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1. Einleitung 

 

1.1 Das Fettgewebe 

 

Der menschliche Körper besteht im gesunden Zustand zu einem Fünftel aus Fettgewebe. Beim 

Mann schwankt dieser Anteil zwischen 10 und 20%, bei der Frau liegt er zwischen 15 und 25%. 

Neben den Fettzellen (Adipozyten) besteht das Fettgewebe zum großen Teil aus 

Bindegewebszellen (Fibrozyten), Makrophagen, Stammzellen, Nerven und Gefäßen. Jeder 

Mensch besitzt zwei morphologisch und funktionell unterschiedliche Arten des Fettgewebes. In 

der Histologie spricht man hierbei von braunem und weißem Fettgewebe (WAT). 

Das braune Fettgewebe ist insbesondere in der frühen Entwicklung des Menschen von großer 

Bedeutung. Die braunen Fettzellen, die auf Grund ihrer zahlreichen Fetttropfen auch als 

multilokuläre Fettzellen bezeichnet werden, entstehen bereits in der Embryonalperiode in der 4. 

bis 8. Schwangerschaftswoche und sind dicht mit einem Kapillarnetz durchzogen. Das braune 

Fettgewebe dient dem späteren Säugling, der eine ungünstige Relation von Oberfläche zum 

Volumen aufweist, der Wärmeentwicklung. Die starke Durchblutung des Gewebes wird als 

Vektor für die Wärme genutzt, um sie im Organismus zu verteilen. 

Mikroskopisch sind neben den Fetttröpfchen in einer braunen Fettzelle, eine hohe 

Mitochondrien-anzahl im Vergleich zum weißen Fettgewebe auffallend. Das in diesen enthaltene 

Enzym Cytochromoxidase ist für die charakteristisch braune Färbung des Gewebes 

verantwortlich. Die Mitochondrien im braunen Fettgewebe spielen eine große Rolle, da sie direkt 

für die Wärmeproduktion der Zelle verantwortlich sind. Während in anderen Zellen 

Mitochondrien der Gewinnung von Adenosintriphosphat (ATP) dienen, sorgt hier für die 

Freisetzung von Wärmeenergie das sog. uncoupling-protein-1. Es entkoppelt die für die ATP 

Gewinnung entscheidende Atmungskette und setzt somit die entstehende Energie, anstatt sie in 

einer Photsphatesterbindung des ATP zu speichern, frei. Im erwachsenen Organismus spielt das 

braune Fettgewebe jedoch keine bedeutende Rolle für die Thermogenese. 

Das weiße Fettgewebe entwickelt sich beim Menschen in der Fetalperiode und setzt seine 

Entwicklung postnatal bis in die Pubertät fort. Die Zellen des weißen Fettgewebes sind mit 

einem Durchmesser von 70-120 µm deutlich größer als die 30 µm großen braunen Fettzellen. 

Sie werden auf Grund ihrer das ganze Zytoplasma ausfüllenden Fettvakuole auch als unilokuläre 

Fettzellen bezeichnet. 

Die Morphologie einer weißen Fettzelle wird mit der eines Siegelringes verglichen. Der Zellkern 

ist dabei an den Rand der Zelle gepresst und die Mehrzahl der Zellorganellen befindet 
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sich dicht an den Zellkern gelagert (paranukleär).  

Das weiße Fettgewebe erfüllt im menschlichen Organismus drei wesentliche Aufgaben.  

Zum einem dient es isolierend als Kälteschutz in Form von subkutanem Fettgewebe. Zum 

anderem ist es als sog. Baufett von großer Bedeutung. Dabei sorgt es zum Beispiel für den 

Schutz innerer Organe, insbesondere um den Dickdarm oder im Omentum Majus, dem großen 

Bauchnetz, im Unterleib. Besonders lebenswichtige Organe, wie zum Beispiel die Nieren oder die 

Augäpfel, besitzen zur mechanischen Polsterung eine eigene Kapsel aus weißem Fettgewebe. 

Seine Funktion als Baufett nimmt das weiße Fettgewebe aber auch bei der äußeren Formgebung 

wahr, wie etwa in der Wange oder im Gesäß. Das Baufett dient zudem der Polsterung der Hand- 

und Fußballen. Da das Baufett insgesamt also eine große Bedeutung hat, wird es als 

Energiedepot nur anläßlich schwerer Hungerzustände oder Erkrankungen, wie beispielsweise der 

Tumorkachexie, abgebaut.   

Seine dritte und wohl evolutionär wichtigste Rolle, spielt das Fettgewebe als Energiespeicher in 

Form von Triglyceriden. Im Anschluss an die Nahrungsaufnahme (postprandial) werden 

Nahrungslipide sowie Kohlenhydrate mittels des Fettsäureaufbaus (Liopogenese) in Trigylceride 

umgewandelt und können bei Nahrungsknappheit dem Organismus mittels Fettsäureabbau 

(Lipolyse) wieder bereitgestellt werden. Betrachtet man den Energiegehalt von Fett und dessen 

durchschnittliche Masse von ca. 8 kg bei einem gesunden Menschen, so könnte das Fettgewebe, 

bei normaler Belastung des Organismus, diesen für mehr als einen Monat konstant mit Energie 

versorgen.

Abbildung 1: Links: Braunes und weißes Fettgewebe einer Rattenniere 

Das braune Fettgewebe (links) ist durch multilokuläre Fetttröpfchen, eine hohe Mitochondriendichte 

und einen runden Zellkern gekennzeichnet. Im weißen Fettgewebe (rechts) wird der Zellkern von der 
Fettvakuole an den Rand gepresst (Siegelringform). Rechts: weiße Fettzelle aus dem 

Knochenmark eines Schafes (Elektronenrastermikroskopie) 
Die rauen kugelförmigen Fettzellen enhalten große Fettvakuolen (glatte, runde Strukturen, die 

Freisetzung ist ein Artefakt der Präperation) und sind von einem Netz aus Bindegewebszellen 

umgeben. 
Quelle: Histonet, Medizinische Fakultät, Universität Ulm (www.uni-ulm.de/histonet) 
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Um den Organismus über den Stand der Energiereserven zu informieren, besitzt das Fettgewebe 

eine weitere wichtige Aufgabe als hormonelles Organ. Dabei wirkt es sowohl endokrin 

regulierend, insbesondere über den Pfortaderkreislauf, auf den Stoffwechsel des wichtigsten 

Stoffwechselorgans, der Leber, als auch zentralnervös, um die Nahrungsaufnahme zu steuern. 

Eine Störung der hormonellen Regulierung durch Über- bzw. Fehlernährung hat einen großen 

Einfluss auf den gesamten Organismus und ist ein wesentlicher Bestandteil von 

Stoffwechselkrankheiten wie zum Beispiel der Insulinresistenz, dem wesentlichen Merkmal des 

Diabetes Typ2. Die Erforschung der Charakteristika hormoneller Faktoren und deren Regulierung 

stehen noch an ihrem Anfang und sollen mittels dieser Arbeit näher untersucht werden. 

 

 

1.2 Energiestoffwechsel des Fettgewebes 

 

Jede Zelle des Organismus besitzt Energiereserven in Form von Triglyceriden und Glykogen.  

Der Adipozyt stellt neben den Glycogenspeichern der Muskulatur und der Leber den wichtigsten 

Energieversorger des Organismus dar.  

Während die in Muskeln und Leber gespeicherten Glycogenreserven von ca. 400g kurz- bis 

mittelfristig die Energieversorgung des Menschen sichern, wird der Verbrauch der Fettreserven 

für die längerfristige Versorgung eingesetzt. Hierbei stehen der Fettsäureabbau (Lipolyse) und 

die Fettsäuresynthese (Lipogenese) in einem fein abgestimmten Gleichgewicht zueinander, so 

dass der Adipozyt auf die Bedürfnisse des Organismus optimal reagieren kann. Reguliert wird 

dieses System durch eine Anzahl von Hormonen, die kurz- und langfristige Effekte hervorrufen.  

 

 

1.2.1 Die anabole Stoffwechselsituation – Lipoproteinstoffwechsel und 

Lipogenese  

 

Kurz nach einer Nahrungsaufnahme sorgt Insulin, welches aus den ß-Zellen des Pankreas in den 

Blutkreislauf gelangt, in den Adipozyten direkt für eine Aufnahme von Kohlenhydraten durch 

Translokation eines Glukosetransporters (GLUT4) in die Zellmembran. Neben diesem ist ein 

weiterer Transporter vorhanden, GLUT1, der jedoch insulinunabhängig gesteuert wird. Insulin 

beschleunigt anschließend die Umsetzung von Glucose zu Glycerin im Adipozyten1. 

Ebenfalls werden durch Insulin wichtige Schlüsselenzyme der de-novo Lipogenese reguliert. 

Hierunter versteht man die Synthese von Fettsäuren aus Nicht-Fettsäure-Vorstufen, 

hauptsächlich Kohlenhydraten. Zu diesen Schlüsselenzymen zählen etwa die acyl-coenzym-A- 
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carboxylase 1 (ACC1) oder die fatty acid synthase (FAS), deren Aktivität im Fettgewebe gezeigt 

werden konnte 2. 

In vitro steigert Insulin im Adipozyten die Aktivität und Expression von FAS 3,4. In vivo jedoch, 

vermag eine reine Glucosegabe den Triglyceridgehalt des Fettgewebes nicht zu steigern 5. Die 

Expression und Aktivität von FAS und ACC1 verändert sich sowohl nach kohlehydratreicher, als 

auch fettreicher Ernährung, im humanen Adipozyten ebenfalls nicht 6. Auch weisen fettleibige 

Patienten keine erhöhte FAS m-RNA-Konzenration im Adipozyten auf 7. Frühere Experimente 

hierzu ließen bereits eine untergeordnete Rolle der de-novo Lipogenese vermuten 8. Es konnte 

zudem gezeigt werden, dass schon wenige mehrfach ungesättigte Fettsäuren die Expression 

dieser Enzyme in der Leber und im Muskel hemmen 9. Neben Insulin und mehrfach 

ungesättigten Fettsäuren, die regulierend über die Transkriptionsfaktoren sterol responsive 

element binding protein 1c (SREBP-1c) und liver receptor X (LXR) wirken 10, können auch 

Kohlehydrate über das sog. carbohydrate responsive element binding protein (ChREBP) die 

Transkription dieser Enzyme beinflussen.11  

Somit kann festgestellt werden, dass die Regulation der de-novo Lipogenese von Fettsäuren im 

Adipozyten noch nicht in ihren Einzelheiten geklärt ist, diese jedoch von keiner größeren 

Bedeutung für den Fettstoffwechsel des Adipozyten zu sein scheint. Da neben diesem 

Stoffwechselweg, die Aufnahme von Fettsäuren für den Zusammenbau zu Triglyceriden eine 

wesentlich größere Bedeutung im Adipozyten einnimmt, soll im Folgenden der 

Lipoproteinstoffwechsel näher erläutert werden. 

Im Dünndarm werden die Nahrungslipide zunächst durch die von Pankreas sezernierte Lipase 

gespalten und können als Fettsäuren, jedoch zum größten Teil als Monoacylglycerin, in die 

Mukosazellen des Darms aufgenommen werden. Dort erfolgt die Synthese der Triglyceride durch 

Reveresterung des Monoacylglycerin und Glycerins mit den Fettsäuren. Ein Teil der Fettsäuren 

wird bereits an das Blut abgegeben, in dem sie dann als sog. free fatty acids (FFA), gebunden 

an Albumin, vorliegen. Die Trigylceride werden in sog. Chylomikronen, die durch das 

Apolipoprotein B48 gekennzeichnet sind, verpackt und in das Interstitium sezerniert. Von dort 

gelangen sie über die Lymphwege durch den Ductus Thoracicus in den Blutkreislauf. Hier findet 

ein Austausch der Apolipoproteine E und C2 mit den high density lipoprotein (HDL) statt 12. 

Fortan können aus den Chylomikronen an der Endotheloberfläche mittels der Lipoproteinlipase 

(LPL) und dessen Ligand Apoc2 13 die Trigylceride hydrolytisch in Glycerin und Fettsäuren 

gespalten werden. Im Fettgewebe begünstigt Insulin die Aufnahme von Fettsäuren aus 

Lipoproteinen  durch verstärkte Expression und Aktivierung der LPL 14,15. Gleichzeitg erhöht 

Insulin die Translokation des fatty acid transport protein 1 (FATP1) 16, um die Aufnahme dieser 

Fettsäuren in den Adipozyten zu verbessern 17. Neben FATP1 werden im Adipozyten weitere 
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Transporter für Fettsäuren exprimiert: CD36 18 und FABPpm 19. Neben diesen regulierbaren 

Transportern ist auch eine passive Diffusion als Transportmechanismus beteiligt.  

In der Zelle angekommen, werden die Fettsäuren an ein Transportprotein gebunden, die sog. 

fatty acid binding proteins (FABP). Hierzu zählen das adipocyte lipid binding protein 2 (aP2) und 

das keratinocyte lipid binding protein (KLBP), wobei aP2 spezifisch im Adipozyten exprimiert 

wird. Die Relation von ap2 zu KLBP ist in den verschiedenen Fettdepots des Menschen 

unterschiedlich 20. 

Um drei Fettsäuren in einem Triglycerid zu speichern, werden diese zunächst mittels der Acyl-

CoA Synthetase zu Acyl-CoA aktiviert und anschließend mittels unterschiedlicher Acyl-

Transferasen (GAPT, AGPAT, DGAT) an ein aktiviertes Glycerin gebunden. Es wurde postuliert, 

dass bereits FATP in der Lage sein könnte, die Fettsäuren zu Acyl-CoA zu aktivieren 21. Die 

synthetisierten Trigylceride werden im Adipozyten in den sog. lipid droplets gespeichert. Um 

diese vor einem unkontrollierten Abbau zu schützen, sind diese Triglyceridspeicher von einer 

Proteinhülle aus Perilipin, Adipophilin und TIP47 (PAT-Familie) umgeben 22. Sie liegen der 

Oberfläche, mit Hilfe von hydrophoben Aminosäuresequenzen, an 23. Perilipin knock-out Mäuse 

weisen eine deutlich reduzierte Fettmasse, sowie eine erhöhte Lipolyserate auf24. Diese Art des 

Schutzes scheint nur in den lipid droplets der Adipozyten vorzukommen 23. 

Die nach der Hydrolyse der Chylomikronen zurückbleibenden Chylomikronen-Remnants 

enthalten eine inaktive Form der LPL 25, die neben dem ApoE, als Ligand für den hepatischen 

LDL-receptor-related protein 1 (LRP1) 26, die Aufnahme in den Hepatozyten um ein vielfaches 

erhöht 27. 

Im Hepatozyten werden die so anfallenden Lipide mit den endogen synthetisierten zu den sog. 

very low density lipoprotein (VLDL) assembliert und sezerniert. Diese tragen das Apolipoprotein 

B100 und erhalten im Austausch mit HDL, ApoE und -C 12. Die VLDL werden wie die 

Chylomikronen auch mittels der LPL am Endothel, insbesondere im Fett- und Muskelgewebe, 

abgebaut. Hierbei entstehen intermediate dense lipoproteins (IDL), die in LDL umgewandelt 

werden. Aufgrund der Abnahme des Triglyceridgehaltes enthalten diese Lipoproteine einen 

hohen Cholesterinanteil. LDL werden mittels des LDL-Rezeptors (LDLR) in die Zelle 

aufgenommen und dienen hauptsächlich der Versorgung der Zellen mit Cholesterin. Kommt es 

auf diesem Wege in der Zelle zur Akkumulation von mit der Nahrung aufgenommenem 

Cholesterin, so wird die endogene Produktion heruntergefahren. Dies zeigt sich in einer 

verminderten Expression wichtiger Schlüsselenzyme der Cholesterinbiosynthese, der HMG-CoA-

Reduktase, HMG-CoA Synthase, Prenyltransferase und des LDLR. 

Der Adipozyt gilt als einer der größten Speicherorte für Cholesterinester 28. Die Zellgröße und 

somit dessen Triglyceridgehalt korreliert positiv mit dem Cholesteringehalt der Zelle 29,30. 

Ebenfalls korrelieren der Plasmagehalt an Cholesterin und der Grad an Adipositas 31,32, was auf 
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eine exogene  Beladung der Zellen mit Cholesterin schließen lässt. Jedoch steigt mit 

zunehmendem Fettgehalt der Zelle auch die endogene Cholesterinproduktion 32. Cholesterin 

gelangt im Körper mit Hilfe der high density lipoproteins (HDL) von den peripheren Geweben in 

die Leber, wo es in der Galle ausgeschieden und zum Teil im enterohepatischen Kreislauf 

reabsorbiert wird. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Stoffwechsel und Stoffwechselregulation im Adipocyten 

Postprandial sorgt Insulin für eine verstärkte Glukose- und Fettsäureaufnahme im Adipozyten durch 
Translokalisation des Glukosetransporters (GLUT4), sowie verstärkte Expression und Aktivität der 

Lipoproteinlipse (LPL) und der Fetttransporter (FATP). Die LPL spaltet die Fettsäuren hydrolytisch aus 
Chylomikronen (CM) oder very low density lipoprotein (VLDL). Im Adipozyten wird Glukose zu Glycerol-3-

Phophat umgesetzt oder der de-novo Lipogenese zugeführt. Glycerol-3P wird mit drei aktivierten Fettsäuren 

(Acyl-CoA) zu einem Triglycerid assembliert und in der Fettvakuole gespeichert. Sinkt der Insulinreiz oder 
kommt es zur Stimulation ß-adrenerger Rezeptoren durch Adrenalin oder Noradrenalin, so kommt es im 

Zuge der Signaltransduktion zum Ansteigen der intrazellulären cAMP-Konzentration. Folge ist eine 
Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), die die Hormonsensitive Lipase (HSL) aktiviert und den Schutzmantel 

der Fettvakuole aus Perilipinen durchgängig macht. Initiiert wird die Lipolyse von der durch CGI-58 

aktivierten adipose triglyceride lipase (ATGL). 
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1.2.2 Die katabole Stoffwechselsituation – Lipolyse 

 

Kommt es zum Absinken des Blutzuckerspiegels, so wird vermehrt Glucagon ausgeschüttet, ein 

Antagonist von Insulin, der den Abbau der Glycogenreserven im Muskel und der Leber induziert. 

Im Fettgewebe, welches zwar auch Rezeptoren für Glucagon exprimiert 33, hat der niedrige 

Insulinspiegel den größten katabolen Effekt. 

Kurzfristig kann es durch die Katecholamine Adrenalin oder Noradrenalin zum Abbau der 

Energiereserven im Adipozyten kommen 34. Adrenalin stammt aus der Nebennierenrinde und 

wirkt endogen auf den gesamten Organismus. Noradrenalin wird direkt von sympathischen 

Nervenenden, im hiermit reich durchsetzten  Fettgewebe, ausgeschüttet 35. Katecholamine 

wirken am Adipozyten über β2-Rezeptoren. Diese adrenergen Rezeptoren sind in den 

verschiedenen Fettdepots des Menschen unterschiedlich stark exprimiert. So zeigen Fettzellen 

der Hüftregion, sog. gynoide Adipozyten, besonders viele α2-Rezeptoren, was sie 

unempfindlicher gegenüber katecholaminen Reizen macht. β2-Rezeptoren sind G-Prototein-

gekoppelte Rezeptoren und bewirken, dem Effekt des Insulins entgegengesetzt, einen Anstieg 

der intrazellulären cAMP-Konzentration, was wiederum eine Aktivierung der Proteinkinase A 

nach sich zieht. Ein gesunkener Insulinreiz hat hierbei die gleiche Wirkung innerhalb der 

zellulären Signaltransduktion. Die Proteinkinase A (PKA) bewirkt die Aktivierung des wichtigsten 

Schlüsselenzyms der Lipolyse, der hormon sinsitive lipase (HSL), sowie die Phosphorylierung des 

Perilipins A 36 . Infolge dessen kommt es zu einer Translokalisation des Perilipins fort vom lipid 

droplet und der HSL hin zum lipid-droplet. Die Dynamik dieses Vorganges scheint bei Ratten mit 

dem Alter abzunehmen 37. Die HSL kann nun die Trigylceride zu Di- und Monoacylglyceriden 

hydrolysieren. Die Spaltung zur Fettsäure und Glycerin wird im Adipozyten zusätzlich durch eine 

nicht durch Hormone regulierbare Monoaclglyceridlipase vollzogen 38.  

Neben der HSL ist eine weitere Lipase, die adipose triglyceride lipase (ATGL), beschrieben 

worden. Diese liegt dem lipid droplet direkt an und wird durch das Protein Comparative Gene 

Identifikation-58 (CGI-58) aktiviert 39. ATGL initiiert die Lipolyse 40, ist jedoch für die 

katecholamininduzierte Lipolyse von untergeordneter Bedeutung 41. Kommt es zu einer anabolen 

Stoffwechselsituation, kann die HSL schnell durch Insulin deaktiviert werden 42. Neben der 

hormonellen Regulation der Lipolyse läuft im Adipozyten eine basale Lipolyse ab, die auch von 

der Größe des Adipozyten abzuhängen scheint 43. Neben der Regulation der HSL durch 

Katecholamine und Insulin wurden weitere Mechanismen zur Aktivierung der HSL mittels des 

mitogen activated proteinkinase (MAPK)-Signaltransduktionsweges postuliert 44,45. 
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Das freigesetzte Glycerin wird über Aquaporin aus dem Adipozyten geschleust und kann dem 

Stoffwechsel der Leber zugeführt werden. Die Expression dieses Aquaporins ist von Insulin 

abhängig 46. Die freigesetzten Fettsäuren werden im Zytosol des Adipozyten an aP2 oder KLBP 

gebunden und aus dem Adipozyten transportiert, um den Organismus mit Energie zu versorgen. 

Nervenzellen oder Erythrocyten können diese Fettsäuren nicht abbauen und sind in einer 

katabolen Stoffwechselsituation auf die Glukoneogenese der Leber angewiesen. 

 

 

1.3 Das Fettgewebe als hormonelles Organ 

 

Lange Zeit wurde das Fettgewebe als passives Speicherorgan angesehen.  Mit einer rasant 

zunehmenden Inzidenz der Adipositas und deren hohen Korrelation mit 

Stoffwechselkrankheiten, wie dem Diabetes, gelangte es in den Mittelpunkt des 

wissenschaftlichen Interesses 47. Der Adipozyt ist dabei mehr als nur ein passives Speicherorgan. 

Er ist ein endo-, para- und autokrines hormonelles Organ, welches die Energiehomöostase des 

Organismus, sowie das Immunsystem, an vielerlei Punkten beeinflusst. Im Folgenden soll eine 

Auswahl dieser Hormone genauer vorgestellt werden. Ein Überblick der Adipozytokine ist in 

Tabelle 1 dargestellt.  

Eines der am frühesten entdeckten Adipozytokine ist Leptin, ein 16kDa großes Protein, welches 

von Adipozyten sezerniert wird und endogen primär auf unterschiedliche Kernregionen des 

Hypothalamus wirkt. Die Konzentration von Leptin im Plasma korreliert dabei mit der 

Stoffwechselsituation des Organismus. Postprandial kommt es im Adipozyten mit anlaufender 

Lipogenese zur Sekretion von Leptin 48. Leptin wirkt an Neuronen über den Jak/STAT-

Signaltransduktionsweg 49. Hier kommt es im Nucleus Arcuatus, neben inhibitorischen Effekten, 

zur Depolarisation sog. POMC-Neurone und somit unter anderem, zur  Freisetzung des 

melanocyte stimulating hormon (MSH). Dieses Hormon wirkt in einem weiteren Kerngebiet, dem 

paraventrikulären Nucleus (PVN), dem die Hypophyse regulierenden Kerngebiet. Hier kommt es 

sowohl zur verstärkten Produktion des thyreotropin releasing hormon (TRH) und corticotropin 

releasing hormon (CRH), als auch zur Inhibition des Hungersignals. Die durch diese Faktoren in 

der Hypophyse  freigesetzten Hormone TSH und CSH führen in der Peripherie zu einer erhöhten 

Thermogenese, Insulinsensitivität und β-Oxidation 50. Eine Mutation im Leptinrezeptor führt 

unter anderem zur Adipositas51. 

Diese komplexen neuronalen Zusammenhänge konnten zum größten Teil sowohl an Leptin-

Rezeptor knock-out  Mäusen (db/db), als auch Leptin knock-out  Mäusen (ob/ob), studiert 

werden und sind noch nicht völlig aufgeklärt 52,53. Leptin weist jedoch auch in der Peripherie 
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mehrere Funktionen auf. So fördert es beispielsweise im Muskelgewebe die ß-Oxidation durch 

Inhibition der acetyl-CoA-carboxylase (ACC) 54. 

 

Adipozytokin Wirkort (u.a.) Wirkung (u.a.) 

Leptin Hypothalamus 
Hungerreiz↓, Thermogenese↑, ß-Oxidation↑, 

Insulinsensitivität↑ 
50

 

Adiponektin 
Fett-, Leber-, Muskelgewebe, 

Gefäße 

Inflammation↓
55

, ß-Oxidation↑
56

, 

Glucoseaufnahme↑
57

  

Resistin Muskel- und Lebergewebe Glucoseaufnahme↓, Insulinsensitivität↓ 58  

Angiotensinogen Gefäße, NNR (als Ang II) Blutdruck↑ 

TNFa 
Fett-, Lebergewebe, Gefäße, 

Immunsystem 

Inflammation↑
59,60

, Glukoseaufnahme↓
61

,  

Triglyceridplasmaspiegel↑
62

, 

Insulinsensitivität↓
61,63

  

IL-6 Fett-, Lebergewebe, Gafäße 

Inflammation↑, Glukoseaufnahme↓
64

, 

Triglyceridplasmaspiegel↑
65,66

, 

Insulinsensitivität↓
67

,  

Adipsin Fettgewebe  Triglyceridplasmaspiegel↓ 
68

  

MCP1 Fettgewebe, Gefäße, Immunsystem 
Inflammation↑

59,60
, Glukoseaufnahme↓

69
, 

Triglyceridplasmaspiegel↑
69

 

PAI-1 Gefäße Thrombusbildung↑ 

 

Adiponektin  (auch Acrp30 70, GBP28 71, adipoQ72, apM1 73), mit einem Molekulargewicht von 

30kDa, wird im Körper ausschließlich von reifen Adipozyten produziert 72 und liegt in einer  

Homotrimerform vor, welche sich zu Di- und Trimeren weiter zusammenlagern kann74. Das 247 

Aminosäuren lange Adiponektin besitzt am N-terminalen Ende eine dem Kollagen ähnliche 

Domäne und eine am C-Terminus liegende globuläre Domäne. Adiponektin existiert zudem auch 

in einer kürzeren, prozessierten, ebenfalls aktiven Variante, dem globulären Adiponektin (gAd) 

75. Die Expression von Adiponektin ist in den unterschiedlichen Fettdepots unterschiedlich stark 

ausgeprägt 48.  

In den Adipozyten kann die Expression von Adiponektin durch den peroxisome proliferator-

activated receptor γ (PPARγ) gesteigert werden. Hierbei bindet PPARγ im Komplex mit dem 

Tabelle 1: Auswahl wichtiger Adipocytokine 

Der Adipozyt sezerniert eine Anzahl von Botenstoffen, die u.a. auf Glucose- und Triglyceridstoffwechsel, 
das Immunsystem, sowie die Insulinsensitivität wirken. TNFα=Tumor-nekrose-faktor α, IL-6= 

Interleukin-6, Adipsin= acylation-stimulating protein(ASP)/adipocyte trypsin, MCP-1= macrophage and 

monocyte chemoattractant protein 1, PAI-1 = Plasminogen activating Inhibitor 1, pGlukose = Plasma-
Glukose, pTriglyceride = Plasma-Triglyceride 
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retinoid X receptor (RXR) an das sog. PPAR responsive element (PPRE) in der Promotorregion 

für Adiponektin. Ein weiterer Botenstoff, der liver-receptor homolog 1 (LRH-1), kann ebenfalls 

durch Bindung an den Adiponektinpromotor LRH1 responsive element (LRH-RE) die Adiponektin-

transskription steigern. Eine Punktmutation in den Elementen PPRE und LRH-RE führt zu einer 

verminderten Adiponektinexpression 76. 

Die Funktionen von Adiponektin sind vielfältig. Die Rezeptoren AdipoR1 und -R2 konnten 

kürzlich durch cDNA-Sequenzierung ermittelt werden 77. Der AdipoR1 kommt im Muskelgewebe, 

der AdipoR2 hingegen, im Lebergewebe vor. Es handelt sich hierbei um heptahelicale 

Rezeptoren, deren C-terminales Ende, gegenüber allen bekannten G-Protein gekoppelten 

Rezeptoren, extrazellulär zu liegen kommt. Im Muskelgewebe, wie auch in der Leber, erhöht 

Adiponektin die Aktivität der adenosinmonophosphat kinase (AMPK), sowie von PPARα 78,79.  

AMPK ist der Energiesensor der Zelle und reagiert auf niedrige ATP-Spiegel durch Aktivierung 

kataboler Stoffwechselwege, wie der ß-Oxidation oder der Glycolyse, sowie der 

Glukoseaufnahme 57. PPAR hingegen ist ein Transkriptionsfaktor von CD36, einem 

Fettsäuretransporter, und der Acyl-CoA-Oxidase, einem Schlüsselenzym der β-Oxidation. Auf 

diesem Weg wird die Oxidation von Fettsäuren und die Verstoffwechselung von Glukose 

vorangetrieben 56. Die Plasmakonzentration von Adiponektin gilt auch als Parameter für die 

Insulinsensitivität 80. 

Neben seiner Funktion als Regulator der Energiehomöostase nimmt Adiponektin auch eine 

wesentliche Rolle zur Prävention der Plaque-Enstehung, dem pathologischen Vorgang bei der 

Entstehung der Artherosklerose, ein. So führt Adiponektin zur Inhibition des nuclear factor κ-B 

(NF-κB), welcher eine entscheidende Rolle bei der Adhäsion von Monozyten an Endothelzellen 

spielt 55, als auch deren pathologische Entwicklung zu Schaumzellen, durch verminderte 

Expression des scavenger receptor, der für die unkontrollierte Aufnahme oxidierter LDL Partikel 

verantwortlich ist 81. 

Der Adipozyt produziert neben den genannten Hormonen Adiponektin und Leptin auch eine 

Reihe inflammatorischer Botenstoffe. Neben den Interleukin-6 (IL-6), dem Tumornekrosefaktor 

α (TNFα) zählen hierzu auch unter anderen das macrophage and monocyte chemoattractant 

protein 1 (MCP-1).  

MCP-1 gehört zur Gruppe der chemotaktisch aktiven Zytokine, auch Chemokine genannt, die 

Zellen des Immunsystems anlocken. Die Regulation von MCP-1 im Adipozyten ist noch nicht 

völlig aufgeklärt. Es wird jedoch postuliert, dass Insulin in gesunden, wie auch 

insulinresistenten, murinen 3T3-L1 Adipozyten die Expression von MCP-1 auf m-RNA-Ebene 

gleichermaßen signifikant steigert. Dieses Verhalten wird als selektive Insulinresistenz 

beschrieben 69. Auch TNFα steigert die Expression von MCP-1 auf mRNA Ebene 69. MCP-1 wirkt 

in erster Linie über den CCR2-Rezeptor, der unter anderem auch auf Adipozyten nachgewiesen 
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werden konnte 82. Die autokrine Stimulation des Adipozyten mit MCP-1 hat eine Reihe von 

metabolischen Effekten. MCP-1 ist in der Lage, die Expression der LPL, GLUT4 und aP2 auf 

mRNA-Ebene im Adipozyten stark zu senken69. Somit scheint eine Erhöhung des MCP-1 Spiegels 

nicht nur die Makrophageninfiltration zu erhöhen. Sie könnte auch zu einer erhöhten 

Plasmakonzentration an Glucose und Triglyceriden führen.  

TNFα gehört ebenfalls zur Gruppe der Zytokine und ist ein 26kDa großes Membranprotein, dass 

in ein aktives 17kDa großes Protein gespalten wird. Im Fettgewebe wird es sowohl von den 

Adipozyten selbst, als auch von Matrixzellen sezerniert 48. Es konnte jedoch gezeigt werden, 

dass wie bei MCP-1, auch die Matrixzellen einen wesentlich höheren Anteil zu dessen Sekretion 

beitragen83. Gegenüber Adiponektin und Leptin wirkt TNFα weniger endogen als auf umliegende 

Zellen (parakrin) sowie auf die Zelle selbst (autokrin). Es sind zwei Rezeptoren für TNFα 

bekannt: TNFR1 (p60) und TNFR2 (p80) 84. 

Die Auswirkungen auf den Adipozyten sind sehr vielschichtig. In Bezug auf seinen Stoffwechsel 

ist TNFα in der Lage, sowohl die Expression auf Proteinebene von GLUT4 61 und Perilipin 85 zu 

senken, als auch die Aktivität der LPL negativ zu beeinflussen 86, sowie insgesamt in primär 

kultivierten Adipozyten die Lipolyse zu steigern 87. Dieser Effekt wird wahrscheinlich über den 

MAPK Signaltransduktionsweg und durch einen Anstieg der cAMP-Konzentration hervorgerufen 

88. Somit kommt es gleichzeitig zur Inhibition der Lipogenese.  Auch in vivo ist TNFα in der Lage, 

die Freisetzung von FFA, zum Beispiel im Fettgewebe von Ratten, deutlich zu erhöhen 62. In der 

Leber erhöht TNFα die VLDL Produktion 89. TNFα hat somit im Organismus wesentlichen Einfluss 

auf den Lipidstoffwechsel und trägt zu einer Erhöhung des Triglyceridspiegels bei. Bei Patienten, 

die unter Infekten und chronischer Entzündung, wie AIDS oder Cystischer Fibrose, leiden und 

somit erhöhte TNFα-Spiegel aufweisen, konnte im Serum ebenfalls eine Hypertriglyceridämie 

festgestellt werden 60,90.   

TNFα hat jedoch auch Auswirkungen auf die endokrine Rolle des Adipozyten selbst. Es kann in 

Ratten die Expression von Adiponektin (Acrp30) drastisch senken, aber auch die Expression 

proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und IL-6 62 und MCP-1 82 erhöhen. Als inflammatorisches 

Zytokin ist es zudem in der Lage, auf die im Fettgewebe reichlich vorhandenen Gefäße zu 

wirken. Hier aktiviert TNFα neben MCP-1 sowohl in glatten Muskelzellen als auch in 

Endothelzellen den Transkriptionsfaktor NF-κB, der durch erhöhte Expression des intracellular 

adhesion molecule (ICAM-1), vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) und MCP-1 die Adhäsion 

und Einwanderung von Monozyten ermöglicht59,91.  

Zudem stört TNFα den Insulinsignaltransduktionsweg durch Phosphorylierung der Insulin-

Rezeptor Substrate 1 und 2 63, sowie durch dessen verminderte Expression 61. Die genauen 

Regulationsmechanismen bezüglich der Insulinwirkung werden hierbei jedoch noch diskutiert. 
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Bei Abwesenheit von TNFα oder dessen Neutralisation, als auch bei Abwesenheit seines 

Rezeptors, ist die Funktion des Insulinsignaltransduktionsweges wiederhergestellt 92-94. TNFa ist 

somit wie Adiponektin und Leptin ein Adipozytokin von besonders vielschichtiger Bedeutung. 

Das Adipozytokin Interleukin 6 ist ebenfalls von großer Bedeutung. Es wird sowohl von Zellen 

des Immunsystems, als auch im Fettgewebe von Adipozyten und Matrixzellen, produziert und 

sezerniert. Es liegt im Plasma in unterschiedlich glycosylierten Formen vor, die eine Größe von 

22-27kDa aufweisen. Gegenüber TNFα ist die relative Sekretionsmenge des Adipozyten von IL-6 

weitaus höher. Das vom Fettgewebe sezernierte IL-6 macht gut ein Drittel des IL-6-

Plasmaspiegels aus 95. Die Sekretion vom omentalen Fettgewebe, welches durch den 

Pfortaderkreislauf der Leber vorgeschaltet ist, produziert die dreifache Menge von IL-6 im 

Vergleich zu subkutanem Fettgewebe 96. Die Produktion von IL-6 lässt sich durch 

Glukokortikoide, wie dem stärksten pharmakologischen Glukokortikoid Dexamethason96, als auch 

durch die Gabe von mehrfach ungesättigten Fettsäuren 97 und Östrogenen 98, hemmen. Eine 

Gabe von gehärteten Fetten steigert hingegen den IL-6 Spiegel im Plasma von Patienten mit 

moderater Hypercholesterinämie 99. Ebenso können in vitro β-adrenerge Antagonisten und 

Insulin die Sekretion von IL-6 steigern100,101. Die Transkription von IL-6 wird auf molekularer 

Ebene durch die Transkriptionsfaktoren NF-IL6 und NF-κB induziert102,103. 

IL-6 besitzt zwei unterschiedliche Rezeptoren: einen 80kDa großen membrangebundenen, sowie 

einen kleineren, in gelöster Form vorliegenden, 50kDa großen Rezeptor. Die Signaltransduktion 

innerhalb der Zelle wird über den IL-6-Rezeptor (IL6-R)-Liganden Komplex an den Jak/STAT- 

Signaltransduktionsweg weitergeleitet. 

Das Wirkspektrum von IL-6 ist ebenfalls breit. Es weist jedoch Ähnlichkeiten zu dem von TNFα 

auf. So inhibiert IL-6 die Aktivität der LPL 65 und steigert die Triglyceridsekretion in der Leber 

von Ratten 66. So kommt es zu einem erhöhten Triglyceridgehalt im Plasma. Wie TNFα, reduziert 

auch IL-6 die Wirkung von Insulin. Dabei aktiviert IL-6 im Hepatozyten den suppressor of 

cytokine signalling  (SOCS)-3 Signalweg 67, welcher im aktivierten Zustand die Expression des 

Insulinrezeptors, sowie des Insulinrezeptorsubstrates, negativ rückkoppelnd  beeinflusst 104. 

Durch eine verminderte Insulinwirkung kommt es somit in der Leber zur Enthemmung der 

Glukoneogenese. Dies hat in Kombination mit einer durch IL-6 verursachten geringeren 

peripheren Glukoseaufnahme 64 einen ansteigenden Glucosespiegel zur Folge. 

Unter den inflammatorischen Adipozytokinen sind es zusammenfassend also insbesondere IL-6 

und TNFα, die eine ungünstige Stoffwechsellage durch Erhöhung der Glucose und Trigylceride 

im Plasma, sowie durch Senkung der Insulinsensitivität, hervorrufen. Zudem kommt der 

Umstand, dass inflammatorische Zytokine sich gegenseitig positiv beeinflussen und die 

Einwanderung von ebenfalls Zytokin-produzierenden Entzündungszellen hervorrufen. Auf diesem 

Wege wird der Entzündungsprozess im Fettgewebe vorangetrieben. 
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Es soll jedoch auch betont werden, dass es sich bei den hier beschriebenen Adipozytokinen nur 

um eine Auswahl handelt und dass die Untersuchung vieler anderer Adipozytokine, wie zum 

Beispiel Resistin oder Adipsin, gerade in Anbetracht molekularer Wirk- und 

Regulationsmechanismen beim Menschen, noch in ihren Anfängen steht. Diese Auswahl 

versucht jedoch zu verdeutlichen, wie aktiv das Fettgewebe als hormonelles Organ wirken kann 

und dass es in der Lage ist, sowohl den Stoffwechsel des Organismus positiv, wie auch negativ, 

zu beeinflussen. In dem folgendem Kapitel soll daher die Veränderung des hormonellen 

Sekretionsmusters des Adipozyten bei zunehmendem Fettgehalt, bzw. bei Adipositas, auf dem 

Weg zur Insulinresistenz näher beschrieben werden. 

 

 

1.4 Die Entgleisung des Stoffwechsels - von der Adipositas zur 

Manifestation der Insulinresistenz 

 

Es ist bekannt, dass die Ausprägung einer Fettleibigkeit, auch Adipositas, sowohl im Tiermodell 

als auch beim Menschen im hohem Maße mit der Insulinresistenz korreliert105. 

Die Adipositas ist laut WHO über das Verhältnis von Körpergewicht zur Körperhöhe definiert 

(body-mass-index (BMI)). Personen ab einem BMI von über 25 gelten als übergewichtig, ab 30 

als adipös. Der Grad der Adipositas lässt sich von 1-3 einstufen. Entschieden wichtiger als der 

BMI, ist die Fettverteilung für die Insulinresistenz. Eine Zunahme des abdominalen Fettes 

korreliert wesentlich höher mit Parametern der Insulinresistenz 106. Die jeweilige Ausprägung der 

Adipositas ist von Faktoren wie Genetik, Psyche,  Ernährung und Grad der körperlichen Aktivität, 

abhängig. Aus zellbiologischer Sicht ist die Adipositas durch eine Zunahme sowohl der Zellzahl, 

(Hyperplasie) als auch der Zellgröße, des Adipozyten (Hypertrophie) charakterisiert, wobei sich 

die Zellgröße bei adipösen Menschen mehr als verdoppeln kann 107. Die Frage ist, in wieweit ein 

an Triglyceriden zunehmender Adipozyt sein Sekretionsmuster an Adipozytokinen ändert und 

welchen metabolischen Effekt dies in Bezug auf die Insulinresistenz für den Organismus hat. 

 

 

1.4.1 Verändertes Adipozytokinmuster bei Adipositas 

 

Die Veränderung der Sekretion einzelner Adipozytokine ist nicht nur von dem adipozytären 

Gehalt an Triglyceriden abhängig, sondern stellt ein komplexes Gebilde da. Dem liegt zu Grunde, 

dass die Adipozytokine sich gegenseitig parakrin regulieren. Zudem sezerniert der Adipozyt 
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inflammatorische Botenstoffe, die eine Infiltration von Entzündungszellen zur Folge haben, 

welche ihrerseits parakrin den Hormonstoffwechsel des Adipozyten beeinflussen. 

Wesentliches Merkmal bei der Adipositas ist einerseits ein Ansteigen der inflammatorischen 

Zytokine und des Leptins. Anderseits kommt es zum massiven Absinken der Adiponektinspiegel. 

Da Leptin normalerweise sowohl der Adipositas, als auch der Insulinresistenz, entgegenwirkt, 

deutet die erhöhte Sekretion der fetter werdenden Adipozyten auf eine Leptinresistenz hin108. 

Ein bei Adipositas niedriger Adiponektinspiegel im Plasma konnte sowohl im Mausmodell79 als 

auch beim Menschen gezeigt werden109,110. Dies lässt sich direkt auf die Gewichtszunahme 

zurückführen. So konnte gezeigt werden, dass eine Zunahme des BMI von 32 auf 45 bei 

Patienten, nach Entnahmen und Kultivierung humaner Adipozyten, einen drastischen Abfall der 

Adiponektinsekretion und einen deutlichen Anstieg der Interleukinsekretion (IL-6, -8, -10) 

verursacht48. Bei Gewichtsabnahme konnte dementsprechend ein Anstieg der 

Adiponektinkonzentration beobachtet werden111. 

Auch die TNFα-Sekretion des Adipozyten steigt bei adipösen Patienten im Vergleich zum 

gesunden Zustand um ein Vielfaches an und kann durch Gewichtsverlust reduziert werden112-114. 

Gleiches gilt für IL-6. Zudem wirkt IL-6 in murinen, differenzierten 3T3-Adipocyten positiv 

rückkoppelnd auf dessen Expression und kann zudem durch TNFα erhöht werden100. Es gibt 

zudem Hinweise, dass die mit der Adipositas ansteigende Sekretion der inflammatorischen 

Zytokine IL-6 und TNFα, die Sekretion und Expression von Adiponektin senkt 115-117.   

Die erhöhte Expression inflammatorischer Zytokine des Adipozyten verursacht eine Infiltration 

von Makrophagen in das Fettgewebe, was im Stadium der Adipositas eine leicht chronische 

Entzündung des Fettgewebes darstellt. Mit zunehmendem Fettgehalt konnte in Mäusen mittels 

immunhistologischer Färbung von Makrophagen spezifischen Antigen F4/80, beim Menschen 

CD68, eine Korrelation zwischen Makrophagendichte und Körpergewicht, als auch zwischen 

Makrophagendichte und Adipozytengröße, nachgewiesen werden69,83,118.  

Angelockt werden die im Blutstrom vorliegenden Monozyten durch Chemokine wie MCP-1, das 

im Stadium der Adipositas vermehrt von den Adipozyten sezerniert wird69. Wie bereits 

dargestellt, ermöglicht MCP-1 die Anhaftung und Durchwanderung der Makrophagen durch das  

Endothel mit Hilfe von Expressionsinduktion von VCAM und ICAM in der Endothelzelle. Die 

Makrophagen sezernieren ebenfalls große Mengen an inflammatorischen Mediatoren wie TNFα 

und IL-6. Es wurde unter unterschiedlichen Versuchsansätzen sogar gezeigt, dass diese 

Immunzellen die primäre Quelle inflammatorischer Botenstoffe im Fettgewebe darstellen83,118. 

Demzufolge kommt es insbesondere durch die erhöhte Konzentration an TNFα zur Potenzierung 

der Expression inflammatorischer Zytokine im Adipozyten. Entscheidend für den Stoffwechsel 

des gesamten Organismus ist jedoch, dass es durch diese Potenzierung auf der anderen Seite zu 
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einer relevanten Minderung der Expression und Sekretion des „protektiven“ Adiponektins 

kommt. 

Die Inflammation scheint somit für die Potenzierung des für den Stoffwechsel ungünstigen 

Adipozytokinmusters im Adipozyten im Stadium der Adipositas verantwortlich zu sein. (Abb. 3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3:  Das veränderte Adipozytokinmuster ausgewählter Adipocytokine im 

Stadium der Adipositas und die folgende Dysregulation des Stoffwechsels 
Der Adipozyt sezerniert im Stadium der Adipositas vermehrt MCP-1 TNFα, IL-6 und weniger 

Adiponektin. Durch die erhöhte Sekretion inflammatorischer Botenstoffe kommt es zur Infiltration von 

Makrophagen. Diese leicht chronische Entzündung potenziert den Gehalt inflammatorischer Zytokine 
im Fettgewebe. Dies führt in der Leber zur verstärkten VLDL Produktion. Die Insulinsensitivität im 

Muskel und in der Leber wird gesenkt. Durch die verminderte Sekretion des Adiponektins entfallen 
wichtige, für den Stoffwechsel günstige, Eigenschaften, wie eine Erhaltung der Insulinsensitivität und 

auch eine gesteigerte Glukoseaufnahme und β-Oxidation im Muskel. TNFα und IL-6 supprimieren 

zudem Adiponektin. Insgesamt kommt es somit zur erhöhten Plasmakonzentration an Glukose und 
Lipiden. 
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Diese leichtgradige chronische Entzündung im Fettgewebe und die zunehmende Adipositas 

dürften auch Ursache dafür sein, dass Marker für oxidativen Stress sowohl mit dem BMI, als 

auch dem Diabetes korrelieren119,120.  

Oxidativer Stress führt zur Entstehung oxidativer Lipoproteine wie oxidiertem LDL (oxLDL), 

welches wesentlich in die Pathogenese der Atherosklerose involviert ist. Die Konzentration von 

oxLDL im Plasma kann durch Gewichtsabnahme reduziert werden121,122. Dabei trägt 

insbesondere eine Zunahme des abdominalen Fettgewebes, gemessen am Hüftumfang, zum 

Anstieg des oxidativen Stresses bei123. 

Es wird diskutiert, ob die Adipozyten den Prozess der Inflammation initiieren. Ursachen dieser 

Initiierung könnten ein im Adipozyten, durch die Hyperglykämie verursachter Anstieg der 

reaktive oxidative spezies (ROS) sein, die wiederum die Bildung inflammatorischer Zytokine 

verursachen124. Ebenso könnte eine verstärkte Belastung des Endoplasmatischen Retikulums (er-

stress) zur Initiierung proinflammatorischer Zytokine führen 125,126.  

Beide Abläufe beeinflussen die inflammatorischen Kinasen c-Jun-amino-terminal-kinase (JNK) 

und inhibitor of NF-κB kinase (IKK), welche wiederum die Transkriptionsregulatoren 

inflammatorischer Gene durch die Transkriptionsfaktoren activator protein 1 (ap-1) und NF-κB 

regulieren127. Der JNK- und IKK-Signaltransduktionsweg stellen die wichtigsten 

proinflammatorischen Signalwege in Bezug auf die Adipositas dar128.  

Das veränderte Adipozytokinmuster des adipösen Adipozyten trägt wahrscheinlich direkt zur 

Entstehung der Insulinresistenz bei, indem es durch Zunahme inflammatorischer Botenstoffe wie 

TNFα und IL-6 zur Desensibilisierung der Insulinsignalkaskade kommt. Zudem entfallen die 

protektiven Eigenschaften des Adiponektins auf die Insulinsignaltransduktion.  

 

 

1.4.2 Manifestation der Insulinresistenz aus Sicht des Adipozyten 

 

Die Ausprägung und Manifestation der Insulinresistenz ist ein komplexes Zusammenspiel 

mehrerer Faktoren und Zusammenhänge. Es kommt dabei zu wesentlichen Änderungen sowohl 

im Glukose- als auch im Fettstoffwechsel, die rückwirkend die Insulinsekretion und –wirkung 

beeinflussen. Die Desensibilisierung für das Hormon Insulin ist ein schleichender Prozess, an 

dem der Adipozyt einen wesentlichen Anteil hat.  

Neben dem für die Insulinresistenz typischen Adipozytokinmuster, zeichnet sich bei einem mit 

der Zeit schwächer gewordenen Insulinstimulus eine wesentlich höhere Lipolyse im Adipozyten 

ab. Dies hat multiple Ursachen, da Insulin sowohl die Aufnahme, den Transport und die 

Speicherung von Fettsäuren im Adipozyten befördert, als auch deren Abbau und Freisetzung 
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inhibiert. Ein schwächerer Insulinreiz steigert somit, zusammen mit dem bei der Adipositas 

angestiegendem TNFα, die Lipolyse. In Kombination mit fettreicher Nahrung können so die 

Spiegel an freien Fettsäuren im Stadium der beginnenden Insulinresistenz nicht durch den 

Adipozyten ausreichend reduziert werden. Außerdem kommt es zum verminderten Abbau der 

Chylomikronen und VLDL am Adipozyten, da es durch den fehlenden Insulinstimulus zur 

verminderten Expression der LPL kommt. Dieser Zustand wird durch inflammatorische Zytokine 

verstärkt. 

Durch eine ansteigende Konzentration an FFA kann es zur Erhöhung der Insulinsekretion in den 

ß-Zellen kommen 129. Die durch die Insulinresistenz jedoch chronisch erhöhten Spiegel an FFA 

können die ß-Zellen durch Einlagerung in Form von Triglyceriden ebenso lipotoxisch schädigen 

und somit zu deren Zerstörung beitragen130. Adiponektin ist in der Lage, dies zu verhindern131. 

Da dessen Konzentration jedoch mit zunehmender Adipositas sinkt, entfällt dieser schützende 

Effekt. 

Auch andere Organe sind von diesen Einlagerungen in Form von Triglyceriden betroffen. Hierzu 

zählen insbesondere der Muskel und die Leber. Diese pathologischen Vorgänge werden als 

Ektopisches-Fettakkummulations-Syndrom bezeichnet132. Im Muskelgewebe, welches Fettsäuren 

normalerweise abbauen kann, ist zudem im insulinresistenten Stadium die ß-Oxidation 

reduziert133. In der Leber hat die Einlagerung von Fettsäuren in Form von Triglyceriden einen 

Einfluss auf den Lipoproteinstoffwechsel. Die Leber nimmt einen großen Anteil dieser FFA auf. 

Dies hat in vitro und in vivo, beim Gesunden und ebenso bei der Insulinresistenz,  eine erhöhte 

Sekretion von VLDL-Partikeln in der Leber zur Folge134,135. In HSL knock-out Mäusen, deren  

FFA-Konzentrationen niedrig sind, konnte dementsprechend eine verminderte TG-Sekretion der 

Leber beobachtet werden136. Diese Auswirkungen des erhöhten FFA-Spiegels im Plasma wurde 

unter anderem an lipoatrophischen Mäusen137 und an Lipodystrophie erkrankten Patienten138 

demonstriert. 

Die Insulinresistenz führt somit zum klinischen Bild einer Hyperlipidämie und -lipoproteinämie. 

Ein ansteigender Spiegel an freien Fettsäuren erhöht direkt die Glukose-Konzentration im 

Plasma, indem diese sowohl die Aufnahme im Muskelgewebe durch Inhibition der 

Glukosetransporter und Glukosephophorylierung reduzieren139, als auch die Freisetzung aus der 

Leber durch erhöhte Gluconeogenese140 begünstigen.  Dieser Effekt summiert sich mit der 

ohnehin durch die Insulinresistenz bedingte schwächere Aufnahme von Glukose in den 

peripheren Gewebearten. Es kommt somit zur Verstärkung der Hyperglykämie.  

Betrachtet man die Insulinresistenz auf molekularer Signaltransduktionsebene, so konnten 

bereits mehrere pathologische Veränderungen der Signalkaskade identifiziert werden. So kommt 

es zum Beispiel sowohl zur Verringerung des Insulinrezeptors auf der Plasmamembran141, als 

auch zur Einschränkung bei dessen Aktivierung durch Autophosphorylierung der 
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Tyrosinkinasen142. Auch stromabwärts der Signalkaskade kann es zu wesentlichen 

Beeinträchtigungen der Effektormoleküle, wie bereits der Insulinrezeptorsubstrate, kommen 

143,144. So kommt es beispielsweise auch direkt durch die im Plasma erhöhte FFA-Konzentration 

zum intrazellulären Anstieg von Acyl-CoA und DAG, was zu einer Phosphorylierung des IRS-1 

und weiterhin zur verminderten Aktivität der PI3-Kinase führt145. Eine verminderte Stimulation 

durch Adiponektin hat sowohl im Muskel- als auch im Lebergewebe eine erniedrigte ß-Oxidation 

zur Folge. Der hierdurch erhöhte Triglyceridgehalt in diesen Geweben hat einen negativen Effekt 

auf die Insulinsensitivität, indem die Phospatidylinositol-3-Kinase (PI3K) den Insulinsignaltrans-

duktionsweg behindert146. 

Ein weiteres, bisher nicht dargestelltes Adipozytokin, das retinol-binding protein 4, trägt 

ebenfalls im Stadium der Adipositas zur Entstehung der Insulinresistenz bei. Dies erfolgt durch 

Inhibition der PI3-Kinase des Insulinsignaltransduktionsweges und der Induktion wichtiger 

Schlüsselenzyme der Glukoneogenese in der Leber aufgrund einer Hyperglykämie147. 

Negativ rückkoppelnde Mechanismen des Insulinsignaltransduktionswegs wie SOCS3 sind zudem 

durch den höheren IL-6 Spiegel bei Adipösen dauerhaft aktiviert 67,104 und verstärken die 

Insulinresistenz auf Signaltransduktionsebene. Es konnte zudem bei adipösen Menschen eine 

erhöhte JNK-Aktivität festgestellt werden. Diese Kinase schränkt die Insulinwirkung per 

Inhibition der Insulinrezeptorsubstrate 1 und 2, in vitro, ein. Es konnte überdies in zwei 

Mausmodellen durch Inhibition der JNK1 eine Abnahme der Adipositas, wie auch eine Zunahme 

der Insulinsensitivität beobachtet werden148.  

Es soll an dieser Stelle betont werden, dass der zeitliche Ablauf der dargestellten Ereignisse sehr 

komplex ist und der Ursprung wie auch die Manifestation der Insulinresistenz nach wie vor nicht 

völlig aufgeklärt sind. Offensichlich ist jedoch, dass eine verringerte Insulinsensitivität des 

Adipozyten eine Dysregulation des Lipidstoffwechsels nach sich zieht, die die Insulinresistenz als 

auch die Hyperglykämie verstärken kann. Zusätzlich kommt es durch das veränderte 

Adipozytokinmuster zur Verstärkung dieser Ereignisse. Somit rückt der Adipozyt bezüglich der 

Insulinresistenz in das Zentrum des wissenschaftlichen Interesses. 

 

 

1.5 Die Untersuchung am humanen mesenchymalen Stammzellmodell 

 

Es gibt mehrere in-vitro-Ansätze um die Adipozytokinsekretion von Adipozyten zu 

charakterisieren. In vielen Fällen erfolgte dies in der Vergangenheit  an den bereits vor über 30 

Jahren etablierten 3T3-L1- und 3T3-F442A-Zelllinien149,150. Hierbei handelt es sich um murine 

Fibroblasten (precursors), deren Determination bereits festgelegt ist und die nach Konfluenz 

unter verschiedenen Differenzierungsfaktoren zu Adipozyten ausdifferenzieren können. Andere 
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Arbeitsgruppen hingegen  kultivieren Adipozyten nach chirurgischer Entnahme an adipösen 

Patienten oder differenzieren Adipozyten aus Präadipozyten, welche aus dem Fettgewebe isoliert 

werden. 

Für die dieser Arbeit zu Grunde liegende Untersuchung wurden humane mesenchymale 

Stammzellen von gesunden Probanden verwendet. Diese wurden nach Isolation aus 

Knochenmarksproben durch die Einfügung einer humanen Telomerase reversen Transkriptase 

(hTERT) mittels retroviraler Vektoren zu einer Zelllinie immortalisiert (hMSC-TERT) 151. Diese 

Stammzellen sind in der Lage, zu den unterschiedlichen Zellarten des Mesenchyms wie 

Osteoblasten, Chondrozyten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, als auch Adipozyten zu 

differenzieren152,153. Dieses Modell eignet sich besonders gut für Untersuchungen der 

Adopzytokinregulation, da es sich zum einen um eine humane Zelllinie handelt. Zum anderen 

können diese Stammzellen vollständig zu reifen Adipozyten ausdifferenzieren und somit den 

physiologischen und auch den pathophysiologischen Zustand in vivo am ehesten 

widerspiegeln154. Ebenso können unvorhersehbare Einflüsse durch Mutationen, wie es bei 

Liposarkomazelllinien (AW872) oder den Zellen von Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom-Patienten 

(SGBS) der Fall ist, ausgeschlossen werden.  

Die Differenzierung der Adipozyten aus mesenchymalen Stammzellen erfordert ein Gemisch 

verschiedener Mediatoren. Hierzu zählen Insulin, der Phosphodiesteraseinhibitor 

Isobutylmethylxanthin (IBMX), der MAPK-Inhibitor U0126, das pharmakologisch Glukokortikoid 

Dexamethason und der pharmakologische PPARγ-Antagonist Rosiglitazon. Der Differenzierung 

liegen komplexe molekulare Regulationsmechanismen zu Grunde, deren ausgiebige Erläuterung 

nicht Teil dieser Arbeit sein soll, die jedoch detailliert untersucht worden ist154,155. 

Bei UO126 handelt es sich um einen MAPK-Inhibitor. Somit wird das Wachstum der Zelle 

inhibiert und die Differenzierung vorangetrieben. Die genauen Mechanismen sind hierbei noch 

nicht bekannt. Dexamethason führt zur Induktion des CCAAT/enhancer binding protein γ 

(C/EBPγ) welches zusammen mit dem durch IBMX aktivierten C/EBPβ 156 unter anderem die 

Expression von PPARγ induziert 157. Dieser Effekt ist jedoch nur in Anwesenheit von Insulin 

möglich 158. Die Induktion von PPARγ wird durch den pharmakologischen Antagonisten 

Rosiglitazon wesentlich verstärkt. PPARγ stellt in der Adipogenese den wichtigsten 

Transkriptionsfaktor dar und führt zur Induktion von einer Reihe hier zu untersuchender 

Differenzierungsmarker. So führt es zur Induktion der Expression von aP2 159, ApoE 160, GLUT 4 
161 und LRP1 162. PPARγ wird zudem durch zwei weitere Transkriptionsfaktoren, das adipocyte 

determination and differentiation faktor 1 (ADD-1) (auch SREBP-1c) stimuliert 163. Diese beiden 

Transkriptionfaktoren induzieren zudem lipogene Enzyme wie FAS, welches ebenfalls als 

Differenzierungsmarker gilt.  



Einleitung 

  22 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das bereits etablierte Differenzierungsprotokoll in 

Anbetracht der Differenzierungszusätze Unterschiede in der Adipozytokinsekretion aufwies. So 

konnte gezeigt werden, dass unter Entzug sämtlicher Differenzierungsfaktoren für 2 Tage die 

Sekretion von Adiponektin um ein Vielfaches abfiel und entgegengesetzt die Sekretion von IL-6 

um ein Vielfaches anstieg. Dabei wurde ein auf Adiponektin stimulierender und auf IL-6 

inhibierender Effekt des Rosiglitazons postuliert. Dieser Sachverhalt bedarf näherer 

Untersuchung. Interessant hierbei ist, dass das Zellmodell auf diese modulierende Art den 

Sekretionszustand des Fettgewebes sowohl im gesunden Zustand (IL-6↓, Adiponektin↑), als 

auch im pathologischen Zustand der Adipositas (IL-6↑, Adiponektin↓) wiederspiegelt. 

 

1.6 Fragestellung 

 

Wie dargestellt, handelt es sich beim Fettgewebe nicht um ein passives Speicherorgan. Vielmehr 

ist es als ein komplexes hormonelles Organ zu bezeichnen, welches mit dem Stoffwechsel des 

Organismus als auch mit dem Immunsystem interagiert und wesentlich zur Entstehung und 

Manifestation der Insulinresistenz beiträgt. 

Ziel dieser Arbeit soll es sein, die Regulation wichtiger Adipozytokine durch exogene Stimuli und 

in Anbetracht des zellulären Triglyceridgehaltes auf Sekretionsebene zu untersuchen. Das 

kürzlich etablierte hMSC-TERT-Zellmodell soll hierbei helfen, zum einen, unter der 

Differenzierung, also mit einer Zunahme des Triglyceridgehaltes, das Stadium einer sich 

entwickelnden Adipositas zu simulieren und die dementsprechende  Veränderung im 

Adipozytokinmuster zu reproduzieren. Zum anderen, soll der Einfluss der Differenzierungs-

bedingungen auf den Adipozytokinstoffwechsel näher charakterisiert werden. Ferner sollen 

diesem pathologischen Prozess exogene Substanzen wie oxidierte- und nicht oxidierte 

Lipoproteine, Cholesterin und FFA, die eine wichtige Rolle beim der Pathogenese der 

Insulinresistenz spielen, zugeführt werden, um deren Einfluß auf das Adipozytokinmuster zu 

erfassen.  

Um diese Aussagen auf einen stabil differenzierten Zellzustand beziehen zu können, werden 

neben histologischer Untersuchung Differenzierungsmarker gemessen und der Triglyceridgehalt 

der Zellen bestimmt. 

Übergeordnetes Ziel dieser Arbeit soll es sein, zum Verständnis der komplexen, pathologischen 

Veränderungen im Adipozyten während des Prozesses der Insulinresistenz beizutragen. 
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2. Materialien und Methoden 

 

 

2.1 Adipozytäre Differenzierung 

 

Geräte: 

 sterile Werkbank Hera Safe (Heraeus, Hanau) 

 CO
2
-Brutschrank CB210 (Binder, Tuttlingen) 

 CASY
® 

Cell Counter + Analyser System Model TT (Schärfe System, Reutlingen)  

 

Zellen: 

 hMSC-Tert T20, humane mesenchymale Stammzelllinie  

 

Zellkulturmedium: 

 DMEM + 4500 mg/L Glucose +GlutamaxI +Pyruvate (GIBCO 31966-021, Invitrogen)  

 Fötales Kälberserum  (GIBCO 10270-106, Invitrogen )  

 Penicillin-Streptomycin 10.000 units/mL (GIBCO 15140-122, Invitrogen)  

 

Differenzierungszusätze: 

 Dexamethason (D4902, Sigma)  

 Isobutylmethylxanthin IBMX (I5879, Sigma)  

 Insulin human 10 mg/mL (I9278, Sigma)  

 Rosiglitazon (71740, Cayman)  

 U0126 (662005, Calbiochem) 

 

Arbeitsmaterialen: 

 PBS -CaCl
2 
-MgCl

2 
(GIBCO 14190-094, Invitrogen)  

 Trypsin-EDTA 1x (GIBCO 25300-054, Invitrogen) 

 24 well platten (Nunc 167008) 

 Cover Slips, ∅13 mm (Assistent, Sondheim)  

 Kulturflaschen N75 (Nunc 178891) 

 Zellysispuffer (50mM Tris, 2nM CaCl2, 80mM NaCl, 1% Triton X, pH 8) 
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Die mesenchymale Stammzelllinie human-mesenchymal-stem-cell-Telomerase-Reverse- 

Transkriptase (hMSC-Tert) wird in 10% FCS/1%PenStrep-Kulturmedium in N75-Kulturflaschen 

gehalten. Die hMSC-Tert müssen ca. alle 5 Tage im Verhältnis 1:10 gesplittet werden. Hierfür 

wird das Medium abgesaugt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und jede Flasche mit 4ml 

Trypsin-EDTA für 2 Minuten im Brutschrank inkubiert. Anschließend können die gelösten Zellen 

mit Hilfe einer Pipette homogenisiert und im genannten Verhältnis neu ausgesetzt werden. 

Die für die Differenzierung verwendeten Stammzellen wiesen eine Passagezahl zwischen 76 und 

108 auf. Zu Beginn einer Differenzierung werden die Zellen auf 4x24 well-Platten ausgesät. Die 

mittels des CASY
 

cell counter ermittelte Zellzahl beträgt hierbei 25.000 Zellen/cm3.  Bei einer 

Fläche von 1,8 cm3 werden somit fünfzigtausend Zellen pro well bei einem Volumen von 1ml 

ausgesetzt. 

 Die Zellen proliferieren in der Regel innerhalb von 2 Tagen soweit, dass ein konfluenter 

 Zellrasen entsteht. Ist dieser Zustand erreicht, so beginnt die Induktion der Differenzierung (Tag 

0). Hierfür wird das 10% FCS Medium abgesaugt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und jedem 

well 1ml des Differenzierungsmediums mit 5% FCS, 1% PenStrep und den Zusätzen zugesetzt.  

 

 

A (+Rosiglitazon)                                   
  
              

B 
A 

B (-Rosiglitazon) 

5% FCS 
medium 
5% FCS 
medium 

d0 

 
d12 d12, d19 

A + Zusätze 

A – Zusätze 

B+ Zusätze 

B - Zusätze 

d14, d21 
 
 

5% FCS 
medium 
5% FCS 
medium 

d14, d21 

48h 20h 

Abbildung 4: Differnzierungsschema der hMSC-Tert 

Die hMSC-Tert werden bis zum Tag 12 in Kulturmedium mit 5% FCS und 1% PenStrep sowie 0,1 μM 

Dexamethason, 450 μM IBMX, 2 μM Insulin, 1 μM Rosiglitazon und 1 μM U0126 differenziert. Am Tag 12 
werden die Zellen in A- und B-Protokoll unterteilt, wobei die Zellen des B-Protokolls ohne Zugabe von 

Rosiglitazon weiter differenzieren. 3 Tage vor Probenentnahme werden die Zellen unter den zu 
untersuchenden Umständen für 48h inkubiert. Hierbei werden jeweils zusätzlich zum A- und B-Protokoll 

alle Differenzierungszusätze entzogen (A-/B-) bzw. belassen (A+/B+). Abschließend werden alle Zellen 

20 Stunden mit 5% FCS/1%PenStrep-Kulturmedium inkubiert, um in diesem Medium die 
Adipocytokinkonzentration zu bestimmen. 
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Unter den fünf zur optimalen Differenzierung nötigen Zuätzen befinden sich 0,1μM 

Dexamethason, 450μM IBMX, 2μM Insulin, 1μM Rosiglitazon und 1μM U0126. Das 

Differenzierungsmedium wird ab Tag 0 drei Mal pro Woche gewechselt.  

 Am 12. Tag werden die Zellen in ein A-Protokoll und ein B-Protokoll, wie in Abbildung 4 zu 

erkennen, untergliedert. Die Zellen des A-Protokolls werden weiterhin mit den genannten 5 

Zusätzen differenziert. Die Zellen des B-Protokolls werden ohne Rosiglitazon differenziert. 

 Wie in Abbildung 4 bereits zu erkennen, werden am 12. und 19. Tag die beiden Protokolle 

wieder untergliedert, so dass ein A- und B-Protokoll jeweils mit (+) und ohne (-) Zusätzen 

entsteht. Für die zu untersuchenden Zellen des 12. Tages gilt hierbei, dass der Zeitraum, 

zwischen Untergliederung in A- und B-Protokoll und der darauf folgenden weiteren 

Untergliederung in A+/B+ und A-/B-Protokoll, 8 Stunden beträgt. Somit werden 4 

Grundzustände erzeugt, die eine breite Untersuchung von Einflussfaktoren ermöglichen. 

 Der auf diese Untergliederung folgende Zeitraum von 48 Stunden stellt somit die zu 

vergleichende Grundlage des Versuchsschemas dar (Standardprotokoll). In diesem Zeitraum 

wird in den folgenden Experimenten die Veränderung der Adipozytokinsekretion durch 

zusätzliche Inkubation mit LDL, VLDL, Cholesterin oder Fettsäuren untersucht. 

 Um die Hormonsekretion der differenzierenden Adipozyten zu untersuchen werden die Zellen 

aller Zustände (A+/B+/A-/B-) für 20 Stunden mit Kulturmedium (5% FCS/1% PenStrep) 

inkubiert.  

 

 

 2.2 Entnahme der Überstände 

 

Geräte: 

 Zentrifuge (1-15K, Sigma) 

  

 Zur Probenentnahme werden nach den beschriebenen 20 Stunden die Überstände abgenommen 

und in ein 1,5ml Eppendorftube überführt. Um der eventuellen Abnahme von Zellen 

entgegenzuwirken, werden die gewonnenen Proben für 5 Minuten bei 2000upm in der 

Zentrifuge bei 4°C zentrifugiert und die Überstände in ein neues Eppendorftube überführt. Die 

Proben werden bis zur Analysierung bei -20°C tiefgefroren. 
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2.3 Herstellung des Zelllysates 

 

Geräte: 

 Zentrifuge (1-15K, Sigma) 

 

Materialien: 

 PBS -CaCl
2 
-MgCl

2 
(GIBCO 14190-094, Invitrogen) 

 Zellysispuffer (50mM Tris, 2nM CaCl2, 80mM NaCl, 1% Triton X, pH 8) 

 

Nach Abnahme der Überstände wird der Zellrasen mit gekühltem PBS gewaschen. Jedem well 

werden 300µl Zellysispuffer hinzugegeben. Nach 15minütiger Inkubation auf Eis wird das 

Zelllysat mit der Pipette homogenisiert und 100µl jeder Probe zur Triglyceridbestimmung separat 

abgenommen. Die übrigen 200µl werden in ein Eppendorftube überführt und für 15 Minuten bei 

13000upm und 4°C abzentrifugiert, um möglichst die Proteine im Zytoplasma unabhängig von 

den Zelltrümmern untersuchen zu können. Nach der Zentrifugation werden die Überstände in 

eine neues Eppendorftube überführt. Die Zelllysate werden ebenfalls wie die Überstände bei      

-20°C gelagert. 

 

 

2.4 Fettrot- , DAPI - Färbung: 

 

Geräte: 

 Inkubator (Heraeus, Hanau) 

 

Material: 

 Fettrot bläulich (46290, Fluka)  

 4% Paraformaldehyd (P6148-5006, Sigma) 

 PBS -CaCl
2 
-MgCl

2 
(GIBCO 14190-094, Invitrogen) 

 DAPI (D8417, Sigma)  

 Ethanol (UN1170, Walter C. GmbH) 

 Mowiol (475904, Calbiochem)  

 Objektträger (76x26mm, Engelbrecht) 

 Nagellack 
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Um den Erfolg der Differenzierung auf mikroskopischer Ebene zu bestätigen, werden die 

Fettvakuolen der Zellen der Tage 0, 7, 14 und 21 mittels Fettrotfärbung sichtbar gemacht. 

Das hierfür nötige Fettrot wird zu 0,3% in 70% Ethanol gelöst und über Nacht bei 56°C 

inkubiert. Anschließend wird es vor der Verwendung filtriert, um zurückgebliebene Farbkristalle 

zu entfernen. 

Für den Färbeprozess werden die Zellen der genannten Zeitpunkte zunächst zweimal mit PBS 

gewaschen, um die Mediumreste vollständig zu entfernen. Anschließend werden die Zellen auf 

den cover-slips für 30 Minuten mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Es folgen ein Waschschritt mit 

PBS und zwei weitere zweiminütige mit 50% Ethanol. 

Danach erfolgt die Färbung mit 1ml pro well der Fettrotlösung für 10 Minuten.  Die 

überschüssigen Rückstände der Färbelösung werden daraufhin dreimal mit 1ml pro well 50% 

Ethanol für jeweils 3 Minuten abgewaschen. Es folgen drei weitere Waschschritte mit PBS für 

jeweils 5 Minuten. Um die Nukleinsäuren der Zellkerne sichtbar zu machen, werden die Zellkerne 

nun mit frisch angesetzter DAPI-Lösung (0,03µl/ml PBS) für 3 Minuten inkubiert. Abschließend 

werden die cover-slips zwei weitere Male mit PBS für jeweils 5 Minuten gewaschen. Die cover-

slips werden nun mit 0,1% para-Phenyldiamin in Mowiol auf einem Objektträger eingedeckelt. 

Die getrockneten Präparate werden zum Schutz mit Nagellack umsäumt und lichtgeschützt bei 

4°C gelagert. 

Die Zellen können nun mittels Durchlichtmikroskopie auf die Fettrotfärbung und mittels UV-Licht 

auf ihre Zellkernfärbung hin untersucht werden.  

 

 

2.5 Herstellung, Oxidierung und Einsatz der Lipoproteine 

 

Geräte: 

 Inkubator (Heraeus, Hanau) 

 

Materialien: 

 5µM Kupfersulfat (Heeren) 

 2PD10 Säule (17-0851-01, GE-Healthcare) 

 LDL-Partikel 2mg/ml (Heeren) 

 VLDL-Partikel 2mg/ml (Heeren) 

 PBS -CaCl
2 
-MgCl

2 
(GIBCO 14190-094, Invitrogen) 
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Die Lipoproteine wurden mittels Ultrazentrifugation aus normolipämischen Probandenplasma 

gewonnen und auf 2mg/ml in PBS verdünnt. Die isolierten Lipoproteine wurden für die Studien 

zur Verfügung gestellt. 

Die Oxidation der Lipoproteine wird mit  5µM Kupfersulfat  für 4 Stunden bei 37°C vollzogen. 

Um das Kupfersulfat zu entfernen, werden die oxidierten LPL durch Gelchromatographiemittels 

PD-10-Säulen in PBS umgepuffert. 

Die oxidierten LDL- sowie VLDL-Partikel werden jeweils im Verhältnis 1:20 dem Medium der 

einzelnen Zustände der Zellen am Tag 12 und 19 der Differenzierung zugesetzt. Somit liegt in 

den Zellüberständen eine Konzentration von 0,1mg/ml vor.   

 

 

2.6 Herstellung und Einsatz des Cholesterins und der Ölsäure 

 

Material: 

 Ethanol (UN1170, WalterC. GmbH) 

 Cholesterin (Sigma) 

 Ölsäure (Sigma) 

 

Das Cholesterin und die Ölsäure wurden in Ethanol in einer Konzentration von 10mg/ml und 

28mg/ml gelöst. Der Einsatz in den Überständen der Zellen am Tag 12 und 19 erfolgte in einer 

Verdünnung von 1:1000, so dass in den Überständen für Cholesterin eine Endkonzentration von 

10µg/ml und für Ölsäure eine Konzentration von 28µg/ml vorliegt. 

 

 

2.7 Sekretionsmessung 

 

Geräte: 

 ELISA-Platten (469949, Nunc) 

 ELISA reader Biotrak II Plate Reader und Software Biochrom Data Capture (Amersham 

Biosciences, GE Healthcare, USA)  

 Zentrifuge (1-15K, Sigma) 
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Materialen: 

 humaner Adiponektin ELISA (Duoset DY1065, R&D Systems)  

o capture-antibody: 360 µg/ml PBS -CaCl
2 

-MgCl
2 

(GIBCO 14190-094, Invitrogen) 

mouse anti-human Adiponektin (Part 840965) 

o detection-antibody: 360 µg /ml reagent-dilutent mouse anti human Adiponektin 

(Part 840966) 

o Standard: 80ng/ml reagent-dilutent rekombinantes humanes Adipoenktin (Part 

840967) 

 

 humaner IL-6 ELISA (Duoset DY206, R&D Systems)  

o capture-antibody: 360 µg/ml PBS mouse anti-human Adiponektin (Part 840113) 

o detection antibody: 360 µg /ml reagent-dilutent mouse anti human Adipnektin 

(Part 840114) 

o Standard: 80ng/ml reagent-dilutent rekombinantes humanes Adipoenktin (Part 

840115) 

 

 PBS -CaCl
2 
-MgCl

2 
(GIBCO 14190-094, Invitrogen) 

 reagent-dilutent: 1%BSA (K41-001, PAA) in PBS -CaCl
2 

-MgCl
2  

(GIBCO 14190-094, 

Invitrogen) 

 Wasch-Puffer: 0,05% Tween 20 in PBS (GIBCO 14190-094, Invitrogen) 

 Substrat: 1ml H2O2 (Heeren), 1ml Tetramethylbenzidine (Heeren), 1ml Substratpuffer   

(Heeren), 25ml a.d. 

 Stop Solution 2M h2SO4  (Heeren) 

 

Die hormonelle Sekretion von Adiponektin und IL-6 wird unter den beschriebenen Bedingungen  

an Tag 14 und 21 der Differenzierung in den Zellüberständen mittels enzyme linked 

immunoabsorbant assay (ELISA) quantitativ untersucht.  

Die Inkubation der hierfür nötigen Platten mit dem in PBS 1:180 gelösten capture-Antikörper 

erfolgt über Nacht. Die aus den Zellüberständen gewonnen Proben werden zunächst im reagent-

dilutent für Adiponektin im Verhältnis 1:50 und für IL-6 im Verhältnis 1:250 verdünnt. Die über 

Nacht mit dem capture-Antikörper inkubierten Platten werden mit 4 x 300µl pro well 

Waschpuffer gewaschen und für eine Stunde mit 300µl des reagent-dilutent geblockt. Nach 

erneutem  Waschen werden die Platten anschließend mit 100µl der verdünnten Proben bestückt. 

Für Adiponektin wird ein Standard von 2000pg/ml und für IL-6 ein Standard von 300µg/ml 

verwendet.  Die Platten werden anschließend für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
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Hiernach werden die wells erneut nach dem gleichen Schema gewaschen und mit 100 µl des in 

reagent-dilutent  1:180 verdünnten  detektion-Antikörper beladen. Es erfolgt eine weitere 

Inkubation für 2 Stunden bei Raumtemperatur. 

Die Platten werden wiederum nach gleichem Schema gewaschen und anschließend für genau 25 

Minuten mit dem in reagent-dilutent 1:500 verdünnten horse-radish-peroxidase (HRP)- 

Antikörper inkubiert. Es folgt nochmals ein Waschschritt mit 4x 300 µl Waschpuffer. 

Jedem well werden nun zügig 250µl des Substrates zugesetzt. Es sollte ein blauer Farbumschlag 

in den wells zu beobachten sein. Nach 20 Minuten wird die enzymatische Reaktion der HRP 

durch 50µl 2M Schwefelsäure gestoppt. Die nun gelb zu erkennende, unterschiedliche optische 

Dichte  wird sowohl bei 450 als auch 540 nm im Photometer gemessen. Die Werte der Messung 

bei 540nm werden später zur Auswertung jenen bei 450 nm abgezogen. Dieser Vorgang dient 

dazu, den optischen Fehler, der durch die Platte selbst verursacht wird, zu minimieren. 

Den Leerwert stellt eine dem jeweiligen Adipozytokin entsprechend verdünnte 

5%FCS/Kulturmedium-Probe dar. Die mit Hilfe der Eichgrade ermittelten Adiponektin und IL-6 

Konzentrationen werden im Folgenden auf die Proteinkonzentration in jedem einzelnen well 

bezogen, um mögliche Konzentrationsdifferenzen, die durch die unterschiedliche Zellzahl 

hervorgerufen sind, zwischen den einzelnen wells zu minimieren.  

 

 

2.8 Proteinbestimmung 

 

Geräte: 

 96-well-Platte (Nunc, Dänemark) 

 ELISAreader Biotrak II Plate Reader und Software Biochrom Data Capture (Amersham 

Biosciences, GE Healthcare, USA)  

 

Materialen: 

 0,1M NAOH 

 Lösung A  (2% Na2CO3, 0,02% Natriumkaliumtartart in 0,1 M NaOH) 

 Lösung B   (0,5M KuSO4 Pentahydrat, 5% SDS in a.d) 

 Folin (UN3264, MERCK) 

 Standard (23209, PIERCE)  

 

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte aus den 200 µl pro well gewonnenen Zelllysates 

mittels der Methode nach Lowry.  
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Hierfür werden die Proben und der Standard 1:5 in 100µl 0,1M NaOH verdünnt. Die 

Konzentration des zu verdünnenden Standards betrug 2mg/ml. Anschließend  wird jedem Ansatz 

1ml einer Lösung C hinzugegeben, die zu 49 Teilen aus Lösung A und zu 1 Teil aus Lösung B 

besteht. Die Proben werden durchmischt und für 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen 

gelassen. Abschließend werden jedem Ansatz 100µl einer 1:2 in aqua dest. verdünnten 

Folinlösung zugesetzt. Es ist ein blauer Farbumschlag zu beobachten. Die Proben werden 

nochmals durchmischt und für 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur belassen. Nun 

können jeweils 200 µl des Probenansatzes  auf eine 96-well-Platte übertragen werden. Die 

Messung der optischen Dichte der Ansätze erfolgt bei 750nm im Photometer. Den Leerwert stellt 

der in 0,1M NaOH 1:5 verdünnte Zelllysispuffer dar. Die Konzentrationen können anhand der 

Steigung der Eichgeraden errechnet werden.  

 

 

2.9 Triglyceridbestimmung 

 

Geräte:  

 96-well-Platte (Nunc, Dänemark) 

 Inkubator (Heraeus, Hanau) 

 ELISA reader Biotrak II Plate Reader und Software Biochrom Data Capture (Amersham 

Biosciences, GE Healthcare, USA)  

 

Material: 

 PBS -CaCl
2 
-MgCl

2 
(GIBCO 14190-094, Invitrogen) 

 Messkit (Triglyceride GPO-PAP 1488899, Roche)  

 

Die vor der Abzentrifugation des Zelllysates gewonnenen Proben werden auf ihren 

Triglyceridgehalt mit Hilfe eines enzymatischen Kits hin analysiert.  

Hierfür wird die Probe mit der Pipette gründlich homogenisiert und anschließend auf der 96-

well-Platte 1:10 auf 100µl PBS verdünnt. Anschließend werden jedem Ansatz 200 µl der Messkit-

Reagenz hinzugegeben und die Platte bei 37°C für 10 Minuten inkubiert. 

Abschließend kann nun die optische Dichte bei 540nm im Photometer gemessen und mit Hilfe 

der Eichgeraden die Konzentration bestimmt werden. Als Leerwert gilt hier der 1:10 in PBS 

verdünnte Zelllysispuffer. 
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2.10 SDS Gelelektrophorese 

 

Geräte: 

 Elektrophoresekammer und Zubehör X-Cell Sure Lock (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)  

 

Material: 

 Probenmix:  

o 50% Probenpuffer 10% SDS in 250mM Tris pH 8 

o 25% Bromphenolblau (17-1329-01, Pharmacia Biotech) in 87% Glycerin 

o 25% Mercaptoethanol (28625, Serva) 

 

 Gradientengele 4-12% (NP0321 Invitrogen GmbH, Karlsruhe) 

 Laufpuffer MES-Puffer 20x (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) 

 Proteinmarker RPN 800 (Amersham Biosciences, GE Healthcare, USA) 

 

Um die Expression wichtiger Differenzierungsmarker wie auch die des Adiponektins auf 

Proteinebene zu analysieren, werden die Proben des Zelllysates in 4-12% Gradientengelen 

aufgetrennt, mittels western-blot auf einer Nitrocellulosemembran fixiert und abschließend 

mittels Immundetektion erfasst. 

Hierfür werden die Proben und der Probenmix im Verhältnis 65/35 gemischt und jeweils 20µl 

pro Spur auf dem Gel aufgetragen. Dies entspricht einer Proteinkonzentration von 0,5µg/µl und 

somit  einer Masse von 10 µg Protein pro Spur. Die Auftrennung erfolgt in einem MES-SDS-

Puffersystem bei einer Spannung von 200 mV für ca. 30 Minuten nach einer Einlaufphase bei 

80mV. Als Standard dient hierbei ein farblich markierter Proteinstandard. Nach Durchlauf der 

Proben wird das Gel aus der Kammer entfernt und für den western-blot vorbereitet. 

  

 

2.11 Western-Blot 

 

Geräte: 

 Blottingkammer und Zubehör TRANS Blot Cell (BioRad, USA)  

 

Material: 

 Blotting Puffer: 150mM Glycin, 20mM Tris, 20% MeOH 
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 Nitrocellulosemembran PROTRAN, Porengröße 0,45 μm (Whatman, Schleicher & Schuell, 

Dassel)  

 Blotting Papier (3mmCHR Whatman) 

 

Das Blotten der Gele erfolgt über Nacht in Blotting Puffer bei 200mA und 4°C. Hierbei wurde 

eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengöße von 0,45 µm verwendet. Am darauffolgenden 

Tag kann die gleichmäßige Beladung der einzelnen Gelkammern mittels Pancau-Färbung 

überprüft werden. 

 

 

2.12 Ponceau Färbung 

 

Material: 

 Ponceau S-Lösung: 0,2% in 3% Trichloressigsäure (Serva)  

 

Die Membran wird für 10 Minuten in der Ponceau-Färbelösung gegeben und anschließend mit 

aqua dest. entfärbt, bis die Banden klar erkennbar sind. Die Membranen werden mittels eines 

Scanners dokumentiert, je nach Antikörperdetektion zurechtgeschnitten und beschriftet und in 

aqua dest. vollständig entfärbt. 

 

 

2.13 Immundetektion 

 

Geräte: 

 Filmentwickler (Kodak) 

 Hoefer Processor Plus (Amersham Biosciences, USA) 

 

Material: 

 Waschlösung: 0,1% Tween in TBS (1,4M NaCl, 200mM Tris, pH 7,6) 

 Blocklösung: 10% Milchpulver  in TBS/ 0,1% Tween (Adiponektin: 10% Milchpulver, 2% 

BSA (11930, Sigma) in TBS/ 0,1% Tween 

 Entwicklugsreagenz pro Membran:  

o 2ml Lösung A: 0,25mg Luminol/ml o,1M Tris-HCl, ph 8,6 

o 500µl Lösung B: 1,1mg para-Hydroxy Cumarinsäure/ml DMSO 

o 1,5 µl H2O2 



Material und Methoden 

  34 

 1. Antikörper: siehe Tabelle 2, verdünnt in entsprechender Blocklösung: 

Protein 
Größe 

[kDa] 
Antikörper Hersteller Verdünnung 

FAS 265 mouse-anti-human 
610962 BD, 
Biosciences 

1:200 

IRS-1 170 rabbit-anti-human 06-248, Upstate 1:5000 

IRS-2 170 rabbit-anti-human 06-506, Upstate 1:5000 

LRP1 85 sheep-anti-human (Heeren et al.164) 1:200 

β-Aktin 42 mouse-anti-human A5441, Sigma 1:30.000 

apoE 34 rabbit-anti-human 084(601), DAKO 1:5000 

Adiponektin 34 mouse-anti-human Ab22554, abchem 1:500 

aP2 15 Rabbit-anti-human Lilly company 1:5000 

 

 

 

 

 

 2. Antikörper: siehe Tabelle 3, verdünnt in entsprechender Blocklösung 

Antikörper Hersteller Verdünnung 

GARPO 111-035-144 Jackson-Immuno-Research 1:5000 

GAMPO 111-035-146 Jackson-Immuno-Research 1:5000 

GASPO 111-035-147 Jackson-Immuno-Research 1:5000 

 

 

 

 

 

 

Nach vollständiger Entfärbung der Membran wird diese für 2 Stunden in Blocklösung inkubiert. 

Für die auf Adiponektin hin zu detektierende Membran geschieht dies mit 2%BSA/10% 

Tabelle 2: 1. Antikörper zur Immundetektion 
Die entsprechenden Abschnitte der Nitrocellulosemembran wurden mit den gezeigten 

1. Antikörper in 5% BSA in TBS/0,1%Tween über Nacht inkubiert. FAS=fatty acid 
synthase, IRS=Insulinrezeptorsubstrat, LRP=LDL-receptor related protein, 

apoE=apoliprotein E, aP2=adipocyte lipid binding protein 

 
 

Tabelle 3: 2. Antikörper zur Immundetektion 

Die gezeigten 2. Antikörper mit Ausnahme der GAMPO für die Adiponektin-
detektion (10%Milchpulver,2%BSA in TBS/0,1%Tween) wurden in einer 

Blocklösung aus 10%Milchpulver in TBS/0,1% Tween eingesetzt. Die 
entsprechendenMemranabschnitte wurden für 1,5 Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert. GARPO=goat anti rabbit peroxidase, GAMPO=goat anti mouse 
peroxidise, GASPO=goat anti sheep peroxidase 
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Milchpulver in TBS/0,1%Tween. Für alle übrigen zu detektierenden Proteine erfolgt die 

Blockierung der Membranen in 10% Milchpulver in TBS/0,1%Tween. 

Nach der Blockierung wird die Membran kurz in TBS/0,1%Tween abgespült und über Nacht bei 

4°C mit dem ersten Antikörper inkubiert. Die gebrauchten Antikörper und deren Verdünnung in 

5% BSA in TBS/0,1% Tween sind Tabelle 2 zu entnehmen. 

Anschießend wird mit Hilfe des Processors die Membran 3 x 10 Minuten in TBS/0,1% Tween 

automatisch gewaschen und für 1,5 Stunden mit dem entsprechenden in Blocklösung 

verdünnten Peroxidase-gekoppelten Antikörper inkubiert. Deren Verdünnung ist Tabelle 3 zu 

entnehmen. Es folgen drei weitere Waschschritte mit TBS/0,1%Tween für jeweils 10 Minuten. 

Abschließend werden die Membranen mit ECL beschichtet und für exakt 2 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Das überschüssige ECL wurde mit Hilfe von Whatman-Papier 

entfernt und die Membranen in einer Entwicklungskassette angeordnet. 

Die Entwicklung erfolgt jeweils für 5 Sekunden, 30 Sekunden, 2 -, 4 -, 10 - und 30 Minuten, um 

eine optimale Erfassung  der jeweiligen Banden zu gewährleisten. 
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3. Ergebnisse 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in folgende Abschnitte unterteilen: im ersten Teil (3.1) 

wird die Differenzierung des verwendeten Adipozytenmodells anhand mikroskopischer 

Aufnahmen bei Durchlichtmokroskopie, sowie Fettrot- und DAPI-Färbung, dokumentiert. 

Im darauffolgenden Teil (3.2) wird die Adipozytokinsekretion der einzelnen Versuche dargestellt. 

Hierzu zählen die Untersuchung der Einflussnahme der Differenzierungszusätze (3.2.1) , die 

veränderte Sekretion nach Inkubation mit oxidierten LDL-Partikeln (3.2.2), oxidiertem VLDL-

Partikeln (3.2.3) sowie im Folgendem der Vergleich nach Inkubation mit oxidierten als auch 

nicht oxidierten, nativen VLDL-Partikeln (3.2.4). Um den Einfluss der verschiedenen 

Lipoproteinkomponenten auf die Adipozytokin-Sekretion zu untersuchen, wurden die Adipozyten 

ebenfalls mit Cholesterin und Fettsäuren inkubiert (3.2.5). 

Im dritten Kapitel (3.3) wurden zu den Sekretions-Ergebnissen der jeweiligen Experimente, der 

Triglyceridgehalt der Zellen nach Inkubation mit oxidiertem LDL- (3.3.1)  und oxidierten VLDL- 

Partikeln  (3.3.2), wie auch bei vergleichender Inkubation oxidierter und nicht oxidierten VLDL-

Partikel (3.3.3),  bestimmt.  

Im letzten Kapitel (3.4) wird der Erfolg der Differenzierung anhand der Differenzierungsmarker 

FAS, LRP, apoE, Adiponektin und ap2 auf Proteinexpressionsebene in Abhängikeit von den 

verschiedenen Inkubationen in den Experimenten untersucht.  

 

 

3.1 Mikroskopische Dokumentation der Differenzierung 

 

Neben der Bewertung der Differenzierung durch Expressionsanalysen wichtiger 

Differenzierungsmarker werden morphologische Kriterien des adipozytären Phänotyps 

beschrieben. Die Differenzierung von humanen und murinen Adipozyten ist durch die 

Entstehung sog. lipid-droplets charakterisiert, die im Laufe sich erhöhender, zellulärer 

Triglyceridspiegel akkumulieren und große Lipidvakuolen bilden.  

Ein ausdifferenzierter Adipozyt ist durch eine einzige Lipidvakuole, die den Großteil des 

Zytoplasmas einnimmt, und einen an den Rand gedrängten Zellkern, charakterisiert. Man spricht 

in der Histologie auch von sog. Siegelringzellen. 

Um den Verlauf der Differenzierung histologisch zu beschreiben, erfolgte sowohl eine 

Durchlichtmikroskopie (Abb. 5), als auch eine Fettrot-DAPI-Färbung der Zellen (Abb. 6) jeweils 

im Abstand von einer Woche am Tag 0, 7, 14 und 21 der Differenzierung der hMSC-Tert. 
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In Abbildung 5 ist der Verlauf der Differenzierung am Tag 7, 14 und 21 mittels  Durchlicht-

mikroskopie dokumentiert. Am Tag 0 waren mit dieser Methode keine nennenswerten 

Strukturen auszumachen. Deutlich zu erkennen sind stark lichtbrechende, runde Strukturen, die 

im Laufe der Differenzierung zuerst an Anzahl und schließlich an Größe gewinnen.  

Am Tag 7 treten diese Strukturen vereinzelt im Zellbild auf. Sie sind ungleichmäßig verteilt und 

scheinen in Gruppierungen vorzuliegen. Am Tag 14 nimmt deren Anzahl und vereinzelt deren 

Größe stark zu. Am Tag 21 sind schließlich große vesikuläre Strukturen im gesamten Zellbild 

auszumachen. Zudem nimmt auch der Zellhintergrund, das heißt die gesamte Zellzahl pro well, 

zu. Dies ist an dem grau-fleckigen Hintergrund zu erkennen.  

Da es sich bei den vesikulären, stark lichtbrechenden Strukturen höchstwahrscheinlich um zu 

Lipidtröpfchen akkumulierte Triglyceride handelt, wird zum Nachweis eine Fettrot-DAPI-Farbung 

durchgeführt. Eine Auswahl mikroskopischer Aufnahmen nach diesen Färbungen ist in Abbildung 

6 (siehe Seite 39) zusammengefasst. Wie hier zu erkennen ist, konnten triglyceridhaltige Vesikel 

an den Tagen 7, 14 und 21 bei 100facher Vergrößerung eindeutig nachgewiesen werden. Diese 

treten an Tag 7 nur vereinzelt, ungleichmäßig und gruppiert auf. An Tag 14 ist das gesamte 

Zellbild hingegen mit zum Teil größeren Lipidvesikel übersät, deren Größe im Verlauf der 

Differenzierung am Tag 21 stark zunimmt. 

Am Tag 0 hingegen sind selbst bei 630facher Vergrößerung keine mit Fettrot anzufärbenden 

Strukturen erkennbar. Hier hingegen sind die mit DAPI angefärbten Nukleinsäuren in den 

Zellkernen gut sichtbar. Ebenfalls charakteristisch ist die zentral im Bild zu erkennende 

Zellteilung der Stammzellen.  In ihrer Morphologie weisen diese eine durchaus typische 

Homologie zu Fibroblasten mit ihren brückenartigen Zellausläufern (Nexus) auf. 
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Abbildung 5: Durchlichtmikroskopopie der adipozytäre Differenzierung 
Dargestellt sind mikroskopische Aufnahmen bei Durchlicht in 100facher (links) und einem 

Ausschnitt der Ersteren in 200facher Vergrößerung (rechts) der Tage 7,14 und 21.  
Am Tag 7 beginnen ungleichmäßig kleine Lipidtröpfchen sich gruppiert zu bilden, die sich dann am 

Tag 14 stark vermehren, und vereinzelt auch in ihrer Größe zunehmen. Am Tag 21 haben die 

Lipidvesikel stark an Größe zugenommen, so dass die für den Phänotyp des reifen Adipozyten 
charakteristischen monovakulären Strukturen zu erkennen sind. 

 

d7  d7  

d14  d14  

d21  d21  

100μm 100μm 

100μm 

100μm 100μm 

100μm 
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Abbildung 6: Fettrot-Dapi-Färbung der adipozytären Differenzierung 
Die Aufnahmen der Fettrot- und DAPI-gefärbten Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der 

Differenzierung am Tag 0,7,14 und 21 wurden bei Durchlicht- (Fettrot) und UV-Licht (Zellkerne) 

erstellt. Am Tag 0 sind in 630facher Vergößerung neben den mit DAPI angefärbten Zellkernen 
keine in Fettrot angefärbten Vesikel in den Zellen zu erkennen. Gut zu erkenen sind bei dieser 

Vergrößerung die für die Stammzellen typischen Zellfortsätze (Nexus) sowie die zentrale im Bild 
gelegene Zellteilung. Am Tag 7 hingegen treten die fettrot gefärbten Lipidvesikel bei 100facher 

Vergrößerung ungleichmäßig gruppiert auf, um sich dann an Tag 14 in ihrer Anzahl zu vermehren 
und schließlich am Tag 21 auch deutlich erkennbar zu vergrößern. 

d7  

d14  1d21  

1d0  

100μm 100μm 

100μm 50μm 
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3.2  Regulation der Adipozytokine 

 

In den folgenden Exerimenten sollte mit Hilfe der ELISA-Technik das Sekretionsverhalten der 

Zellen unter den unterschiedlichsten Bedingungen charakterisiert werden. Ziel dieser Versuche 

war es, auf der einen Seite ein verändertes Sekretionsverhalten mit fortschreitender 

Differenzierung, auf der anderen Seite die Einflussnahme oxidierter Lipoproteine und deren 

Bestandteile auf die Adipozytokinsekretion nachzuweisen. Darauf folgend sollte eine Beziehung 

zwischen Sekretionsverhalten und Triglyceridgehalt ermittelt werden können und eine Aussage 

darüber getroffen werden, in wieweit eine 48-stündige Inkubation der Zellen mit Lipoproteinen 

den Triglyceridgehalt steigert. 

 

 

3.2.1 Einflussnahme der Zusätze auf die Adipozytokinsekretion 

 

Um zunächst die Einflussnahme der Differenzierungszusätze auf die Adipozytokinsekretion zu 

untersuchen, wurden die Zellen des A- und B-Protokolls, wie in Abbildung 4 beschrieben, sowohl 

mit als auch ohne Zusätze für 48 Stunden inkubiert. 

Der in dieser Arbeitsgruppe bereits beschriebene Unterschied im Sekretionsverhalten konnte, 

wie im Standardprotokoll in Abbildung 7 für Adiponektin und in Abbidlung 8 für Interleukin 6 zu 

erkennen, reproduziert werden. Die Zellen an Tag 14 und 21 des Standardprotokolls, die für 48 

Stunden mit den Zusätzen im Differenzierungsmedium inkubiert wurden (d14+/d21+), zeigen 

sowohl im A- als auch im B-Protokoll im Vergleich zum Zustand „ohne Zusätze“ (d14-/d21-) eine 

signifikante Erhöhung der Adiponektinsekretion um ca. 129%.  

Für Interleukin 6 wurde ein gegenläufiges Expressionsverhalten detektiert (Abb. 8). Bei 

Anwesenheit der Differenzierungszusätze sinkt die IL-6-Sekretion in Protokollen A und B um im 

Mittel 88%. Um diese deutliche Differenz zwischen den Versuchsbedingungen „mit Zusätzen“ 

und denen „ohne Zusätze“ zu erklären, wurden zwei der Zusätze, Dexamethason und 

Rosiglitazon, getrennt von den übrigen Zusätzen untersucht. Wie in Abbildung 7 zu erkennen ist, 

zeigen die Zellen des B-Protokolls, also nach längerem Entzug von Rosiglitazon, bei alleiniger 

Inkubation mit Rosiglitazon für 48 Stunden einen signifikanten Anstieg der Adiponektinsekretion 

sowohl am Tag 14 (p= 1*10-6) als auch am Tag 21 (p=0,002). Die Sekretion der Zellen des A-

Protokolls, welche bis 68 Stunden vor Probenentnahme konstant mit Rosiglitazon behandelt 

wurden, stieg im Vergleich zum Zustand „ohne Zusätze“ nicht signifikant an. Bei alleiniger 

Inkubation mit Dexamethason kommt es weder an Tag 14 noch 21 des A- oder B- Protokolls zu 

einem signifikantem Anstieg der Adiponektinsekretion. 
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Bei alleiniger Inkubation der Zellen mit dem Differenzierungszusatz Dexamethason für 48 

Stunden wurde ein drastischer Abfall der IL-6 Sekretion am Tag 14 (A-Protokoll: p=2*10-6, B-

Protokoll: p=8*10-9) und am 21. Tag (A-Protokoll: p=1*10-5, B-Protokoll: p=4,7*10-4) detektiert. 

Nach alleiniger Inkubation mit Rosiglitazon kam es jedoch weder an Tag 14 noch 21 in beiden 

Protokollen zu einer signifikanten Veränderung der IL-6-Sekretion. 

Dieser hier gezeigte, sich entgegengesetzt verhaltende Unterschied der Adiponektin- und IL-6-

Sekretion im Zustand „mit-„ bzw. „ohne Zusätze“ konnte im Standardprotokoll aller folgenden 

Experimente reproduziert werden. 

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass der Differenzierungzusatz Dexamethason 

die Sekretion des Adipozytokins IL-6 deutlich vermindert und das Zellen des B-Protokolls, welche 

mit dem PPARγ-Antagonisten Rosiglitazon stimuliert wurden, eine signifikant erhöhte 

Adiponektinsekretion aufwiesen. 

 

 

Abbildung 7: Adiponektinsekretion in Adipozyten in Abhängigkeit der    

  Differenzierungzusätze  
Die Adiponektinsekretion wurde jeweils an Tag 14 und 21 gemessen. Unter den Bedingungen des 

Standardprotokolls wurden die Zellen  des A- bzw. B-Protokolls für 48 Stunden jeweils mit (+) und ohne 
Zusätze (-) inkubiert. Der hieraus resultierende Sekretionsunterschied im A- und B-Protokoll wurde auf 

die verwendeten Zusätze Dexamethason und Rosiglitazon hin untersucht. Hierbei konnte bei alleiniger 

Inkubation mit Rosiglitazon im B-Protokoll eine signifikante Steigerung der Sekretion hervorgerufen 
werden. Dexamethason allein konnte die Adiponektinsekretion nicht signifikant beeinflussen. n=6 
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3.2.2 Einflussnahme oxidierter LDL-Partikeln auf die Adipozytokinsekretion 

 

Um die Einflussnahme der bei Entzündungsreaktionen entstehenden oxidierten Lipoproteine, wie 

zum Beispiel oxidierter LDL-Partiel, auf das Sekretionsverhalten der Adipozyten zu bestimmen, 

wurden den Überständen oxidierte LDL-Partikel in subphysiologischer Konzentration zugesetzt.  

Das hierdurch veränderte Sekretionsverhalten für Adiponektin (Abb. 9) und Interleukin 6  

(Abb. 10) wurde mit dem bereits beschriebenen Standardprotokoll verglichen. 

Zunächst fällt auf, dass die Adiponektinkonzentration, wie in Abbildung 9 zu erkennnen, 

quantitativ, im Vergleich zu vorherigen und folgenden Versuchen, geringer ist. Dies könnte auf 

einen systembedingten Messfehler, wie auch auf eine weniger erfolgreiche Differenzierung 

zurückzuführen sein. Wie in Abbildung 9 zu erkennen, ließ sich durch zusätzliche Inkubation mit 

0,1mg/ml oxidiereter LDL-Partikel für 48 Stunden die Adiponektinkonzentration im A-Potokoll im 

Zustand „mit Zusätzen“ (A+) sowohl am Tag 14 (p=0,001) als auch am Tag 21 (p=0.0006) 

Abbildung 8: IL-6 Sekretion in Adipozyten in Abhängikeit der Differenzierungszusätze  

Die IL-6 Sekretion wurde jeweils an Tag 14 und 21 der Differenzierung bestimmt. Im Standard-

protokoll wurden die Zellen des A- bzw. B-Protokolls für 48 Stunden jeweils mit (+) und ohne 
Zusätze (-) inkubiert. Der hieraus resultierende Sekretionsunterschied im A- und B-Protokoll wurde 

auf die verwendeten Zusätze Dexamethason und Rosiglitazon hin untersucht. Während eine 
alleinige Inkubation mit Rosiglitazon die Sekretion nicht zu beeinflussen scheint, konnte 

Dexamethason die Sekretion an Tag 14 und 21 das A- und B-Protokolls signifikant reduzieren. n=6 
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signifikant senken. Wie bereits gezeigt sind im B-Protokoll die Konzentrationen in den 

Überständen wesentlich niedriger. Hier konnte kein signifikanter Einfluss der oxidierten LDL-

Partikel nachgewiesen werden. Die Sekretion der Zellen des A- als auch B-Protokolls, denen die 

Zusätze für 48 Stunden entzogen wurden (A-/B-), zeigten ebenfalls keine Beeinflussung durch 

die zusätzliche Inkubation mit oxidierten LDL-Partikeln. 

In Bezug auf die IL-6 Sekretion wurde kein eindeutiger Einfluss von oxLDL auf die Sekretion 

detektiert (Abb. 10). 

Während insbesondere im B-Protokoll im Zustand „mit Zusätzen“ an Tag 14 die IL-6 Sekretion in 

Folge der Inkubation mit oxidierten LDL-Partikeln anzusteigen scheint, fällt sie unter diesen 

Bedingungen in beiden Protokollen am Tag 21 ab. 

Um ein eindeutiges Ergebnis zu erzielen, wurde dieser Versuch dreimal durchgeführt. Hierbei 

kam es ebenfalls zu einer deutlichen Abnahme der Adiponektinsekretion und einer ähnlich 

uneindeutigen Veränderung im IL-6-Sekretionverhalten. Um die Daten zusammenfassen zu 

können, waren die Konzentrationsbereiche der durchgeführten Versuche jedoch zu verschieden. 

Dies könnte sowohl auf einen systembedingten Messfehler, als auch auf eine unterschiedlich 

schnell voranschreitende Differenzierung zurückzuführen sein. 
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Abbildung 9:  Adiponektinsekretion  nach mit Inkubation oxidierten  
  LDL-Partikeln 

Die Sekretion von Adiponektin wurde an den Tagen 14 und 21 gemessen. Die zuvor 

gezeigte Differenz im Standardprotokoll konnte reproduziert werden. Die durch die 
Zusätze gesteigerte Adiponektinsekretion wurde  im A-Protokolll durch oxidierte LDL-

Partikel signifikant gesenkt werden. n=3 
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Zusammenfassend konnte somit ein eindeutiger inhibitorischer Einfluss der oxidierten LDL-

Partikel auf die Adiponektinsekretion nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der IL-6-Sekretion 

lassen keine weiteren Schlüsse zu. 

 

 

3.2.3 Einflussnahme oxidierter VLDL-Partikel auf die Adipozytokinsekretion 

 

Im Vergleich zu den cholesterinreichen LDL-Partikeln wurden triglyceridreiche VLDL-Partikel in 

oxidierter Form unter gleichen Bedingungen den Zellen zugesetzt und deren Einfluss auf die 

Sekretion von IL-6 und Adiponektin an den Tagen 14 und 21 untersucht. Die Ergebnisse sind in 

Abbildungen 11 und 12 dokumentiert. 

Wie in Abbildung 11 zu erkennen, ließ sich der bereits beschriebene Sekretionsunterschied 

zwischen den Zuständen „ohne-„ und „mit Zusätzen“ im Standardprotokoll reproduzieren. 

Auffällig ist hier jedoch, dass im Vergleich zu vorherigen, wie auch folgenden, Experimenten die 

Adiponektin-Sekretion am Tag 14 in allen Fraktionen deutlich höher liegt als jene am Tag 21. Es 

ist also eine abnehmende Tendenz mit fortschreitender Differenzierung zu beobachten. Bei 
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Abbildung 10: IL-6 Sekretion nach Inkubation oxidierter LDL-Partikel 

Die Sekretion von IL-6 wurde an den Tagen 14 und 21 im Überstand bestimmt. Der bereits 

beschriebene Sekretionsunterschied „mit- /ohne Zusätze“ im Standardprotokoll konnte 
reproduziert werden. Nach Inkubation mit oxidierten LDL-Partikeln stieg die IL-6-Sekretion 

im A-Protokoll wie auch im B-Protokoll am Tag 14, fiel jedoch an Tag 21 ab. n=3 
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zusätzlicher Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln ließ sich in allen Fraktionen eine 

signifikante Senkung der Adiponektinsekretion nachweisen. 

Im  Zustand „ohne Zusätze“ sank diese am Tag 14 um 53,8% (p=0,031) und am Tag 21 um 

57,3% (p=0,03). Bei Zugabe der Differenzierungszusätze bis zum Messzeitpunkt im Zustand 

„mit Zusätzen“ sank die Sekretion am Tag 14 um 24,5% (p=0,04) und am Tag 21 um 35,4% 

(p=0,009). Die Senkung der Sekretion im B-Protokoll durch Zugabe von oxidierten VLDL-

Partikeln war nur teilweise signifikant. 

Zusammenfassend senken oxidierte VLDL-Partikel die Adiponektinsekretion unabhängig von der 

Gabe der Differenzierungzusätze. 
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Abbildung 11: Adiponektinsekretion nach Inkubation oxidierter VLDL-Partikel 
Die Bestimmung der Sekretion erfolgte wie in vorherigen Experimenten ebenfalls an Tag 14 

und 21. Das Standardprotokoll ließ sich erfolgreich reproduzieren, wobei die Sekretion 
ausgehend von einer hohen Sekretion am Tag 14 bis zum Tag 21 abnimmt. Im Vergleich 

kommt es nach Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln für 48 Stunden insbesondere im A- 

Protokoll zu einer signifikanten Senkung der Sekretion an Tag 14 und 21 sowohl im Zustand 
„mit –„ als auch „ohne Zusätze“. n=3 
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In Abbildung 12 ist die IL-6-Sekretion dieses Versuches dargestellt. Nach einer 48stündigen 

Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln ist im Zustand „mit Zusätzen“ sowohl im A- als auch im 

B-Protokoll eine deutliche Steigerung der Sekretion an den Tagen 14 und 21 zu beobachten. An 

Tag 14 steigt hier die IL-6 Sekretion im A-Protokoll um +387,4% (p=0,003) und im B-protokoll 

um +243,7% (p=0,001). An Tag 21 steigt die Sekretion im A-Protokoll um +129,5% (p=0,003) 

und im B-Prtokoll um +91,4% (p=0,018). Im Vergleich zum Standardprotokoll nimmt hier auch 

die Sekretion mit vorschreitender Differenzierung zu. 

Im Zustand „mit Zusätzen“, also bei Inhibition der Sekretion durch den Differenzierungszusatz 

Dexamethason (3.2.1), konnte eine durchschnittliche Steigerung der Sekretion um +208% 

beobachtet werden. Die einzelnen Fraktionen waren hier jedoch nicht signifikant. 

Insgesamt lässt sich also feststellen, dass die Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln 

insbesondere in jenen Zellen des A-Protokoll, denen bis zum Zeitpunkt der Messung ein 

Differenzierungsmedium zugesetzt wurde, eine Reduktion der Adiponektinsekretion hervorruft, 

während die IL-6-Sekretion in allen Fraktionen nach Inkubation mit oxidierten VLDL ansteigt. 
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Abbildung 12: IL-6 Sekretion nach Inkubation oxidierter VLDL-Partikel 

Die Sekretion von IL-6 wurde im Überstand an den Tagen 14 und 21 der Differenzierung 

gemessen. Das bereits in 3.2.1 beschriebene Standardprotokoll konnte reproduziert werden. Nach 
Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln (oxVLDL) ließ sich sowohl im A- als auch im B-Protokoll 

eine signifikante Steigerung der Sekretion im Zustand „ohne Zusätze“ am Tag 14 und 21 
beobachten. n=3 
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3.2.4 Vergleichende Einflussnahme oxidierter und nicht oxidierter VLDL-

Partikel auf die Adipocytokinsekretion 

 

Um eine Aussage darüber treffen zu können, ob die Oxidierung der Lipoproteine tatsächlich die 

Ursache der mit der Lipoproteininkubation ansteigenden IL-6 Sekretion und der abfallenden 

Adiponektinsekretion war, wurde eine vergleichbare Analyse der Sekretionsmuster unter Zugabe 

oxidierter und nicht oxidierter VLDL-Partikel der gleichen Spenderprobe durchgeführt. 

Da in den bisherigen Experimenten die jeweiligen Unterschiede der Fraktionen untereinander  im 

A-Protokoll am kontrastreichsten waren, wurden in diesem Experiment nur Zellen verwendet, die 

nach dem A-Protokoll differenziert wurden. Die Messergebnisse der Adiponektinsekretion sind in 

Abbildung 13 und jene der IL-6-Sekretion in Abbildung 14 zusammengefasst.  

Vergleicht man in Abbildung 13 das Sekretionsverhalten der Zellen des Standardprotokolls mit 

jenem der Zellen, denen unter gleichen Bedingungen oxidierte VLDL und nicht oxidierte VLDL-

Partikel zugesetzt wurden, so werden zwei Dinge deutlich: Zum einem kommt es, wie in 

Abschnitt 3.2.3 schon gezeigt, zur Senkung der Adiponektinsekretion an beiden Tagen sowohl 

im Zustand „mit Zusätzen“ als auch „ ohne Zusätze“ nach Inkubation mit oxidierten VLDL-

Partikeln. Zweitens wird deutlich, dass es offensichlich keinen Unterschied im Sekretions-

verhalten gibt, je nachdem ob die Zellen mit oxidierten oder nicht-oxidierten VLDL Partikeln 

inkubiert wurden. 

Die Senkung der Adiponektinsekretion bei Zugabe nicht-oxidierter VLDL-Partikel betrug hierbei 

im Zustand „ohne Zusätze“ (-) an Tag 14 -67,7% (p=2*10-5) und -69,9% an Tag 21 (p=1*10-5).  

Wurden die Differenzierungszusätze bis zum Messzeitpunkt eingesetzt (14+/21+), so betrug die 

Senkung nach VLDL-Inkubation an Tag 14 -68,9% (p=7*10-5) und an Tag 21 -62,6%  

(p=8*10-7). Nach Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln sank die Sekretion im Zustand „ohne 

Zusätze“ (-) am Tag 14 um -73,4% (p=2,3*10-5) und am Tag 21 um 7-4,4% (p=2,4*10-6). Im 

Zustand „mit Zusätzen“ (+) sank die Sekretion an Tag 14 um -66,1% (p=1,4*10-4) und am Tag 

21 um -60,5% (p=1,3*10-6). 

Im Mittel aller Fraktionen betrug der senkende Effekt bei Inkubation mit VLDL -67,3% und bei 

oxidiertem VLDL -68,6%. Dieser Unterschied ist somit minimal und nicht signifikant (p=0,91). 

In Bezug auf die in Abbildung 14 (siehe Seite 49) gezeigte IL-6-Sekretion der Zellen kann auch 

hier zunächst festgestellt werden, dass das bereits wiederholt beschriebene Sekretionsmotiv des 

Standardprotokolls reproduziert wurde. 

Vergleicht man das IL-6-Sekretionsverhalten der Zellen nach Inkubation mit oxidierten und nicht 

oxidierten VLDL-Partikeln zum Standardprotokoll (Abb. 14), so werden auch hier zwei Dinge 

deutlich:  
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Zum einen steigt, wie auch schon in Abschnitt 3.2.3 beschrieben, die IL-6 Sekretion durch 

Zugabe oxidierter VLDL-Partikel im Zustand „ohne Zusätze“ (-) stark an. Zum andern vermögen 

jedoch auch nicht oxidierte VLDL-Partikel die Sekretion sowohl an Tag 14 als auch an Tag 21 in 

gleichen Maßen signifikant zu steigern. Der in Abschnitt 3.2.1 beschriebene, die IL-6-Sekretion 

inhibierende Effekt des Differenzierungszusatzes Dexamethason wird hierbei in keiner Fraktion 

behoben. Nach Inkubation mit nicht oxidierten VLDL-Partikeln kam es zu einer Steigerung der 

IL-6 Sekretion am Tag 14 um +300,2% (p=4*10-4) und am Tag 21 um +148,9% (p=7*10-4).  

Die Zugabe von oxidierten VLDL-Partikeln steigerte die IL-6 Sekretion am Tag 14 um +196,5% 

(p=7*10-4) und an Tag 21 um +98,3% (p=0,001). 

Somit kann zusammengefasst werden, dass es zwischen der Inkubation mit VLDL- und 

oxidierten VLDL-Partikeln bezüglich der Adiponektin- als auch IL-6 Sekretion keinen signifikanten 

Unterschied gibt. Beide Lipoproteinformen senken in gleichem Maße die Adiponektin- und 

steigern die IL-6-Sekretion der Adipozyten. 

 

 

 

Abbildung 13: Adionektinsekretion nach Zugabe oxidierter und nicht oxidierter VLDL-

   Partikel 

Die Adiponektinkonzentration wurden an den Tagen 14 und 21 in den Überständen der Zellen des A-
Protokolls bestimmt. Wie auch in vorherigen Experimenten konnte das Sekretionsmotiv des 

Standardprotokolls reproduziert werden. Bei einer zusätzlichen Inkubation mit oxidierten und nicht 
oxidierten VLDL-Partikeln kommt es in allen Fraktionen zu einem signifikanten Absinken der Sekretion. 

Der Sekretionsunterschied zwischen Zellen, die für 48 Stunden VLDL-, und jenen, die für diesen 

Zeitraum oxidierte VLDL-Partikel zugesetzt bekamen ist marginal und nicht signifikant. n=9 
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3.2.5 Einflussnahme von Cholesterin und Ölsäure auf die Adopzytokine 

 

Lipoproteine bestehen im Wesentlichen aus 4 Teilen: Cholesterin, Triglyceriden, Phospholipiden 

und den unterschiedlichen Apolipoproteinen. In Anbetracht der bisher gezeigten Experimente 

sollte der regulierend wirkende Anteil genauer eingegrenzt werden. Hierzu wurden die Zellen, 

die ebenso wie in vorherigen Experimenten nach dem Schema des Standardprotokolls 

differenziert wurden, zusätzlich zum Standardprotokoll mit 10µ/ml Cholesterin und zum 

Vergleich mit 28µg/ml Ölsäure für 48 Stunden inkubiert.  

Die Ergebnisse der Messung sind in Abbildung 15 für Adiponektin und Abbildung 16 für 

Interleukin 6 zusammengefasst.  

Betrachtet man das in Abbildung 15 dargestellte Sekretionsverhalten des Adiponektins der 

Adipocyten, so kann auch hier wieder die Reproduzierbarkeit des Standardprotokolls 

dokumentiert werden. Eine zusätzliche Inkubation mit Cholesterin oder Ölsäure führt unter 

keiner Bedingung zu einer signifikanten Änderung der Adiponektinsekretion. 

Abbildung 14: IL-6  Sekretion nach Inkubation oxidierter und nicht oxidierter VLDL- 

   Partikel 
Die Sekretion wurde an den Tagen 14 und 21 jeweils im Zustand „mit Zusätzen“ (+) als auch „ohne 

Zusätze“ (-) in den Überständen bestimmt. Auch in diesem Experiment ließ sich das in Abschnitt 3.2.1 
beschriebene Standardprotokoll reproduzieren. Bei zusätzlicher Inkubation mit VLDL- und oxidierten 

VLDL-Partikeln stieg die IL-6 Sekretion in den Fraktionen „ohne Zusätze“ signifikant an. n=6 
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In Abbildung 16 ist die IL-6 Sekretionsmessung dieses Versuches dargestellt. Auch hier kann 

zuerst eine Reproduzierbarkeit des Standardprotokolls festgestellt werden. Bei einer zusätzlichen 

Inkubation mit 28µg/ml Ölsäure kommt es unter keiner Bedingung zu einem signifikant 

veränderten Sekretionsverhalten der Adipozyten. 

Eine Inkubation der Zellen mit 10µg/ml Cholesterin hingegen führt zu einer drastischen 

Steigerung der Sekretion in allen Fraktionen. Im Zustand „ohne Zusätze“ (-) stieg die Sekretion 

an Tag 14 um den Faktor 12 (p=2,5*10-9) und am Tag 21 um +133% (p=1,4*10-6). 

Besonders interessant in diesem Experiment ist, dass der in Abschnitt 3.2.1 beschriebene 

inhibierende Effekt des Differenzierungszusatzes Dexamethason bei einer Zugabe von 

Cholesterin in das Differenzierungsmedium sich aufzuheben scheint.  

Unter einer Inkubation mit allen Differenzierungszusätzen bis zum Zeitpunkt der Messung (+) 

konnte daher noch ein weitaus höherer Anstieg der IL-6-Sekretion gemessen werden. Es kam an 

Tag 14 zu einem Anstieg um den Faktor 130 von 0,16ng auf 20,9ng IL-6 pro mg Zellprotein 

(p=3,5*10-4). An Tag 21 stieg die Sekretion um den Faktor 34 von 0,29 auf 10ng IL-6 pro mg 

Zellprotein (p=0,021). 

Abbildung 15: Adiponektinsekretion nach Zugabe von Cholesterin bzw. Ölsäure 
Die Messung der Adiponektinsekretion erfolgte an Tag 14 und 21 der Differenzierung. Das 

reproduzierbare Standardprotokoll zeigte bei zusätzlicher Inkubation mit Cholesterin oder 

Ölsäure keine Änderung im Sekretionsverhalten der Zellen. n=9 
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Aus diesem Experiment lässt sich folgern, dass Cholesterin zwar keinen Einfluss auf die 

Sekretion von Adiponektin auszuüben scheint, jedoch verstärkt in der Lage ist, die IL-6 

Sekretion insbesondere am Tag 14 der Differenzierung um ein Vielfaches zu steigern. Ölsäure 

hingegen zeigt keinen Einfluss auf die Adiponektin- oder IL-6-Sekretion. 

 

3.3 Triglyceridgehalt der Zelle 

 

Die Messung des Triglyceridgehaltes der Zellen war ein weiterer wichtiger Bestandteil dieser 

Arbeit. Ziel war es, den zunehmenden Fettgehalt der Zellen bei fortschreitender Differenzierung 

zu dokumentieren, um mögliche Korrelationen zwischen diesem und der Adipozytokinsekretion 

zu untersuchen. Außerdem sollte eine mögliche Steigerung des Triglyceridgehaltes nach der 

Inkubation mit triglyceridreichen Lipoproteinen, wie VLDL, untersucht werden. 

 

 

Abbildung 16: IL-6-Sekretion nach Inkubation mit Ölsäure und Cholesterin 

Dargestellt ist die IL-6 Sekretion der Adipozyten an Tag 14 und 21 der Differenzierung. Das in 
Abschnitt 3.2.1 erläuterte Standardprotokoll konnte wiederholt reproduziert werden. Eine 

Inkuabtion mit 28µg/ml Ölsäure führte zu keiner signifikanten Veränderung. Bei Inkubation der 
Zellen mit 10µg/ml Cholesterin für 48 Stunden kam es jedoch unter allen Bedingungen zu einem 
drastischen Anstieg der IL-6-Sekretion. n=9 
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3.3.1 Zellulärer Triglyceridgehalt nach Inkuation oxidierter LDL-Partikel 

 

Um die Einflussnahme der eingesetzten LDL-Parikel auf die intrazelluläre Triyglycerid-

konzentration zu bestimmen( Abb. 17), wurde das Zelllysat jener Zellen verwendet, deren 

Sekretionsverhalten bereits in Abschnitt 3.2.2 beschrieben wurde. Ebenso wie die Adipozytokin-

konzentration in den Überständen wurde auch die Triglyceridkonzentration der Zellysate auf die 

Proteinkonzentration des jeweiligen wells bezogen, um den Einfluss einer Ungleichmäßigkeit in 

der Zellzahl möglichst zu minimieren. 

Wie in Abbildung 17 zu erkennen, kann zunächst festgestellt werden, dass der Triglyceridgehalt 

der Zellen im Laufe der Differenzierung von Tag 14 auf Tag 21 im Standardprotokoll ansteigt. 

Im Mittel beträgt dieser Anstieg 76,3% und ist jeweils in den einzelnen vergleichbaren 

Fraktionen signifikant. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass es zwischen dem 

Triglyceridgehalt der nach A- oder B- Protokll differenzierten Zellen keinen signifikanten 

Unterschied gibt. In Bezug auf die zusätzliche Inkubation mit oxidierten LDL-Partikeln konnte im 

Vergleich zum Standardprotokoll keine eindeutige Steigerung der intrazellulären Triglyceride 

nachgewiesen werden. Einzig die Zellen im Zustand „ohne Zusätze“ zeigten einen Anstieg im 

Vergleich zum Standardprotokoll von im Mittel 44,1%, der jedoch in seinen jeweils 

vergleichbaren Fraktionen nicht immer signifikant ist. 

Abbildung 17: Triglyceridbestimmung nach Inkubation mit oxidierten LDL-Partikeln 

Der Triglyceridgehalt wurde an den Tagen 14 und 21 bestimmt. Es war eine Zunahme der Konzentration 
zwischen diesen Zeitpunkten im Standardprotokoll zu beobachten (MW= +76,3%). Die Inkubation mit 

oxidierten LDL-Partikeln führte im Vergleich zum Standardprotokoll nur im Zustand „ohne Zusätze“ zu 

einer  Steigerung der intrazellulären Triglyceridkonzentration. (MW= +44,1%). n=3 
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Somit kann keine eindeutige Ausage über einen durch LDL verursachten Anstieg des 

intrazellulären Triglyceridgehaltes getroffen werden. Eindeutig gezeigt wurde jedoch, dass die 

Zellen des Standardprotokolls und jene, die zusätzlich mit LDL inkubiert wurden, einen Anstieg 

des Triglyceridgehaltes mit fortschreitender Differenzierung zeigten. 

 

 

3.3.2 Zellulärer Triglyceridgehalt nach Inkubation mit oxidierten VLDL-

Partikeln 

 

Neben LDL wurde auch die Einflussnahme der VLDL-Partikel auf den intrazellulären 

Triglyceridgehalt untersucht. 

Wie in Abbildung 18 zu erkennen, konnte ebenfalls der, mit der Differenzierung zunehmende, 

Triglyceridgehalt der Zelle nachgewiesen werden. Allerdings scheint dieser nicht so ausgeprägt, 

wie der, der in Abschnitt 3.3.1 untersuchten Proben. Ebenfalls auffällig ist, dass der gemessene 

Unterschied im Standardprotokoll zwischen dem Zustand „mit Zusätzen“ (+) und „ohne Zusätze“ 

(-), mit Ausnahme von 14A+ zu 21A+ nicht so ausgeprägt zu sein scheint. Die Zellen weisen  

auch insgesamt einen höheren Gehalt an Triglyceriden auf, was auf eine effizientere 

Differenzierung im Vergleich zu Abschnitt 3.3.1 schließen lässt. 

Betrachtet man die Messergebnisse, welche nach Inkubation mit oxidierten VLDL erzielt wurden, 

so fällt zunächst auf, dass die Zellen, die bis zum Zeitpunkt der Messung 48 Stunden lang „ohne 

Zusätze“ (-) inkubiert wurden, unter zusätzlicher Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikel 

wesentlich höhere Triglyceridpiegel aufwiesen, als jene im Standardprotokoll. Hier beträgt der 

Anstieg im Mittel +45,8%. Jene Zellen, die bis zum Zeitpunkt der Messung weiter mit dem 

Differenzierungszusätzen behandelt wurden (+), konnten zwar einen Anstieg von im Schnitt nur 

+5% des Triglyceridspiegels verzeichnen. Dieser Anstieg war jedoch auf die einzelnen 

Fraktionen bezogen nicht signifikant. 

Somit kann zusammenfassend festgestellt werden, dass nach Inkubation mit oxidierten VLDL-

Partikeln kein signifikanter Anstieg der intrazellulären Triglyceridspiegel gemessen wurde. Einzig 

unter den Bedingungen „ohne Zusätze“ wurde ein deutlicher Anstieg gezeigt detektiert. 

Insgesamt konnte in Bezug auf die Differenzierung kein einheitlicher Unterschied zwischen A- 

und B-Protokoll festgestellt werden. 
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3.3.3 Zellulärer Triglyceridgehalt nach Inkubation mit VLDL- und 

oxidierten VLDL-Partikeln 

 

Um eine genauere Aussage darüber treffen zu können, inwieweit der Oxidationstatus der 

Lipoproteine den Triglyceridgehalt im Adipocyten beeinflusst, wurde der Triglyceridgehalt der 

Zellen nach Inkubation sowohl mit oxidierten, als auch nicht oxidierten VLDL-Partieln gemessen 

und mit den Messwerten des Standardprotokolls verglichen. Die Ergebnisse dieses Experimentes 

sind in Abbildung 19 dokumentiert. Hierbei wurden jeweils drei Proben aus drei 

unterschiedlichen Differenzierungen von Zellen des A-Protokolls untersucht. 

Wie in Abbildung 19 zu erkennen, kann wiederholt eine deutliche Steigerung der intrazellulären 

Triglyceridkonzentration im Laufe der Differenzierung der Zellen beobachten werden. 

Vergleicht man den mittleren Triglyceridgehalt aller Fraktionen des Standardprotokolls mit jenem 

nach zusätzlicher Inkubation mit VLDL bzw. oxidierten VLDL-Partikeln, so konnte in beiden 

Fällen ein deutlicher Anstieg gemessen werde.  

Hierbei kam es zu einem durchschnittlichen Anstieg der intrazellulären Triglyceridkonzentration 

nach VLDL-Inkubation um +28,3% im Zustand „ohne Zusätze“ und im Zustand „mit Zusätzen“ 

um +15,9%. Nach Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln stieg der intrazelluläre 

Triglyceridgehalt im Zustand „mit Zusätzen“ im Schnitt um +19,7% und im Zustand „ohne 

Zusätze“ um durchschnittlich +21,4%.  

Abbildung 18: Triglyceridbestimmung nach Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln 

Der Triglyceridgehalt wurde an den Tagen 14 und 21 bestimmt. Es ist eine Zunahme der 
Konzentration zwischen diesen Zeitpunkten zu beobachten (MW=+24,4%). Die Inkubation mit 

oxidierten VLDL-Partikeln führte im Vergleich zum Standardprotokoll nur im Zustand „ohne Zusätze“ 

zu einer  Steigerung der intrazellulären Triglyceridkonzentration (MW= +45,8%). n=3 
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Insgesamt kann also festgestellt werden, dass in diesen drei aufeinander folgenden 

Differenzierungen der Triglyceridgehalt der Zelle durch eine Inkubation mit Lipoproteinen leicht 

gesteigert werden konnte. Jedoch kam es nicht zu einem signifikanten Unterschied zwischen der 

Inkubation mit oxidierten und nicht-oxidierten VLDL-Partikeln. 

 

 

3.4 Expressionsanalyse auf Proteinebene 

 

Um den Erfolg der Differenzierung anhand der Expression wichtiger Differenzierungsmarker zu 

belegen, erfolgte eine Expressionsanalyse auf Proteinebene mittels der Western-blot Technik. 

Während der Differenzierung der Zellen kommt es zu unterschiedlichen Zeitpunkten zur 

Induktion und Expression sog. Differenzierungsmarker. Zu den in diesem Experiment 

untersuchten Differenzierungsmarkern zählen FAS, LRP, apoE und ap2.  

Ziel dieses Versuches war es, das Vorhandensein wichtiger Differenzierungsmarker an den 

Tagen 14 und 21 zu belegen. Des Weiteren sollten die Adiponektinexpression auf Proteinebene 

untersucht werden und mögliche Veränderungen im Insulinsignaltransduktionsweg anhand von 

IRS-1 und -2 exemplarisch erhoben werden. 

 

Abbildung 19: Triglyceridgehalt nach Inkubation mit VLDL- und oxidierten VLDL- 
Partikeln 

Der Triglyceridgehalt wurde in Zellen des A-Protokolls an den Tagen 14 und 21 der Differenzierung 

gemessen (Standardprotokoll). Im Vergleich hierzu wurden die Zellen unter gleichen Bedingungen 
mit VLDL- und oxidierten VLDL-Partikeln inkubiert. Hierbei kam es zu einem durchschnittlichen  

Anstieg der intrazellulären Triglyceridkonzentration nach VLDL-Inkubation um +28,3% im Zustand 
„ohne Zusätze“ und +15,9% im Zustand „mit Zusätzen“. Nach Inkubation mit oxidierten VLDL 

(oxVLDL) stieg der intrazelluläre Triglyceridgehalt im Zustand „mit Zusätzen“ im Schnitt um +19,7% 

und im Zustand „ohne Zusätze“ um durchschnittlich +21,4%. n=9 
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3.4.1 Analyse der Differenzierungsmarker auf Proteinebene 

 

Der Erfolg der Differenzierung wurde in jenen Zellen nachgewiesen, deren Adipozytokin-

sekretion in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.4 dokumentiert und beschrieben wurde.  

In Abbildung 20 sind zwei mit Panceau gefärbte Membranen beispielhaft dargestellt. Diese 

Färbung verdeutlicht die gleichmäßige Beladung aller Spuren mit je 10mg Protein. 

 

Die Differenzierungsmarker der Zellen, deren Sekretion in Abschnitt 3.2.1 untersucht wurde, 

sind in Abbildung 21 und jene dessen Sekretion in Abschnitt 3.2.4 untersucht wurde, in 

Abbildung 22 dargestellt. 

Zunächst lässt sich, wie in Abbildung 21 zu erkennen, feststellen, dass die Zellen des 

Standardprotokolls wie auch jene, die 48 Stunden vor der Untersuchung nur mit Daxamethason 

bzw. Rosiglitazon inkubiert wurden, die Differnzierungsmarker FAS (265 kDa), apoE (34 kDa) 

und aP2 (15 kDa) und das Membranrezeptorprotein LRP1 (85 kDa) exprimieren. Hierbei ist kein 

wesentlicher Unterschied der Expression am Tag 14 im Vergleich zu Tag 21 zu beobachten, 

Abbildung 20: Panceau-gefärbte Nitrocellulosemembran 

Um eine gleichmäßige Beladung der Spuren mit der definierten Proteinmenge von 10 bzw. 20µg pro 

Spur zu überprüfen, wurden die Membranen vor der Immundetektion angefärbt. Dargestellt sind die 
Proben des Tages 14 und 21 des Standardprotokolls (STD) sowie der seperaten Inkubation mit 

Dexamethason (Dex) und Rosiglitazon (Rosi). Die Proteingröße läßt sich anhand des Markers (M) 
abschätzen. Um Seiteneffekte bei der Detektion zu vermeiden, wurde die letzte Spur jeweils mit 1 μg 

BSA beladen. 
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Abbildung 21: Expressionsanalyse 
der Differenenzierungsmarker auf 

Proteinebene 

Die Expression der Differenzierungs-
marker FAS (265 kDa), apoE (34 kDa) 

und aP2 (15 kDa) sowie des 
Membranrezeptorproteins LRP1 (85kDa) 

wurde am Tag 14 (A) und Tag 21 (B) 
untersucht. Im Standardprotokoll (STD) 

ist die Expression der Zellen des A- als 

auch B-Protokolls dargestellt, die bis zum 
Untersuchungszeitpunkt mit 

Differenzierungszusätzen (+) bzw. ohne 
Differenzierungszusätze (-) inkubiert 

wurden. Des Weiteren wurden Proben 

untersucht, die für 48 Stunden nur mit 
Dexamethason (Dex) bzw. Rosiglitazon 

inkubiert wurden. Es konnte zunächst 
gezeigt werden, dass die untersuchten 

Zellen unter allen Bedingungen sowohl 
am Tag 14 als auch 21 alle  

Differenzierungsmarker exprimieren. 

Während FAS, LRP und apoE konstant 
exprimiert werden, scheint eine Gabe 

von Rosiglitazon über einen längeren 
Zeitraum (A+ vs. B- im STD) die 

Expression von aP2 insbesondere am Tag 

21 zu steigern. Diese Beobachtung deckt 
sich mit der verstärkten Expression unter 

alleiniger Rosiglitazoninkubation (Rosi A-
/B-). 

A 
 [kDa] 

B 
 [kDa] 

wobei deutlich gesagt werden muss, dass die Belichtung insbesondere bei FAS, LRP und apoE 

generell besonders stark ist und daher keine eindutigen Rückschlüsse auf eine eventuell 

quantitativ unterschiedliche Expression zulässt. Es lässt sich jedoch feststellen, dass die 

Expression des Differenzierungsmarker aP2 unter den veschiedenen 

Differenzierungsbedingungen unterschiedlich stark zu sein scheint. Dieser Kontrast ist am Tag 

21 besser als am Tag 14 zu erkennen. 

Die Expression scheint hierbei erhöht, umso länger die Zellen mit dem Differenzierungszusatz 

Rosiglitazon inkubiert wurden, was sich jeweils deutlich zwischen den Proben A- und B- des 

Standardprotokolls am Tag 21 zeigt. 

Diese Vermutung erhärtet sich in Anbetracht der an den Tagen 14 wie auch 21 jeweils erhöhten 

Expression von aP2 unter alleiniger Inkubation mit Rosiglitazon (Rosi A-/B-). 

Im Vergleich zum Standardprotokoll konnte bei alleiniger Inkubation mit Dexamethason bzw. 

Rosiglitazon für 48 Stunden sowohl in den Proben des A- als auch des B-Protokolls  kein 

erkennbarer Unterschied in der Expression der übrigen untersuchten Differenzierungmarker 

beobachtet werden. 
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Die in Abbildung 22 gezeigten Western-blots zeigen sowohl die Expression der 

Differenzierungsmarker der Zellen des A-Protokoll im Standardprotokoll, als auch jener nach 

Inkubation mit VLDL bzw. oxidierten VLDL-Partikeln (oxVLDL) am Tag 14 (A) und Tag 21 (B). 

Zusätzlicht wurde in diesem Experiment als Ladekontrolle die Expression von Aktin 

dokumentiert. Zunächst konnte gezeigt werden, dass auch in dieser Differenzierung alle 

Differenzierungsmarker sowohl am Tag 14 als auch am Tag 21 exprimiert wurden. 

Im Vergleich zu den Proben des Standardprotokoll die in Abbildung 21 dargestellt sind, lässt sich 

auch hier eine unterschiedlich starke Expression des aP2 zwischen den Zuständen +/- im A- 

Protokoll feststellen. Dieser Unterschied ist jedoch am Tag 14 stärker zu erkennen und hebt sich 

mit fortschreitender Differenzierung am Tag 21 praktisch nahezu auf. 

Auf Grund der schwächeren Belichtung im Vergleich zu Abbildung 21 lässt sich hier zwischen 

den Zuständen +/- auch ein leichter Unterschied in der apoE-Expression feststellen. FAS und 

LRP als auch Aktin werden unter allen Zuständen gleichmäßig exprimiert. Die Expression von 

aP2 und apoE als auch die der übrigen Differenzierungsmarker verändert sich durch Inkubation 

mit VLDL- bzw. oxidierten VLDL-Partikeln nicht. 

 

 

Abbildung 22: Expressionsanalyse 
der Differenzieungsmarker auf 

Proteinebene 
Die Expression der Differenzierungs-

marker FAS (265 kDa), apoE (34 kDa) 
und aP2 (15 kDa) sowie des 

Membranrezeptorproteins LRP1 

(85kDa) als auch Aktin (42kDa) als 
Ladekontrolle wurden an Tag 14 (A) 

und an Tag 21 (B) auf Proteinebene 
dokumentiert. 

Im Standardprotokoll wurden die 

Zellen des A-Protokols untersucht, 
denen 2 Tage vor Probenentnahme  

die Differenzierungszusätze entzogen   
(-) oder belassen wurden (+). 

Während FAS, LRP und Aktin konstant 
exprimiert werden, scheint eine 

längere Gabe der Differenzierungs-

zusätze die Expression von aP2 und 
apoE am Tag 14 und auch 21 zu 

steigern. 
Eine Inkubation mit VLDL bzw. 

oxidierten VLDL-Partikeln (oxVLDL) 

hatte keinen erkennbaren Einfluss auf 
die Expression der untersuchten 

Proteine. 
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 [kDa] 
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 [kDa] 
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3.4.2  Adiponektinexpression nach Inkubation mit VLDL- und oxidierten 

VLDL-Partikeln  

 

Um die in Abschnitt 3.2.4 beobachtete Veränderung im Adiponektinsekretionsverhalten der 

Zellen nach Inkubation mit VLDL- bzw. oxidierten VLDL-Partikeln auf Expressionsebene zu 

untersuchen, wurde der Adiponektingehalt in den Zelllysaten bestimmt. Wie in Abbildung 23 zu 

erkennen, konnten insgesamt nur sehr geringe Mengen des Hormons mittels des Western-blot 

nachgewiesen werde. Die Proteinmenge betrug gegenüber den anderen Gelen 20µg pro Spur.  

 

 

 

 

 

 

 

Betrachtet man zunächst die Expression von Adiponektin im Standardprotokoll, so kann kein 

wesentlicher Unterschied des Expressionsverhalten zwischen Tag 14 und 21 festgestellt werden.  

Jedoch lässt sich an beiden Tagen ein Unterschied feststellen, wenn die Differenzierungzusätze 

48 Stunden vor Messbeginn entzogen (A-) bzw. belassen wurden (A+). Dieser Sachverhalt 

könnte auf eine fortgeschrittene Differenzierung hindeuten, da Adiponektin auch als ein 

Differenzierungsmarker beschrieben ist. Der geringe Unterschied der Expression an Tag 14 zu 

Tag 21 läßt jedoch eher auf eine direkte Stimulation durch den PPARγ Agonisten Rosiglitazon 

rückschließen.  

Dieses Motiv findet sich auch bei den Zellen wieder, die für den genannten Zeitraum zusätzlich 

mit VLDL- bzw. oxidierten VLDL-Partikeln inkubiert wurden. Jedoch ist hierbei die Expression im 

Zustand A+ als auch A- deutlich vermindert. Diese Abnahme scheint nach Inkubation mit 

oxidierten VLDL-Partikeln besonders deutlich. Somit wurde eine hohe Ähnlichkeit im 

Expressionsverhalten zum Sekretionsverhalten (Abbildung 13) nachgewiesen. Die Expression auf 

Proteinebene scheint ebenso durch VLDL wie duch oxidierte VLDL-Partikel beeinflussbar. 

Abbildung 23: Adiponektinexpression nach Inkubation mit VLDL und oxidiertem VLDL  

Die Adiponektinexpression wurde auf Proteinebene an den Tagen 14 und 21 der Differenzierung 

untersucht. Die Expression im Standardprotokoll ist im A-Protokoll unter Entzug der 
Differenzierungszusätze (A-) im Vergleich zum Zustand „mit Zusätzen“ (A+) eine wesentliche schwächere 

Konzentration zu erkennen. Dieses Motiv konnte ebenfalls in schwächerer Form nach Inkubation mit 
VLDL-Partikeln und nochmals reduziert nach Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln nachgewiesen 

werden. Dieses Schema zeigt eine hohe Übereinstimmung mit dem Sekretionsverhalten derselben Zellen 

(Abbildung 13). Adipnektin wurde bei ca. 30kDa detektiert. 

Adiponektin 
 
Adiponektin 
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3.4.3 Expression der Insulinrezeptorsubstrate  

 

Neben den bereits gezeigten Expressionsanalysen der Differenzierungmarker und derjenigen des 

Adiponektins wurde eine Expressionsanalyse beispielhafter Moleküle im Insulintransduktionsweg 

durchgeführt mit dem Ziel, eine mögliche Beeinflussung durch Inkubation mit VLDL oder 

oxiderten VLDL-Partikeln aber auch durch die Differenzierungszusätze festzustellen. Hierbei 

sollte neben IRS-1 und IRS-2 auch die Expression des Insulinrezeptors untersucht werden.  

In Abbildung 24 ist die Expression von IRS-1 und IRS-2 jeweils am Tag 14 (A) und 21 (B) der 

Differenzierung dargestellt. Hierbei wurden die Proben des A-Protokolls untersucht, denen 48 

Stunden vor Messbeginn die Differenzierungszusätze im Kulturmedium entzogen (A-) oder 

belassen wurden (A+). Diesen beiden Zuständen wurden zusätzlich VLDL- und oxididerte VLDL-

Partikel  in subphysiologischer Konzentration hinzugegeben. Die Sekretionsmuster dieser Zellen 

sind in Abschnitt 3.2.4, deren Triglyceridgahalt in Abschnitt 3.3.3 dargestellt. 

IRS-1 und IRS-2 haben beide ein Molekulargewicht von 170kDa. Neben einer Bande, die kurz 

über 160 kDA liegt, sind weitere Banden bei IRS-2 kurz unter 250kDa und 160KDA und bei der 

Detektion von IRS-1 zwischen 105 und 160 kDa zu erkennen. 

Zunächt lässt sich feststellen, dass es sich bei der Bande oberhalb der 160 kDa-Marke 

höchstwahrscheinlich um die zu untersuchenden Insulinrezeptorsubstrate handelt.  

 

 

 

Abbildung 24: Expresion der 

Insulinrezeptorsubstrate auf 

Proteinebene 
Die Expression von IRS1(170kDa) 

und IRS2 (170kDa) wurde an den 
Tagen 14 (A) und 21 (B) 

untersucht. Hierbei konnte jeweils 

ein Bande oberhalb des 160 kDA 
Markers detektiert werden, die bei 

beiden Proteinen einen deutlichen 
Unterschied  in der Expressions-

stärke zwischen A+ und A- 
erkennen lässt. Dieses Motiv 

scheint duch eine Inkubation mit 

VLDL bzw. oxidierten VLDL nicht 
beeinflussbar. 
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Vergleicht man unter dieser Annahme zunächst die Proben A+ und A- des Standardprotokolls, 

so wird eine unterschiedlich starke Expression sowohl von IRS-1 als auch IRS-2 am Tag 14, aber 

auch am Tag 21 sichtbar. Jene Zellen, die bis zum Messzeitpunkt weiterhin mit den 

Differenzierungszusätzen, hierunter auch Insulin, inkubiert wurden (A+), zeigen eine deutlich 

höhere Expression. Dieser Unterschied scheint beim IRS2 besonders deutlich ausgeprägt. 

Dieses Expressionsverhalten lässt sich ebenfalls nach Inkubation mit VLDL und oxidiertem VLDL 

beobachten. Im Vergleich zum Standardprotokoll schienen die Expression von IRS1 und IRS2 

hierbei jedoch nicht beeinflussbar.  

Zusammenfassend konnte somit mit den Expressionsanalysen auf Proteinebene gezeigt werden, 

dass die adipoztytären Differenzierungsmarker ap2, ApoE und Adiponektin, aber auch Proteine 

des Insulinsignaltransduktionsweges in Abhängigkeit von Rosiglitazon exprimiert werden. Die 

Zugabe oxidierter und nativer VLDL hat keinen wesentlichen Einfluss auf die Expression dieser 

Marker. 
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4. Diskussion 

 

 

4.1 Nachweise der adipozytären Differenzierung 

 

Die Differenzierung der Adipozyten wurde anhand von drei Parametern überprüft. Erstens wurde 

eine histologische Untersuchung durchgeführt, in der lichtmikroskopisch im Laufe der 

Differenzierung an Größe zunehmende, lichtbrechende, vesikuläre Strukturen nachgewiesen 

wurden, deren Gehalt an hydrophoben Lipiden wie Triglyceriden nach einer Fettrotfärbung 

bestätigt wurde (Abb 6). 

Zweitens konnte mittels Messung zellulärer Triyglyceride in allen durchgeführten Messungen 

eine deutliche Zunahme der Lipide an Tag 21, verglichen zu Tag 14, festgestellt werden (Abb. 

17). Diese Zunahme spricht für eine konsistente Ausprägung des adipozytären Phänotyps und 

stimmt mit den mikroskopischen Beobachtungen überein. Drittens konnten mehrere 

Differenzierungsmarker der Adipogenese nachgewiesen werden. Die untersuchten 

Differenzierungsmarker FAS, apoE und aP2 wurden sowohl an Tag 14 und 21 vollständig im 

Standardprotokoll nachgewiesen (Abb. 21). Es wurde ebenfalls überprüft, ob die kurzzeitige 

Inkubation mit Lipoproteinen oder oxidierten Lipoproteinen die Adipogenese beeinflusst. Dies 

konnte nicht festgestellt werden.  

Es wurden jedoch vereinzelt eine unterschiedlich starke Expression der Proteine aP2 und apoE 

durch die einzelnen Differenzierungzusätze beobachtet (Abb. 22). Ebenso kam es durch eine 

längere Inkubation mit den Differenzierungszusätzen zu einer verstärkten Expression der 

Insulinrezeptorsubstate 1 und 2 (Abb. 24). Frühere Arbeiten mit diesem Zellmodel zeigten keine 

regulatorischen Eigenschaften der Differenzierungszusätze bezüglich dieser Proteine. Es gibt 

jedoch ähnliche Beobachtungen, die in murinen Adipozyten gemacht wurden. So können zum 

Beispiel PPARγ-Antagonisten die Expression von ApoE auf mRNA-Ebene steigern 160. Diese 

Ergebnisse korrelieren mit der Proteinexpression von apoE und ap2 sowohl an Tag 14 als auch 

an Tag 21 in den hier duchgeführten Experimenten (Abb. 22). aP2 wird durch PPARγ und 

C/EBPα induziert und gehört wie ApoE und LDL zu den späteren Markern der Adipogenese.  

Der Beleg einer erfolgreichen Differenzierung sichert somit die Aussagekraft der hier zu 

diskutierenden Regulation der Adipozytokinsekretion.  
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4.2 Regulation der Adipozytokinsekretion  

 

4.2.1 Regulation durch Differenenzierungzusätze 

 

In allen durchgeführten Experimenten wurde gezeigt, dass die eingesetzten Differenzierungs-

zusätze die Sekretion des IL-6 maßgeblich beeinträchtigen. Nach 48-stündigem Entzug dieser 

Zusätze stieg die IL-6-Sekretion sowohl an Tag 14 als auch an Tag 21 der Differenzierung 

deutlich an (z.B. Abb. 10).  Eine Inhibition der IL-6-Sekretion durch Rosiglitazon, wie sie in 

diesem Zellmodell zuvor vermutet wurde, konnte nicht bestätigt werden. Vielmehr ist die IL-6-

Sekretion an beiden Tagen der Differenzierung nach Inkubation mit Rosiglitazon, wie auch nach 

Inkubation ohne Differenzierungfaktoren nach 48 Stunden, nahezu identisch (Abb. 8).   

Eine alleinige Inkubation mit dem Differenzierungszusatz Dexamethason hingegen, führte zu 

einer deutlichen Minderung der IL-6-Sekretion an Tag 14 und 21 (Abb. 8). Dieses um ein 

vielfaches reduzierte Sekretionsverhalten zeigte sich ebenfalls bei humanen Präadipozyten, die 

unter ähnlichen Bedingungen zu reifen Adipozyten differenziert wurden und bei steigender 

Dexamethasonkonzentration im Kulturmedium inkubiert wurden 165. Der inhibierende Effekt des 

Dexamethasons konnte mittels des Glukokortikoid-Rezeptor-Antagonisten RU484 aufgehoben 

werden. Auch in primär kultivierten Adipozyten senkt Dexamethason die IL-6 Sekretion166. IL-6 

wird außerdem auch in anderen Zellarten wie Monozyten durch das weniger potente, pharma-

kologische Glukokortikoid Hydrocortison auf Proteinebene gehemmt167. 

Trotz alledem gibt es Hinweise, dass Dexamethason nicht allein eine Reduktion der IL-6- 

Sekretion im Zustand „mit Zusätzen“ verursacht. Ebenso könnte es parallel durch die 

Differenzierungszusätze zu einer Stimulation der Sekretion kommen. So konnte kürzlich in 

murinen 3T3-L1 Zellen gezeigt werden, dass eine Inkubation mit Insulin die Sekretion an IL-6 

um das 2,3fache zu erhöhen vermag100. Zudem gibt es Hiweise, dass eine Inhibition des MAPK- 

Signaltransduktionsweges durch UO126 ebenfalls zu einer verringerten IL-6 Sekretion führt168.  

Somit handelt es sich bei der Differenz in der IL-6 Sekretion der Protokolle „mit-“ und „ohne 

Zusätze“ womöglich um eine Kombination aus stimulierenden und inhibitorischen Effekten 

seitens verschiedener Differenzierungzusätze. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen, um die 

Gewichtung der regulatorischen Eigenschaften und molekularer Wirkmechanismen der 

Differenzierungszusätze in diesem Adipozytenmodell genauer zu charakterisieren. 

Im Gegensatz zur IL-6-Sekretion wurde in allen hier durchgeführten Experimenten ein zu 

erwartender Anstieg der Adiponektinsekretion im Zustand „mit Zusätzen“ beobachtet (z.B. Abb. 

13). Dieser Sachverhalt deckt sich mit vorangegangenen Messungen an dieser Zelllinie. Eine 

genauere Untersuchung zeigte, dass zwar Rosiglitazon, nicht aber Dexamethason die 
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Adiponektinsekretion im B-Protokoll zu steigern vermag (Abb. 7). Rosiglitazon ist ein 

pharmakologischer PPARγ-Antagonist. PPARγ ist Transkriptionsfaktor für Adiponektin und bindet 

in dessen Promotorbereich an PPRE76. Vergleichbare stimulierende Effekte konnten bereits in 

vitro169, in Tiermodellen170 und klinischen Studien171 nachgewiesen werden. In vivo zeigen PPARγ 

knock-out Mäuse erniedrigte Plasmaspiegel an Adiponektin172.  

Obwohl eine Steigerung der Adiponektinkonzentration im B-Protokoll unter Gabe des PPARγ- 

Antagonisten Rosiglitazon beobachtet werden konnte, gibt es Hinweise, dass sich dieser 

regulatorischer Effekt nicht nur auf Rosiglitazon beschränkt. So konnte in 3T3-L1-Zellen bei einer 

Gabe von Insulin, TNFa oder Dexamethason ein Abfall der Adiponektinexpression auf m-RNA-

Ebene gemessen werden 116. Vergleicht man die Sekretion der Zellen im Zustand „ohne Zusätze“ 

mit jener nach 48-stündiger Dexamethason-Inkubation, so kann in diesem Zellmodell auf 

Sekretionsebene kein inhibitorischer Effekt des Dexamethasons festgestellt werden (Abb. 7).  

Die von Fasshauer et al. in 3T3-L1 Zellen beschriebene Inhibition der Adiponektinexpression 

durch Insulin verhält sich entgegengesetzt zu der durch Insulin stimulierten Adiponektin-

sekretion im gleichen Zellmodell70.  In menschlichen Prädipocyten des SGBS-Modells, die zu 

reifen Adipozyten differenziert wurden, wurde zudem ein Abfall der Adiponektinexpression und –

sekretion nach Entzug des Differenzierungszusatzes Insulin beobachtet173.  

Vergleichbar mit der Regulation der IL-6-Sekretion handelt es sich hier sehr wahrscheinlich 

ebenfalls um mehrere regulatorische Komponenten seitens der Differenzierungszusätze, welche 

die Adiponektinsekretion beeinflussen. Die regulatorischen Eigenschaften der Differenzierungs-

zusätze auf die Adiponektinsekretion müssten daher ebenfalls noch genauer untersucht werden. 

 

 

4.2.2 Veränderte Adipozytokinsekretion nach Inkubation der Lipoproteine 

 

In den Versuchen wurde gezeigt, dass eine Inkubation mit oxidierten VLDL-Partikeln  in 

subphysiologischen Konzentrationen von jeweils 0,1mg/ml die IL-6-Sekretion zu steigern vermag 

(Abb. 14). Der Zusatz oxidierter LDL-Partikel führte in Anbetracht der IL-6-Sekretion zu 

uneindeutigen Ergebnissen (Abb. 10). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Oxidierung 

der Lipoproteine weder einen Einfluss auf das IL-6, noch auf das 

Adiponektinsekretionsverhalten, zu haben scheint (Abb. 13,14). Da die Adipositas mit erhöhten 

oxidativen Stressmarkern wie auch oxidierten Lipoprotinen einhergeht119-121,123, wäre hier ein 

unterschiedliches Sekretionsverhalten zu erwarten gewesen. Mit diesen Untersuchungen konnte 

jedoch gezeigt werden, dass die in Fettgewebe vorhandenen Makrophagen die Modifizierung 

von Lipoproteinen durchaus induzieren könnten. Allerdings hat dies nur eine untergeordnete 

Rolle für die adipozytäre Adipozytokinsekretion. 
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Der Anstieg der IL-6 Sekretion unter Inkubation mit oxidierten wie auch nicht oxidierten VLDL- 

Partikel ging mit einem Anstieg der intrazellulären Triglyceridkonzentration von durchschnittlich 

ca. 20% gegenüber dem Standardprotokoll einher (Abb 19). Da in vorangegangenen 

Experimenten mit diesem Zellmodell eine stabile Expression der LPL an den Tagen 14 und 21 

der Differenzierung nachgewiesen wurde, ist es sehr wahrscheinlich, dass der Anstieg der 

intrazellulären Triglyceride nach Inkubation mit VLDL-Partikeln direkt auf dessen Abbau durch 

LPL und anschließender Aufnahme der FS verursacht wird. Diese Ergebnisse legen die 

Vermutung nahe, dass ein Anstieg der intrazellulären Lipidkonzentration im Adipozyten, wie es 

auch im Verlauf der Adipositas der Fall ist, direkt zu einem Anstieg der IL-6-Sekretion führt.   

Die unterschiedliche Reaktion auf die Lipoproteine LDL und VLDL wirft jedoch die Frage auf, 

warum nur eine Inkubation mit VLDL die IL-6-Sekretion eindeutig zu steigern vermag.  Dies gilt 

insbesondere in Anbetracht der regulatorischen Eigenschaften des Cholesterins (4.3.3), dessen 

Anteil in den LDL-Partikel wesentlich höher liegt als in VLDL.  

Eine mögliche Erklärung könnte die in vorangegangenden Experimenten nachgewiesene 

Expressionsabnahme des LDLR mit fortlaufender Differenzierung in diesem Zellmodell darstellen. 

Aus diesem Grund konnte im Laufe der Differenzierung mittels radioaktiver Markierung der 

Lipoproteine eine sinkende Aufnahme der LDL gezeigt werden154. Hinzu kommt, dass VLDLR mit 

fortlaufender Differenzirung in Adipozyten des hMSC-Tert-Modells auf Proteinebene verstärkt 

exprimiert wird. Auch in sich differenzierenden 3T3-L1-Zellen wurde eine Zunahme des VLDLR 

gemessen174. Die VLDLR-Expression wird in 3T3-L1-Zellen durch den Differnezierungzusatz 

Dexamethason stimuliert175. 

Der VLDL-Rezeptor gehört zur Familie der LDLR und weist in seiner Struktur eine hohe 

Homologie zum LDLR auf. VLDLR wird insbesondere im Muskel- und Fettgewebe, jedoch nur zu 

geringem Anteil im Lebergewebe, exprimiert176. VLDLR bindet apoE177, welches unter anderem 

in VLDL zu finden ist. Neben ApoE bindet VLDLR auch direkt die LPL178. Bei Überexpression von 

VLDLR wird die Aufnahme zum Beispiel von Chylomikronenremnants erhöht179. 

Bei Abwesenheit von VLDLR kommt es in VLDLR knock-out  Mäusen zu einer reduzierten 

Fettgewebsmasse und zu verkleinerten Adipozyten180. Die Funktion der Adipozyten bleibt hierbei 

jedoch intakt. Ebenso treten keine Anomalien in der Zusammensetzung der Lipoprotein-

fraktionen auf.  In weiterführenden Experimenten an diesen Mäusen konnte zudem gezeigt 

werden, dass diese Mäuse, verglichen zum Wildtyp, bei einer 17-wöchigen high-fat, high calorie 

-Diät (HFC) eine verminderten BMI, eine verbesserte Glukoseaufnaheme im Glukosetoleranztest 

und auch insgesamt verminderte Glukose- und Insulinkonzentrationen im Plasma aufwiesen. 

Selbst nach einer Kreuzung mit ob/ob Mäusen zu VLDLR -/- ob/ob -Mäusen konnte die 

Abwesenheit des VLDL-Rezeptors die genetische Prädisposition der Mäuse hin zur Fettleibigkeit 

im Vergleich zu VLDLR +/+ ob/ob deutlich verringern181. 
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In Anbetracht der hier in vitro durchgeführten Experimente ist es somit wahrscheinlich, dass 

eine zunehmende Expression des VLDLR im Laufe der Differenzierung zu vergrößerten und auch 

zu triglyceridreicheren Adipozyten nach Inkubation mit VLDL führt. Weiterhin fraglich bleibt 

jedoch, ob die erhöhte IL-6-Sekretion direkt auf den Anstieg intrazellulärer Triglyceride 

zurückzuführen ist oder ob die Zusammensetzung der unterschiedichen Lipide im VLDL-Partikel 

die Adipozytokinsekretion reguliert (4.2.4). Hier bedarf es weiterer Untersuchungen, die die 

Zusammensetzung der Lipide im VLDL-Partikel einschließen. 

Die Adiponektinsekretion verhielt sich nach Inkubation mit oxidierten, wie auch nicht oxidierten 

VLDL, entgegengesetzt zur IL-6 Sekretion (Abb. 13).  Es kam zu einem deutlichen Abfall der 

Sekretion nach Lipoproteininkubation sowohl an Tag 14, als auch Tag 21 der Differenzierung, 

jeweils unter Gabe und Entzug der Differnzerierungszusätze vor dem Messzeitpunkt.  

In vivo geht die Adipositas mit einem Abfall der Spiegel an Adiponektin einher109. Die Adipositas 

ist unter anderem durch eine Zunahme der Adipozytengröße und somit dessen Triglyceridgehalt 

verbunden107. In den hier durchgeführten Experimenten konnte stets ein Anstieg der 

intrazellulären Triglyceridkonzentration von Tag 14 zu Tag 21 beobachtet werden. Dieser 

Anstieg ging mit einer Zunahme der Adiponektinsekretion einher. Da Adiponektin ein Marker des 

reifen Adipozyten darstellt, sollte die Zunahme der Adiponektinsekretion in Korrelation mit 

ansteigenden intrazellulären Triglyceriden nicht als ein pathologischer Vorgang, sondern als 

physiologischer Reifungsprozess der Adipogenese verstanden werden.  

Die Inkubation mit VLDL-Partikeln, welche aus normolipämischem Plasma isoliert wurden, 

führte, wie bereits erwähnt, an beiden Tagen im Vergleich zum Standardprotokoll zu einem 

Anstieg der intrazellulären Triglyceride (Abb. 18). In Korrelation zu diesem Anstieg kam es 

jedoch zu einem drastischen Absinken der Adiponektinsekretion. Dies wirft die Frage auf, auf 

welche Weise der Anstieg der intrazellulären Triglyceride zu einer erniedrigten 

Adiponektinsekretion führte oder ob dies überhaupt direkt in Zusammenhang mit der 

Adiponektinsekretion zu bringen ist. Diese Fragen können anhand dieser Daten noch nicht 

beantwortet werden. Es ist jedoch bekannt, dass die unterschiedlichen Lipidklassen die 

Adipozytokine beeinflussen (4.2.4). 

Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die hier duchgeführte Inkubation mit 

Lipoproteinen nicht auf direktem Wege zu einer Absenkung der Adiponektinsekretion führte. So 

konnte in 3T3-L1-Zellen gezeigt werden, dass die Expression von Adiponektin über den JNK- 

Signaltransduktionsweg, welcher durch das inflammatorische Zytokin TNFα stimuliert wird, 

inhibiert wird182. Eine Inhibition der Adiponektinsekretion durch inflammatorische Zytokine, wie 

TNFα oder IL-6, wurde auch in anderen Arbeitsgruppen beobachtet115. Ein Entgegenwirken 

inflammatorischer Prozesse durch Sulfatide führte gleichzeitig zu einer stark erhöhten 

Adiponektinexpression in isolierten humanen Adipozyten183. 
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In diesem Zellmodell ist eine Supprimierung der Adiponektinsekretion zumindestens durch IL-6 

wenig wahrscheinlich, da es bei einer Steigerung der IL-6-Sekretion durch Inkubation der Zellen 

mit Cholesterin zu keiner Senkung der Adiponektinsekretion kam (Abb. 15). Nicht 

ausgeschlossen werden kann jedoch, dass andere Cytokine wie TNFa vermehrt unter VLDL-

Inkubation ausgeschüttet und somit autokrin die Adiponektinsekretion supprimiert haben. Um 

eine autokrine Regulation der Adiponektinsekretion durch TNFα zu untersuchen, bedarf es 

weiterer Experimente. 

 

 

4.2.3 Steigerung der IL-6 Sekretion durch Cholesterin 

 

Es konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation der Zellen mit Cholesterin in subphysiologischer 

Konzentration von 10µg/ml die IL-6-Sekretion, jedoch nicht die Adiponektinsekretion, 

maßgeblich beeinflusst (Abb. 15,16). Es kam zu einem vielfachen Anstieg der IL-6-Sekretion, 

sowohl in An- wie auch in Abwesenheit des Dexamethasons. 

Dies legt die Vermutung nahe, dass ein erhöhter zellulärer Cholesteringehalt die Sekretion oder 

eventuell auch die Transkription von IL-6 erhöht. Es gibt Hinweise, dass Cholesterin und dessen 

Synthese mit der Synthese von IL-6 zusammenhängen. Da die Transkription von IL-6 durch 

synergetische Effekte der Transkriptionsfaktoren NF-IL6 und NF-κB hervorgerufen wird, stellt 

sich die Frage, inwiefern diese Transkritionsfaktoren und Cholesterin, bzw. dessen Vorstufen, 

miteinander agieren. 

In isolierten Präadipozyten, die unter ähnlichen Bedingungen wie die hier genutzte Zelllinie 

differenziert wurden, konnte gezeigt werden, dass eine Inhibition der Cholesterinsynthese durch 

den pharmakologischen HMG-CoA-Reduktase Inhibitor Cerivastatin sowohl die Transkription auf 

m-RNA Ebene, als auch die Sekretion des reifen Adipocyten an IL-6 wesentlich reduziert184. Eine 

zusätzliche Inkubation mit Zwischenstufen der Cholesterinbiosynthese, Mevalonat und 

Geranylgeranylpyrophosshat (GGPP), konnte den inhibitorischen Effekt des Statins in Bezug auf 

die IL-6-Sekretion wieder aufheben. Aus dieser Tatsache heraus wurde postuliert, dass die 

Reduktion dieser Zwischenstufen, welche für die posttranskriptionale Modifizierung der sog. Ras- 

und Rho-Proteine nötig sind, die ihrerseits wiederum NF-κB aktivieren, eine verminderte IL-6- 

Sekretion zur Folge hat. 

Dieser Effekt konnte zuvor auch in glatten Muskelzellen, Monocyten und Endothelzellen 

beobachtet werden185,186. Auch in vivo konnte gezeigt werden, dass bei einer Behandlung 

adipöser Patienten mit dem HMG-CoA Reduktase Inhibitor Atorvastatin die Spiegel an IL-6 

unabhängig von TNFα deutlich gemindert wurden187. 
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Der Umstand, dass die Vorstufen der Cholesterinbiosynthese über Umwege die IL-6-

Transkription erhöhen, erklärt jedoch nicht, warum eine Inkubation der Zellen mit Cholesterin 

die IL-6- Sekretion steigert. Dies gilt insbesondere in Anbetracht der Tatsache, dass die 

endogene Cholesterinproduktion der Zelle negativ rückkoppelnd durch ihr Endprodukt, 

Cholesterin, inhibiert wird. 

Es ist jedoch bekannt, dass Cholesterin als Signalmolekül innerhalb der Zelle interagiert. So 

inhibiert es beispielsweise die Aktivierung von SREBP-1a und -2, um auf diesem Wege die 

zelluläre Cholesterinbiosynthese zu regulieren. Direkte Interaktionen von Cholesterin und den 

Transkriptionsfaktoren NF-κB und NF-IL6 der Zytokintransskription sind jedoch nicht bekannt. 

Ebenso gibt es keine wissenschaftlichen Erkentnisse, ob sterol responsive elements in 

Promotorregionen für Interleukine agieren. 

Einige Hinweise bezüglich molekularer Regulationsmechanismen des Cholesterins auf die IL-6 -

Sekretion könnten aus Untersuchungen an Makrophagen herangezogen werden. Es ist bekannt, 

dass Makrophagen Cholesterin aus cholesterinreichen Lipoproteinen, insbesondere oxidierte 

LDL, aufnehmen und speichern. Dieser nicht negativ auf die Cholesterinaufnahme 

rückgekoppelte Prozess führt subendothelial in den Gefäßen zur Bildung sog. Schaumzellen, die 

sich zum arteriosklerotischen Plaque formieren und unter Entzündungsvorgängen in die 

Apoptose eintreten188. Kürzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass nicht nur der apoptotische 

Prozess an sich zur Ausschüttung der inflammatorischen Zytokine führt, sondern dass freies 

Cholesterin (free cholesterol (FC)) bereits in den Makrophagen, die Produktion und Sekretion  

wie IL-6 oder TNFα, verursacht. In den Makrophagen führt die Erhöhung des FC zu einer 

Überladung der normalerweise cholsterinarmen ER-Membran. Es kommt durch Beeinträchtigung 

der sarcoplasmic-endoplasmic reticulum calcium ATP-ase (SERCA) zu Veränderung des 

Calciumgleichgewichts189. Diese Veränderung in der Membran führt in der Zelle zum sog. er-

stress, der sich in einer Aktivierung mehrerer Signaltransduktions-wege zeigt. Sie werden unter 

dem Begriff unfolded protein response (UPR) zusammengefasst. Es konnte gezeigt werden, dass 

dieser Vorgang sowohl zu einer Aktivierung von NF-κB, als auch JNK führt, und somit die 

Expression und Sekretion von IL-6 und TNFα steigert190. Dabei kam es nach FC-Beladung zeitlich 

gesehen zuerst zur Erhöhung der TNFα-Sekretion, was jedoch eine autokrine Stimulation der IL-

6-Sekretion durch TNFα nicht ausschließt. Eine Inhibition des Cholesterintransportes zum ER ließ 

diesen Cholesterineffekt auf die IL-6- und TNFα-Sekretion verschwinden. Es bleibt also zu 

überprüfen, ob derartige regulatorische Einflusse des Cholesterins auch für den Adipozyten 

gelten. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen, um sowohl die Veränderungen des zellulären 

Cholesteringehalts näher zu untersuchen, als auch die hierauf folgende Aktivierung von NF-κB 

und JNK im Zusammenhang mit der IL-6-Expression und -sekretion darzustellen 
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4.2.4 Regulation durch Fettsäuren 

 

Ein erhöhter Spiegel an FFA im Plasma ist ein typisches Charakteristikum adipöser Patienten, bei 

denen sich eine Insulinresistenz entwickelt. Hintergrund ist der verminderte Insulinreiz. Durch 

ihn werden weniger Fettsäuren im peripheren Gewebe aufgenommen, die Sekretion in der Leber 

wird erhöht und die Lipolyse im Fettgewebe wird, verstärkt durch TNFα, gesteigert.  

Die in diesem Versuch eingesetzte Ölsäure (C18H34O2) führte jedoch weder an Tag 14, noch an 

Tag 21, anders als erwartet, zu einer signifikanten Steigerung der IL-6-Sekretion oder zu einer 

verminderten Adiponektinsekretion (Abb. 15,16). 

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Inkubation von 3T3-L1-Zellen mit bestimmten 

Fettsäuren in physiologischen Konzentrationen das Adipozytokinmuster beeinflusst. So wurde 

gezeigt, dass Palmitat (C16H31O2) die Expression von IL-6 in 3T3-L1 Zellen, durch Aktivierung 

von NF-κB, erhöht. Nach Inkubation mit anderen Fettsäuren, zum Beispiel mit Laurinsäure 

(C12H23O2) oder Docohexaensäure (C22H3202), konnte hingegen kein stimulierender Effekt in 

diesem Zellmodell nachgewiesen werden191. Eine Steigerung der IL-6-Sekretion durch Palmitat 

wurde zuvor bereits in Muskelzellen demonstriert192. Im Gegenteil dazu können mehrfach 

ungesättigte Fettsäuren (poly unsaturated fatty acids, PUFA), wie Docohexaensäure oder 

Eicosapentaensäure (C20H30O2) in vivo, bei sehr fetthaltiger Diät, die Adiponektinsekretion des 

Fettgewebes steigern193. Auch eine erhöte Aufnahme an konjugierter Linolensäure führt in vivo 

zu erhöhten Adiponektinspiegeln im Plasma194. 

In db/db Mäusen führt eine an mehrfach ungesättigten Fettsäuren reiche Diät sogar zum 

völligen Rückgang der Makrophageninfiltration im Fettgewebe. Gleichzeitig sank im Adipozyten 

die Aktivität der JNK. Gegenüber anderen fetthaltigen Diäten mit ungesättigten Fettsäuren kam 

es nicht zum Absinken der Adiponektinkonzentration im Plasma195. 

Somit besteht die Möglichkeit, dass nur bestimmte Fettsäuren in der Lage sind, die IL-6- oder 

Adiponektinsekretion zu beeinflussen. In Anbetracht dessen, dass mehrfach gesättigte 

Fettsäuren in der Lage sind, die IL-6-Sekretion in vivo zu hemmen97, dürfte dies Rückschlüsse 

darauf zulassen, in wieweit die Zusammensetzung der Nahrungslipide den inflammatorischen 

Status des Fettgewebe, wie auch die Sekretion der Adipozytokine, bestimmt. Zur Bestätigung 

einer solchen Hypothese müssten umfangreiche Versuche mit unterschiedlichen FFS, wie auch 

unterschiedlich zusammengesetzten Lipoproteinen, durchgeführt werden. 

 

 

 

 

http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Eicosapentaens%E4ure.html


Diskussion 

  70 

4.3 Ausblick: Bedeutung der Regulationsmechanismen 

 

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse weisen auf eine eindeutige Beteiligung des 

Lipoproteinstoffwechsels, sowie des Cholesterinstoffwechsels, an der Regulation der 

Adipozytokine hin. In anderen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass sowohl 

unterschiedliche Lipidklassen, wie Triglyceride und Cholesterin, einen Einfluss auf die 

Adipozytokine haben, als auch, dass der in reifen Adipozyten exprimierte VLDLR einen 

wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung der Adipositas zu haben scheint.    

Würde man die Ergebnisse dieser Arbeit auf die Situation in vivo anwenden, so könnte die 

Zusammensetzung unterschiedlicher Lipide in Lipoproteine, wie auch der mit der Nahrung 

aufgenommene Cholesteringehalt, für den Verlauf der Adipozytokinsekretion in Korrelation mit 

dem zellulären Triglyceridgehaltes bei der Entwicklung der Adipositas von großer Bedeutung 

sein. 

 

Da eine Abwesenheit des VLDLR in vivo vor Fettleibigkeit und folglich auch vor Insulinresistenz 

schützt, bedarf es in diesem Zellmodell genauerer Expressionsanalysen in Korrelation mit den 

Auswirkungen auf die Adipozytikinsekretion nach Lipoproteininkubation. In diesen Experimenten 

könnten Lipoproteine zum Einsatz kommen, die Probanden entnommen wurden, die sich zuvor 

einer Diät aus gesättigten oder mehrfach ungesättigten Fettsäuren unterzogen haben, um auf 

diese Weise Hinweise auf die Auswirkung unterschiedlich zusammengesetzter Lipoproteine zu 

erhalten. Zudem sollten die Auswirkungen spezieller Fettsäuren, wie Docohexaensäure oder 

Eicosapentaensäure, auf die Adiponektinsekretion untersucht werden. Auch hier müsste 

ausgeschlossen werden, ob eine Inhibition der inflammatorischen Zytokine durch diese PUFAs 

Abbildung 25: Hypothese zur Entwicklung der Adipozytokinsekretion im Zusammenhang 
mit dem Lipid- und Cholesterinstoffwechsel 

Anhand der durchgeführten Experimente wurde gezeigt, dass im Laufe der Differenzierung die 
Adiponektin- und IL-6-Sekretion zunimmt. In Anbetracht einer sich entwickelnden Adipositas könnten 

in vivo höhere Spiegel an Cholesterin und Triglyceridreichen Lipoproteinen (TRL), wie VLDL, die 

Entwickulung des Plasma-Adiponektins (p Adiponektin) und des Plasma-IL-6 (p IL-6) verschärfen. 

http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Eicosapentaens%E4ure.html
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ein Grund für den Anstieg der Adiponektinsekretion ist, oder ob es auf Signaltransduktionsebene 

zur direkten Stimulation des Adiponektins kommt.   

In weiteren Experimenten könnte die Messung der intrazellulären Cholesterinkonzentration, in 

Korrelation mit Markern der inflammatorischen und IL-6 regulierenden IKK- und JNK-Signal-

transduktionswege, im Mittelpunkt stehen. Diese Experimente sollten unbedingt eine Messung 

des TNFα auf Sekretions- und Expressionebene einschließen, da dieses Cytokin eine starke 

autokrine Regulation sowohl auf IL-6, als auch Adiponektin zu haben scheint. 
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4.5 Zusammenfassung 

 

Mit dieser Arbeit sollten regulatorische Aspekte der Adipozytokinsekretion bei sich zu Adipozyten 

differenzierenden hMSC-Tert Zellen untersucht werden. Es konnte eine erfolgreiche 

Differenzierung anhand histologischer Kriterien und des Expressionsprofils nachgewiesen 

werden. 

Die in dieser Arbeitsgruppe zuvor beschriebene gegenläufige Adipozytokinsekretion, unter Gabe 

und Entzug der Differenzierungszusätze, wurde genauer charakterisiert. Dexamethason 

supprimiert in differenzierten hMSC-Tert-Zellen die Interleukin-6-Sekretion, während die 

Adiponektinsekretion, und höchstwahrscheinlich auch Adiponektinexpression, durch den PPARγ 

Antagonisten Rosiglitazon gesteigert wird. Weitere Einflüsse der Differenzierungsfaktoren sind 

jedoch nicht auszuschließen und bedürfen detaillierterer Untersuchungen. Nach Inkubation von 

VLDL-Partikeln in subphysiologischer Konzentration, konnte ein Anstieg der intrazellulären 

Lipidkonzentration gemessen werden. Gleichzeitig kam es zu einem Absinken der 

Adiponektinsekretion, wie auch zu einem Anstieg der Interleukin-6-Sekretion. Auch auf 

Expressionsebene kam es zu einer Supprimierung des Adiponektins durch die Inkubation mit 

VLDL- und oxidierten VLDL-Partikeln. Die Oxidierung der Lipoproteine, die in adipösen Menschen 

vermehrt nachzuweisen, und wahrscheinlich auf eine erhöhte Inflammation im Fettgewebe 

zurückzuführen ist, führte anders als erwartet zu einem verstärkten Anstieg der Interleukin-6-, 

sowie zu einer verstärkten Reduktion der Adiponektinsekretion. Nach Inkubation mit Cholesterin, 

in ebenfalls subphysiologischer Konzentration, kam es interessanterweise, zu einem starken 

Anstieg der Interleukin-6-Sekretion, sowohl nach Gabe, als auch nach Entzug des 

Dexamethasons. Die Adiponektinsekretion wurde dabei nicht beeinflusst. 

Hier bedarf es weiterer Untersuchungen, um Veränderungen des Adipozytokinmusters, bei 

variablen Inkubationszeiten und Konzentration der Lipoproteine, zu erheben. Insbesondere 

sollten die Zusammensetzung der Lipidklassen in den Lipoproteinen, Untersuchungen der 

Cholesterolaufnahme und dessen intrazelluläre Konzentration, in Korrelation mit der Interleukin- 

6-Sekretion und –Expression, im Vordergrund stehen. Diese Untersuchungen werden dann dazu 

beitragen, die gegenseitige Regulation zwischen Lipidstoffwechsel und Adipozytokinsekretion 

besser zu verstehen.
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