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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

1.1 Arbeitshypothese

Patienten mit Typ-2-Diabetes sind von vielen Sgi#iden bedroht. Sie leiden oft
frihzeitig unter Atherosklerose. Die Atheroskleraged heute als inflammatorische
Erkrankung verstanden [1], fur die Adipositas eiesentlicher Risikofaktor ist. [2][3]
Obwohl das Fettgewebe schon lange mit Diabetesitoslldem metabolischen
Syndrom und der Atherogenese in Verbindung gebradhd, zeigen erst neuere
Erkenntnisse, dass ihm auch eine Funktion als emskOrgan zukommt [4][5]. Vom
Fettgewebe werden eine Reihe von Proteinen, dieAstigokine, sezerniert. Zu ihnen
zahlen u.a. IL-6, TNF- und VEGF [6][7][8][9], die als proinflammatorisch&ytokine
fur die Atherosklerose-Entstehung mitverantwortliggemacht werden. [10] Das
Adipokin Adiponektin scheint dagegen antiinflamngohe und endothelprotektive
Eigenschaften zu haben. [11]

Das Medikament Erythropoietin (Epo) hat bekanntgatrerogene Eigenschaften. [12]
[13] Patienten mit chronischer Niereninsuffizier@N{), die aufgrund einer renalen
Anamie routinemafig mit Epo behandelt wurden, wiebei erhdhten Adiponektin-
Spiegeln ein erniedrigtes kardiovaskulares Risikio [d4] Wir vermuten, dass Epo eine
direkte Wirkung auf das Fettgewebe hat. MOglichésevd&kann Epo tber die Korrektur
der renalen Anamie hinaus durch Beeinflussung déip@kinproduktion zu einer
Reduktion der Inflammation filhren und auf diese $&eeinen Schutzfaktor vor der
Entstehung bzw. dem Fortschreiten der Atheroskéertarstellen. Vielleicht ware in

Zukunft ein potentieller Einsatz von Epo zur eneédphotektiven Therapie denkbar.
1.2 Fragestellung

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von (Erythragtim) Epo auf die Adipokin-
Expression anhand viszeraler und subkutaner Fedfggwoben von normal- und
Ubergewichtigen Patienten in vitro zu untersuchEolgende Adipokine wurden
untersucht: Adiponektin, TNE; IL-6, und VEGF.
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2 Einleitung

Von Diabetes mellitus sind in Deutschland ungef@¥r der Bevdlkerung betroffen.
Ca. 95% dieser Patienten leiden an einem Typ-2-dbésh

Dieser Erkrankung liegt eine Insulinresistenz aaulinabhangigen Gewebe zugrunde,
die erhohte Insulinspiegel fur die zellulare Glukesrwertung erforderlich machen.
Diese Hyperinsulinamie fihrt zur Downregulation dasulinrezeptoren und durch
Steigerung des Hungergefuhls zu Adipositas, wadrdiglinresistenz weiter verstarkt.
Spater nimmt die Insulinsekretion d&Zellen des Pankreas progredient ab, wodurch
sich ein zunehmender Insulinmangel entwickelt. @mgeschrankte Insulinsektion und

die Insulinresistenz fiihren zum Vollbild des Diadset

Der Diabetiker ist von vielen Spatschaden, die \alem durch Mikro- und

Makroangiopathien hervorgerufen werden, bedroht.e Ddiabetesspezifischen
Mikroangiopathien, bei denen es zur Verdickungldggillaren Basalmembran kommt,
fuhren zu Glomerulosklerose, Retinopathie, Neutnpatund neuropathischem
diabetischen Ful3 sowie an den Koronararterien suall vessel disease. Die

makroangiopathischen Verdnderungen sind nicht tkabpezifisch. Jedoch tritt die
Arteriosklerose der grof3en und mittleren Arteriem Diabetikern schon frihzeitig auf
und schreitet schneller voran als bei nichtdiabb&s Patienten. Fur Diabetiker ist das
Risiko einer Arteriosklerose an Koronar-, Hirn- updripheren Arterien 2 bis 4 mal

hoher im Vergleich zur Gbrigen Bevolkerung. [15]

Die Begriffe Arteriosklerose und Atherosklerose gear im Deutschen haufig synonym
verwendet. Im Englischen isarteriosclerosis der Oberbegriff fir degenerative
Veranderungen der Arterienwand, dessen haufigstenifé&ationsform die
Atherosklerose ist. Laut WHO ist Atherosklerose &kiable Kombination von
Veranderungen der Intima, bestehend aus einer drerdjen Ansammlung von
Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten, Blut Blutbestandteilen, Bindegewebe
und Kalziumablagerungen, verbunden mit Verdndemragr Arterienmedia definiert.

Jede Arterie kann von Atherosklerose befallen se&m.haufigsten manifestiert sie sich
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an den Koronararterien, den hirnversorgenden sdeseperipheren Arterien. Sie kann
am Herzen zur Angina Pectoris bzw. zum Myokardkifaan den Hirnarterien zum
Schlaganfall (bzw. TIA/PRIND) und peripher zu Claadio intermittens und Gangran

fuhren.

Ebenso wie Diabetes wird Atherosklerose heute iaks ieflammatorische Erkrankung
verstanden. [16][17][18]Nach der Common-soil-Hypothese entwickeln sich ®eid
Erkrankungen auf dem metabolischen Syndrom verbundeit subklinischer

chronischer Inflammation. [19] Nach der Responseuary-Hypothese kommt es bei
der Atheroskleroseentstehung aufgrund mechanisaiemischer, immunologischer
oder toxischer Einflisse zu einer Schadigung deslothels. Die resultierende
endotheliale  Dysfunktion fuhrt zu einer vermehrterExpression von

Adhésionsmolekilen an endothelialen Zellen, die Aahasion und Invasion von
Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten in die @i ermdglichen. Dartber
hinaus kommt es zu einer Proliferation und Mignation glatten Muskelzellen. Durch
Lipidaufnahme der Makrophagen kommt es zur Bildwaypn Schaumzellen. Diese
bilden zusammen mit den T-Lymphozyten und glatteuskélzellen didatty streaks,

aus denen sich die fir die Atherosklerose typiscR&aques entwickeln kénnen.

Als ein Risikofaktor fur Atherosklerose gilt vorlein die viszerale Adipositas.
Insbesondere in Kombination mit gestortem Kohlemaigloffwechsel (z.B.
Insulinresistenz oder Diabetes mellitus), Hypelydagridamie und arteriellem
Hypertonus (beim sog. metabolischen Syndrom) bestehe Atherogenitat. Obwohl
Fettsucht als Risikofaktor fur Atherosklerose $aigem bekannt ist, zeigen erst neuere
Erkenntnisse, dass dem Fettgewebe auch eine badeuRolle als endokrines Organ
zugesprochen werden kann. Es dient nicht nur dercBgrung von Triglyzeriden als
Energiereserven, sondern produziert und sezewheitber hinaus auch eine Reihe von
Proteinen, die sog. Adipokine. [7][4][5] Verschiede Adipokine beeinflussen die
Entstehung einer Atherosklerose. [7][20] Zu ihnéihlen Adiponektin, VEGF, IL-6
und TNFe. [7][8][9][20] Die Stoffwechselaktivitat variierje nach Lokalisation des
Fettgewebes. Man unterscheidet insbesondere darals und das subkutane
Fettgewebe. [21][22] Das viszerale Fettgewebe setethr proinflammatorische

Adipokine frei. [23] Die Hohe der einzelnen Adipokonzentrationen hangt mit der
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Menge des Gesamtkdrperfettes zusammenMahrend die Adiponektinexpression mit
steigendem BMI sinkt, ist die Konzentration der igbn bekannten Adipokine

proportional zum Gesamtkdrperfett. [7][23]

Das Adipokin Adiponektin (ADPN) wird ausschlief3liah Adipozyten exprimiert. [24]
Es ist ein aus 244 Aminosauren bestehendes ProtesntHomologien zu Kollagen VIii
und X sowie Komplementfaktor C1q aufweist [24], wegen es aucladipocyte
complement-related protein (Arcp 30) genannt wird [7][25]. Es liegt in hoher
Konzentration im Plasma vor (2-25ug/ml). [24] Didagtakonzentration ist bei
Adipésen niedriger als bei Normalgewichtigen [26Ylan vermutet, dass die
verminderte Adiponektinkonzentration bei Ubergewgdn Patienten eine Rolle bei der
Atherogenese spielt. [24] Neuere UntersuchungenFeuen haben gezeigt, dass
niedrige Adiponektinkonzentrationen starker mit Kidks mit Ubergewicht korrelieren.
[27] Adiponektin scheint antiatherosklerotisch zinken, indem es die Expression von
endothelialen Adhasionsmolekilen hemmt. [11] Pé&tierunter EPO-Therapie haben

hohere Plasmaadiponektinkonzentrationen als unieltarPatienten. [14][28]

VEGF (auch VEGF-A genannt) gehért zur VEGF-Familied gilt als Hauptregulator
von Angiogenese und vaskularer Permeabilitat. [2BGF steht fur vascular
endothelial growth factor. Neben dem Fettgewebe wird das ZytokiBGF auch in
nahezu allen anderen durchbluteten Geweben exptinjg Die VEGF mRNA-
Expression wird durch Hypoxie induziert. [30] Marermutet, dass VEGF Uber
proinflammatorische und angiogene Mechanismen &oke bei der Atherogenese
spielt. [6]

Interleukin-6 (IL-6) und TNF-alpha gehoren zu deaipflammatorischen Zytokinen.

IL-6 gehort zur Familie der 20kDa Polypeptid-Zytoéj das von einer Reihe
verschiedener Zellen wie Fibroblasten, Adipozytdfgnozyten und Endothelzellen
sezerniert wird [8], wovon ca. 10% auf das Fettdeviallen [7]. Es spielt eine Rolle in

der Immunabwehr, Hamatopoese und Akuten-Phase-iBraj31]
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TNF-o. gehort zufTNF Ligand Superfamily. TNF- o steht flrtumour necrosis factor-o.
Es wird von Adipozyten sowie einer Vielzahl weiteiZellen wie Endothelzellen,

Fibroblasten, Makrophagen und Lymphozyseaerniert. [7]

Sowohl die IL-6- als auch die TNF-alpha-Konzentmaén sind bei Adipositas erhoht.
[8][24] Beide Zytokine spielen eine Rolle bei desulinresistenz. [7] Man nimmt an,
dass sie auch eine Rolle bei der Atherogeneseespi€l][8] Sowohl erhdhte IL-6-
Spiegel als auch erhdohte TNFSpiegel gehen mit erhéhter kardiovaskularer Maéal
einher. [7][32]

Ein Medikament mit bekannten antiatherogenen Eideadten ist Erythropoietin (Epo).
[12] Es wird routinemallig zur Behandlung von renafméamie bei chronischer
Niereninsuffizienz (CNI) eingesetzt. Diese Patienteaben ebenfalls ein erhdhtes
Risiko fur Atherosklerose.Eine Epo-Behandlung senkt ihr Risiko fir ein
kardiovaskulares Ereignis und auf diese Weise aliehMortalitat. [12][33] Es gibt
Hinweise darauf, dass dies nicht allein auf die déimung der Anamie zurickzuflhren
ist. [12][34][35] Die Epo-Wirkung beschrénkt siclalzki nicht auf hdmatopoetische
Zellen, sondern erstreckt sich auch auf andereplpere Zellen. [34][36][37]
Untersuchungen einer italienischen Arbeitsgruppgeehajezeigt, dass eine Therapie mit
Epo neben der Minderung des kardiovaskularen Rssékech zu erhéhten Adiponektin-
Spiegeln fuhrt. [14]

Erythropoietin (Epo) ist ein 30,4 kDa grol3es Glytaipin, das hauptséachlich in der
Niere gebildet wird. Es dient dazu, die Hamoglobmkentration des Blutes im
Normbereich zu halten bzw. nach Hamorrhagie wiemlezuheben. Bei sinkendem
Hamoglobinspiegel wahrend einer unkomplizierten WA kommt es zu einem
exponentiellen Anstieg des Epo-Spiegels, wobei @etGehalt im Gewebe die
kontrollierende Groéf3e ist. [38Epo fuhrt Uber eine negative Ruckkopplung zur
Verhinderung von Apoptose und auf diese Weise meregesteigerten Erythropoese,
wodurch es zu einem Anstieg des Hkt-Wertes komrdtdamit zu einer Erhohung der

Sauerstoffkapazitat.
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Die unter Epo-Behandlung erhdhten Konzentrationes Adipokins Adiponektin in
einer Studie lassen vermuten, dass Epo auch aieltaiWirkung auf das menschliche
Fettgewebe hat. Mdglicherweise kann Epo die Expyesserschiedener Adipokine
beeinflussen. Die Bedeutung der Adipokine bei dégrefogenese und die Senkung des
Atheroskleroserisikos unter Epo-Therapie fluhren der Frage, ob Epo durch
Beeinflussung der Adipokinexpression die Atherogsidebildung glinstig beeinflussen
kann. Mdglicherweise kann Epo Uber eine Verédnderdelg Adipokinexpression im
Fettgewebe die Inflammation reduzieren und auf ediggeise der Atherosklerose
entgegenwirken. Denkbar ware neben einer erhohtempregsion des
antiinflammatorischen und endothelprotektiven Adips Adiponektin ebenfalls eine
Reduktion inflammatorischer Adipokine wie TNf-IL-6 und VEGF unter dem
Einfluss von Epo.

Ziel dieser Arbeit war es, anhand viszeraler unbkataner Fettgewebsproben von
normal- und Ubergewichtigen Patienten den Einfums Epo auf die Expression der
Adipokine Adiponektin, IL-6, TNFx und VEGF zu untersuchen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material und Bezugsquellen

Chemikalien:

Aqua dest.

c-DNA-Synthese-Kit Invitrogen
Chloroform Merck
DEPC (Diethyl Pyrocarbonate) Sigma
dNTP-Mix Gibco BRL
(200mM dCTP, 100mM dATP, 100mM dGTP, 100mM dTTP)

DTT Invitrogen
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (D-MEM) Gib&RL
(+1g/L D-Glucose +L-Glutamine +Pyruvate)

Dulbecco’s PBS Gibco BRL
Ethanol absolut Merck
FBS (fotales Rinderserum) Gibco BRL
Hepes 1M Invitrogen
Isopropanol Fluka
L-Glutamin Gibco BRL

LightCycler Kit-FastStart DNA Master SYBR Green |Roche

MgCl, Invitrogen
NeoRecormon® (Epoetin beta) Roche
Penicillin-Streptomycin Invitrogen
Random Hexamer Invitrogen
RNase H Invitrogen
RNase out Invitrogen
RT-Puffer (PCR-MgG) Invitrogen

Superscript II| RT Invitrogen
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SYBR-Premix Takara

Primer: MWG Biotech AG

Primersequenzen Effizienz Produkt

forward und reverse BP MT

(°C)

S27 5°-CCA GGA TAA GGA AGG AAT 1,81 319 82
TCC TCC TG-3
5-CCA GCA CCA CAT TCATCA
GAA GG-3°
Adiponektin 5"-GGA GCT GTT CTACTG CTA-3° 1,78 215 89
5-GGA CCA ATA AGA CCT GGA-3’
VEGF 5-AGA AGG AGG AGG GCAGA-3° 3,51 202 86
5-CCT CAG TGG GCA CAC A-3%
TNF-a 5-GAA AGG ACA CCA TGA GCA-3’ 21 224 88
5-GAG AGG TCC CTG GGG AA-3
IL-6 5"-GCC AGA GCT GTG CAG A -3 1,69 215 8¢
5-TGC CGAAGAGCCCTCA-3

Verbrauchsmaterialien:

Produkt Firma

6-Well-Platten Sarstedt
Einmal-Kunststoffpipetten Falcon BD
Etiketten Apli
Falcon-Rohrchen Falcon BD
Filter-tip Pipettenspitzen fir PCR Sarstedt
Handschuhe Hemn
LC Glaskapillaren Roche
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Petrischalen Sarstedt
Phenolfeste R6hrchen Plus
Pipettenspitzen Sarstedt
Safe-Lock-Tubes (0,5ml) Eppendorf
Safe-Lock-Tubes (1,5ml) Eppendorf
Tissue Wepa
UVetten Eppendorf
Gerate:

Produkt Firma

Abzug C+P Mobelsysteme
Autoklav Systec
Eismaschine Scotsman
Heizblock Tri-Block DB-3 Techne

Kuhlblock fur LC Roche

Kuhlschrank Liebherr
LightCycler Roche
Magnetruhrer/Heizplatte IKAMAG

Minizentrifuge

National Labnet CO.

Photometer Eppendorf

Pipetteboy Hirschmann Laborgerate
Pipetten fur PCR Eppendorf

Pipetten flr Westernblot Gilson

Relative Quantification Software 1.0 Roche
Sicherheitswerkbank Klasse 2 Heraeus

Spatel

steriles Besteck (Pinzette, Schere)

Termal Cycler Trio-Thermoblock Biometra
Tiefkuhlschrank (-20°) Liebherr

Tiefkuhlschrank (-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 genehr(@B-036/05).

3.3 Molekularbiochemische Methoden

3.3.1 Probengewinnung

Intraoperativ. wurde von 29Patienten, die nach ausfuhrlicher Aufklarung ihr
schriftliches Einverstandnis gegeben haben, subkstand/oder viszerales Fettgewebe
entnommen (subkutan: n=25; viszeral: n=23). Keider Patienten litt an einer
endokrinen Storung. Das mittlere Alter der Patieriietrug 58,52 Jahre13,11 Jahre).
Der Body Mass Index war bei 12 der Patienten uBfeikg/nf. 17 Patienten hatten
einen BMI groRer 25 kg/fndavon waren 10 Patienten praadipés (BMI 25-30nKg/
und 7 adipds (BMI>30 kg/fi Das Gewebe wurde sofort in ein 50 ml
Kunststoffrohrchen mit Pufferlésung tberfihrt und bur weiteren Verarbeitung auf

Eis gehalten.

3.3.2 Fettgewebekultur

Alle Arbeitsschritte wurden unter der reinen Wemkkdurchgefihrt:

Von dem entnommenen Fettgewebe wurden jeweils 1gbgewogen und auf vier
Wells einer mit Medium gefullten 6-Wellplatte velt¢300 mg Gewebe pro Well). Der
Rest wurde verworfen. Es folgte die mechanischelggerung der Gewebeproben
mittels steriler Pinzette und Schei2as entnommene Fettgewebe wurde fir 7A2eh
37°C und 5% C@in Kultur gehalten. Als Kulturmedium wurde pro Well 3 m| d&g
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Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D-MEM) + 1006/hGlucose + L-Glutamine +
Pyruvate der Firma Invitrogen mit dem Zusatz von 1M Hepes-Puffer, 5 ml
Penicillin/Streptomycin und 50 ml FCS8erwendet. Alle 24 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel. Das Gewebe wurde fur 24 h, 48 h bZ&vh mit 10 IU Epo/mi
Kulturmedium (entsprechend 83 ng Epo/ml Kulturmedju inkubiert. Eine
unbehandelte Kontrolle wurde mitgefuhrt. Bei deh-2fobe wurde nach 48 h beim
MediumwechselEpo zugefiigt, so dass die Inkubation in den let2t&eh der Kulturzeit
erfolgte. Die 48h-Probe erhielt beim Mediumwechssth 24 h und 48 Bpo, was eine
Inkubationszeit von 48 h bis zur Ernte gewahrléistBie 72h-Probe erhielt von Beginn
an bei jedem Mediumwechsel Epo. Die unbehandeltgbePrerhielt bei jedem
Mediumwechsel — genauso wie die 24h- und 48h-Pvob&eginn der Epo-Inkubation
— jeweils diejenige Menge an PBS, die der MengeEpn der behandelten Proben
entsprach. (Um — abgesehen von der Epo-Inkubatidir -alle Proben eine gleiche
Behandlung zu gewabhrleisten, wurde der Puffer.eimdlas Epo verdinnt wurde, auch

den unbehandelten Proben gegeben.)

Nach 72 h wurde das Fettgewebe — nach AbsaugeMddgims — mit jeweils 1 ml
PBS gespult und in ein mit 1 ml TriReagent gefslliR6hrchen Uberfihrt. Danach
erfolgte die Lagerung bei —80 °C bis zur Weitervieegung.

3.3.3 RNA-Isolierung

Fur die RNA-Isolierung wurden die Fettgewebsproleih dem TriReagent in den

phenolfesten R6hrchen bei Raumtemperatur aufgetaut.

Das im TriReagent enthaltene Guanidinisothiocydysert die Zellen und inaktiviert
RNasen und andere Enzyme aufgrund seines chaotrGpanakters. Im ebenfalls
enthaltenen Phenol I6sen sich Proteine und DNA. Bekgewebe wurde mittels
UltraTurrax homogenisiert und anschliel3end bei 2.6 und 4 °C fir 10 Minuten
zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes uminSbei Raumtemperatur wurden
jeweils 0,2 ml Chloroform pro ml TriReagent dazugiegn. Nach einer Viertelstunde
bei Raumtemperatur wurde erneut bei 12.000 g ut@ Zentrifugiert (15 min). Dabei
erzielt man eine Auftrennung des Gemischs in ditesen: Die untere organische

Phase, die Proteine enthalt, die DNA-haltige Irtege sowie die wassrige, obere
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Phase, in der sich die RNA befindet. Nach Abpipettn der oberen RNA-haltigen
Phase erfolgte die Zugabe von jeweils 0,5 ml Ispanol, um die RNA zu fallen. Das
anschlielende Waschen des entstandenen RNA-Rglet&ntfernung von Salz- und
Isopropanolresten) erfolgte nach weiteren 10 mini IBRaumtemperatur und
nochmaligem Zentrifugieren (10 min bei 12.000 g u€) mit 70%igem Ethanol.
Zuletzt wurde das Pellet in DEPC-Wasser gelostfund0 min auf 65 °C erwarmt, um
eine vollstdndige Losung der RNA zu erzielen. Danadolgte die Lagerung der so
gewonnenen Gesamt-RNA bei —20 °C bis zur Weiterberaung.

3.3.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration der isolierten Gesamt-RNA astbmmen, wurde ihre optische
Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm gemessHier liegt das
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren fur ultravitdse Licht. Eine OD von 1 bei
260 nm entspricht ca. 40 md/ einzelstrangiger RNA. Daraus ergibt sich zur
Berechnung der RNA-Konzentration folgende Formel:

RNA-Konzentration [ngll]=OD g0 x Verdiunnung[ngil] x 40.

Um Verunreinigungen durch z.B. Salze oder ProtemuszuschlieRen, wurde die
Extinktion bei 230 nm und 280 nm bestimmt. Der Qart aus ORsy/OD,go dient
ebenfalls als Maf fur die Reinheit der Probe.

3.3.5 Reverse Transkription

Um die Expression eines bestimmten Gens auf RNAE&banithilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) nachweisen zu k{nnerss die (Gesamt-)RNA

zun&chst mithilfe der reversen Transkriptase in DiN@geschrieben werden.

Fur die cDNA-Synthese wurden fir jede Fettprobeejsvl,5ug der entsprechenden
RNA zusammen mit I Desoxynucleosidtriphosphat-Mix (10 mM dNTP-Mix),5 pl
Primer und DEPC-Wasser (ad 10) in ein Tube pipettiert. Es wurden Random
Hexamer Primer verwendet, weil diese aus einem Mis jeweils sechs
Oligonukleotiden in zuféalligen Kombinationen besiehund an jedem Ort der RNA
binden kdnnen und somit zu einer hbéheren Ausbdatepezische Primer fuhren. Um
die Sekundarstruktur der RNA aufzuschmelzen, wualeleAnsatz dann fir 5 min bei
65°C in den Heizblock gestellt und anschlieRendirl aaf Eis wieder heruntergekunhlt,
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wobei es zur Anlagerung der Random Hexamere arRdia kommt. Es folgte die
Zugabe von jeweils @l 10x RT-Puffer, 2ul DTT (0,1 M), 2ul MgCl, (50 mM), 2ul
DEPC-Wasser und I RNase out. Nach kurzem Vortexen und Zentrifugiesewie 2-
minutiger Inkubation bei 25 °Gwurde pro Tube 1ul SuperScriptll Reverse
Transkriptase (RT) dazugegeben, um die Stranghgldzun katalysieren. Die Tubes
kamen anschlief3end fur 10 min bei 25 °C, 50 mird@éC und zuletzt 15 min bei 70°C
in den Heizblock. Schlief3lich wurde noch jeweilslRNase H hinzugefiigt, um die
MRNA-Stréange zu verdréangen, so dass man am Endeocb ds-cDNA vorliegen hat.
Nach 20 min bei 37°C wurden die Proben bis zur ®edrarbeitung bei —20 °C

gelagert.

3.3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mithilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) konrgpezifische DNA-Abschnitte
amplifiziert werden. Dazu werden zunachst in dernderierungsphase DNA-
Doppelstrange durch Erhitzegeschmolzen. Im folgenden Annealingschritt wird die
Temperatur  wieder gesenkt, was den im  Uberschussgegaebenen
Oligonukleotidprimern ein Hybridisieren an komplaemden Stellender DNA-
Einzelstrange ermdglicht. Da die Strangverlangerimgier in 5°-3"-Richtung und
somit an zwei komplementdren DNA-Einzelstrangeneg&gfig erfolgt, werden fir
die beiden Einzelstrange zwei verschiedene Pringarofigt: ein forward und ein
reverse Primer, die dem Randbereich jeweils eiraggeE-DNA-Einzelstranges am 3’-
Ende komplementéar sind. Schlie3lich wird fiir diergationsphase die Temperatur
wieder auf ca. 70 °C erhoht — was dem Temperatumopt der Tag-Polymerase
entspricht. Diese verlangert die neuen DNA-Strariggdem sie ausgehend von den
Primern einen komplementéaren zweiten DNA-Einzetgjraus Desoxyribonukleotiden
synthetisiert, wobei der Einzelstrang der TargetAD&ls Matrize dient. Hierfir muss
dem PCR-Ansatz neben den erforderlichen Nukleotidieth der hitzestabilen DNA-
Polymerase auch Puffer und fgdas fiir die Aktivitat der Polymerase benotigtduyir

zugesetzt werden.

Auf diese Weise erhalt man nach einem Zyklus dippétie Anzahl an Kopien der
Zielsequenz. Bei wiederholtem Durchlaufen von Denetungs-, Annealing- und

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

Die Real-time PCR wurde mit dem Light Cycler dernta Roche durchgefihrt. Es
erfolgte eine relative Quantifizierung, indem dien@xpression der zu untersuchenden
Zielgene mit der Expression eines Housekeeping-Geagylichen wurde. Als
Housekeeping-Gene bezeichnet man Gene, die in aflehen kontinuierlich
angeschaltet sind und standig in anndhernd komstaviengen exprimiert werden, da
sie fur die Aufrechterhaltung des Zellstoffwechda¢notigt werden. Somit dienen sie
als Kontrolle der Effizienz der cDNA-Synthese uneéf@&enz fir die Proben. Hier

wurde als externer Standard das Housekeeping-Géne&®&endet.

Fir jede Probe wurde dl cDNA zusammen mit jeweils 0,28 forward und 0,25.l
reverse Primer, 4,7 DEPC-Wasser sowie 6,26 SYBR® Premix Ex Ta§" (Perfect
Real Time) in eine Glaskapillare gegeben, wobeikdigillaren bis zum Start der PCR
im Metalladapter des auf 4 °C vorgekiihlten Kihlkbdlieben. Der SYBR Premix
enthalt neben einer thermostabilBiNA Polymerase (TaKaRa Ex Ta§HS), einem
Desoxynucleosidtriphosphat-Mix (dNTP Mixture) undg den Fluoreszenzfarbstoff
SYBR® Green |. Nach einminiitigem Zentrifugieren bei 280@amen die Kapillaren

im Probenkarussel in den Light Cycler.

Die Real-Time-PCR erfolgte dann nach folgendem Abla
Die Denaturierungstemperatur betrug 95 °C. Fiur Aimealingphasen wurde die
Temperatur fir 15 s auf 60 °C gesenkt. Nach demd&abonsschritt (12 s bei 72 °C)

wurde jeweils die Fluoreszenz gemessen.

Der zur Detektion der amplifizierten DNA-Abschnitterwendete Farbstoff (SYBR
Green 1) interkaliert sequenzunabhangig zwischenn dBasen von DNA-
Doppelstrangen, so dass es bei Zunahme der Mengd?@R-Produkte zu einer

proportionalen Zunahme des Fluoreszenzsignals kommt

Als Mal3 fur die Quantifizierung der Ausgangsmengevarhandener Ziel-DNA wird
der Crossing Point (CP) verwendet. Der CP bezetcae Zyklus, an dem erstmals
detektierbare Fluoreszenz auftritt und die expadedat Phase der Amplifikation

beginnt. Am CP befinden sich in allen Reaktions@efédie gleiche Menge an neu
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synthetisierter Ziel-DNA. Die Anzahl der PCR-Zykl|etie benétigt wurde, um diese
Menge zu erreichen, gibt Aufschluss Uber die netafiusgangsmenge der Ziel-DNA.

Da der fluoreszierende Farbstoff sowohl an spetifa als auch an unspezifischen
PCR-Produkten bindet, wurde im Anschluss eine S&kue/enanalyse zur
Spezifitatsbestimmung durchgeflihrt. Dabei wird feamperatur ermittelt, bei der die
DNA-Doppelstrange denaturieren. Dazu wird die Terapg langsam von 50 °C auf
95 °C erhoht. Beim Schmelzen der DNA wird das SY®fRen | wieder freigesetzt und
die Fluoreszenz nimmt ab. Der Schmelzpunkt istniefi als die Temperatur, bei der
50% der DNA-Doppelstrange geschmolzen sind undbbtingig von Sequenz, Lange
und GC-Gehalt der DNA-Strange. Unspezifische PCod&kte wie Primerdimere
haben einen niedrigeren Schmelzpunkt. Somit lagdt gdem PCR-Produkt ein
spezifischer Schmelzpunkt zuordnen und das gewimgamplifikationsprodukt kann

von unerwinschten Nebenprodukten unterschiedenererd

Mit der quantitativen Real-time PCR wurde von allroben die relative Menge an
spezifischen Sequenzen in der c-DNA von AdiponeRfiBGF, IL-6, TNFea und dem

Housekeeping-Gen S27 gemessen.

3.4 Auswertung und Statistik

Von allen Proben wurde die relative Menge der Tigggyee und des Referenzgens S27
mithilfe der Second-Derivate-Maximum-Methode vonr deightCycler Software
bestimmt. Die unbehandelte Kontrolle diente jewalls Kalibrator und wurde auf den
Wert 1 gesetzt. Es wurde der Quotient aus der tlaeference ratio von den

behandelten Proben und des entsprechenden Kaftbgdbildet.

Mithilfe der Relative Quantifikation Software wurdeine Effizienzkorrektur
durchgefuhrt. Die Effizienzkorrektur beruht auf dBaten relativer Standardkurven,
welche auf die Effizienz des Targets und des Refgens schliel3en lassen. Sie dient
dazu, Ungenauigkeiten aufgrund unterschiedlichéziehzen der einzelnen Primer zu
verringern. Die Ergebnisse sind als Mediane mit @&86- und 75%-Perzentilen
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgtigtets Friedman ANOVA und dem
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nicht parametrischen Wilcoxontest. Signifikanzeek@nnzeichnet mit *) wurden bei

p<0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Epo auf digRNA-Expression von

Adiponektin, IL-6, TNFe. und VEGF in humanem Fettgewebe untersucht. Dazdevu
intraoperativ viszerales und subkutanes Fettgewehenormalgewichtigen (BMI < 25

kg/m?) und uUbergewichtigen Patienten (BMI > 25 k)/mm Rahmen eines
chirurgischen Eingriffes entnommen. Bei den Ubeigetigen Patienten (BMI > 25

kg/m?) wurde zusatzlich noch zwischen einem BMleur80 kg/m? (praadipos 25-30
kg/m?) und einem BMI Gber 30 kg/m? (adip6s) untbrsden.

Das Gewebe wurde insgesamt 72 h in Kultur gehalteth entweder als Kontrolle
unbehandelt belassen oder fir 24 h, 48 h bzw. ##tH0 IU Epo/ml Kulturmedium
inkubiert. Anschlielend wurde die Gesamt-RNA natdn@ardprotokoll isoliert. Nach
Umschreibung in cDNA wurde eine relative Quantdizing mittels Real-Time PCR
mit spezifischen Primern fur Adiponektin, IL-6, TMFund VEGF durchgefiihrt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels FriedmarNOGVA und dem nicht

parametrischen Wilcoxontest.

4.1 Adiponektin mMRNA-Expression in humanem Fettgewebe

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

Fettgewebe signifikante Veranderungen der AdipanekRNA-Expression.

Beim viszeralen Fettgewebe ergaben sich nach Bpdation keine signifikanten
Verédnderungen der Adiponektin mRNA-Expression @mnans ANOVA p=0,256 fir
BMI < 25 kg/m?, p=0,129 fur BMI > 25 kg/mz2, p=0,72dr BMI 25-30 kg/m?2 bzw.
p=0,165 fur BMI > 30 kg/m2). (Abb. 1)

Keine Inkubationszeit mit Epo flhrte in diesem Gbkweim Vergleich zur
unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen §840nach 24 h, p=0,767 nach 48
h und p=0,636 nach 72 h), Ubergewichtigen (p=0/88¢th 24 h, p=0,424 nach 48 h und
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p=0,530 nach 72 h), Praadipdsen (p=0,753 nach p4®917 nach 48 h und p=0,128
nach 72 h) oder Adipésen (p=0,680 nach 24 h, p£0r@h 48 h und p=0,500 nach 72

h) zu einer signifikanten Anderung der AdiponektiRNA-Expression.
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Abb. 1: Relative Adiponektin mMRNA-EXxpression im viszeraleettgewebe nach Behandlung mit Epo fur
0, 24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf dieehandelte Kontrolle (0h) normalisiert. Die BMI-
Werte der Patienten lagen im Bereich von (a) ueiekg/m?, (b) Gber 25 kg/m2, (c) 25-30 kg/m2 unyg (d
Uber 30 kg/m2,

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Bleimandmit Epo keine
signifikanten Veranderungen der Adiponektin mRNAgEession (Friedmans ANOVA
p=0,415 fur BMI < 25 kg/m?, p=0,127 fur BMI > 25 kgp, p=0,572 fir BMI 25-30
kg/m2 bzw. p=0,098 fur BMI > 30 kg/m?2). (Abb. 2)
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Keine Inkubationszeit mit Epo fuhrte beim subkutarkettgewebe im Vergleich zur
unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen 820nach 24 h, p=1,000 nach 48
h und p=0,260 nach 72 h), Ubergewichtigen (p=0y2%¢h 24 h, p=0,213 nach 48 h und
p=0,534 nach 72 h), Praadiptsen (p=0,128 nach p4M116 nach 48 h und p=0,237
nach 72 h) oder Adiposen (p=0,893 nach 24 h, p80re&h 48 h und p=0,273 nach 72

h) zu einer signifikanten Anderung der AdiponektiRNA-Expression.
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Abb. 2: Relative Adiponektin mMRNA-Expression im subkutarf@ettgewebe nach Behandlung mit Epo
fur 0, 24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind aefutibehandelte Kontrolle (Oh) normalisiert. Die BMI
Werte der Patienten lagen im Bereich von (a) udbekg/mz, (b) tber 25 kg/mz, (c) 25-30 kg/m2 uny (d

Uber 30 kg/mz.
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4.2 IL-6 mRNA-Expression in humanem Fettgewebe

Die Epo-Behandlung des viszeralen Fettgewebes atierfen mit einem BMI kleiner
25 kg/nf (n=8) ergab keine signifikanten Veranderungen tle6 mRNA-Expression
(Friedmans ANOVA p=0,740). (Abb. 3a) Hier kam esVargleich zur unbehandelten
Probe weder nach 24 h (p=0,327), nach 48 h (p=0,i@énh nach 72 h (p=0,779) Epo-

Inkubation zu einer signifikanten Veranderung de6 ImRNA-Expression.

Bei Patienten mit einem BMI groRer 25 kg/(n=13) zeigte sich nach Epo-Inkubation
eine signifikante Reduktion der IL-6 mMRNA-Expressiam viszeralen Fettgewebe
(Friedmans ANOVA *p=0,036). (Abb. 3b) Es zeigte hsitier eine signifikante
Erniedrigung der IL-6 mRNA-Expression nach 24 h Hpkubation um 50%
(*p=0,046) und nach 72 h Epo-Inkubation um 80% @®28) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Die mRNA-Expression vor6linach Behandlung mit Epo
fur 48 h war im Vergleich zur unbehandelten Prabeliesem Gewebe um 59% nicht

signifikant erniedrigt (p=0,055).

Von den Patienten mit einem BMI gréRer 25 kghvaren 8 praadipos (BMI 25-30
kg/m?). In dieser Gruppe ergab sich im viszeralen Fetedpe eine signifikant
verringerte IL-6 mMRNA-Expression um 47% nach 24poHnkubation im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen (*p=0,039). Nach Belang des Fettgewebes mit Epo
fur 48 h und 72 h kam es in diesem Gewebe zu keaigaifikanten Veranderung der
IL-6 mRNA-Expression (p=0,327 bzw. p=0,161). Imdéiinan ANOVA Test ergab
sich im Fettgewebe Pradipdser fur die IL-6 mRNA-Egsion unter Epo-Einfluss keine
Signifikanz (p=0,127). (Abb. 3c)

Bei den 5 adiptsen Patienten (BMI > 30 kf)/meduzierte die Inkubation mit Epo die
IL-6 mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe nath h in Bezug auf die
unbehandelte Kontrolle signifikant um 80% (*p=0,p4Bach 48 h Epo-Inkubation
erfolgte eine Erniedrigung der mRNA-Expression Vo1 im Vergleich zur Kontrolle
um 79% (p=0,080). Nach 24 h Epo-Inkubation erfolgime signifikante Anderung der
IL-6 mRNA-Expression im viszeralem Fettgewebe (p60). (Abb. 3d) Im Friedman
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ANOVA Test ergab sich im Fettgewebe Adiposer fig -6 mRNA-Expression unter
Epo-Einfluss keine Signifikanz (p=0,178).
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Abb. 3: Relative IL-6 mMRNA-Expression im viszeralen Fettgéw nach Behandlung mit Epo fur 0, 24,
48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbeHanlentrolle (Oh) normalisiert. Die BMI-Werte der
Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg(bjy2{iber 25 kg/mz, (c) 25-30 kg/m2 und (d) Gber 30
kg/mz.

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Huodbdtion keine signifikanten
Veranderungen der IL-6 mRNA-Expression (FriedmamMOAA p=0,740 fur BMI <
25 kg/mz2, p=0,689 fur BMI > 25 kg/mz2, p=0,564 fliMB25-30 kg/m2 bzw. p=0,983 flr
BMI > 30 kg/m?). (Abb. 4a-d)
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Keine Inkubationszeit mit Epo fuhrte beim subkutarkettgewebe im Vergleich zur
unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen g83nach 24 h, p=0,960 nach 48
h und p=0,0,960 nach 72 h), Ubergewichtigen (p=D,8&ch 24 h, p=0,110 nach 48 h
und p=0,463 nach 72 h), Praadipdosen (p=0,463 ndch, 20=0,345 nach 48 h und
p=0,753 nach 72 h) oder Adipdsen (p=0,600 nach, 40,225 nach 48 h und p=0,753

nach 72 h) zu einer signifikanten Anderung der IiHBNA-Expression.
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Abb. 4: Relative IL-6 mRNA-Expression im subkutanen Fettgbe nach Behandlung mit Epo fir 0, 24,
48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die unbeHanHentrolle (Oh) normalisiert. Die BMI-Werte der
Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25 kg(bjy2iiber 25 kg/mz, (c) 25-30 kg/m2 und (d) tber 30
kg/mz.
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4.3 TNF-a mRNA-Expression in humanem Fettgewebe

Die Behandlung mit Epo des viszeralen Fettgewelms Ratienten mit einem BMI
kleiner 25 kg/rh (n=8) ergab keine signifikanten Veranderungen d¥F3& mRNA-
Expression (Friedmans ANOVA p=0,834). (Abb. 5a) rtkam es im Vergleich zur
unbehandelten Probe weder nach Behandlung mit Ep@4 h (p=0,674), fir 48 h
(p=0,208) noch fur 72 h (p=0,499) zu einer sigmfiten Veranderung der TNF-
MRNA-Expression mRNA-Expression.

Im viszeralen Fettgewebe der Patienten mit BMI iRekg/nf (n=11) zeigte sich in
Bezug auf die unbehandelte Kontrolle eine Erniagrggder TNFa mRNA-Expression
von 45% nach 24 h (p=0,074), 52% nach 48 h (*p=@,08nd 44% nach 72 h
(*p=0,050) Epo-Inkubation (Friedmans ANOVA p=0,12Abb. 5b)

Von den ubergewichtigen Patienten waren 4 adipddl (B 30 kg/nf), bei dem
viszeralen Fettgewebe dieser Patienten (n=4) zeigkenach 24 h bzw. 48h unter Epo-
Inkubation eine Erniedrigung der TNFMRNA-Expression um 71,5% (p=0,068) bzw.
69,0% (p=0,068). Nach 72h Epo-Inkubation ergab $eme Anderung der TNE-
MRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe (p=0,14%)Friedmans ANOVA Test
ergaben sich fur die TN&- mRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe keine
Signifikanzen (p=0,129 fiir BMI {ber 25 kg/np=0,507 fiir BMI 25-30 kg/m? bzw.
p=0,165 fiir BMI > 30 kg/rf). (Abb. 5b-d)
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Abb. 5: Relative TNFee mMRNA-Expression im viszeralen Fettgewebe nach Balaag mit Epo fiir 0,
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die uabéélte Kontrolle (Oh) normalisiert. Die BMI-Werte
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25kg(b) Gber 25 kg/mz, (c) 25-30 kg/m2 und (d) UBer

kg/mz.

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Huodbdtion keine signifikanten

Veréanderungen der TN&-mMRNA-Expression (Friedmans ANOVA p=0,319 fir BMI <

25 kg/mz2, p=0,129 fur BMI > 25 kg/m?, p=0,431 fuMB25-30 kg/m? bzw. p=0,552 fur

BMI > 30 kg/m?2). (Abb. 6a-d).

Keine Inkubationszeit mit Epo fuhrte beim subkutareettgewebe im Vergleich zur
unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen @#@30nach 24 h, p=0,173 nach 48
h und p=0,0,173 nach 72 h), Ubergewichtigen (p=D,8&ch 24 h, p=0,790 nach 48 h
und p=0,583 nach 72 h), Praadipdsen (p=0,612 ndch, 20=0,345 nach 48 h und
p=0,398 nach 72 h) oder Adiptsen (p=0,893 nach, 240,686 nach 48 h und p=0,715

nach 72 h) zu einer signifikanten Anderung der TNRRNA-Expression.
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Abb. 6: Relative TNFee mRNA-Expression im subkutanen Fettgewebe nachi#tiag mit Epo fur 0,
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die uabéélte Kontrolle (Oh) normalisiert. Die BMI-Werte
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25Rg(b) Giber 25 kg/mz, (c) 25-30 kg/m2 und (d) UBer
kg/mz.
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4.4 VEGF mRNA-Expression in humanem Fettgewebe

Die Behandlung des viszeralen Fettgewebes vonrRatienit einem BMI kleiner 25

kg/m? (n=8) mit Epo ergab keine signifikanten Verandeemgler VEGF mRNA-

Expression (Friedmans ANOVA p=0,815). (Abb. 7a) tkam es im Vergleich zur
unbehandelten Probe weder nach 24 h (p=0,161), 4&dh(p=0,612) noch nach 72 h
(p=0,674) Epo-Inkubation zu einer signifikanten &iderung der VEGF mRNA-
Expression.

Im viszeralen Fettgewebe von Patienten mit eineml BMer 25 kg/mi (n=12) zeigte
sich unter Epo-Inkubation eine Erniedrigung der \FEBRNA-Expression (Friedmans
ANOVA p=0,062). (Abb. 7b) Nach 24 h Inkubation r&po reduzierte sich die VEGF
MRNA-Expression in dieser Gruppe, in Bezug auf digbehandelte Kontrolle,
signifikant um 53 % (*p=0,017). Von den Gewebesmendmit einem BMI lber 25
kg/m? waren 5 adipds (BMI Uber 30 kgfjn bei diesen Patientemeigte sich im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nach Inkulratnit Epo fur 24 h eine um 79%
(p=0,068) und nach Inkubation mit Epo fur 72 h eime 96% (p=0,080) erniedrigte
MRNA-Expression fir VEGF im viszeralen Fettgewebeedmans ANOVA p=0,178).
(Abb.7d)

Visz. Fettgewebe normalgewichtiger Erwachsener Visz. Fettgewebe Ubergewichtiger Erwachsener
BMI < 25 kg/m? BMI > 25 kg/m?

v n=8 i n=12

o

@

IN

w

-

~

3
2
*

Rel. mRNA Expression von VEGF

Rel. mRNA Expression von VEGF

1 — 1 —
— Median — Median
‘ ] [ 25%-75% [ 25%-75%
0 L T 5%-95% 0 —T— T T 5%95%
0Oh/72h 24h/72h 48h/72h 72h/72h 0h/72h 24h/72h 48h/72h 72h/72h
Zeit Th1 Ervthronoietin-Inkubation Zeit Th1 Frvthrannietin-Inkiihation

Abb. 7a Abb. 7b
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Visz. Fettgewebe praadipdser Erwachsener Visz. Fettgewebe adipéser Erwachsener
BMI 25-30 kg/m? BMI > 30 kg/m?

v n=7 ! n=5
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Abb. 7c Abb. 7d

Rel. mRNA Expression von VEGF
Rel. mRNA Expression von VEGF

Abb. 7: Relative VEGF mRNA-Expression im viszeralen Fettgbe nach Behandlung mit Epo fur O,
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die uabéélte Kontrolle (Oh) normalisiert. Die BMI-Werte
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25Rg(b) tiber 25 kg/mz, (c) 25-30 kg/m2 und (d) uBer
kg/m2,

Beim subkutanen Fettgewebe ergaben sich nach Hqubdtion keine signifikanten
Veranderungen der VEGF mRNA-Expression (FriedmaN©XA p=0,532 fir BMI <
25 kg/m?, p=0,145 fur BMI > 25 kg/m?, p=0,532 fikB25-30 kg/m? bzw. p=0,472 fur
BMI > 30 kg/m?2). (Abb. 8a-d).

Keine Inkubationszeit mit Epo fuhrte beim subkutarkettgewebe im Vergleich zur
unbehandelten Probe bei den Normalgewichtigen g@#HOnach 24 h, p=0,110 nach 48
h und p=0,260 nach 72 h), Ubergewichtigen (p=0sh 24 h, p=0,638 nach 48 h und
p=0,866552 nach 72 h), Praadipésen (p=0,612 nach, 2#=0,753 nach 48 h und
p=0,866 nach 72 h) oder Adipdsen (p=0,893 nach, 40,500 nach 48 h und p=0,500
nach 72 h) zu einer signifikanten Anderung der TANRRNA-Expression.
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Abb. 8d

Abb. 8: Relative VEGF mRNA-Expression im subkutanen Festtgbe nach Behandlung mit Epo fir O,
24, 48 und 72 Stunden. Die Werte sind auf die uabéélte Kontrolle (Oh) normalisiert. Die BMI-Werte
der Patienten lagen im Bereich von (a) unter 25kg(b) Gber 25 kg/m2, (c) 25-30 kg/m2 und (d) iBer
kg/mz.
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5 Diskussion

Atherosklerose ist eine entzindliche Erkrankung][l18[18], bei der verschiedene
Zytokine eine Rolle spielen [7][20]. Zu diesen Zitten zahlen u.a. Adiponektin,
VEGF, IL-6 und TNF-alpha. [7][20] Die Konzentratiomon Adiponektin, einem
sekretorischen Protein des Fettgewebes mit engwttektiven Eigenschaften, ist bei
Atheroskleroseerkrankten erniedrigt, wahrend di@inflammatorischen Zytokine
VEGF, IL-6 und TNF-alpha in dieser Patientengrugpledht sind. [7][23] Vor allem
Patienten mit Adipositas — haufig in Kombination t nDiabetes — sind von

Atherosklerose betroffen.

Neben Diabetikern haben auch Patienten mit chrbarsbliereninsuffizienz (CNI) ein
erhoéhtes Risiko fur Atherosklerose. Patienten miil,Cdie aufgrund einer renalen
Anamie routinemaflig mit Epo behandelt wurden, wiebei erhéhten Adiponektin-
Spiegeln ein erniedrigtes kardiovaskulares Risikaf. §14] Die Senkung der
kardiovaskularen Mortalitat und die Konzentratioh§éung des endothelprotektiven
Adipokins Adiponektin unter Epo-Therapie lassen nwaten, dass Epo Uber die
antianamische Wirkung hinaus auch einen EinflusdeuAdipokin-Sekretion hat und

somit potentiell zur endothelprotektiven Therapregesetzt werden konnte.

In dieser Studie wurde der Einfluss von Epo aufrdRNA-Expression verschiedener
Adipokine untersucht, die bei Entzindungsprozedsaen. der Atherosklerose eine
Rolle spielen. Hierzu wurde subkutanes und visesrélettgewebe mit Epo inkubiert
und anschlieBend —nach RNA-Isolation und Umschrgbun cDNA- mittels
quantitativer Real-Time PCR die mRNA-Expression Adiiponektin, VEGF, IL-6 und

TNF-alpha gemessen.

Diese Arbeit beschaftigt sich erstmalig mit demeklien Einfluss von Epo auf das
Fettgewebe. Die bisherigen Forschungsergebnissehsgzsich v. a. auf die Wirkung
von subkutan oder intravends appliziertem Epo aeh dSerum-/Plasmaspiegel
verschiedener Adipokine in vivo. In dieser Studiarde die Wirkung von Epo auf

humanes Fettgewebe in vitro untersucht. Da dieterei&dipokine im Fettgewebe nicht
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allein von den Adipozyten, sondern vor allem aucm wWlen sognon-fat cells, wie
Fibroblasten, Monozyten oder Makrophagen, gebildetden [42], wurde in dieser
Studie anstelle einer reinen Adipozytenkultur dhe¢tgewebekultur durchgefthrt [43].
Da die Stoffwechselaktivitat des menschlichen fstigbes in Abhangigkeit von der
Lokalisation von unterschiedlicher Auspragung mstiss zwischen dem viszeralen und

subkutanen Fettgewebe unterschieden werden.

Beim subkutanen Fettgewebe zeigten sich keine fdignten Veré&nderungen der
MRNA-Expression der untersuchten Adipokine. Ledlglbeim subkutanen Fettgewebe
adipdser Patienten ergab sich in Bezug auf die harmelte Kontrolle eine
Erniedrigung der Adiponektin mRNA-Expression, dikeraings nicht signifikant war.
Beim viszeralen Fettgewebe fuhrte die Inkubationt riipo bei den Proben
Ubergewichtiger Patienten zu einer signifikantedukéion der IL-6, TNFe und VEGF
MRNA-Expression. Bei viszeralem Fettgewebe nornveilgigtiger Patienten ergab sich
fur keine der untersuchten Adipokine eine signifilea Verdnderung der mRNA-

Expression.

Wie oben erwahnt, wurden bei Dialyse-Patienten ruBo-Therapie in einer Studie
hohere Plasmaadiponektinspiegel gemessen als hbaysBiPatienten ohne Epo-
Therapie. [14][28] Dies lasst die Vermutung zu,ddse Adiponektin-Sekretion von
Adipozyten durch Epo stimuliert wirdie vorliegende Arbeit konnte allerdings keine
erhohte Adiponektin-Sekretion im Fettgewebe untpo-Ehkubation nachweisen. Es
deutete sich vielmehr eine leichte ErniedrigungAidiponektin-Sekretion bei adipésen
Patienten im subkutanen Fettgewebe an, die allgsdimcht signifikant war. Eine
andere Studie zeigte, dass Patienten mit CNI zwladhée Adiponektin-Spiegel im
Vergleich zu gesunden Patienten haben, im Gegendaru die Adiponektin-
Genexpression bei diesen Patienten aber heruntéiegist. [44] Ursache fur die
erhohten Adiponektin-Spiegel ist hierbei am ehesth® verminderte Clearance-
Funktion beim Nierenversagen. Wenn man davon ausgeiass die erhohten
Adiponektin-Spiegel bei Dialyse-Patienten nicht aihe gesteigerte Adiponektin
MRNA-Expression, sondern auf eine verminderte Ausisiting Uber die Niere
zurtckzufuhren ist, kdnnte man eine negative FeddBaaktion auf die erhdhten

Adiponektin-Spiegel vermuten. Wir wissen nicht, wvigpo in diesen Mechanismus
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eingreift. Aber da Epo die Nierenfunktion verbegseére ein UberschieRende@nstieg
der Adiponektin mRNA-Sekretion als Reaktion auf aée fallende Adiponektin-
Spiegeln aufgrund verbesserter Clearance-Funkeokizhr. In der vorliegenden Arbeit
wurde allein der Einfluss von Epo auf das Fettgeavigbvitro untersucht. Hier zeigte
sich keine signifikante Beeinflussung der AdipomekiRNA-Expression durch Epo.

Auch wenn Epo nicht fur eine Senkung der AdipomektiRNA-Sekretion sorgt, ware
ein potenzieller Einsatz zur endothelprotektivererBipie denkbar. Nicht die Hohe der
antiinflammatorischen Adipokine an sich, sondemlnaehr das Verhaltnis von pro- zu
antiinflammatorischen Zytokinen scheint fur die \Eicklung einer Atherosklerose
ausschlaggebend zu sein. Auch die Senkung derflarmmatorischen Adipokine (IL-6,
TNF-o und VEGF) wuirde das Verhdaltnis zugunsten des rdiatinmatorischen
Adipokin Adiponektin verschieben.

Beim viszeralen Fettgewebe Ubergewichtiger Patrenteigt diese Studie eine
signifikante Reduktion der IL-6 mMRNA-Expression hdokubation mit Epo. Auch fur
TNF-alpha zeigt sich nach 48 h bzw. 72 h unter Hpobation beim viszeralen
Fettgewebe Ubergewichtiger Patienten eine sigmftka Senkung der mMRNA-
Expression. Auch nach 24 h erzielt Epo in dieserwébe eine Reduktion der TNE-

MRNA-Expression, die allerdings nicht signifikasit i

Die Konzentrationen der beiden proinflammatoriscAeipokine IL-6 und TNFa sind

bei fettleibigen Patienten hoher als bei Normalgkigen. [8][24] Die erhéhte
Expression dieser beiden Adipokine bei Patientent rAdipositas bewirkt
moglicherweise, dass Verdnderungen der Expressamldichter nachzuweisen sind.
Adipositas geht mit einem erhéhtem Risiko fur Atreklerose einher. Eine Reduktion
der erhdhten IL-6 und TNE-Sekretion im viszeralen Fettgewebe Ubergewichtiger

kénnte moglicherweise zu einer Senkung des Athérosserisikos fuhren.

In dieser Studie fuhrt die Inkubation von viszenalEettgewebe mit Epo fur 24 Stunden
bei den Proben adiptser Patienten zu einer sigmifén Reduktion der VEGF mRNA-
Expression. Diese Ergebnisse stimmen (dberein mitterSachungen an

Fettgewebekulturen normalgewichtiger Kinder. [45) Gegensatz dazu wurde die
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VEGF mRNA-Expression im Tierversuch durch Epo h&eguliert. [46] Andere
Studien konnten wiederum keine Anderung der VEGE@D unter dem Einfluss von
Epo nachweisen. [47][48] Moglicherweise kann eireglktion der VEGF-Expression
das Atheroskleroserisiko reduzieren. In der Litergibt es Beispiele fir eine Zunahme
von VEGF unter dem Einfluss von Epo. [46][49] Adergs liegen keine weiteren
Daten Uber Fettgewebe unter Epo-Einfluss vor. VEBHE abgesehen vom Fettgewebe
in einer Vielzahl anderer Gewebe exprimiert. Auatnw Epo die VEGF-Expression in
der vorliegenden Studie im viszeralen Fettgewebmnhie scheint es in anderen
Geweben einen gegenteiligen Effekt zu haben. &btbhbzuwarten, ob die Reduktion
der VEGF-Expression im viszeralen Fettgewebe uBeo-Einfluss in Studien mit

groRerem Stichprobenumfang bestatigt werden kann.

Diese Studie zeigt eine Reduktion der mRNA-Expassion IL-6, TNFe und VEGF
im viszeralen Fettgewebe adiptser Patienten durehBeéhandlung mit Epo. Die
Adiponektin mRNA-Expression scheint von Epo unalgigirzu sein. Damit verandert
sich das Verhaltnis von anti- zu proinflammatoresthAdipokinen zugunsten des
antiinflammatorischen und endothelprotektiven Adips Adiponektin. Somit scheint
zumindest im viszeralen Fettgewebe das Milieu fiie dEntstehung bzw. das
Fortschreiten einer Atherosklerose unter dem Essflvon Epo ungunstiger zu sein als
in unbehandeltem Fettgewebe. Da die untersuchteipokihe — abgesehen von
Adiponektin — aul3er vom Fettgewebe auch in erhlediic Mal3 von anderen Geweben
sezerniert werden, missen weitere Studien ergeliiesich der Einfluss von Epo dort

ebenso auswirkt.

Aufgrund der begrenzten Anzahl des schwierig zaleghden Untersuchungsmaterials
beruhen diese Ergebnisse auf geringen Fallzahlenbl&bt abzuwarten, ob sie in

Studien mit gréRerem Stichprobenumfang bestatigtierekénnen.

Diese Arbeit zeigt, dass Epo einen Einfluss auf Adpokin-Expression hat. Die
vorliegenden Ergebnisse am viszeralen Fettgewebeenlalarauf hin, dass Epo nicht
nur der Korrektur der renalen Anamie dient, sondknth Reduktion der Inflammation

auch der Entstehung bzw. dem Fortschreiten eind&erdsklerose entgegenwirken
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kann. Es bleibt abzuwarten, ob sich dieser Effekiveéiteren Untersuchungen bestétigt

und therapeutisch nutzbar machen lasst.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Erythropimie(Epo) auf die Adipokin-
Expression in humanem Fettgewebe untersucht. Epobékannte antiatherogene
Eigenschaften. Bislang wurde dies allein der Vesbasg der Mikrozirkulation bzw.
Minderung der Hypoxie zugeschrieben. Wir vermuidass Epo dariber hinaus auch
einen direkten Einfluss auf die Adipokinexpressiom Fettgewebe hat und durch
Reduktion der Inflammation Uber eine Beeinflussuley Adipokinproduktion einen
Schutzfaktor vor der Entstehung bzw. dem Fortstdmeder Atherosklerose darstellt.
Wahrend der Einfluss von Epo in dieser Studie kdinderung der Adipokinexpression
im Fettgewebe Normalgewichtiger bewirkte, zeigtechsi im Fettgewebe
Ubergewichtiger eine Reduktion proinflammatoriscAdipokine. Nach Inkubation mit
Epo kam es im viszeralen Fettgewebe UbergewichBgéenten zu einer Reduktion der
inflammatorischen Adipokine IL-6, TNE-und VEGF. Die mRNA-Expression von
Adiponektin &nderte sich hier unter der Epo-Behamgl nicht. Im subkutanen
Fettgewebe Ubergewichtiger Patienten fuhrte dieitbakion mit Epo bei keinem der
untersuchten Adipokine zu einer veranderten mRNAfEssion. Den untersuchten
Adipokinen IL-6, TNFe, VEGF und Adiponektin wird eine Rolle bei der Atbgenese
zugesprochen. Wahrend man von IL-6, T&lrsnd VEGF annimmt, dass sie die
Atherosklerose begunstigen, scheint Adiponektin erin Schutzfaktor vor
Atherosklerose darzustellen. Bei der Atherosklezasstehung hat Inflammation eine
grolle Bedeutung. Die unter Epo-Einfluss reduziertdeRNA-Expression von
inflammatorischen Adipokinen im viszeralen Fettgbeelibergewichtiger Patienten
kann Hinweis auf eine antiinflammatorische Wirkumgn Epo sein. Durch diesen
antiinflammatorischen Effekt kdnnte Epo einen Sefalttor vor der Entstehung bzw.
dem Fortschreiten der Atherosklerose darstelleas®Arbeit lasst erstmalig vermuten,
dass Epo uber die Verbesserung der Mikrozirkulatlinaus durch Reduktion
inflammatorischer Adipokine auch ein antiatherogekéfekt zugesprochen werden

kann.
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7 Abkurzungsverzeichnis

A

Adenin

Arcp 30 30 kDa adipocyte complement-related protein

C
cDNA
CNI
CP
DEPC
D-MEM
DNA
dNTP
ds
DTT
EPO
FCS
G

IL-6
KHK
oD
PBS
PCR
RNA
RNase
T

Taq
TNF-a
VEGF

Cytosin
complementary DNA
chronische Niereninsuffizienz

Crossing Point

Diethylpyrocarbonat
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonuclaoid)
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Doppelstrang
Dithiothreitol

Erythropoietin

fotales Kalberserum (engl. fetal calf serum)
Guanin
Interleukin-6
Koronare Herzkrankheit

optische Dichte

Phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase ¢kaction)
Ribonukleinséure (engl. ribonucleic acid)
Ribonuklease
Thymin
Thermus aquaticus
Tumor necrosis factor-alpha

Vascular endothelial growth factor
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