte gemäß den 

nachstehenden Parametern: Frequenz 150 min-1; Atemzugvolumen 150 µl; mit einem 

Gemisch aus O2 und 2% Isofluran. 

Die Operation wurde unter dem Mikroskop durchgeführt. Die Maus wurde leicht rechtsseitig 

gelagert. Zur Vorbereitung wurde die linke Thoraxhälfte der Maus enthaart und mit Braunol 

desinfiziert. Die Haut über dem Herzen wurde über eine Länge von ca. 1 cm inzidiert. Die 

Eröffnung des Brustkorbs erfolgte über einen Schnitt zwischen den Rippen, der Schnitt wurde 

Tab. 2.2 Echokardiographisch bestimmte Messwerte. 
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mithilfe eines Elektrokauters gespreizt und durch sterile Haken offen gehalten. Dieser 

Operationsabschnitt wurde sowohl an den Infarkt-operierten als auch an den sham-operierten 

Mäusen durchgeführt. Den nachfolgenden Schritten dagegen waren nur die Infarkt-operierten 

Mäuse ausgesetzt. 

Die Darstellung des Herzens folgte nach Durchtrennung des Perikards. Die linke 

deszendierende Herzkranzarterie (LAD) wurde 1 - 3 mm unterhalb des linken Herzohres 

aufgesucht und dort mithilfe einer 9-0 Naht ligiert. Nach Verblassen des Herzmuskels distal 

der Umstechung – als Indikator für eine erfolgreiche Gefäßunterbindung – wurden Thorax 

und Haut jeweils mit 6-0 Einzelknopfnähten wieder verschlossen. Es folgte eine letzte 

Desinfektion der Wunde mit Braunol. Die Operationen wurden von Herrn Dr. Bernhard 

Unsöld, Assistenzarzt der Abteilung Kardiologie und Pneumologie der UMG, durchgeführt. 

Zur Ausleitung der Narkose wurde das Isofluran aus dem Narkosegemisch entfernt. Bei 

ausreichender Spontanatmung wurde der Tubus entfernt. Zum schonenden Erwachen wurde 

die Maus in einem sauberen, auf 37°C gewärmten Käfig platziert. Erst nach vollständigem 

Erwachen und nach Überprüfung des unauffälligen Allgemeinzustandes der Maus wurde 

diese wieder in den Tierstall verbracht und dort weiterhin regelmäßig – in der ersten Woche 

täglich – auf Auffälligkeiten hin untersucht. 

Zur Vorbeugung gegen Schmerzen war das Trinkwasser der Mäuse schon am Vortag mit 

Metamizol (15 Tropfen in 200 ml Trinkwasser) versetzt worden. Die Schmerzmedikation 

wurde bis einschließlich eine Woche post infarctionem fortgeführt. 

2.2.4 Gewebeentnahme 

An Tag 21 nach Induktion des Myokardinfarktes bzw. nach sham-OP wurde allen Mäusen 

nach ihrem Tod das Herz für histologische und molekularbiologische Analysen entnommen. 

Gleichzeitig wurde der Maus für spätere Bestimmungen von Nüchtern-Glukose und -Insulin 

sowie zur Bestimmung des Leptinspiegels Blut entnommen. Um neben dem Körpergewicht 

einen weiteren Marker für die Gewichtszunahme der Maus zur Verfügung zu haben, wurden 

jeder Maus die abdominellen Fettdepots entnommen, genau wie die rechte Tibia, die in 

späteren Berechnungen als Maß für die Größe der Maus diente. 

Zur Bestimmung von Nüchtern-Glukose und -Insulin im Serum war den Mäusen am Vortag 

das Futter entzogen worden. Wasser stand weiterhin zur freien Verfügung. 
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Nach Identifikation anhand der Ohrmarkierung wurde die Maus mittels Peritonealanästhesie 

betäubt. Als Betäubungsmittel wurden Natriumchlorid, Xylazin, sowie Ketamin im Verhältnis 

2:1:1 verwendet. Die Dosierung erfolgte gewichtsadaptiert mit 2,5 μl/g Körpergewicht. Nach 

Einsetzen der Narkosewirkung wurde die Maus erneut gewogen, um eventuelle, durch 

Mausbewegungen verursachte Ungenauigkeiten der vorherigen Messung zu erkennen. Zur 

Organentnahme erfolgte die Fixierung rücklings mit abgespreizten Extremitäten durch 

Leukosilk, zur Desinfektion und zum leichteren Arbeiten wurden Thorax und Abdomen 

oberflächlich mit 70% Ethanol (in aqua dest.) behandelt. Im Folgenden wurde der Bauchraum 

entlang des Rippenbogens eröffnet. Die Thoraxeröffnung erfolgte durch das Aufschneiden der 

Rippen links lateral des Sternums bis hin zur oberen Thoraxapertur. 

Nach Durchtrennung der Aorta wurde das Blut mit einer Insulinspritze aus dem Thorax 

entnommen, in ein beschriftetes Eppendorfgefäß umgefüllt und für 5 Min bei 3500 rpm 

abzentrifugiert. Der Überstand (Serum) wurde vorsichtig abgenommen, in saubere Gefäße 

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

Um das Herz unter guter Sicht entnehmen zu können, wurde der Thorax großzügig eröffnet. 

Das Zwerchfell wurde bis zu den Seiten abgetrennt, die Rippen nach außen geklappt. Die 

Entnahme des Herzens erfolgte zunächst mitsamt dem epikardialen Fettgewebe. Gefäße und 

Lungen wurden sorgfältig und zügig direkt oberhalb des Herzens abgetrennt und in der Maus 

belassen. Zur Dilatation wurde das Herz kurz in 0,1 M kardioplegem KCl (in PBS) 

geschwenkt. Nach vorsichtiger Ablösung des epikardialen Fettgewebes sowie Reinigung des 

Herzens von eventuell am Herz verbliebenen Gefäßteilen wurde das Mäuseherz gewogen. 

Auf sauberer Aluminiumfolie wurden die Vorhöfe abgetrennt und je nach beabsichtigter 

Untersuchung in einem Kryoröhrchen oder PBS gelagert. Die für den Western Blot 

vorgesehenen Herzen wurden bis zum Zeitpunkt der Proteinanalysen bei -80 °C in 

Kryoröhrchen gelagert. Die für die Histologie vorgesehenen Herzen wurden bei RT in PBS 

(in aqua dest.) aufbewahrt, um im Verlauf eingebettet zu werden. Hierzu wurden sie unter 

dem Abzug auf einen beschrifteten Korken versetzt und dort mit tissue-tec O.C.T. compound 

befestigt. Die Fixierung gelang durch kurzes Einsenken des Korkens inklusive des Herzens in 

einen mit Methylbutan gefüllten Behälter, der durch flüssigen Stickstoff gekühlt wurde. Das 

Herz war mit seiner Schnittfläche auf den Korken gesetzt worden, sodass es später von dem 

Apex her angeschnitten werden würde. Die Lagerung der eingebetteten Herzen erfolgte bei 

-20 °C. 
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Zur Entnahme der abdominellen Fettdepots (fat-pad) wurde der Bauchraum nach kaudal 

weiter eröffnet. Die Haut und das Peritoneum wurden gespreizt, sodass die fat-pads jeweils 

frei lagen und leicht unter Erhaltung besonders der Ovarien entnommen und gewogen werden 

konnten. 

Für die Freilegung der Tibia wurde der rechte Hinterlauf auf Höhe des Femurschaftes 

abgetrennt. Mit Pinzette und Schere wurde die Tibia grob von Fell, Muskeln und Fibula 

getrennt, um dann an den jeweiligen Gelenken aus ihrer Verbindung zu Femur und Talus 

herausgedreht werden zu können. Mit Kompressen wurde der Knochen manuell vom 

restlichen Muskelgewebe befreit. Die Längenmessung der Tibia erfolgte mithilfe eines 

digitalen Messschiebers. 

Einmalig wurden von einer Kontrolldiät-gefütterten, sham-operierten Maus zusätzlich eine 

Milz und ein 1 cm langes Dünndarmstück für Positivkontrollen der verschiedenen Färbungen 

entnommen, die auf die gleiche Art wie die für die Histologie bestimmten Herzen gelagert 

wurden, nachdem sie in 0,9% NaCl gespült und, im Fall des Darms, ausgestrichen worden 

waren. 

2.2.5 Genehmigung der Studie 

Die tierexperimentelle Studie wurde nach §8 des Tierschutzgesetzes vom Niedersächsischen 

Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt (Az. 33.9.42502-04-

063/09). Haltung und Versuche erfolgten gemäß nationalen Bestimmungen. 

2.3 Messungen im Serum 

Als Material für die Serumanalysen wurde das aus dem Nüchtern-Vollblut abzentrifugierte 

Serum genutzt, welches bei -80 °C gelagert worden war. 

2.3.1 Bestimmung von Nüchtern-Glukose im Serum 

Zur Bestimmung der Nüchtern-Glukose wurde das Glukose (HK) Assay Kit verwendet. Die 

Bestimmung erfolgte genau nach Herstelleranleitung. Als Probenvolumen wurde 10 µl 

gewählt. Die vom Hersteller mitgelieferte Standardlösung mit bekannter 

Glukosekonzentration wurde mitgeführt. Die Absorption wurde im Spektrofotometer bei 

340 nm gegen aqua dest. gemessen, die Glukosekonzentration wurde anhand der vom 

Hersteller vorgegebenen Formel berechnet. 
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2.3.2 Bestimmung von Nüchtern-Insulin und -Leptin im Serum  

Die Konzentration von Insulin und Leptin im Serum wurde mithilfe spezifischer Sandwich 

ELISAs bestimmt. Bei dieser Form der ELISAs ist ein an das Antigen bindender Antikörper 

fest an die Mikrowellplatte gebunden. Das im Serum vorhandene Antigen bindet an diesen 

Antikörper. Nicht bindende Bestandteile der Probe werden nach einer Inkubationszeit von der 

Platte gewaschen. In einem zweiten Schritt wird ein mit einem Enzym verbundener 

Detektionsantikörper zugegeben. Dieser bindet an ein anderes Epitop des Antigens, sodass 

das Antigen wie ein Sandwich zwischen beiden Antikörpern eingeschlossen wird. Wiederum 

wird nicht gebundene Lösung von der Platte gewaschen. Im letzten Schritt wird nun ein 

Substrat hinzugegeben, welches durch das Enzym des Detektionsantikörpers umgesetzt 

werden kann. Der Substratumsatz ist proportional zur Enzymmenge und damit auch zur 

Menge des Antigens. 

Zur Bestimmung der Nüchtern-Insulinwerte der Mäuse wurde der Rat / Mouse Insulin Assay 

verwendet. Die Bestimmung erfolgte strikt nach den Angaben des Herstellers. Zur 

Bestimmung der Nüchtern-Leptinwerte der Mäuse wurde der Mouse Leptin Quantikine ELISA 

Kit verwendet. Auch diese Bestimmung erfolgte streng nach den Angaben des Herstellers. 

Für die Auswertung aller ELISAs wurde ein Plattenfotometer sowie das Programm KC4 

verwendet. 

2.4 Histologische Analyse des Herzgewebes 

2.4.1 Erstellung von Gefrierschnitten 

Für die Herstellung von Gefrierschnitten wurde das auf einer Korkplatte befestigte, bei -20 °C 

tiefgefrorene Herzgewebe verwendet. 

Das Schneiden des Gewebes erfolgte im vorgefrorenen Kryostat auf eine Dicke von 5 – 7 µm. 

Pro Herz wurden zehn Objektträger mit je vier Schnitten erstellt. Bei der Aufteilung der 

Schnitte auf die Objektträger wurde jeweils eine einheitliche Reihenfolge beibehalten (s. Abb. 

2.2). Diese Reihenfolge ermöglichte es, innerhalb eines jeden Objektträgers verschiedene 

Schnittebenen des Herzens zu repräsentieren und gleichzeitig auch auf den unterschiedlichen 

Objektträgern Areale abzubilden, die miteinander vergleichbar waren. 

Auf jedem Objektträger wurde die vollständige Mausnummer sowie die Nummer des 

Objektträgers vermerkt, später wurde die durchgeführte Färbung ergänzt. 
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Die Lagerung aller Objektträger erfolgte bei -20 °C. Auch das restliche Herzgewebe wurde 

weiter bei -20 °C gelagert, um eventuell zu einem späteren Zeitpunkt weitere Schnitte 

erstellen zu können. 

2.4.2 Histologische Untersuchungen 

2.4.2.1 Postfixation 

Nach dem Auftauen wurden die bisher kontinuierlich bei -20 °C gelagerten Objektträger für 

5 Min in PBS gewässert. Im Anschluss daran erfolgte die Fixierung des Gewebes für 10 Min 

bei -20 °C in vorgekühltem Aceton, gefolgt von einer kurzen Trocknung der Objektträger 

unter dem Abzug. 

2.4.2.2 Übersichtsfärbung mit Hämatoxylin-Eosin 

Um eine Übersicht über die angefertigten Schnitte zu gewinnen, wurde zunächst eine 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung angewandt. 

Nach erfolgter Trocknung standen die Objektträger für 3 Min in 50% Ethanol. Die 

Kernfärbung erfolgte mittels Mayer´s Hämatoxylin für 8 Min, gefolgt von einer kurzen 

Spülung in aqua dest.. Das Bläuen resultierte aus der 13-minütigen Inkubation in 

Leitungswasser, gefolgt von der Zellfärbung durch 10 Sek Inkubation in 0,5%igem Eosin, an 

Abb. 2.2 Aufteilung der Gewebeschnitte auf Objektträger. Die Schnitte 1 – 10 eines Herzens wurden auf zehn 
Objektträger verteilt. Im weiteren Verlauf wurde wiederum je ein Schnitt auf jeden Objektträger überführt (11 – 20, 21 – 30, 
31 – 40), bis auf jedem Objektträger vier Schnitte lagen. Damit waren die Schnitte 1, 11, 21, 31 auf den ersten Objektträger 
aufgezogen, die Schnitte 2, 12, 22, 32 auf den zweiten Objektträger. Um mit diesen vier Schnitten ein großes Areal des 
Herzens abzubilden, wurde jeweils nach zehn abgenommenen Schnitten ein Gewebestück von ca. 50 µm bewusst verworfen.  
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welche sich kurzes Spülen in aqua dest. anschloss. Die Dehydrierung folgte durch eine 

aufsteigende Alkoholreihe (je zweimalig 2 Min in 90%, 100% Ethanol), an die sich zweimalig 

5 Min Xylolersatzmittel und das Eindecken mithilfe von Histomount anschloss. 

2.4.2.3 Masson-Trichrom-Färbung zur Detektion von Fibrose 

Zur Quantifizierung fibrotischer Areale im infarzierten Herzen wurde die Färbung nach 

Masson-Trichrom verwendet. 

Hierzu standen die Objektträger nach erfolgter Trocknung für 5 Min in aqua dest.. 

Anschließend wurden die Schnitte über Nacht unter dem Abzug in Bouin´s Fixative 

nachfixiert. Am nächsten Morgen wurde unter laufendem Wasser gespült und anschließend 

zur Kernfärbung 10 Min in Weigert´s-Eisen-Hämatoxylin-Lösung inkubiert, gefolgt von 

anschließender 10-minütiger Waschung in Leitungswasser. Nach einer kurzen Spülung in 

aqua dest. folgte die Muskelanfärbung mithilfe einer 15-minütigen Inkubation in Biebrich-

Scharlachrot-Säurefuchsin. Nach Lagerung über 15 Min in Phosphomolybdic-

Phosphotungstic-Lösung erfolgte die Kollagenanfärbung durch 8-minütige Inkubation in 

Anilinblau-Lösung mit anschließender Spülung in aqua dest.. Zur Differenzierung lagen die 

Schnitte für 3 Min in 1% Essigsäure. Anschließend folgte eine aufsteigende Alkoholreihe 

sowie zweimalige Inkubation über 5 Min im Xylolersatzmittel und das blasenfreie Eindecken 

der Schnitte unter Zuhilfenahme von Histomount. 

Für die Auswertung der Schnitte wurden diese unter dem Mikroskop begutachtet. Mithilfe des 

Programms Image Pro Plus wurde von jedem Schnitt ein Foto in 12,5-facher Vergrößerung 

erstellt, sodass von jedem Mäuseherz vier Fotografien existierten. Pro Schnitt wurde die 

Fläche der blau gefärbten fibrotischen Anteile des Herzens durch die Fläche des gesamten 

Herzens dividiert, um einen prozentuellen Fibroseanteil pro Schnitt zu ermitteln. Aus den vier 

Werten einer jeden Maus wurde der arithmetische Mittelwert gebildet. 

2.4.2.4 Pikro-Sirius-Rot-Färbung zum Nachweis von Kollagen 

Zur Überprüfung der Ergebnisse bzw. zur spezifischen Darstellung von Kollagenfasern wurde 

die Pikro-Sirius-Rot-Färbung in Verbindung mit Polarisationsmikroskopie verwendet. 

Nach der Trocknung wurden die Schnitte für 5 Min in aqua dest. gewässert. Die Färbung mit 

Pikro-Sirius-Rot-Lösung dauerte 60 Min. Die überschüssige Farbe tropfte auf einem Tuch ab, 

danach wurden die Schnitte kurz in aqua dest. eingetaucht. Der Dehydrierung in einer 
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aufsteigenden Alkoholreihe folgte eine zweimalige Lagerung in Xylolersatzmittel für je 

5 Min. Das Eindecken gelang mithilfe von Histomount. 

Alle Schnitte wurden unter dem Mikroskop mithilfe eines Polarisators begutachtet. Von 

jedem Quadranten eines jeden Schnittes wurde unter dem Mikroskop ein Foto in 200-facher 

Vergrößerung gefertigt, sodass von jeder Maus 16 Fotografien vorhanden waren. Mithilfe des 

Programms Image Pro Plus konnte die Fläche des durch die Färbung orange bis grün 

erscheinenden Kollagens quantifiziert werden. Für jede Maus wurde das arithmetische Mittel 

der gemessenen Fläche gebildet. 

2.4.2.5 Öl-Rot-O zur Beurteilung von Fetteinlagerung 

Die Öl-Rot-O-Färbung wurde zur Beurteilung der extra- und intrazellulären, sowie der 

epikardialen Fetteinlagerung im Herzen verwendet. 

Die Postfixation der Schnitte erfolgte nach dem Auftauen in eisgekühltem Formalin (10%) für 

10 Min. Anschließend wurden die Schnitte je dreimal für 2 Min in aqua dest. gewaschen, um 

dann für 5 Min bei RT in Propylen-Glycerol (100%) zu inkubieren. Die Färbung mithilfe der 

Öl-Rot-O-Lösung erfolgte für 8 Min bei 60 °C im Wasserbad. Im Anschluss folgte nach der 

5-minütigen Inkubation in Propylen-Glycerol (85%, in aqua dest.) ein weiterer dreimaliger 

Waschgang für je 2 Min in aqua dest.. Die Kerne wurden mit Gill´s Hämatoxylin durch 

13-maliges, kurzes Eintauchen angefärbt. Die Bläuung fand unter fließendem Leitungswasser 

für 30 Sek statt. Anschließend wurden die Schnitte mithilfe von vorher im Wärmebad 

verflüssigtem Glycerin Jelly eingebettet. 

Unter dem Mikroskop wurden alle Schnitte sorgfältig betrachtet. Die Schnitte wurden gemäß 

der Lokalisation des Fettsignals (intra- und extrazellulär sowie epikardial) beurteilt. 

2.4.3 Immunfluoreszenzfärbungen 

2.4.3.1 Allgemeines Färbeprotokoll der CD31-, CD45-, CD68-Färbung 

Nach dem Auftauen der Objektträger wurden diese für 5 Min in PBS gewässert. Im Anschluss 

daran erfolgte die Fixierung des Gewebes für 10 Min bei -20 °C in vorgekühltem Aceton. 

Nach kurzer Trocknung der Objektträger unter dem Abzug wurden die Schnitte jeweils mit 

dem PAP PEN Mini eingekreist, damit die später erfolgende Benetzung mit Antikörpern 

während der Inkubationszeit nicht verfließen konnte. Anschließend standen die Schnitte für 

5 Min in PBS. Falls notwendig (siehe spezifisches Färbeprotokoll), erfolgte nun die Blockade 
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der im Gewebe vorhandenen Bindungsstellen für den später verwendeten zweiten Antikörper. 

Die Inkubation des ersten, in einem kommerziellen Verdünnungsmedium mit 

hintergrundreduzierenden Eigenschaften (Antibody-Diluent) gelösten Antikörpers fand bei RT 

für 60 Min statt. Anschließend folgte ein dreimaliger Waschgang in PBS für je 5 Min, um 

überschüssigen, nicht gebundenen Antikörper aus dem Gewebe zu entfernen. Die Schnitte 

wurden bei 4 °C über Nacht im Dunkeln mit dem zweiten, in PBS gelösten Antikörper 

bedeckt und anschließend wiederum dreimal für je 5 Min in PBS gewaschen. Die Inkubation 

der Kernfärbung mit DAPI dauerte 30 Min im Dunkeln, gefolgt von dreimaligem Waschen in 

PBS für je 5 Min. Die Eindeckung erfolgte blasenfrei unter Zuhilfenahme von VectaShield 

Mounting Medium. 

Zum Schutz vor einer Austrocknung des Gewebes erfolgten alle Inkubationen mit 

Antikörpern in Feuchtkammern. 

Als Negativkontrolle wurde ein weiterer Objektträger mit gleich behandelten Herzschnitten, 

auf denen statt des ersten Antikörpers nur Antibody-Diluent aufgetragen wurde, mitgeführt. 

Eine Positivkontrolle ist gegebenenfalls bei den jeweiligen Färbungen gesondert aufgeführt. 

2.4.3.2 Spezifische Immunfärbeprotokolle 

2.4.3.2.1 CD31 / Angiogenese 

Angiogenese entwickelt sich unter anderem ausgehend von Endothelzellen. Zur Beurteilung 

der Gewebeerholung post infarctionem wurde als Marker für kapillare Endothelzellen eine 

anti-CD31-Färbung verwendet. 

Vor der Inkubation des ersten Antikörpers wurde das Gewebe mittels vorgewärmtem Triton X 

(0,05%, in PBS) für 10 Min bei 37 °C permeabilisiert und anschließend dreimalig für 2 Min 

in PBS gewaschen. 

Um die Zellen später zusätzlich in Bezug auf Hypertrophie untersuchen zu können, erfolgte 

vor der Kernfärbung (DAPI) weiterhin die Anfärbung der Zellgrenzen der Kardiomyozyten 

mit Weizenkeimlektin (WGA; in PBS) über 1 Std im Dunkeln. 

Folgende Antikörper wurden in den beschriebenen Verdünnungen verwendet: 

1. AK PECAM-1 (MEC 13.3) 1 : 40 sc-18916, Santa-Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, D 

2. AK goat anti-rat 555  1 : 400 MFP-A2434, MoBiTec GmbH, Göttingen, D 

WGA Alexa Flour 488 1 : 400 W11261, Invitrogen, Paisley, UK 

Kerne DAPI 1 : 200 D9542, Sigma-Aldrich, Steinheim, D 
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2.4.3.2.2 CD45 / Inflammation 

CD45 wurde als transmembranäres Glykoprotein der hämatopoietischen Zellen, 

ausgenommen Erythrozyten, identifiziert. Als solches gilt es als Marker für Leukozyten und 

damit, im weiteren Sinn, von Inflammation. 

Die hier nötige Blockade der Bindungsstellen für den zweiten Antikörper erfolgte für 30 Min 

mittels 10% NGS (in PBS). Als Positivkontrolle wurde der Schnitt einer Mausmilz 

mitgeführt. 

Folgende Antikörper wurden in den beschriebenen Verdünnungen verwendet: 

1. AK CD45 (30-F11)  1 : 50 sc-53665, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, D 

2. AK goat anti-rat 555 1 : 400 MFP-A2434, MoBiTec GmbH, Göttingen, D 

Kerne DAPI 1 : 200 D9542, Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

2.4.3.2.3 CD68 / Makrophagen 

CD68 ist ein glykosyliertes, lysosomales Membranprotein, das zusätzlich an der 

Zelloberfläche von Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen, Basophilen und NK-Zellen 

nachzuweisen ist. Der hier verwendete Antikörper bindet spezifisch an ein Epitop eines 

makrophagenrestringierten CD68-Antigens und ist damit makrophagenspezifisch. 

Zur 30-minütigen Blockade der Bindungsstellen des zweiten Antikörpers wurde ein spezieller 

Blocking Mix (s. u.) bei RT verwendet. Als Positivkontrolle wurde der Schnitt einer Mausmilz 

mitgeführt. 

Folgende Antikörper und Reagenzien wurden in genannten Verdünnungen verwendet: 

1. AK CD 68 (PG-M1) 1 : 100 M0876, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, D 

2. AK goat anti-mouse 555 1 : 400 MFP-A2422, MoBiTec GmbH, Göttingen, D 

Kerne DAPI 1 : 200 D9542, Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

Blocking Mix: 
5% FCS 
1% BSA 
0,05% Triton X 
10 mM TRIS-HCl, pH= 7,5 
100 mM MgCl2 

in aqua dest. 

  

Tab. 2.3 Antikörper der CD31-Immunfluoreszenz. 

Tab. 2.4 Antikörper der CD45-Immunfluoreszenz. 

Tab. 2.5 Antikörper der CD68-Immunfluoreszenz. 



MATERIAL UND METHODEN 31 
 

 

2.4.3.2.4 TUNEL / Apoptose 

Ein Kennzeichen der Apoptose ist die DNA-Zergliederung in Fragmente einer Länge von 

zirka 200 Basenpaaren (RASSOW 2008). Im Rahmen der TdT-mediated dUTP nick end 

labeling (TUNEL)-Färbung bindet die Terminaldesoxynukleotidyltransferase (TdT) an die 

3´-OH-Enden dieser Fragmente und fügt dort Polydesoxyuridylnukleotide an, an welche in 

weiteren Schritten eine Fluoreszinmarkierung angefügt wird. Sie bietet somit den Nachweis 

für gespaltene DNA und gilt als Marker für Apoptose (GAVRIELI et al. 1992). 

Zur Bestimmung wurde ein kommerzielles Kit (Inkubation Labeling Mix) verwendet. Die 

Postfixation erfolgte analog zu den anderen verwendeten immunhistochemischen 

Färbemethoden, siehe Kapitel 2.4.3.1. Nach dem abschließenden Wässern für 5 Min in PBS 

wurden die Schnitte zur Permeabilisierung für 5 Min bei 400 W in der Mikrowelle mit 0,1 M 

Citratpuffer (pH=6,0) behandelt, im Folgenden kühlten sie 20 Min bei RT ab. Es folgten drei 

erneute Waschvorgänge in PBS für je 5 Min. Nun wurden die Schnitte für 60 Min bei 37 °C 

im Dunkeln mit dem Inkubation Labeling Mix inkubiert, drei weitere 5-minütige Waschgänge 

mit PBS schlossen sich an. Zur Kernfärbung wurde DAPI (1:200 in PBS) verwendet, 

überschüssige Lösung wurde in drei weiteren je 5-minütigen Waschgängen mit PBS entfernt. 

Das Eindecken erfolgte mithilfe von VectaShield Mounting Medium. 

Als Positivkontrolle wurde der Schnitt eines Mausdarms mitgeführt. 

Es wurden die folgenden Antikörper verwendet: 

Inkubation Labeling Mix (TUNEL) 11684795910 Roche Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen, D 

Kerne DAPI (1:200) D9542, Sigma-Aldrich, Steinheim, D 

2.4.3.3 Auswertung 

Nach Abschluss der jeweiligen Färbung wurden die Schnitte innerhalb von 24 Std unter dem 

Fluoreszenzmikroskop in entsprechender Vergrößerung (CD45, CD68, TUNEL: 200-fach; 

CD31: 400-fach) mit dem Programm Axio Vision fotografiert, um eine Schwächung des 

Signals durch längere Lagerung auszuschließen. Die Deckgläschen wurden zum Schutz vor 

Austrocknung mit Nagellack versiegelt. Die Lagerung der Schnitte erfolgte im Dunkeln bei 

4 °C. 

Um vergleichbare Ergebnisse zu erreichen, wurde die Bildaufnahme standardisiert. So wurde 

von jedem Quadranten eines jeden der vier angefärbten Schnitte pro Maus ein Foto erstellt. 

Pro Maus ergaben sich damit 16 Fotos, die gleichwertig in die Auswertung mit einbezogen 

Tab. 2.6 Antikörper der TUNEL-Färbung. 
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wurden. Gleichzeitig wurde jeweils vermerkt, ob das Foto das Infarktgebiet oder die Peri-

Infarktzone abbildete, um später genauere Ergebnisse darstellen zu können. Die 

Belichtungszeit war in dem jeweiligen Kanal für alle Fotos einer Färbung einheitlich. 

Zur Auswertung der Färbung wurden nur solche Zellen/Zellkerne quantifiziert, welche 

„doppelt positiv“ waren, bei denen sich also sowohl ein positives Signal des zweiten 

Antikörpers fand, als auch sich ein zugehöriger Zellkern mittels DAPI im Fluoreszenzlicht 

anfärben ließ. Dies schloss aus, dass eventuelle falsch positive Signale mit in die Wertung 

einbezogen wurden. Die Zellen wurden ausgezählt, die Anzahl (pro Gesichtsfeld) wurde mit 

dem entsprechenden Faktor (6,7 für 200x) multipliziert, um die Anzahl der doppelt positiven 

Zellen pro mm2 zu ermitteln. Außerdem erfolgte die Auswertung getrennt für Infarktgebiet 

und Periinfarktzone. 

Um die Zellgröße der Kardiomyozyten vergleichen zu können, waren im Zuge der anti-CD31-

Färbung zusätzlich die Zellgrenzen angefärbt worden. Auf den angefertigten Fotos wurden 

später jeweils zehn zufällig gewählte Einzelkardiomyozyten pro Bild manuell umfahren, mit 

Hilfe des Programms Image Pro Plus wurden der kleinste Zelldurchmesser (sog. 

Kurzachsen-Durchmesser), der größte Zelldurchmesser (sog. Längsachsen-Durchmesser) und 

die Zellfläche berechnet. Diese wurden für jede Maus gemittelt und zwischen den Gruppen 

verglichen. 

2.5 Proteinnachweis 

Um die Expression bzw. Phosphorylierung von Proteinen im Herzgewebe nachzuweisen und 

zu quantifizieren, wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt. Zunächst wurden die 

Proteine mithilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese entlang eines elektrischen Feldes 

nach ihrer Größe und Ladung aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Proteine im Western Blot 

von diesem Gel auf eine Membran übertragen, um dort später mit speziellen Antikörpern 

detektiert zu werden. 

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

2.5.1.1 Proteinvorbereitung 

Das Protein wurde aus den bei -80 °C gelagerten Herzen gewonnen. Mit einem Hammer 

wurden die Proben grob zerkleinert, mit 1 ml Lysepuffer in ein Eppendorfgefäß gefüllt und 

dann in einem Homogenisator aufgespalten. Auf Eis wurden die Proben 20 Min weiter lysiert. 
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Nach 4-minütiger Zentrifugation bei 13000 rpm wurde der Überstand abgenommen und bei 

-20 °C eingefroren. 

Zur Konzentrationsbestimmung der Gesamtproteinmenge mittels des Bicinchoninic Acid 

(BCA) - Assays wurden 25 µl einer 1:10 in aqua dest. verdünnten Probe – genau wie eine 

Standard-Albumin-Reihe (2000 – 3,9 µg/ml) – jeweils mit dem BCA-Reagenz auf eine 

96-well-Platte aufgetragen. Die Inkubation erfolgte für 30 Min bei 37 °C. Im Anschluss 

wurde der Proteingehalt bei 562 nm im Plattenfotometer gemessen und als Konzentration 

(µg/ml) notiert. 

2.5.1.2 Vorbereitung und Gießen der Gele 

Nachdem die zwei Glasplatten in die vorgesehene Halterung eingesetzt worden waren, wurde 

das Trenngel zwischen die Platten gegossen und vorsichtig mit 1 ml Isopropanol 

überschichtet, damit sich eine gerade obere Kante bildete. Nach abgeschlossener 

Polymerisation wurde Isopropanol abgegossen und die Kante mit aqua dest. gespült. Das 

vorbereitete Sammelgel wurde luftblasenfrei über das Trenngel gegossen und der 

Probenkamm eingesteckt. Das Gel härtete über weitere 20 Min aus. 

2.5.1.3 Probenvorbereitung 

Während dieser Zeit wurden die Proben vorbereitet. Ziel war es, in jede Geltasche sowohl 

äquivalente Volumina als auch äquivalente Proteinmengen zu pipettieren. Hierfür wurden 

äquivalente Proteinmengen aller Proben (50 µg) jeweils mit aqua dest. auf das gleiche 

Volumen aufgefüllt und danach mit dem gleichen Volumen 2x Lämmli-Puffer versetzt. Pro 

Gel wurde ebenfalls eine Markerprobe (Precision Plus Protein Standard) mitgeführt, um 

später bei der Auswertung des Blots die Größe der Banden bestimmen zu können. Alle 

Proben wurden bei 100 °C für 5 Min erhitzt und damit denaturiert, für 2 Min auf Eis gestellt 

und zum Abschluss kurz abzentrifugiert. 

2.5.1.4 Gelbeladung und Lauf 

Das polymerisierte Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Nachdem die Box mit 

Laufpuffer befüllt war, wurde der Kamm vorsichtig entfernt und die Taschen wurden 

kontrolliert. Zum Aufstellen der Stege konnte mit Puffer gespült werden. Es folgte das 

Auftragen des Markers (links) und der Proben. 

An die mit dem Deckel verschlossene Kammer wurde nun Strom angelegt. Die 

Elektrophorese begann mit einer Spannung von 140 V. Sobald sich die Proben am Übergang 
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zwischen Sammel- und Trenngel vereinigt hatten, wurde die Spannung auf 200 V gesteigert. 

Der Lauf wurde durch Abschalten der Stromquelle gestoppt, sobald sich der für die 

entsprechenden Proteine erwartete Größenbereich sauber aufgetrennt hatte. Die Glasplatten 

wurden vorsichtig aus der Halterung entfernt und voneinander getrennt. 

2.5.2 Western Blot 

Das Gel wurde sauber von der Glasplatte geschnitten und in 1x Transferpuffer geschwenkt. 

Des Weiteren wurden auch zwei Schwämmchen, zwei Filterpapiere und eine 

Nitrozellulosemembran in 1x Transferpuffer getränkt. Die Beladung des Halters erfolgte in 

nachstehender Reihenfolge: Schwämmchen, Filterpapier, Gel, Nitrozellulosemembran, 

Filterpapier, Schwämmchen. Eventuelle Luftblasen wurden vorsichtig ausgestrichen. Der 

Halter wurde in die Blotapparatur (Mini Protean III) eingehängt, ein Kühlelement eingesetzt 

und 1x Transferpuffer bis zum oberen Rand eingefüllt. Unter Beachtung der Farbmarkierung 

wurde der Deckel aufgesetzt und die Apparatur erneut an Strom angeschlossen. Der 

Proteintransfer erfolgte über 60 Min bei 100 V. Nach diesem sog. Blot wurde die Membran 

aus dem Halter entfernt und kurz in Ponceau S geschwenkt, um einen erfolgreichen und 

gleichmäßigen Proteintransfer zu überprüfen. Die rote Färbung wurde durch Waschen in aqua 

dest. wieder entfernt.  

2.5.3 Antigen-Detektion 

Zur Blockade von unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran für 2 Std in 

Blockpuffer geschwenkt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper in 

1x TBS-T + 1% BSA über Nacht auf einem Wippschüttler (22 osc/ min) bei 4 °C. Am 

nächsten Morgen wurde die Membran dreimalig mit 1x TBS-T + 1% BSA gewaschen, danach 

mit dem Sekundärantikörper in entsprechender Verdünnung für 1 Std bei RT inkubiert. 

Abschließend folgten drei weitere gründliche Waschschritte in 1x TBS-T. 

2.5.4 Entwicklung 

Für die Entwicklung der Membran wurde das SuperSignal Chemiluminescent Substrate 

genutzt. Hierzu wurden gleiche Teile der beiden Kit-Reagenzien kurz vor ihrer Verwendung 

gemischt, auf die Membran gegeben und dort für 5 Min inkubiert. Anschließend wurde die 

Membran zwischen zwei Klarsichtfolien gelagert, eventuell verbliebene Lösung wurde 

mithilfe von Filterpapier vorsichtig entfernt. In der Dunkelkammer wurden Membran und ein 
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Röntgenfilm in die Expositionskassette eingelegt und lichtundurchlässig verschlossen. Nach 

entsprechender Expositionszeit wurde der Film in der Entwicklungsmaschine entwickelt. 

Verschiedene Expositionszeiten ermöglichten die Variation der Bandenstärke und damit ein 

optimales Ergebnis. 

2.5.5 Stripping 

Um die Proben optimal auszunutzen, erfolgte anschließend ein Stripping der Membran. 

Hierbei wurden – nach einem 4-minütigen Waschgang in aqua dest. – die gebundenen 

Antikörper durch 4-minütige Inkubation in 0,2 M NaOH von der Membran gewaschen, 

gefolgt von einem weiteren Waschgang in aqua dest.. Hiernach konnte das oben beschriebene 

Protokoll mit der 2-stündigen Inkubation des Blockpuffers wieder aufgenommen werden. 

2.5.6 Immunpräzipitation 

Zur Anreicherung gering konzentrierter Proteine wurde für den Nachweis des 

phosphorylierten IRS-1 vor der Polyacrylamid-Gelelektrophorese eine Immunpräzipitation 

durchgeführt. 

Mit dieser Methode gelingt es, das entsprechende Protein in geringem Volumen anzureichern 

und damit seine Konzentration zu erhöhen, um innerhalb des Western Blot das Ergebnis zu 

optimieren. Die zu analysierende Probe wird zunächst mit einem Antikörper versetzt, um eine 

Antikörper-Antigen-Bindung zu erzeugen. Weiterhin werden mit Protein A versetzte 

Sepharose-Beads hinzugefügt, die an den Fc-Teil des Antikörpers – und damit im weiteren 

Sinn an das Antigen – binden. Die Isolierung dieser Komplexe erfolgt über Zentrifugation 

und mehrere Waschschritte, um unspezifische Proteine zu entfernen. Die isolierten Proteine 

werden durch Denaturierung von den Beads gelöst und über einen Western Blot 

nachgewiesen. 

Zunächst wurden jeweils alle Proben einer Gruppe gepoolt und die entstandene 

Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (s. Kapitel 2.5.1.1) gemessen. Im Anschluss wurde 

für jede Gruppe 4 mg Protein mit 10 µl Antikörper versetzt, mit Lysepuffer auf 1 ml 

aufgefüllt und bei 4 °C auf dem Wippschüttler inkubiert. Nach 2 Std wurden 100 µl der Beads 

(nProtein A Sepharose 4) hinzugegeben und über Nacht inkubiert. Im Anschluss folgte eine 

kurze Zentrifugation (max. 1 Min) zur Anreicherung der Komplexe in der unteren Phase. Der 

Überstand mit unspezifischem Protein wurde abpipettiert und durch neuen Lysepuffer ersetzt. 

Zentrifugation und Waschgang wurden dreimal wiederholt. Die Komplexe wurden mit 50 µl 
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2x Lämmli-Puffer versetzt und für 5 Min auf 95 °C erhitzt, um die Proteine durch 

Denaturierung von den Beads zu lösen. Nach einer letzten Zentrifugation wurde das in der 

Lämmli-Phase vorliegende Protein in die Taschen des SDS-Gels transferiert, der 

Proteinnachweis wurde wie oben beschrieben fortgeführt. 

2.5.7 Verwendete Antikörper 

Antikörper Art.-Nummer Proteingröße Firma 

p-AKT (Ser473) 9271 60 kDa Cell Signaling Technology, Inc. 

p-AKT (Thr308) 4056 60 kDa Cell Signaling Technology, Inc. 

AKT 9272 60 kDa Cell Signaling Technology, Inc. 

p-PI3K p85(Tyr458)/ p55(Tyr199) 4228 60, 85 kDa Cell Signaling Technology, Inc. 

PI3K p85 4257 85 kDa Cell Signaling Technology, Inc. 

p-IRS-1(Ser307) 05-1087 185 kDa Millipore, Schwalbach,Ts, D 

IRS-1 05-1085 185 kDa Millipore, Schwalbach,Ts, D 

IRS-1 (IP) 16-146 165 kDa Millipore, Schwalbach,Ts, D 

GAPDH 5G4 36 kDa Hy Test Ltd., Turku, Finland 

ECL Rabbit IgG NA9340  GE Healthcare Bio Sciences 
Corp. München, D 

ECL Mouse IgG NA9310  GE Healthcare Bio Sciences 
Corp. München, D 

Die Verdünnung der ersten Antikörper betrug 1:1000 in 1x TBS-T + 1% BSA. Die zweiten 

Antikörper wurden im Verhältnis 1:3000 in 1x TBS-T + 1% BSA verdünnt. 

Für den GAPDH-Nachweis wurden sowohl erster als auch zweiter Antikörper 1:20000 in 

1x TBS-T + 1% BSA verdünnt, die Inkubationszeit der Antikörper betrug jeweils 1 Std bei 

RT. 

2.5.8 Auswertung 

Der entwickelte Film wurde passend über die Membran gelegt. Mithilfe des Markers konnte 

so eine Aussage über die Größe der Proteine in den nachgewiesenen Banden getroffen 

werden. Es folgte eine densitometrische Quantifizierung der Proteinexpression aller 

benötigten Banden. 

Zum Beweis der äquivalenten Proteinmengen der eingesetzten Proben wurde für jede 

Membran auch die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) nachgewiesen, um 

Tab. 2.7 Antikörper des Western Blot. Die Antikörper der Firma Cell Signaling Technology, Inc. wurden über New 
England Biolabs GmbH (Frankfurt a.M., D) bezogen. 



MATERIAL UND METHODEN 37 
 

 

jedes Protein gegen GAPDH abgleichen zu können. Nach Abgleich der spezifischen Signale 

gegen die Proteinmenge der Probe (gemessen durch die GAPDH-Expression), wurde der 

Phosphorylierungsgrad aller Proteine als Quotient des phosphorylierten zu 

unphosphoryliertem Protein bestimmt. 

2.6 Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung wurde das Programm GraphPad Prism verwendet. Die 

statistischen Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden bei zwei zu 

vergleichenden Gruppen mittels paired (für verbundene Proben, z. B. Vergleich des Echo 

nach Infarktinduktion mit dem vor Infarktinduktion) oder unpaired (für unverbundene 

Proben, z. B. Vergleich Echo Gruppe HFD mit Gruppe KD) student´s t-test verglichen. Waren 

mehr als zwei Gruppen miteinander zu vergleichen, wurde der ANOVA-Test, gefolgt von 

Bonferroni´s Multiple Comparison Test, verwendet. Unterschiede galten ab einem 

Wahrscheinlichkeitswert von P<0,05 als signifikant. Angegeben sind jeweils arithmetischer 

Mittelwert ± Standardfehler (SEM). 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Auswirkungen von Übergewicht auf die kardiale Hypertrophie der Maus 

Ziel des ersten Versuchsabschnittes war die Untersuchung des Einflusses von Übergewicht 

auf die Entwicklung einer kardialen Hypertrophie bei der Maus. 

Es sei erwähnt, dass alle auf invasiven Methoden beruhenden Ergebnisse (wie histologische 

Analysen, Serumparameter, Western-Blot-Analysen) aufgrund des Versuchsaufbaus nicht wie 

die nicht-invasiven Daten (echokardiographische Untersuchung, Körpergewicht) nach neun 

Wochen Hochfettdiät, sondern erst nach zwölf Wochen Hochfettdiät und zusätzlich drei 

Wochen nach einer sham-OP gewonnen wurden. Der Zeitpunkt der Datengewinnung ist 

jeweils beschrieben. 

3.1.1 Einfluss von Hochfettdiät auf Körpergewicht und metabolische 

Serumparameter der Maus 

3.1.1.1 Körper- und Fettgewicht 

Zur Beobachtung der Veränderung des Körpergewichts unter Hochfettdiät wurden die Mäuse 

einmal wöchentlich gewogen. Die Entwicklung des Körpergewichts in den ersten neun 

Wochen (prä-MI) ist in Abb. 3.1 dargestellt. 
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Abb. 3.1 a) Entwicklung des Körpergewichts. Bereits nach einer Woche Hochfettdiät bestand ein signifikanter 
Gewichtsunterschied sowohl zwischen Versuchs- (HFD) und Kontrollgruppe (KD) (P***<0,001) als auch zum 
Ausgangsgewicht (P### <0,001). b) Vergleich der Tibialänge. Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Tibialänge 
der Mäuse (bei Versuchsende).  
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Fütterung mit Hochfettdiät führte bereits nach einer Woche zu signifikanter 

Gewichtszunahme der Mäuse (21,6 ± 0,20 g) sowohl im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe 

(20,4 ± 0,15 g, P<0,001), als auch im Vergleich zu ihrem Ausgangsgewicht (20,2 ± 0,16 g, 

P<0,001). Im Verlauf von neun Wochen entwickelten die Hochfettdiät-gefütterten Mäuse ein 

Gewicht von 30,7 ± 0,68 g. Die Kontrolldiät-gefütterten Mäuse wogen dagegen neun Wochen 

nach Beginn des Versuchs 23,4 ± 0,19 g. 

Die fehlende Differenz der Tibialängen spricht dafür, dass die Gewichtszunahme 

ausschließlich auf eine Zunahme des Körperumfangs, nicht jedoch auf eine unterschiedliche 

Körperlänge der Maus zurückzuführen ist. 

Die intraabdominellen Fettdepots der Hochfettdiät-gefütterten Tiere (1569 ± 204 mg) waren 

nach zwölf Wochen Diät signifikant (P<0,001) schwerer als die der Kontrolltiere (252 ± 

34,2 mg). 

3.1.1.2 Messungen im Serum 

Im Serum der sham-operierten Mäuse wurden nach zwölf Wochen Diät Nüchtern-Glukose-, 

-Insulin- und -Leptinspiegel gemessen. Die Ergebnisse der Messungen sind in Abb. 3.2 

zusammengefasst. 
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Die Hochfettdiät-gefütterten Mäuse zeigten in ihren Blutwerten leicht, jedoch nicht 

signifikant erhöhte Glukosespiegel (251 ± 9,7 vs. 208 ± 19,7 mg/dl, P=0,065). Dagegen war 

der Insulinspiegel der Tiere signifikant (303 ± 42,9 vs. 181 ± 38,3 pg/ml, P<0,05) erhöht, 

passend zu einer beginnenden Insulinresistenz. 

Die Serumleptinwerte der Hochfettdiät-gefütterten Mäuse waren ebenfalls im Vergleich zur 

Kontrollgruppe nach zwölf Wochen Diät signifikant (27,4 ± 5,8 vs. 3,2 ± 0,99 ng/ml, 

Abb. 3.2 Serumwerte der sham-operierten Mäuse nach zwölf Wochen Diät. Die Werte für b) Insulin und c) Leptin 
waren signifikant verändert, die Änderung des a) Glukosespiegels war statistisch nicht signifikant (P*<0,05; P***<0,001). 
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P<0,001) erhöht. Dies steht im Einklang mit der erhöhten abdominellen Körperfettmasse der 

Hochfettdiät-gefütterten Tiere. 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Induktion des Modells einer übergewichtigen 

Maus gelungen ist. 

3.1.2 Einfluss von Übergewicht auf kardiale Parameter der Maus 

3.1.2.1 Echokardiographie 

Nach neun Wochen Hochfettdiät wurden echokardiographisch die Entwicklung einer 

Myokardhypertrophie, der Kammergrößen und der linksventrikulären Pumpfunktion 

dokumentiert. Die gemessenen bzw. berechneten Parameter sind in Tab. 3.1 dargestellt. 

    vor Diät P HFD P NC 
    9 Wochen ← → 17 Wochen ← → 17 Wochen 

B-
M

od
e 

HR, /min 524,3 ± 9,2 0,069 502 ± 6,0 0,870 503 ± 6,1 
HW, mg 86,1 ± 1,8 0,007 94,7 ± 1,6 0,033 89,2 ± 2,0 
EF,% 44,6 ± 1,8 0,183 41,8 ±  1,00 0,298 40,4 ±  0,96 
FAS,% 40,1 ± 1,6 0,120 37,0 ±  0,98 0,202 35,2 ±  0,95 
FS,% 22,0 ± 1,4 0,375 20,6 ±  0,73 0,667 20,2 ±  0,66 
long axis s, mm 7,2 ± 0,13 0,351 7,3 ±  0,06 0,681 7,4 ±  0,06 
long axis d, mm 7,8 ± 0,08 0,205 8,0 ±  0,06 0,457 8,0 ±  0,05 
Area s, mm2 6,7 ± 0,29 0,084 7,2 ±  0,13 0,003 7,9 ±  0,20 
Area d, mm2 11,1 ± 0,34 0,399 11,4 ±  0,14 0,001 12,2 ±  0,19 
Epi s, mm2 18,0 ± 0,31 0,002 19,4 ±  0,20 0,955 19,4 ±  0,31 
Vol s, mm3 40,2 ± 2,2 0,088 43,9 ±  0,95 0,006 48,9 ± 1,5 
Vol d, mm3 72,3 ± 2,6 0,211 75,6 ± 1,2 0,003 81,5 ± 1,6 
LVIDs, mm 3,1 ± 0,08 0,104 3,2 ±  0,04 0,023 3,4 ±  0,05 
LVIDd, mm 4,0 ± 0,07 0,148 4,1 ±  0,03 0,004 4,2 ±  0,04 
AWThs, mm 0,93 ± 0,02 0,117  0,97 ±  0,01 <0,001  0,89 ±  0,02 
PWThs, mm 0,91 ± 0,03 0,387  0,93 ±  0,01 0,002  0,86 ±  0,02 
AWThd, mm 0,66 ± 0,01 0,051  0,70 ±  0,01 <0,001  0,65 ±  0,01 
PWThd, mm 0,65 ± 0,01 0,172  0,68 ±  0,01 <0,001  0,62 ±  0,01 
AWThF,% 28,5 ± 1,5 0,546 27,4 ±  0,88 0,936 27,3 ±  0,77 
PWThF,% 27,2 ± 2,6 0,747 26,5 ±  0,94 0,792 26,9 ± 1,3 

M
-M

od
e 

FS,% 27,1 ± 1,3 0,076 24,1 ±  0,82 0,787 24,4 ±  0,70 
LVIDs, mm 2,9 ± 0,09 0,159 3,0 ±  0,04 0,106 3,1 ±  0,05 
LVIDd, mm 3,9 ± 0,06 0,844 4,0 ±  0,03 0,007 4,1 ±  0,04 
AWThs, mm 0,96 ± 0,03 0,001 1,1 ±  0,02 0,052 1,0 ±  0,03 
PWThs, mm 0,96 ± 0,03 0,840  0,95 ±  0,02 0,151  0,91 ±  0,02 
AWThd, mm 0,66 ± 0,03 0,003  0,77 ±  0,02 0,062  0,72 ±  0,02 
PWThd, mm 0,62 ± 0,02 0,005  0,71 ±  0,01 0,001  0,64 ±  0,01 
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AWThF,% 30,8 ± 1,6 0,643 29,7 ± 1,1 0,845 30,0 ± 1,1 
PWThF,% 35,2 ± 1,7 <0,001 25,6 ± 1,3 0,011 29,8 ±  0,97 

Übergewicht führte zu statistisch signifikanten Veränderungen am Herzen. So waren z. B. im 

B-Mode die Vorder- und Hinterwanddicke sowie das Herzgewicht bei den Hochfettdiät-

gefütterten Mäusen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht. Dabei waren der 

linksventrikuläre Durchmesser sowie die das Endokard umschreibende Fläche, genau wie das 

Volumen des linken Ventrikels, im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. 

3.1.2.2 Größenveränderungen des Kardiomyozyten 

Um zu überprüfen, ob Übergewicht auch eine Hypertrophie auf Ebene der Kardiomyozyten 

auslöste, wurden mit Hilfe von WGA-Lectin an einigen Gewebeschnitten die Zellgrenzen der 

Kardiomyozyten angefärbt. Ausgemessen wurden jeweils der Kurzachsen-Durchmesser, der 

Längsachsen-Durchmesser, sowie die zweidimensionale Zellfläche. Die Ergebnisse sind in 

Abb. 3.3 dargestellt. 
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Hochfettdiät führte zu einer hoch signifikanten Größenzunahme einzelner Kardiomyozyten im 

Kurzachsen-Durchmesser (10,2 ± 0,16 vs. 8,8 ± 0,21 µm, P<0,001) sowie zu einer signifikant 

Tab. 3.1 Darstellung der echokardiographischen Ergebnisse vor sowie neun Wochen nach Beginn der Hochfettdiät. 
Verglichen mit der Kontrollgruppe waren nach neun Wochen Fütterung mit Hochfettdiät im B-Mode vordere und hintere 
Wanddicke (AWTh, PWTh) sowie der linksventrikuläre Durchmesser (LViD) und die das Endokard umschreibende Fläche 
(Area) signifikant verändert. In Bezug auf die Herzfunktion waren keine signifikanten Veränderungen zu finden. 
Abkürzungen siehe Tab. 2.2. 

Abb. 3.3 a) Repräsentative Fotos der WGA-Schnitte einer Kontrolldiät- und einer Hochfettdiät-gefütterten Maus. b) 
Kurzachsen-Durchmesser, c) Längsachsen-Durchmesser, d) Zellfläche der Kardiomyozyten (P**<0,01; P***<0,001).  

HFD KD 



ERGEBNISSE 42 
 

 

erhöhten Zellfläche (132 ± 7,99 vs. 111 ± 14,48 µm2, P<0,01). Bei der Messung des 

Längsachsen-Durchmessers konnten keine Unterschiede beobachtet werden. 

3.1.2.3 Molekularbiologische Untersuchungen 

Nach zwölf Wochen Hochfettdiät wurde den Mäusen für molekularbiologische 

Untersuchungen das Herz entnommen. Mittels Proteinanalysen wurde die Aktivierung der 

Signaltransduktion unterhalb des Insulinrezeptors untersucht. Die Western-Blot-Analysen 

führten zu den nachstehenden Ergebnissen. 
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Abb. 3.4 zeigt eine vermehrte Serin-Phosphorylierung von IRS nach neunwöchiger Fütterung 

von Kontroll- bzw. Hochfettdiät. Die Messung erfolgte an gepooltem Protein mehrerer 

Mäuse. Da somit die Proben aller Mäuse in einer Messung zusammengefasst worden waren, 

war eine Signifikanzermittlung nicht möglich. 

Im Anschluss wurde die Phosphorylierung der als direktes Effektormolekül der verschiedenen 

Membranrezeptoren dienenden PI3K1A untersucht. Dabei wurden die phosphorylierten 

regulatorischen Untereinheiten p85 und p55 nachgewiesen. Abb. 3.5 zeigt die Ergebnisse des 

Western Blot. 

Zwischen den Gruppen KD und HFD waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. 

Tendenziell fiel die Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheiten der PI3K1A durch 

Übergewicht eher ab. 

 

Abb. 3.4 Phosphorylierung von IRS. 
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Im Folgenden sollten diese Ergebnisse durch einen Blot der AKT (s. Abb. 3.6), welche unter 

anderem von PI3K1A aktiviert wird, unterstützt und bestätigt werden. 
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Auch bei der AKT-Phosphorylierung fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den Gruppen, auch wenn Tendenzen zu einer erhöhten AKT-Phosphorylierung in HFD-Tieren 

zu erkennen waren.  

Somit schien ein durch zwölf Wochen Hochfettdiät erzeugtes Übergewicht keinen 

signifikanten Einfluss auf die kardiale Phosphorylierung der PI3K1A- oder AKT-Aktivität zu 

haben, obwohl eine tendenzielle Zunahme zu einer vermehrten AKT-Phosphorylierung bei 

HFD-gefütterten Mäusen zu erkennen war. 

Um zu überprüfen, ob die tendenziell erhöhte AKT-Phosphorylierung eventuell über andere 

Wege vermittelt wurde, wurde im Folgenden die Phosphorylierung der PI3K1B untersucht (s. 

Abb. 3.7). 

Abb. 3.5 Kardiale PI3K1A-Phosphorylierung bei Übergewicht. Es ergab sich keine statistische Signifikanz. 

Abb. 3.6 Kardiale AKT-Phosphorylierung bei Übergewicht. Es fanden sich keine statistischen Signifikanzen.  
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Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, allerdings schien 

Hochfettdiät die Phosphorylierung der PI3K1B tendenziell zu erhöhen. 

3.2 Auswirkungen von Übergewicht auf die myokardialen Umbauvorgänge 

nach Ischämie 

Um den Effekt des Übergewichts auf die Regeneration des Herzens nach Myokardinfarkt zu 

untersuchen, wurde neun Wochen nach Beginn der Hochfettdiät bei 45 von 80 Mäusen ein 

experimenteller Myokardinfarkt induziert. Drei Wochen später folgte die Gewebeentnahme 

für histologische und molekularbiologische Untersuchungen. 

3.2.1 Sterblichkeit 

Intraoperativ verstarben insgesamt sechs von 80 Mäusen: jeweils zwei aus den Gruppen 

Kontrolldiät/sham-OP (KD S), Kontrolldiät/Myokardinfarkt (KD MI), 

Hochfettdiät/Myokardinfarkt (HFD MI). Aus der Gruppe Hochfettdiät/sham-OP (HFD S) 

verstarb keine Maus während der Operation. Die postoperative Überlebenskurve ist in Abb. 

3.8 dargestellt. 

Das postoperative Überleben unterschied sich in den einzelnen Gruppen nicht. 

Abb. 3.7 Kardiale Phosphorylierung der PI3K1B bei Übergewicht. Es fanden sich keine statistischen Signifikanzen.  
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Der Gewichtsverlauf über den gesamten Versuch hinweg ist in Abb. 3.9 dargestellt. 

Das Gewicht der Tiere stagnierte kurz nach der Operation für bis zu zwei Tage, die 

Myokardinfarkt-operierten Tiere verloren in dieser Zeit bis zu 2 g an Gewicht. Ab dem dritten 

postoperativen Tag nahmen die Tiere vergleichbar zu den präoperativen Raten weiter an 

Gewicht zu. Zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme erreichten die Tiere aller Gruppen ihr 

Maximalgewicht (KD S: 24,6 ± 1,6 g, HFD S: 34,3 ± 6,1 g, KD MI: 25,0 ± 1,4 g, HFD MI: 

29,8 ± 5,3 g). 

3.2.2 Herzgewicht und Infarktgröße 

Das Herzgewicht der Myokardinfarkt-operierten Mäuse war signifikant höher als das der 

sham-operierten Mäuse (nicht gezeigt). Um durch Größenunterschiede der Mäuse verursachte 

Abb. 3.8 Kaplan-Meier-Kurve (postoperativ). Keine der Kontrolldiät/- und Hochfettdiät/sham-operierten Mäuse 
(KD S/HFD S) verstarb in den der Operation folgenden drei Wochen. In der Gruppe Kontrolldiät/Myokardinfarkt (KD MI) 
verstarben postoperativ vier von 22 Mäusen (18,2%), von den 21 Tieren der Gruppe Hochfettdiät/Myokardinfarkt (HFD MI) 
verstarben postoperativ drei Tiere (14,3%). 
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Abb. 3.9 Gewichtsverlauf aller Gruppen über den Zeitraum des gesamten Tierversuchs. 
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Schwankungen auszugleichen, wurde der Quotient aus Herzgewicht und Tibialänge gebildet 

(s. Abb. 3.10). 
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Es zeigte sich, dass dieser Quotient unabhängig vom Fettgehalt des Futters bei den 

Infarkt-operierten Mäusen signifikant höher als bei den sham-operierten Mäusen war (HFD 

MI: 10,6 ± 0,58 mg/mm vs. HFD S: 7,0 ± 0,18 mg/mm, P<0,001; KD MI: 9,8 ± 0,37 mg/mm 

vs. KD S: 7,2 ± 0,24 mg/mm; P<0,001). 

Zur Beurteilung der Infarktgröße wurde die nach Masson-Trichrom blau angefärbte 

Infarktnarbe ausgemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.11 dargestellt. 

Die Größe der Infarktnarbe der beiden Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied 

(KD MI: 25,3 ± 3,2% vs. HFD MI: 24,5 ± 4,8%). Es waren hiermit gleiche 

Ausgangsbedingungen für alle folgenden Untersuchungen geschaffen. 

Abb. 3.10 Herzgewicht / Tibialänge. Die infarzierten Herzen waren unter Berücksichtigung der Mausgröße signifikant 
schwerer als die der sham-operierten Mäuse (P***<0,001). 
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Abb. 3.11 Fibroseanteil der Herzen, nachgewiesen durch Masson-Trichrom-Färbung. Der Infarktanteil am Herzgewebe 
war in beiden Gruppen etwa gleich groß. Repräsentative Bilder einer b) Kontrolldiät- und einer c) Hochfettdiät-gefütterten 
Maus. 

a) b) c) 
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3.2.3 Echokardiographie 

Die Ergebnisse der Echokardiographie drei Wochen post infarctionem sind in Abb. 3.12 

dargestellt. Die während der Diastole (und Systole, hier nicht gezeigt) gemessene Fläche der 

infarzierten Herzen war signifikant größer als die der sham-operierten Herzen (HFD MI: 

24,3 ± 0,96 mm2 vs. HFD S: 11,5 ± 0,41 mm2, P<0,001; KD MI: 25,6 ± 1,3 mm2 vs. KD S: 

11,9 ± 0,35 mm2, P<0,001). Darüber hinaus wiesen die Herzen ein signifikant erhöhtes 

Volumen sowohl in Diastole als auch Systole (nicht gezeigt) auf (HFD MI: 182 ± 8,6 mm3 vs. 

HFD S: 74,9 ± 2,9 mm3, P<0,001; KD MI: 190 ± 10,9 mm3 vs. KD S: 78,3 ± 2,6 mm3, 

P<0,001). Aus beiden Parametern lässt sich die Dilatation der Ventrikel ableiten. Die 

reduzierte Flächenverkürzungsfraktion wies eine Funktionsminderung der infarzierten Herzen 

nach (HFD MI: 17,7 ± 1,2% vs. HFD S: 39,8 ± 1,7%, P<0,001; KD MI: 19,7 ± 1,3% vs. 

KD S: 33,9 ± 1,3%, P<0,001). 

Der induzierte Vorderwandinfarkt konnte über die Vorderwanddicke dargestellt werden. So 

ließ sich bei den Kontrolldiät-gefütterten Mäusen eine signifikante Schmälerung der 

Vorderwand beobachten (KD MI: 0,34 ± 0,03 mm vs. KD S: 0,76 ± 0,03 mm, P<0,001; 

M-Mode), bei den Hochfettdiät-gefütterten Mäusen erreichte diese Wandverschmälerung kein 

Signifikanzniveau. Die Kontrolldiät-gefütterten Mäuse reagierten hierauf mit einer 
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Abb. 3.12 a) Fläche des linken Ventrikels in Diastole. b) linksventrikuläre Flächenverkürzungsfraktion. c) 
Vorderwanddicke in Diastole, M-Mode. d) Hinterwanddicke in Diastole, M-Mode (P*<0,05; P**<0,01; P***<0,001). 
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Hypertrophie der Hinterwand (KD MI: 0,91 ± 0,06 mm vs. KD S: 0,69 ± 0,03 mm, P<0,01; 

M-Mode), während diese Wanddickenzunahme bei den Hochfettdiät-gefütterten Mäusen 

ausblieb (HFD MI: 0,76 ± 0,05 mm vs. HFD S: 0,71 ± 0,02 mm, P>0,05; M-Mode). Alle 

genannten Parameter sind in Abb. 3.12 gezeigt. Die kompensatorische 

Hinterwandhypertrophie ist jedoch der einzige untersuchte Parameter, in dem sich durch 

Übergewicht induzierte Unterschiede nach Ischämie nachweisen ließen. Bei einem Vergleich 

der Hochfettdiät- und Kontrolldiät-gefütterten sham-operierten Tiere lässt sich bemerken, 

dass nach zwölf Wochen Hochfettdiät eine signifikante Funktionssteigerung – nachgewiesen 

anhand einer erhöhten FAS – zu dokumentieren war. 

 

3.2.4 Messungen im Serum 

Um Aussagen über die Glukoseverwertung der Maus treffen zu können, wurden aus dem 

Nüchternserum der Mäuse die Nüchtern-Glukose- und -Insulinwerte bestimmt. 

 

Die Induktion eines Myokardinfarkts hatte keinen signifikanten Einfluss auf Glukose- und 

Insulinspiegel. Es ließ sich jedoch eine Tendenz erkennen, nach welcher der Insulinspiegel 

sowohl durch Hochfettdiät als auch durch Induktion eines Myokardinfarktes gesteigert wurde 

(KD S: 181 ± 38,3 pg/ml; HFD S: 303 ± 42,9 pg/ml; KD MI: 317 ± 40,7 pg/ml; HFD MI: 

380 ± 41,8 pg/ml). 
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Abb. 3.13 Serumwerte der Mäuse nach zwölf Wochen Diät. Die Werte für a) Glukose und b) Insulin waren statistisch 
nicht signifikant. 
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3.2.5 Histologische Untersuchungen 

3.2.5.1 Intrazelluläre Fetteinlagerung des Kardiomyozyten 

Abb. 3.14 zeigt die durch Öl-Rot-O-Färbung nachgewiesene intrazelluläre Fetteinlagerung der 

Versuchstiere. 

Sowohl Infarktinduktion als auch Übergewicht steigerten die intrazelluläre Fetteinlagerung. 

Allerdings waren diese Unterschiede minimal und nicht signifikant. 

3.2.5.2 Kardiale Kollagenablagerung 
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Abb. 3.14 Intrazelluläre Fetteinlagerung des Kardiomyozyten a) im Vergleich der Gruppen, b) Beispiel der 
Fetteinlagerung. Sowohl Übergewicht als auch Myokardinfarkt vermehrten die intrazelluläre Fetteinlagerung. 

Abb. 3.15 Kollagenanfärbung mit Pikro-Sirius-Rot-Färbung. a) Quantitativer Vergleich der Gruppen. b) – e) 
Repräsentative Fotos der einzelnen Gruppen (P***<0,001). 

a) 
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d) e) f) g) 

Wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, konnte in den infarzierten Herzen eine Zunahme der 

Fibrose dokumentiert werden. Mithilfe der Pikro-Sirius-Rot-Färbung konnte gezeigt werden, 

dass der Kollagenanteil im infarzierten Herzen hoch signifikant (P<0,001) vermehrt war. Dies 

galt sowohl für übergewichtige als auch für normgewichtige Mäuse. 

3.2.5.3 Zahl inflammatorischer Zellen 
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Die Zahl CD45-positiver Zellen (Marker für Leukozyten allgemein) war in den infarzierten 

Herzen signifikant erhöht (HFD MI: 31,6 ± 3,8 / mm2 vs. HFD S: 6,5 ± 0,68 / mm2, P<0,01; 

KD MI: 35,9 ± 2,3 / mm2 vs. KD S: 10,4 ± 2,1 / mm2, P<0,01). Dabei war die Inflammation 

hauptsächlich in der Infarktzone erhöht. Bei einer getrennten Betrachtung der Periinfarktzone 

war eine signifikante Erhöhung der inflammatorischen Zellzahl nur bei den Hochfettdiät-

gefütterten Tieren zu beobachten. Zwischen den Hochfettdiät- und Kontrolldiätgruppen 

konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. 

Eine zusätzlich durchgeführte Anfärbung CD68-positiver Zellen (Makrophagen) erbrachte 

ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.  

Abb. 3.16 CD45+/DAPI+ Zellen / mm2 im a) Infarkt- und Periinfarktgebiet b) Periinfarktgebiet c) Infarktgebiet. d) – 
g) Repräsentative Fotos der jeweiligen Gruppen. In den infarzierten Herzen konnte erhöhte Inflammationsaktivität 
nachgewiesen werden (P*<0,05; P**<0,01). 
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d) e) f) g) 

3.2.5.4 Kardiale Apoptose 
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Die Induktion des Myokardinfarktes führte zu einer signifikanten Erhöhung der Zahl 

apoptotischer Zellen, vor allem im infarzierten Areal. Dies ließ sich an übergewichtigen, 

insbesondere aber auch an normgewichtigen Mäusen beobachten (HFD MI: 1,2 ± 0,31 / mm2 

vs. HFD S: 0,29 ± 0,10 / mm2, P<0,05; KD MI: 1,3 ± 0,25 / mm2 vs. KD S: 0,26 ± 

0,09 / mm2, P<0,01). 

3.2.5.5 Kardiale Angiogenese 

Es zeigten sich höhere doppelt-positive Zellzahlen in den infarzierten Herzen (HFD MI: 1,5 ± 

0,10 / Muskelfaser vs. HFD S: 0,95 ± 0,10 / Muskelfaser, P<0,01; KD MI: 1,7 ± 0,14 / 

Muskelfaser vs. KD S: 1,2 ± 0,06 / Muskelfaser, P<0,05). Myokardinfarkt führte somit zu 

einer gesteigerten kardialen Angiogenese, welche im Infarkt- und Periinfarktgebiet 

gleichermaßen ausgeprägt war. Diese Veränderung war sowohl bei übergewichtigen als auch 

bei normgewichtigen Mäusen zu beobachten. Signifikante Unterschiede zwischen den 

Hochfettdiät- und Kontrollgruppen konnten nicht festgestellt werden. 

Abb. 3.17 TUNEL+/DAPI+ Zellen / mm2 im a) Infarkt- und Periinfarktgebiet b) Periinfarktgebiet c) Infarktgebiet. d) 
– g) Repräsentative Fotos der jeweiligen Gruppen. Infarzierte Herzen wiesen signifikant höhere Zellzahlen auf (P*<0,05; 
P**<0,01). 
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d) e) f) g) 
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3.2.6 Molekularbiologische Untersuchungen 

3.2.6.1 Phosphorylierung des IRS-1 
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Sowohl Hochfettdiät als auch Infarktinduktion führten zu einer gesteigerten Phosphorylierung 

des Insulin-Rezeptor-Substrats am Serin 307. Wie schon in Kapitel 3.1.2.3 beschrieben, war 

auch hier aufgrund von gepooltem Probenmaterial weder eine Angabe von 

Standardabweichungen noch eine Signifikanzermittlung möglich. 

Abb. 3.18 CD31+/DAPI+ Zellen / Muskelfaser in a) Infarkt- und Periinfarktgebiet, b) Periinfarktgebiet, c) 
Infarktgebiet. d) – g) Repräsentative Fotos der jeweiligen Gruppen. Infarzierte Herzen wiesen höhere Zellzahlen pro 
Muskelfaser auf (P*<0,05; P**<0,01). 

Abb. 3.19 Phosphorylierung von IRS-1. Gepoolte Daten, nach Immunpräzipitation. 

a) b) 
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3.2.6.2 Phosphorylierung der PI3K1A 
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Die Ergebnisse des Western Blot (dargestellt in Abb. 3.20) zeigten keine signifikanten 

Veränderungen der Aktivität der PI3K1A. 

3.2.6.3 Phosphorylierung der AKT 
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Der Western-Blot-Nachweis der AKT-Phosphorylierung zeigte einen (nicht signifikanten) 

Anstieg der am Serin473 phosphorylierten AKT nach Induktion eines Myokardinfarktes. Die 

am Threonin308 phosphorylierte Form lag weder bei Übergewicht noch nach Induktion eines 

Myokardinfarkts in veränderter Menge vor. 

 

Abb. 3.20 Phosphorylierung der PI3K1A. a) Übersicht der Gruppen. b) repräsentative Membran. 

a) 

Abb. 3.21 Phosphorylierung der AKT. Übersicht der Gruppen für a) Serin473-phosphorylierte AKT bzw. c) Thr308-
phosphorylierte AKT. Die jeweiligen repräsentativen Membranen sind in b) für Ser473-phosphorylierte AKT sowie in d) 
für Thr308-phosphorylierte AKT abgebildet. 

b) 

b) d) 
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4 DISKUSSION 

Adipositas ist ein wichtiger kardiovaskulärer Risikofaktor (STEVENS et al. 2002) und ist 

beim Menschen eng mit dem Vorliegen einer kardialen Hypertrophie, linksventrikulären 

Dilatation und – oftmals nur subklinischen – Minderung der linksventrikulären Funktion 

verknüpft (KLEIN S et al. 2004; WONG et al. 2004). Klinische Studien legen einen direkten, 

von Begleiterkrankungen wie Hypertonie oder Diabetes mellitus unabhängigen Einfluss von 

Adipositas auf die kardiale Funktionsfähigkeit nahe (LAUER et al. 1991; KENCHAIAH et al. 

2002), allerdings sind die exakten Pathomechanismen der übergewichtinduzierten kardialen 

Hypertrophie nicht genau bekannt. Als wichtiger Mediator vermittelt die AKT – aktiviert über 

die PI3K – kardiales Wachstum. Eine akute Aktivierung der AKT mündet in kompensierter 

kardialer Hypertrophie, wohingegen eine chronische AKT-Aktivierung zu pathologischer 

Hypertrophie führen kann (SHIOJIMA et al. 2005; TANIYAMA et al. 2005). Diese 

Einteilung ist jedoch umstritten, da Studien existieren, die auch bei chronischer Aktivierung 

eine physiologische Form nachweisen konnten (CONDORELLI et al. 2002). Bei Adipositas 

sind verschiedene im Blut zirkulierende Mediatoren erhöht, welche zum einem über 

Rezeptortyrosinkinasen (z. B. Insulin, IGF-1, Leptin oder TNFα) oder G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren (z. B. IL-8, Angiotensin II) zu einer Aktivierung des kardialen PI3K-AKT-

Signalwegs führen könnten. So konnte in Hochfettdiät-gefütterten Mäusen bereits eine 

Steigerung der basalen AKT-Phosphorylierung nachgewiesen werden (FANG et al. 2008). 

Andere Studien zeigen eine nach Insulinstimulation verminderte AKT-Phosphorylierung 

(PARK et al. 2005; LEE J et al. 2009), möglicherweise aufgrund einer chronischen AKT-

Aktivierung und kardialer Insulinresistenz. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Übergewicht auf die Entwicklung einer 

kardialen Hypertrophie und den Ablauf kardialer Umbauprozesse nach Ischämie untersucht. 

Zunächst wurde mithilfe einer hochkalorischen Diät ein Mausmodell für Übergewicht und 

Insulinresistenz geschaffen. Bei diesen Mäusen zeigten sich nach zwölf Wochen Fütterung 

erhöhte Nüchtern-Leptin- und Insulinblutspiegel im Vergleich zur normgewichtigen 

Kontrollgruppe. Obwohl damit mögliche Aktivatoren des IRS-PI3K1A-AKT–Signalwegs in 

höherem Maße zur Verfügung standen (PANDINI et al. 2002), zeigten sich im Herzen jedoch 

lediglich Tendenzen einer verstärkten Aktivierung dieses Signalwegs. Die übergewichtigen 

Mäuse zeigten außerdem eine milde konzentrische Hypertrophie bei unveränderter 

systolischer Funktion. Die vorliegende Hypertrophie wies hauptsächlich Merkmale einer 

physiologischen Hypertrophie wie erhaltene kontraktile Funktion und fehlende veränderte 
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interstitielle Fibrose auf, Zeichen einer pathologischen Hypertrophie wie Dilatation wurden 

nicht beobachtet (SHIOJIMA et al. 2005). Zur Untersuchung des Einflusses von Adipositas 

auf das kardiale Remodeling nach einer ischämischen Episode wurde sowohl bei über- als 

auch bei normgewichtigen Mäusen die linke deszendierende Herzkranzarterie (LAD) 

dauerhaft mithilfe einer Ligatur verschlossen. Beide Infarktgruppen, Hochfettdiät-gefütterte 

und Kontrolldiät-gefütterte Tiere, wiesen gleich große Infarktnarben auf. Drei Wochen nach 

Infarktinduktion waren die infarzierten Herzen beider Gruppen deutlich dilatiert. Ein Einfluss 

der Infarktinduktion auf eine veränderte Aktivierung des Signalwegs IRS-PI3K1A-AKT 

konnte nur bedingt gezeigt werden. So erhöhte sich die basale AKT-Aktivierung sowohl 

durch Fettfütterung als auch durch Infarktinduktion tendenziell. Analog hierzu zeigten sich 

die Nüchtern-Insulinspiegel sowohl durch Fettfütterung als auch durch Infarktinduktion 

tendenziell erhöht. Der Myokardinfarkt führte zu gesteigerter kardialer Fibrose, Inflammation, 

Apoptose und Angiogenese, allerdings zeigten sich zwischen den Infarktgruppen 

(Hochfettdiät und Kontrolldiät) keine signifikanten Unterschiede. Das histologische 

Remodeling unterschied sich damit zwischen übergewichtigen und normgewichtigen Tieren 

nicht. Dessen ungeachtet bildeten die übergewichtigen im Gegensatz zu den normgewichtigen 

Mäusen keine kompensatorische Hinterwandhypertrophie als Reaktion auf den 

Vorderwandinfarkt aus. 

Diese Ergebnisse werden im Folgenden detailliert diskutiert. 

4.1 Einfluss von Übergewicht auf die Entwicklung einer Myokardhypertrophie  

4.1.1 Induktion von Übergewicht am Modell der weiblichen C57BL/6-Maus 

Zur Induktion von Übergewicht wurden weibliche C57BL/6-Mäuse über mehrere Wochen 

ausschließlich mit einer hochkalorischen Hochfettdiät ernährt, in der 60% der Kalorien aus 

Fett bereitgestellt wurden. Das Körpergewicht der Hochfettdiät-gefütterten Mäuse war bereits 

nach einer Woche signifikant erhöht. Wie schon in Kap. 3.1.1.1 (S. 38) beschrieben, lassen 

die gleichmäßigen Längen der Tibiae darauf schließen, dass diese Gewichtszunahme 

ausschließlich auf einer Zunahme des Körperumfangs und damit der Fettleibigkeit beruht und 

nicht auf Größenunterschiede der Mäuse zurückzuführen ist. 

Dieses Mausmodell stellte die Grundlage für alle weiteren Versuche dar. Auf die Verwendung 

von leptindefizienten Tieren wurde bewusst verzichtet, um die im Menschen hauptsächlich 
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durch Fehlernährung und Bewegungsmangel ausgelöste Adipositas, welche mit erhöhten 

Leptinspiegeln im Blut und einer Leptinresistenz einhergeht, möglichst realistisch abzubilden. 

4.1.2 Übergewicht führt zu Leptin- und Insulinresistenz 

Nach zwölf Wochen Hochfettdiät zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe zweifach 

erhöhte Insulinspiegel. Diese ist Hinweis für eine beginnende Insulinresistenz. Auch PARK et 

al. konnten bei männlichen C57BL/6-Mäusen, die mit einer Hochfettdiät (55% der Kalorien 

aus Fett) gefüttert wurden, bereits nach drei Wochen Diät eine Verdopplung der basalen 

Insulinwerte zeigen, diese Spiegel waren auch nach sechs Wochen konstant. Nach 20 Wochen 

waren die Werte nahezu auf das Niveau der Kontrollgruppe abgesunken (PARK et al. 2005). 

PARK et al. erklärten dies damit, dass die Funktion der insulinproduzierenden pankreatischen 

β-Zellen allmählich im Rahmen einer Dekompensation nachlasse. Die vorliegende Studie 

konnte zeigen, dass diese Dekompensation nach zwölf Wochen einer 60% Hochfettdiät mit 

hoher Wahrscheinlichkeit noch nicht eingetreten war, da die Insulinspiegel weiterhin 

zweifache Werte im Vergleich zu den Kontrolltiere aufwiesen. In Experimenten mit Ratten, 

die mit einer 45% hochkalorischen Diät gefüttert wurden, konnte nach zwölf Wochen 

Fütterung ebenfalls eine Hyperinsulinämie nachgewiesen werden (RELLING et al. 2006). 

WANG et al. konnten auch bei männlichen C57BL/6-Mäusen, die analog zur vorliegenden 

Studie über zwölf Wochen mit einer 60% hochkalorischen Diät gefüttert wurden, signifikant 

erhöhte Insulinspiegel nachweisen (WANG et al. 2009). 

Die Glukosespiegel der übergewichtigen Tiere zeigten sich dagegen nur tendenziell erhöht. 

Auch dieses Ergebnis bestätigt die Resultate von PARK et al., die nach drei und sechs 

Wochen Hochfettdiät ebenfalls eine Tendenz zur Hyperglykämie feststellten, welche jedoch 

erst nach 20 Wochen Signifikanz erreichte (PARK et al. 2005). Eine mögliche Ursache 

hierfür wäre, dass die noch funktionsfähigen pankreatischen β-Zellen über eine 

Hyperinsulinämie die erhöhten Blutglukosespiegel noch effektiv kompensieren können. Erst 

bei Nachlassen der Funktionsfähigkeit der β-Zellen bzw. einer stärkeren Resistenz der 

Insulinrezeptoren würde Glukose im Blut akkumulieren und höhere Blutglukosespiegel 

hervorrufen. Um diesen Prozess beobachten und einschätzen zu können, müssten die Mäuse 

vermutlich für längere Zeit übergewichtig sein. 

Dagegen konnten WANG et al. in ihren ähnlich aufgebauten Experimenten – gleiche Diät und 

gleiche Versuchsdauer – an männlichen C57BL/6-Mäusen erhöhte Glukosespiegel 

nachweisen (WANG et al. 2009). Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu den Ergebnissen der 
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vorliegenden Studie, lässt sich möglicherweise jedoch mit dem unterschiedlichen Geschlecht 

der verwendeten Mäuse erklären. So konnten THAKKER et al. bei einer 42% Hochfettdiät 

und einer Experimentdauer von sechs Monaten Unterschiede in Bezug auf die Nüchtern-

Glukosewerte der Mäuse ebenfalls nur bei männlichen Mäusen nachweisen, während bei 

weiblichen Mäusen keine signifikanten Unterschiede der Nüchtern-Glukosespiegel beobachtet 

wurden (THAKKER et al. 2006). 

Die Leptinspiegel der übergewichtigen Tiere waren nach 12 Wochen stark angestiegen, was 

sich auf die erhöhte Körperfettmasse der Tiere – nachgewiesen über das signifikant 

vergrößerte abdominelle Fettdepot – zurückführen lässt. Diese Ergebnisse stehen im Einklang 

mit denen anderer Studien (PARK et al. 2005; RELLING et al. 2006). Zusammen mit den 

ebenfalls veränderten Insulinspiegeln ist diese Beobachtung ein Hinweis darauf, dass 

Übergewicht in Mäusen bereits nach zwölf Wochen Einfluss auf Stoffwechselwege nimmt. 

4.1.3 Übergewicht führt zu konzentrischer kardialer Hypertrophie 

Mithilfe von echokardiographischen Messungen konnte gezeigt werden, dass die Herzen von 

Mäusen nach neunwöchiger Fütterung einer 60% hochkalorischen Diät eine konzentrische 

Form der kardialen Hypertrophie ausbilden. Bei Zunahme von Vorder- und Hinterwanddicke 

waren linksventrikulärer Durchmesser, Fläche und Volumen signifikant erniedrigt. Damit 

liegt eine konzentrische Hypertrophie vor. Betrachtet man die morphologische Veränderung 

des einzelnen Kardiomyozyten, lässt sich nach zwölf Wochen Hochfettdiät auch dort eine 

Hypertrophie erkennen. Diese Entwicklung steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer 

Studien (MATSUI et al. 2002). Der fehlende Unterschied zwischen Hochfett- und 

Kontrollgruppe in Bezug auf den Längsachsen-Durchmesser der Kardiomyozyten (s. Kap. 

3.1.2.2, S. 41) steht im Einklang mit den Ergebnissen der Echokardiographie, nach denen eine 

konzentrische Hypertrophieform vorliegt. Die Verbreiterung der Kardiomyozyten zeugt von 

parallel angeordneten neuen Sarkomeren, wodurch sich die Wanddicke verbreitert. 

Da Übergewicht über eine chronische Volumenbelastung des Herzens zunächst mit 

exzentrischer Hypertrophie in Zusammenhang gebracht wird (PASCUAL et al. 2003) und 

sich KUCH et al. zufolge eine konzentrische Hypertrophie erst bei dem Vorliegen weiterer 

Komorbiditäten entwickelt (KUCH et al. 1998), stimmt dieses Ergebnis nicht mit der 

aktuellen Studienlage überein. Eventuell lässt sich dies darauf zurückführen, dass sich 

kardiale Hypertrophie bei Maus und Mensch auf verschiedene Arten entwickeln. Alternativ 
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wäre es möglich, dass auch die Mäuse der vorliegenden Studie bereits Komorbiditäten wie 

beispielsweise einen arteriellen Hypertonus entwickelt hatten. 

Eine kardiale Funktionsminderung ließ sich auch nach neun Wochen Hochfettdiät in den 

verwendeten weiblichen Tieren nicht beobachten. Im Gegensatz dazu konnten PARK et al. 

bei männlichen Mäusen nach einer zehnwöchigen Hochfettdiät echokardiographisch eine 

tendenzielle Funktionsminderung in Form einer erniedrigten linksventrikulären 

Verkürzungsfraktion (FS) beobachten, die jedoch erst nach einer Versuchsdauer von 20 

Wochen statistische Signifikanz erreichte (PARK et al. 2005). Diese Tendenz ließ sich in der 

vorliegenden Studie nicht reproduzieren. Dies könnte sowohl auf die kürzere Versuchsdauer, 

als auch auf das unterschiedliche Geschlecht der Mäuse zurückzuführen sein. Stattdessen ließ 

sich nach zwölf Wochen Hochfettdiät (und damit drei Wochen nach einer sham-OP) eine bei 

den übergewichtigen Tieren signifikant erhöhte linksventrikuläre Flächenverkürzungsfraktion 

(FAS) nachweisen, sprechend für eine kardiale Funktionssteigerung der übergewichtigen 

Mäuse. Es wird zu zeigen sein, ob auch die Mäuse der vorliegenden Studie bei einer längeren 

Versuchsdauer eine kardiale Funktionsminderung aufgewiesen hätten. 

Die vorliegende Hypertrophieform weist Zeichen einer physiologischen kardialen 

Hypertrophie auf, da zum einen mithilfe echokardiographischer Messungen eine eher 

gesteigerte Funktion nachgewiesen wurde, zum anderen aber weder die interstitielle Fibrose, 

noch die Apoptose vermehrt war. 

Bei der Untersuchung des Signalwegs IRS-PI3K1A-AKT konnten keine signifikanten 

Unterschiede der Phosphorylierungsraten nachgewiesen werden. Die beobachteten Tendenzen 

waren inkonsistent. Die IRS-Phosphorylierung am Serin stieg durch Übergewicht tendenziell 

an, welches als Ausdruck der beginnenden Insulinresistenz gewertet werden kann. Während 

die Phosphorylierungsrate der PI3K durch Übergewicht eher sank, stieg die AKT-

Phosphorylierung tendenziell an. Durch die inhibitorische Wirkung der Serin-

Phosphorylierung des IRS ist erklärlich, dass die PI3K1A als ein direktes Effektormolekül 

nicht vermehrt phosphoryliert und damit aktiviert ist. Die erhöhte Serinphosphorylierung am 

IRS sowie die eher gesunkenen Phosphorylierungsraten der PI3K1A sprechen für eine über 

andere Signalwege vermittelte Hypertrophie. Die tendenziell erhöhte AKT-Phosphorylierung 

ist im Zusammenhang mit der ebenfalls tendenziell erhöhten Phosphorylierung der PI3K1B 

als Indiz dafür zu werten, dass die beobachtete kardiale Hypertrophie eventuell über 

G-Proteine und PI3K1B vermittelt wurde. 
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FANG et al. konnten bei männlichen Mäusen nach einer Diätdauer von sechs Monaten eine 

erhöhte AKT-Phosphorylierung nachweisen (FANG et al. 2008). Eventuell war demnach die 

Zeit, in der die Mäuse eine durch erhöhte AKT-Level ausgelöste kardiale Hypertrophie 

entwickeln konnten, zu kurz. Dagegen spricht jedoch, dass der Zeitraum ausreichte, um eine 

kardiale Hypertrophie zu erzeugen. Diese wurde demnach entweder über andere Signalwege 

vermittelt, oder aber die Phosphorylierungsgrade sanken kurz vor der Gewebeentnahme bzw. 

konnten nicht korrekt nachgewiesen werden. Darüber hinaus könnte eventuell der im Rahmen 

der Gewinnung der Nüchtern-Blutwerte durchgeführte Futterentzug vor der Blut- und 

Gewebeentnahme zu einem rapiden Abfall der AKT-Phosphorylierungsgrade geführt haben 

(SHIOJIMA et al. 2002). Angesichts der immensen Bedeutung der AKT im 

Glukosestoffwechsel scheint dies die naheliegendste Erklärung zu sein. Die Induktion der die 

AKT-aktivierende Signalkaskade erfolgt an der Zellmembran durch IGF und Insulin über die 

entsprechenden Rezeptoren (s. Kap. 1.4, S. 8). Ein durch Futterentzug abfallender 

Insulinspiegel könnte also durchaus ursächlich für die verminderte Aktivierung dieses 

Signalwegs und damit für eine Senkung der Phosphorylierungsrate sein. Dies konnte auch von 

SHIOJIMA et al. beobachtet werden (SHIOJIMA et al. 2002). Weiterhin gilt es zu bedenken, 

dass die AKT-Level erst nach zwölf Wochen Diät bestimmt wurden, demnach also auch ein 

Einfluss der drei Wochen zuvor durchgeführten sham-Operation eine Rolle spielen könnte. 

Dafür spräche, dass sich zum Zeitpunkt der Organentnahme – und damit drei Wochen nach 

sham-Operation – auch die echokardiographischen Unterschiede zwischen KD S und HFD S 

minimiert hatten. Fraglich ist demnach, ob die sham-Operation einen so großen Stress auf die 

Herzen ausgeübt haben könnte, dass die eventuell bereits vorher durch Übergewicht 

entstandenen Unterschiede der Phosphorylierungsraten des IRS, der PI3K, oder der AKT 

überlagert wurden und somit nicht mehr bzw. nur in geringerem Ausmaß zu erkennen waren. 

Möglicherweise war auch die Zahl der untersuchten Mäuse zu gering, um Unterschiede 

bezüglich der Phosphorylierungsraten aufzudecken. 

4.2 Einfluss von Übergewicht auf die kardialen Umbauvorgänge nach Ischämie 

4.2.1 Induktion eines Myokardinfarkts am Modell der weiblichen C57BL/6-Maus 

Nach erfolgter Anwendung eines Myokardinfarktmodells der C57BL/6-Maus überlebten aus 

beiden Infarktgruppen (KD MI, HFD MI) jeweils zirka 80% der Mäuse. Für die Versuche 

waren bewusst nur weibliche Mäuse verwendet worden, da verschiedene vorangegangene 
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Studien bereits über einen Vorteil weiblicher Mäuse in Bezug auf das Kurzzeit-Überleben –

 verursacht durch eine geringere Rupturrate – berichtet hatten (CAVASIN et al. 2003; GAO et 

al. 2005) und eigene Erfahrungen der Abteilung dies bestätigten. Während GAO et al. über 

Überlebensraten von knapp 90% referierten, betrugen diese in der vorliegenden Studie ca. 

80%. Allerdings war die Anzahl der operierten Mäuse in der vorliegenden Studie mit 22 

(HFD MI) bzw. 23 (KD MI) Mäusen/Gruppe wesentlich geringer (GAO et al.: 54 weibliche 

C57BL/6-Mäuse), wodurch Überlebensraten weniger aussagekräftig sind. Davon abgesehen 

ließe sich die im Vergleich zu GAO et al. erhöhte Mortalität der HFD-MI-Gruppe mit dem 

Vorliegen der Komorbidität Adipositas erklären. Die in der vorliegenden Studie fehlende 

Differenz zwischen KD MI und HFD MI könnte wiederum durch die kleinen Studiengruppen 

zustande gekommen sein. 

4.2.2 Übergewicht hat keinen Einfluss auf die Infarktgröße 

Auf den mithilfe der Masson-Trichrom-Färbung angefärbten Schnitten wurde die Infarktgröße 

ausgemessen und das Infarktareal auf dem jeweiligen Schnitt in ein Verhältnis mit der 

jeweiligen Gesamtfläche des Herzens gesetzt. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen 

den beiden Infarktgruppen (KD MI, HFD MI) festgestellt werden. Auch THIM et al. konnten 

in Ratten keine durch Übergewicht verursachten Unterschiede in Bezug auf die Infarktgröße 

nachweisen (THIM et al. 2006). Auf alternative Methoden zur Darstellung des infarzierten 

Myokardareals (z. B. mittels Evans-Blau-Perfusion oder Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)) 

wurde verzichtet, da das Gewebe damit für weitere histologische Analysen unbrauchbar 

gewesen wäre. 

Allerdings konnten MATSUI et al. eine um 50% reduzierte Infarktgröße bei chronisch 

aktivierter kardialer AKT nachweisen (MATSUI et al. 2002). Das dabei genutzte Modell 

bestand abweichend vom vorliegenden Modell aus C57BL/6-Mäusen mit kardialer 

Überexpression eines mutierten konstitutiv aktiven AKT-Gens, deren linke deszendierende 

Herzkranzarterie nur für 30 Minuten verschlossen wurde. Nach anschließender 24-stündiger 

Reperfusion wurden die Herzen entnommen. Davon ausgehend, dass, wie in Kap. 4.1.3 (S. 3) 

argumentiert, in der vorliegenden Studie die AKT-Level nur tendenziell erhöht waren, diese 

aber aufgrund des Futterentzugs vor der Gewebeentnahme nicht nachgewiesen werden 

konnte, wäre eventuell auch in der vorliegenden Studie eine analog zu MATSUI et al. 

verminderte Infarktgröße zu erwarten gewesen. Fraglich ist jedoch, ob nicht das 

unterschiedliche Studiendesign – zum einen durch die konstitutiv aktivierte AKT und zum 
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anderen durch das eine Reperfusionszeit beinhaltende Infarktmodell – für die Unterschiede in 

Bezug auf die Ergebnisse der Infarktgröße verantwortlich sind. 

Nichtsdestotrotz ist das vorliegende Modell in der Lage, weitere Unterschiede in der 

Anpassung auf die Reaktion auf die Myokardinfarktinduktion aufzuzeigen und auf das 

Übergewicht zurückzuführen, da eine Differenz der Infarktgröße als Ursache dieser 

Unterschiede aufgrund der oben genannten Gründe bereits ausgeschlossen werden kann. 

4.2.3 Übergewicht und kardialer Insult führen zu beginnender Insulinresistenz 

Nach zwölf Wochen Hochfettdiät wurden die Nüchtern-Insulin- und Glukosespiegel sowie 

die Leptinblutwerte gemessen, um einen Überblick über die metabolischen Folgen des 

Übergewichts zu erhalten. Die nachgewiesenen Änderungen der Nüchtern-Insulinblutspiegel 

erreichten dabei nicht das festgelegte Signifikanzniveau, jedoch zeigten sich Tendenzen, nach 

denen sowohl Übergewicht als auch die Induktion einer myokardialen Ischämie mit erhöhten 

Nüchtern-Insulinspiegeln im Blut einhergehen. 

Dass Übergewicht die Nüchtern-Insulinwerte von Mäusen steigert, wurde bereits in Kap. 

4.1.2 beschrieben, ebenso der Zusammenhang mit einer beginnenden Insulinresistenz. 

Auch die Induktion eines Myokardinfarkts scheint die Nüchtern-Insulinspiegel zu steigern. 

Die beobachteten Spiegel waren sowohl in übergewichtigen als auch in normgewichtigen 

myokardinfarzierten Tieren im Vergleich zu den sham-operierten Tieren deutlich, jedoch 

nicht signifikant, erhöht. Eine mögliche Erklärung wäre eine veränderte Insulinproduktion als 

direkte Folge der Myokardinfarktinduktion. Möglicherweise könnte die Infarktinduktion aber 

auch in einer Insulinresistenz bestimmter Gewebe, beispielsweise des Herzens, münden. Bei 

ausgeprägter Resistenz könnten die pankreatischen β-Zellen mit einer gesteigerten 

Insulinproduktion reagieren, welche wiederum die erhöhten Blutspiegel erklären würde. Die 

beobachtete gesteigerte Phosphorylierung des IRS an Serinresten, die einer Inaktivierung des 

IRS entspricht, fügt sich konsistent in dieses Bild ein. Sowohl Übergewicht als auch 

Infarktinduktion scheinen demnach zu einer Insulinresistenz zu führen. 

4.2.4 Übergewicht hat keinen Einfluss auf die kardiale Inflammation nach 

Myokardinfarkt 

In den infarzierten Herzen konnte mithilfe der signifikanten Erhöhung der CD45-positiven 

Zellen eine erhöhte Inflammation nachgewiesen werden. Ein Einfluss des Übergewichts auf 
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die Inflammation konnte hingegen nicht nachgewiesen werden, jedoch scheint bei einer 

reinen Betrachtung der Periinfarktzone der Infarkt nur in übergewichtigen Tieren eine erhöhte 

Inflammation auszulösen. Mit Hilfe spezifischer Antikörper für bestimmte 

Immunzellsubpopulationen konnten THAKKER et al. jedoch in einem übergewichtigen 

Mausmodell mit Infarktsetzung (nach sechs Monaten einer Hochfettdiät) eine signifikante 

Erhöhung der Makrophagenzahl bei gleichzeitig signifikant erniedrigter Zahl der neutrophilen 

Granulozyten nachweisen (THAKKER et al. 2006). Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist 

unter Berücksichtigung der Ergebnisse von THAKKER et al. insofern zu deuten, als dass die 

hier in der Studie mit Hilfe des allgemeinen Oberflächenmarkers CD45 gemessene 

Leukozytenzahl auch dann konstant bleiben kann, wenn sich einzelne Subpopulationen in 

ihren relativen Anteilen ändern. Dieser Punkt könnte in weiterführenden Studien näher 

untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich im Rahmen der Analyse der 

CD45-positiven Zellen kein Anhalt für einen Einfluss des Übergewichts auf die kardiale 

Inflammationsreaktion nach Myokardinfarkt. 

4.2.5 Übergewicht hat keinen Einfluss auf kardiale Apoptoseraten nach 

Myokardinfarkt 

Im Zusammenhang mit der Entwicklung einer Herzinsuffizienz spielt die Apoptose eine 

wesentliche Rolle. So ließen sich während des Übergangs von kardialer Hypertrophie zur 

Insuffizienz erhöhte Apoptoseraten nachweisen (LI Z et al. 1997). Nach Studien ist dieser 

Zusammenhang kausal begründet (WENCKER et al. 2003). Die Inhibition von 

Caspaseaktivität nach Myokardinfarkt dagegen führte durch vermindertes pathologisches 

Remodeling zu verbesserter Kontraktilität (YARBROUGH et al. 2003), das Auftreten einer 

Herzinsuffizienz wurde verzögert (CHANDRASHEKHAR et al. 2004). Apoptose scheint 

demnach ein entscheidender Faktor für die Ausbildung des pathologischen Remodeling zu 

sein. Im Rahmen der Untersuchungen bezüglich der Aktivierung des RISK-Signalwegs post 

infarctionem wurde dieser über seinen antiapoptotischen Effekt als kardioprotektiv 

beschrieben (HAUSENLOY und YELLON 2004). Im Zusammenhang mit diesen 

Untersuchungen scheint eine verstärkte AKT-Aktivierung – diese ist Teil des RISK-

Signalwegs – das kardiale Remodeling post infarctionem über ihren anti-apoptotischen Effekt 

positiv zu beeinflussen. Über den Einfluss von Adipositas auf kardiale Apoptoseraten ist 

wenig bekannt. Laut RELLING et al. führt Adipositas zu kardiomyozytärer Dysfunktion, 

nimmt dabei jedoch keinen Einfluss auf Apoptoseraten (RELLING et al. 2006).  
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In der vorliegenden Studie konnten bei dem Vergleich der Herzen der übergewichtigen mit 

denen der normgewichtigen Mäuse keine veränderten kardialen Apoptoseraten nachgewiesen 

werden. Sowohl in der Infarkt-operierten als auch in der sham-operierten übergewichtigen 

Gruppe waren die Apoptoseraten gegenüber der jeweils normgewichtigen Gruppe nicht 

verändert. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von RELLING et al. überein (RELLING et 

al. 2006). 

In infarzierten Herzen ließ sich eine Erhöhung der Apoptoseraten sowohl bei 

normgewichtigen als auch bei übergewichtigen Herzen nachweisen, diese waren jedoch nur 

unter Einbeziehung des infarzierten Gewebeareals signifikant. Bei einem ausschließlichen 

Vergleich der Periinfarktzonen (bestehend aus border zone und nicht-infarziertem Gewebe) 

konnte kein signifikanter Unterschied detektiert werden. Dagegen konnten PALOJOKI et al. 

bei Ratten vier Wochen post infarctionem erhöhte Apoptoseraten sowohl in der border zone 

als auch in nicht-infarziertem Gewebe nachweisen, auch hier wurde die linke deszendierende 

Herzkranzarterie dauerhaft verschlossen (PALOJOKI et al. 2001). Dieses Ergebnis konnte in 

der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden, hier wurde bei einem Vergleich der einzelnen 

Zonen keine statistische Signifikanz erreicht. Möglicherweise liegt dem eine unterschiedliche 

Definition der sog. border zone zugrunde. Da die AKT-Phosphorylierung durch Übergewicht 

nicht signifikant beeinflusst wurde, ließ sich kein durch Übergewicht vermittelter Abfall der 

Apoptoseraten beobachten. Eventuell stellte der experimentelle Myokardinfarkt, wie später in 

Kap. 4.2.7 beschrieben, einen so starken Reiz dar, dass durch Übergewicht verursachte 

Unterschiede überlagert wurden. 

Da pathologisches Remodeling, wie oben erwähnt, mit Apoptose einhergeht, verdeutlichen die 

bei Myokardinfarkt erhöhten Apoptoseraten der vorliegenden Studie, dass dem 

Myokardinfarkt im Infarktbereich eine pathologische Form des Remodeling folgt. 

4.2.6 Übergewicht hat keinen Einfluss auf die kardiale Angiogenese nach 

Myokardinfarkt 

Angiogenese ist definiert als die Bildung von neuen Blutkapillaren aus existierenden Gefäßen. 

Sie ist bedeutsam für die Wundheilung, embryologische Entwicklung, den menstruellen 

Zyklus und Inflammation (ZHAO et al. 2010). Kardiale Hypertrophie wird begleitet von 

vermehrter Angiogenese. Verringert sich die Kapillardensität (und damit das Verhältnis der 

Kapillare zu den von ihr versorgten Myozyten), bildet dies die Grundlage für den Übergang 

der Hypertrophie in die Herzinsuffizienz. In einem Mausmodell mit chronisch aktiver AKT 
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wurde bei diesem Übergang in die Herzinsuffizienz eine verminderte Angiogenese beobachtet 

(SHIOJIMA et al. 2005). Gesteigerte kardiale Angiogenese kann selbst – in Abwesenheit 

anderer externer Stimulatoren wie beispielsweise Volumenbelastung – Ursache kardialer 

Hypertrophie sein. Auch in Herzen, deren Angiogenese während der experimentellen 

Induktion eines Myokardinfarkts stimuliert wurde, wurden vermehrte Angiogenese, kardiale 

Hypertrophie und verbesserte Funktion beobachtet (TIRZIU et al. 2007). Gesteigerte 

Angiogenese führte in einer Studie von BARANDON et al. zu verminderten Rupturraten und 

reduzierter Infarktgröße (BARANDON et al. 2003). Angiogenese hat damit einen protektiven 

Effekt auf das infarzierte Gewebe. 

In der vorliegenden Studie führte die Induktion eines Myokardinfarkts zu signifikant 

gesteigerter Angiogenese. Damit wird die Bedeutung der Angiogenese in Bezug auf 

Wundheilung hervorgehoben. Diese gesteigerte Angiogenese wird nach heutigem 

Wissenstand über vascular endothelial growth factor (VEGF), und im weiteren Verlauf über 

AKT, vermittelt. Ein zu der beobachteten gesteigerten Angiogenese passender Anstieg der 

AKT ließ sich jedoch in der vorliegenden Studie nur tendenziell beobachten (s. Kap. 3.2.6.3, 

S. 53). Dabei war dieser Anstieg in den normgewichtigen Tieren stärker ausgeprägt, was 

einen Funktionsvorteil der normgewichtigen Tiere vermuten lässt. Tatsächlich war der durch 

den Infarkt bedingte Abfall der Herzpumpfunktion in den übergewichtigen Tieren tendenziell 

stärker ausgeprägt, was die Bedeutung der Angiogenese in Bezug auf kardiale Funktion 

hervorhebt. 

Differenzen zwischen den übergewichtigen und normgewichtigen Tieren waren nicht 

nachweisbar. Übergewicht scheint demzufolge keinen Einfluss auf kardiale Angiogenese nach 

Infarkt zu haben. 

4.2.7 Übergewicht hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der Proteine IRS, 

PI3K & AKT nach Induktion eines Myokardinfarkts 

Der Signalweg IRS-PI3K1A-AKT reguliert Zellwachstum, Proliferation und 

Glukosestoffwechsel (BELLACOSA et al. 2004). Darüber hinaus ist er entscheidend im 

Rahmen der Vermittlung kardialer Hypertrophie (MCMULLEN et al. 2003). Außerdem 

scheint eine akute Aktivierung des Signalwegs nach Myokardinfarkt einen positiven Einfluss 

auf das myokardiale Remodeling zu haben. Dies konnte in einer Studie, die Patienten, die 

aufgrund eines Herzinfarktes einer Koronarangiographie unterzogen wurden, zusätzlich mit 

einer den Signalweg IRS-PI3K1A-AKT aktivierenden Glukose-Insulin-Kalium-Infusion 
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therapierte, gezeigt werden. Zusätzlich konnte unter dieser Therapie ein Rückgang der 

Komplikationen während der Hospitalisation beobachtet werden (DIAZ et al. 1998; LI Y et 

al. 2010). Die Mortalität der Patienten änderte sich dabei allerdings nicht (MAMAS et al. 

2010). Der positive Einfluss scheint an niedrige Fettsäurekonzentrationen gebunden zu sein 

(FOLMES et al. 2006). Auch Postkonditionierung – ein festgelegtes Protokoll von induzierten 

kardialen Okklusions-/Reperfusionsabfolgen im Rahmen einer Koronarangiographie nach 

Myokardinfarkt – scheint einen protektiven Effekt unter anderem durch eine akute 

Aktivierung des IRS-PI3K1A-AKT–Signalwegs zu vermitteln (ZHU et al. 2006). Im Rahmen 

der molekularbiologischen kardialen Reaktion auf einen Myokardinfarkt könnte demnach eine 

veränderte akute Aktivierung des Signalwegs vermutet werden. 

Im Kontrast dazu scheint eine chronische kardiale AKT-Aktivierung die Umbauvorgänge im 

Herzen negativ zu beeinflussen. So resultierte in Versuchen mit mehreren transgenen 

Mausmodellen mit chronisch aktiver AKT unabhängig von der aktivierten Unterform bei 

längerer Versuchsdauer eine pathologische Form der Hypertrophie (SHIOJIMA et al. 2005; 

SCHIEKOFER et al. 2006). Eine chronische Aktivierung des Signalwegs IRS-PI3K1A-AKT, 

beispielsweise durch Hyperinsulinämie, scheint demnach einen negativen Einfluss auf die 

Umbauprozesse des Herzens zu nehmen.  

In der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten Änderungen, sondern lediglich 

Tendenzen in der Phosphorylierung der am IRS-PI3K1A-AKT–Signalweg beteiligten 

Proteine nachgewiesen werden. So war die Phosphorylierung von AKT am Serin 473 sowohl 

durch Übergewicht als auch durch Infarktinduktion eher erhöht, während die 

Phosphorylierungsrate der PI3K1A durch beide Interventionen unverändert war. Damit 

erscheint ein über die PI3K1A vermittelter Einfluss von Übergewicht oder Infarktinduktion 

auf diesen Signalweg im Herzen eher zweifelhaft. Von Interesse wäre die Phosphorylierung 

der PI3K1B, um eine PI3K1A-unabhängige Aktivierung der AKT zu untersuchen. Eventuell 

war jedoch auch der Reiz des experimentellen Myokardinfarkts so dominant, dass durch 

Übergewicht ausgelöste Unterschiede überdeckt wurden. 

4.2.8 Übergewicht verhindert eine reaktive Hinterwandhypertrophie nach 

Vorderwandinfarkt 

In den echokardiographischen Messungen drei Wochen post infarctionem konnte sowohl in 

übergewichtigen als auch in normgewichtigen myokardinfarzierten Tieren eine verminderte 

Vorderwanddicke detektiert werden. Diese ist in Form einer kardialen Narbe Ausdruck des 
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induzierten Vorderwandinfarkts. Die infarzierten Herzen waren dilatiert und wiesen eine 

Funktionsminderung, gemessen durch eine reduzierte linksventrikuläre 

Flächenverkürzungsfraktion (FAS), auf. Die kompensatorische Reaktion des Herzens auf die 

verminderte Kontraktionskraft der Vorderwand geschieht im Normalfall durch eine reaktive 

Hinterwandhypertrophie. Diese kompensatorische Hinterwandhypertrophie war bei den 

übergewichtigen Tieren vermindert. Dies könnte auf einer chronischen und nicht mehr 

steigerbaren AKT-Aktivierung beruhen. Auch die echokardiographisch mithilfe der FAS 

quantifizierte kardiale Funktionsminderung war in den übergewichtigen Mäusen prozentuell 

stärker ausgeprägt. Übergewicht könnte demnach die kardialen Umbauprozesse post 

infarctionem vermindern. Allerdings konnten in allen gemessenen Parametern des IRS-

PI3K1A-AKT–Signalwegs keine durch Übergewicht verursachten signifikanten 

Veränderungen nachgewiesen werden. Auch in den histologischen Untersuchungen konnten 

post infarctionem im Hinblick auf Angiogenese, Fibrose, Inflammation und Apoptose keine 

signifikanten Unterschiede zwischen übergewichtigen und normgewichtigen Tieren 

festgestellt werden. Die molekularbiologischen Ursachen der verminderten reaktiven 

Hinterwandhypertrophie bleiben damit weiterhin unklar. 

Weiterhin wäre auch denkbar, dass dieses veränderte Remodeling über andere Signalwege 

vermittelt wird. Darüber hinaus könnten, wie in Kapitel 4.1.3 erläutert, die fehlenden 

Unterschiede in der Aktivierung der AKT unter anderem auf die rasche Abnahme der 

phosphorylierten AKT nach nächtlichem Fasten zurückzuführen sein. Auch könnte der durch 

Infarktsetzung und sham-OP induzierte Stress eventuelle Unterschiede in 

Phosphorylierungsraten der PI3K bzw. der AKT zunichtemachen. Außerdem wurden die 

Proteinproben aus rechtem und linkem Ventrikel gewonnen. Reine linksventrikuläre 

Veränderungen könnten durch dieses Vorgehen verwischt worden sein. Eventuell war auch 

die Anzahl der Mäuse zu gering, um signifikante Unterschiede zu beobachten. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass Übergewicht zu vermindertem kardialen 

Remodeling post infarctionem führt. Es bleibt jedoch unklar, über welche Wege diese 

Veränderungen vermittelt werden. 

4.3 Einfluss von Übergewicht auf das Überleben nach Myokardinfarkt 

Klinische Studien, die den Einfluss von Adipositas auf das Auftreten eines Myokardinfarkts 

und die Erholung post infarctionem untersuchen, weisen widersprüchliche Daten auf. Viele 

Studien beschreiben einen protektiven Effekt, den Adipositas auf die Morbidität und 
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Mortalität nach diagnostizierter kardialer Erkrankung ausüben soll. So wurde bei der 

gepoolten Analyse von vier Studien ein erniedrigtes Infarktrisiko bei vorhandener kardialer 

Vorbelastung für adipöse Patienten ermittelt (GURM et al. 2002b). Auch nach erfolgtem 

Infarkt scheinen adipöse Patienten von ihrem Übergewicht zu profitieren: GURM et al. 

zeigten ein verbessertes kurzfristiges outcome (GURM et al. 2002a), und auch in einer Studie 

von Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI)–Patienten, die im Mittel über 17 Monate beobachtet 

wurden, konnte für übergewichtige Patienten dieser Trend einer geminderten Mortalität 

beobachtet werden (BUETTNER et al. 2007). In einer Studie, die die Behandlung mit 

Abciximab an Patienten mit instabiler Angina untersuchte, konnte gezeigt werden, dass die 

1-Jahres-Mortalität bei Patienten mit einem höheren Körpergewicht niedriger war 

(OTTERVANGER et al. 2003). Auch herzinsuffiziente adipöse Patienten scheinen (je nach 

Studie jedoch nur tendenziell) von einer, im Vergleich zu normgewichtigen Patienten, 

niedrigeren Mortalität zu profitieren (HORWICH et al. 2001; CURTIS et al. 2005; HALL et 

al. 2005). Außerdem scheinen adipöse Patienten nach Herzkatheteruntersuchungen stationär 

weniger Komplikationen zu erleiden und weisen darüber hinaus eine im Vergleich zu 

normgewichtigen Patienten niedrigere 1-Jahres-Mortalität auf (GRUBERG et al. 2002). Eine 

andere Studie konstatiert adipösen Herzinfarkt-Patienten im Vergleich zu der 

normgewichtigen Kontrollgruppe ein besseres Kurzzeitüberleben bei vergleichbarer 

allgemeiner Langzeitmortalität (NIGAM et al. 2006). Begründet wird dieses höhere 

Kurzzeitüberleben von NIGAM et al. jedoch mit dem jüngeren Alter der Patienten zum 

Zeitpunkt des ersten kardialen Insults. Andererseits wird argumentiert, dass diese 

beschriebenen Vorteile der adipösen Patienten auf eine strengere Reglementierung der 

Behandlung sowohl in der Akutphase als auch während der Nachsorge zurückzuführen seien. 

Bei adipösen Patienten kämen aggressivere Behandlungsstrategien zum Einsatz, 

Studienergebnisse würden so eventuell verzerrt (DIERCKS et al. 2006). 

In der vorliegenden Studie konnte kein Hinweis auf einen protektiven Effekt des 

Übergewichts – weder in Bezug auf kardiales Remodeling noch in Bezug auf das Überleben 

der Mäuse – nachgewiesen werden. Ebenso fanden sich kaum Hinweise für einen nachteiligen 

Effekt des Übergewichts. Allerdings konnte gezeigt werden, dass eine reaktive 

Hinterwandhypertrophie als Reaktion auf den Vorderwandinfarkt in den übergewichtigen 

Mäusen ausblieb, während die normgewichtigen Mäuse diese kompensatorische 

Hinderwandhypertrophie ausbildeten. Dementsprechend konnte ein negativer Effekt des 

Übergewichts in Bezug auf kardiales Remodeling post infarctionem dokumentiert werden. Die 

verminderte Hinterwandhypertrophie könnte ein Indiz für einen prognostisch negativen 
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Einfluss des Übergewichts darstellen. In Bezug auf die gemessenen Parameter des 

IRS-PI3K1A-AKT–Signalwegs konnten keine durch Übergewicht verursachten 

Veränderungen nachgewiesen werden. Auch in den histologischen Untersuchungen konnten 

post infarctionem keine signifikanten Unterschiede zwischen übergewichtigen und 

normgewichtigen Tieren festgestellt werden. Zur Identifizierung möglicher verantwortlicher 

Signalwege sollten weitere Studien folgen. 

4.4 Limitationen der Arbeit 

Adipositas gilt als Risikofaktor für viele kardiovaskuläre Erkrankungen und beeinflusst diese 

auf unterschiedliche Weise. Neue Erkenntnisse in Bezug auf die durch Übergewicht 

beeinflussten physiologischen Mechanismen sind unabdingbar für die Entwicklung von 

Therapien, die den möglichen Effekten von Übergewicht Rechnung tragen. Es sollte daher ein 

Versuchsmodell generiert werden, welches menschliches Übergewicht in möglichst vielen 

Aspekten nachbildete. Aus diesem Grund wurde auf die Verwendung leptindefizienter Tiere 

verzichtet. Stattdessen wurde ein Studiendesign gewählt, in dem Übergewicht durch eine 

vermehrte Aufnahme fettreicher Nahrung induziert wurde. Um sicherzustellen, dass die Tiere 

während der Versuchszeit an Gewicht zunahmen, wurde eine Diät, die 60% der Energie aus 

Fett bereithielt, ausgewählt. Diese Diät spiegelt allerdings in ihrer Zusammensetzung nicht die 

typische Diät wider, der die westliche Bevölkerung ausgesetzt ist. Hier beträgt der Fettanteil 

zirka 45%. Die gewonnenen Daten sind daher nur näherungsweise auf den Menschen 

übertragbar.  

Weiterhin beruhen die Ergebnisse der biochemischen und immunhistologischen Analysen der 

Herzen übergewichtiger und normgewichtiger Mäuse auf Untersuchungen an Tieren, die 

zusätzlich eine sham-Operation durchlaufen hatten. Dies war nötig, um eine Vergleichbarkeit 

mit den Infarkt-operierten Tieren herzustellen und eventuelle Einflüsse des 

Operationsverfahrens oder der Narkose auszuschließen. So wurde jedoch die Datenerhebung 

des ersten Versuchsteils beeinflusst, da die Tiere nicht nur einer Fettfütterung (bzw. 

Kontrollfütterung), sondern zusätzlich einer Operation unterzogen wurden. 

Darüber hinaus könnte die Versuchsdauer (neun bzw. zwölf Wochen) für die Beobachtung 

einer Herzinsuffizienzentwicklung zu kurz gewesen sein. PARK et al. konnten eine (aus 

kompensatorischer kardialer Hypertrophie als Anpassung an durch Adipositas erhöhte 

Anforderungen entstandene) Herzinsuffizienz erst nach 20 Wochen nachweisen (PARK et al. 

2005). Die vorliegende Studie sah die Infarktinduktion bereits nach neun Wochen 
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Fettfütterung vor, weswegen sich die Tiere hier noch im Stadium einer kompensatorischen 

Hypertrophie befanden. Eine Insuffizienz konnte zu diesem Zeitpunkt nicht beobachtet 

werden. 

Nicht zuletzt ist die Anzahl der Tiere in den jeweiligen Gruppen durch die vielen 

verschiedenen Untersuchungen mit den daraus resultierenden Gruppenaufteilungen auf 

teilweise sieben Tiere gesunken. Für die Erhebung von statistisch signifikanten Daten mag 

diese Zahl zu gering gewesen sein. 

4.5 Ausblick 

Um aussagekräftigere Ergebnisse bezüglich der Veränderungen durch Übergewicht treffen zu 

können, sind bereits weitere Studien geplant, die eine längere Versuchsdauer und höhere 

Anzahl an Versuchstieren pro Gruppe vorsehen. Mithilfe von echokardiographischen 

Untersuchungen soll beobachtet werden, zu welchem Zeitpunkt bei den Versuchstieren der 

Übergang von einer kompensatorischen kardialen Hypertrophie zur Insuffizienz eintritt. 

Darauffolgend sollen die in der vorliegenden Studie gemessenen Parameter erneut untersucht 

werden, um eine Beteiligung des Signalwegs IRS-PI3K1A-AKT sowie der PI3K1B auf die 

Herzinsuffizienzentwicklung zu untersuchen. Diese Studie wird nur den Einfluss von 

Übergewicht auf kardiale Hypertrophie – unabhängig von einem weiteren kardialen Ereignis 

– untersuchen. Damit soll ein unbeabsichtigter Einfluss durch die sham-Operation 

ausgeschlossen werden, da diese als Distraktor wirken könnte. 

Im weiteren Verlauf soll die Bedeutung der in Frage kommenden Proteine durch Studien an 

Mäusen mit spezifischer Deletion der entsprechenden Proteine demonstriert werden. So soll 

ein definitiver Einfluss der entsprechenden Proteine bewiesen werden. 

In anderen Experimenten soll der Einfluss von Übergewicht auf die kardialen 

Umbauvorgänge nach Ischämie weiter untersucht werden. Hierbei soll der Zeitraum zwischen 

Ischämie und Gewebeentnahme verlängert werden, um zu sehen, ob sich eventuelle, durch 

Übergewicht verursachte Unterschiede nach längerer Zeit besser herausbilden. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Der Signalweg IRS-PI3K1A-AKT induziert bei kurzfristiger Aktivierung eine physiologische 

kardiale Hypertrophie. Bei dauerhafter Aktivierung kann er sowohl pathologische als auch 

physiologische kardiale Hypertrophie induzieren. Dabei ist unklar, welcher Stimulus welcher 

Hypertrophieform zugrunde liegt. Bei der Adipositas stehen verschiedene Induktoren des 

Signalwegs vermehrt zur Verfügung, was zu einer verstärkten Aktivierung des Signalwegs führen 

kann. So lässt sich bei Übergewicht eine erhöhte basale AKT-Phosphorylierung beobachten. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Übergewicht auf die Entwicklung einer 

kardialen Hypertrophie sowie auf die kardialen Umbauprozesse nach Myokardischämie näher 

untersucht. Dazu wurde zunächst ein übergewichtiges Wildtypmausmodell geschaffen. In diesem 

ließen sich vorwiegend Anzeichen physiologischer (erhaltene kontraktile Funktion, fehlende 

Dilatation) Hypertrophie nachweisen. Es zeigte sich eine unter Übergewicht tendenziell erhöhte 

AKT-Phosphorylierung und, analog dazu, eine erhöhte Phosphorylierung der PI3K1B. In den 

Phosphorylierungsraten der PI3K1A waren dagegen keine Unterschiede erkennbar, was für eine 

insulin- und leptinunabhängige AKT-Phosphorylierung über G-Proteine und PI3K1B spricht. 

Dazu passend wurden in den übergewichtigen Mäusen signifikant erhöhte Nüchtern-Insulin- und 

-Leptinspiegel sowie eine vermehrte inhibitorische Serinphosphorylierung des IRS im Myokard 

detektiert, die auf eine Resistenz der Gewebe für die entsprechenden Mediatoren schließen lassen. 

In einem zweiten Versuchsteil wurden übergewichtige und normgewichtige Mäuse durch einen 

dauerhaften Verschluss der LAD einer chronischen Myokardischämie ausgesetzt. Die 

Gewebeanalyse erfolgte drei Wochen post infarctionem. Dabei zeigte sich, dass Übergewicht 

keinen Einfluss auf die Infarktgröße nahm. Echokardiographisch konnte unabhängig vom 

Mausgewicht eine Dilatation des infarzierten Herzens dokumentiert werden. Die 

Funktionsminderung fiel bei den übergewichtigen Mäusen stärker aus, da eine kompensatorische 

Hinterwandhypertrophie in diesen Mäusen ausblieb. Der Infarkt führte ungeachtet des 

Mausgewichts zu gesteigerter Fibrose, Angiogenese, Inflammation und Apoptose. Auch zeigte 

sich keine vom Mausgewicht abhängige veränderte Aktivierung des Signalwegs IRS-PI3K1A-

AKT. Die Ursache für das Ausbleiben der kompensatorischen Hinterwandhypertrophie in den 

übergewichtigen Mäusen bleibt demnach offen. Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass 

die kardiale Hypertrophie bei Übergewicht vermutlich über G-Proteine, PI3K1B und AKT 

vermittelt wird. Sie weist Merkmale einer physiologischen Hypertrophie auf. Nach Infarkt 

konnten neben der in den übergewichtigen Tieren ausbleibenden kompensatorischen 

Hinterwandhypertrophie keine weiteren durch Übergewicht verursachten Differenzen detektiert 

werden, was auf eine Nivellierung eventuell vorhandener Unterschiede zwischen Übergewicht 

und Normgewicht durch die Auswirkungen des Infarkts zurückzuführen sein könnte.   
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