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1 Arbeitshypothese und Fragestellung 

1.1 Arbeitshypothese 
 

Patienten mit Typ-2-Diabetes sind von vielen Spätschäden bedroht. Sie leiden oft 

frühzeitig unter Atherosklerose. Die Atherosklerose wird heute als inflammatorische 

Erkrankung verstanden [1], für die Adipositas ein wesentlicher Risikofaktor ist. [2][3] 

Obwohl das Fettgewebe schon lange mit Diabetes mellitus, dem metabolischen 

Syndrom und der Atherogenese in Verbindung gebracht wird, zeigen erst neuere 

Erkenntnisse, dass ihm auch eine Funktion als endokrines Organ zukommt [4][5]. Vom 

Fettgewebe werden eine Reihe von Proteinen, die sog. Adipokine, sezerniert. Zu ihnen 

zählen u.a. IL-6, TNF-α und VEGF [6][7][8][9], die als proinflammatorische Zytokine 

für die Atherosklerose-Entstehung mitverantwortlich gemacht werden. [10] Das 

Adipokin Adiponektin scheint dagegen antiinflammtorische und endothelprotektive 

Eigenschaften zu haben. [11] 

 

Das Medikament Erythropoietin (Epo) hat bekannte antiatherogene Eigenschaften. [12] 

[13] Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CNI), die aufgrund einer renalen 

Anämie routinemäßig mit Epo behandelt wurden, wiesen bei erhöhten Adiponektin-

Spiegeln ein erniedrigtes kardiovaskuläres Risiko auf. [14] Wir vermuten, dass Epo eine 

direkte Wirkung auf das Fettgewebe hat. Möglicherweise kann Epo über die Korrektur 

der renalen Anämie hinaus durch Beeinflussung der Adipokinproduktion zu einer 

Reduktion der Inflammation führen und auf diese Weise einen Schutzfaktor vor der 

Entstehung bzw. dem Fortschreiten der Atherosklerose darstellen. Vielleicht wäre in 

Zukunft ein potentieller Einsatz von Epo zur endothelprotektiven Therapie denkbar.  

1.2 Fragestellung 
 

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von (Erythropoietin) Epo auf die Adipokin-

Expression anhand viszeraler und subkutaner Fettgewebsproben von normal- und 

übergewichtigen Patienten in vitro zu untersuchen. Folgende Adipokine wurden 

untersucht: Adiponektin, TNF-α, IL-6, und VEGF. 
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2 Einleitung 

 

Von Diabetes mellitus sind in Deutschland ungefähr 8% der Bevölkerung betroffen.  

Ca. 95% dieser Patienten leiden an einem Typ-2-Diabetes.  

 

Dieser Erkrankung liegt eine Insulinresistenz der insulinabhängigen Gewebe zugrunde, 

die erhöhte Insulinspiegel für die zelluläre Glukoseverwertung erforderlich machen. 

Diese Hyperinsulinämie führt zur Downregulation der Insulinrezeptoren und durch 

Steigerung des Hungergefühls zu Adipositas, was die Insulinresistenz weiter verstärkt. 

Später nimmt die Insulinsekretion der β-Zellen des Pankreas progredient ab, wodurch 

sich ein zunehmender Insulinmangel entwickelt. Die eingeschränkte Insulinsektion und 

die Insulinresistenz führen zum Vollbild des Diabetes. 

 

Der Diabetiker ist von vielen Spätschäden, die vor allem durch Mikro- und 

Makroangiopathien hervorgerufen werden, bedroht. Die diabetesspezifischen 

Mikroangiopathien, bei denen es zur Verdickung der kapillären Basalmembran kommt, 

führen zu Glomerulosklerose, Retinopathie, Neuropathie und neuropathischem 

diabetischen Fuß sowie an den Koronararterien zur small vessel disease. Die 

makroangiopathischen Veränderungen sind nicht diabetesspezifisch. Jedoch tritt die 

Arteriosklerose der großen und mittleren Arterien bei Diabetikern schon frühzeitig auf 

und schreitet schneller voran als bei nichtdiabetischen Patienten. Für Diabetiker ist das 

Risiko einer Arteriosklerose an Koronar-, Hirn- und peripheren Arterien 2 bis 4 mal 

höher im Vergleich zur übrigen Bevölkerung. [15] 

 

Die Begriffe Arteriosklerose und Atherosklerose werden im Deutschen häufig synonym 

verwendet. Im Englischen ist arteriosclerosis der Oberbegriff für degenerative 

Veränderungen der Arterienwand, dessen häufigste Manifestationsform die 

Atherosklerose ist. Laut WHO ist Atherosklerose als variable Kombination von 

Veränderungen der Intima, bestehend aus einer herdförmigen Ansammlung von 

Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe 

und Kalziumablagerungen, verbunden mit Veränderungen der Arterienmedia definiert. 

Jede Arterie kann von Atherosklerose befallen sein. Am häufigsten manifestiert sie sich 
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an den Koronararterien, den hirnversorgenden sowie den peripheren Arterien. Sie kann 

am Herzen zur Angina Pectoris bzw. zum Myokardinfarkt, an den Hirnarterien zum 

Schlaganfall (bzw. TIA/PRIND) und peripher zu Claudicatio intermittens und Gangrän 

führen.  

 

Ebenso wie Diabetes wird Atherosklerose heute als eine inflammatorische Erkrankung 

verstanden. [16][17][18] Nach der Common-soil-Hypothese entwickeln sich beide 

Erkrankungen auf dem metabolischen Syndrom verbunden mit subklinischer 

chronischer Inflammation. [19] Nach der Response-to-injury-Hypothese kommt es bei 

der Atheroskleroseentstehung aufgrund mechanischer, chemischer, immunologischer 

oder toxischer Einflüsse zu einer Schädigung des Endothels. Die resultierende 

endotheliale Dysfunktion führt zu einer vermehrten Expression von 

Adhäsionsmolekülen an endothelialen Zellen, die die Adhäsion und Invasion von 

Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten in die Intima ermöglichen. Darüber 

hinaus kommt es zu einer Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen. Durch 

Lipidaufnahme der Makrophagen kommt es zur Bildung von Schaumzellen. Diese 

bilden zusammen mit den T-Lymphozyten und glatten Muskelzellen die fatty streaks, 

aus denen sich die für die Atherosklerose typischen  Plaques entwickeln können.  

 

Als ein Risikofaktor für Atherosklerose gilt vor allem die viszerale Adipositas. 

Insbesondere in Kombination mit gestörtem Kohlenhydratstoffwechsel (z.B. 

Insulinresistenz oder Diabetes mellitus), Hypertriglyzeridämie und arteriellem 

Hypertonus (beim sog. metabolischen Syndrom) besteht hohe Atherogenität. Obwohl 

Fettsucht als Risikofaktor für Atherosklerose seit langem bekannt ist, zeigen erst neuere 

Erkenntnisse, dass dem Fettgewebe auch eine bedeutende Rolle als endokrines Organ 

zugesprochen werden kann. Es dient nicht nur der Speicherung von Triglyzeriden als 

Energiereserven, sondern produziert und sezerniert darüber hinaus auch eine Reihe von 

Proteinen, die sog. Adipokine. [7][4][5] Verschiedene Adipokine beeinflussen die 

Entstehung einer Atherosklerose. [7][20] Zu ihnen zählen Adiponektin, VEGF, IL-6 

und TNF-α. [7][8][9][20] Die Stoffwechselaktivität variiert je nach Lokalisation des 

Fettgewebes. Man unterscheidet insbesondere das viszerale und das subkutane 

Fettgewebe. [21][22] Das viszerale Fettgewebe setzt mehr proinflammatorische 

Adipokine frei. [23] Die Höhe der einzelnen Adipokinkonzentrationen hängt mit der 
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Menge des Gesamtkörperfettes zusammen. [7] Während die Adiponektinexpression mit 

steigendem BMI sinkt, ist die Konzentration der übrigen bekannten Adipokine 

proportional zum Gesamtkörperfett. [7][23]  

 

Das Adipokin Adiponektin (ADPN) wird ausschließlich in Adipozyten exprimiert. [24] 

Es ist ein aus 244 Aminosäuren bestehendes Protein, das Homologien zu Kollagen VIII 

und X sowie Komplementfaktor C1q aufweist [24], weswegen es auch adipocyte 

complement-related protein (Arcp 30) genannt wird [7][25]. Es liegt in hoher 

Konzentration im Plasma vor (2-25µg/ml). [24] Die Plasmakonzentration ist bei 

Adipösen niedriger als bei Normalgewichtigen [26]. Man vermutet, dass die 

verminderte Adiponektinkonzentration bei übergewichtigen Patienten eine Rolle bei der 

Atherogenese spielt. [24] Neuere Untersuchungen an Frauen haben gezeigt, dass 

niedrige Adiponektinkonzentrationen stärker mit KHK als mit Übergewicht korrelieren. 

[27] Adiponektin scheint antiatherosklerotisch zu wirken, indem es die Expression von 

endothelialen Adhäsionsmolekülen hemmt. [11] Patienten unter EPO-Therapie haben 

höhere Plasmaadiponektinkonzentrationen als unbehandelte Patienten. [14][28] 

 

VEGF (auch VEGF-A genannt) gehört zur VEGF-Familie und gilt als Hauptregulator 

von Angiogenese und vaskulärer Permeabilität. [29] VEGF steht für vascular 

endothelial growth factor. Neben dem Fettgewebe wird das Zytokin VEGF auch in 

nahezu allen anderen durchbluteten Geweben exprimiert. [6] Die VEGF mRNA-

Expression wird durch Hypoxie induziert. [30] Man vermutet, dass VEGF über 

proinflammatorische und angiogene Mechanismen eine Rolle bei der Atherogenese 

spielt. [6] 

 

Interleukin-6 (IL-6) und TNF-alpha gehören zu den proinflammatorischen Zytokinen.  

IL-6 gehört zur Familie der 20kDa Polypeptid-Zytokine, das von einer Reihe 

verschiedener Zellen wie Fibroblasten, Adipozyten, Monozyten und Endothelzellen 

sezerniert wird [8], wovon ca. 10% auf das Fettgewebe fallen [7]. Es spielt eine Rolle in 

der Immunabwehr, Hämatopoese und Akuten-Phase-Reaktion. [31] 
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TNF-α gehört zur TNF Ligand Superfamily. TNF- α steht für tumour necrosis factor-α. 

Es wird von Adipozyten sowie einer Vielzahl weiterer Zellen wie Endothelzellen, 

Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyten sezerniert. [7]  

 

Sowohl die IL-6- als auch die TNF-alpha-Konzentrationen sind bei Adipositas erhöht. 

[8][24] Beide Zytokine spielen eine Rolle bei der Insulinresistenz. [7]  Man nimmt an, 

dass sie auch eine Rolle bei der Atherogenese spielen. [7][8] Sowohl erhöhte IL-6-

Spiegel als auch erhöhte TNF-α-Spiegel gehen mit erhöhter kardiovaskulärer Mortalität 

einher. [7][32]  

 

Ein Medikament mit bekannten antiatherogenen Eigenschaften ist Erythropoietin (Epo). 

[12] Es wird routinemäßig zur Behandlung von renaler Anämie bei chronischer 

Niereninsuffizienz (CNI) eingesetzt. Diese Patienten haben ebenfalls ein erhöhtes 

Risiko für Atherosklerose. Eine Epo-Behandlung senkt ihr Risiko für ein 

kardiovaskuläres Ereignis und auf diese Weise auch die Mortalität. [12][33] Es gibt 

Hinweise darauf, dass dies nicht allein auf die Minderung der Anämie zurückzuführen 

ist. [12][34][35] Die Epo-Wirkung beschränkt sich dabei nicht auf hämatopoetische 

Zellen, sondern erstreckt sich auch auf andere periphere Zellen. [34][36][37] 

Untersuchungen einer italienischen Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass eine Therapie mit 

Epo neben der Minderung des kardiovaskulären Risikos auch zu erhöhten Adiponektin-

Spiegeln führt. [14] 

 

Erythropoietin (Epo) ist ein 30,4 kDa großes Glykoprotein, das hauptsächlich in der 

Niere gebildet wird. Es dient dazu, die Hämoglobinkonzentration des Blutes im 

Normbereich zu halten bzw. nach Hämorrhagie wieder anzuheben. Bei sinkendem 

Hämoglobinspiegel während einer unkomplizierten Anämie kommt es zu einem 

exponentiellen Anstieg des Epo-Spiegels, wobei der O2-Gehalt im Gewebe die 

kontrollierende Größe ist. [38] Epo führt über eine negative Rückkopplung zur 

Verhinderung von Apoptose und auf diese Weise zu einer gesteigerten Erythropoese, 

wodurch es zu einem Anstieg des Hkt-Wertes kommt und damit zu einer Erhöhung der 

Sauerstoffkapazität. 
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Die unter Epo-Behandlung erhöhten Konzentrationen des Adipokins Adiponektin in 

einer Studie lassen vermuten, dass Epo auch eine direkte Wirkung auf das menschliche 

Fettgewebe hat. Möglicherweise kann Epo die Expression verschiedener Adipokine 

beeinflussen. Die Bedeutung der Adipokine bei der Atherogenese und die Senkung des 

Atheroskleroserisikos unter Epo-Therapie führen zu der Frage, ob Epo durch 

Beeinflussung der Adipokinexpression die Atherosklerosebildung günstig beeinflussen 

kann. Möglicherweise kann Epo über eine Veränderung der Adipokinexpression im 

Fettgewebe die Inflammation reduzieren und auf diese Weise der Atherosklerose 

entgegenwirken. Denkbar wäre neben einer erhöhten Expression des 

antiinflammatorischen und endothelprotektiven Adipokins Adiponektin ebenfalls eine 

Reduktion inflammatorischer Adipokine wie TNF-α, IL-6 und VEGF unter dem 

Einfluss von Epo.  

 

Ziel dieser Arbeit war es, anhand viszeraler und subkutaner Fettgewebsproben von 

normal- und übergewichtigen Patienten den Einfluss von Epo auf die Expression der 

Adipokine Adiponektin, IL-6, TNF-α und VEGF zu untersuchen. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material und Bezugsquellen 
 

Chemikalien: 

Produkt       Firma 

Aqua dest. 

c-DNA-Synthese-Kit      Invitrogen 

Chloroform       Merck   

DEPC (Diethyl Pyrocarbonate)    Sigma  

dNTP-Mix                                                                             Gibco BRL 

(100mM dCTP, 100mM dATP, 100mM dGTP, 100mM dTTP) 

DTT                                                                                       Invitrogen 

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (D-MEM) Gibco BRL 

(+1g/L D-Glucose +L-Glutamine +Pyruvate) 

Dulbecco’s PBS       Gibco BRL  

Ethanol absolut                            Merck 

FBS (fötales Rinderserum)     Gibco BRL  

Hepes 1M                             Invitrogen  

Isopropanol       Fluka  

L-Glutamin        Gibco BRL  

LightCycler Kit-FastStart DNA Master  SYBR Green I Roche 

MgCl2                                                                                    Invitrogen 

NeoRecormon® (Epoetin beta)                                             Roche 

Penicillin-Streptomycin                                                         Invitrogen 

Random Hexamer                                                                  Invitrogen 

RNase H                                                                                 Invitrogen 

RNase out                                                                               Invitrogen 

RT-Puffer (PCR-MgCl2)                                                        Invitrogen 

Superscript II RT                                                                    Invitrogen 
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SYBR-Premix                                                                         Takara 

 

 

Primer:       MWG Biotech AG 

 

Gen                 Primersequenzen                  Effizienz                       Produkt    

                         forward und  reverse                                                   BP       MT 

       (°C) 

S27                5´-CCA GGA TAA GGA AGG AAT            1,81                    319      82,8 

                          TCC TCC TG-3´ 

                      5´-CCA GCA CCA CAT  TCA TCA  

                          GAA GG-3´ 

Adiponektin  5´-GGA GCT GTT CTA CTG  CTA-3´        1,78                    215       89,7 

                      5´-GGA CCA ATA AGA CCT GGA-3´ 

VEGF            5´-AGA AGG AGG AGG GCA GA-3´         3,51                   202       86,4 

                      5´-CCT CAG TGG GCA CAC A-3´ 

TNF-α           5´-GAA AGG ACA CCA TGA GCA-3´        2,16                   224       88,6 

                      5´-GAG AGG TCC CTG GGG AA-3´ 

IL-6               5´-GCC AGA GCT GTG CAG A -3´             1,69                   215       86,4 

                      5´-TGC CGA AGA GCC CTC A -3´ 

 

Verbrauchsmaterialien: 

 

Produkt     Firma 

6-Well-Platten                                               Sarstedt 

Einmal-Kunststoffpipetten                            Falcon BD 

Etiketten                                                        Apli 

Falcon-Röhrchen                                           Falcon BD 

Filter-tip Pipettenspitzen für PCR  Sarstedt  

Handschuhe                                     Hartmann  

LC Glaskapillaren    Roche 
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Petrischalen                                                   Sarstedt 

Phenolfeste Röhrchen               Plus 

Pipettenspitzen                                              Sarstedt 

Safe-Lock-Tubes (0,5ml)             Eppendorf 

Safe-Lock-Tubes (1,5ml)             Eppendorf 

Tissue                                                            Wepa 

UVetten                                                         Eppendorf 

 

Geräte: 

 

Produkt     Firma 

Abzug                                                            C+P Möbelsysteme  

Autoklav      Systec 

Eismaschine      Scotsman 

Heizblock Tri-Block DB-3    Techne 

Kühlblock für LC                                          Roche 

Kühlschrank      Liebherr 

LightCycler     Roche  

Magnetrührer/Heizplatte    IKAMAG  

Minizentrifuge                                               National Labnet CO. 

Photometer                                                    Eppendorf 

Pipetteboy                                                     Hirschmann Laborgeräte 

Pipetten für PCR    Eppendorf     

Pipetten für Westernblot   Gilson 

Relative Quantification Software 1.0  Roche 

Sicherheitswerkbank Klasse 2            Heraeus 

Spatel 

steriles Besteck (Pinzette, Schere) 

Termal Cycler Trio-Thermoblock  Biometra 

Tiefkühlschrank (-20°)                                  Liebherr 

Tiefkühlschrank (-80°C) IUF 8520   Romulus Holding 
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Ultra Turrax                                                   IKA-Werke 

Vortex                                                            Janke&Kunkel  IKA-Labortechnik 

Waage                                                            Mettler 

Zentrifuge                                                      Heraeus 

Zentrifuge                                                      Hettich 

 

 

3.2 Ethikantrag 
 

Die Studie wurde von der Ethikkommission genehmigt (OB-036/05).  

3.3 Molekularbiochemische Methoden 

3.3.1 Probengewinnung 

Intraoperativ wurde von 29 Patienten, die nach ausführlicher Aufklärung ihr 

schriftliches Einverständnis gegeben haben, subkutanes und/oder viszerales Fettgewebe 

entnommen (subkutan: n=25; viszeral: n=23). Keiner der Patienten litt an einer 

endokrinen Störung. Das mittlere Alter der Patienten betrug 58,52 Jahre (±13,11 Jahre). 

Der Body Mass Index war bei 12 der Patienten unter 25 kg/m2. 17 Patienten hatten 

einen BMI größer 25 kg/m2, davon waren 10 Patienten präadipös (BMI 25-30 kg/m2) 

und 7 adipös (BMI>30 kg/m2). Das Gewebe wurde sofort in ein 50 ml 

Kunststoffröhrchen mit Pufferlösung überführt und bis zur weiteren Verarbeitung auf 

Eis gehalten. 

3.3.2 Fettgewebekultur 

Alle Arbeitsschritte wurden unter der reinen Werkbank durchgeführt: 

Von dem entnommenen Fettgewebe wurden jeweils 1,2 g abgewogen und auf vier 

Wells einer mit Medium gefüllten 6-Wellplatte verteilt (300 mg Gewebe pro Well). Der 

Rest wurde verworfen. Es folgte die mechanische Zerkleinerung der Gewebeproben 

mittels steriler Pinzette und Schere. Das entnommene Fettgewebe wurde für 72 h bei 

37°C und 5% CO2 in Kultur gehalten. Als Kulturmedium wurde pro Well 3 ml steriles 
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Dulbecco´s modified Eagle´s medium (D-MEM) + 1000 mg/l Glucose + L-Glutamine + 

Pyruvate der Firma Invitrogen mit dem Zusatz von 10 ml 1M Hepes-Puffer, 5 ml 

Penicillin/Streptomycin und 50 ml FCS verwendet. Alle 24 Stunden erfolgte ein 

Mediumwechsel. Das Gewebe wurde für 24 h, 48 h bzw. 72 h mit 10 IU Epo/ml 

Kulturmedium (entsprechend 83 ng Epo/ml Kulturmedium) inkubiert. Eine 

unbehandelte Kontrolle wurde mitgeführt. Bei der 24h-Probe wurde nach 48 h beim 

Mediumwechsel  Epo zugefügt, so dass die Inkubation in den letzten 24 h der Kulturzeit 

erfolgte. Die 48h-Probe erhielt beim Mediumwechsel nach 24 h und 48 h Epo, was eine 

Inkubationszeit von 48 h bis zur Ernte gewährleistete. Die 72h-Probe erhielt von Beginn 

an bei jedem Mediumwechsel Epo. Die unbehandelte Probe erhielt bei jedem 

Mediumwechsel – genauso wie die 24h- und 48h-Probe vor Beginn der Epo-Inkubation 

– jeweils diejenige Menge an PBS, die der Menge an Epo der behandelten Proben 

entsprach. (Um – abgesehen von der Epo-Inkubation – für alle Proben eine gleiche 

Behandlung zu gewährleisten, wurde der Puffer, in dem das Epo verdünnt wurde, auch 

den unbehandelten Proben gegeben.) 

 

Nach 72 h wurde das Fettgewebe – nach Absaugen des Mediums – mit jeweils 1 ml 

PBS gespült und in ein mit 1 ml TriReagent gefülltes Röhrchen überführt. Danach 

erfolgte die Lagerung bei –80 °C bis zur Weiterverarbeitung. 

3.3.3 RNA-Isolierung  

Für die RNA-Isolierung wurden die Fettgewebsproben mit dem TriReagent in den  

phenolfesten Röhrchen bei Raumtemperatur aufgetaut.  

 

Das im TriReagent enthaltene Guanidinisothiocyanat lysiert die Zellen und inaktiviert 

RNasen und andere Enzyme aufgrund seines chaotropen Charakters. Im ebenfalls 

enthaltenen Phenol lösen sich Proteine und DNA. Das Fettgewebe wurde mittels 

UltraTurrax homogenisiert und anschließend bei 12.000 g und 4 °C für 10 Minuten 

zentrifugiert. Nach Abnehmen des Überstandes und 5 min bei Raumtemperatur wurden 

jeweils 0,2 ml Chloroform pro ml TriReagent dazugegeben. Nach einer Viertelstunde 

bei Raumtemperatur wurde erneut bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert (15 min). Dabei 

erzielt man eine Auftrennung des Gemischs in drei Phasen: Die untere organische 

Phase, die Proteine enthält, die DNA-haltige Interphase sowie die wässrige, obere 
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Phase, in der sich die RNA befindet. Nach Abpipettieren der oberen RNA-haltigen 

Phase erfolgte die Zugabe von jeweils 0,5 ml Isopropanol, um die RNA zu fällen. Das 

anschließende Waschen des entstandenen RNA-Pellets (zur Entfernung von Salz- und 

Isopropanolresten) erfolgte nach weiteren 10 min bei Raumtemperatur und 

nochmaligem Zentrifugieren (10 min bei 12.000 g und 4°C) mit 70%igem Ethanol. 

Zuletzt wurde das Pellet in DEPC-Wasser gelöst und für 10 min auf 65 °C erwärmt, um 

eine vollständige Lösung der RNA zu erzielen. Danach erfolgte die Lagerung der so 

gewonnenen Gesamt-RNA bei –20 °C bis zur Weiterverarbeitung. 

3.3.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung 

Um die Konzentration der isolierten Gesamt-RNA zu bestimmen, wurde ihre optische 

Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm gemessen. Hier liegt das 

Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren für ultraviolettes Licht. Eine OD von 1 bei 

260 nm entspricht ca. 40 ng/µl einzelsträngiger RNA. Daraus ergibt sich zur 

Berechnung der RNA-Konzentration folgende Formel:  

RNA-Konzentration [ng/µl]=OD260 x Verdünnung[ng/µl] x 40. 

Um Verunreinigungen durch z.B. Salze oder Proteine auszuschließen, wurde die 

Extinktion bei 230 nm und 280 nm bestimmt. Der Quotient aus OD260/OD280 dient 

ebenfalls als Maß für die Reinheit der Probe. 

3.3.5 Reverse Transkription 

Um die Expression eines bestimmten Gens auf RNA-Ebene mithilfe der 

Polymerasekettenreaktion (PCR) nachweisen zu können, muss die (Gesamt-)RNA 

zunächst mithilfe der reversen Transkriptase in DNA umgeschrieben werden.  

 

Für die cDNA-Synthese wurden für jede Fettprobe jeweils 1,5 µg der entsprechenden 

RNA zusammen mit 1 µl Desoxynucleosidtriphosphat-Mix (10 mM dNTP-Mix), 1,5 µl 

Primer und DEPC-Wasser (ad 10 µl) in ein Tube pipettiert. Es wurden Random 

Hexamer Primer verwendet, weil diese aus einem Mix aus jeweils sechs 

Oligonukleotiden in zufälligen Kombinationen bestehen und an jedem Ort der RNA 

binden können und somit zu einer höheren Ausbeute als spezische Primer führen. Um 

die Sekundärstruktur der RNA aufzuschmelzen, wurde der Ansatz dann für 5 min bei 

65°C in den Heizblock gestellt und anschließend 1 min auf Eis wieder heruntergekühlt, 
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wobei es zur Anlagerung der Random Hexamere an die RNA kommt. Es folgte die 

Zugabe von jeweils 2 µl 10x RT-Puffer, 2 µl DTT (0,1 M), 2 µl MgCl2 (50 mM), 2 µl 

DEPC-Wasser und 1 µl RNase out. Nach kurzem Vortexen und Zentrifugieren sowie 2-

minütiger Inkubation bei 25 °C wurde pro Tube 1 µl SuperScript II Reverse 

Transkriptase (RT) dazugegeben, um die Strangbildung zu katalysieren. Die Tubes 

kamen anschließend für 10 min bei 25 °C, 50 min bei 42°C und zuletzt 15 min bei 70°C 

in den Heizblock. Schließlich wurde noch jeweils 1 µl RNase H hinzugefügt, um die 

mRNA-Stränge zu verdrängen, so dass man am  Ende nur noch ds-cDNA vorliegen hat. 

Nach 20 min bei 37°C wurden die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei –20 °C 

gelagert. 

3.3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mithilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) können spezifische DNA-Abschnitte 

amplifiziert werden. Dazu werden zunächst in der Denaturierungsphase DNA-

Doppelstränge durch Erhitzen geschmolzen. Im folgenden Annealingschritt wird die 

Temperatur wieder gesenkt, was den im Überschuss zugegebenen 

Oligonukleotidprimern ein Hybridisieren an komplementären Stellen der DNA-

Einzelstränge ermöglicht. Da die Strangverlängerung immer in 5´-3´-Richtung und 

somit an zwei komplementären DNA-Einzelsträngen gegenläufig erfolgt, werden für 

die beiden Einzelstränge zwei verschiedene Primer benötigt: ein forward und ein 

reverse Primer, die dem Randbereich jeweils eines Target-DNA-Einzelstranges am 3´-

Ende komplementär sind. Schließlich wird für die Elongationsphase die Temperatur 

wieder auf ca. 70 °C erhöht – was dem Temperaturoptimum der Taq-Polymerase 

entspricht. Diese verlängert die neuen DNA-Stränge, indem sie ausgehend von den 

Primern einen komplementären zweiten DNA-Einzelstrang aus Desoxyribonukleotiden 

synthetisiert, wobei der Einzelstrang der Target-DNA als Matrize dient. Hierfür muss 

dem PCR-Ansatz neben den erforderlichen Nukleotiden und der hitzestabilen DNA-

Polymerase auch Puffer und Mg2+, das für die Aktivität der Polymerase benötigt wird, 

zugesetzt werden. 

 

Auf diese Weise erhält man nach einem Zyklus die doppelte Anzahl an Kopien der 

Zielsequenz. Bei wiederholtem Durchlaufen von Denaturierungs-, Annealing- und 

Elongationsphase kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung der Target-DNA. 
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3.3.6.1 Quantitative Real-Time PCR 

Die Real-time PCR wurde mit dem Light Cycler der Firma Roche durchgeführt. Es 

erfolgte eine relative Quantifizierung, indem die Genexpression der zu untersuchenden 

Zielgene mit der Expression eines Housekeeping-Gens verglichen wurde. Als 

Housekeeping-Gene bezeichnet man Gene, die in allen Zellen kontinuierlich 

angeschaltet sind und ständig in annähernd konstanten Mengen exprimiert werden, da 

sie für die Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels benötigt werden. Somit dienen sie 

als Kontrolle der Effizienz der cDNA-Synthese und Referenz für die Proben. Hier 

wurde als externer Standard das Housekeeping-Gen S27 verwendet.  

 

Für jede Probe wurde 1 µl cDNA zusammen mit jeweils 0,25 µl forward und 0,25 µl 

reverse Primer, 4,75 µl DEPC-Wasser sowie 6,25 µl SYBR® Premix Ex TaqTM  (Perfect 

Real Time) in eine Glaskapillare gegeben, wobei die Kapillaren bis zum Start der PCR 

im Metalladapter des auf 4 °C vorgekühlten Kühlblocks blieben. Der SYBR® Premix 

enthält neben einer thermostabilen DNA Polymerase (TaKaRa Ex TaqTM HS), einem 

Desoxynucleosidtriphosphat-Mix (dNTP Mixture) und Mg2+ den Fluoreszenzfarbstoff 

SYBR® Green I. Nach einminütigem Zentrifugieren bei 2500 g kamen die Kapillaren 

im Probenkarussel in den Light Cycler.   

 

Die Real-Time-PCR erfolgte dann nach folgendem Ablauf:  

Die Denaturierungstemperatur betrug 95 °C. Für die Annealingphasen wurde die 

Temperatur für 15 s auf 60 °C gesenkt. Nach dem Elongationsschritt (12 s bei 72 °C) 

wurde jeweils die Fluoreszenz gemessen.  

 

Der zur Detektion der amplifizierten DNA-Abschnitte verwendete Farbstoff (SYBR 

Green I) interkaliert sequenzunabhängig zwischen den Basen von DNA-

Doppelsträngen, so dass es bei Zunahme der Menge der PCR-Produkte zu einer 

proportionalen Zunahme des Fluoreszenzsignals kommt.  

 

Als Maß für die Quantifizierung der Ausgangsmenge an vorhandener Ziel-DNA wird 

der Crossing Point (CP) verwendet. Der CP bezeichnet den Zyklus, an dem erstmals 

detektierbare Fluoreszenz auftritt und die exponentielle Phase der Amplifikation 

beginnt. Am CP befinden sich in allen Reaktionsgefäßen die gleiche Menge an neu 
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synthetisierter Ziel-DNA. Die Anzahl der PCR-Zyklen, die benötigt wurde, um diese 

Menge zu erreichen, gibt Aufschluss über die relative Ausgangsmenge der Ziel-DNA.  

 

Da der fluoreszierende Farbstoff sowohl an spezifischen als auch an unspezifischen 

PCR-Produkten bindet, wurde im Anschluss eine Schmelzkurvenanalyse zur 

Spezifitätsbestimmung durchgeführt. Dabei wird die Temperatur ermittelt, bei der die 

DNA-Doppelstränge denaturieren. Dazu wird die Temperatur langsam von 50 °C auf  

95 °C erhöht. Beim Schmelzen der DNA wird das SYBR Green I wieder freigesetzt und 

die Fluoreszenz nimmt ab. Der Schmelzpunkt ist definiert als die Temperatur, bei der 

50% der DNA-Doppelstränge geschmolzen sind und ist abhängig von Sequenz, Länge 

und GC-Gehalt der DNA-Stränge. Unspezifische PCR-Produkte wie Primerdimere 

haben einen niedrigeren Schmelzpunkt. Somit lässt sich jedem PCR-Produkt ein 

spezifischer Schmelzpunkt zuordnen und das gewünschte Amplifikationsprodukt kann 

von unerwünschten Nebenprodukten unterschieden werden. 

 

Mit der quantitativen Real-time PCR wurde von allen Proben die relative Menge an 

spezifischen Sequenzen in der c-DNA von Adiponektin, VEGF, IL-6, TNF-α und dem 

Housekeeping-Gen S27 gemessen. 

3.4 Auswertung und Statistik 
 

Von allen Proben wurde die relative Menge der Targetgene und des Referenzgens S27 

mithilfe der Second-Derivate-Maximum-Methode von der LightCycler Software 

bestimmt. Die unbehandelte Kontrolle diente jeweils als Kalibrator und wurde auf den 

Wert 1 gesetzt. Es wurde der Quotient aus der target/reference ratio von den 

behandelten Proben und des entsprechenden Kalibrators gebildet. 

 

Mithilfe der Relative Quantifikation Software wurde eine Effizienzkorrektur 

durchgeführt. Die Effizienzkorrektur beruht auf den Daten relativer Standardkurven, 

welche auf die Effizienz des Targets und des Referenzgens schließen lassen. Sie dient 

dazu, Ungenauigkeiten aufgrund unterschiedlicher Effizienzen der einzelnen Primer zu 

verringern. Die Ergebnisse sind als Mediane mit den 25%- und 75%-Perzentilen 

dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman ANOVA und dem 
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nicht parametrischen Wilcoxontest. Signifikanzen (gekennzeichnet mit *) wurden bei 

p≤0,05 angenommen.  
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4 Ergebnisse 

 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Epo auf die mRNA-Expression von 

Adiponektin, IL-6, TNF-α und VEGF in humanem Fettgewebe untersucht. Dazu wurde 

intraoperativ viszerales und subkutanes Fettgewebe von normalgewichtigen (BMI < 25 

kg/m²) und übergewichtigen Patienten (BMI > 25 kg/m²) im Rahmen eines 

chirurgischen Eingriffes entnommen. Bei den übergewichtigen Patienten (BMI > 25 

kg/m²) wurde zusätzlich noch zwischen einem BMI unter 30 kg/m²  (präadipös 25-30 

kg/m²) und einem BMI über 30 kg/m² (adipös) unterschieden.  

 

Das Gewebe wurde insgesamt 72 h in Kultur gehalten und entweder als Kontrolle 

unbehandelt belassen oder für 24 h, 48 h bzw. 72 h mit 10 IU Epo/ml Kulturmedium 

inkubiert. Anschließend wurde die Gesamt-RNA nach Standardprotokoll isoliert. Nach 

Umschreibung in cDNA wurde eine relative Quantifizierung mittels Real-Time PCR 

mit spezifischen Primern für Adiponektin, IL-6, TNF-α und VEGF durchgeführt. Die 

statistische Auswertung erfolgte mittels Friedman ANOVA und dem nicht 

parametrischen Wilcoxontest.   

 

4.1 Adiponektin mRNA-Expression in humanem Fettgewebe 
 

Nach der Behandlung mit Epo zeigten sich weder im viszeralen noch im subkutanen 

Fettgewebe signifikante Veränderungen der Adiponektin mRNA-Expression.  

 

Beim viszeralen Fettgewebe ergaben sich nach Epo-Inkubation keine signifikanten 

Veränderungen der Adiponektin mRNA-Expression (Friedmans ANOVA p=0,256 für 

BMI < 25 kg/m², p=0,129 für BMI > 25 kg/m², p=0,724 für BMI 25-30 kg/m² bzw. 

p=0,165 für BMI > 30 kg/m²). (Abb. 1)  

 

Keine Inkubationszeit mit Epo führte in diesem Gewebe im Vergleich zur 

unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen (p=0,401 nach 24 h, p=0,767 nach 48 

h und p=0,636 nach 72 h), Übergewichtigen (p=0,930 nach 24 h, p=0,424 nach 48 h und 
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p=0,530 nach 72 h), Präadipösen (p=0,753 nach 24 h, p=0,917 nach 48 h und p=0,128 

nach 72 h) oder Adipösen (p=0,680 nach 24 h, p=0,500 nach 48 h und p=0,500 nach 72 

h) zu einer signifikanten Änderung der Adiponektin mRNA-Expression. 
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   Abb. 1c    Abb. 1d 

 

Abb. 1: Relative Adiponektin mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo für 
0, 24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-
Werte der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) 
über 30 kg/m². 
 

 

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Behandlung mit Epo keine 

signifikanten Veränderungen der Adiponektin mRNA-Expression (Friedmans ANOVA 

p=0,415 für BMI < 25 kg/m², p=0,127 für BMI > 25 kg/m², p=0,572 für BMI 25-30 

kg/m² bzw. p=0,098 für BMI > 30 kg/m²). (Abb. 2) 
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Keine Inkubationszeit mit Epo führte beim subkutanen Fettgewebe im Vergleich zur 

unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen (p=0,374 nach 24 h, p=1,000 nach 48 

h und p=0,260 nach 72 h), Übergewichtigen (p=0,272 nach 24 h, p=0,213 nach 48 h und 

p=0,534 nach 72 h), Präadipösen (p=0,128 nach 24 h, p=0,116 nach 48 h und p=0,237 

nach 72 h) oder Adipösen (p=0,893 nach 24 h, p=0,686 nach 48 h und p=0,273 nach 72 

h) zu einer signifikanten Änderung der Adiponektin mRNA-Expression. 
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   Abb.2c    Abb. 2d 

 

Abb. 2: Relative Adiponektin mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo 
für 0, 24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-
Werte der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) 
über 30 kg/m². 
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4.2 IL-6 mRNA-Expression in humanem Fettgewebe 
 

Die Epo-Behandlung des viszeralen Fettgewebes von Patienten mit einem BMI kleiner 

25 kg/m2 (n=8) ergab keine signifikanten Veränderungen der IL-6 mRNA-Expression 

(Friedmans ANOVA p=0,740). (Abb. 3a) Hier kam es im Vergleich zur unbehandelten 

Probe weder nach 24 h (p=0,327), nach 48 h (p=0,779) noch nach 72 h (p=0,779) Epo-

Inkubation zu einer signifikanten Veränderung der IL-6 mRNA-Expression. 

 

Bei Patienten mit einem BMI größer 25 kg/m2 (n=13) zeigte sich nach Epo-Inkubation 

eine signifikante Reduktion der IL-6 mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe 

(Friedmans ANOVA *p=0,036). (Abb. 3b) Es zeigte sich hier eine signifikante 

Erniedrigung der IL-6 mRNA-Expression nach 24 h Epo-Inkubation um 50% 

(*p=0,046) und nach 72 h Epo-Inkubation um 80% (*p=0,028) im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle. Die mRNA-Expression von IL-6 nach Behandlung mit Epo 

für 48 h war im Vergleich zur unbehandelten Probe in diesem Gewebe um 59% nicht 

signifikant erniedrigt (p=0,055).  

 

Von den Patienten mit einem BMI größer 25 kg/m2 waren 8 präadipös (BMI 25-30 

kg/m2). In dieser Gruppe ergab sich im viszeralen Fettgewebe eine signifikant 

verringerte IL-6 mRNA-Expression um 47% nach 24 h Epo-Inkubation im Vergleich zu 

den  unbehandelten Kontrollen (*p=0,039). Nach Behandlung des Fettgewebes mit Epo 

für 48 h und 72 h kam es in diesem Gewebe zu keiner signifikanten Veränderung der 

IL-6 mRNA-Expression (p=0,327 bzw. p=0,161). Im Friedman ANOVA Test ergab 

sich im Fettgewebe Prädipöser für die IL-6 mRNA-Expression unter Epo-Einfluss keine 

Signifikanz (p=0,127). (Abb. 3c)  

 

Bei den 5 adipösen Patienten (BMI > 30 kg/m2)  reduzierte die Inkubation mit Epo die 

IL-6 mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe nach 72 h in Bezug auf die 

unbehandelte Kontrolle signifikant um 80% (*p=0,043), nach 48 h Epo-Inkubation 

erfolgte eine Erniedrigung der mRNA-Expression von IL-6 im Vergleich zur Kontrolle 

um 79% (p=0,080). Nach 24 h Epo-Inkubation erfolgte keine signifikante Änderung der 

IL-6 mRNA-Expression im viszeralem Fettgewebe (p=0,500). (Abb. 3d) Im Friedman 
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ANOVA Test ergab sich im Fettgewebe Adipöser für die IL-6 mRNA-Expression unter 

Epo-Einfluss keine Signifikanz (p=0,178). 
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   Abb. 3c    Abb. 3d 

 

Abb. 3: Relative IL-6 mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo für 0, 24, 
48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-Werte der 
Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) über 30 
kg/m². 
 

 

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Epo-Inkubation keine signifikanten 

Veränderungen der IL-6 mRNA-Expression (Friedmans ANOVA p=0,740 für BMI < 

25 kg/m², p=0,689 für BMI > 25 kg/m², p=0,564 für BMI 25-30 kg/m² bzw. p=0,983 für 

BMI > 30 kg/m²). (Abb. 4a-d) 
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Keine Inkubationszeit mit Epo führte beim subkutanen Fettgewebe im Vergleich zur 

unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen (p=0,203 nach 24 h, p=0,960 nach 48 

h und p=0,0,960 nach 72 h), Übergewichtigen (p=0,552 nach 24 h, p=0,110 nach 48 h 

und p=0,463 nach 72 h), Präadipösen (p=0,463 nach 24 h, p=0,345 nach 48 h und 

p=0,753 nach 72 h) oder Adipösen (p=0,600 nach 24 h, p=0,225 nach 48 h und p=0,753 

nach 72 h) zu einer signifikanten Änderung der IL-6 mRNA-Expression. 
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   Abb. 4c    Abb. 4d 

 
Abb. 4: Relative IL-6 mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo für 0, 24, 
48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-Werte der 
Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) über 30 
kg/m². 
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4.3 TNF-αααα mRNA-Expression in humanem Fettgewebe 

 

Die Behandlung mit Epo des viszeralen Fettgewebes von Patienten mit einem BMI 

kleiner 25 kg/m2 (n=8) ergab keine signifikanten Veränderungen der TNF-α mRNA-

Expression (Friedmans ANOVA p=0,834). (Abb. 5a) Hier kam es im Vergleich zur 

unbehandelten Probe weder nach Behandlung mit Epo für 24 h (p=0,674), für 48 h 

(p=0,208) noch für 72 h (p=0,499) zu einer signifikanten Veränderung der TNF-α 

mRNA-Expression mRNA-Expression. 

 

Im viszeralen Fettgewebe der Patienten mit BMI über 25 kg/m2  (n=11) zeigte sich in 

Bezug auf die unbehandelte Kontrolle eine Erniedrigung der TNF-α mRNA-Expression 

von 45% nach 24 h (p=0,074), 52% nach 48 h (*p=0,050) und 44% nach 72 h 

(*p=0,050) Epo-Inkubation (Friedmans ANOVA p=0,129). (Abb. 5b)  

 

Von den übergewichtigen Patienten waren 4 adipös (BMI > 30 kg/m2), bei dem 

viszeralen Fettgewebe dieser Patienten (n=4) zeigte sich nach 24 h bzw. 48h unter Epo-

Inkubation eine Erniedrigung der TNF-α mRNA-Expression um 71,5% (p=0,068) bzw. 

69,0% (p=0,068). Nach 72h Epo-Inkubation ergab sich keine Änderung der TNF-α 

mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe (p=0,144). Im Friedmans ANOVA Test 

ergaben sich für die TNF-α mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe keine 

Signifikanzen (p=0,129 für BMI über 25 kg/m2, p=0,507 für BMI 25-30 kg/m² bzw. 

p=0,165 für BMI > 30 kg/m2). (Abb. 5b-d) 
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   Abb. 5c    Abb. 5d 

 

Abb. 5: Relative TNF-α mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo für 0, 
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-Werte 
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) über 30 
kg/m². 
 

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Epo-Inkubation keine signifikanten 

Veränderungen der TNF-α mRNA-Expression (Friedmans ANOVA p=0,319 für BMI < 

25 kg/m², p=0,129 für BMI > 25 kg/m², p=0,431 für BMI 25-30 kg/m² bzw. p=0,552 für 

BMI > 30 kg/m²). (Abb. 6a-d). 

 

Keine Inkubationszeit mit Epo führte beim subkutanen Fettgewebe im Vergleich zur 

unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen (p=0,753 nach 24 h, p=0,173 nach 48 

h und p=0,0,173 nach 72 h), Übergewichtigen (p=0,861 nach 24 h, p=0,790 nach 48 h 

und p=0,583 nach 72 h), Präadipösen (p=0,612 nach 24 h, p=0,345 nach 48 h und 

p=0,398 nach 72 h) oder Adipösen (p=0,893 nach 24 h, p=0,686 nach 48 h und p=0,715 

nach 72 h) zu einer signifikanten Änderung der TNF-α mRNA-Expression. 
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   Abb. 6a    Abb. 6b 
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    Abb. 6c    Abb. 6d 

 

Abb. 6: Relative TNF-α mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo für 0, 
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-Werte 
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) über 30 
kg/m². 
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4.4 VEGF mRNA-Expression in humanem Fettgewebe 
 

Die Behandlung des viszeralen Fettgewebes von Patienten mit einem BMI kleiner 25 

kg/m2 (n=8) mit Epo ergab keine signifikanten Veränderungen der VEGF mRNA-

Expression (Friedmans ANOVA p=0,815). (Abb. 7a) Hier kam es im Vergleich zur 

unbehandelten Probe weder nach 24 h (p=0,161), nach 48 h (p=0,612) noch nach 72 h 

(p=0,674) Epo-Inkubation zu einer signifikanten Veränderung der VEGF mRNA-

Expression. 

 

Im viszeralen Fettgewebe von Patienten mit einem BMI über 25 kg/m2 (n=12) zeigte 

sich unter Epo-Inkubation eine Erniedrigung der VEGF mRNA-Expression (Friedmans 

ANOVA p=0,062). (Abb. 7b) Nach 24 h Inkubation mit Epo reduzierte sich die VEGF 

mRNA-Expression in dieser Gruppe, in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle, 

signifikant um 53 % (*p=0,017). Von den Gewebespendern mit einem BMI über 25 

kg/m2 waren 5 adipös (BMI über 30 kg/m2), bei diesen Patienten zeigte sich im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nach Inkubation mit Epo für 24 h eine um 79% 

(p=0,068) und nach Inkubation mit Epo für 72 h eine um 96% (p=0,080) erniedrigte 

mRNA-Expression für VEGF im viszeralen Fettgewebe (Friedmans ANOVA p=0,178). 

(Abb.7d) 
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    Abb. 7a    Abb. 7b 
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    Abb. 7c    Abb. 7d 

 

Abb. 7: Relative VEGF mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo für 0, 
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-Werte 
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) über 30 
kg/m². 
 

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Epo-Inkubation keine signifikanten 

Veränderungen der VEGF mRNA-Expression (Friedmans ANOVA p=0,532 für BMI < 

25 kg/m², p=0,145 für BMI > 25 kg/m², p=0,532 für BMI 25-30 kg/m² bzw. p=0,472 für 

BMI > 30 kg/m²). (Abb. 8a-d). 

 

Keine Inkubationszeit mit Epo führte beim subkutanen Fettgewebe im Vergleich zur 

unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen (p=0,241 nach 24 h, p=0,110 nach 48 

h und p=0,260 nach 72 h), Übergewichtigen (p=0,507 nach 24 h, p=0,638 nach 48 h und 

p=0,866552 nach 72 h), Präadipösen (p=0,612 nach 24 h, p=0,753 nach 48 h und 

p=0,866 nach 72 h) oder Adipösen (p=0,893 nach 24 h, p=0,500 nach 48 h und p=0,500 

nach 72 h) zu einer signifikanten Änderung der TNF-α mRNA-Expression. 
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   Abb. 8a    Abb. 8b 
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   Abb. 8c    Abb. 8d 

 

Abb. 8: Relative VEGF mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe nach Behandlung mit Epo für 0, 
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-Werte 
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg/m², (b) über 25 kg/m², (c) 25-30 kg/m² und (d) über 30 
kg/m². 
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5 Diskussion 

 

Atherosklerose ist eine entzündliche Erkrankung [16][17][18], bei der verschiedene 

Zytokine eine Rolle spielen [7][20]. Zu diesen Zytokinen zählen u.a. Adiponektin, 

VEGF, IL-6 und TNF-alpha. [7][20] Die Konzentration von Adiponektin, einem 

sekretorischen Protein des Fettgewebes mit endothelprotektiven Eigenschaften, ist bei 

Atheroskleroseerkrankten erniedrigt, während die proinflammatorischen Zytokine 

VEGF, IL-6 und TNF-alpha in dieser Patientengruppe erhöht sind. [7][23] Vor allem 

Patienten mit Adipositas – häufig in Kombination mit Diabetes – sind von 

Atherosklerose betroffen. 

 

Neben Diabetikern haben auch Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CNI) ein 

erhöhtes Risiko für Atherosklerose. Patienten mit CNI, die aufgrund einer renalen 

Anämie routinemäßig mit Epo behandelt wurden, wiesen bei erhöhten Adiponektin-

Spiegeln ein erniedrigtes kardiovaskuläres Risiko auf. [14] Die Senkung der 

kardiovaskulären Mortalität und die Konzentrationserhöhung des endothelprotektiven 

Adipokins Adiponektin unter Epo-Therapie lassen vermuten, dass Epo über die 

antianämische Wirkung hinaus auch einen Einfluss auf die Adipokin-Sekretion hat und 

somit potentiell zur endothelprotektiven Therapie eingesetzt werden könnte.  

 

In dieser Studie wurde der Einfluss von Epo auf die mRNA-Expression verschiedener 

Adipokine untersucht, die bei Entzündungsprozessen bzw. der Atherosklerose eine 

Rolle spielen. Hierzu wurde subkutanes und viszerales Fettgewebe mit Epo inkubiert 

und anschließend –nach RNA-Isolation und Umschreibung in cDNA– mittels 

quantitativer Real-Time PCR die mRNA-Expression für Adiponektin, VEGF, IL-6 und 

TNF-alpha gemessen.  

 

Diese Arbeit beschäftigt sich erstmalig mit dem direkten Einfluss von Epo auf das 

Fettgewebe. Die bisherigen Forschungsergebnisse beziehen sich v. a. auf die Wirkung  

von subkutan oder intravenös appliziertem Epo auf den Serum-/Plasmaspiegel 

verschiedener Adipokine in vivo. In dieser Studie wurde die Wirkung von Epo auf 

humanes Fettgewebe in vitro untersucht. Da die meisten Adipokine im Fettgewebe nicht 
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allein von den Adipozyten, sondern vor allem auch von den sog. non-fat cells, wie 

Fibroblasten, Monozyten oder Makrophagen, gebildet werden [42], wurde in dieser 

Studie anstelle einer reinen Adipozytenkultur eine Fettgewebekultur durchgeführt [43]. 

Da die Stoffwechselaktivität des menschlichen Fettgewebes in Abhängigkeit von der 

Lokalisation von unterschiedlicher Ausprägung ist, muss zwischen dem viszeralen und 

subkutanen Fettgewebe unterschieden werden. 

 

Beim subkutanen Fettgewebe zeigten sich keine signifikanten Veränderungen der 

mRNA-Expression der untersuchten Adipokine. Lediglich beim subkutanen Fettgewebe 

adipöser Patienten ergab sich in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle eine 

Erniedrigung der Adiponektin mRNA-Expression, die allerdings nicht signifikant war. 

Beim viszeralen Fettgewebe führte die Inkubation mit Epo bei den Proben 

übergewichtiger Patienten zu einer signifikanten Reduktion der IL-6, TNF-α und VEGF 

mRNA-Expression. Bei viszeralem Fettgewebe normalgewichtiger Patienten ergab sich 

für keine der untersuchten Adipokine eine signifikante Veränderung der mRNA-

Expression. 

 

Wie oben erwähnt, wurden bei Dialyse-Patienten unter Epo-Therapie in einer Studie 

höhere Plasmaadiponektinspiegel gemessen als bei Dialyse-Patienten ohne Epo-

Therapie. [14][28] Dies lässt die Vermutung zu, dass die Adiponektin-Sekretion von 

Adipozyten durch Epo stimuliert wird. Die vorliegende Arbeit konnte allerdings keine 

erhöhte Adiponektin-Sekretion im Fettgewebe unter Epo-Inkubation nachweisen. Es 

deutete sich vielmehr eine leichte Erniedrigung der Adiponektin-Sekretion bei adipösen 

Patienten im subkutanen Fettgewebe an, die allerdings nicht signifikant war. Eine 

andere Studie zeigte, dass Patienten mit CNI zwar erhöhte Adiponektin-Spiegel im 

Vergleich zu gesunden Patienten haben, im Gegensatz dazu die Adiponektin-

Genexpression bei diesen Patienten aber herunterreguliert ist. [44] Ursache für die 

erhöhten Adiponektin-Spiegel ist hierbei am ehesten die verminderte Clearance-

Funktion beim Nierenversagen. Wenn man davon ausgeht, dass die erhöhten 

Adiponektin-Spiegel bei Dialyse-Patienten nicht auf eine gesteigerte Adiponektin 

mRNA-Expression, sondern auf eine verminderte Ausscheidung über die Niere 

zurückzuführen ist, könnte man eine negative Feedback-Reaktion auf die erhöhten 

Adiponektin-Spiegel vermuten. Wir wissen nicht, wie Epo in diesen Mechanismus 
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eingreift. Aber da Epo die Nierenfunktion verbessert, wäre ein überschießender Anstieg 

der Adiponektin mRNA-Sekretion als Reaktion auf wieder fallende Adiponektin-

Spiegeln aufgrund verbesserter Clearance-Funktion denkbar. In der vorliegenden Arbeit 

wurde allein der Einfluss von Epo auf das Fettgewebe in vitro untersucht. Hier zeigte 

sich keine signifikante Beeinflussung der Adiponektin mRNA-Expression durch Epo. 

 

Auch wenn Epo nicht für eine Senkung der  Adiponektin mRNA-Sekretion sorgt, wäre 

ein potenzieller Einsatz zur endothelprotektiven Therapie denkbar. Nicht die Höhe der 

antiinflammatorischen Adipokine an sich, sondern vielmehr das Verhältnis von pro- zu 

antiinflammatorischen Zytokinen scheint für die Entwicklung einer Atherosklerose 

ausschlaggebend zu sein. Auch die Senkung der proinflammatorischen Adipokine (IL-6, 

TNF-α und VEGF) würde das Verhältnis zugunsten des antiinflammatorischen 

Adipokin Adiponektin verschieben. 

 

Beim viszeralen Fettgewebe übergewichtiger Patienten zeigt diese Studie eine 

signifikante Reduktion der IL-6 mRNA-Expression nach Inkubation mit Epo. Auch für 

TNF-alpha zeigt sich nach 48 h bzw. 72 h unter Epo-Inkubation beim viszeralen 

Fettgewebe übergewichtiger Patienten eine signifikante Senkung der mRNA-

Expression. Auch nach 24 h erzielt Epo in diesem Gewebe eine Reduktion der TNF-α 

mRNA-Expression, die allerdings nicht signifikant ist.  

 

Die Konzentrationen der beiden proinflammatorischen Adipokine IL-6 und TNF-α sind 

bei fettleibigen Patienten höher als bei Normalgewichtigen. [8][24] Die erhöhte 

Expression dieser beiden Adipokine bei Patienten mit Adipositas bewirkt 

möglicherweise, dass Veränderungen der Expression hier leichter nachzuweisen sind. 

Adipositas geht mit einem erhöhtem Risiko für Atherosklerose einher. Eine Reduktion 

der erhöhten IL-6 und TNF-α-Sekretion im viszeralen Fettgewebe Übergewichtiger 

könnte möglicherweise zu einer Senkung des Atheroskleroserisikos führen.  

 

In dieser Studie führt die Inkubation von viszeralem Fettgewebe mit Epo für 24 Stunden 

bei den Proben adipöser Patienten zu einer signifikanten Reduktion der VEGF mRNA-

Expression. Diese Ergebnisse stimmen überein mit Untersuchungen an 

Fettgewebekulturen normalgewichtiger Kinder. [45] Im Gegensatz dazu wurde die 
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VEGF mRNA-Expression im Tierversuch durch Epo heraufreguliert. [46] Andere 

Studien konnten wiederum keine Änderung der VEGF-Spiegel unter dem Einfluss von 

Epo nachweisen. [47][48] Möglicherweise kann eine Reduktion der VEGF-Expression 

das Atheroskleroserisiko reduzieren. In der Literatur gibt es Beispiele für eine Zunahme 

von VEGF unter dem Einfluss von Epo. [46][49] Allerdings liegen keine weiteren 

Daten über Fettgewebe unter Epo-Einfluss vor. VEGF wird abgesehen vom Fettgewebe 

in einer Vielzahl anderer Gewebe exprimiert. Auch wenn Epo die VEGF-Expression in 

der vorliegenden Studie im viszeralen Fettgewebe hemmt, scheint es in anderen 

Geweben  einen gegenteiligen Effekt zu haben. Es bleibt abzuwarten, ob die Reduktion 

der VEGF-Expression im viszeralen Fettgewebe unter Epo-Einfluss in Studien mit 

größerem Stichprobenumfang bestätigt werden kann.  

 

Diese Studie zeigt eine Reduktion der mRNA-Expression von IL-6, TNF-α und VEGF 

im viszeralen Fettgewebe adipöser Patienten durch die Behandlung mit Epo. Die 

Adiponektin mRNA-Expression scheint von Epo unabhängig zu sein. Damit verändert 

sich das Verhältnis von anti- zu proinflammatorischen Adipokinen zugunsten des 

antiinflammatorischen und endothelprotektiven Adipokins Adiponektin. Somit scheint 

zumindest im viszeralen Fettgewebe das Milieu für die Entstehung bzw. das 

Fortschreiten einer Atherosklerose unter dem Einfluss von Epo ungünstiger zu sein als 

in unbehandeltem Fettgewebe. Da die untersuchten Adipokine – abgesehen von 

Adiponektin – außer vom Fettgewebe auch in erheblichem Maß von anderen Geweben 

sezerniert werden, müssen weitere Studien ergeben, ob sich der Einfluss von Epo dort 

ebenso auswirkt.  

 

Aufgrund der begrenzten Anzahl des schwierig zu erhaltenden Untersuchungsmaterials 

beruhen diese Ergebnisse auf geringen Fallzahlen. Es bleibt abzuwarten, ob sie in 

Studien mit größerem Stichprobenumfang bestätigt werden können.  

 

Diese Arbeit zeigt, dass Epo einen Einfluss auf die Adipokin-Expression hat. Die 

vorliegenden Ergebnisse am viszeralen Fettgewebe deuten darauf hin, dass Epo nicht 

nur der Korrektur der renalen Anämie dient, sondern durch Reduktion der Inflammation 

auch der Entstehung bzw. dem Fortschreiten einer Atherosklerose entgegenwirken 
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kann. Es bleibt abzuwarten, ob sich dieser Effekt in weiteren Untersuchungen bestätigt 

und therapeutisch nutzbar machen lässt.    
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6 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Erythropoietin (Epo) auf die Adipokin-

Expression in humanem Fettgewebe untersucht. Epo hat bekannte antiatherogene 

Eigenschaften. Bislang wurde dies allein der Verbesserung der Mikrozirkulation bzw. 

Minderung der Hypoxie zugeschrieben. Wir vermuten, dass Epo darüber hinaus auch 

einen direkten Einfluss auf die Adipokinexpression im Fettgewebe hat und durch 

Reduktion der Inflammation über eine Beeinflussung der Adipokinproduktion einen 

Schutzfaktor vor der Entstehung bzw. dem Fortschreiten der Atherosklerose darstellt. 

Während der Einfluss von Epo in dieser Studie keine Änderung der Adipokinexpression 

im Fettgewebe Normalgewichtiger bewirkte, zeigte sich im Fettgewebe 

Übergewichtiger eine Reduktion proinflammatorischer Adipokine. Nach Inkubation mit 

Epo kam es im viszeralen Fettgewebe übergewichtiger Patienten zu einer Reduktion der 

inflammatorischen Adipokine IL-6, TNF-α und VEGF. Die mRNA-Expression von 

Adiponektin änderte sich hier unter der Epo-Behandlung nicht. Im subkutanen 

Fettgewebe übergewichtiger Patienten führte die Inkubation mit Epo bei keinem der 

untersuchten Adipokine zu einer veränderten mRNA-Expression. Den untersuchten 

Adipokinen IL-6, TNF-α, VEGF und Adiponektin wird eine Rolle bei der Atherogenese 

zugesprochen. Während man von IL-6, TNF-α und VEGF annimmt, dass sie die 

Atherosklerose begünstigen, scheint Adiponektin einen Schutzfaktor vor  

Atherosklerose darzustellen. Bei der Atheroskleroseentstehung hat Inflammation eine 

große Bedeutung. Die unter Epo-Einfluss reduzierte mRNA-Expression von 

inflammatorischen Adipokinen im viszeralen Fettgewebe übergewichtiger Patienten 

kann Hinweis auf eine antiinflammatorische Wirkung von Epo sein. Durch diesen 

antiinflammatorischen Effekt könnte Epo einen Schutzfaktor vor der Entstehung bzw. 

dem Fortschreiten der Atherosklerose darstellen. Diese Arbeit lässt erstmalig vermuten, 

dass Epo über die Verbesserung der Mikrozirkulation hinaus durch Reduktion 

inflammatorischer Adipokine auch ein antiatherogener Effekt zugesprochen werden 

kann.   
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 

A Adenin 

Arcp 30 30 kDa adipocyte complement-related protein  

C Cytosin 

cDNA complementary DNA 

CNI chronische Niereninsuffizienz 

CP Crossing Point 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

D-MEM Dulbecco´s modified Eagle´s medium 

DNA Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid) 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

ds Doppelstrang 

DTT Dithiothreitol 

EPO Erythropoietin 

FCS fötales Kälberserum (engl. fetal calf serum) 

G Guanin 

IL-6 Interleukin-6 

KHK Koronare Herzkrankheit 

OD  optische Dichte 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase chain reaction) 

RNA Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 

RNase Ribonuklease 

T Thymin 

Taq  Thermus aquaticus 

TNF-α  Tumor necrosis factor-alpha 

VEGF Vascular endothelial growth factor 
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