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1 	 Einleitung und Zielsetzung

Ghrelin, das 1999 von Kojima et al. entdeckt wurde (20), ist ein aus 28 Aminosäuren beste-
hendes Peptidhormon. Hauptsyntheseort ist die Mukosa des Magenfundus und das Pankreas. 
Dort wird es von sogenannten X/A-ähnlichen Zellen (X/A-like cells) produziert und in den 
systemischen Kreislauf sezerniert. Kleinere Mengen werden unter anderem von endokrinen 
Zellen des übrigen Verdauungstrakts produziert (21). Eine Besonderheit von Ghrelin ist die 
n-Oktanoylierung an der dritten Aminosäure. Diese Modifikation scheint für die Maximal- 
aktivität von Ghrelin wichtig zu sein (20). Aber auch nicht-modifiziertes Ghrelin findet 
sich in hoher Konzentration im Kreislauf und wird mit nicht-endokrinen Effekten in Ver-
bindung gebracht. Beim Menschen ist die normale Ghrelinkonzentration des Plasmas für  
Gesamtghrelin 100-150 fmol/ml und für modifiziertes Ghrelin 10-20 fmol/ml (21). 

Ghrelin wirkt über einen 7-transmembranären G-Protein-gekoppelten Rezeptor, den Growth-
Hormone-Secretagogues-Rezeptor (GHS-R), von dem bisher zwei Subtypen bekannt sind. 
Der GHS-R 1a ist pharmakologisch aktiv und der wichtigere der beiden. Der GHS-R 1b  
entsteht durch alternatives Splicing, hat dadurch nur 5 transmembranäre Domänen und ist 
pharmakologisch inaktiv (21). Inzwischen geht man von einem weiteren, bisher unbekann-
ten Subtypen aus (22). Hauptexpressionsort des GHS-R ist der Hypothalamus und die Hy-
pophyse. Er konnte jedoch auch in vielen anderen Organen, wie z.B. im Magen, im Herz, in 
den Nieren, im Pankreas, in Lymphozyten und im Fettgewebe nachgewiesen werden (21).                    

                                                                   

Ghrelin stimuliert die Ausschüttung von Wachstumshormon (Growth Hormon, GH) aus dem 
Hypophysenvorderlappen (41), das unter anderem das Wachstum und das Wasser-Elektrolyt-
Gleichgewicht reguliert. Daher hat Ghrelin seinen Namen, der sich von dem protoindoeuro-
päischen Wort für Wachstum „ghre“ ableitet. Außerdem stimuliert Ghrelin die Freisetzung 
von ACTH, Prolaktin und Cortisol und die Magensäureproduktion und die Magen-Darm-
Motilität (21).
Neben dem Einfluss auf das Wachstum reguliert Ghrelin die Energiehomöostase und ver-
mittelt das Hungergefühl. Deshalb wird es auch als appetitanregendes- oder Hungerhormon 

NH3-Gly-Ser-Ser-Phe-Leu-Ser-Pro-Glu-His-Gln-Arg-Val-Gln-Gln-Arg-Lys-Glu-Ser-Lys-Lys-Pro-Pro-Ala-Lys-Leu-Gln-Pro-Arg-COOH
 	  |
	 O 
 	  |	
	 C = O
	  |
	 (CH2 )7  H

Abb. 1: Strukturformel von humanem Ghrelin
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bezeichnet. Es ist das einzige appetitanregende Hormon. Beobachtungen an Nagern und 
Menschen zeigten eine gesteigerte Nahrungsaufnahme und Gewichtszunahme in Folge ei-
ner Applikation von Ghrelin (49). Der Ghrelinspiegel unterliegt ständigen Schwankungen 
(Abb.2). Im Menschen konnte ein präprandial um das zweifach erhöhter Plasmaghrelinspie-
gel gemessen werden, der nach Nahrungsaufnahme innerhalb einer Stunde wieder sank (7). 
Der Ghrelinspiegel ist vom aktuellen Ernährungszustand abhängig. Bei Zuständen negativer 
Energiebilanz (z.B. chronische Belastung, Diät, Anorexia nervosa, Anorexie bei bösartigen 
Tumorerkrankungen) oder beim Prader-Willi-Syndrom beobachtete man eine erhöhte (29), 
bei Übergewicht dagegen eine erniedrigte Ghrelinplasmakonzentration (45).  

Neuere Studien an Ratten zeigen, dass Ghrelin in einem neuroendokrinen Regelkreis den 
Fettzellmetabolismus reguliert. Bei diesen Untersuchungen stimulierte Ghrelin die Gluko-
se-, die Triglyceridaufnahme und die Lipogenese und inhibierte die Lipidoxidation von wei-
ßen Fettzellen, unabhängig von seinem Einfluss auf die Nahrungsaufnahme (42). Ebenso 
gibt es Hinweise, dass Ghrelin direkte Effekte an Fettzellen verursachen kann. Choi et al. 
zeigten an primären Fettzellen der Ratte unter anderem, dass Ghrelin die Differenzierung 
von Präadipozyten zu  Adipozyten stimuliert und die Lipolyse inhibiert (6). In einer anderen 
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Ghrelin die Insulin-stimulierte Glukoseaufnahme 
von Rattenfettzellen stimuliert (35).

Abb. 2: Schwankungen des Ghrelinspiegels im Tagesverlauf (8)
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Ghrelinrezeptorantagonisten werden bereits als mögliche Medikamente in der Adiposi-
tastherapie diskutiert (10). Neue Therapieansätze gewinnen an Wichtigkeit, da es durch 
eine weltweite Zunahme von Adipositas zu einer erhöhten Morbidität und Mortalität  
durch zahlreiche Adipositas-assoziierte Erkrankungen, wie z.B. Diabetes mellitus Typ 2, 
Atherosklerose oder chronische Inflammation kommt.  Vor einem möglichen Einsatz in der 
Therapie muss die Wirkung von Ghrelin in humanem Fettgewebe besser verstanden werden, 
wozu diese Arbeit beitragen soll.

Die Größe des Fettgewebes wird durch das Volumen und die Anzahl enthaltener Fettzel-
len bestimmt. Das Volumen wird durch Lipogenese und Lipolyse reguliert. Die Anzahl an 
Adipozyten wird zum einen durch die Proliferation von Präadipozyten und die Differenzie-
rung zu Adipozyten, zum anderen durch Entfettung, Dedifferenzierung und apoptotische 
Vorgänge beeinflusst (Abb. 3). Das Fettgewebe hat neben der Energiespeicherung und –be-
reitstellung auch endokrine Funktionen (12). Einige der etwa 100 bekannten, als Adipokine 
bezeichneten Sekretionsprodukte sind Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8), Adiponektin 
oder auch Steroidhormone. Bei Adipositas ist das Sekretionsmuster der Adipokine verändert. 
Es findet sich beispielsweise ein erhöhter Plasmaspiegel der proinflammatorischen Zytokine 
IL-6 und IL-8 (5, 14, 34, 35), die so zu der Entstehung Adipositas-assoziierter Erkrankungen 
führen können. So trägt IL-6 durch Interaktion mit dem Insulinrezeptor und Veränderungen 
im Insulinsignalweg zur Entwicklung von Insulinresistenz bei (1, 37). Adiponektin hinge-
gen, dessen Spiegel bei Adipositas erniedrigt ist (2, 19, 37), wirkt sich durch seine antidiabe-
tische, antiatherogene und antiinflammatorische Wirkung (2, 19, 26, 34, 37, 52) positiv auf 
den Metabolismus aus. Eine Behandlung mit physiologischen Adiponektinkonzentrationen 
führte bei insulinresistenten Mäusen zu einer Verbesserung ihrer Insulinresistenz (50), bei 
Apolipoprotein E-defizienten Mäusen, die besonders anfällig für Atherosklerose sind, hatte 
sie eine protektive Wirkung (32). 

Abb. 3: Mechanismen, die die Größe des Fettgewebes regulieren (11)
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In der folgenden Arbeit sollte an humanen SGBS Präadipozyten, die man in vitro zu reifen, 
lipidgefüllten Adipozyten differenzieren kann, der Einfluss von Ghrelin auf die Biologie der 
Fettzelle untersucht werden.

Zum einen war die Größe und metabolische Funktion, zum anderen die endokrine Funktion 
des Fettgewebes von Interesse.

Die Anzahl der Fettzellen sollte durch Proliferationsversuche mit humanen SGBS Präadi-
pozyten und Differenzierungsversuche, das Volumen durch Lipogeneseversuche untersucht 
werden. Die endokrine Funktion von Prä- und Adipozyten sollte anhand der Expressions-
muster ausgewählter Adipokine, wie Adiponektin, IL-6 und IL-8 untersucht werden. Um 
Effekte von Ghrelin möglicherweise besser verstehen zu können, wurde in dieser Arbeit 
zusätzlich der Einfluss von Ghrelin auf Signalwege, im speziellen auf den Akt-Signalweg 
untersucht.

Alle Versuche wurden unter dem Einfluss verschiedener Ghrelinkonzentrationen durchge-
führt.
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2	 Material und Methoden

2.1	 Material

2.1.1	 Biologisches Material
Für alle Versuche wurde die etablierte und bereits im Labor verwendete Präadipozyten-Zell-
linie SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) verwendet (40).

2.1.2	 Reagenzien
Aqua ad injectabile					     Braun, Melsungen

Agarose						      Roth, Karlsruhe

Biotin							       Sigma, Deisenhofen

Chloroform						      Sigma, Deisenhofen

D-MEM:F 12 (1:1) 

(mit L-Glutamine und 15mM Hepes)			  Gibco Life Tech, Karlsruhe

Ethanol						      Sigma, Deisenhofen

Fetales Kälberserum (FCS)				    Gibco Life Tech, Karlsruhe

Ghrelin						      Biozol, Eching

Isopropanol						      Fluka, Neu-Ulm

3-Isobutyl-1-Methylxanthin				    Sigma, Deisenhofen

dNTPs							      Gibco Life Tech, Karlsruhe

Panthothenat						      Sigma, Deisenhofen

PBS Puffer						      Biochrom, Berlin

Penicillin-Streptomycin				    Biochrom, Berlin

Red Oil O						      Sigma, Deisenhofen

Transferrin, ironpoor					     Sigma, Deisenhofen

Trizol							       Gibco Life Tech, Karlsruhe



6

Trypsin/EDTA						     Gibco Life Tech, Karlsruhe

Szintillationsflüssigkeit	 	 	 	 Roth, Karlsruhe

 
2.1.3	 Radiochemikalien
3H-Thymidin						      Amersham Life Science,
(spezifische Aktivität 25 Ci/mmol)	 	 	 Buckinghamshire, UK

14C-Glucose 						      Amersham Life Science,			 
							       Buckinghamshire, UK

2.1.4	 Enzyme und Kits
SuperscriptTM II  RNase H-				    Gibco Life Tech, Karlsruhe

Reverse Transcriptase					    Gibco Life Tech, Karlsruhe

Taq DNA Polymerase					    Quiagen, Hilden

RNeasy Lipid Tissue mini Kit			   Quiagen, Hilden

Proteome Profiler Array	 	 	 	 R&D, Wiesbaden-Nordenstadt

2.1.5	 Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone 
Cortisol						      Sigma, Deisenhofen

Dexamethason						     Sigma, Deisenhofen

Insulin							      Novo Nordisk, Gentofte, DK

3, 3´, 5-Triiodo-L-Thyronin				    Sigma, Deisenhofen

Rosiglitazon						      Glaxo Smith Kline, Worthing, UK
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2.1.6	 Primer

Gen Länge Oligonukleotidsequenz Accesions-Nr.

Ghrelin 20 F: 5´-GGT  TCA  GTA  CCA  GCA  GCA  CA-3´ NM_016362

20 R: 5´-TAT  TCG  CCT  CCT  GAG  CTT  GT-3´

GHS-R 1a 20 F: 5´-ACC  AGA  ACC  ACA  AGC  AAA  CC-3´ NM_198407

20 R: 5´-TGA  TGG  CAG  CAC  TGA  GGT  AG-3´	

GHS-R 1b 20 F: 5´-TGG  TCA  TCT  TCG  TCA  TCT  GG-3´	 NM_004122

20 R: 5´-AGA  AGG  CAC  AGG  GAG  AGG  AT-3´

IL-6 20 F: 5´-TAC  CCC  CAG  GAG  AAG  ATT  CC-3´	 NM_000600

20 R: 5´-TTT  TCT  GCC  AGT  GCC  TCT  TT-3´

IL-8 23 F: 5´-CTG  TGT  GAA  GGT  GCA  GTT  TTG  CC-3´ BT 007067

23 R: 5´-CTT  CTC  CAC  AAC  CCT  CTG  CAC  CC-3´

Adiponektin	 19 F: 5´-CTG  GGA  GCT  GTT  CTA  CTG  C-3´ NM_004797

19 R: 5´-GTC  TCC  AAT  CCC  ACA  CTG  A-3´

LC-Adiponektin 18 F: 5´-GGC  CGT  GAT  GGC  AGA  GAT-3´

17 R: 5´-CCT  TCA  GCC  CGG  GTA  CT-3´

GAPDH 19 F: 5´-GAA  GGT  GAA  GGT  CGG  AGT  C-3´ NM_002046

20 R: 5´-GAA  GAT  GGT  GAT  GGG  ATT  TC-3´

Sp1 20 F: 5´-CTA  CCA  GTG  GAT  CAT  CAG  GG-3´ NM_138473

20 R: 5´-CTG  ACA  ATG  GTG  CTG  CTT  GG-3´

Die verwendeten PCR-Primer (F=forward, R=reverse) wurden von Dr. Pamela Fischer-Po-
sovszky, Forschungslabor Universitätskinderklinik Ulm, ermittelt und von der Firma Ther-
mo Electron GmbH, Ulm synthetisiert.

2.1.7	 Sonstige Materialien und Geräte
25 cm2, 75 cm2, 175 cm2 Zellkulturflaschen	 	 Becton Dickinson, Heidelberg

12-, 24-, 96-Loch-Gewebekulturplatten		  Becton Dickinson, Heidelberg

0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml Reaktionsgefäße		 	 Eppendorf, Hamburg

1, 2, 5, 10, 25 ml Polystyrenpipetten			   Becton Dickinson, Heidelberg

1,8 ml Cryotubes					     Nunc, Wiesbaden

Biophotometer					     Eppendorf, Hamburg

Coulter Counter					     Coulter, Krefeld

Digitalkamera CC-12					     Olympus, Hamburg

Geldokumentation/UV-Schirm			   Hama, Monheim
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Gel-Gieß-Schlitten	 	 	 	 	 PeqLab, Erlangen

Gelkammer Typ B2					     PeqLab, Erlangen

Gelschlitten 14 x 14 cm				    Peqlab, Erlangen

Lightcycler Capillaries				    Roche, Mannheim

Mikroskop BX300					     Leitz, Wetzlar

Szintillationsgefäße	 	 	 	 	 Greiner, Frickenhausen

Zentrifuge Biofuge Fresco				    Heraeus, Hanau

Zentrifuge Biofuge PICO				    Heraeus, Hanau

Zentrifuge Varifuge 3. ORS				    Heraeus, Hanau

2.2	 Methoden

2.2.1	 Zellkulturmethoden

2.2.1.1	Allgemeine Zellkulturbedingungen
Die Zellen wurden in Zellkulturmedium im Brutschrank, bei 37°C, 5% CO2–Konzentration 
und wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. Das Medium wurde alle drei bis vier 
Tage gewechselt.

2.2.1.2	Kultivierung von SGBS-Zellen
Die SGBS-Zellen stammen ursprünglich aus dem subkutanen Fettgewebe eines Patienten 
mit Simpson-Golabi-Behmel Syndrom (SGBS). Das Besondere dieser Zellen ist, dass sie 
sich in vitro zu reifen Zellen differenzieren können. Da diese Zelllinie weder immortalisiert 
noch transformiert ist, können sie dies nur für etwa 80-90 Passagen. Ihre Fähigkeit zur adi-
pogenen Differenzierung nimmt mit zunehmender Generationenzahl ab. Aus diesem Grund 
wurden alle drei Monate neue Zellen aus einem Zellpool aufgetaut, der dauerhaft in flüssi-
gem Stickstoff bei -192°C lagerte.

Kultiviert wurden die Zellen dann in Zellkulturmedium D-MEM:F 12 der Firma Gibco Life 
Tech, das mit 33 µM Biotin, 17 µM Pantothenat und 100 U/l Penicillin/Streptomycin ver-
setzt wurde. Um das Wachstum der Zellen nach dem Auftauen zu ermöglichen, wurde das 
Medium zusätzlich mit 10% FCS angereichert (= 0F + 10% FCS).



9

Bei Konfluenz wurden die adhärent wachsenden Zellen trypsiniert (5 min., 37°C, 0,05% 
Trypsin/0,02% EDTA) und anschließend wieder mit frischem Zellkulturmedium ausgesät. 
Für die jeweiligen Versuche wurden die Zellen in serumfreiem Basalmedium (0F) oder in 
speziellem Differenzierungsmedium kultiviert.

Tab. 1

Versuch Zelltyp	 Aussaatdichte	 Gefäß Medium

Morphologische Zellzäh-
lung

Präadipozyten 1300 Zellen/cm2 12-well-Platten 0F

3H-Thymidininkorporation Präadipozyten 7500 Zellen/cm2 24-well-Platten 0F

Differenzierung Adipozyten 5000 Zellen/cm2 12-well-Platten Differenzierungs 
medium

Lipogenese Adipozyten 5000 Zellen/cm2 12-well-Platten 0F

2.2.1.4	Adipogene Differenzierung von SGBS Zellen
SGBS Präadipozyten entwickeln sich in etwa 14 Tagen zu reifen Adipozyten. Die Diffe-
renzierung von Präadipozyten zu reifen Adipozyten kann in vitro durch die Zugabe eines 
adipogenen Differenzierungsmediums erreicht werden. Dieses enthält Hormone wie Insulin, 
Cortisol und Triiodthyronin, die auch in vivo für die Differenzierung wichtig sind. Zusätz-
lich benötigen die Zellen den für die Stimulation der Adipogenese wichtigen Transkriptions-
faktor PPARgamma, der durch das Thiazolidindion Rosiglitazon (BRL) aktiviert wird. Der 
Differenzierungsprozess wird außerdem erleichert durch die Zugabe von Dexamethason und 
Isobutylmethylxanthin (IBMX).

Grundmedium:			   serumhaltiges Zellkulturmedium

Differenzierungsmedium I:		  0,01 mg/ml	 Transferrin

					     10 nM		  Insulin

					     100 nM	 Cortisol

					     0,2 nM		 Triiodthyronin (T3)

					     25 nM		  Dexamethason

					     250 µM	 IBMX

					     2 µM		  Rosiglitazon
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Differenzierungsmedium II:	 0,01 mg/ml	 Transferrin

					     10 nM		  Insulin

					     100 nM	 Cortisol

					     0,2 nM		 Triiodthyronin (T3)

SGBS Präadipozyten (Abb. 4a) wurden in serumhaltigem Zellkulturmedium kultiviert, bis 
sie zu 70-80% konfluent waren. Vor Zugabe des adipogenen Differenzierungsmediums wur-
den die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um den negativen Einfluß von Faktoren aus 
dem Serum auf die Adipogenese gering zu halten. Zunächst wurden die Zellen dann von Tag 
0 bis 4 in Differenzierungsmedium I inkubiert und im Anschluß daran weitere 10 Tage in 
Differenzierungsmedium II. Nach 14 Tagen waren sie zu reifen Adipozyten (Abb. 4b) mit 
großen, prall gefüllten Fettvakuolen differenziert.  

2.2.1.4	 Stimulation mit Ghrelin 
Verwendet wurde rekombinantes, humanes, octanoyl-Ghrelin. Das in Pulverform gelieferte 
Ghrelin wurde in Lösungsmittel (PBS + 0,2% BSA) so aufgelöst, dass man eine Stocklösung 
in einer Konzentration von 0,3 mM erhielt.

Je nach Versuchsaufbau wurden  aus dieser Stocklösung durch weitere Verdünnung mit dem 
Lösungsmittel Ghrelinlösungen in den Konzentrationen 0,001 mM, 0,01 mM, 0,1 mM, 1 
mM, 10 mM, 100 mM hergestellt. Für die Versuche wurden diese Ghrelinlösungen dann mit 
dem jeweiligen Medium im Verhältnis 1:100 verdünnt. So erhielt man Medium mit Ghre-
linkonzentrationen von 0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM und 1000 nM, mit dem die 

Abb. 4a:  Präadipozyten  Abb. 4b: „reife Adipozyten“, Tag 10
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Zellen dann entsprechend dem Versuchsaufbau inkubiert wurden. Um einen Lösungsmittel-
abhängigen Effekt auszuschließen, wurde bei jedem Versuch eine Kontrolle mit der gleichen 
Menge an PBS + 0,2% BSA mitgeführt.

2.2.2	 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1	Mikroskopische Bestimmung der Zellzahl
Die mikroskopische  Zellzählung der in Monolayer-Kulturen wachsenden adhärenten Zellen 
wurde mit Hilfe eines Netzmikrometers bei 100-facher Vergrößerung durchgeführt. Dazu 
wurden die Zellen in 12-Loch-Platten mit einer Dichte von etwa 1300 Zellen pro cm2 (5000 
Zellen pro Loch) ausgesät. Am nächsten Tag wurden sie in serumfreiem Medium mit auf-
steigenden Ghrelinkonzentrationen stimuliert und an Tag 0, 1, 2, 3 und 4 gezählt. Pro Kon-
zentration wurden mindestens neun zufällig ausgesuchte Areale gezählt. Aus den einzelnen 
Werten wurden dann jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichung bestimmt.

2.2.2.2	3H-Thymidininkorporation
Mit dieser Methode bestimmt man den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin (3H-
Thymidin) in die zelluläre DNA. Da nur sich teilende Zellen DNA synthetisieren, kann man 
mit dieser Methode die Proliferation von Zellen untersuchen.

SGBS-Präadipozyten wurden in 24-Loch-Platten mit einer Dichte von 7500 Zellen pro cm2 
(15000 Zellen pro Loch) ausgesät. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen zweimal 
mit PBS gewaschen und anschließend neues, serumfreies Medium zugegeben, das die zu 
untersuchenden Faktoren enthielt. Die verschiedenen Ghrelinkonzentrationen und die Lö-
sungsmittelkontrolle wurden mindestens in Triplikaten angesetzt. Nach einer 72-stündigen 
Inkubationszeit  wurden die Zellen zusätzlich für 12 Stunden mit 2,5 µCi 3H-markiertem 
Thymidin (Methyl-3H-Thymidin, spezifische Aktivität 25 Ci/mmol) pro Loch inkubiert. An-
schließend wurden die Zellen trypsiniert und mit einem dafür vorgesehenen Gerät (Cell 
Harvester, Inotech) auf Filter gesaugt. Die getrockneten Filter wurden mit Szintillations-
flüssigkeit überzogen. Die Inkorporation von radioaktivem Thymidin in die DNA wurde 
als „counts per minute (cpm)“ an einem Szintillationszähler (NXTTM,Top Count) gemessen. 
Die  cpm korrelieren mit der Teilungsrate der Zellen. Aus den erhaltenen Werten wurden die 
Mittelwerte bestimmt.

2.2.2.3	Bestimmung der Differenzierungrate
SGBS-Präadipozyten wurden in 12-Loch-Platten mit einer Dichte von ca. 5000 Zellen pro 
cm2 (20000 Zellen pro Loch) ausgesät. Nach drei Tagen Inkubationszeit  in serumhaltigem 
Medium waren die Präadipozyten subkonfluent  und konnten in Differenzierungsmedium in-
kubiert werden. Nach Kultivierung mit adipogenem Medium konnte die Differenzierungsra-
te durch mikroskopisches Auszählen der Monolayer-Kulturen bei 100-facher Vergrößerung 
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ermittelt werden. Dazu wurden jeweils in 3 Ansätzen je 3 Zählungen durchgeführt. Unter 
dem Netzmikrometer wurde die Anzahl der Präadipozyten und Adipozyten ermittelt. Die 
Adipozyten mussten mindestens fünf deutlich erkennbare Fettvakuolen enthalten. Um den 
Einfluss bestimmter Faktoren auf die Differenzierung zu ermitteln, wurden auch jeweils 3 
Ansätze pro Faktor gemacht. Aus den ermittelten Zellzahlen wurden die Mittelwerte gebil-
det und die Differenzierungsrate berechnet.

2.2.2.4	Red Oil Färbung
Mit der Red Oil Färbung können bei reifen Adipozyten die intrazellulären Fettvakuolen dar-
gestellt werden. Hierzu wurde das Medium abgenommen und die Zellkulturen dann für 10 
Minuten bei Raumtemperatur mit Formalinlösung (10% Formalin in PBS) fixiert. Anschlie-
ßend wurde frisches Formalin zugegeben und nochmal für 1 Stunde bei Raumtemperatur 
fixiert. Nach Entfernung der Formalinlösung und Waschen mit 60%-igem Isopropanol, wur-
den die Zellen 10 Minuten bei Raumtemperatur in Red Oil Lösung inkubiert. Zur Herstel-
lung der Red Oil Lösung  wurden 500 mg Red Oil O in 100 ml Isopropanol aufgelöst. Dieser 
Stock wurde vor der Färbung im Verhältnis 3:2 mit destilliertem Wasser verdünnt und filt-
riert. Nach Inkubation mit der Färbelösung wurde die Red Oil Lösung direkt unter fließen-
dem Wasser vorsichtig entfernt und die Zellkulturplatten mindestens drei Mal gewaschen. 

2.2.3	 De novo Lipogenese
Für die Lipogeneseversuche wurden Präadipozyten wie beschrieben 14 Tage zu reifen Adi-
pozyten ausdifferenziert. Vor Verwendung wurde erst die Differenzierungsrate bestimmt, die 
mindestens 80% betragen sollte. Die differenzierten Zellen wurden dann zweimal mit PBS 
gewaschen und in serumfreiem Medium 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Vorinku-
bation wurde mit Insulin (10 nM), ansteigenden  Ghrelinkonzentrationen (1 nM, 10 nM, 100 
nM, 1000 nM) und den Kombinationen aus beiden stimuliert. Anschließend wurde 0,1 µCi 
14C-Glucose zugegeben und für weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation 
wurden die adhärenten Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und mit 2 ml einer 0,1 
M NaOH-Lösung abgelöst. Die abgeernteten Zellen wurden in Gefäße mit 8 ml Szintillati-
onsflüssigkeit  gegeben, so dass anschließend der Einbau von 14C-Glucose in die Zellen als 
„counts per minute“ (cpm) mittels eines β-Counters gemessen werden konnte (Messung: 
3x10 min pro Gefäß). Die verschiedenen Konditionen und die Lösungsmittelkontrolle wur-
den jeweils mindestens in Triplikaten angesetzt, die dann wiederum je dreimal gemessen 
wurden, so dass sich pro Kondition mindestens 9 Werte ergaben. Aus diesen Werten wurden 
dann die Mittelwerte gebildet.
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2.2.4	 Molekularbiologische Methoden

2.2.4.1	RNA-Isolierung mittels RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
Die Isolierung der RNA aus den Zellen erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Mo-
nolayer –Zellkulturen wurden mit 1 ml Quiazol lysiert, mehrmals resuspendiert und in ein 
steriles Reaktionsgefäß überführt. Das Homogenisat wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 1 ml Quiazol wurde das Reaktionsge-
fäß 15 Sekunden geschüttelt, noch einmal 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschließend 15 Minuten bei 14000 Umdrehungen pro Minute („rounds per minute (rpm)“) 
und 4°C zentrifugiert. Dadurch wurde die Emulsion in eine organische und eine wässrige 
Phase aufgetrennt. Die wässrige, RNA-haltige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefäß 
überführt und das gleiche Volumen 75%iges Ethanol zugefügt. In zwei Schritten wurde nun 
das gesamte Volumen in ein RNeasy Mini Spin Column (in 2 ml Sammelgefäß) überführt 
und jeweils 15 Sekunden bei 10000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Dann wurde 
700 µl RW1-Puffer zugefügt und wieder 15 Sekunden bei 10000 rpm und Raumtempera-
tur zentrifugiert. Danach wurde 500 µl RPE-Puffer zugegeben und 15 Sekunden bei 10000 
rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Nach jedem 
Zentrifugations-Schritt wurde der Überstand verworfen. Anschließend wurde das RNeasy 
spin column in ein steriles Reaktionsgefäß gegeben, 30 µl RNase-freies Wasser zugefügt 
und 1 Minute bei 10000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand enthielt  die 
RNA, woraus nun die RNA-Konzentration bestimmt werden konnte.

2.2.4.3	Konzentrationsbestimmung der RNA
Zur  Konzentrationsbestimmung wurden 4 µl der RNA-Lösung in 96 µl Wasser gegeben. 
Hieraus wurde mit einem Biophotometer (Eppendorf) photometrisch die Menge an RNA 
durch die Bestimmung der Absorption bei 260 nm gemessen. Eine optische Dichte (OD 260) 
von 1,0 entspricht 40 µg/ml RNA und damit ergibt sich die Formel zur Konzentrationsbe-
rechnung wie folgt:

	 	 RNA-Konzentration [µg/ml] = OD260 x Verdünnungsfaktor x 40

Zusätzlich wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 280 nm (OD 280) bestimmt, um 
die Verunreinigung der Lösung mit Proteinen zu beurteilen. Die Reinheit wurde als Quotient 
aus OD 260 nm/OD 280 nm berechnet. Bei einem Quotienten von 1,8-2,0 wurde die Nukle-
insäurelösung als rein betrachtet und weiterverarbeitet.
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2.2.4.4	Reverse Transkription 
Bei der Reversen Transkription wird die RNA mit einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase 
in cDNA (complementary-DNA) umgeschrieben. Für die Transkription wurde die Reverse 
Transkriptase SUPERSCRIPTTM II (Invitrogen) verwendet. Zunächst wurde 1 µg RNA mit 
Wasser auf 11 µl aufgefüllt und mit 1 µl Random Primer 3 Minuten bei 85°C denaturiert, 
um die Sekundärstruktur der RNA aufzulösen. Die Random Primer sind Zufallshexamere, 
die mit der RNA an vielen Stellen Hybride bilden und so statistisch jedes RNA-Molekül mit 
gleicher Frequenz in cDNA umschreiben. Außerdem enthielt der Ansatz („Mastermix“) die 
für die Umschreibung nötigen Nukleotide (dNTPs) und Dithiothreitol (DTT) zur Stabilisie-
rung der gelösten Enzyme.

Mastermix:		  5 µl		  5x 1st Strand Buffer

			   2,5 µl		  DTT (0,1 M)

			   1 µl		  dNTPs (10mM)

			   1 µl		  Superscript RT (200 U)

			   1,5 µl		  H2O	

Der denaturierten und mit den gewünschten Primern versetzten RNA wurden 11 µl Master-
mix zugegeben. So ergab sich pro Ansatz ein Gesamtvolumen von 23 µl. Die reverse Tran-
skription erfolgte in einem Thermocycler (MJ Research) unter folgenden Bedingungen: 15 
Minuten bei 37°C, 30 Minuten bei 45°C, 15 Minuten bei 50°C. Durch die darauffolgende 
Denaturierung bei 95°C für 2 Minuten wurde die Reverse Transkriptase inaktiviert, da diese 
sonst durch Bindung an die cDNA eine Amplifizierung  verhindern würde. Das Reaktions-
produkt wurde mit 177 µl Wasser auf 200 µl aufgefüllt und konnte weiterverwendet werden.

2.2.4.5	Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR ist eine Methode, die der Vervielfältigung genau definierter Teile eines DNA-Stran-
ges dient.

In jedem Versuch wurde parallel ein Ansatz mit einem Primerpaar gemacht, das spezifisch 
für den Transkriptionsfaktor Sp1 ist. Dieser wird ubiquitär exprimiert, ist notwendig für die 
Transkription vieler Housekeeping Gene und kann als interne Kontrolle verwendet werden.

Die Primer waren so gewählt worden, dass für alle PCRs dieselbe Annealingtemperatur galt, 
die optimale Magnesiumkonzentration war bekannt. Die Zyklenzahl war so gewählt worden, 
dass sich die Amplifikation der Gene im exponentiellen Bereich befand und somit quantita-
tive Aussagen über die Expression des untersuchten Gens möglich war. Um eine eventuelle 
Kontamination der verwendeten Lösungen auszuschließen, wurde immer auch ein Ansatz 
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mit H2O anstelle der cDNA pipettiert. Bei dieser Negativkontrolle sollten keine Banden 
auftreten. 

Mastermix (Sp1) :		  5 µl		  10x Reaktionspuffer (Mg-frei)

				    5 µl		  Q-Solution

				    0,5 µl		  MgCl2 (0,25 mM)

				    0,5 µl		  dNTPs (10 mM)

				    0,2 µl  		 Sp1-Primerpaar (je 50 pM/µl) 

				    33,5 µl		 H2O

				    0,3 µl		  Taq-Polymerase

Mastermix :			   5 µl		  10x Reaktionspuffer (Mg-frei)

				    5 µl		  Q-Solution

				    0,5 µl		  MgCl2 (0,25 mM)

				    0,5 µl		  dNTPs (10 mM)

				    0,5 µl  		 Primerpaar (je 50 pM/µl) 

				    33,2 µl		 H2O

				    0,3 µl		  Taq-Polymerase

Zu 5 µl der cDNA-Lösung wurden 45 µl dieses Ansatzes (Mastermix) gegeben. Die Ampli-
fikation erfolgte im Thermocycler unter folgenden Konditionen: 1 Minute bei 95°C (Dena-
turierung), dann 30 Zyklen mit 1 Minute 94°C, 1 Minute bei einer Temperatur zwischen 50 
und 60°C und 1 Minute 72°C, abschließend noch einmal 5 Minuten 72°C.
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2.2.4.6	Gelelektrophoretische Auftrennnung von DNA
Die PCR-Produkte wurden auf 2%iges Agarosegel aufgetragen und entsprechend ihres Mo-
lekulargewichts im elektrischen Feld gelelektrophoretisch aufgetrennt.

TAE-Puffer:		  40 mM		 Tris-HCL

			   20 mM		 Essigsäure

			   1 mM		  EDTA  (pH 0,8)

2 g Agarose wurden in 100 ml TAE aufgekocht und nach dem Abkühlen in eine Gelkammer 
(14 x 14 cm) ausgegossen.

DNA-Probenpuffer	 30%		  Glycerol

			   0,25%		  Bromphenolblau

Dem DNA-Probenpuffer wurde im Verhältnis 1:100 SYBR Green I NucleicAcid Gel Stain 
(Roche) zugegeben. Die PCR-Produkte (25 µl) wurden mit 5 µl DNA-Probenpuffer versetzt. 
Dann wurden 30 µl der DNA-Proben auf das Gel aufgetragen. Zur Bestimmung des Mole-
kulargewichts wurden 10 µl Marker (100 bp (Basenpaare)) mit auf das Gel aufgetragen. Die 
Auftrennung erfolgte bei 130 Volt für etwa 40 Minuten. Anschließend wurde das Gel unter 
UV-Licht fotografiert.

2.2.4.7	Real Time quantitative PCR
Dies ist eine Methode, die auf dem Prinzip der herkömmlichen PCR beruht, bei der jedoch 
die gewonnene DNA zusätzlich quantifiziert wird. Dies geschieht mittels Fluoreszenz-Mes-
sungen während eines PCR-Zyklus (aus diesem Grund der Name „Real time“). Hier wurde  
SYBR Green I als Fluoreszenzfarbstoff verwendet und mit dem Kit der Firma Roche gear-
beitet.

In einem Ansatz wurde immer nur ein Primerpaar verwendet, wobei als interne Kontrolle 
das Primerpaar für GAPDH (ein Enzym der Glykolyse) hergenommen wurde, das ubiquitär 
exprimiert wird.

Mastermix:	 	 1,35 µl		 LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I 		
					     (Roche)

			   0,55 µl		 Magnesium

			   8,8 µl		  H2O
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Diesem Ansatz wurden 1,3 µl Primerpaar-Mix (je 5 pM/µl) zugegeben. Zu 1,3 µl cDNA-
Lösung wurden 12 µl von diesem Master-Primer-Mix pipettiert. Die PCR wurde am Light-
cycler unter folgenden Konditionen durchgeführt: 1 Minute bei 95°C (Denaturierung), dann 
30 Zyklen mit 1 Minute 94°C, 1 Minute bei einer Temperatur zwischen 50 und 60°C und 1 
Minute 72°C, abschließend noch einmal 5 Minuten 72°C.

Zur Auswertung wurde ein spezielles Rechenmodell angewandt. Zur Berechnung wird der 
Ct-Wert (Cycle Threshold/ Schwellenwert-Zyklus) verwendet. Dieser beschreibt den Zyk-
lus, an dem die Fluoreszenz erstmals signifikant über die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. 
Die unterschiedliche Expression wird als n-fache Expression mit Hilfe des ∆∆Ct-Wertes 
angegeben. Hier wird eine relative Quantifizierung durchgeführt, also auf ein Referenzgen 
bezogen (hier GAPDH). Dazu werden erst die einzelnen Ct-Werte von den Ct-Werten des 
Referenzgens (GAPDH) abgezogen (∆Ct). Um die Werte auf die Medienkontrolle zu bezie-
hen, werden von den ∆Ct-Werten der ∆Ct-Wert der Mediumkontrolle abgezogen (∆∆Ct). 
Die ∆∆Ct-Werte werden dann in die Gleichung n-fache Expression (Gruppe A zu Gruppe B) 
= 2-∆∆Ct eingesetzt. Die Angaben der hier berechneten Werte erfolgen in Prozent.

2.2.4.8	Phospho-MAPK Protein Array intrazellulärer MAP-Kinasen
Für diesen Versuch wurden reife Adipozyten zunächst 24 Stunden in serumfreiem Medi-
um inkubiert und anschließend mit den vier folgenden Konditionen 10 Minuten stimuliert: 
serumfreies Medium + BSA, Ghrelin 100 nM, Insulin 100 nM + BSA, Insulin 100 nM + 
Ghrelin 100 nM.

Nach Abstoppen der Reaktion auf Eis und Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS, wurden 
die Zellen mit Lysepuffer lysiert, in sterile Reaktionsgefäße überführt und anschließend 30 
Minuten bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Überstand befanden sich nun die  anschlie-
ßend verwendeten Proteine.

Im Weiteren wurden mittels „Human Phospho-MAPK Array Kit“ (R&D Systems) wichti-
ge Signalmoleküle, wie MAPKs (mitogen-activated protein kinases), ERK1/2 (extracellular 
signal-regulated kinases), JNK1-3 (c-Jun N-terminal kinases), verschiedene p38-Isoformen 
und andere intrazelluläre Kinasen, wie Akt und GSK-3 untersucht. Dieses  Nachweisverfah-
ren basiert auf einer enzymatischen Farbreaktion.

Im Kit enthalten sind Nitrozellulose-Membranen, an die 21 verschiedene Anti-Kinase-
Antikörper und 7 verschiedene Kontrollen in Duplikaten gebunden sind, da man sich zum 
Nachweis der Proteine  Antigen-Antikörper-Reaktionen zu Nutze macht. Diese Membranen 
wurden mit den zuvor aus den Zellen gewonnenen Proteinen (Antigene) inkubiert. Nach 
einem anschließenden Waschschritt blieben nur die Antikörper-gebundenen Antigene zu-
rück. Weitere biotinmarkierte Antikörper wurden zugefügt, an die nun Streptavidin-HRP 
band, das eine hohe Affinität für Biotin hat. Anschließend wurde ein Chromogen zugefügt 
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und es kam zu einer Farbreaktion. Dann wurde von den Membranen ein Film belichtet und 
entwickelt, auf dem dann unterschiedlich intensive schwarze Farbpunkte zu sehen waren. 
Die Intensität der Farbpunkte gibt einen Rückschluss auf die Menge an phosphoryliertem 
Protein. Die Filme wurden eingescannt und anschließend die Dichte am Computer mittels 
ImageJ ermittelt. Daraus wurden jeweils die Mittelwerte gebildet.

2.2.4.9	Westernblot
In diesem Versuch wurde die Phosphorylierung der intrazellulären Kinasen Akt und GSK3 
näher untersucht. Die Proteine für diesen Versuch wurden wie bei dem Phospho-MAPK-
Protein-Array gewonnen. Stimuliert wurde wieder für 10 Minuten mit serumfreiem Medium 
+ BSA, Ghrelin 100 nM, Insulin 100 nM + BSA und Insulin 100 nM + Ghrelin 100 nM. 

Die Proteine wurden dann in einem ersten Schritt mittels Gelelektrophorese nach ihrer Grö-
ße in einzelne Proteinbanden aufgetrennt. Anschließend wurde senkrecht zum Gel ein elek-
trisches Feld angelegt. Die Proteine wandern vom Gel auf eine Membran, wo sie aufgrund 
hydrophober Wechselwirkungen haften bleiben. Das Muster ihrer elektrophoretischen Auf-
trennung bleibt erhalten und sie sind für weitere Schritte zugänglich. Die gewünschten Pro-
teinbanden wurden anschließend mittels spezifischer phospho-Akt- und phospho-GSK3α/
β-Antikörper identifiziert. Dazu wurden die Membranen nach einigen Waschschritten mit 
TBST über Nacht bei 4°C mit den Antikörpern inkubiert. Durch anschließende Waschschrit-
te mit TBST werden unspezifisch gebundene Antikörper entfernt. Wie oben macht man sich 
auch hier eine enzymatische Farbreaktion zunutze, um die Banden sichtbar zu machen. 
Dazu wurde ein passender HRP-konjugierter Antikörper zugegeben. Die Reaktion erfolgte 
wie oben beschrieben. Dann wurde ein Film von der Membran belichtet und anschließend 
entwickelt. Er zeigte unterschiedlich dicke schwarze Banden. Die Größe der Banden gibt 
einen Rückschluss auf die Menge an phosphoryliertem Protein. Die Filme können dann 
eingescannt werden und die Dichte kann anschließend am Computer mit Hilfe von ImageJ 
ermittelt werden. 
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3	 Ergebnisse

3.1	 Nachweis von Ghrelin und seinen Rezeptoren in SGBS Zellen

Ghrelin vermittelt seine Wirkung auf Zellen über seinen spezifischen Rezeptor, den GHSR. 
In ersten Experimenten wurde die Expression der SGBS-Zellen für Ghrelin, GHSR-1a und 
GHSR-1b mRNA bestimmt. Als Positivkontrolle für Ghrelin diente Magengewebe, für den 
GHSR-1a U87-Zellen (Glioblastom-Zelllinie) und für den GHSR-1b Jurkat-Zellen (T-Zell-
Leukämie-Zellen). Ghrelin wird von den SGBS-Zellen erwartungsgemäß in geringerem 
Maße , als von Magengewebe exprimiert. Sowohl die Expression von GHSR-1a, als auch 
von GHSR-1b nimmt während der Differenzierung bis zum 10. Tag zu (Abb. 5).

Abb. 5: Nachweis von Ghrelin und den 
Rezeptoren (GHS-R 1a und 1b, Growth-
Hormone-Secretagogues-Receptor)
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) 
Zellen wurden während der adipogenen 
Differenzierung an den Tagen 0, 4, 7, 10 
und 14 abgeerntet. Aus den Zellen wur-
de RNA (ribonucleic acid) gewonnen und 
mittels Real Time PCR (Polymerase Ket-
tenreaktion) die Expression von Ghrelin, 
GHS-R 1a und GHS-R 1b untersucht. Als 
Positivkontrollen dienten Magengewebe, 
U87- (Glioblastom-Zelllinie)  und Jurkat-
Zellen (T-Zell-Leukämie-Zellen).
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3.2	 Einfluss von Ghrelin auf die Proliferation

Die Fettgewebsmasse wird durch das Volumen und die Anzahl von Adipozyten reguliert. 
Die Adipozytenzahl kann zunehmen durch Proliferation und Differenzierung und abnehmen 
durch Entfettung, Dedifferenzierung und apoptotische Vorgänge.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Ghrelin auf die Proliferation an humanen SGBS Prä-
adipozyten untersucht. Reife Adipozyten sind terminal differenziert und proliferieren nicht 
mehr. Es wurden zwei unterschiedliche Methoden genutzt: mikroskopische Zellzählung und 
die Inkorporation von radioaktivem 3H-Thymidin in die DNA.

Sowohl bei der Zellzählung, als auch bei der 3H-Thymidin Inkorporation konnte man eine 
konzentrationsabhängige Stimulation der Proliferation beobachten.

Bei der mikroskopischen Zellzählung  (Abb. 6) war die Zahl der adhärenten Präadipozyten 
an Tag 4 bei 1000 nM Ghrelin um ca. 30%, bei 10 nM um ca. 10% im Vergleich zur Kontrol-
le erhöht. Bei allen durchgeführten Versuchen konnte man bei 1000 nM Ghrelin immer eine 
Stimulation um ca. 20% im Vergleich zur Medien- oder Lösungsmittelkontrolle feststellen.

Bei der 3H-Thymidininkorporation (Abb. 7) sah man im Vergleich zur Kontrolle eine kon-
zentrationsabhängige Zunahme bei 100 nM um ca. 25%, bei 1000 nM um ca. 35%. 

Abb. 6: Einfluss von Ghrelin auf die Proliferation von Präadipozyten
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) Präadipozyten wurden in serumfreiem Zell-
kulturmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ghrelin (10 nM, 1000 
nM) beziehungsweise mit Lösungsmittel (0 nM) BSA (Bovines Serumalbumin) inku-
biert. Nach 0, 1, 2, 3 und 4 Tagen wurde durch mikroskopische Zellzählung die An-
zahl an adhärenten Präadipozyten ermittelt. Pro Konzentration wurden mindestens 9 
zufällige Areale gezählt. Die Ergebnisse sind als Mittelwert mit Standardabweichung  
dargestellt. Gezeigt ist ein repräsentativer von drei durchgeführten Versuchen.  
* p<0,01 , **p<0,001 (Grehlin vs. BSA)
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3.3	 Einfluss von Ghrelin auf die adipogene Differenzierung 

Um den Einfluss von Ghrelin auf die adipogene Differenzierung zu untersuchen, wurden 
SGBS Zellen während des Differenzierungsprozesses mit Ghrelin behandelt. Die Differen-
zierungsrate wurde durch mikroskopische Zählung der adhärenten differenzierten und un-
differenzierten Zellen ermittelt. Zusätzlich wurden die Zellen angefärbt und deren Morpho-
logie fotografisch dokumentiert. 

Präadipozyten wurden während des ganzen Differenzierungsprozesses (Tag 1-14) mit auf-
steigenden Ghrelinkonzentrationen und Lösungsmittelkontrolle inkubiert. An Tag 10 und 
14 wurde jeweils die Differenzierungsrate bestimmt (Abb. 8c), wobei sich hier an beiden 
Tagen kein Effekt im Vergleich zur Kontrolle zeigte. An Tag 14 sind die Zellen im Diffe-
renzierungsprozess weit fortgeschritten und zeigen einen Anstieg und eine Größenzunahme 
der Fettvakuolen. Mittels einer Red Oil-Färbung (Abb. 8a) wurden die intrazellulär eingela-
gerten Lipide angefärbt. Auch hierbei war kein Unterschied zwischen den unterschiedlichen 

Abb. 7: Einfluss von Ghrelin auf die Proliferation von Präadipozyten
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) Präadipozyten wurden in serumfreiem Zellkul-
turmedium (0F) mit aufsteigenden Konzentrationen von Ghrelin beziehungsweise mit Lö-
sungsmittel (0 nM) inkubiert. Die verschiedenen Ghrelinkonzentrationen und die Lösungs-
mittelkontrolle wurden mindestens in Triplikaten angesetzt. Nach 72 Stunden wurde die 
3H-Thymidininkorporation in die DNA als „counts per minute“ (cpm) ermittelt. Die Ergebnisse 
sind als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Gezeigt ist ein repräsentativer von 
drei durchgeführten Versuchen.  * p<0,03 , **p<0,002 (Grehlin vs. 0F)
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Ghrelinkonzentrationen und der Kontrolle zu sehen. Der bei der Färbung in die Fettvakuolen 
eingelagerte Farbstoff wurde anschließend mit 100%igem Isopropanol ausgelöst und dessen 
optische Dichte am ELISA-Reader gemessen (Abb. 8b). Dadurch ist es möglich nicht nur die 
Zahl der differenzierten Zellen, sondern auch die Menge an eingelagerten Lipidtropfen zu 
quantifizieren. Es ergab sich kein Unterschied zwischen Ghrelin und der Medienkontrolle. 

a
Med 1 100

0 10 1000

Abb. 8: Einfluss von Ghrelin auf die Differenzierung von Präadipozyten
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) Präadipozyten wurden von Tag 1-14 in Differenzierungsmedi-
um mit aufsteigenden Konzentrationen von Ghrelin beziehungsweise mit Lösungsmittel (0 nM) inkubiert.  
a Morphologie der Zellen an Tag 14, Red Oil Färbung. b Nach der Färbung wurde der Farbstoff mit 100%igem 
Isopropanol  aus den Zellen ausgelöst und dessen optische Dichte am ELISA- (Enzyme-linked Immunosor-
bent Assay) Reader gemessen. c Differenzierungsrate, mikroskopisch ermittelt durch Zählung der adhä-
renten Präadipozyten und Adipozyten an Tag 10 und 14. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert mit 
Standardabweichung. Gezeigt ist ein repräsentativer von drei durchgeführten Versuchen.

cb
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3.4	 Einfluss von Ghrelin auf die Lipogenese

Die Synthese und Speicherung von Triglyceriden nennt man Lipogenese. Dieser Vorgang ist 
Insulin-abhängig.

In diesem Experiment wurde der Einfluss von Ghrelin zum einen auf die basale (Abb. 9a) 
und zum anderen auf die insulinstimulierte Lipogenese (Abb. 9b) untersucht.

Um die Wirkung auf die basale Lipogenese zu untersuchen, wurden Adipozyten in se-
rumfreiem Medium mit ansteigenden Ghrelinkonzentrationen stimuliert. Im Vergleich zur 
Medienkontrolle konnte man einen konzentrationsabhängigen stimulatorischen Effekt be-
obachten. Zusätzlich wurden Adipozyten mit einer Insulinkonzentration (10 nM) und auf-
steigenden Ghrelinkonzentrationen kostimuliert, um den Einfluss auf die insulinstimulierte  
Lipogenese zu untersuchen. Im Vergleich zur Insulinkontrolle  zeigte sich eine abfallende 
Lipogeneserate. In beiden Fällen konnte man keinen Unterschied zwischen Lösungsmittel- 
und Medienkontrolle beobachten.

a b

Abb. 9: Einfluss von Ghrelin auf die Lipogenese von Adipozyten
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) Adipozyten wurden nach 24-stündiger Hungerphase in serumfrei-
em Zellkulturmedium mit aufsteigenden Konzentrationen von Ghrelin beziehungsweise Lösungsmittel (0 nM) 
BSA (Bovines Serumalbumin) , ohne Insulin (basale Lipogenese; a) und mit Insulin (10 nM) (insulinstimulierte 
Lipogenese; b) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 14C-Glukoseakkumulation in den Zellen als „counts per 
minute“(cpm)  ermittelt. Die verschiedenen Konditionen und die Lösungsmittelkontrolle wurden jeweils min-
destens in Triplikaten angesetzt, die dann wiederum je dreimal gemessen wurden, so dass sich pro Kondition 
mindestens 9 Werte ergaben. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte mit Standardabweichung als % 
von der Kontrolle (Medium bzw. Insulin). Gezeigt ist ein repräsentativer von drei durchgeführten Versuchen.  
 * p<0,05 , **p<0,001 (a: Grehlin vs. BSA, b: Insulin + Grehlin vs. Insulin+BSA)
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3.5	 Einfluss von Ghrelin auf wichtige Signalmoleküle

An der Regulation von Vorgängen in der Zelle, wie z.B. Zellwachstum oder Lipogenese 
sind zahlreiche Signalmoleküle beteiligt. Diese sogenannten Kinasen sind meist Teil von 
mehrstufigen Signaltransduktionswegen und werden nacheinander durch Phosphorylierung 
aktiviert. Um zu untersuchen welche Kinasen durch Ghrelin phosphoryliert werden, wurden 
Adipozyten 10 Minuten mit Insulin, Ghrelin und der Kombination aus beiden inkubiert. An-
schließend wurde ein Phospho-MAPK-Protein-Array durchgeführt (Abb. 10a). Bei diesem 
kann man den Phosphorylierungsstatus von 21 verschiedenen Kinasen gleichzeitig analy-
sieren.

Deutliche Effekte waren bei  Akt 1/2- und GSK-3 zu sehen (Abb. 10b/c). Im Vergleich zur 
Medienkontrolle konnte man bei Akt und GSK-3 eine leichte Zunahme der Phosphorylie-
rung durch Ghrelin beobachten. Insulin hat einen starken stimulatorischen Effekt, was sich 
hier bestätigt . Interessanterweise konnte man sowohl bei Akt, als auch bei GSK-3 sehen, 
dass Ghrelin den stimulatorischen Effekt von Insulin inhibierte.

In weiteren Versuchen wurden mit den gleichen Proteinen Westernblots durchgeführt. 
Man konnte auch hier sehen, dass Ghrelin die insulinstimulierte Phosphorylierung von Akt 

inhibiert (Abb. 10d). Somit bestätigte sich das Ergebnis des davor durchgeführten Arrays.
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Abb. 10: Einfluss von Ghrelin auf die Phosphorylierung 
von Akt (Proteinkinase) und GSK-3 (Glykogen Synthase 
Kinase 3)
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) Adipozyten wur-
den nach 24-stündiger Hungerphase in serumfreiem Zell-
kulturmedium mit folgenden Konditionen für 10 Minuten 
stimuliert: Ghrelin (100  nM), Insulin (100 nM), Insulin (100  
nM) +  Ghrelin (100  nM) beziehungsweise Lösungsmittel-
kontrolle (0 nM).  Da bei den vorher durchgeführten Experi-
menten bereits bei einer Ghrelin-Konzentration von 100 nM 
ein Effekt zu sehen war, wurde diese Konzentration verwen-
det. Anschließend gewonnenes Protein wurde zum einen in 
einen Phospho-MAPK- (mitogen-aktivierte-Proteinkinase) 
Protein-Array-Kit eingesetzt (a-c) und zum anderen für Wes-
ternblot verwendet (d). a zeigt die Nitrozellulosemembran 
mit den angefärbten gebundenen phosphorylierten Kina-
sen. b und c zeigen die Auswertungen für Akt und GSK-3.
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3.6	 Einfluss von Ghrelin auf die endokrine Funktion der Fettzelle 

Das Fettgewebe ist nicht mehr nur als Speicherorgan bekannt, sondern auch als endokrines 
Organ, das eine große Anzahl unterschiedlicher Adipokine sezerniert. Deshalb wurde der 
Einfluss von Ghrelin auf die mRNA-Expression folgender Adipokine genauer untersucht:

•	 IL-6

•	 IL-8

•	 Adiponektin

IL-6 und IL-8 mRNA wird ausschließlich in Präadipozyten exprimiert, nimmt während der 
Differenzierung ab und kann in Adipozyten nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 11). Aus 
diesem Grund wurden Versuche zum Einfluss von Ghrelin auf die Expression der genannten 
Adipokine an Präadipozyten durchgeführt.

Im Gegensatz dazu kann die Expression von Adiponektin in Präadipozyten noch nicht 
nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression ist ab Tag 4 der adipogenen Differenzierung 
nachweisbar und steigt mit dem Differenzierungsgrad der Zellen. Deshalb wurden Unter-
suchungen zum Einfluss von Ghrelin auf die Adiponektinexpression an reifen Adipozyten 
durchgeführt.

IL-6 und IL-8

Zur Untersuchung der Wirkung von Ghrelin auf die mRNA-Expression von IL-6 und IL-8 
wurden SGBS Präadipozyten 24 Stunden mit aufsteigenden Ghrelinkonzentrationen (1-1000 
nM) und Lösungsmittelkontrolle inkubiert, anschließend abgeerntet und die RNA präpariert. 

Abb. 11: mRNA- (messenger ribonucleic 
acid) Expression der Adipokine während 
der Differenzierung
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) 
Zellen wurden während der adipogenen 
Differenzierung an den Tagen 0, 4, 8 und 14 
abgeerntet. Aus den Zellen wurde RNA  (ri-
bonucleic acid) gewonnen und mittels RT-
PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase Ket-
tenreaktion) wurde die Expression von IL-6, 
IL-8  (Interleukin 6, 8) und Adiponektin unter-
sucht. Sp1 (Saure Phosphatase 1) diente als 
interne Kontrolle.
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Die IL-6 mRNA-Expression nimmt bei höheren Ghrelinkonzentrationen im Vergleich zur 
Medienkontrolle zu. Bei der höchsten Ghrelinkonzentration (1000 nM) ist ein Anstieg um 
ca. das 4,5-fache gegenüber der Medien- und Lösungsmittelkontrolle zu beobachten (Abb. 
12).

Auch bei der IL-8 mRNA-Expression ist bei höheren Ghrelinkonzentrationen ein starker 
Anstieg zu beobachten. Bei der höchsten Ghrelinkonzentration (1000 nM) ist eine Zunahme 
um ca. das 4-fache im Vergleich zur Medienkontrolle zu sehen (Abb. 13).

Abb. 13: Einfluss von Ghrelin auf die 
Expression von Interleukin 8 (IL-8)
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syn-
drom) Präadipozyten wurden in serum-
freiem Zellkulturmedium und aufstei-
genden Konzentrationen von Ghrelin 
beziehungsweise Lösungsmittel (0 nM) 
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 
RNA (ribonucleic acid) präpariert. Mittels 
Real Time PCR (Polymerase Kettenreakti-
on) am Lightcycler wurde die Expression 
von IL-8-mRNA (messenger ribonucleic 
acid) untersucht. Die Werte wurden auf 
die Kontrollwerte (GAPDH, Glycerinal-
dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) 
bezogen. Gezeigt ist ein repräsentati-
ver von drei durchgeführten Versuchen.  

Abb. 12: Einfluss von Ghrelin auf die 
Expression von Interleukin 6 (IL-6)
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syn-
drom) Präadipozyten wurden in serum-
freiem Zellkulturmedium und aufstei-
genden Konzentrationen von Ghrelin 
beziehungsweise Lösungsmittel (0 nM) 
inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die 
RNA (ribonucleic acid) präpariert. Mittels 
Real Time PCR (Polymerase Kettenreakti-
on) am Ligthcycler wurde die Expression 
von IL-6-mRNA (messenger ribonucleic 
acid) untersucht. Die Werte wurden auf 
die Kontrollwerte (GAPDH, Glycerinalde-
hyd-3-phosphat-Dehydrogenase) bezo-
gen. Gezeigt ist ein repräsentativer von 
drei durchgeführten Versuchen. 
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Adiponektin

Nach Stimulation der Adipozyten mit aufsteigenden Ghrelinkonzentrationen (0,1-1000 nM) 
und der Lösungsmittelkontrolle wurden die Zellen nach 24 Stunden abgeerntet und RNA 
präpariert.

Es zeigte sich keine nennenswerte Veränderung der mRNA-Expression von Adiponektin im 
Vergleich zur Medien- und Lösungsmittelkontrolle (Abb. 14). 

Abb. 14: Einfluss von Ghrelin auf die Expression von Adiponektin
SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom) Adipozyten wurden in serumfreiem Zellkultur-
medium und aufsteigenden Konzentrationen von Ghrelin beziehungsweise Lösungsmittel 
(0 nM) inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die RNA (ribonucleic acid) präpariert. Mittels Real 
Time PCR (Polymerase Kettenreaktion) am Lightcycler wurde die Expression von Adiponektin- 
mRNA (messenger ribonucleic acid) untersucht. Die Werte wurden auf die Kontrollwerte 
(GAPDH, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) bezogen. Gezeigt ist ein repräsenta-
tiver von drei durchgeführten Versuchen. 
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4.	 Diskussion

Beim Menschen wird das Nahrungsverhalten durch verschiedene Peptidhormone beein-
flusst. Das bisher einzige bekannte Appetit anregende Hormon Ghrelin reguliert über ei-
nen zentralnervösen Mechanismus nicht nur die Nahrungsaufnahme (7), sondern auch das 
Körpergewicht (42).  Dabei spielen die appetitstimulierenden Peptide Neuropeptid Y und 
Agouti-related Peptide im Nucleus arcuatus eine wichtige Rolle. Gene, die für Neuropeptid 
Y und Agouti-related Peptide kodieren werden von Ghrelin induziert (21). 

Die normale Plasmakonzentration von n-oktanoyliertem Ghrelin beim Menschen beträgt 
10-20 fmol/ml. Die Gesamtkonzentration, die auch nicht-modifiziertes Ghrelin enthält, be-
trägt 100-150 fmol/ml (21). Sie unterliegt tageszeitlichen Schwankungen, denn es besteht 
eine positive Korrelation zwischen dem Ghrelinspiegel und dem Hungergefühl (7). Bei der 
Probengewinnung und Messung der Ghrelinkonzentration im Plasma und auch im Gewebe 
entsteht das Problem, dass das Peptid Ghrelin durch Proteasen verdaut und die acyl-Modi-
fikation abgespalten werden kann. Aus diesem Grund müssen diese Proteasen inaktiviert 
werden, um modifiziertes Ghrelin intakt zu halten und korrekt messen zu können (21).

In menschlichem Gewebe wie Knochen konnte man bereits eine Dosis-Wirkungsbeziehung 
von Ghrelin nachweisen. Experimente mit humanen Osteoblasten zeigten eine dosisabhängi-
ge Stimulation der Proliferation (9). Bei Untersuchungen mit einem synthetischen Ghrelina-
gonisten am Menschen kam es sowohl bei der oralen als auch bei der intraduodenalen Gabe 
zu einem schnellen, dosisabhängigen Anstieg seiner Plasmakonzentration, außerdem zu ei-
nem dosisabhängigen Konzentrationsanstieg von Wachstumshormon (36). Bereits durchge-
führte Studien mit intravenöser Ghrelingabe zeigten eine Stimulation der Magenentleerung 
(25), außerdem eine Stimulation des Appetits und der Nahrungsaufnahme sowohl bei Ge-
sunden als auch bei Tumorpatienten mit Appetitlosigkeit (48, 31). Ein stimulierender Effekt 
auf Wachstumshormon zeigte sich nicht nur beim Menschen, sondern auch bei Versuchen 
mit Kälbern (43). Ghrelin kann auch oral verabreicht werden und ist somit von klinischem 
Interesse. Die Verfügbarkeit von oralem Ghrelin und seine zahlreichen Wirkungen auf den 
Organismus zeigen die  Bedeutung von Ghrelin für die klinische Anwendung.

Interessant ist hierbei die Erkenntnis, dass Ghrelin direkt auf periphere Gewe-
be, wie z.B. das Fettgewebe wirkt (6, 13, 17, 33, 35, 44, 51). Im Fettgewebe wer-
den die beiden bisher bekannten Rezeptoren für Ghrelin, GHS-R 1a und 1b ex-
primiert. Außerdem bilden Fettzellen das Hormon Ghrelin selbst (14, 20). Unsere 
Untersuchungen zum Einfluss von Ghrelin auf die Biologie der Fettzelle wurden im 
Gegensatz zu den bisherigen Arbeiten an einem humanen Zellsystem durchgeführt.  
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Humane SGBS Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstufen, nämlich Präadipozyten, 
differenzierende und auch „reife“ Adipozyten bilden sowohl Ghrelin, als auch die Rezep-
toren GHS-R1a und 1b. Ghrelin könnte also lokal in einem auto-/parakrinen Mechanismus 
wirken. Die Frage, inwiefern die Größe des Fettgewebes möglicherweise durch Ghrelin be-
einflusst werden kann, ist von wissenschaftlicher Bedeutung.

Die Größe des Fettgewebes wird zum einen durch das Volumen und zum anderen durch die 
Anzahl der Fettzellen bestimmt. Beides kann sich lebenslang ändern, da man im Fettgewebe 
während der gesamten Lebensspanne Vorläuferzellen unterschiedlicher Entwicklungsstufen 
findet, die sich teilen und in reife Adipozyten differenzieren können (53). Zudem unterliegt 
das Volumen der Fettzellen Veränderungen durch Lipogenese und Lipolyse. Inwiefern das 
Peptidhormon Ghrelin diese Vorgänge beeinflusst war Gegenstand unserer Untersuchun-
gen. Ghrelin stimulierte die Proliferation von SGBS Präadipozyten konzentrations- und zeit-
abhängig. Die mikroskopische Zellzählung zeigte unter dem Einfluss von Ghrelin (10 nM 
und 1000 nM) eine gesteigerte Proliferation. Analog findet sich eine konzentrationsabhän-
gige Zunahme der 3H-Thymidininkorporation in die DNA bei Ghrelinkonzentrationen von 
1-1000 nM als Zeichen vermehrter Zellteilungsaktivität. 

Ghrelin bewirkt auch in allen anderen bisher untersuchten Zellsystemen, wie zum Beispiel 
in murinen 3T3-L1 Zellen (17), Ghrelin überexprimierenden transfizierten 3T3-L1 Zellen 
(51), humanen Tumorzellen (16, 30) und in humanen Osteoblasten (9) eine Zunahme der 
Proliferation. 

Neben der Proliferation spielt die Fettgewebsdifferenzierung und damit Speicherung von 
Fett in den Adipozyten eine wichtige Rolle zur Beurteilung der Adipogenität von Ghrelin. 
Ghrelin beeinflusste jedoch in unseren Experimenten die Differenzierungsrate nicht. Sie war 
weder mikroskopisch noch in der Menge der gespeicherten Lipidtropfen verändert. Eben-
so verhalten sich murine braune Adipozyten unter dem Einfluss von Ghrelin (33). Unter-
suchungen an weißem Fettgewebe von Ratten zeigen jedoch widersprüchliche Ergebnisse. 
Ghrelin bewirkt dort eine Stimulation der Differenzierung. Choi et al. fanden neben einer 
gesteigerten Differenzierungsrate auch eine Erhöhung der GPDH Aktivität als Zeichen ver-
mehrter Differenzierung  (6). Ebenso findet sich bei murinen 3T3-L1 Zellen eine gesteigerte 
Differenzierung (17) und auch in vivo Untersuchungen zeigen, dass Ghrelin über einen di-
rekten peripheren Mechanismus die Adipogenese stimuliert (44).		

Andererseits findet Zhang et al. in mit Ghrelin-Plasmid transfizierten 3T3-L1 Zellen eine 
hemmende Wirkung von Ghrelin auf die Differenzierung (51). Die Diskrepanz der Ergeb-
nisse können letztlich sowohl auf unterschiedliche Zellsysteme und Ghrelinkonzentrationen, 
wie auch unterschiedliche Methodik zum Nachweis der Differenzierung zurückgeführt wer-
den. So ist die GPDH Aktivitätsmessung kein direkter Nachweis vermehrter Differenzierung.  
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Unsere Untersuchungen in humanen SGBS Fettzellen deuten darauf hin, dass Ghrelin die 
Anzahl der Vorläuferzellen erhöht, aber keinen direkten Einfluss auf den Differenzierungs-
prozess hat.

Außerdem stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob sich das Volumen der Fettzel-
len durch gesteigerte Lipogenese verändert. SGBS Adipozyten verhalten sich biochemisch 
und funktionell wie humane, primäre Fettzellen (46). Sie sind zur de novo Lipogenese fähig, 
also der Synthese von Triglyceriden aus Glukose. Ghrelin bewirkte in unseren Experimenten 
eine Zunahme der basalen Lipogenese, jedoch eine Abnahme der insulinstimulierten Lipo-
genese. 					         

Bisher wurde der Einfluss von Ghrelin auf die Lipogenese noch nicht untersucht. Ande-
re Arbeiten an Maus- oder Ratten-Zellmodellen beschäftigen sich mit dem Einfluss von  
Ghrelin auf die Glukoseaufnahme. Hier zeigen sich je nach verwendetem Zellsystem jedoch 
gegensätzliche Ergebnisse. Ott et al. konnten weder einen Effekt auf die basale, noch auf 
die insulinstimulierte Glukose-Aufnahme brauner Fettzellen feststellen (33). Bei murinen 
3T3-L1 Zellen kam es hingegen in Gegenwart von Ghrelin zu einer Erhöhung sowohl des 
basalen, als auch des insulinstimulierten Glukosetransportes, wobei diese Effekte über den 
PI3K/Akt Signalweg vermittelt wurden (17). Versuche an epididymalem Fettgewebe von 
Ratten zeigten auch eine signifikante Erhöhung der insulinstimulierten Glukoseaufnahme. 
Während Ghrelin allein jedoch keinen Einfluss hatte, wurde ein synergistischer Effekt in Ge-
genwart von Insulin vermutet (35). Unsere Beobachtungen legen jedoch nahe, dass Ghrelin 
in Gegenwart von Insulin einen gegensätzlichen Effekt hat. Bekräftigt wird dies durch den 
Einfluss von Ghrelin auf den Akt/GSK-3-Signalweg. Dieser Signalweg ist unter anderem 
an der Regulation der Lipogenese beteiligt. Insulin bewirkte die zu erwartende Phospho-
rylierung von Akt und GSK-3. Ghrelin zeigte im Vergleich zu Insulin eine etwas weniger 
starke Phosphorylierung und in Gegenwart von Insulin eine Verminderung. Ebenso wird die 
Akt-Kinase Aktivität in humanen Lebertumorzellen sowohl durch Ghrelin allein, als auch 
in Gegenwart von Insulin gehemmt. Dagegen kommt es durch Insulin allein zu einer gestei-
gerten Aktivität (30). 

Ghrelin wirkt jedoch auch über andere Signalwege und  stimuliert zum Beispiel die p42/p44 
MAP-Kinase in murinen braunen Fettzellen ohne weiteren Einfluss auf den JAK/STAT-, 
p38 Stresskinase-, Proteinkinase A- und Phosphatidylinositol 3-Kinase-Signalweg (33). Der 
MAP-Kinase Signalweg wird auch in 3T3-L1 Adipozyten durch Phosphorylierung aktiviert 
(51). Außerdem wird durch Ghrelin der Glukosetransport   über den PI3k/Akt Signalweg 
stimuliert (17). 

Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass Ghrelin die Lipogenese in humanen Fettzellen 
möglicherweise über den Akt/GSK-3 Signalweg reguliert. 
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Für die Entstehung der Adipositas-assoziierten Erkrankungen, wie Diabetes mellitus Typ 2 
oder auch Atherosklerose spielt das Fettgewebe als endokrines Organ eine wichtige Rolle 
(19, 47). Mittlerweile kennt man etwa 100 verschiedene Sekretionsprodukte des Fettgewe-
bes, die sogenannten Adipokine. Von großem Interesse sind mögliche Einflüsse von Ghrelin 
auf die Adipokinexpression. In dieser Arbeit wurden speziell die Adipokine Interleukin 6 
(IL-6), Interleukin 8 (IL-8) und Adiponektin untersucht. 

Etwa 15-30% des Gesamtanteils von IL-6 im Serum stammen vom Fettgewebe (1, 15, 37). 
Der Hauptanteil des vom Fettgewebe sezernierten IL-6 stammt nicht nur von Präadipozy-
ten, sondern auch von Makrophagen, die das Fettgewebe infiltrieren. Bei Adipositas ist der 
Plasmaspiegel von IL-6 im Vergleich zu Normalgewichtigen um das Zehnfache erhöht (15). 
Diese chronische Entzündung scheint eine Rolle, bei der Entstehung Adipositas-assoziierter 
Erkrankungen zu spielen. So findet sich bei Adipositas eine erhöhte IL-6 Produktion des 
weißen Fettgewebes die zu einer vermehrten Produktion von C-reaktivem Protein (CRP) in 
der Leber führt. CRP wiederum ist ein Risikofaktor für die Entwicklung kardiovaskulärer 
Veränderungen (1, 24). Somit besteht eine Assoziation zwischen der chronischen Inflam-
mation und der Adipositas-assoziierten Atherosklerose. Interessanterweise findet sich unter 
dem Einfluss von Ghrelin dosisabhängig eine Zunahme der mRNA-Expression von IL-6 in 
SGBS Zellen.  

Auch bei der mRNA Expression eines weiteren proinflammatorischen Zytokins, dem IL-8 
(4), bewirkt  Ghrelin einen dosisabhängigen Anstieg. Das Fettgewebe sezerniert kontrol-
liert Zytokine. In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl kultiviertes Fettgewebe 
als auch isolierte Adipozyten IL-8 produzieren und sezernieren. Die IL-8-Sekretion wird 
durch die proinflammatorischen Zytokine TNFalpha und IL-1beta stimuliert und durch das 
antiinflammatorische Glukokortikoid Dexamethason inhibiert (4). Der Plasmaspiegel von 
IL-8 ist wie IL-6 bei adipösen Patienten im Vergleich zu Normalgewichtigen erhöht (5, 39) 
und ist möglicherweise an der Entstehung von Atherosklerose beteiligt. Untersuchungen 
haben gezeigt, dass IL-8 die endotheliale Monozytenadhäsion, die Zellmigration von glatten 
Muskelzellen, die Schaumzellbildung aus Makrophagen und die Instabilität atherosklero-
tischer Plaques fördert und so in die Entwicklung von Atherosklerose involviert ist (39). 
Wie bei IL-6 sind die Hauptproduzenten von IL-8 eigentlich Monozyten, Makrophagen und 
auch Endothelzellen (38, 39). Interessanterweise ist die IL-8-Sekretion in Präadipozyten am 
höchsten und nimmt im Laufe der Differenzierung stark ab (3). 

Unsere Ergebnisse zeigen eine gesteigerte mRNA-Expression von IL-6 und IL-8 
durch Ghrelin. Bei Adipositas ist der Plasma-Ghrelinspiegel erniedrigt (8). Die loka-
le Ghrelinexpression im Fettgewebe von übergewichtigen Personen ist jedoch ver-
gleichbar mit der von Normalgewichtigen und es besteht keine Korrelation zwi-
schen der Ghrelinexpression im Fettgewebe und seiner Serumkonzentration (18).  
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Welche tatsächliche Bedeutung Ghrelin in vivo für die Expression inflammatorischer Zyto-
kine im Fettgewebe hat bleibt offen.

Neben IL-6 und IL-8 wurde die Expression von Adiponektin untersucht. Es ist wegen seiner 
antidiabetischen, antiatherogenen und antiinflammatorischen Wirkung für die Adipositas-
therapie  von Bedeutung (2, 19, 26, 34, 37, 52). Präadipozyten exprimieren kein Adiponek-
tin, die Expression und Sekretion nimmt jedoch während der adipogenen Differenzierung zu 
und erreicht ein Maximum bei reifen Adipozyten (2, 19, 37). Im humanen Serum liegt es in 
einer Konzentration von etwa 10 µg/ml vor und macht mit  0,01% einen relativ hohen Anteil 
am Gesamtserumprotein aus. Ein konstanter Adiponektinspiegel ist für den Metabolismus 
wichtig, was sich an den Folgen von Adipositas zeigt. Obwohl Adiponektin ausschließlich 
von reifen Adipozyten exprimiert und sezerniert wird, findet sich bei Adipositas überra-
schenderweise eine Hypoadiponektinämie (2, 19, 37). Dabei scheint vor allem die Menge 
des viszeralen Fettgewebes ausschlaggebend zu sein, da Adiponektin dort im Gegensatz 
zum subkutanen Fettgewebe in geringeren Konzentrationen vorliegt (27). Niedrige Adipo-
nektin-Plasmaspiegel könnten bei Adipositas unter anderem für die Entstehung Adipositas-
assoziierter Erkrankungen verantwortlich sein. Adiponektin-knockout-Mäuse zeigen unter 
einer Glukose- und Fett-reichen Diät eine gestörte Glukosetoleranz und  entwickeln eine 
Insulinresistenz, die sich unter Adiponektinsupplementation deutlich verbessert (26). Adipo-
nektin wirkt außerdem antiatherogen, denn Patienten mit einer Hypoadiponektinämie haben 
ein höheres Risiko für die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit als Patienten mit 
normalen Adiponektinspiegeln (23).

In unseren Versuchen beeinflusste Ghrelin die mRNA-Expression von Adiponektin nicht, 
während Ghrelin bei murinen braunen Fettzellen die mRNA-Expression von Adiponektin 
jedoch um etwa 50% inhibiert (33). Obwohl braunes Fettgewebe ähnliche Eigenschaften 
wie weißes Fettgewebe aufweist besitzt es eine grundsätzlich andere Funktion, indem es 
nicht als Fettspeicher dient, sondern für Thermogenese zuständig ist. Ghrelin zeigte keinen 
Einfluss auf die Thermogenese (33).
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5.	 Zusammenfassung

Ghrelin  ist  ein  Peptidhormon,  dessen  Hauptsyntheseort  die  Mukosa  des  Magenfundus  
und  des  Pankreas ist.  Diese Arbeit untersuchte den Einfluss von Ghrelin auf die Biologie 
humaner Fettzellen. Verwendet wurden humane SGBS (Simpson-Golabi-Behmel-Syn-
drom) Präadipozyten, die man in vitro zu reifen, lipidgefüllten Adipozyten differenzieren 
kann. Von Interesse war der Einfluss sowohl auf die Größe und metabolische Funktion als 
auch auf wichtige Signalmoleküle und die endokrine Funktion des Fettgewebes.

Der Einfluss von Ghrelin auf die Proliferation und Differenzierung wurde mittels mikros-
kopischer Bestimmung der Zellzahl und 3H-Thymidininkorporation sowie durch mikrosko-
pische Bestimmung der Differenzierungsrate und Red Oil Färbung untersucht. 
Die Lipogenese wurde an reifen Adipozyten beobachtet, an denen nach Inkubation mit 14C-
Glucose der Glukose-Einbau mit Hilfe eines β-Counters gemessen wurde. 
Um die Wirkung auf wichtige Signalmoleküle, wie Proteinkinase (Akt) und Glykogen Syn-
thase Kinase 3 (GSK-3) zu untersuchen, wurden ein Phospho-MAPK (mitogen-aktivierte-
Proteinkinase)-Protein-Array sowie anschließend Westernblots durchgeführt. 
Der Einfluss auf die endokrine Funktion der Fettzelle wurde an Präadipozyten bzw. an 
Adipozyten untersucht, indem die Expression von Interleukin 6 und 8 bzw. Adiponektin 
mittels Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR) am Lightcycler getestet wurde.

Ghrelin stimulierte die Proliferation von Präadipozyten, hatte jedoch keinen Einfluss auf die 
adipogene Differenzierung. Desweiteren kam es unter Ghrelin zu einer Zunahme der basa-
len Lipogenese und zu einer Hemmung der insulinstimulierten Lipogenese. Ghrelin beein-
flusste die Lipogenese über den Akt/GSK3-Signalweg. Somit zeigen diese in vitro Studien, 
dass Ghrelin sowohl auf die Größe, als auch den Metabolismus humaner SGBS Fettzellen 
Einfluss nimmt. Interessanterweise wurde auch die endokrine Funktion der Fettzellen durch 
Ghrelin beeinflusst, indem es die Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und 
IL-8 stimulierte. Die Expression von Adiponektin wurde durch Ghrelin nicht verändert. 

Aufgrund der hier aufgezeigten Wirkungsweise von Ghrelin mit direkten Effekten an hu-
manen Fettzellen selbst erscheint der Einsatz von Ghrelinrezeptorantagonisten in der Adi-
positastherapie sinnvoll. Neben einem positiven Effekt auf die Appetitregulation ergeben 
sich  möglicherweise auch periphere Effekte, wie eine Verminderung der Fettgewebszahl 
und der Expression inflammatorischer Zytokine.  Weiterführende Untersuchungen an in 
vivo Modellen sind notwendig, um bisherige Ergebnisse zu bestätigen.
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