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Zusammenfassung

Hintergrund und Zielsetzung: Das in der Niere produzierte Hormon Erythropoietin
ist der wichtigste endogene Stimulator der Erythrozytenbildung (Erythropoese).
In einigen Studien wurde beschrieben, dass Erythropoietin Korpergewicht und
Blutglukose senken und diverse Stoffwechselparameter verbessern kann. Solche
Effekte sind von besonderem Interesse, da fur Adipositas und Typ-2-Diabetes
eine epidemieartige Zunahme der Fallzahlen zu beobachten ist und daher neue
Ansatzmaoglichkeiten fur Therapien gesucht werden.

Das Hauptziel vorliegender Arbeit war es zu klaren, ob Erythropoietin die
Blutglukose und andere metabolische Parameter blol3 als Folge einer
Gewichtsreduktion oder direkt, also gewichtsunabhangig, beeinflusst.

Material und Methode: Mannliche Mause des Wildtypstammes C57BL/6J wurden
mit fettreicher Diat geflttert. Dieser Mausstamm ist bekannt dafir, unter
fettreicher Ernahrung Adipositas und metabolische Stérungen zu entwickeln. Die
adiposen Mause bekamen uber zwei Monate dreimal wochentlich hochdosierte
Erythropoietininjektionen (1000 U/kg  Epoietin  theta). Um  den
gewichtsunabhangigen Effekt von Erythropoietin zu untersuchen, also das
Koérpergewicht als Ursache flr Veranderungen auszuschlielen, erhielt die
Kontrollgruppe eingeschrankte Futterportionen, sodass ihre Gewichtskurve
derjenigen der Erythropoietin-Gruppe maoglichst glich. Metabolische Parameter
wie Blutglukose, Blutketone, Blutfette, Korperzusammensetzung, korperliche
Aktivitat und Energieverbrauch wurden gemessen.

Ergebnisse: Die Erythropoietinbehandlung fuhrte zu signifikant niedrigeren
Blutglukosewerten  bei  Erythropoietin-behandelten  Mausen als bei
Kontrollmausen. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich auch beim relativen
Korperfett, das bei Erythropoietin-behandelten Mausen trotz gleichem
Gesamtgewichts niedriger war. Beim Gesamtcholesterin und beim Gewicht des
epididymalen Fettpolsters wurden Trends zu niedrigeren Werten in der
Erythropoietin-Gruppe beobachtet. Es konnte kein signifikanter Effekt der
Erythropoietinbehandlung auf Energieverbrauch und koérperliche Aktivitat
festgestellt werden.

Schlussfolgerung: Zweimonatige Erythropoietinbehandlung hatte signifikante
Auswirkungen auf die Blutglukose und die Korperzusammensetzung von
mannlichen adipésen Mausen, obwohl das Koérpergewicht der Gruppen
vergleichbar war. Dies lasst den Schluss zu, dass Blutglukose und
Korperzusammensetzung einer direkten Erythropoietinwirkung unterliegen und
Erythropoietin-induzierte Effekte nicht blof3 Folge einer Gewichtsreduktion sind.



Abstract

Background and objective: The hormone erythropoietin is produced in the kidney
and is the predominant endogenous stimulator of erythrocyte production
(erythropoiesis). Recent studies have shown erythropoietin-induced
improvements in several metabolic parameters, including reductions in body
weight and blood glucose. Such effects are of particular interest in consideration
of the world-widely rising numbers of patients with obesity and type 2 diabetes, a
situation calling for novel therapeutic strategies.

The main objective of the present study was to sort out, whether erythropoietin
actions on blood glucose and other metabolic parameters are the consequence
of weight loss or direct, i.e., weight-independent effects.

Material and methods: Male mice of the wild-type strain C57BL/6J were fed high
fat diet. This strain is known to develop obesity and metabolic disorders under
high fat diets. For two months, the obese mice received high-dose erythropoietin
injections (1000 U/kg epoietin theta) three times a week. To dissect the weight-
mediated from the weight-independent effects of erythropoietin, the control group
received restricted portions of food so to ensure that their weight curve was
comparable to that of the erythropoietin-treated group. Various metabolic
parameters such as blood glucose, blood ketones, plasma lipids, body
composition, physical activity, and energy expenditure were measured.

Results: Erythropoietin significantly reduced blood glucose as compared to
control mice. A significant difference was also observed for relative body fat,
which despite comparable total weight was lower in erythropoietin-treated mice.
Regarding total cholesterol and epididymal fat pad weight, trends towards lower
values were observed in the erythropoietin group. There was no significant effect
of erythropoietin on energy expenditure and physical activity.

Conclusions: Two months of treatment with erythropoietin had significant effects
on blood glucose and body composition in male obese mice, although body
weight was comparable between the groups. In conclusion, the effects of
erythropoietin on blood glucose and body composition are not merely
consequences of weight reduction, but are at least in part direct, i.e. weight-
independent, effects.
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1. Einleitung

1.1. Glukosemetabolismus

Menschen und Tiere sind heterotrophe Lebewesen, die auf Energiegewinnung
aus organischen Verbindungen angewiesen sind. In diesem Zusammenhang
dient Glukose als die Hauptenergiequelle fur den menschlichen Organismus und
spielt eine wichtige Rolle bei der Synthese vieler korpereigener Produkte.
Kohlenhydrate machen bis zu 50 % der aufgenommenen Energie aus,
hauptsachlich in Form von Starke sowie den Disacchariden Laktose und
Saccharose. Diese grofderen Kohlenhydratmoleklle werden im Magen wahrend
der Verdauung in Monosaccharide, vor allem Glukose, abgebaut. Kleinere
Mengen Fruktose und Galaktose fallen ebenfalls an und werden im Darm
aufgenommen und zur Leber transportiert.

Die Glukose wird von der Leber je nach Bedarf aus dem Blut aufgenommen und
in das Blut abgegeben, um die konstante Blutglukosekonzentration
aufrechtzuerhalten. Uberschiissige Glukose wird in der Leber gespeichert.
Fruktose und Galaktose werden in Glukosemetaboliten umgewandelt und
minden in verschiedene Stoffwechselwege ein, genau wie Uberschissige
Glukose, die nicht ins Blut abgegeben wird. Der Organismus verwendet Glukose
als Ausgangsstoff fur die Biosynthese zahlreicher kérpereigener Stoffe, die nicht
nur in der Leber, sondern auch in anderen Geweben stattfindet.

Die ersten Schritte des Abbaus von Glukose, wenn sie zum Zweck der
Energiegewinnung (=ATP-Produktion) verwertet wird, finden im Zytosol der Zelle
statt. Dieser Prozess wird als Glykolyse bezeichnet und umfasst eine Kette von
10 Reaktionen, bei denen sowohl exogene als auch endogene Glukose abgebaut
wird. In der anaeroben Glykolyse entsteht Laktat als Abbauprodukt, wahrend in
der aeroben Glykolyse Pyruvat gebildet wird, das in nachfolgenden Prozessen,
die im Mitochondrium stattfinden (Zitratzyklus und oxidative Phosphoryllierung),
zu H20 und CO:2 abgebaut wird. Alle diese Prozesse haben zum Ziel, chemische
Energie in Form von ATP verfugbar zu machen (vgl. Loffler et al., 2007).

Im Ruhezustand erfolgt der Abbau von etwa 200 g Glukose taglich durch die
Glykolyse, um dem Korper Energie zur Verfugung zu stellen. Das Gehirn allein
beansprucht 75% dieses minimalen Tagesbedarfs von 200 g Glukose. Dieser
minimale Tagesbedarf entspricht etwa den Glukosereserven, die hauptsachlich
in Leber und Muskulatur gespeichert werden. Fur die Speicherung von Glukose
dient das Glukosepolymer Glykogen.

Da sowohl die Glukoseaufnahme als auch ihr Verbrauch nicht konstant sind, stellt
die Verwendung von Glykogen als Speichermolekil eine Lésung dar. Glukose
wird nach den Mahizeiten vom Organismus aufgenommen, wahrend der
Verbrauch vor allem von der korperlichen Aktivitat abhangt. Um die
Schwankungen der Glukose im Blutplasma mdglichst gering zu halten, erfolgt
sowohl ein schneller Abbau als auch eine schnelle Synthese von Glykogen. Auf



diese Weise wird die Glukosekonzentration im Blutplasma in einem engen
Bereich von 70—-110 mg/100 ml bzw. 4—6 mmol/l gehalten.

Die grofdten Mengen an Glykogen werden in der Skelettmuskulatur gespeichert,
die bis zu 250 g Glukose in dieser Form speichern kann. Dartber hinaus kann
die Leber bis zu 150 g Glukose als Glykogen speichern, was etwa 10% des
Gewichts dieses Organs ausmacht. Die Glykogenolyse in der Muskulatur dient
hauptsachlich dazu, Glukose fiur die Glykolyse in der Muskelzelle bereitzustellen.
Der Glykogenabbau in der Leber dient vor allem der Glukoseproduktion und der
Glukoseabgabe ins Blut, also der Versorgung der verschiedenen Organe mit
Glukose (vgl. Muller-Esterl, 2018).

Im Hexosemonophosphatweg wird durch die Verwertung von Glukose Energie in
Form von NADPH sowie Ribose-5-Phosphat bereitgestellt, welches ein
essentieller Baustein fur Nukleinsauren ist (vgl. Loffler et al., 2007).

Es bedarf beim Menschen etwa 1-2 Tage eines Glukosemangels, um die
Glykogenreserven vollstandig aufzubrauchen. Fur langere Fastenphasen hat der
Organismus daher einen Mechanismus entwickelt, um Glukose Uber die
Glukoneogenese bereitzustellen, falls sie nicht Uber die Nahrung aufgenommen
wird. Dieser Prozess hat besonders groRe Bedeutung flr Erythrozyten, das
Knochenmark und das Nervensystem, da Glukose flr diese Zellen unentbehrlich
ist. Die Glukoneogenese ermoglicht die Synthese von Glukose aus
Ausgangsverbindungen, die keine Kohlenhydrate sind, wie beispielsweise
Pyruvat, Laktat oder Aminosauren. Die glukogenen Aminosauren, die daflr
bendtigt werden, stammen hauptsachlich aus den Proteinreserven der
Skelettmuskulatur. Leber und Niere spielen hierbei eine zentrale Rolle, da sie die
einzigen Organe sind, die Uber die erforderlichen Enzyme verfigen und in der
Lage sind, groflere Mengen von Glukose durch Glukoneogenese neu zu
synthetisieren (vgl. Muiller-Esterl, 2018).

1.2. Fettmetabolismus-Triglyzeride

Lipide sind von entscheidender Bedeutung flr die normale Funktion von Zellen,
da viele zellulare Prozesse und Biosynthesen von Lipiden abhangen. Abgesehen
von ihrer Rolle beim Aufbau von Zellmembranen sind Lipide an zahlreichen
Stoffwechselprozessen beteiligt, die fiir das Uberleben von Zellen unerlasslich
sind. Eicosanoide, die aus ungesattigten Fettsauren gebildet werden, spielen
eine wichtige Rolle als Gewebshormone. Daruber hinaus dienen Lipide als
Ausgangsverbindungen fur die Synthese vieler Signalmolekile.

Etwa 40% der durch die Nahrung aufgenommenen Energie stammen aus
Lipiden, zu denen u.a Triglyzeride, Phospholipide und Cholesterin zahlen.
Triglyzeride machen den Grofteil der in der Nahrung vorhandenen Lipide aus.
Bevor sie im Darmtrakt resorbiert werden, werden sie durch Lipasen in
Fettsauren, Monoazylglyzeride und Glyzerin umgewandelt. Nach der Resorption
kommt es zur erneuten Bildung von Triglyzeriden, die mit Apolipoproteinen
verpackt und in Form von Chylomikronen in die Lymphgefalle abgegeben
werden. Uber die LymphgefaRe gelangen die Chylomikronen zu verschiedenen
Geweben. Die meisten Zellen sind in der Lage, zumindest geringe Mengen an
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Triglyzeriden zu speichern, die hauptsachlich als rasch verfugbare Energiequelle
dienen. Fettgewebezellen sind auf die Synthese und Speicherung von
Triglyzeriden spezialisiert, wodurch der Grol3teil der gespeicherten Triglyzeride
im Fettgewebe zu finden ist. Bis zu 95% des Fettgewebes bestehen aus
eingelagerten Triglyzeriden. Bei Nahrungskarenz konnen Triglyzeride unter
hormonellem Einfluss rasch abgebaut und freigesetzt werden, um verschiedenen
Geweben Energie zur Verfiigung zu stellen. Dieser Abbau erfolgt durch Lipasen
in Fettsauren und Glyzerin, die dann ins Blut abgegeben werden, um den
Energiebedarf zu decken. Durch die R-Oxidation werden Fettsauren zu Azetyl-
CoA abgebaut, das in verschiedene Stoffwechselprozesse einmindet. Bei
erhdhter R-Oxidation in der Leber entstehen Ketonkdrper als wasserlosliche
Abbauprodukte von Fettsauren. Diese Ketonkorper dienen insbesondere beim
Fasten als wichtige Energiequelle fur verschiedene extrahepatische Gewebe
(vgl. Loffler et al., 2007).



1.3. Regulation von Glukose- und Fettmetabolismus

Die Regulation der Glukosekonzentration im Blut erfolgt vorrangig durch Insulin
und Glukagon, die antagonistisch wirken. Diese Hormone werden in den
Langerhans-Inseln des Pankreas synthetisiert, allerdings von verschiedenen
Zelltypen. Die B-Zellen im Zentrum der Inseln sind fur die Produktion,
Speicherung und Abgabe von Insulin ins Blut verantwortlich, wahrend die ao-
Zellen am Rand der Inseln Glukagon produzieren. Im menschlichen Organismus
sind die B-Zellen in den Langerhans-Inseln die einzigen Produzenten von Insulin.

stimulien PaRGEE Sowohl Insulin als auch Glukagon
durch hohe I .

Blutglucose ufg;me'g;ﬁge tragen  zur  Regulierung  der
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die Nahrungsaufnahme aktiviert wird,
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Muller-Esterl, 2018).

Die Freisetzung von Hormonen wird
durch die Glukosekonzentration im
zirkulierenden Blut gesteuert, das vom
Inselzentrum zur Peripherie fliel3t. Die
ausgeschutteten Hormone werden Uber den Blutkreislauf zu den Zielorganen
transportiert, darunter die Leber, die Muskulatur und das Fettgewebe. Insulin
erhdht die Aufnahme von Glukose sowohl in die Skelettmuskulatur als auch ins
Fettgewebe. Hierbei sind insulinsensitive Transporter beteiligt, die nach der
Bindung von Insulin in der Lage sind, Glukose aufzunehmen, was die
Glukoseverwertung fordert. Im Gegensatz dazu verflugt die Leber Uber ein
eigenes Glukosetransportsystem, das nicht von Insulin abhangig ist. Die
Glukoseaufnahme in die Leber erfolgt Uber dieses insulinunabhangige
Transportsystem, das hauptsachlich von der Glukosekonzentration im Blut
abhangt und durch einen Konzentrationsgradienten geférdert wird. Die Aufnahme
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Abbildung 1. Regulation des
Glukosemetabolismus durch Insulin  und
Glukagon (Miiller-Esterl, 2018)



von Glukose in die Leber fuhrt zur Hemmung des Glykogenabbaus und zur
Stimulation von Glykolyse und Glykogensynthese (Abbildung 1).

Die Auffullung der Glykogenspeicher in der Leber stimuliert auch die
Fettsauresynthese. Die gebildeten Fettsauren werden in Triglyzeride eingebaut
und mit VLDL (very-low-density Lipoproteinen) ins Fettgewebe transportiert, wo
sie zur Auffillung des Fettdepots verwendet werden.

Die erhdhte Glukoseaufnahme in verschiedene Zellen fuhrt zu einem Abfall der
Blutglukosekonzentration, aber gleichzeitig werden  unterschiedliche
Stoffwechseleffekte in diesen Zellen ausgeldst. In Muskelzellen wird die
Glykogensynthese gesteigert, es kommt jedoch auch zu einer verstarkten
Glykolyse, wahrend der Abbau von Proteinen gehemmt wird. In den Fettzellen
wird die vermehrt aufgenommene Glukose Uber den Hexosemonophosphatweg
unter Bildung von NADPH abgebaut. Daruber hinaus wird die Glykolyse
gesteigert, was zu einer erhohten Bereitstellung von Azetyl-CoA fur die
Fettsaurebiosynthese fuhrt. Daher fordert Insulin auch in den Fettzellen die
Bildung von Speichermolekuilen. Der Fettabbau (Lipolyse) wird gleichzeitig durch
Insulin gehemmt.

Insulin hat langfristige Wirkungen auf den Glukosemetabolismus, einerseits
durch Stimulation der Expression von Enzymen, die an der Glykolyse beteiligt
sind und andererseits hemmt das Insulin die Expression von Enzymen, die an
der Glukoneogenese beteiligt sind (vgl. Loffler et al., 2007).

Zwischen den Mahlzeiten oder bei Hunger sinkt die Blutglukosekonzentration,
was die a-Zellen des Pankreas stimuliert, Glukagon freizusetzen. Glukagon hat
die Aufgabe, beispielsweise im Falle von Nahrungskarenz Glukose
bereitzustellen. Seine Hauptwirkung konzentriert sich vor allem auf die Leber, da
die meisten Glukagon-Rezeptoren auf den Hepatozyten vorhanden sind. Indem
es die intrazellulare cAMP-Konzentration erhoht, stimuliert Glukagon Prozesse
wie Glukoneogenese, Glykogenolyse und Lipolyse, wahrend gleichzeitig
Glykolyse, Fettsauresynthese und Glykogensynthese gehemmt werden. Die
kombinierte Wirkung dieser Prozesse fuhrt zu einem Anstieg der
Blutglukosekonzentration durch verstarkte Freisetzung von Glukose aus der
Leber (vgl. Loffler et al., 2007; vgl. Muller-Esterl 2018) (Abbildung 1).

Nach einer kurzen Hungerperiode erfolgt die Ausschuttung von Glukagon, das
die Glykogenolyse anregt. Die Glukagonausschutung fuhrt somit zum Abbau der
in der Leber gespeicherten Glykogenreserven und zur Bereitstellung von
Glukose, um die Blutglukosehomdostase aufrechtzuerhalten. Gleichzeitig fordert
Glukagon die Lipolyse in den Fettdepots, wodurch die bei der Lipolyse
entstehenden Substrate in die Glukoneogenese einminden kdnnen. Aufgrund
der verminderten Insulinausschittung nimmt die Glukoseaufnahme in den
Muskeln ab und sie schalten weitgehend auf die Verwertung von Fettsauren um.
Die gesteigerte Proteolyse liefert ebenfalls Substrate, die in die Glukoneogenese
einflielen kdnnen. Das bei der Lipolyse im Fettgewebe entstehende Glyzerin
kann ebenfalls in die Glukoneogenese eingeschleust werden.

Nach etwa einem Tag des Fastens sind die Glykogenreserven erschopft und der
Kérper beginnt verstarkt auf Fett- und Proteinreserven zurlickzugreifen. Bei
anhaltendem Fasten wird der Zitratzyklus aufgrund des anhaltenden Mangels an
Oxalazetat, das fur die Glukoneogenese bendétigt wird, immer langsamer. Das
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fuhrt folglich zur Akkumulation von Ketonkérpern, die aus der [B-Oxidation
stammen. So schaltet die Leber auf die Produktion von Ketonkdrpern um, um
Funktionen des lebenswichtigen Organs aufrechtzuerhalten (vgl. Muller-Esterl,
2018). Der Austausch von Kraftstoffen zwischen Organen ist in Abbildung 2

nochmal zusammengefasst.
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1.4. Diabetes mellitus

Durch die Beteiligung der Hormone Adrenalin, Cortisol, Glukagon und Insulin am
Stoffwechsel wird eine konstante Konzentration der Blutglukose
aufrechterhalten. Diese Hormone ermoglichen eine schnelle Reaktion und
Anpassung des Organismus an eine Anderung der Erndhrungszustande. Wenn
endokrine Stoérungen den Hormonhaushalt betreffen, kann das schwere
Erkrankungen auslosen (vgl. Muller-Esterl, 2018).

Durch eine Stérung des Glukosemetabolismus, die entweder auf absoluten oder
relativen Insulinmangel beruht, entsteht Diabetes mellitus. Die wichtigsten
Diabetes-Typen werden folgendermallen unterschieden: Typ-1-Diabetes und
Typ-2-Diabetes, von denen die meisten Patienten betroffen sind. Es werden noch
weitere Typen wie Gestationsdiabetes (Schwangerschaftsdiabetes, MODY
(maturity onset diabetes of the young) und LADA (latent autoimmune diabetes of
the adult) unterschieden, aber diese werden im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter
diskutiert (vgl. Aktories et al., 2013).

1.4.1. Typ-1-Diabetes mellitus

Obwohl Typ-1-Diabetes in jeder Altersgruppe auftreten kann, tritt Typ-1-Diabetes
in der Regel im jugendlichen Alter auf. Es kommt zu einer autoimmunen
Zerstérung der B-Zellen, die in einem absoluten Insulinmangel resultiert. Die
Symptome werden manifest, wenn schon 80% der B-Zellen zerstort sind. Der
genaue Ausloser der Autoimmunoreaktion ist noch nicht bekannt. In Betracht
werden sowohl genetische als auch Umweltfaktoren gezogen, aber auch
Virusinfekte werden diskutiert.

Durch die Aktivierung des Immunsystems rufen die zytotoxischen T-Zellen eine
entzindliche Reaktion in B-Zellen hervor, die letztendlich fur den Untergang der
B-Zellen verantwortlich ist. Hierbei kdnnen auch Antikorper gegen Insulin oder
Bestandteile der [-Zellen nachgewiesen werden, die heutzutage zur
Diagnosestellung und zur Risikoeinschatzung bei Kindern von Eltern mit Typ-1-
Diabetes verwendet werden. Mit fortschreitender Schadigung der verbleibenden
B-Zellen nimmt die kérpereigene Produktion von Insulin kontinuierlich ab. Das
fuhrt schliel3lich dazu, dass die Patienten vollstandig auf externe Insulingabe
angewiesen sind, da sie Uber keine endogene Insulinversorgung mehr verfugen
(vgl. Aktories et al., 2013; vgl. Loffler et al., 2007).

1.4.2. Typ-2-Diabetes mellitus

Typ-2-Diabetes ist die haufigste Form von Diabetes. Eine frihzeitige Diagnose
und Behandlung sind vor allem wichtig, um rechtzeitig die Spatfolgen zu mildern,
die auch fatal sein kdnnen. Obwohl Typ-2-Diabetes noch als Altersdiabetes
bekannt ist und typischerweise bei Menschen ab 40 Jahren auftritt, hat die
Verbreitung dieser Erkrankung unter jungen Menschen ebenfalls zugenommen

(vgl. Loffler et al., 2007).
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In der fruhen Phase ist Typ-2-Diabetes durch relativen Insulinmangel
gekennzeichnet, da es hier noch nicht zum Untergang der $-Zellen kommt. Diese
Phase des Typ-2-Diabetes ist durch sowohl verzogerte Insulinsekretion als auch
Insulinresistenz in verschiedenen Geweben gekennzeichnet. Die verminderte
Empfindlichkeit des Gewebes gegenlber Insulin wird durch die erhdhte
Insulinkonzentration im Blut kompensiert, was zu einer Reduktion der
Rezeptorendichte in der Peripherie flhrt. Insulinresistenz kann in speziellen
Fallen auf molekularer Ebene durch genetische Defekte des Insulinrezeptors
oder durch Fehlfunktionen in den Insulin-vermittelten Signalkaskaden in den
Zellen verursacht werden (vgl. Brandes et al., 2019).

Die Krankheit entwickelt sich schleichend, zunachst ist sie durch eine leichte
Hyperglykamie und erhohte Insulinkonzentration im Blut gekennzeichnet. Die
erhohte Insulinproduktion und -freisetzung kompensieren die Insulinresistenz in
den frihen Stadien der Krankheit. Doch im spateren Verlauf der Krankheit nimmt
die Funktion der B-Zellen aufgrund der anhaltenden Uberforderung der
Insulinsekretion allmahlich ab, was zu einer gestorten Insulinsekretion fuhrt. Im
fortgeschrittenen Stadium kann dies zur Degeneration und zum Absterben dieser
Zellen fuhren und letztendlich zu einem absoluten Insulinmangel (vgl. Freissmuth
et al., 2020; vgl. Loffler et al., 2007).

Typ-2-Diabetes entwickelt sich in der Regel aufgrund einer Kombination von
genetischer Pradisposition und ungesundem Lebensstil, der fettreiche
Ernahrung, Bewegungsmangel und Adipositas einschlie3t. Tatsachlich sind bis
zu 70% der Typ-2-Diabetes-Patienten adipds. Haufig tritt Adipositas auch in
Verbindung mit anderen Gesundheitsproblemen auf, insbesondere wenn es sich
um ausgepragtes Bauchfett handelt. Das metabolische Syndrom umfasst diese
typische Kombination von Gesundheitsproblemen. Das metabolische Syndrom
ist durch gestorte Glukosetoleranz, periphere Insulinresistenz,
Dyslipoproteinamie und Hypertonie charakterisiert. Die meisten Falle von Typ-2-
Diabetes entwickeln sich auf dem Hintergrund eines metabolischen Syndroms
(vgl. Loffler et al., 2007).

Es wird vermutet, dass chronisch entzindliche Prozesse im Fettgewebe sowie
die erhdhte Freisetzung von Fettsauren infolge von Adipositas ursachlich zur
Insulinresistenz  beitragen. Es gibt Hinweise, dass die Verteilung des
Fettgewebes ein wichtiger Faktor ist, insbesondere ist es die Ansammlung von
viszeralem Fett, die zu einem Anstieg der freien Fettsdauren im Blut fuhrt. Ein
Anstieg der Konzentration an freien Fettsduren im Blut reduziert die
Glukoseaufnahme in die Skelettmuskulatur, erhdht die hepatische
Glukosefreisetzung und wirkt sich negativ auf die Insulinsekretion aus. Es ist
jedoch wichtig zu beachten, dass Adipositas nicht die einzige Ursache fur
Insulinresistenz ist. Da die Mehrheit der Ubergewichtigen Menschen keinen
Diabetes hat und die Insulinresistenz in der Allgemeinbevdlkerung weit verbreitet
ist, ist eine Insulinresistenz allein nicht ausreichend, um Typ-2-Diabetes
auszuldsen. Typ-2-Diabetes tritt erst auf, wenn der durch Insulinresistenz erhohte
Bedarf an Insulin nicht vollstandig durch die B-Zellen abgedeckt werden kann.
Daher sind Insulinsekretionsdefekte notwendig, um Typ-2-Diabetes zu
entwickeln. Es wird angenommen, dass sowohl Insulinresistenz als auch



Insulinsekretionsdefekte polygenetisch bedingt sind (vgl. Aktories et al., 2013;
vgl. Loffler et al., 2007).

Im Gegensatz zum Typ-1-Diabetes sind Typ-2-Diabetes-Patienten erst in einem
fortgeschrittenen Stadium auf die Insulinersatztherapie angewiesen. Bei der
Therapie von friheren Stadien des Typ-2-Diabetes werden verschiedene
Wirkstoffgruppen eingesetzt, die entweder insulinotrop oder nicht-insulinotrop
wirken. Insulinotrope Wirkstoffe sind sinnvoll, solange der Kérper in der Lage ist,
eigenes Insulin zu produzieren. Zum Beispiel wirken Sulfonylharnstoffe und ihre
Analoga insulinotrop, indem sie die Insulinsekretion steigern. Ahnlich verhalten
sich  DPP-4-Hemmer und GLP-1-Agonisten, die eine verzdgerte
Magenentleerung bewirken und zugleich glukoseabhangig die Insulinsekretion
verstarken. Unter den nicht-insulinotropen Wirkstoffen wirkt Metformin auf den
Glukosemetabolismus, wahrend SGLT-2-Hemmer die Glukoseausscheidung
uber den Harn erhdhen und Thiazolidindione die Insulinsensitivitat steigern (vgl.
Aktories et al., 2013; Freissmuth et al., 2020).

1.4.3. Kurz- und langfristige Folgen von Diabetes Mellitus

Alle Diabetesformen kdnnen, wenn sie unbehandelt bleiben, schwerwiegende
Spatkomplikationen hervorrufen, die die Lebensqualitat der Patienten erheblich
beeintrachtigen. Daher ist das Hauptziel jeder Therapie, normale
Blutglukosewerte zu erreichen, um das Risiko von Spatkomplikationen zu
verringern.

Die haufigsten und bedeutendsten Spatkomplikationen betreffen das
Gefallsystem. Chronisch erhdhte Blutglukose ruft Veranderungen in Kapillaren
(Mikroangiopathie) sowie in mittleren und groRen Arterien (Makroangiopathie)
hervor. Mikroangiopathien konnen Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie
verursachen, wahrend Makroangiopathien das Risiko flr Herzinfarkt,
Schlaganfall und Gangran erhéhen. Diabetische Retinopathie und Nephropathie
sind die flhrenden Ursachen fir Erblindung und dialysepflichtige
Niereninsuffizienz (vgl. Aktories et al., 2013)

Bei einer Entgleisung des Stoffwechsels und unbehandeltem Diabetes kommt es
zu einer gesteigerten Glukoseproduktion in der Leber, gleichzeitig jedoch zu einer
stark eingeschrankten Glukoseverwertung in den meisten Organen. Das fiihrt zu
einer vermehrten Abgabe von Glukose und erhohter Blutglukosekonzentration.
Das hat zur Folge, dass die Fahigkeit der Nieren, Glukose rlckzuresorbieren,
erschopft wird, was Glukosurie verursacht. Dieser Prozess erhoht den
osmotischen Wasserverlust, der letztendlich zu Polyurie und Dehydration fuhrt.
Gleichzeitig steigt aufgrund der verminderten Glukoseverwertung durch die
Organe der Fettsdureabbau stark an, was zu einer massiven Ansammlung von
sauren Ketonkorpern fuhrt und in der Folge eine metabolische Azidose
verursacht. Infolgedessen kommt es zur Bildung von Azeton, das Uber die Lunge
ausgeschieden wird und einen charakteristischen Azetongeruch bei der
Ausatmung erzeugt. Diese Entgleisung kann zu einem lebensbedrohlichen
Zustand fuhren, der als diabetisches Koma (Coma diabeticum) bezeichnet wird
(vgl. Maller-Esterl, 2018).



1.5. Erythropoietin

Humanes Erythropoietin gehort zur Familie der Zytokine, genauer gesagt zur
Gruppe der Colony Stimulating Factors (CSF). Das ist eine von flnf
Hauptgruppen der Zytokine und spielt eine Rolle bei der Differenzierung und dem
Wachstum im Organismus, ahnlich wie die anderen Zytokine (vgl. Sprigg & Bath,
2007).

Erythropoietin ist ein saures Glykoprotein mit einer Molekularmasse von 34 kDa.
Es besteht aus einer Peptidkette, die 165 Aminosauren und vier Glykane enthalt.
Von diesen Glykanen ist eine O-glykosidisch gebunden und drei sind N-
glykosidisch gebunden. Die Monosaccharide, die an der Bildung dieser
Zuckerseitenketten beteiligt sind, umfassen Galaktose, Fruktose, Mannose, N-
Azetylglukosamin, N-Azetylgalaktosamin und N-Azetylneuraminsaure (vgl.
Sasaki et al., 1987) (Abbildung 3).

Die N-glykosidischen Seitenketten neigen zu Verzweigungen, was zu
Unterschieden in der Reihenfolge der Monosaccharide und somit zu einer
Variabilitat dieser Seitenketten fuhrt. Diese Unterschiede in der Feinstruktur
werden als Mikroheterogenitat einzelner Erythropoietinmolekile oder als
Polymorphismus des Erythropoietins bezeichnet. Die Feinstruktur hangt
hauptsachlich von dem Zelltyp ab, in dem Erythropoietin synthetisiert wird
(Freissmuth et al., 2020). Dieses Phanomen ist sowohl bei humanem als auch
bei rekombinantem Erythropoietin vorhanden. Daruber hinaus spiegelt sich der
Polymorphismus in der unterschiedlichen Anzahl der endstandigen N-
Azetylneuraminsduren wider, die zur Gruppe der Sialinsduren gehoéren. Die
Anzahl der endstandigen Sialinsauren beeinflusst die biologische Aktivitat des
Erythropoietins erheblich. Hoherer Grad der Sialysierung verlangert die
Serumhalbwertszeit und senkt die Affinitat zum Erythropoietin-Rezeptor (vgl.
Wasley et al., 1991).

Die Stabilitat des Erythropoietins wird also durch die Glykosylierungsmuster
bestimmt. Demzufolge zeigen Erythropoietinmolekile mit geringerem
Sialisierungsgrad als naturlich vorkommendes Erythropoietin eine erhohte
Empfindlichkeit gegenuber pH-Werten und Temperaturen, was letztendlich zu
einer beschleunigten Denaturierung fuhren kann (vgl. Narhi et al., 1991).

Erythropoietin zeichnet sich durch eine
spezifische Struktur aus, die aus vier a-
Helices besteht. Dabei verlaufen jeweils
zwei der vier a-Helices antiparallel
zueinander und bilden ein Bundel (vgl.
Freissmuth et al., 2020).

Abbildung 3. Erythropoietin bestehet aus
vier a-Helices und hat vier
Glykosilierungsstellen (Freissmuth et al.,
2020). Griin: Peptidkette; Rosa:
Seitenketten.
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1.5.1. Biosynthese

Die Menge des Erythropoietins wird in internationalen Einheiten (IE) angegeben.
Bei gesunden Menschen liegen die Normwerte der Serumkonzentration des
Erythropoietins in einem Bereich zwischen 5 — 25 U/l (vgl. Lappin et al., 2002;
Schoffel et al., 2008).

Die Synthese von Erythropoietin  findet hauptsachlich in  den
fibroblastenahnlichen Zellen zwischen den proximalen Tubuli in der Nierenrinde
(peritubulare Fibroblasten) statt (vgl. Jelkmann, 2007). Wahrend der fotalen
Entwicklung ist die Leber fur die Erythropoietinsynthese verantwortlich, aber bei
Erwachsenen wird nur ein geringer Anteil in den Hepatozyten synthetisiert (vgl.
Fisher, 2003). Neben der Leber sind auch andere Organe an der Synthese
beteiligt. Daher sind geringere Mengen an Erythropoietin in der Gebarmutter, der
Lunge, dem Knochenmark, dem Eileiter, dem Hoden, dem Gehirn und der Milz
nachweisbar (vgl. Schoffel et al., 2008). Die von diesen Organen produzierte
Menge an Erythropoietin ist nicht ausreichend, um die endokrine Funktion der
Niere bei Niereninsuffizienz zu kompensieren (vgl. Brandes et al., 2019).

Ein Abfall des Sauerstoffpartialdrucks im Blut sowie ein Abfall des Hamatokrits
fordern die Erythropoietinsynthese und -freisetzung. Die peritubularen
Fibroblasten sind in der Lage, Veranderungen des Sauerstoffgehalts
wahrzunehmen und im hypoxischen Zustand nétige Prozesse in Gang zu setzen,
um die Normoxie im Organismus wiederherzustellen.

== Die Regulation der
02y — My —— Qo : Erythropoietinfreisetzung wird
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T o N sauerstoffsensitiven
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i Induzierter-Faktor 1) beeinflusst.
sTaTa . Der HIF1 ist ein Heterodimer, das
NFi-p %3 -I@

= ! PN aus einer a- und einer (-
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Erythropoietins aktivieren (Watts et al., 2020). " > VoL
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Bei Verringerung des Sauerstoffpartialdrucks unterbleibt die Hydroxylierung des
HIF-1a, wodurch HIF-1a nicht abgebaut wird und folglich in den Zellkern
transloziert. Durch die Bindung des HIF-1a an die zugehdrige HIF-13-
Untereinheit entsteht im Zellkern der heterodimere Transkriptionsfaktor HIF-1,
der an das Hypoxie-sensible Bindungselement (HRE) bindet. Dadurch werden
weitere Transkriptionsfaktoren rekrutiert sowie ,cAMP response element-binding
protein® (CREB) und p300, die die Transkription des Erythropoietin-Gens
induzieren (vgl. Aktories et al., 2013; vgl. Stockmann & Fandrey, 2006)
(Abbildung 4).

Von humanem Erythropoietin-Gen wird ein Pro-Erythropoietin-Protein kodiert,
das 193 Aminosauren enthalt. Die posttranslationale Modifikation beginnt damit,
dass ein Peptid mit 27 Aminosaureresten am N-Terminus abgespalten wird,
gefolgt von der Abspaltung des verbleibenden C-terminalen Asparagins durch
eine intrazellulare Carboxypeptidase. Anschlieend erfolgen posttransiationale
Modifikationen des Pro-Erythropoietin-Proteins, darunter Glykosilierung,
Sulfatierung und Sialisierung (vgl. Choi et al., 1996; vgl. Narhi et al., 1991; vgl.
Schoffel et al., 2008)

1.5.2. Erythropoese

Von der Niere sezerniertes Erythropoietin erreicht das Knochenmark Uber die
Blutbahn und stimuliert dort die Erythropoese. Wahrend die Erythropoese beim
Menschen weitgehend im Knochenmark stattfindet, spielt bei der Maus auch die
Milz eine wesentliche Rolle. Die Wirkung von Erythropoietin erfolgt durch die
Bindung an den transmembranaren homodimeren Erythropoietin-Rezeptor, der
zu den Rezeptoren gehort, die mit Tyrosinkinase assoziiert sind. Diese
Rezeptoren verfligen nicht Uber eine eigene Kinasedomane, sondern rekrutieren
Kinasen, die sich im Zytosol befinden, entweder vor oder nach der Bindung des
Liganden (vgl. Brandes et al., 2019).

e _adk X

Hwouua induced k-dney Erythrocyle Relmloqﬂe

= g .o EPQ —< ,}
) = ) Orlm;W iic
Pericytes produce EPO J e}ﬂwa?

/ EPO-R A
I.ﬂaa-go

@ J .J".”.J ."9

Hematopoietic CFU-E Proer ;
stem col smmo.d erymroblasl eq-mmuas:

progeniors
‘— EPO dependent

Abbildung 5. Erythropoietin beeinflusst vor allem die Vorlduferzellen im Stadium BFU-E (Erythroid Burst Forming Unit),
die sich zundchst zu reiferen Vorléuferzellen des Typs CFU-E (Erythroid Colony Forming Unit) entwickeln und schlieflich
erfolgt die Ausdifferenzierung von Retikulozyten zu Erythrozyten (Shih et al., 2018).

Am intrazellularen C-Terminus des Erythropoietin-Rezeptors befindet sich die
Janus Kinase 2 (JAK), die nach der Bindung von Erythropoietin aktiviert wird und
zytosolische Proteine phosphoryliert. Dadurch wird die Rekrutierung von
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Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie ausgeldst, insbesondere von STATS,
der fur die Erythropoese von besonderer Bedeutung ist (vgl. Yoshimura & Arai,
1996). Nach der Phosphorylierung bilden die STAT-Proteine Dimere und
translozieren in den Zellkern. Dort binden sie an die Cytokine Responsive
Promoter Elements (CRPE), was die Transkription induziert und somit die
Erythropoese fordert. Vor allem die Vorlauferzellen im Stadium BFU-E (Erythroid
Burst Forming Unit) werden von Erythropoietin beeinflusst, die zunachst zu
Vorlauferzellen des Typs CFU-E (Erythroid Colony Forming Unit) reifen, bevor sie
Uber Retikulozyten zu Erythrozyten ausdifferenzieren (vgl. Aktories et al., 2013)
(Abbildung 5).
Zudem wird das GTP-bindende
Protein RAS aktiviert, welches
verschiedene
Signaltransduktionswege in
Gang setzt. Aullerdem werden
. — A—=Ff ’ der MAP-Kinase-Weg
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MEK1/2 l
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Abbildung 6. Nach der Bindung des Erythropoietins an den .
Rezeptor und deren Dimerisierung werden in der Zelle (Vgl' _FrelssmUth et al" 2020)
verschiedene Signaltransduktionswege in Gang gesetzt (Abbildung 6).

(Elliott & Sinclair, 2012).

1.5.3. Nicht-hamatopoetische Wirkungen des Erythropoietins

Neben seiner primaren Rolle in der Erythropoese ist das Erythropoietin durch die
verbreitete Expression des Erythropoietin-Rezeptors an der Regulation vieler
unterschiedlicher Gewebe beteiligt, was in zahlreichen Studien an Tiermodellen
untersucht worden ist (zusammengefasst in Abbildung 7).

Es wurde gezeigt, dass sowohl endogenes als auch exogenes Erythropoietin in
der Lage sind, unterschiedliche Reaktionen im Korper auszulésen. Im Gehirn
wurden neuroprotektive Effekte entdeckt und es wurde auch ein Beitrag des
Gehirns zur metabolischen Regulation aufgedeckt, der durch Erythropoietin
ausgeldst wird. Im kardiovaskularen System wurden ebenfalls kardioprotektive
Effekte beobachtet sowie eine Regulation des Gefaldtonus. In Endothelzellen
erfolgte eine verbesserte Sauerstoffversorgung. Bei ischamischem Stress,
sowohl im Herzen als auch im Gehirn wird die eNOS aktiviert, die die Produktion
von Stickstoffmonoxid (NO) stimuliert und so den GefalRtonus reguliert.
Erythropoietin ist auch in der Lage, die Wundheilung zu férdern und den
Knochenumbau zu beeinflussen (vgl. Suresh et al., 2020).

Weiters zeigen die Tierstudien einen Erythropoietin-Effekt, der im
Zusammenhang mit Adipositas und Typ-2-Diabetes stehen diirfte. Die Regulation
des Stoffwechsels durch  Erythropoetin  erstreckt sich Uber die
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Sauerstoffversorgung  hinaus und tragt zur Aufrechterhaltung des
Stoffwechselgleichgewichts bei. Tierstudien legen nahe, dass Erythropoietin bei
Adipositas, die durch eine Diat verursacht wird, schutzend wirken kann, indem es
die Glukosetoleranz verbessert, die Insulinresistenz reduziert und die
Ansammlung von Fettmasse reduziert, insbesondere bei mannlichen Mausen
(Wang et al., 2014; Zhang et al., 2014). Eine blutglukosesenkende Wirkung ist
auch gezeigt worden (Foskett et al., 2011; Meng et al., 2013). Diese Erkenntnisse
stehen im Einklang mit Beobachtungen bei Menschen, die in hdheren Gebieten
leben. Wie in metabolischen Studien an mannlichen Mausen angenommen, gibt
es eine Verbindung zwischen erhohter Erythropoietinkonzentration im Plasma
und einer Verringerung des Korperfettanteils, was die Moglichkeit nahelegt, dass
das erhdhte Erythropoietin teilweise flr die geringere Adipositasrate bei
Menschen in Hohen verantwortlich sein konnte. Fur diese Effekte sind mehrere
Organe verantwortlich (vgl. Voss et al., 2014).

Die Fultterung mit einer fettreichen Diat bei C57BL/6-Mausen fuhrt zu
Entzindungen und zur Infiltration von Makrophagen in das weil3e Fettgewebe.
Vermehrte Makrophagen bilden kronenartigen Strukturen um Adipozyten. Der
Erythropoietin-Rezeptor ist im weillen Fettgewebe stark exprimiert und die
Erythropoietinbehandlung zeigt eine entzindungshemmende Wirkung im wei3en
Fettgewebe von adiposen Mausen (vgl. Alnaeeli & Noguchi, 2015).
Ursprungliche Studien an Mausen, die auf eine mogliche Rolle von Erythropoietin
in der Regulation des Stoffwechsels hinwiesen, beinhalteten die Ubertragung des
Erythropoietin-Gens in die Skelettmuskulatur, um eine verstarkte Expression von
Erythropoietin zu erzielen, was bei adipdsen Mausen zu einer Verringerung des
Kdrpergewichts aufgrund einer Abnahme des Fettgewebes fiihrte. Gleichzeitig
wurde eine gesteigerte Oxidation von Fetten in den Muskeln beobachtet und das
Ansprechen auf Glukose normalisierte sich (vgl. Hgjman et al., 2009; vgl. Teng
et al.,, 2011).

Bei Mausen, bei denen der Erythropoietin-Rezeptor in den Adipozyten gezielt
geloscht wurde, wurde gezeigt, dass Erythropoietin direkt in die Regulation des
Korpergewichts und der Fettmasse eingreift (vgl. Wang et al., 2013).

Durch die Erythropoietinwirkung werden in den B-Zellen der Bauchspeicheldrise
schitzende Effekte ausgeldst. In Studien mit Mausmodellen fir Diabetes wirkte
Erythropoietin  proliferativ, entzindungshemmend und angiogen auf das
Pankreas (vgl. Choi et al., 2010). Daneben ist Erythropoietin in der Lage, eine
Leberentzindung zu reduzieren, die mit durch die Diat verursachter Adipositas
einhergeht (vgl. Meng et al., 2013).

Die metabolische Homobostase wird auch durch die Aktivitat von Erythropoietin im
Gehirn, insbesondere im Hypothalamus, beeinflusst (vgl. Dey et al., 2015).
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Abbildung 7. Nicht-hdmatopoetische Wirkung von Erythropoietin auf verschiedene Gewebe (Wang et al., 2014)

1.5.4. Erythropoietin als Therapeutikum

Renale Anamie kann sowohl als Folge einer akuten als auch einer chronischen
Niereninsuffizienz auftreten. Dieser Zustand ist durch zwei Hauptfaktoren
charakterisiert: Zum einen wird die Produktion von Erythropoietin in den
geschadigten Nieren reduziert oder kann aufgrund der Schadigung von
Fibroblasten sogar vollstandig ausfallen. Zum anderen zeigt die Niere eine
verringerte Empfindlichkeit gegenuber Veranderungen der
Hamoglobinkonzentration, was zu einer verminderten Produktion von
Erythropoietin fuhrt. Die Behandlung der renalen Anamie erfolgt heutzutage in
der Regel durch die Verwendung von gentechnisch hergestelltem Erythropoietin,
was dessen wichtigste Indikation darstellt (vgl. Brandes et al., 2019).
Wie bereits erwahnt, ist das Glykosylierungsmuster des Erythropoietins von
entscheidender Bedeutung fur seine biologische Aktivitat. Aus diesem Grund wird
rekombinantes Erythropoietin in Saugerzellen hergestellt, da diese eine
posttranslationale Modifikation ermdglichen. Haufig wird die sogenannte CHO-
Zelllinie (Chinese Hamster Ovary) verwendet, die gut erforscht ist. Das
Glykosylierungsmuster der in CHO-Zellen hergestellten Proteine weist einige
Unterschiede im Vergleich zum nativen Erythropoietin auf. Obwohl die
gentechnisch hergestellten Erythropoietine die gleiche Aminosauresequenz und
die gleichen Glykosilierungsstellen wie das native Erythropoietin aufweisen,
zeigen sie dennoch ein unterschiedliches, aber ahnliches Glykosylierungsmuster
(vgl. Freissmuth et al., 2020).
Die Behandlung mit Erythropoietin bringt auch ein erhdhtes Risiko fur
thromboembolische Ereignisse. Diese Folge ergibt sich aus der Kombination von
erhohter Blutviskositat und einer gesteigerten Thrombozytenzahl, was
letztendlich zur Bildung von Thromben fihrt (Jelkmann, 2010). Bei 20-30% der
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behandelten Personen tritt Hypertonie nicht nur aufgrund der erhohten
Blutviskositat, sondern auch aufgrund der durch Erythropoietin stimulierten
Proliferation der glatten Muskelzellen und der daraus resultierenden
Vasokonstriktion auf (vgl. Freissmuth et al., 2020).

Erythropoietin wird auch zur Behandlung von Anamie, die durch Zytostatika
verursacht wird, eingesetzt. Paradoxerweise stimuliert aber Erythropoietin das
Tumorwachstum, indem es die Expression der Erythropoietin-Rezeptoren auf der
Oberflache von Tumorzellen férdert und somit die Progression vieler Tumore
beschleunigt (vgl. Freissmuth et al., 2020; vgl. Sytkowski, 2007).
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2. Zielsetzungen

Einige Studien berichteten bereits daruber, dass Erythropoietin bei adipdsen
Mausen das Korpergewicht reduzieren, die Blutglukose senken und den
Stoffwechsel beeinflussen kann. Da eine Reduktion des Korpergewichts auch
unabhangig von Erythropoietin mit allen diesen Effekten einhergeht, bleibt jedoch
die Frage, ob die Erythropoietin-induzierten Veranderungen dieser Parameter
lediglich eine Folge der Gewichtsreduktion sind oder ob Erythropoietin dartber
hinaus auch direkt wirkt.

In vorliegender Arbeit wurde die Wirkung des Erythropoietins bei adiposen
mannlichen Mausen auf Parameter wie Blutglukose, -ketone, -fette, Fettmasse,
korperliche Aktivitat und Energieverbrauch gemessen. Die Untersuchungen
hatten zum Ziel, durch kontrollierte Ernahrung der Kontrollmause zu
unterscheiden, welche Erythropoietineffekte lediglich Folge eines Verlusts an
Korpergewicht sind und welche - zumindest teilweise - durch direkte, also
gewichtsunabhangige Wirkung des Erythropoietins verursacht werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Versuchstiere und Haltung

Als Versuchstiere wurden flr dieses Experiment 30 mannliche Mause aus dem
Wildtypstamm C57BL/6J gewahlt. Als die Mause ca. 8 Wochen alt waren, wurden
sie vom Institut fur Tierzucht der Medizinischen Universitat Wien in Himberg,
Osterreich, geliefert. Die Entscheidung fiir diesen Mausstamm basierte auf
friheren Experimenten und Studien, durch die nachgewiesen wurde, dass der
Stamm C57BL/6J unter einer fettreichen Ernahrung besonders anfallig fur die
Entwicklung von Stoffwechselstérungen ist. Eine von Montgomery et al. (2013)
durchgefuhrte Studie verglich 5 unterschiedliche Mausestamme (C57BL/6,
129X1/Svd, BALB/c, DBA/2 und FVB/N) und deren Ansprechen auf Low-Fat-Diet
gegenuber High-Fat-Diet. In der Studie wurde erkannt, dass bei dem Stamm
C56BL/6 das Ubergewicht deutlich ausgepragt ist, sowie dass der Stamm
besonders stark dazu neigt, metabolische Erkrankungen infolge von Adipositas
zu entwickeln. Letztendlich eignete sich diese Kombination von Stamm und High-
Fat-Diet fur die hier durchgeflihrten Untersuchungen sehr gut, da das Ziel dieses
Experiments war zu zeigen, wie hohe Dosen an Erythropoietin den Folgen von
Adipositas entgegenwirken.

Von der Lieferung bis zum Ende des Experiments bekamen die Mause fettreiches
Futter (High-Fat-Diet; HFD). Die HFD von der Firma Research Diets in New
Brunswick, USA, enthielt 60% der Kalorien als Fett und verursachte wie erwartet
Gewichtszunahme bei den Mausen bis zur deutlichen Adipositas samt deren
typischen Folgen (v.a. Hyperglykdmie). Auller Fett enthielt das Futter
Kohlenhydrate und Proteine je zu 20%, sowie eine Vitamin- und Mineralstoff-
Mischung. Um Verwechslungen zu vermeiden, ist dem Futter ein spezifischer
grunblauer Farbstoff zugesetzt. Der Farbstoff war fur die Mause nicht toxisch und
konnte nicht resorbiert werden. Er blieb also bei der Darmpassage chemisch
unverandert, was dazu flhrte, dass die Mause grine Fazes ausschieden.

Die Mause wurden in 6 Kafigen untergebracht, wobei sich in jedem Kafig 5 Mause
befanden. Mause als soziale Tiere werden im Rahmen von Experimenten o6fter in
Gruppen als einzeln in Kafigen gehalten. In einem Review von Kappel et al.
(2017) schlossen die Autoren Folgendes zu diesem Thema: “Group housing
broadly provides males with opportunities to express natural needs as a social
species and fulfil the desire to be with others, but there may be negative welfare
implications depending on the position of an individual in the hierarchy.”

Melotti et al. (2019) konzentrierten ihre Aufmerksamkeit nur auf den Stamm
C57BL/6 und unter Berlcksichtigung des Alters kamen zu folgenden
Schlussfolgerungen: “We demonstrated that under standard laboratory
conditions, the welfare of pair housed C57 male mice is not affected by separation
into single housing at different ages from adolescence to adulthood. At the same
time, we showed how pair housed male mice can maintain low levels of
aggression across a long period of their life and perform increasing levels of
sociopositive behaviours which may serve to promote stable social relations.”

Im Laufe des hier beschriebenen Experiments kam es zu einem Vorfall, in dem
eine Maus andere vier Mause aus demselben Kafig angriff und jede der vier
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Mause mit Bissen am Bauch verletzte. Es wurde schnell reagiert und die
problematische Maus wurde von der Gruppe getrennt und in einen neuen
kleineren Kafig, der genau gleich wie die anderen Kafige ausgestattet war,
isoliert.

Jeder Kafig bestand aus zwei Teilen, einem unteren aus Kunststoff und einem
Gittereinsatz als Dach. Der Boden der Kafige wurde Einstreu bedeckt, die sowohl
zum Knabbern als auch zum Nestbau geeignet war. Zusatzlich wurden die Kafige
je mit einem Unterschlupf aus Kunststoff, einer Trinkflasche, Nagehdlzern und
Nestbaumaterial versehen. Zur Trinkflasche mit Leitungswasser hatten die
Mause immer freien Zugang.

Wahrend der gesamten Dauer des Experiments wurden die Mause in einem
Raum untergebracht, in dem konstante Raumtemperatur, konstante
Luftfeuchtigkeit, sowie ein kunstlicher Tag-Nacht-Rhythmus (7-19 Uhr Licht - 12h
Tag; 19-7 Uhr Dunkelheit - 12h Nacht) aufrechterhalten wurden.

3.2. Versuchsablauf und Protokoll

3.2.1. Interventionen und Versuchsgruppen

Nach etwa zwei Monaten Futterung mit HFD und eine Woche, bevor die
Intervention  begonnen  wurde, wurden die Ausgangswerte  flr
Nuchternblutglukose und Koérpergewicht fur jede Maus bestimmt. Basierend auf
Mittelwerten dieser Parameter wurden die Mause mittels ,,Matching” in zwei
Gruppen eingeteilt. Durch diesen Vorgang wurde erreicht, dass moglichst
ahnliche Gruppen entstanden, damit die Ergebnisse des Experimentes durch
eventuelle Unterschiede zwischen den Gruppen unbeeinflusst blieben. Aus
diesem Vorgang ergaben sich zwei gleich grol3e Gruppen mit jeweils 15 Mausen.
Die erste Gruppe, die regelmallig Erythropoietin bekam, die Erythropoietin-
Gruppe, und die zweite Gruppe, die stattdessen nur Vehikel bekam und die als
Kontrollgruppe bezeichnet wurde. Wie oben angefuhrt wurden die Mause je zu 5
in 6 Kafigen gehalten, daher 3 Kafige pro Gruppe.

Um die Mause im selben Kafig unterscheiden zu kdnnen, wurden verschiedene
Stiftfarben zur Schwanzfarbung verwendet. Dadurch war in jedem Kafig eine
Maus

1. mit dem an der Wurzel schwarz gefarbten Schwanz,

2. mit dem an der Wurzel griin gefarbten Schwanz,

3. mit dem komplett grin gefarbten Schwanz,

4. mit dem an der Wurzel rot gefarbten Schwanz,

5. mit dem nicht gefarbten Schwanz.

Den Mausen sowohl der Erythropoietin- als auch der Kontrollgruppe wurden
dreimal wochentlich (Montag, Mittwoch, Freitag) Injektionen intraperitoneal (= in
die Bauchhohle) verabreicht. Die Mause der Erythropoietin-Gruppe erhielten
Epoietin theta (Eporatio®, 20.000 U/ml, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland).
Die Stammlésung wurde mit physiologischer Kochsalzlésung im Verhaltnis 1:60
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verdunnt, die Mause erhielten davon 3 pul/g Kérpergewicht entsprechend einer
Dosis von 1.000 U/kg Erythropoietin theta. Die Dosis entsprach im Durchschnitt
einem Volumen von 135 ul. Auf der anderen Seite erhielten die Mause der
Kontrollgruppe das gleiche Volumen an physiologischer Kochsalzlosung. Die
Verabreichung von Vehikelinjektionen bei Mausen der Kontrollgruppe war
notwendig, um dieselben Stressbedingungen fur beide Gruppen zu erzeugen.
Die intraperitoneale Injektionsmethode kommt in Experimenten mit Nagetieren
sehr haufig zum Einsatz, da die Methode relativ leicht zu beherrschen ist und
minimalen Stress bei den Tieren verursacht.

Die Nadeln wurden so gewahlt, dass das eventuelle Risiko einer Organverletzung
reduziert war, dementsprechend wurden die Nadeln mit einer Lange von 0,8 cm
und einem Durchmesser von 0,305 mm verwendet. Die Mause wurden am
Schwanz mit nach unten gerichtetem Kopf fixiert, sodass durch Bewegungen
verursachte Verletzungen verhindert wurden. Die Injektionen wurden unteren
Bereich des Bauchs gesetzt. Durch diese Haltung wurden die Organe mehr in
die kraniale Richtung befordert, somit der rechte und linke untere Quadrant des
Bauchs fur die Injektion geeignet, da die Organe durch den Einfluss der
Gravitation ihre Position veranderten (Talcott et al., 2015).

Obwohl die intravenodse Injektionsmethode die hochste Bioverfugbarkeit anbietet,
bestehen zahlreiche Nachteile bei der Verwendung dieser Methode. Aufgrund der
kleinen BlutgefalRe der Mause ist diese Methode schwer zu beherrschen und
nicht fur eine wiederholte Verabreichung geeignet. Aullerdem kdnnen intravends
nur kleine Volumina verabreicht werden, weswegen die Methode nicht immer
geeignet ist. Die intraperitoneale Injektionsmethode unterscheidet sich in diesem
Fall, da in die Bauchhdhle groRere Volumina injiziert werden kénnen, sodass
diese Route flr ein vielfaltigeres Spektrum von Substanzen geeignet ist und auch
die Wahrscheinlichkeit einer Irritation oder Verletzung kleiner ist. Aus diesem
Grund eignet sich die intraperitoneale Injektion fir eine haufige Verabreichung
uber einen langeren Zeitraum. Die Absorptionsgeschwindigkeit und die
Bioverfugbarkeit der interperitonealen Injektion sind niedriger als bei intravendser
Injektion, aber hoher im Vergleich zu subkutaner, intramuskularer und peroraler
Applikation. Kleine Peptide wie Erythropoietin werden intraperitoneal gut
resorbiert (Shoyaib et al., 2019).

Die Mause der Erythropoietin-Gruppe hatten uneingeschrankten Zugang zum
Futter, wahrend die Mause der Kontrollgruppe einmal taglich beschrankte
Futterportionen bekamen. Die Futterportionen wurden in Abhangigkeit der
Gewichtskurve der Erythropoietin-Gruppe regelmalig angepasst, sodass die
Gewichtskurven beider Gruppen maoglichst gleich blieben.
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3.3. Messungen

3.3.1. Kdrpergewicht und Nahrungsaufnahme

Das Korpergewicht wurde mindestens einmal wochentlich gemessen. In den
ersten Wochen war es zur besseren Verfolgung der Anderungen der
Gewichtskurven nétig, zweimal wochentlich das Kérpergewicht zu messen. Fur
die Messungen kam eine Prazisionswaage der Firma Mettler Toledo (Columbus,
OH, USA) zum Einsatz. Zur Messung wurden die Mause in eine kleine Schachtel,
die auf der Waage lag, gesetzt. Das Gewicht der kleinen Schachtel wurde vor
jeder Messung tariert. Obwohl sich die Mause wahrend der Messung standig
bewegten, war es moglich, durch das Einstellen der Funktion ,dynamic weighing®
(dynamisches Wagen) prazise Werte zu erhalten. Durch die Funktion
~-dynamisches Wagen“ wurde ein Mittelwert innerhalb von 3 Sekunden berechnet,
der schlie3lich im Protokoll dokumentiert wurde.

Zur Bestimmung der von der Erythropoietin-Gruppe aufgenommenen
Futtermengen wurde die gleiche Prazisionswaage, nur unter Funktion ,normal
weighing®, verwendet. Man konnte nicht die Futtermenge fur jede individuelle
Maus feststellen, sondern es wurde kafigweise gefuttert. Die Ergebnisse
basieren somit auf Mittelwerten pro Kafig. Bevor das Futter den Mausen im Kafig
zur Verflgung gestellt wurde, wurde die Futtermenge genau gewogen und
dokumentiert. Nach einer gewissen Zeit, nachdem die Mause einen Teil des
Futters verbraucht hatten, wurde die Futtermenge wieder gemessen und das
Gewicht des verbliebenen Futters ausgewertet. Dadurch wurde festgestellt, wie
viel Gramm Futter die Mause Uber eine bestimmte Zeit gegessen hatten. Fur
Mause unter eingeschrankter Futterung wurden die taglichen Portionen flr jeden
Kafig mit dieser Waage eingewogen.

3.3.2. Korperzusammensetzung

Die Bestimmung der Koérperzusammensetzung wurde etwa nach zwei Monaten
bzw. gegen Ende des Experiments mittels Body Composition Analyzer EMR-188
(EchoMRI, Houston, TX, USA) durchgefuhrt. Jede Maus musste einzeln in ein
Rohr gesetzt werden, das in das Gerat eingefuhrt wurde. Dabei wurde innerhalb
einer Minute sowohl der Fettanteil als auch der fettfreie Anteil des Korpers
bestimmt. Fir die Messung war keine vorherige Vorbereitung der Mause oder
Fasten notig. Individuen unter eingeschrankter Futterung wurde vor
Verabreichung der taglichen Portion vermessen.

3.3.3. Nuchternblutglukose

Die Nuchternblutglukose wurde wahrend des Experiments insgesamt viermal
gemessen. Der erste Wert wurde zum Zweck des Matchings gemessen, weitere
Messungen fanden 1 Woche, 1 Monat und 2 Monate nach dem Beginn der

Erythropoietininjektionen statt. Es ist wichtig zu erwadhnen, dass die
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Bestimmungen immer nach einem 4-stundigen bzw. 18-stiindigen Fasten und 48
Stunden nach der letzten Injektion von Erythropoietin durchgefluhrt wurden.

Zur Bestimmung der Nuchternblutglukose wurde ein Handmessgerat ,StatStrip
Xpress“ von der Firma Nova Biomedical (Waltham, MA, USA) eingesetzt. Die
Firma Data Sciences International (St. Paul, MN, USA) hat die Software dieses
Gerates bearbeitet und seine Funktionen fir die Anwendung an Kkleinen
Labortieren angepasst. Zur Bestimmung wurde der Maus 1,2 pl Kapillarblut durch
Anstechen mithilfe einer Nadel aus der Schwanzspitze entnommen und von der
Schwanzspitze durch mildes Ausdricken direkt auf den Teststreifen Uberflhrt,
der zuvor in das Messgerat eingeflhrt worden war.

Aulier bendtigtem kleinem Volumen hat das Gerat noch einen Vorteil - die
niedrige Hamatokritsensitivitat. Von Anfang des Experiments an wurde erwartet,
dass eine Erhdhung des Hamatokrits bei den Mausen als Folge von hohen Dosen
an Erythropoietin auftreten wird. Aus diesem Grund war die niedrige
Hamatokritsensitivitat des Glukosemessgerats eine mafllgebende Eigenschaft.
In einer Studie von Liu et al. (2013), die mehrere gebrauchliche Handmessgerate
fur Blutglukose verglich, war das StatStrip-Messgerat das einzige Gerat, dessen
Werte vom Hamatokrit unbeeinflusst blieben. Die von StatStrip gemessenen
Blutglukosewerte blieben ebenfalls stabil gegenuber Acetaminophen,
Ascorbinsaure, Maltose, Harnsaure, Galaktose und Dopamin.

Musholt et al. (2011) testeten 15 verschiedene Glukosemessgerate und stellten
fest, dass das StatStrip-Messgerat bei Hamatokritwerten im Bereich 20-65%
kaum Schwankungen zeigte.

3.3.4. Blutketone

Zur Bestimmung der Ketonkorper wurde ahnlich wie bei der Blutglukosemessung
nur ein Tropfen Blut bendtigt. Das Blut wurde nach einem vierstiindigen Fasten
aus der Schwanzspitze enthommen. Zu diesem Zweck kam das Handmessgerat
Freestyle Precision Neo der Firma Abbott (Kalifornien, USA) zum Einsatz, mit
dem die Konzentration der Blutketone in kurzer Zeit gemessen wurde.

3.3.5. Metabolische Kafige

Um eine genauere Untersuchung des Stoffwechsels durchzufihren, wurden
sogenannte metabolische Kafige verwendet. Es handelte sich um den
PhenoMaster der Firma TSE Systems (TSE Systems GmbH, Deutschland), der
eine direkte Messung der Sauerstoffaufnahme, Kohlendioxidabgabe, Wasser-
und Futteraufnahme sowie die indirekte Bestimmung des Energieverbrauchs
ermdglichten. Ebenfalls konnte man die Bewegungen der Mause, sowohl Uber y-
als auch Uber x-Achse verfolgen, da die Kafige mit Bewegungssensoren
ausgerustet waren.

In den Kafigen herrschten die gleichen Bedingungen beziglich Temperatur,
Luftfeuchtigkeit und Tag-Nacht-Rhythmus wie in dem Raum, in dem Mause
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ublicherweise stationiert waren. Die metabolischen Kafige waren ahnlich wie
klassische Kafige mit einer Wasserflasche und Futter versehen, jedoch mit
weniger Einstreu, damit die Bewegungssensoren ungestort funktionieren
konnten.

Die Mause verbrachten insgesamt 4 Tage in den metabolischen Kafigen, dabei
wurden die Mause einzeln in die Kafige gesetzt. Die ersten zwei Tage dienten
einer Adaptation an die neue Umgebung, sodass die Mause zu ihrem
gewohnlichen Verhalten zurtckkehren konnten und der Versuch authentische
Werte lieferte. In den nachsten 48 Stunden nach der Adaptation liefen die
Messungen, die zuerst bei einem freien Zugang zum Futter, dann unter Fasten
erfasst wurden. Jede Messung lief Uber 24h. In den ersten 24 Stunden standen
den Mausen Futter und Wasser die ganze Zeit ad libitum zur Verfiugung. Am
nachsten Tag wurden den Mausen Futter und Wasser entzogen, also die Mause
einem Fasten Uber weitere 24 Stunden ausgesetzt, wahrend die diversen
Parameter abermals dokumentiert wurden. Es wurden Daten fur jeweils sechs
Mause aus jeder Gruppe aufgezeichnet und verglichen.

Bevor die Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxidabgabe gemessen wurden,
mussten die Gassensoren kalibriert werden. Hierzu wurden die Gase N2, CO2
und O2 mit bekannten Konzentrationen als Standard eingesetzt.

Die Messungen von Sauerstoffaufnahme und Kohlendioxidabgabe ermoglichten
die Ermittlung des respiratorischen Quotienten. Der respiratorische Quotient als
dimensionslose Grolde stellt das Verhaltnis des abgegebenen Kohlendioxid zu
dem unter gleichen Bedingungen aufgenommenen Sauerstoff in einer definierten
Zeitspanne dar. Eine haufig vorkommende synonyme Bezeichnung fur den
respiratorischen Quotienten ist Respiratory exchange ratio (RER). Der RER
unterscheidet sich aber streng genommen in seiner Definition vom RQ. Der RER
stellt das Verhaltnis des abgegebenen Kohlendioxids und aufgenommenen
Sauerstoffs im Bereich des Mundes dar (,,Lungen-RQ"), wahrend der RQ auch
als ,,Stoffwechsel-RQ" bezeichnet wird und sich auf den Grundenergieumsatz
bezieht. Unter gleichmafiger Atmung sind RER und RQ gleich. Eine Hyper- oder
Hypoventilation kann jedoch dazu fihren, dass der RER vom RQ getrennt wird.
In den hier beschriebenen Experimenten sollte dies aber keinen Einfluss gehabt
haben (vgl. Kroidl, et al., 2015).

Mit der Nahrung aufgenommene energiereiche Stoffe werden zu immer kleineren
und energiearmeren Verbindungen abgebaut, was der Bereitstellung chemischer
Energie fur Stoffwechselprozesse dient. Der RQ beschreibt realistisch den
momentanen Stoffwechselzustand und dient der Einschatzung, in welchem
Ausmald Kohlenhydrate gegenuber Fetten als Energiequelle am Gesamtumsatz
beteiligt sind. Im Ruhezustand stammt die Energie hauptsachlich von der
Fettverbrennung. Theoretisch ergibt sich bei ausschlieRlicher Nutzung von
Fetten ein RQ-Wert von 0,7, da mehr Sauerstoff verbraucht wird als Kohlendioxid
synthetisiert wird. Bei Annahme einer reinen Kohlenhydratverbrennung ist der
RQ-Wert gleich 1, da genauso viel Sauerstoff verbraucht als Kohlendioxid
produziert wird. Fur reine Proteinverbrennung ist ein RQ von 0,81 typisch, weil
der Stickstoffanteil der Proteine im Metabolismus von Tieren nicht oxidiert wird
(vgl. Hildebrandt et al., 2021).
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3.3.6. Terminales Sammeln von Plasma- und Gewebeproben

Zum Schluss des Experiments wurden die Mause 48 Stunden nach der letzten
Erythropoietin-Injektion und nach einem 4-stundigen Fasten zum Sammeln von
Plasma- und Gewebeproben getotet. Zuerst erfolgte eine Narkose mit dem
Inhalationsnarkotikum Isofluran. Dafur wurden die Mause in eine kleine Box
gesetzt. Als die Narkose eingetreten war, wurde die Maus auf einen Sektionstisch
getragen. Damit die Wirkung der Narkose erhalten blieb, wurde den Mausen das
Maul mit einem Rohrchen bedeckt, das ein Isofluran-getranktes Papier enthielt.
Nachdem mittels Toe-Pinch-Reflex-Methode sichergestellt wurde, dass die Maus
in tiefer Narkose liegt, wurden die Brust und der Bauch mit einer Schere gedffnet.
Anschliel3end erfolgte die Herzpunktion, wobei die gréolitmdégliche Menge an Blut
(500-900ul) aus dem Herzen entnommen wurde. Als Folge dieser Entblutung und
unter tiefer Narkose trat der Tod der Maus ein. Die Herzpunktion wurde mithilfe
einer EDTA-haltigen Spritze durchgefiihrt, um die Blutgerinnung zu hemmen. Das
gesammelte Blut wurde in ein kleines Gefald Ubergeflhrt, vorerst auf Eis gelegt
und schlieBlich 10 Minuten lang zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurde das
Blutplasma abgetrennt, schliel3lich enthommen und bei -20 Grad fir die
geplanten Messungen gelagert.

Es wurden noch die Leber und der epidydimale Fettpolster jeder Maus
gesammelt, deren Gewichte zuerst dokumentiert wurden. Unmittelbar danach
wurde ein kleines Stick des Gewebes ohne weitere Verzdgerung in
Flussigstickstoff schockgefroren und danach bei -80 Grad gelagert, um fur
spatere Analysen zur Verfigung zu stehen.

Weiles Fettgewebe dient hauptsachlich als Energiespeicher in Form von
Triglyzeriden, auf’erdem bietet es einen mechanischen Schutz sowie einen
Schutz vor Kalte. Der Einfluss von weillem Fett auf Fett- und
Glukosestoffwechsel besteht nicht nur in der Fettspeicherung, auch von weilem
Fettgewebe ausgeschuttete Signalstoffe (Adipokine) haben eine wichtige
regulierende Rolle. Akkumulation und Sekretion des weillen Fetts stehen in
einem engen Zusammenhang mit metabolischen Erkrankungen und mit der
Verursachung des metabolischen Syndroms (vgl. Hajer et al., 2008).

Das epidydimale Fett wird wegen seiner intraperitonealen anatomischen Lage oft
als Teil des viszeralen weillen Fetts betrachtet. Aufgrund von metabolischen
Aspekten wird es aber von vielen nicht als Teil des klassischen viszeralen Fetts
kategorisiert. Bestehend aus schon gereiften Adipozyten, Immunzellen,
Praadipozyten und Endothelzellen unterscheidet sich der Aufbau des
epidydimalen Fetts vom restlichen viszeralen Fett tatsachlich kaum. Das
epidydimale Fett lasst sich aufgrund seiner histologischen und biochemischen
Eigenschaften in zwei Regionen aufteilen - proximal und distal. Die proximale
Region fangt am Kopf der Nebenhoden an, die distale Region erstreckt sich
weiter in die Bauchhohle. Es wurden keine grolken morphologischen
Unterschiede zwischen den Regionen entdeckt, wahrend sich die zwei Regionen
in deren biomolekularen Eigenschaften unterscheiden. Obwohl die Funktion
dieses Gewebes noch nicht komplett erforscht ist, ist bisher bekannt, dass durch
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die Entfernung des epidydimalen Fetts die Spermatogenese negativ beeinflusst
wird (Chu et al., 2010; Lee & Kim, 2019; Tirard et al., 2007).

Lee und Kim (2019) untersuchten das epidydimale Fett in Abhangigkeit vom Alter
und kamen zu folgendem Schluss: “Because of broad biological effects of
molecules originated from the adipocyte, it is supposed that the altered
expressional levels of adipocyte-secreted elements in the distal epididymal fat
with age could be linked with the onset of metabolic syndrome and/or the decline
of reproductive capacity, which is a common condition frequently found at the late
age.”

Unter der Erythropoietinbehandlung wurde eine Gewichtsreduktion des
epidydimalen Fettpolsters beschrieben, was ebenfalls fir das vorliegende
Experiment von Interesse war (Kodo et al., 2017).

3.4. Statistik

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Zur Berechnung der p-Werte wurde ein ungepaarter
zweiseitiger Student’s-t-Test verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen angenommen.
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4. Ergebnisse

Im Laufe des Experiments wurden drei Mause der Erythropoietin-Gruppe zu
verschiedenen  Zeitpunkten (am Tag 31, 39 bzw. 73 der
Erythropoietinbehandlung) in ihren Kafigen tot aufgefunden. Diese drei Mause
verstarben mutmallich zufolge einer Embolie, die durch hohe Erythropoietin-
Dosierungen verursacht wurde.

Eine Maus der Kontrollgruppe wurde wahrend des Experiments offenkundig
krank und musste am Tag 32 der Vehikel-Behandlung nach starkem
Gewichtsverlust euthanasiert werden.

Alle Daten dieser Mause wurden aus der Statistik entfernt.

4.1. Korpergewicht und Nahrungsaufnahme

Aus der ersten Messung des Korpergewichts zum Beginn des Experiments ergab
sich nach dem Matching ein durchschnittliches Korpergewicht von ca. 43 g in
beiden Gruppen. Wie aus Abbildung 1 zu sehen ist, nahm das Korpergewicht der
Mause der Erythropoietin-Gruppe zwar allmahlich und konstant, jedoch
geringflgig, mit der Zeit zu.
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Abbildung 8. Korpergewicht adipdser, ménnlicher Mé&use unter regelméBiger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich iber 71 Tage) im

Vergleich zu Kontrollméusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Erythropoietin-Gruppe: orange,
n=12; Kontrollgruppe: blau, n=14, Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede

Das mittlere Korpergewicht der Erythropoietin-Gruppe betrug am Anfang 43,6 *
2,2 g und erreichte am 72. Tag 451 + 2,4 g. Die Gewichtskurve der
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Kontrollgruppe war, wie im Protokoll vorgesehen, durch entsprechende
Anpassung der taglichen Futterportionen jener der Erythropoietin-Gruppe sehr
ahnlich. Diese Gruppe hatte anfanglich ein durchschnittliches Kérpergewicht von
42,9 £ 1,5 g und bis zum Ende stieg das Korpergewicht auf 46,2 + 1,2 g an
(Abbildung 8).
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Abbildung 9. Futteraufnahme adipdser, ménnlicher Mé&use unter regelméfliger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich iber 71 Tage)
im Vergleich zu Kontrollméusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Futteraufnahme in g pro
Maus lber 77 Tage, EPO=Erythropoietin-Gruppe, orange; KON=Kontrollgruppe, blau; EPO: Mittelwert
von 3 Kéfigen + SEM; kein signifikanter Unterschied

Mit dem Wert von 182,0 £ 4,6 g pro Maus in der Erythropoietin-Gruppe war die
Futteraufnahme Uber die gesamte Dauer des Experiments etwas niedriger als in
der Kontrollgruppe mit einem Wert von 188,1 g. Dadurch ergab sich im Mittel eine
taglich aufgenommene Futtermenge von 2,36 + 0,06 g pro Maus in der
Erythropoietin-Gruppe, wahrend die durchschnittiche Menge in der
Kontrollgruppe 2,44 g pro Maus betrug. Ein signifikanter Einfluss der
Erythropoietinbehandlung auf die Nahrungsaufnahme war nicht feststellbar
(Abbildung 9).

4.2. Korperzusammensetzung

Die Korperzusammensetzung wurde am Tag 71 nach zweimonatiger Behandlung
mit Erythropoietin gemessen. Obwohl die Werte des Kdrpergewichts annahrend
gleich waren, zeigten die mit dem EchoMRI-Gerat erfassten Daten einen
signifikanten Effekt der Erythropoietinbehandlung auf die
Kdérperzusammensetzung. Ein bemerkenswerter Unterschied zeigte sich bereits
in Bezug auf die Fettmasse. In der Kontrollgruppe betrug die durchschnittliche
Fettmasse 19,7 + 1,3 g, wahrend sie in der Erythropoietin-Gruppe einen
Durchschnitt von 16,5 £ 1,7 g aufwies. Bei der Magermasse wurden signifikant

27



FETTMASSE (G)

geringere Werte in der Kontrollgruppe (26,4 + 0,4 g) im Vergleich zur
Erythropoietin-Gruppe (27,8 + 0,4 g) festgestellt. Dies fuhrte zu einer signifikant
hdheren relativen Fettmasse in der Kontrollgruppe (42,2 + 1,5 %) im Vergleich
zur Erythropoietin-Gruppe (35,8 £ 2,8 %) (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Fettmasse, Magermasse und relative Fettmasse adipdser, ménnlicher Mé&use unter
regelménBiger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal
wéchentlich Gber 71 Tage) im Vergleich zu Kontrollméusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
EPO=Erythropoietin-Gruppe, orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte + SEM;

4.3. Nuchternblutglukose

Wie schon erwahnt wurde, wurden die Ausgangswerte der Nuchternblutglukose
in seit 4 Stunden gefasteten Mausen vier Tage vor der ersten Erythropoietin-
Injektion zum Matching bestimmt. Die nachste Messung erfolgte eine Woche
nach dem Beginn des Experiments und damit nach einer einwdchigen
Erythropoietinbehandlung. Nach dieser kurzen Zeitperiode war zwar noch kein
signifikanter Unterschied sichtbar, es war jedoch ein Trend zu erkennen
(p=0,057). Zu diesem Zeitpunkt hatten die Mause der Erythropoietin-Gruppe eine
Nuchternblutglukose von 150,6 £ 8,7 mg/dl im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
171,1 £ 5,4 mg/dl. Nach einem Monat Erythropoietinbehandlung sanken die
Werte in der Erythropoietin-Gruppe weiter deutlich ab. So hatten die Mause der
Erythropoietin-Gruppe mit 97,1 £+ 5,8 mg/dl signifikant geringere
Nuchternblutglukose als jene der Kontrollgruppe mit einem Wert von 167,917
mg/dl (p<0,0001). Nach zweimonatiger Erythropoietinbehandlung waren die
Werte ahnlich (Abbildung 11).
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Abbildung 11. Blutglukose nach vierstiindigem Fasten in adipdsen, médnnlichen Méusen unter regelméagiger,
hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich (iber
71 Tage) im Vergleich zu Kontrollmdusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Erythropoietin-
Gruppe, orange, n=12; Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte + SEM.

Eine signifikant geringere Nuchternblutglukose in der Erythropoietin-Gruppe
wurde ebenfalls nach langerem Fasten Uber 18 Stunden beobachtet. Die erste
Messung erfolgte 1 Monat nach dem Beginn des Experiments. Zu diesem
Zeitpunkt lagen die Werte in der Erythropoietin-Gruppe mit 60,4 + 4,3 mg/dl
deutlich niedriger als jene der Kontrollgruppe mit 129,9 + 5,3 mg/dl (p<0,0001).
Als die Messung nach einem weiteren Monat wiederholt wurde, bestatigte sich
die blutglukosesenkende Wirkung des Erythropoietins mit einem signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 12).
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Abbildung 12. Blutglukose nach achtzehnstiindigem Fasten in adipésen, ménnlichen Mé&usen unter
regelméaBliger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal
wéchentlich (ber 71 Tage) im Vergleich zu Kontrollméusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Erythropoietin-Gruppe, orange, n=12; Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte £ SEM.
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4.4. Blutketone

Blutketone wurden nach kurzfristigem Fasten (4h) und langfristigem Fasten (18h)
bestimmt. Dabei wurde kein signifikanter Einfluss von Erythropoietin beobachtet.
Als eine natlrliche Reaktion des Koérpers unter Hungerbedingungen stieg die
Konzentration der Blutketone durch langfristiges Fasten deutlich in beiden
Gruppen an (Abbildung 13).
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Abbildung 13. Blutketone adipdser, ménnlicher Méuse unter regelmélliger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich (ber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrollméusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Erythropoietin-Gruppe=orange,
n=12; Kontrollgruppe=blau, n=14; Mittelwerte + SEM, keine signifikanten Unterschiede.
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4.5. Respiratorischer Quotient
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Abbildung 14. Respiratorischer Quotient (RQ) adipdser, ménnlicher Mé&use unter regelméaBiger,
hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich iber
71 Tage) im Vergleich zu Kontrollmdusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Der RQ wurde
indirekt als Verhéltnis zwischen abgegebenem Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in
metabolischen Kéfigen gemessen; oben: 24 Stunden mit Futter, unten: 24 Stunden ohne Futter; Weil3e
Fldche=Tag von 7 bis 19 Uhr; Graue Fldche=Nacht von 19 bis 7 Uhr; E=Individuen der Erythropoietin-
Gruppe, n=6; C=Individuen der Kontrollgruppe, n=6.

Die Mause wurden nach zwei Monaten in metabolische Kafige gesetzt, als die
Erythropoietinbehandlung schon vorangeschritten war und auch langsame
Wirkungen des Erythropoietins auf den Stoffwechsel darstellbar sein sollten.
Wie in der Abbildung 14 an den individuellen Verlaufen der Mause zu sehen ist,
lag der respiratorische Quotient in einem Bereich zwischen 0,7 und 0,8, was
darauf zurlickzuflihren ist, dass der Hauptbestandteil inres HFD-Futters Fett war.
Der respiratorische Quotient wurde wahrend der Hungerperiode (zweiter
Messtag) noch niedriger, da im Hungerzustand als Energiespeicher fast nur Fett
zur Verfigung steht (Abbildung 15). Sobald die letzten Glykogenreserven
verstoffwechselt sind, schaltet der Kérper auf die reine Verstoffwechselung der
Fette um.
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Abbildung 15. Respiratorischer Quotient adipdser, ménnlicher Méduse unter regelméBiger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich tiber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrollmadusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Der RQ wurde indirekt als
Verhéltnis zwischen abgegebenem Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in metabolischen Kéfigen
gemessen; 24 Stunden mit Futter - links, 24 Stunden ohne Futter - rechts; Weile Fldéche=Tag, 7 Uhr bis 19
Uhr; Graue Fldache=Nacht, 19 Uhr bis 7 Uhr. Erythropoietin-Gruppe: orange, n=6; Kontrollgruppe: blau, n=6.
Mittelwerte; keine signifikanten Unterschiede.

Im Mittel betrug der respiratorische Quotient bei freiem Zugang zu Futter in der
Erythropoietin-Gruppe 0,776 + 0,029 und in der Kontrollgruppe 0,756 + 0,017. Es
war kein signifikanter Unterschied feststellbar (Abbildung 16).
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Abbildung 16. Durchschnittlicher respiratorischer Quotient adipéser, ménnlicher Mé&use, die freien Zugang
zu Futter hatten und einer regelmégigen, hochdosierten Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta
intraperitoneal dreimal wéchentlich (iber 71 Tage) unterzogen wurden. Im Vergleich dazu Kontrollméuse, die
mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Der RQ wurde indirekt als Verhéltnis zwischen abgegebenem
Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in metabolischen Kéfigen gemessen; Tag=von 7 bis 19 Uhr;
Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM;
keine signifikanten Unterschiede.

Als den Mausen das Futter entzogen wurde, wurde ein leichtes Absinken des
respiratorischen Quotienten sowie dessen Annaherung an den Wert von 0,7 in
beiden Gruppen bemerkt. Dadurch wurde erwartungsgemafl bestatigt, dass
zunehmend Fette als Energiequelle dienten.
Auch hier wurden keine Unterschiede zwischen den Gruppen bemerkt, was aber
nicht merkwdrdig ist, da der respiratorische Quotient hauptsachlich von der
Erndhrung abhangt. (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Durchschnittlicher respiratorischer Quotient (RQ) adipdser, ménnlicher Mduse, die keinen
Zugang zu Futter hatten, unter regelméRiger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin
theta intraperitoneal dreimal wdchentlich (ber 71 Tage) im Vergleich zu Kontrollmdusen, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. Der RQ wurde indirekt tiber 24 Stunden unter Futterentzug als
Verhéltnis zwischen abgegebenem Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in metabolischen Kéfigen
gemessen; Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte £ SEM; keine signifikanten Unterschiede.

4.6. Energieverbrauch

Wahrend ihres Aufenthalts in den PhenoMaster-Kafigen wurde bei den Mausen
der durchschnittliche Energieverbrauch Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
indirekt gemessen. Die Messung erfolgte unter zwei unterschiedlichen
Bedingungen, mit freiem Zugang zu Futter sowie ohne Futter.

Der Versuch lieferte ahnliche Daten fur beiden Gruppen. Die Uber den Tag
ermittelten Werte lagen eng beieinander und auch in der Nacht blieben die Werte
ahnlich. Dies fuhrte in Erythropietin-behandelten Mausen 2zu einem
durchschnittlichen Energieverbrauch von 0,549 + 0,022 kcal/h, was einem
vergleichbaren Wert in der Kontrollgruppe entsprach (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Durchschnittlicher Energieverbrauch mit freiem Zugang zu Futter. Adipése, ménnliche Mause
wurden regelméBig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wéchentlich (ber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollméduse, die mit Vehikelinjektionen
behandelt wurden. Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr;, EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte £+ SEM; keine signifikanten Unterschiede
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Wenn den Mausen das Futter entzogen wurde, zeigten beide Gruppen etwas
niedrigeren Energieverbrauch (Abbildung 19), ein Einfluss von Erythropoietin

konnte jedoch auch unter Fastenbedingungen nicht festgestellt werden.
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Abbildung 19. Durchschnittlicher Energieverbrauch ohne Zugang zu Futter. Adipdse, ménnliche Méuse
wurden regelméaf3ig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wéchentlich (iber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollméduse, die mit Vehikelinjektionen
behandelt wurden. Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede
In Abbildungen 20 und 21 ist der Energieverbrauch pro Korpergewicht dargestellt.
Da die Mause der beiden Gruppe ahnliches Koérpergewicht hatten, wurden auch
nach Gewichtskorrektur keine signifikanten Unterschiede beobachtet. Die
Ergebnisse waren diesbezuglich vergleichbar mit den zuvor beschriebenen
Daten zum gewichtsunabhangigen Energieverbrauch.
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Abbildung 20. Durchschnittlicher Energieverbrauch mit freiem Zugang zum Futter. Adipése, ménnliche
Méuse wurden regelmédBig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta
intraperitoneal dreimal wochentlich dber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollméuse, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-

Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 21. Durchschnittlicher Energieverbrauch liber 24 Stunden ohne Zugang zu Futter. Adipése,
maénnliche Méuse wurden regelméaf3ig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin
theta intraperitoneal dreimal wéchentlich iber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollméuse, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-
Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 22. Aktivitdt pro Maus mit freiem Zugang zu Futter. Adip6se, ménnliche Mduse wurden regelméRig
mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich
liber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollméuse, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM,; keine signifikanten
Unterschiede

Die Aktivitdt wurde durch die Bewegung der Mause erfasst, die mithilfe von
Bewegungssensoren (Lichtschranken) in den metabolischen Kafigen verfolgt
wurde. Hierbei wurde die Anzahl der Bewegungsereignisse gezahlt und die
Aktivitat als die Summe dieser Ereignisse dargestellt. Die Aktivitat der Mause
wurde sowohl unter Fasten als auch bei uneingeschranktem Zugang zu Futter
gemessen (wie auch die zuvor beschriebenen Parameter).

Bei diesem Parameter wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Es
ist zu bemerken, dass die Mause vorwiegend nachtaktive Tiere sind.
Dementsprechend war ihre Aktivitat in der Nacht mehr als doppelt so hoch wie
am Tag. So stieg die Aktivitat in der Erythropoietin-Gruppe von 46,250 + 9,339
Einheiten tagsuber auf einen Wert von 127,718 + 11,790 in der Nacht an.
Ahnliche Werte wurden auch in der Kontrollgruppe beobachtet (Abbildung 22).
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AKTIVITAT - TAG (A.U.)

Der Futterentzug hatte kaum Einfluss auf die Aktivitat. Hier flhrte die
Nachtaktivitat auch zu deutlich hdheren Werten in beiden Gruppen im Vergleich
zur Tagesaktivitat (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Aktivitat pro Maus ohne Zugang zu Futter. Adipése, ménnliche M&use wurden regelméfig mit
hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich (iber
71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollmduse, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe,
n=6; Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede

4.8. Futteraufnahme

In den metabolischen Kafigen wurde die Futteraufnahme sorgfaltig Gberwacht.
Das Futter befand sich in Gitterschisseln, die in jedem Kafig aufgehangt waren.
Bei jedem Fressen wurde die Futtermenge neu vermessen und protokolliert.

Wie in Abbildung 24 ersichtlich ist, fraRen die Mause der Kontrollgruppe im
Durchschnitt 2,25 + 0,35 g Futter Uber 24 Stunden, was signifikant weniger war
als die Futtermenge, die von den Mausen in der Erythropoietin-Gruppe
aufgenommen wurde, 3,34 * 0,33 g. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen zeigte sich in Bezug auf die aufgenommene Futtermenge tagsuber. Die
Mause der Erythropoietin-Gruppe frallen mit 1,82 + 0,47 g mehr als doppelt so
viel wie die Mause der Kontrollgruppe, die 0,85 + 0,18 g zu sich nahmen. Im
Hinblick auf die Futteraufnahme in der Nacht nahmen die Mause der
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Kontrollgruppe (1,39 + 0,20 g) mehr Futter als am Tag auf, aber immer noch
weniger als die Mause der Erythropoietin-Gruppe (1,82 £ 0,17 g) (Abbildung 24).
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Abbildung 24. Futteraufnahme adipdser, ménnlicher Mé&use unter regelméBiger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung im Vergleich zu Kontrollméusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Tag= von 7 Uhr bis 19 Uhr; Nacht= von 19 Uhr bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM

4.9. Wasseraufnahme

Die Trinkmenge pro Maus wurde ahnlich wie die aufgenommene Futtermenge
gemessen. Zum Beginn des Versuchs wurde eine bekannte Menge an Wasser
jeder Maus zur Verfligung gestellt. Jedes Mal, wenn eine Maus Wasser trank,
wurde die Differenz neu berechnet und dokumentiert.

Wahrend der 24-stiindigen Phase, in der den Mausen freier Zugang zu Futter
gewahrt wurde, ergab sich in der Erythropoietin-Gruppe eine mittlere Trinkmenge
von 2,40 + 0,33 ml, wahrend die Kontrollgruppe im Mittel 1,74 £ 0,21 ml trank.
Somit war ein Trend zu héherer Wasseraufnahme in der Erythropoietin-Gruppe
zu erkennen, was die ebenfalls erhdhte Futteraufnahme widerspiegelte. In der
Erythropoietin-Gruppe wurde tagstiber eine Wasseraufnahme von 0,82 £ 0,14 ml
festgestellt, die in der Nacht deutlich auf 1,57 + 0,22 ml anstieg. Ein ahnlicher
Anstieg war auch in der Kontrollgruppe zu beobachten, bei der die
Wasseraufnahme tagsuber bei 0,53 + 0,11 ml lag und in der Nacht auf 1,21 ml £
0,14 ml anstieg (Abbildung 25).

Wahrend des Fastens wurde der Trend zu hdherer Wasseraufnahme in der
Erythropoietin-Gruppe bestatigt. Hier lagen die Werte in der Erythropoietin-
Gruppe bei 1,05 + 0,20 ml und in der Kontrollgruppe bei 0,63 + 0,13 ml. Ahnlich
wie bei freiem Zugang zu Futter waren die nachtlichen Werte in beiden Gruppen
deutlich hoher als tagsuber (Abbildung 26).

Es ist erwahnenswert, dass sowohl in der Erythropoietin-Gruppe als auch in der
Kontrollgruppe wahrend des Fastens geringere Wassermengen aufgenommen
wurden als wahrend des freien Zugangs zu Futter. Ein solcher Zusammenhang
zwischen hdéherer Nahrungsaufnahme und Wasseraufnahme war auch beim
Vergleich der Erythropoietin-Gruppe gegen die Kontrollgruppe feststellbar.
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Abbildung 25. Wasseraufnahme pro Maus mit freiem Zugang zu Futter. Adipése, ménnliche Méuse wurden
regelméf3ig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal
wéchentlich iiber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollméuse, die mit Vehikelinjektionen behandelt
wurden. Tag=von 7 bis 19 Uhr;, Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede
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Abbildung 26. Wasseraufnahme pro Maus ohne Zugang zu Futter. Adipése, ménnliche Mause wurden
regelméf3ig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal
wéchentlich iber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollméuse, die mit Vehikelinjektionen behandelt
wurden.Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr, EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede
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4.10. Blutfette

Die Blutfette (Triglyzeride, LDL-Cholesterin und HDL-Cholesterin) wurden aus
dem zum Schluss gesammelten Plasma analysiert. Die Messung des HDL-
Cholesterins erfolgte nicht direkt, sondern das HDL-Cholesterin wurde mithilfe
der Friedewald-Formel berechnet.
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Abbildung 27. Plasmacholesterin adipbéser, ménnlicher Mé&use unter regelméfiger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich tber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrollmdusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. EPO=Erythropoietin-Gruppe,
orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte £+ SEM;

Im Unterschied zu Menschen weisen Mause eine relativ hohere Konzentration
an HDL-Cholesterin und eine niedrigere Konzentration an LDL-Cholesterin auf.
Dadurch ist das Risiko fur die Entwicklung von Arteriosklerose bei Mausen
deutlich geringer.

Das HDL-Cholesterin betrug in der Erythropoietin-Gruppe 121,6 £ 7,9 mg/dl,
wahrend es in der Kontrollgruppe bei 146,7 + 5,5 mg/dl lag. Somit ist das HDL-
Cholesterin in der Erythropoietin-Gruppe signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe, wahrend sich das LDL-Cholesterin nicht signifikant zwischen den
Gruppen unterschied. Bei Gesamtcholesterin war, getrieben durch den
Unterschied im HDL-Cholesterin, ein Trend zu erkennen, wobei in der
Erythropoietin-Gruppe das Gesamtcholesterin mit 160,3 £ 9,2 mg/d| niedriger war
als jenes der Kontrollgruppe mit 182,7 + 6,6 mg/dl (Abbildung 27).
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Abbildung 28. Plasmatrigylizeride adip6ser, ménnlicher Mé&use unter regelméBiger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wéchentlich Giber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrollmdusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. EPO=Erythropoietin-Gruppe,
orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte £+ SEM;

Auch die Plasmatriglyzeride wurden aus terminal gesammeltem Blut von
gefasteten Mausen (2-4 h) bestimmt. In der Erythropoietin-Gruppe lag der
Mittelwert bei 75,8 + 7,7 mg/dl, wahrend er in der Kontrollgruppe bei 68,6 + 2,9
mg/dl lag. Es wurde jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt (Abbildung
28).

4.11. Organgewichte

Am Tag 77, zum Abschluss des Experiments und nach der Totung der Mause,
wurden Gewebeproben von Leber und epidydimalem Fettpolster entnommen.
Diese Proben wurden gewogen und fur etwaige spatere Analysen bei -80C
gelagert. Das Lebergewicht zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen, die Werte waren in beiden Gruppen nahezu gleich.

FUr das Gewicht des epidydimalen Fettpolsters zeigte sich ein Trend zu etwas
niedrigeren Werte in der Erythropoietin-Gruppe (0,92 + 0,10 g) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (1,10 + 0,06 g) (Abbildung 29).
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Abbildung 29. Gewicht der Leber und des epidydimalen Fettpolsters adipéser, ménnlicher Mduse nach
regelméBliger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal
wéchentlich Gber 71 Tage) im Vergleich zu Kontrollméusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
EPO=Erythropoietin-Gruppe, orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte £+ SEM, keine
signifikanten Unterschiede
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5. Diskussion

Diabetes und metabolisches Syndrom als haufig auftretende Erkrankungen mit
steigender Pravalenz erfordern standig neue Ansatze zur Behandlung. Nachdem
die Auswirkungen von Erythropoietin bei Patienten mit Diabetes, die sich einer
Hamodialyse unterzogen, entdeckt wurden, wuchs das Interesse an einer
vertieften Erforschung dieser Effekte (Allegra et al., 1996; Mak, 1998). Daher
wurden zahlreiche Studien an Tiermodellen durchgefuhrt, alle mit dem
gemeinsamen Ziel, den Wirkungsmechanismus von Erythropoietin genauer zu
verstehen. Basierend auf diesen Studien haufen sich die Berichte Uber die
positiven Auswirkungen von Erythropoietin auf den Stoffwechsel. Dies kdnnte in
Zukunft ein neues Anwendungsgebiet fur Erythropoietin erdffnen, im Rahmen
einer neuen therapeutischen Strategie zur Bekampfung von Adipositas und
metabolischen Stérungen. Die vorliegende Arbeit hat sich mit diesem Thema
befasst.

Mause des Wildtypstamms C57BL/6, die unter fettreicher Diat bekanntermalien
besonders anfallig flr die Entwicklung metabolischer Stérungen sind, wurden
einer hochdosierten Erythropoietinbehandlung unterzogen, wahrend sie mit HFD
geflttert wurden. Hierbei wurden die Mause dreimal wochentlich mit 1000 U/kg
Epoetin theta behandelt. Um die Effekte von Erythropoietin unabhangig vom
Korpergewicht zu betrachten, wurden die Gewichte in beiden Gruppen maoglichst
gleich gehalten. In der Kontrollgruppe erhielten die Mause taglich eine begrenzte
Futtermenge, um sicherzustellen, dass ihre Gewichtskurve jener der
Erythropoietin-behandelten Mause ahnelte. Dieser Ansatz wurde gewahlt, um
herauszufinden, welche Effekte von Erythropoietin unabhangig von
Veranderungen im Korpergewicht auftraten und daher nicht nur Folge eines
Gewichtsverlustes durch die Erythropoietinbehandlung sind.

Um den wirksamen Dosierungsbereich der Erythropoietinbehandlung zu
beschreiben, untersuchten Foskett et al. (2011) die Erythropoietin-Effekte bei funf
unterschiedlichen Dosen, die als niedrig (75 U/kg, 150 U/kg), mittel (300 U/kg,
600 U/kg) und hoch (1000 U/kg) bezeichnet wurden. Die Untersuchung wurde,
wie in der vorliegenden Arbeit, an adipdsen Tieren vom Wildtypmausestamm
C57BL/6 durchgefuhrt, wobei jeden zweiten Tag Injektionen verabreicht wurden.
Dabei wurde deutlich, dass die Dosis von 150 U/kg lediglich Auswirkungen auf
das Korpergewicht und die Fettmasse hatte, wahrend sich keine Veranderungen
im Glukosestoffwechsel zeigten. Die Dosen von 300 bis 1000 U/kg flhrten zu
einer signifikanten Reduktion des Kdrpergewichts und der Fettmasse, wahrend
sie gleichzeitig positive Auswirkungen auf die Nuichternblutglukose, die
Glukosetoleranz und die Insulinresistenz hatten. Die Dosis von 75 U/kg zeigte
sich bei allen diesen Parameter als unwirksam. Keine der Erythropoietin-Dosen
hatte nachweisbare Auswirkungen auf die Nahrungsaufnahme und nur die Dosis
von 1000 U/kg erhdhte die kdrperliche Aktivitat signifikant. Laut Autoren deuten
diese Daten darauf hin, dass die Nahrungsaufnahme mdglicherweise nicht
beteiligt ist, wahrend die kdrperliche Aktivitat nur teilweise an der Regulation des
Kdrpergewichts, der Fettmasse und des Glukosestoffwechsels durch die
Erythropoietinbehandlung beteiligt ist.
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Im Einklang mit den oben genannten Dosen wurde in einer Studie von Kodo et
al. (2017) bereits bei einer Dosis von 200 U/kg Gewichtsreduktion wie auch
niedrigere Blutglukose (jedoch nur als Trend) festgestellt. Auf der anderen Seite
gab es keine Auswirkungen auf die Kkorperliche Aktivitat und die
Nahrungsaufnahme, was auch mit den oben genannten Erkenntnissen
Ubereinstimmt. Es wurde auch eine signifikante Reduktion des epidydimalen
Fettpolsters und des Gesamtcholesterins beobachtet, ahnlich wie es in der
vorliegenden Arbeit der Fall ist. In der Studie wurde auRerdem festgestellt, dass
Erythropoietin den Energieverbrauch steigert, indem es die Masse des braunen
Fettgewebes erhoht. Braunes Fettgewebe (BAT) tragt zur Steigerung des
Energieverbrauchs im Organismus bei, indem es chemische Energie in Warme
umwandelt.

Teng et al. (2011) untersuchten die Erythropoietin-Effekte einerseits an
transgenen Mausen, bei denen die Expression des Erythropoietin-Rezeptors
(EpoR) auf hamatopoetisches Gewebe beschrankt ist und auf anderer Seite bei
Wildtyp-Mausen, denen 3000 U/kg Erythropoietin verabreicht wurde. Die
transgenen Mause entwickelten eine Glukoseintoleranz und zeigten Adipositas
sowie Insulinresistenz. Die Behandlung mannlicher Mause mit Erythropoietin
fuhrte zu einer Steigerung der korperlichen Aktivitat und der Magermasse,
wahrend die Nahrungsaufnahme abnahm. Das hatte zur Folge, dass sowohl das
Korpergewicht als auch die Fettmasse reduziert wurden.

In einer Studie von Wang et al. (2013) wurden Mause unter HFD-Fltterung
dreimal wochentlich mit 3000 U/kg Erythropoietin behandelt. Gleichzeitig wurden
Mause mit einer gezielten Deletion des Erythropoietin-Rezeptors im Fettgewebe
untersucht, sodass nur die direkten Wirkungen auf das Fettgewebe eliminiert
wurden. Es wurde gezeigt, dass die endogene Erythropoietin-Aktivitat im
Fettgewebe einen bedeutenden Beitrag zum Schutz vor Adipositas und damit
verbundenen Stoffwechselerkrankungen leistet. Die Mause entwickelten
Adipositas, Glukoseintoleranz und Insulinresistenz, wiesen erhohte
Blutglukosewerte auf und verzeichneten eine Zunahme des Korperfetts sowie
eine Abnahme der korperlichen Aktivitat, ohne dass es zu Veranderungen in der
Nahrungsaufnahme kam. Die Erythropoietin-behandelte Wildtypmause wurden
hingegen schlanker, wiesen eine Abnahme des angesammelten Korperfetts auf
und zeigten eine Zunahme der Aktivitat. Aus diesen Daten lasst sich klar
erkennen, dass sowohl endogenes als auch exogenes Erythropoietin in
Adipozyten eine wichtige Rolle in der Regulation von Adipositas spielt und dass
die Wirkung von Erythropoietin im Fettgewebe mal3geblich fur die Regulation des
Korpergewichts, der Fettmasse, des Glukosestoffwechsels und der
Insulinsensitivitat verantwortlich ist.

Die Mause, bei denen der EpoR auf erythroides Gewebe beschrankt war und die
Mause mit gezielter Deletion von EpoR in Adipozyten zeigten keine signifikanten
Veranderungen in der Fettmasse und dem Korpergewicht bei erythropoietin-
stimulierter Erythropoese. Das weist darauf hin, dass unter diesen
experimentellen Umstanden die Kontrolle des Kérpergewichts und der Fettmasse
nicht von der erythropoietin-vermittelten Erythropoese abhangt, sondern vielmehr
von der Erythropoietin-Aktivitat in nicht hamatopoetischem Gewebe (Noguchi,
2020).
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Die Effekte auf das Gewicht kdnnten moglicherweise durch eine Studie von Dey
et al. (2020) besser verstanden werden. In dieser Studie wurden transgene
Mause mit Uberexprimierten EpoR im Gehirn, Wildtypmause mit zerebraler
Infusion von Erythropoietin und Wildtyp-Mause mit geldschtem EpoR im Gehirn
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass zerebrales Erythropoietin die
Gewichtszunahme reguliert, was unabhangig von der Erythropoietin-stimulierten
Erythropoese ist.

Trotz zahlreicher Studien ist der exakte Mechanismus, durch den Erythropoietin
die Senkung der Blutglukose bewirkt, nach wie vor nicht vollstandig geklart. Oft
geht die Senkung der Blutglukosekonzentration mit einer Gewichtsabnahme
einher, was die Frage aufwirft, ob die Blutglukosesenkung lediglich aufgrund der
Gewichtsreduktion erfolgt. Das gilt auch fur andere Parameter, auf die
Erythropoietin Einfluss nimmt. In den oben genannten Studien wurde auch haufig
Uber einen signifikanten Anstieg des Hamatokrits berichtet und es wird vermutet,
dass diese Erhohung des Hamatokrits ein mdglicher Mechanismus fur die
Blutglukosesenkung sein konnte. Daruber hinaus wird in Erwagung gezogen,
dass Erythropoietin in einigen Studien die korperliche Aktivitat und den
Energieverbrauch gesteigert hat und dies wird als einer der potenziellen
Wirkmechanismen berucksichtigt.

Wie also bereits in den zuvor genannten Studien betont wurde, zeigt
Erythropoietin auch eine Wirkung auf die Blutglukose. In der vorliegenden Arbeit
wurde ebenfalls eine Senkung der Blutglukose bei Erythropoietin-behandelten
Mausen beobachtet, da ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt wurde.

Wahrend in den zuvor erwahnten Studien bereits bei niedrigeren Dosen als 1000
U/kg eine Gewichtsreduktion beobachtet wurde, wurde in der vorliegenden Arbeit
dieser Effekt durch eingeschrankte Futterung der Kontrollmause vermieden.
Daher konnten Effekte, die durch einen Gewichtsunterschied bedingt sind,
ausgeschlossen werden. Die Mause beider Gruppen nahmen gleichermalien
allmahlich an Gewicht zu. Trotz des gleichen Gewichts traten Unterschiede in der
Kdérperzusammensetzung auf. In den zuvor genannten Studien kam es zu einer
Reduzierung der Fettmasse, der aufgrund des unterschiedlichen Kérpergewichts
nicht Gberraschend ist. In der vorliegenden Arbeit war ohne Gewichtsunterschied
ein Trend in diese Richtung erkennbar, gleichzeitig war die Magermasse
signifikant erhdht. Auch das Gewicht des epidydimalen Fettpolsters war bei den
Mausen, die Erythropoietin erhielten, geringer, jedoch zeigte sich auch hier nur
ein Trend. Erythropoietin hat somit auch bei gleichem Gewicht einen leichten
Einfluss auf die Kérperzusammensetzung bzw. auf das relative Korperfett.

Die gesteigerte korperliche Aktivitat fuhrt dazu, dass der Koérper mehr Energie
bendtigt, was wiederum die Verwendung von Glukose aus dem Blut erhoht, um
alle Zellen, insbesondere die Muskeln, ausreichend mit Energie zu versorgen.
Als nachtaktive Tiere zeigten Mause in der Nacht eine Aktivitat, die etwa doppelt
so hoch war wie tagsuber. Dieses Verhalten ist evolutiondr bedingt und eine
Reaktion auf potenzielle Raubtiere. Daher sind Mause nachts am aktivsten, wenn
die Gefahr fir sie am geringsten ist (Steinlechner, 2012). Im Gegensatz zu den
zuvor beschriebenen Studien wurde in der vorliegenden Arbeit kein Unterschied
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in der Aktivitat zwischen den Gruppen festgestellt und die Aktivitat blieb durch die
Erythropoietinbehandlung unbeeinflusst.

Die gesteigerte nachtliche Aktivitat fuhrte auch zu einem Anstieg der
Futteraufnahme und Wasseraufnahme wahrend der Nacht. In der Nacht war
daher auch in der vorliegenden Studie der Energieverbrauch etwas hoher als am
Tag. Der Energieverbrauch war allerdings sowohl am Tag als auch in der Nacht
sehr ahnlich zwischen den beiden Gruppen. Daher wurde der Energieverbrauch
nicht durch die Erythropoietinbehandlung beeinflusst.

Diese Daten deuten darauf hin, dass bei gleichem Koérpergewicht Erythropoietin
auch auf Energieverbrauch und Aktivitat keinen signifikanten Effekt hatte. Von
anderen beschriebene Effekte auf diese Parameter konnten daher Folge des
Erythropoietin-induzierten Gewichtsunterschiedes sein. Die Senkung der
Blutglukose trat bei gleichem Korpergewicht auf und ist daher nicht allein als
Folge eines Gewichtsunterschiedes erklarbar.

Erythropoietin ist dazu fahig, pleiotrope Effekte im Organismus hervorzurufen. So
wird vermutlich auch die Blutglukosesenkung sowohl direkt als indirekt durch
Zusammenspiel unterschiedlicher Organe erzielt. Daher sind Kérpergewicht und
Energieverbrauch zum Teil an der Regulation der Blutglukose beteiligt, aber nicht
hauptverantwortlich.
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6. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass unabhangig vom
Korpergewicht regelmaldige Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg dreimal
wochentlich) signifikante Auswirkungen auf die Blutglukose und die
Korperzusammensetzung von mannlichen Mausen hat. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass weder die Senkung der Blutglukose noch die Veranderungen
des relativen Korperfetts allein auf Gewichtsverlust zurtckzufihren sind.
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Abbildung 3. Erythropoietin bestehet aus vier a-Helices und hat vier
Glykosilierungsstellen (Freissmuth et al., 2019). Grun: Peptidkette; Rosa:
Seitenketten.

Abbildung 4. Oben: Unter Normoxie wird HIF-1 wird hydroxyliert und durch die
Bindung an das Von-Hippel-Lindau-Protein von einem Proteasom
abgebaut. Unten: Unter Hypoxie bleibt die Hydroxylierung aus, HIF-1a
kann in den Zellkern translozieren und dort die Transkription des
Erythropoietins aktivieren (Watts et al., 2020).

Abbildung 5. Erythropoietin beeinflusst vor allem die Vorlauferzellen im Stadium
BFU-E (Erythroid Burst Forming Unit), die sich zunachst zu reiferen
Vorlauferzellen des Typs CFU-E (Erythroid Colony Forming Unit)
entwickeln und schlieBlich erfolgt die Ausdifferenzierung von Retikulozyten
zu Erythrozyten (Shih et al., 2018).

Abbildung 6. Nach der Bindung des Erythropoietins an den Rezeptor und deren
Dimerisierung werden in der Zelle verschiedene Signaltransduktionswege
in Gang gesetzt (Elliott & Sinclair, 2012).

Abbildung 7. Nicht-hamatopoetische Wirkung von Erythropoietin auf
verschiedene Gewebe (Wang et al., 2014)

Abbildung 8. Kdrpergewicht adipéser, mannlicher Mause unter regelmafiger,
hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta
intraperitoneal dreimal wochentlich tGber 71 Tage) im Vergleich zu
Kontrollmausen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Erythropoietin-Gruppe: orange, n=12; Kontrollgruppe: blau, n=14;
Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 9. Futteraufnahme adipdser, mannlicher Mause unter regelmaliiger,
hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta
intraperitoneal dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im Vergleich zu
Kontrollmausen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Futteraufnahme in g pro Maus Uber 77 Tage; EPO=Erythropoietin-Gruppe,
orange; KON=Kontrollgruppe, blau; EPO: Mittelwert von 3 Kafigen £ SEM,;
kein signifikanter Unterschied

Abbildung 10. Fettmasse, Magermasse und relative Fettmasse adiposer,
mannlicher Mause unter regelmaliger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im Vergleich zu Kontrollmdusen, die mit
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Vehikelinjektionen behandelt wurden. EPO=Erythropoietin-Gruppe,
orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte + SEM

Abbildung 11. Blutglukose nach vierstundigem Fasten in adiposen, mannlichen
Mausen unter regelmaliger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung
(1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wdchentlich tUber 71
Tage) im Vergleich zu Kontrollmausen, die mit Vehikelinjektionen
behandelt wurden. Erythropoietin-Gruppe, orange, n=12; Kontrollgruppe,
blau, n=14; Mittelwerte £+ SEM.

Abbildung 12. Blutglukose nach achtzehnstindigem Fasten in adiposen,
mannlichen Mausen unter regelmaliiger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wochentlich Gber 71 Tage) im Vergleich zu Kontrollmausen, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. Erythropoietin-Gruppe, orange,
n=12; Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte + SEM.

Abbildung 13. Blutketone adipdser, mannlicher Mause unter regelmafiger,
hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta
intraperitoneal dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im Vergleich zu
Kontrollmausen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Erythropoietin-Gruppe=orange, n=12; Kontrollgruppe=blau, n=14;
Mittelwerte £ SEM; keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung 14. Respiratorischer Quotient (RQ) adipdser, mannlicher Mause unter
regelmaRiger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg
Epoietin theta intraperitoneal dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrollmausen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Der RQ wurde indirekt als Verhaltnis zwischen abgegebenem
Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in metabolischen Kafigen
gemessen; oben: 24 Stunden mit Futter, unten: 24 Stunden ohne Futter;
Weilde Flache=Tag von 7 bis 19 Uhr; Graue Flache=Nacht von 19 bis 7
Uhr; E=Individuen der Erythropoietin-Gruppe, n=6; C=Individuen der
Kontrollgruppe, n=6.

Abbildung 15. Respiratorischer Quotient adipdser, mannlicher Mause unter
regelmaRiger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg
Epoietin theta intraperitoneal dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrollmausen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Der RQ wurde indirekt als Verhalinis zwischen abgegebenem
Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in metabolischen Kafigen
gemessen; 24 Stunden mit Futter - links, 24 Stunden ohne Futter - rechts;
Weilte Flache=Tag, 7 Uhr bis 19 Uhr; Graue Flache=Nacht, 19 Uhr bis 7
Uhr. Erythropoietin-Gruppe: orange, n=6; Kontrollgruppe: blau, n=6.
Mittelwerte; keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung 16. Durchschnittlicher respiratorischer Quotient adipdser, mannlicher
Mause, die freien Zugang zu Futter hatten und einer regelmaRigen,
hochdosierten Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta
intraperitoneal dreimal wochentlich Uber 71 Tage) unterzogen wurden. Im
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Vergleich dazu Kontrollmause, die mit Vehikelinjektionen behandelt
wurden. Der RQ wurde indirekt als Verhaltnis zwischen abgegebenem
Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in metabolischen Kafigen
gemessen; Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Ubhr;
EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte
+ SEM; keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung 17. Durchschnittlicher respiratorischer Quotient (RQ) adipéser,
mannlicher Mause, die keinen Zugang =zu Futter hatten, unter
regelmafiger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg
Epoietin theta intraperitoneal dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrolimausen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Der RQ wurde indirekt Uber 24 Stunden unter Futterentzug als Verhaltnis
zwischen abgegebenem Kohlendioxid und aufgenommenem Sauerstoff in
metabolischen Kafigen gemessen; Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19
bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6;
Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung 18. Durchschnittlicher Energieverbrauch mit freiem Zugang zu Futter.
Adipése, mannliche Mause wurden regelmalig mit hochdosierten
Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wochentlich Uber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu
Kontrollmause, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag=von 7
bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte * SEM; keine signifikanten
Unterschiede

Abbildung 19. Durchschnittlicher Energieverbrauch ohne Zugang zu Futter.
Adipése, mannliche Mause wurden regelmalig mit hochdosierten
Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wochentlich Uber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu
Kontrolimause, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag=von 7
bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte * SEM; keine signifikanten
Unterschiede

Abbildung 20. Durchschnittlicher Energieverbrauch mit freiem Zugang zum
Futter. Adipose, mannliche Mause wurden regelmafig mit hochdosierten
Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wochentlich Uber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu
Kontrollmause, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag=von 7
bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte * SEM; keine signifikanten
Unterschiede

Abbildung 21. Durchschnittlicher Energieverbrauch Uber 24 Stunden ohne
Zugang zu Futter. Adipdse, mannliche Mause wurden regelmalig mit
hochdosierten Erythropoietin-Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta
intraperitoneal dreimal wochentlich Gber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich
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dazu Kontrollmause, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-
Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte * SEM; keine
signifikanten Unterschiede

Abbildung 22. Aktivitat pro Maus mit freiem Zugang zu Futter. Adipdse, mannliche
Mause wurden regelmalig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen
(1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wochentlich Gber 71
Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollmause, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte + SEM; keine signifikanten
Unterschiede

Abbildung 23. Aktivitat pro Maus ohne Zugang zu Futter. Adip6se, mannliche
Mause wurden regelmaRig mit hochdosierten Erythropoietin-Injektionen
(1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wdchentlich tber 71
Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollmduse, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von
19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe,
n=6; Mittelwerte £ SEM; keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 24. Futteraufnahme adipdser, mannlicher Mause unter regelmafiger,
hochdosierter Erythropoietinbehandlung im Vergleich zu Kontrollmausen,
die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag= von 7 Uhr bis 19 Uhr;
Nacht= von 19 Uhr bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6;
KON=Kontrollgruppe, n=6; Mittelwerte £+ SEM

Abbildung 25. Wasseraufnahme pro Maus mit freiem Zugang zu Futter. AdipGse,
mannliche Mause wurden regelmalig mit hochdosierten Erythropoietin-
Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wochentlich
Uber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollmause, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von
19 bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe,
n=6; Mittelwerte £ SEM; keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 26. Wasseraufnahme pro Maus ohne Zugang zu Futter. Adipdse,
mannliche Mause wurden regelmalig mit hochdosierten Erythropoietin-
Injektionen (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal dreimal wochentlich
Uber 71 Tage) behandelt. Im Vergleich dazu Kontrollmause, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden.Tag=von 7 bis 19 Uhr; Nacht=von 19
bis 7 Uhr; EPO=Erythropoietin-Gruppe, n=6; KON=Kontrollgruppe, n=6;
Mittelwerte + SEM; keine signifikanten Unterschiede

Abbildung 27. Plasmacholesterin adipéser, mannlicher Mause unter
regelmafiger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg
Epoietin theta intraperitoneal dreimal woéchentlich Uber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrolimdusen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
EPO=Erythropoietin-Gruppe, orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau,
n=14; Mittelwerte + SEM;
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Abbildung 28. Plasmatrigylizeride adiposer, mannlicher Mause unter
regelmaliger, hochdosierter Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg
Epoietin theta intraperitoneal dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im
Vergleich zu Kontrollmausen, die mit Vehikelinjektionen behandelt wurden.
EPO=Erythropoietin-Gruppe, orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau,
n=14; Mittelwerte + SEM;

Abbildung 29. Gewicht der Leber und des epidydimalen Fettpolsters adipdser,
mannlicher Mause nach regelmaliiger, hochdosierter
Erythropoietinbehandlung (1000 U/kg Epoietin theta intraperitoneal
dreimal wochentlich Uber 71 Tage) im Vergleich zu Kontrollmausen, die mit
Vehikelinjektionen behandelt wurden. EPO=Erythropoietin-Gruppe,
orange, n=12; KON=Kontrollgruppe, blau, n=14; Mittelwerte £ SEM; keine
signifikanten Unterschiede
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