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1. Einleitung

1.1 Weltweite Zunahme der Adipositaspravalenz

Die Adipositaspravalenz hat sich weltweit in den vergangenen dreiRig Jahren nahezu
verdoppelt [1]. Allein in Deutschland gelten heute 66% der Manner und 51% der Frauen als
Ubergewichtig (BMI > 25) beziehungsweise jeweils 21% als adip6s (BMI > 30) [2]. Der Anstieg
der Adipositaspravalenz ist besonders stark bei Kindern und Jugendlichen ausgepragt [3]. In
den USA hat sich der Anteil adipdser Kinder in den letzten 30 Jahren fast verdreifacht [4].
Obwohl die weltweite Zunahme der Adipositaspravalenz bei Kindern, Jugendlichen und
Erwachsenen einem sozioOkonomischen Gefille unterliegt [5], fallen die Unterschiede,
welche durch Geschlecht, Ethnie, Einkommen und Bildung bedingt sein konnten, innerhalb
einer Nation, am Beispiel der USA, verhaltnismaRig gering aus [6]. Die rasante Verbreitung
der Adipositas, von der World Health Organisation (WHQO) auch als , Adipositas-Pandemie”
bezeichnet, gehort damit zu einer der grofRten Herausforderungen der o6ffentlichen

Gesundheitssysteme weltweit [7].

Die Entstehung von Adipositas ist multikausal und kann nur selten auf einzelne
Risikofaktoren zurlickgefiihrt werden. Vielmehr wird Adipositas durch eine komplexe
Interaktion genetischer, Verhaltens- und Umweltfaktoren verursacht, welche neben
Adipositas meist auch die Entstehung von Diabetes mellitus Typ 2, kardiovaskuldren
Erkrankungen, Bluthochdruck und Dyslipidamien beglinstigen. Genetische Faktoren
bedingen eine Pradisposition und bilden die Grundlage, im Lauf des Lebens einen adipbsen
Phanotyp zu entwickeln. Umweltbedingungen wie beispielsweise exzessive
Nahrungsaufnahme, anhaltender Stress, inaktiver Lebensstil, Infektionen [8] sowie die
Zunahme der Exposition mit ubiquitdar vorkommenden hormonell wirksamen
Umweltkontaminanten [9,10] sind an der Entstehung und der schnellen Verbreitung der
Adipositas beteiligt. Epidemiologische Daten zeigen, dass nahezu alle Volkskrankheiten mit
Adipositas assoziiert und durch Vermeidung von Adipositas drastisch reduziert werden

konnen [11-13].



1.1.1 Korrelation der zunehmenden Adipositaspravalenz mit der weltweit steigenden

Kunststoffproduktion

Der weltweite Anstieg der Adipositaspravalenz geht mit der Zunahme von Kunststoffen in
unserer Umwelt einher. Durch den direkten Kontakt mit industriellen und
landwirtschaftlichen Produkten, durch verdnderte Lebensgewohnheiten und durch die
zunehmende Umweltverschmutzung wird unser Alltag heute von einer Vielzahl chemischer
Substanzen bestimmt [9]. Die jahrliche Produktion und Verwendung von Kunststoffen steigt
kontinuierlich an. Wurden 1950 noch eine halbe Million Tonnen Kunststoffe produziert, lag

die Produktion 2012 bereits bei knapp 300 Millionen Tonnen [14].

Die anhaltend steigende Nachfrage nach polymeren Kunststoffen hat viele Griinde.
Kunststoffe sind kostengtinstig, leicht, elastisch, korrosionsbestandig und haben eine lange
Lebenszeit. Zur Verbesserung ihrer chemischen Eigenschaften werden Zusatzstoffe
(Additive) eingesetzt, welche dazu fihren, dass Kunststoffe zudem weich, hitzebestandig,
UV-resistent oder schwer entziindbar sind. Rund 60% aller weltweit hergestellten Additive
entfallen dabei allein auf die Klasse der Weichmacher [15]. Kunststoffadditive kdnnen sich
aus dem Polymerverbund l6sen oder iber Abbauprozesse in die Umwelt freigesetzt werden.
Freie Additive kdnnen vom Menschen (iber die Nahrung, Haut und Atmung aufgenommen

werden.

1.2 Hormonell wirksame Umweltkontaminanten (EDC)

Besitzen natirliche oder xenobiotische Substanzen hormonelle Eigenschaften, dann werden
sie als Umwelthormone oder hormonell wirksame Umweltkontaminanten (EDC, endocrine
disrupting compounds) bezeichnet. EDC stellen aufgrund ihrer hormonellen Wirksamkeit
eine spezielle Klasse gefahrlicher Verbindungen dar. Die Exposition mit einzelnen EDC oder
einem EDC-Gemisch aus verschiedenen Chemikalien kann endokrine Funktionen vielfaltig

beeinflussen.

Das endokrine System des Korpers reguliert durch Hormone die Entwicklung und die
Aufrechterhaltung der Homoostase von Zellen und Organen. EDC imitieren oder

beeinflussen die Wirkung natirlicher Hormone [16]. Um ihre Wirkung zu entfalten, binden
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EDC, wie natlirliche Hormone, an Rezeptoren. lhre unmittelbaren, spezifischen Effekte
variieren abhangig von Zelltyp, Rezeptortyp, Rezeptordichte, Vorhandensein von Cofaktoren,
Lebenszyklus und anderen Faktoren. Zudem verursachen viele EDC komplexe Effekte, die
nicht auf eine einzelne Wirkung zurtckfiihrbar sind [17]. Durch ihre hormonelle Wirksamkeit
kénnen EDC das Hormonsystem in bestimmten sensitiven Entwicklungsstadien stéren und

nachhaltig pragen [17].

Als besonders empfindlich erweist sich dabei die embryonale und fetale Entwicklung, da hier
das Immunsystem und der Leber- und Fremdstoffmetabolismus noch unreif und die Blut-
Hirn-Schranke nicht voll entwickelt sind. Da sich der Einfluss von EDC auf mehrere
Generationen auswirken kann, werden insbesondere epigenetischen Veranderungen als

Mechanismus der langfristigen EDC-Wirkung angenommen [18].

Im Februar 2013 veroffentlichte die WHO gemeinsam mit dem Umweltprogramm der
Vereinten Nationen eine Stellungnahme, die Bezug zu zahlreichen wissenschaftlichen
Studien (iber Wirkung und Gefdahrdung durch EDC nahm. Kernaussage des Berichts ist die
Feststellung, dass hormonell wirksame Chemikalien eine globale Gefahr fiir die menschliche
Gesundheit darstellen [19]. Wissenschaftler aus zehn Nationen bestatigen einen weltweiten
Anstieg endokrin verursachter Erkrankungen, welcher mit der steigenden Belastung durch
EDC in Verbindung gebracht werden kann. Solche Stérungen betreffen Fertilitat,
Schwangerschaft, Metabolismus, Entwicklung sowie die Entstehung von Tumoren. Gefahren
wahrend der fetalen und frihkindlichen Entwicklung werden dabei besonders
hervorgehoben, da sich Stoffwechsel und Vulnerabilitdt des sich entwickelnden Organismus

zum Teil sehr vom Adulten unterscheiden.

Von den Vertretern der Chemieunternehmen (American Chemistry Council) werden
diesbezligliche Studien haufig in Frage gestellt und deren Ergebnisse als nicht valide

bewertet [20].

1.2.1 Nicht-monotone Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Die Wirkung von Hormonen ist von der Sensitivitdt des Rezeptors zum Liganden, der Anzahl
von Rezeptoren, der Anzahl von Hormonen und dem Vorhandensein von Co-Faktoren

abhangig. Sie ist konzentrationsabhangig, wobei die maximale Wirkung eines Hormons
3



Ublicherweise in einem Konzentrationsbereich eintritt, der weit unter dem der
Rezeptorsattigung liegt [16]. Eine Rezeptorsattigung kann zur Herunterregulation der
Rezeptormenge fuhren und so die hormonelle Sensitivitdt von Zellen senken oder sogar
hemmen [16]. Hormonelle Regelkreise, in der geringe Konzentrationen des Hormons starke
und hohe Konzentrationen schwache Effekte aufweisen, sind ein Beispiel nicht-monotoner
Dosis-Wirkungs-Beziehungen [17]. Der Effekt einer geringen Dosis eines Hormons oder eines
EDC ist daher nicht mit dem einer hohen Dosis vorhersagbar und umgekehrt. Da Hormone
ihre eigentliche Wirkung bereits in geringen Konzentrationen ausiiben, kénnen bereits kleine
Konzentrationsanderungen groRe Wirkungen nach sich ziehen. Diese Tatsache erschwert die
Festlegung von Schwellenwerten fiir die Voraussage des Gefahrdungspotentials von EDC
[17,21]. Hinzu kommt, dass EDC in Zellen und Geweben bereits in geringen Konzentrationen
durch Interaktionen untereinander sowie mit verschiedenen Rezeptortypen andere Effekte

hervorrufen kénnen als natiirliche Hormone [16].

Da die alltagliche Exposition mit EDC nicht einzeln sondern als Stoffgemisch auftritt, kbnnen
sich Einzelwirkungen dhnlicher EDC auch verstarken. Dieser Prozess wird als ,Prinzip der
Konzentrationsadditivitdt” bezeichnet [22]. Ein weiteres Prinzip, das der "Unabhangigen
Wirkung", setzt voraus, dass die Bestandteile der Mischung verschiedene
Wirkungsmechanismen aufweisen [22]. Beide Konzepte beziehen sich jedoch auf solche
Falle, in denen alle Substanzen in einer Mischung auf denselben experimentellen Endpunkt
hinwirken. Die Komplexitat der Wirkmechanismen und Vielfalt der Endpunkte machen es
schwierig, Richtlinien festzulegen, um Mensch, Tier und Umwelt vor dem schadlichen
Einfluss solcher Stoffe zu schiitzen. Auch kdnnen langst nicht alle hormonellen Prozesse mit
gangigen toxikologischen Testsystemen erfasst werden, zumal der schadigende Einfluss von
EDC stark vom Zeitpunkt der Exposition und der Vulnerabilitdt des Organismus abhangig ist

[17].

1.2.2 Tolerierbare tégliche Aufnahme (TDI)

Die tolerierbare tagliche Aufnahme (TDI, tolerable daily intake) bezeichnet auf der Basis des
Korpergewichts die Dosis einer Substanz, wie etwa eines EDC, Pestizids oder eines
Medikaments, welche bei lebenslanger taglicher Einnahme als medizinisch unbedenklich

betrachtet wird. Grundlage fiir die Erhebung des TDI sind meist Fltterungsversuche an
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Ratten und Mausen. Die Dosis, bei der 50% der Versuchstiere Gberleben, wird als Letale
Dosis 50 (LD50) bezeichnet. Die Konzentration, bei welcher keine toxische Schadigung
beobachtet wird, bezeichnet man als no observed adverse effect level (NOAEL). Dieses
dividiert durch einen Sicherheitsfaktor von Ublicherweise 100 ergibt den TDI. Die
Risikobewertung wird auf europdischer Ebene durch die Europdische Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority, EFSA) und auf nationaler Ebene in

Deutschland vom Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) durchgefiihrt.

1.2.2.1 Kritik an der toxikologischen Bewertung von EDC

In der klassischen Toxikologie wird die schadliche Wirkung einer Substanz ausgehend von
seiner toxischen Konzentration nach dem ,Top-Down“Prinzip untersucht, da man die
Wirkmechanismen und die resultierenden Folgereaktionen der zu untersuchenden
Chemikalien nicht kennt [23]. Ausgehend von toxischen Endpunkten, wie beispielsweise
einer gesteigerten Abort- und Fehlbildungsrate bei reproduktionstoxischen Effekten, wird
der NOAEL- und TDI-Wert ermittelt. Mogliche synergistische Effekte mit anderen
Substanzen, Wirkungen aullerhalb untersuchter Endpunkte (z.B. epigenetische Effekte) und
Effekte niedrigster Konzentrationen werden dabei jedoch nicht oder nur teilweise

berlicksichtigt.

Im Gegensatz dazu geht die endokrinologische Betrachtungsweise von der
geringstmoglichen Konzentration aus, in welcher ein Hormon an einen Rezeptor bindet und
eine  Wirkung verursacht (,Bottom-Up“-Prinzip). Im Fall von EDC konnen die
Konzentrationen, in denen Substanzen hormonelle Wirkung haben, um ein Vielfaches unter

denen liegen, welche als toxikologisch unbedenklich gelten [16].

1.2.3 Pranatale Programmierung

Auf der Grundlage retrospektiver Kohortenstudien wurde in den 80er Jahren von Prof. David
Barker und Kollegen die Hypothese der entwicklungsbedingten Ursachen metabolischer
Erkrankungen, “developmental origins of health and disease” (DOHaD), etabliert [24].
Demnach pragt bereits der mitterliche Erndhrungszustand lGber hormonelle Mechanismen
den Metabolismus des sich entwickelnden Embryos und schafft somit die Veranlagungen fir
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bestimmte metabolische Erkrankungen im spateren Leben. Mehrere Studien haben seitdem
gezeigt, dass Umweltfaktoren wahrend friher kritischer Entwicklungsphasen von Embryo,
Fotus und Saugling die Entstehung von Adipositas, Insulinresistenz und des Metabolischen
Syndroms beeinflussen [25]. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind bisher jedoch kaum
verstanden. Steigende Adipositasraten bei Kindern deuten darauf hin, dass die Grundlagen
flr einen adipdsen Phanotyp bereits pranatal und wahrend der friihen Kindheit geschaffen

werden [26,27].

1.2.4 ,Obesogen“-Theorie

Ublicherweise geht man davon aus, dass Adipositas primar das Resultat einer positiven
Energiebilanz ist, da Energie nur dann gespeichert werden kann, wenn die Aufnahme die
Abgabe Ubersteigt. Dieses Axiom erklirt die Grundlage der Entstehung von Ubergewicht in
seiner einfachsten Form. Jedoch ist ein komplexes Zusammenspiel physiologischer Faktoren
notwendig, um die Regulation des Korpergewichts aullerhalb des individuell normalen
Bereichs zu verschieben [28]. Eine mogliche Erklarung fiir das Phdnomen der weltweit rasant
zunehmenden Adipositaspravalenz lieferten Grun und Blumberg 2006 im Zusammenhang
mit ihrer ,Obesogen“-Theorie [29]. Nach dieser Hypothese kénnen bestimmte EDC an der
schnellen Ausbreitung von Adipositas teilhaben, da sie wahrend sensitiver
Entwicklungsstadien die Entstehung eines adipdsen Phanotyps herbeifiihren [30,31]. Solche
EDC, als Obesogene bezeichnet, kdnnten Adipositas férdern, indem sie zu einer verstarkten
Entstehung, Vermehrung und VergrofRerung von Fettzellen beitragen, die basale
metabolische  Stoffwechselrate  beeinflussen, den Metabolismus in  Richtung
Energiespeicherung verschieben, die Regulation von Hunger und Sattigung stéren und/oder

die Vererbbarkeit solcher Veranderungen beeinflussen [28].

Die Exposition von EDC wahrend kritischer Phasen der Entwicklung kdnnte also bereits in
utero zu einer dauerhaften Veranderung des Metabolismus lber mehrere Generationen
flihren und so die Entstehung und Verbreitung von Adipositas fordern [32]. Diese Hypothese
wird von dem Umstand gestuitzt, dass die Adipositaspravalenz bereits bei Kleinkindern stark
ansteigt [3,4]. Darliber hinaus sind steigende Adipositasraten nicht nur beim Menschen,
sondern auch bei Tieren, welche in unmittelbarer Ndhe zum Menschen bzw. in industriellen

Zonen leben, zu beobachten. Klimentidis und Kollegen untersuchten die
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Gewichtsentwicklung von Tieren aus 24 Populationen [33]. Sie fanden in allen untersuchten
Stammen, sowohl bei freilebenden Mausen und Ratten, bei domestizierten Hunden und
Katzen als auch bei Primaten und Nagetieren, welche streng kontrolliert in
Forschungslaboren gehalten wurden, eine signifikante mittlere Korpergewichtszunahme

[33].

Folgende chemische Additive stehen seither in Verdacht, die Entstehung von Adipositas zu
beeinflussen: Ostrogen-wirkende EDC wie Bisphenol A (BPA) [34] oder Diethylstilbestrol
(DES) [35], Organozinnverbindungen wie Tributylzinn (TBT) oder Triphenylzinn [31],
Weichmacher wie Diethylhexylphthalat (DEHP) bzw. dessen Metabolit
Monoethylhexylphthalat (MEHP) [36] sowie Perfluoroctansdure [37] und persistente

organische Verbindungen wie polybromierte Diphenylether [38].

1.2.5 Bisphenol A (BPA)

1891 wurde BPA erstmals von A. P. Dianin synthetisiert [39]. Auf der Suche nach
synthetischen Ostrogenen wurde es in den 30er Jahren weiter erforscht. Die Verwendung
von BPA als synthetisches Ostrogen wich jedoch dem potenteren, strukturdhnlichen DES [39]
(Abbildung 1). Zur Pravention von Aborten und Frihgeburten wurde DES bis 1971
schwangeren Frauen verabreicht [40]. Diese Praxis wurde jedoch eingestellt, da in den

Tochtern DES behandelter Mitter bereits in jungen Jahren vermehrt Gebarmutterhalskrebs

CH,CH
CH3 . ; 2CH3
c:H3

CH,CH;

auftrat [40].

OH

HO

Estradiol Bisphenol A Diethylstilbestrol (DES)

Abbildung 1: Strukturelle Ahnlichkeit zwischen Bisphenol A, Ostradiol und
Diethylstilbestrol (DES) (Rubin und Soto, 2009).

In den 40er und 50er Jahren wurde BPA schlieBlich als essentieller Baustein fiir die
Herstellung von Polycarbonaten entdeckt. Heute gilt BPA der chemischen Industrie als eine

der wichtigsten und unentbehrlichsten Chemikalien. Allein in Deutschland werden ca.
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400.000 Tonnen pro Jahr vermarktet. BPA wird fiir die Herstellung polymerer Kunststoffe
wie Polysulfone, Polyetherketone, Polycarbonate und Epoxidharze verwendet und ist
beispielsweise in Plastikflaschen oder der Innenbeschichtung von Konserven enthalten.
Monomere von BPA kdnnen sich aus dem Polymerverbund I6sen und lber die Nahrung
aufgenommen werden. Schatzungen gehen davon aus, dass BPA zu 99% (iber den Verzehr
von Lebensmitteln aufgenommen wird [41]. Daten aus den USA belegen, dass in ca. 92,6%
der Bevolkerung BPA bzw. BPA-Metabolite im Urin nachweisbar sind, wobei die gemessenen
Konzentrationen im Schnitt am hdchsten bei Kindern und am geringsten bei Erwachsenen

sind [42].

Der TDI fir BPA wurde 2006 durch die EFSA von 10 ug/kg Korpergewicht/Tag auf 50 ug
angehoben. Wegen zahlreicher Studien Uber einen moglichen gesundheitsschadigenden
Einfluss von BPA ist dessen Verwendung in Babyflaschen in Frankreich und Danemark im
Rahmen des vorsorglichen Verbraucherschutzes bereits 2010 verboten worden. Dieses
Verbot wurde durch die Europadische Kommission 2011 auf alle EU-Mitgliedsstaaten
ausgeweitet. Aufgrund neuer Studien, welche einen schadigenden Einfluss von BPA auf die
sexuelle Entwicklung [43] und die Entstehung von Brustkrebs [44,45] belegen, wurde 2013
seitens der EFSA eine Neubewertung von BPA vorgenommen [46]. Dabei kam die EFSA zu
dem Schluss, dass es wahrscheinlich ist, dass BPA schadigende Effekte auf Niere, Leber und
Brustdrise ausiibt. Dariber hinaus rdumt die Kommission ein, dass BPA verschiedene
biologische Systeme wie Reproduktion, Metabolismus, Immun- und Nervensystem
beeinflussen und Krebs verursachen koénnte. Aufgrund dieser wahrscheinlichen und
moglichen Risiken empfiehlt die Expertenkommission der EFSA seit 2014, den TDI von 50
ug/kg Korpergewicht/Tag auf 5 pg/kg Korpergewicht/Tag herabzusetzen [47]. Im Rahmen
der EU-Chemikalienverordnung (EG) Nr. 1907/2006 (REACH-Verordnung) ist auf nationaler
Ebene das BfR fir Fragen zu gesundheitlichen Aspekten von BPA sowie der Bewertung von

RisikominderungsmaRBnahmen zustandig.

Obwohl viele Hersteller aktuell mit BPA-freien Produkten werben, tauchen immer wieder
Berichte auf, nach denen manche dieser Produkte dennoch BPA enthalten [48]. Auch wird
BPA haufig durch Bisphenol-S ersetzt [49], dessen 6strogene Wirkung jedoch mit der von
BPA vergleichbar ist [50].



Pharmakokinetische Studien belegen, dass freies BPA in der Leber mit Glucuronsaure
konjugiert und tber den Urin mit einer Eliminationshalbwertszeit von ca. 4 h ausgeschieden
wird [51]. Dariiber hinaus wurde jedoch auch gezeigt, dass BPA die Blut-Plazenta-Schranke
passiert [52]. BPA kann ab dem dritten Schwangerschaftsmonat in humanen Plazenten und
fetalen Leberproben nachgewiesen werden [53]. Zudem wandelt die plazentare B-
Glucuronidase bereits konjugiertes BPA wieder in freies BPA um [54]. Freies BPA kann in
fetalen humanen Lebern in dreifach héherer Konzentration nachgewiesen werden als die
gebundene Form [55]. Die schnelle Elimination von BPA trifft daher nicht auf den fetalen
Stoffwechsel zu. Als sich entwickelnder Organismus sind Embryo und Fetus durch EDC
jedoch besonders gefiahrdet, denn hormonelle Einflisse verdandern die Regulation der

Entwicklung und bewirken moglicherweise eine Fehlpragung des Metabolismus.

Freies BPA besitzt dstrogene Aktivitit und bindet an die klassischen Ostrogenrezeptoren
alpha (ERa) und beta (ERb) sowie an den Ostrogenrezeptor dhnlichen Rezeptor ERRg und
den membrangebundenen Ostrogenrezeptor GPR-30 [39]. Erhéhte Plasmadstrogenspiegel
gehen mit einer verminderten Nahrungsaufnahme und einer Verringerung des
Korpergewichts einher [56]. So kommt es beispielsweise in der Menopause durch den
Verlust der ovariellen Ostrogenproduktion zu einer Gewichtszunahme. Wihrend kritischer
Phasen der fetalen Entwicklung kénnen Ostrogene jedoch auch zur Férderung, also

Programmierung, der Entstehung von Adipositas flihren [57].

1.2.6 Diethylhexylphthalat (DEHP)

Als niedermolekularer Ester der Phthalsdure ist DEHP einer der wichtigsten Weichmacher
auf Phthalatbasis. DEHP ist farb-, geruch- und geschmacklos, macht polymere Kunststoffe
elastisch und geschmeidig und kommt in nahezu jedem auf PVC basierenden
Kunststoffprodukt vor. Von allen weltweit verwendeten Weichmachern auf Phthalatbasis,
etwa 2 Mio. t/Jahr, macht DEHP etwa 50% aus [58]. Der Gehalt von DEHP in phthalathaltigen
Polymermaterialen macht im Mittel ca. 30% aus [58] und kann, beispielsweise in
bestimmten Medizinprodukten, sogar bei 80% liegen [59]. Da DEHP nicht kovalent gebunden
wird, diinstet es stdndig aus und gelangt so unkontrolliert in die Umwelt und den
menschlichen Korper. Vor allem in prozessierten und verpackten Lebensmitteln sind erhdhte

Mengen an Phthalaten nachweisbar [60]. Phthalate kommen zudem auch als
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Tragersubstanzen fir Duftstoffe, Komponenten in Nagellack und Haarspray, Losungsmitteln
in der Pestizidanwendung, industriellen Losungsmitteln und Schmierstoffen oder als Additive

in der Textilindustrie zum Einsatz [61].

Aufgenommenes DEHP wird zum Monoester MEHP gespalten, welcher in der Leber
metabolisiert und hauptsachlich Gber den Urin ausgeschieden wird [62] (Abbildung 2). Die
Eliminationshalbwertszeit von DEHP betragt ca. 12 Stunden [63]. Die der einzelnen
Metabolite liegt zwischen 10 Stunden und 24 Stunden [62]. Bei einer permanenten
chronischen Aufnahme besteht daher die Gefahr einer Akkumulation von DEHP und dessen

hormonell aktiven Metaboliten im Korper [62].

DOV iy
e o

DEHP MEHP

| |
Qilﬁ in :

(o)
50H-MEHP Scarboxy-MEPP 2carboxy-MMHP
o)\/\“/
OH (o]
(o}
50x0-MEHP

Abbildung 2: Metabolismus von Diethylhexylphthalat (DEHP) (Preuss et al., 2005).
Aufgenommenes DEHP wird zum Monoester Monoethylhexylphthalat (MEHP) gespalten,
welcher in der Leber oxidiert und ({iber den Urin als MEHP, Mono-(2-ethyl-5-
hydroxyhexyl)phthalat (50H-MEHP), Mono-(2-ethyl-5-oxohexyl)phthalat (50xo-MEHP),
Mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl)phthalat (5carboxy-MEPP) und Mono(2-carboxymethyl-
hexyl) phthalat (2carboxy-MMHP) ausgeschieden wird.
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Der von der EFSA festgelegte TDI fur DEHP betragt 50 pg/kg Korpergewicht/Tag und basiert
auf einer Mehrgenerationenstudie mit Sprague-Dawley-Ratten, in welcher ein NOAEL-Wert
von 4,8 mg DEHP/kg Korpergewicht/Tag hinsichtlich reproduktionstoxischer Endpunkte
beobachtet wurde [64]. In Ratten konnte gezeigt werden, dass Phthalatmetabolite
plazentagangig sind und somit auch zum Embryo gelangen [65]. Des Weiteren sind DEHP und
MEHP in humanem Nabelschnurblut [66] und Muttermilch nachweisbar [67]. Eine
Querschnittsstudie aus den USA, bei welcher der Gehalt von Phthalatmetaboliten im
Rahmen der National Health and Nutrition Examination Survey im Urin untersucht wurde,
gibt an, dass in 99% der Proben Phthalatmetabolite und in 78% der aktive DEHP-Metabolit
MEHP nachweisbar war [68]. Auswertungen epidemiologischer Daten belegen, dass erhdhte
Konzentrationen von Weichmachern auf Phthalatbasis im Urin mit einem erhéhten BMI
korrelieren [69]. Als Agonist der peroxisome proliferator-activated receptors alpha (PPARa)
und gamma (PPARg) beeinflusst MEHP den Energiestoffwechsel und induziert Leberkrebs in
Nagetieren [70,71]. DEHP und MEHP stehen auflerdem im Verdacht, reproduktionstoxische
Effekte auszuldsen und die Fertilitdt zu senken [72]. Eine adipogene Wirkung von Phthalaten
konnte dariiber hinaus sowohl im Tiermodell [73,74] als auch in murinen 3T3-Praadipozyten

[70,73] beobachtet werden.

Im Rahmen einer Neubewertung wurde DEHP 2005 unter Einbehaltung des TDI von der EFSA
als unbedenklich eingestuft [75]. Ausgehend von gemessenen Phthalatmetaboliten im Urin
haben Koch et al. jedoch gezeigt, dass die tagliche DEHP-Aufnahme zum Teil wesentlich Gber
dem von der Europdischen Kommission festgesetzten Grenzwert liegt [62]. Dabei zeigte sich,
dass Kinder im Mittel starker exponiert sind als Erwachsene. Werte oberhalb des 95%
Perzentils Uberstiegen den vorgeschriebenen TDI dabei teilweise um ein Vielfaches.
Besonders in der medizinischen Versorgung von Friih- und Neugeborenen stellt die
Exposition mit DEHP aufgrund phthalathaltiger Medizinprodukte ein grofles Problem dar
[76,77]. So werden bei intensivmedizinisch behandelten Sauglingen zum Teil 100-fach

erhohte DEHP-Konzentrationen beobachtet [62].

2006 wurde die Verwendung von DEHP in Spielzeug und Babyartikeln verboten [78]. In
Medizinprodukten besteht seit 2007 eine Kennzeichnungspflicht fiir DEHP. Seit dem 28.
Oktober 2008 ist DEHP auf der sogenannten ,Kandidatenliste” der Europaischen

Chemikalienagentur ECHA gefiihrt, welche sich mit der Bewertung und Zulassung von
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besorgniserregenden Chemikalien in der EU beschaftigt. DEHP wurde 2011 in der EU-
Verordnung Nr. 143/2011 als reproduktionstoxisch klassifiziert und das Inverkehrbringen

und der Gebrauch unterliegen ab 21. Januar 2015 einer Zulassungspflicht unter REACH [75].

1.2.7 Tributylzinn (TBT)

Organische Zinnverbindungen sind lipophil und persistent. Sie kommen in Lebensmitteln,
humanen Proben [79] und Hausstaub vor [80]. Die metallorganische Zinnverbindung TBT
(Abbildung 3) wird als Fungizid und Akarizid in der Ernte- und Forstwirtschaft sowie als
Stabilisator und Katalysator in der Kunststoffindustrie (insbesondere PVC-Produkte)
verwendet. Die Aufnahme erfolgt hauptsidchlich (iber die Nahrung durch
Lebensmittelverpackungen oder der Akkumulation in Seefischen [29,81,82]. Monobutylzinn
wurde darliber hinaus sogar in Trinkwasser aus PVC-haltigen Wasserrohren nachgewiesen
(4.6 ng/l) [83]. Weitere Quellen organischer Zinnverbindungen im Haushalt sind Backpapier,
Windeln und Wickelunterlagen aus Polyurethan oder Polyester, Zellophanfolie, Handschuhe
oder Textilien [82,84]. Die wenigen verfiigbaren Human-Biomonitoring-Studien weisen auf
eine mittlere Serumkonzentration von 27 nM hin (< 3-260 nM) [85]. Aufgenommenes TBT

wird als Mono- bzw. Dibutylzinn in Leber, Gehirn und Fettgewebe gespeichert [86].

HBC/\.—/\ ,H
Sn
Hic—" "~ > \_-CHs

Abbildung 3: Strukturformel des metallorganischen Tributylzinn (TBT, Sigma Aldrich).

In tierexperimentellen Kurz- und Langzeituntersuchungen sind verschiedene toxische
Wirkungen organischer Zinnverbindungen beschrieben worden, welche die Leber, das
hamatologische sowie das endokrine System betreffen [82]. Diese werden auch als Ursache
fir die kanzerogene Eigenschaft von TBT gesehen [82]. Die Wirkungen auf das
Immunsystem, insbesondere auf die Immunreaktion im host resistance assay (Trichinella

spiralis), wird als einer der sensitivsten Parameter der Toxizitat bei der Ratte angesehen [82].
12



Der TDI fir TBT wurde auf Grundlage seiner immunotoxischen Wirkung in diesem
Testsystem von der EFSA auf 0,27 ug/kg Korpergewicht /Tag festgelegt [75]. Aufgrund der
hormonellen  Aktivitat, welche dazu fihrte, dass bei zahlreichen Tierarten
fortpflanzungsunfahige Imposexe entstanden [87], wurde TBT 2003 weltweit fir die

Verwendung in bewuchshemmenden Schiffsanstrichen verboten.

Grun et al. haben TBT auBerdem als Obesogen in Wirbeltieren identifiziert [31], welches
bereits in nanomolarer Konzentration in der Lage ist, die Transkriptionsfaktoren PPARg und
Retinoid-X-Rezeptor alpha (RXRa) zu aktivieren [31,88]. Die dabei gemessene
Dissoziationskonstante Ky, die Konzentration, bei der die Halfte eines Liganden an einen

Rezeptor bindet, liegt flir RXRa bei 12,5 nM und fiir PPARg bei 20 nM [31].

Eine sechswochige Exposition adulter Mause mit TBT fuhrte zur Entstehung von Adipositas,
Fettleber und erhohten Insulin- und Leptinspiegeln im Serum [89]. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass TBT bereits pranatal die Fettgewebsbildung férdert und die Entstehung
von Adipositas bewirkt [30,31]. Die beobachteten adipogenen Effekte von TBT werden dabei
auf dessen Eigenschaft, an PPARg zu binden und diesen Transkriptionsfaktor zu aktivieren,

zuriickgefihrt [30].

13 Adipogenese

Spatestens seit der Entdeckung von Fettgewebshormonen wie Adiponektin und Leptin gilt
das Fettgewebe nicht mehr nur als Energiespeicher, sondern als endokrines Organ. Dieses
gibt Hormone ab, reguliert physiologische Prozesse und ist an der Aufrechterhaltung der
Energiehomoostase beteiligt. Die Entstehung von Fettgewebe, als Adipogenese bezeichnet,
untergliedert sich in die Prozesse der Fettzellhyperplasie und Fettzellhypertrophie.
Fettzellhyperplasie bezeichnet die mengenmaRige Vermehrung von Fettzellen, also die
Rekrutierung von Stammzellen zu Praadipozyten (Determinierung) sowie deren Proliferation.
Unter Fettzellhypertrophie versteht man den Prozess der Ausreifung von Fettzellen, welcher
durch eine steigende Akkumulation von Triglyzeriden (TG) gekennzeichnet ist. Fettzellen
befinden sich in einem standigen dynamischen Umbauprozess und erneuern ihren TG-Pool
im Mittel alle 1,66 Jahre [90]. Mit steigendem Differenzierungs- und Fillungsgrad verschiebt

sich das Sekretionsprofil reifer Fettzellen in Richtung inflammatorischer Zytokine wie Leptin,
13



Resistin und Interleukin 6, welchen eine Rolle bei der Atiologie und damit auch der
Morbiditat und Mortalitat zahlreicher Erkrankungen, allen voran denen des Metabolischen

Syndroms, zugeschrieben wird [91].

Die Anzahl an Fettzellen bleibt im Erwachsenenalter anndhernd konstant [92]. Das
Ausgangsreservior an adipogenen Vorlauferzellen, welches die Grundlage fiir die Entstehung
von Fettgewebe bildet, wird bereits wahrend der adipogenen Determinierung multipotenter
mesenchymaler Stammzellen (MSC) gebildet [93,94]. Diese Determinierung erfolgt innerhalb
sensitiver Entwicklungsstadien pra- und postnatal, wahrend der friihen Kindheit und der

Pubertat [92,93].

Die Entstehung von Fettzellen erfolgt in einer Abfolge ontogenetischer Schritte (Abbildung
4). Aus pluripotenten Stammzellen entstehen {ber mesodermale Vorldauferzellen
multipotente MSC. Diese differenzieren zu unipotenten Prdadipozyten bzw. zu
Chondroblasten, Osteoblasten oder Myoblasten. Praadipozyten kdnnen sich mitotisch
vermehren (mitotic clonal expansion) und in einer anschlieRenden Differenzierungsphase,
gesteuert durch PPARg und CCAAT/enhancer-binding protein alpha (C/EBPa), zu Adipozyten

heranreifen [95].

Der Prozess der Determinierung von MSC wird (iber das Verhaltnis von Signalmolekiilen wie
delta-like 1 homolog (DLK1, alias Preadipocyte factor 1), und linienspezifischen
Transkriptionsfaktoren wie Sry-related HMG box gene 9 (SOX9) und runt-related
transcription factor 2 (RUNX2) reguliert [96].

DLK1 ist ein Transmembranprotein, welches in MSC und Praadipozyten vorkommt, in reifen
Adipozyten jedoch nicht mehr nachweisbar ist [96]. Es enthdlt eine extrazelluldre epidermal
growth factor-like Domane, welche nach Abspaltung vom Transmembranprotein das I6sliche
DLK1-Protein ergibt. Losliches DLK1 induziert den Transkriptionsfaktor SOX9 [97], welcher an
die Promotorregionen von C/EBPb und C/EBPd bindet und so die adipogene Determinierung
von MSC hemmt. Die Determinierung von MSC bildet den Ausgangspunkt fiir die

anschlielende adipogene, chondrogene oder osteogene Differenzierung [98,99].

Bei der adipogenen Differenzierung von Praadipozyten bindet C/EBPb an regulatorische

Elemente der Promotorregionen von C/EBPa und PPARg. Der Transkriptionsfaktor
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PPARg existiert in zwei Splicevarianten, PPARg] und PPARg2, welche im Proteinkomplex als
Heterodimer mit RXRa an response elements (PPRE) in den Promotorregionen ihrer Zielgene
binden [100]. Dem Transkriptionsfaktor PPARg2 wird als Masterregulator der adipogenen
Differenzierung eine besondere Rolle innerhalb der Adipogenese zugeschrieben [100,101].
C/EBPa halt die Expression von PPARg in einem positiven Schleifenmechanismus aufrecht
[102]. PPARg wiederum induziert die Transkription einer Vielzahl adipozytenspezifischer

Gene, was letztendlich zur Entwicklung reifer Adipozyten flihrt.

j-(' 7/\5 J]
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Entstehung von Fettzellen. Pluripotente
embryonale Stammzellen differenzieren zu multipotenten mesenchymalen Stammzellen.
Signalmolekile wie preadipocyte factor 1 (PREF1, alias Delta-like 1 homolog, DLK1) und Sry-
related HMG box gene 9 (SOX9) regulieren die Determinierung dieser Zellen. Die adipogene
Differenzierung der Zellen wird durch die Aktivierung von CCAAT/enhancer-binding protein
(C/EBP) induziert und schlieBlich durch peroxisome proliferator-activated receptor gamma 2
(PPARg2) reguliert. Fatty acid binding protein 4 (FABP4), collagen type II, alpha 1 (COL2A1)
und runt-related transcription factor 2 (RUNX2) sind Marker der adipogenen, chondrogenen
und osteogenen Differenzierung.

1.3.1 Adipogene Differenzierung von embryonalen Stammzellen

Die in vitro Differenzierung embryonaler Stammzellen durchlauft verschiedene Stadien,
welche mit der in vivo Entwicklung im Embryo vergleichbar sind [95,98]. Embryonale
Stammzellmodelle eignen sich daher fiir die Untersuchung von Differenzierungsprozessen in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien [103]. Um den Prozess der adipogenen
Differenzierung abzubilden und die molekularen Mechanismen der EDC-Wirkung

untersuchen zu koénnen, wurden in dieser Arbeit murine pluripotente embryonale
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Stammzellen der Linie CGR8 und multipotente embryonale MSC der Linie C3H10T1/2 in vitro

zu Adipozyten differenziert.

Bisherige wissenschaftliche Untersuchungen zum Einfluss von
Nahrungsmittelkontaminanten auf die Entstehung von Adipozyten verwendeten als Modell
meist die murine Praadipozytenzelllinie 3T3-L1 [104,105]. Da es sich bei diesen Zellen bereits
um Praadipozyten handelt, reflektieren 3T3-L1-Zellen den terminalen, durch den
Transkriptionsfaktor PPARg gesteuerten Prozess der adipogenen Differenzierung [100]. Die
Entstehung von Fettzellen beginnt jedoch bereits im Stadium der Festlegung multipotenter
MSC und der Formation von Pradadipozyten [98]. Durch die Verwendung embryonaler MSC
bietet sich die Moglichkeit, auch diesen frithen Prozess der Adipogenese zu untersuchen

[95].

C3H10T1/2-Zellen stammen aus Embryonen des Mausstammes C3H, neigen nicht zur
Transformation und haben einen multipotenten Charakter [106]. Kontaktsensitiv lassen sich
C3H10T1/2 in Knorpel-, Knochen-, Muskel oder Fettzellen differenzieren [95] und bieten
damit die Mdglichkeit, zwischen den Prozessen der adipogenen Determinierung von MSC
(Proliferationsphase) und der sich anschlieRenden adipogenen Differenzierung zu
unterscheiden (hormonelle Induktion und terminale Differenzierung). Um zu untersuchen, in
welchem Stadium BPA, DEHP und TBT die adipogene Differenzierung beeinflussen, wurden
C3H10T/2 wahrend verschiedener Phasen der adipogenen Differenzierung mit

umweltrelevanten und NOAEL-orientierten Konzentrationen dieser EDC behandelt.

Festlegung Y Differenzierung 1
Proliferation Induktion Terminale Differenzierung l
od 6d 8d 12d

Abbildung 5: Schematische Darstellung des adipogenen Differenzierungsprotokolls
multipotenter embryonaler Stammzellen der Linie C3H10T1/2. C3H10T1/2-Zellen wurden
flir 6 Tage kultiviert (Tag 0-6; Proliferation). 2 Tage postkonfluent wurde die adipogene
Differenzierung induziert (Tag 6-8; Induktion) und die Zellen zu Adipozyten differenziert (Tag
8-12; Terminale Differenzierung).
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Um zu untersuchen, ob die Nahrungsmittelkontaminanten BPA, DEHP und TBT die
Entstehung von Adipozyten noch vor der Determinierung von MSC beeinflussen, wurde in
dieser Arbeit auRerdem mit der pluripotenten embryonalen Stammzelllinie CGR8 gearbeitet.
Diese Zelllinie stammt aus Embryonen des Mausstammes 129 [107]. Zur Aufrechterhaltung
der Pluripotenz wurden diese Zellen wahrend der Stammzellkultivierung mit dem Zytokin
leukaemia inhibitory factor (LIF) behandelt, dessen Entfernung eine sofortige Differenzierung
zur Folge hat [108]. Als pluripotente Zelllinie kénnen CGR8-Zellen (iber die Formation von
embryoid bodies (EB) in Zelltypen aller drei Keimblatter differenzieren. Zur adipogenen
Differenzierung wurde ein Protokoll von Dani et al. verwendet [109]. Die Verwendung dieser
pluripotenten Stammzelllinie ermdoglicht es zu verstehen, in welchem Entwicklungsstadium
die untersuchten EDC ihre adipogene Wirkung entfalten und welche Mechanismen dieser

Wirkung zugrunde liegen.

s Y : :
Festlegung Differenzierung W

[ Undifferenziertes Wachstum | EB-Formation | EB-Wachstum | EB-Plattierung und Differenzierungl
0d &d 7d 12d 28d

Abbildung 6: Schematische Darstellung des adipogenen Differenzierungsprotokolls
pluripotenter embryonaler Stammzellen der Linie CGR8. Die Zellen wurden fiir 5 Tage
kultiviert (Tag 0-5; Undifferenziertes Wachstum). Zur adipogenen Differenzierung wurden
die Zellen im hangenden Tropfen aggregiert (Tag 5-7; EB-Formation). Die entstandenen
embryoid bodies (EB) wurden in Suspension kultiviert (Tag 7-12; EB-Wachstum), ausplattiert
und zu Adipozyten differenziert (Tag 12-28; Differenzierung).
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2. Zielstellung der Arbeit

In Hinblick auf den weltweit steigenden Einsatz von Kunststoffen und der damit
einhergehend steigenden Adipositaspravalenz, insbesondere bei Kindern und Jugendlichen,
wurde der Einfluss ubiquitdr vorkommender und hormonell wirksamer Umweltfaktoren wie

BPA, DEHP und TBT auf die Entstehung von Adipozyten untersucht.

Durch die Verwendung der murinen embryonalen Stammzelllinien CGR8 und C3H10T1/2 war
es moglich, unterschiedliche zelluldre Differenzierungsstadien der Adipogenese in einem
standardisierten in vitro Modell zu unterscheiden. In den beiden Stammzelllinien wurde der
NOAEL der EDC in Bezug auf Zytotoxizitdt und Zellproliferation bestimmt. Die Zellen wurden
in  unterschiedlichen Stadien wahrend der adipogenen Differenzierung mit
umweltrelevanten Konzentrationen (10 nM BPA; 100 nM DEHP; 1 nM TBT) bzw. mit den
ermittelten NOAEL-Konzentrationen (10 uM BPA; 100 uM DEHP; 100 nM TBT) behandelt.
Zugrundeliegende Mechanismen der adipogenen Wirkung der EDC wurden mittels
molekularbiologischer Methoden untersucht. Die Differenzierungseffizienz wurde mittels
Durchflusszytometrie, TG-Quantifizierung und Oil-Red-O-Farbung analysiert. Mittels Real-
time RT-PCR wurde auBerdem der Einfluss der EDC auf Signalmolekiile und
Transkriptionsfaktoren der mesenchymalen Determinierung und der adipogenen

Differenzierung bestimmt.
Folgende Fragen wurden dabei bearbeitet:

Konnen Stammzellen DEHP in den aktiven Metaboliten MEHP umwandeln?

- Haben BPA, DEHP und TBT in embryonalen Stammzellen einen Einfluss auf die
Entstehung von Adipozyten?

- Ist der Einfluss dieser EDC auf die Entstehung von Adipozyten
konzentrationsabhdngig?

- Ist die adipogene Wirkung der EDC vom Zeitpunkt der Exposition wahrend der

Fettzellreifung abhangig?
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Ausgehend von dem Ergebnis, dass TBT ein potentes Obesogen ist, dessen Wirkung alle
untersuchten Stadien der adipogenen Zelldifferenzierung erfasst, wurde der molekulare

Wirkmechanismus von TBT genauer analysiert.

Da TBT PPARg, den Masterregulator der adipogenen Differenzierung, in nanomolarer
Konzentration als Ligand aktiviert, wurde die Rolle von PPARg1l und PPARg2 in der TBT-
induzierten adipogenen Differenzierung von C3H10T1/2-MSC in unterschiedlichen Stadien
der Adipogenese untersucht. Um zu ermitteln, durch welche Mechanismen die adipogene
Wirkung von TBT wahrend der Determinierungsphase von MSC vermittelt wird, wurde die
MRNA-Expression von PPARg mittels siRNA gehemmt. Der Einfluss von TBT auf die
Entstehung von Adipozyten sowie auf Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren wie DLK1
und SOX9, welche die Determinierung von MSC regulieren, wurde in Relation zum

klassischen PPARg-Aktivator Rosiglitazon analysiert.

Dabei wurde folgende Fragestellung bearbeitet:

Welchen Einfluss hat TBT auf PPARg, speziell auf PPARg2, den Masterregulator der
adipogenen Differenzierung?

- Wird der adipogene Effekt von TBT durch PPARg vermittelt?

- Wird die adipogene Wirkung von TBT durch einen PPARg-unabhangigen
Mechanismus vermittelt?

- Uber welchen Mechanismus steigert TBT die adipogene Festlegung von MSC?
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3. Material und Methoden

Verbrauchsmaterialien

Wenn nicht anders gekennzeichnet, stammen die verwendeten Materialien, Gerate und

Software aus der Bundesrepublik Deutschland.

2-Mercaptoethanol
3-Isobutyl-1-methylxanthin
Agarose

Agar-Agar

Bradford Protein Assay-Kit
BPA

Bromphenolblau
Cryotubes

DAPI

Deckglaschen

DEHP

Dexamethason
Diethylpyrocarbonat
DMSO

DNA-Leiter

DNase |

dNTP-Mix
Dual-Glo®Luciferase Assay
DMEM

EAA

ECL-Detektionsreagenz

Serva GmbH, Heidelberg

AppliChem GmbH, Darmstadt

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Sarstedt AG & Co., Niirmbrecht

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Promega GmbH, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt
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Eindeckelmedium
Einwegspritze

Eisessig

EDTA

Ethidiumbromid
EZ4U-Kit
Falcon-Rdéhrchen

FCS

Gelextraktion-Kit
Gelatine

GMEM

Glycerin
Guanidiniumthiocyanat
Hefe-Extrakt

Insulin
Keramikkiigelchen 1,4 mm
L-Glutamin

LIF

MACS® Dissociation-Kit
Mycoplasma Test-Kit
Natriumacetat
Na-Pyruvat
Natriumlaurosylsarcosinat
NEAA

Nilrot

Objekttrager

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Biomedica, Wien, Osterreich

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt
Qiagen GmbH, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Serva GmbH, Heidelberg

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Millipore, Merck Chemicals GmbH, Schwalbach
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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ON-TARGETplus siRNA
Paraformaldehyd

PBS

Pepton

Penicillin /Streptomycin
Phosphatase-Inhibitor
Plasmid-Miniprep-Kit
PGEM®-T Vektor-Kit
Ponceau S

Primer

PGL2-Vektor
pRL-SV40-Vektor
Protease Inhibitor
Reaktionsgefalie
Restriktionsenzyme
Retinsdure

Reverse Transkriptase
RNase Inhibitor
Rosiglitazon

SDS

Sequenzier-Kit

siRNA Transfektionsreagenz
SYBR® Green Mastermix
Tag-DNA Polymerase
TBT

TEMED

Fisher Scientific, Schwerte

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Promega GmbH, Mannheim

Serva GmbH, Heidelberg

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Promega GmbH, Mannheim

Promega GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eppendorf AG, Hamburg

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Promega GmbH, Mannheim

Cayman Chemicals, Biomol GmbH, Hamburg
Serva GmbH, Heidelberg

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Eurogentec Deutschland GmbH, Kdln

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen

Serva GmbH, Heidelberg
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Transfektionsreagenz
Triglycerides FS-Kit
Tris-Base

Triton® X-100
TRIzol®

Trypsin

Tween 20
Zellkulturschalen

Ziegenserum

Gerate

Durchflusszytometer
ELISA Plattenreader
Fluoreszenzmikroskop

Gewebehomogenisator
Gelkammern

Inkubatoren
Kihlzentrifugen
Lumineszenzdetektor
Neubauer-Zahlkammer
Real-time PCR-Cycler
Spektralphotometer

Thermocycler

Ultraschallhomogenisator

UV-Detektionssystem

Promega GmbH, Mannheim

DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim
Serva GmbH, Heidelberg

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Serva GmbH, Heidelberg

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Taufkirchen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Life Technologies GmbH, Darmstadt

BD FACS Vantage®; BD Biosciences, Heidelberg
SLT Labinstruments, Crailsheim
BZ 8000; Keyence GmbH, Neu-Isenburg

Precellys®24; Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe & Biometra, Gottingen

Haereus GmbH, Hanau
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3.1 Zelllinien und Zellkultur

In dieser Studie wurde der adipogene Einfluss von BPA, DEHP und TBT in einer
multipotenten murinen embryonalen Fibroblasten- und einer pluripotenten murinen

embryonalen Stammzelllinie, C3H10T1/2 [106] und CGR8 [107], untersucht.

3.1.1 C3H10T1/2-Zellen

3.1.1.1 Kultivierung der C3H10T1/2

C3H10T1/2-Zellen (LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland) wurden auf 94 mm-
Zellkulturschalen in MSC-Kulturmedium bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert und
subkonfluent alle 48 Stunden passagiert. Dafiir wurde verbrauchtes Medium abgesaugt und
die Zellen mit PBS (37°C) gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit 0,25% Trypsin und
0,05% EDTA in 37°C erwarmtem PBS behandelt. Nach 5-minditiger Inkubation bei RT wurden
die Zellen durch Klopfen geldst, in 5 ml frischem Medium vereinzelt und mittels Neubauer-
Zihlkammer ausgezahlt. AnschlieBend wurden je 2 x 10° Zellen auf neue Zellkulturschalen

ausgesat.

MSC-Kulturmedium
DMEM 89 ml

FCS (hitzeinaktiviert) 10 ml
Penicillin/Streptomycin(100 x) 1 ml

3.1.1.2 Adipogene Differenzierung der C3H10T1/2

Zur adipogenen Differenzierung (Abbildung 5) wurden 2 x 10°> C3H10T1/2-Zellen (Passage 11-
14) ausgesat. Das Medium wurde alle 48 Stunden ersetzt und die Zellen mit PBS gewaschen.
Nach 6 Tagen wurde ein 2-Tage postkonfluenter Wachstumszustand erreicht
(Proliferationsphase). Zur adipogenen Differenzierung wurden die Zellen fiir 48 Stunden mit

adipogenem MSC-Induktionsmedium versetzt (Induktionsphase). Anschliefend wurden die
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Zellen flur weitere 48 Stunden mit 10 pg/ml Insulin behandelt und in den folgenden 48

Stunden ohne Zusatze zu Adipozyten differenziert (terminale Differenzierung).

MSC-Induktionsmedium

MSC-Kulturmedium 100 ml
Insulin 10 pg/ml
Dexamethason 1uM

3-Isobutyl-1-methylxanthin 500 uM

3.1.1.3 Vereinzelung der C3H10T1/2

Die Zellen wurden enzymatisch mittels Trypsin vereinzelt, wobei die Trypsininaktivierung mit
10% FCS in 75% PBS erfolgte. Durch Pipettieren erfolgte eine zusatzliche manuelle
Vereinzelung. Die Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert, der FCS-haltige
Uberstand abgenommen und die Zellen in 1 ml 75% PBS aufgenommen. Fiir eine sich
anschlieBende Triglyzerid (TG)-Bestimmung und Durchflusszytometrie (FACS) wurde die

Zellzahl mittels Neubauer-Zdhlkammer bestimmt.

3.1.2 CGR8-Zellen

3.1.2.1 Kultivierung der CGRS8

Pluripotente, embryonale Zellen der Linie CGR8, welche aus 3,5 Tage alten Mausblastozysten
stammen, wurden mit freundlicher Unterstlitzung von Frau Prof. Anna Wobus
(Leibnitzinstitut flr Pflanzengenetik, Gatersleben) bezogen. CGR8-Zellen wurden auf 0,5%
gelatinebeschichteten (doppelautoklaviert) Zellkulturschalen bei 37°C und 5% CO, kultiviert.
Alle 24 Stunden wurden 1 x 10°> CGR8-Zellen mittels 0,25% Trypsin und 0,01% EDTA in 5 ml
ESC-Kulturmedium subkultiviert. Zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz wurde das Medium

mit 1.000 U/ml Leukemia inhibitory factor (LIF) komplettiert.
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ESC-Kulturmedium

GMEM 83 ml
FCS (hitzeinaktiviert) 10 ml
L-Glutamin (200 mM) 1ml
EAA (50 x) 2 ml
NEAA (100 x) 1 ml
Na-Pyruvat (100 mM) 1ml
2-Mercaptoethanol 1ml

Penicillin/Streptomycin (100 x) 1 ml

3.1.2.2 Adipogene Differenzierung der CGR8

CGR8-Zellen wurden 5 Tage subkultiviert. Zur adipogenen Differenzierung (Abbildung 6)
wurden die Zellen trypsiniert und in adipogenem ESC-Differenzierungsmedium
aufgenommen. Die Zellzahl wurde bestimmt und 1 x 10° Zellen/20 pl Zellsuspension auf die
Deckelunterseite von 94 mm-Petrischalen getropft. Die Tropfen wurden hangend fir
48 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die entstandenen Zellaggregate, embryoid bodies (EB),
wurden mit ESC-Differenzierungsmedium von den Deckeln gespult und als Suspensionskultur
(50 EB/10 ml) fur weitere 3 Tage inkubiert. Dabei wurden die EB alle 24 Stunden mit 0,1 uM
Retinsdure behandelt, um die mesenchymale Differenzierung zu induzieren. Anschlieend
wurden die EB in ESC-Induktionsmedium Uberfihrt und weitere 48 Stunden ohne Retinsdure
inkubiert. Durch Zugabe von 85 nM Insulin und 2 nM Triiodthyronin wurde das ESC-
Induktionsmedium zu adipogenem Differenzierungsmedium komplettiert. AnschlieRend
wurden 10 EB/5 ml adipogenem Differenzierungsmedium in gelatinebeschichteten
Zellkulturschalen ausplattiert und innerhalb von 16 Tagen zu Adipozyten differenziert, wobei

das Medium im Abstand von 2 Tagen gewechselt wurde.

27



ESC-Differenzierungsmedium

GMEM 74 ml
FCS (hitzeinaktiviert) 20 ml
L-Glutamin (200 mM) 1ml
EAA (50 x) 2 ml
Na-Pyruvat (100 mM) 1ml
2-Mercaptoethanol 1ml

Penicillin/Streptomycin (100 x) 1 ml

3.1.2.3 Vereinzelung der Stammzellaggregate

Die Vereinzelung der EB erfolgte entsprechend der Anweisung des Herstellers (MACS™
Dissociation Kit). Die EB wurden mit PBS gewaschen, nach Zugabe von 2 ml des
vorgewarmten Enzymmix 1 in gentleMACS-C-Tubes Uberfihrt und rotierend fiir 15 Minuten
inkubiert. Mittels gentleMACS-Dissociator und Enzymmix 2 wurden die EB in eine
Einzelzellsuspension aufgetrennt. Die Einzelzellsuspension wurde in 75% PBS aufgenommen

und fir die nachfolgende TG-Bestimmung und Durchflusszytometrie verwendet.

3.1.3 Kryokonservierung

Die Zellen wurden aus einer logarithmisch wachsenden Population eingefroren. Dafir
wurden die Zellen enzymatisch vereinzelt (Kap. 3.1.1.1, 3.1.2.1), in ein 15 ml Falcon-
Réhrchen (berfiihrt und abzentrifugiert (300 g, 5 Minuten). Der Uberstand wurde
abgenommen und je 1 x 10° C3H10T1/2-Zellen in 2 ml MSC-Kulturmedium, komplettiert mit
8% DMSO, in Kryordhrchen aliquotiert. Zur Kryokonservierung von CGR8-Zellen wurde das
ESC-Kulturmedium zusdtzlich mit 20% FCS versetzt. Die Zellsuspension wurde in
KryoeinfriergefaRen langsam auf -80°C (mit 1°C/Minute) abgekuhlt. Die Lagerung der Zellen
erfolgte in flissigem Stickstoff. Das Auftauen der Zellen erfolgte bei 37°C im Wasserbad. Zur
Entfernung von DMSO wurde die Zellsuspension in ein mit 10 ml Kulturmedium befilltes
Falcon-Rohrchen Uberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten bei 300 g abzentrifugiert, das

Zellpellet mit Kulturmedium resuspendiert und die Zellen kultiviert.

28



3.1.4 Behandlung der Zellen mit BPA, DEHP und TBT

Die EDC BPA, DEHP und TBT wurden in DMSO gelost. Folgende Konzentrationen wurden
erreicht: BPA (2 uM, 20 uM, 200 pM, 2 mM, 20 mM, 200 mM, 2 M), DEHP (2 uM, 20 pM,
200 uM, 2 mM, 20 mM, 200 mM), TBT (2 uM, 10 uM, 20 uM, 100 uM, 200 uM, 1 mM). Bei
den im Ergebnisteil beschriebenen Expositionsversuchen wurden die Stammldsungen
2.000-fach in Zellkulturmedium verdiinnt, so dass immer mit 0,05% DMSO gearbeitet wurde.
Korrespondierende Kontrollen wurden als Losungsmittelkontrolle analog mit 0,05% DMSO

versetzt.

3.1.5 Proliferations- und Zytotoxizitatsassay

Fiir die Bestimmung der Proliferations- und Zytotoxizitdat von BPA, DEHP und TBT wurde der
EZ4U Cell Proliferation Assay entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet. Dieser
MTT-Test basiert auf der Reduktion eines schwach gefdrbten Tetrazoliumsalzes in ein
intensiv gefarbtes Formazanderivat durch die mitochondriale Aktivitat lebender Zellen. Der
Test wurde wahrend der Proliferationsphase durchgefiihrt und erlaubt einen Riickschluss auf
die Proliferationsrate der Zellen. Eine Verringerung der mitochondrialen Aktivitat durch
Zugabe von Agenzien deutet auf eine verminderte Proliferation hin. Bei einer extrem
verminderten mitochondrialen  Aktivitdit kann von einer zytotoxischen oder

proliferationshemmenden Wirkung ausgegangen werden.

Fiir den Assay wurden 1 x 103 Zellen der Zelllinien C3H10T1/2 und CGR8 ausgezahlt und auf
unbeschichtete (C3H10T1/2) beziehungsweise gelatinebeschichtete (CGR8) 96-Well-
Mikrotiterplatten in 200 pl Kulturmedium ausgesat. Das Kulturmedium wurde dafir mit BPA
(1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM), DEHP (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM,
10 uM, 100 uM), TBT (1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM) oder 0,05% DMSO
(Losungsmittelkontrolle) versetzt. Um Effekte des DMSO auszuschlieBen, wurde als
zusatzliche Kontrolle mit Kulturmedium ohne DMSO-Zusatze gearbeitet. Die Zellen wurden
fur 72 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieRend wurde das Substrat
hinzugegeben (20 ul/Well) und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Der Substratumsatz wurde

durch die Messung der Extinktion bei 450 nm und 620 nm als Referenz
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spektralphotometrisch bestimmt. Die ermittelten Werte der Kontrollgruppe ohne DMSO-

Behandlung wurden als Standardproliferation 100% gesetzt.

3.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Bestimmung der Adipozytenanzahl wurde die aus CGR8 und C3H10T1/2 generierte
Einzelzellsuspension (Kap. 3.1.1.3, 3.1.2.3) mittels Durchflusszytometrie nach Knelangen und
Schadlich [110] analysiert. Die vereinzelten Zellen wurden ausgezahlt, filtriert, in 75% PBS
aufgenommen (5 x 10° Zellen/ml) und fir 5 Minuten mit 2,5 pl/ml Nilrot inkubiert
(100 pg/ml DMSO). Dieser lipophile Farbstoff reichert sich in den intrazelluldren
Lipidvesikeln an. Die Zellen wurden anschliefend 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert und der
nilrothaltige Uberstand wurde abgenommen. Die Zellen wurden in 75% PBS aufgenommen

und lichtgeschitzt auf Eis gelagert.

Die sich anschlieRenden FACS-Analysen wurden in Kooperation mit Herr Dr. Alexander
Navarrete Santos (Poliklinik flir Herz- und Thoraxchirurgie, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg, Halle) und Frau Dr. Dagmar Riemann (Institut fiir Medizinische Immunologie,
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Halle) durchgefiihrt. Das daflir verwendete
Durchflusszytometer (FACS Vantage™) ist mit drei Lasern (351, 488 und 633 nm)
ausgestattet. Der Farbstoff Nilrot wurde bei 488 nm angeregt und das Signal mittels des
Bandbreitenfilters BP-585/42 aufgenommen. Gleichzeitig wurde mit Hilfe des
Vorwartsstreulichts die GroBe und mittels Seitwartsstreulicht die Granularitdt der Zellen
bestimmt. Charakteristischerweise erzeugen grofle Zellen dabei ein starkes
Vorwartsstreulicht, wohingegen granulierte Zellen ein vermehrtes Seitwartsstreulicht bilden.
Daher konnen mit dem Verfahren der Durchflusszytometrie Zellpopulationen im
Punktdiagramm unterschieden und Zelltrimmer, tote Zellen sowie Zellaggregate aus der
Analyse ausgeschlossen werden. Anhand des Nilrotgehalts und der GroRe der Zellen
(Vorwartsstreulicht, FSC-H), wurde der prozentuale Adipozytenanteil ermittelt. Positiv
sortierte Zellen wurden nach Kernfarbung mittels 4',6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid (DAPI) in einer 120-fachen VergroRerung am
Fluoreszenzmikroskop zur Verifizierung untersucht (Abbildung 7). DAPI interkaliert mit

Nukleinsdauren der DNA und lagert sich bevorzugt an Adenin-Thymin-reiche Regionen an. In
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Verbindung mit doppelstrangiger DNA liegt das Absorptionsmaximum von DAPI bei einer

Wellenlange von 358 nm, das Emissionsmaximum bei 461 nm.
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Abbildung 7: Bestimmung der Fettzellmenge und Darstellung eines positiv sortierten
Adipozyten. (A) Nicht-differenzierte und (B) adipogen-differenzierte C3H10T1/2-Zellen. (C)
Adipozyt nach Nilrot- und DAPI-Farbung bei 120-facher VergréBerung am
Fluoreszenzmikroskop. FSC-H=Vorwartsscatter, Nilrot=Farbstoff, Links: Hellfeld, Mitte:

Fluoreszenz, Rechts: Overlay. MaRstab £ 200 um.

3.3 Triglyzeridbestimmung

Die quantitave Bestimmung des TG-Gehalts erfolgte mit Hilfe eines enzymatischen Tests. Der

Test beruht auf einer enzymatischen Freisetzung von Glycerin durch Abspaltung der
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Fettsduren mittels Lipoproteinlipase. Frei werdendes Glycerin wird enzymatisch zu Glycerin-
3-Phosphat umgesetzt, welches in einer Folgereaktion zu Dihydroxyacetonphosphat oxidiert
wird. Das bei diesem Reaktionsschritt entstehende H,0, wird in Gegenwart einer Peroxidase
mit Phenol und 4-Aminophenazon zu Chinonimin, einem roten Farbstoff, umgesetzt. Anhand

einer Eichreihe wurde die TG-Konzentration spektralphotometrisch bei 546 nm bestimmt.

Firr die TG-Bestimmung wurden 2 x 10° Zellen mittels Neubauer-Zihlkammer ausgezahlt und
in 1 ml PBS aufgenommen. Zur Isolation der Gesamtlipide wurden die Zellen im
Ultraschallbad aufgeschlossen, mit 200 pl Chloroform versetzt und 24 Stunden geschiittelt.
Das Gemisch wurde fir 1 Minute bei 8.000 g zentrifugiert, die lipidhaltige Chloroformphase
abgenommen und Losungsmittelreste Uber Nacht verdampft. Die Proben wurden
anschlieBend mit 20 pl Triton X-100 /Chlorofrom (1:1) versetzt. Nach Verdampfen des

Chloroforms wurde die TG-Menge enzymatisch mittels Triglycerides FS-Kit bestimmt.

34 Genexpressionsanalyse mittels Real-time RT-PCR

3.4.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA erfolgte nach der Methode von Chomczynski und Sacchi [111]. Die
Zellen wurden dafiir in 500 ul TRIzol® aufgenommen und fiir 5 Minuten bei RT inkubiert. Die
Zellen wurden mit 1,4 mm Keramikkigelchen im Homogenisator (2 x 15 Sekunden, 5.000 g)
aufgeschlossen. Anschlieend wurden 100 pl Chloroform hinzugegeben, gemischt und fir
weitere 3 Minuten bei RT inkubiert. Die Phasentrennung wurde mittels 15-minltiger
Zentrifugation bei 13.000 g und 4°C unterstiitzt. Die wassrige Phase wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald Gberflhrt und die enthaltene RNA durch Zugabe von 250 ul Isopropanol bei
RT fir 10 Minuten ausgefallt. Der isopropanolhaltige Uberstand wurde nach Zentrifugation
fiir 25 Minuten bei 13.000 g und 4°C abgenommen. Das RNA-Pellet wurde zweimal mit 1 ml
70% Ethanol gewaschen und fiir 10 Minuten bei 13.000 g und 4°C zentrifugiert. Nach
Entfernung des ethanolhaltigen Uberstandes wurde die RNA in 20 pl DEPC-Wasser

resuspendiert.
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DEPC-Wasser
DEPC 1ml
aqua dest. 11

Die Losung wurde fiir 4 Stunden bei RT inkubiert und anschliefend zur DEPC-Inaktivierung
autoklaviert.

3.4.1.1 RNA-Quantifizierung und Visualisierung

Die RNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch bei 260 nm bestimmt. Zusatzlich
wurde bei 280 nm die Proteinmenge ermittelt. Der Quotient der gemessenen optischen
Dichte von A=260 nm und A=280 nm sollte dabei zwischen 1,7-2,0 liegen. Die Integritat der
isolierten RNA wurde mit Hilfe eines 1,2% Agarosegels elektrophoretisch mittels UV-
Detektionssystem Uberprift. Dabei wurden die fir RNA typischen Doppelbanden

(entsprechend der ribosomalen Untereinheiten) nachgewiesen.

3.4.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA und RNA

GrolRporige Agarosegele eignen sich zur analytischen und praparativen Trennung von RNA-
und DNA-Fragmenten (PCR-Produkte, Plasmide, Restriktionsfragmente). Diese wandern in
Abhadngigkeit ihrer Molekularmasse mit unterschiedlicher Geschwindigkeit durch ein
Gleichspannungsfeld. Es wurden Agarosegele zwischen 1,2 und 2,0 % Agarose (w/v) mit TAE-
Puffer in DEPC- (RNA) oder Reinstwasser (DNA) und 0,001 % Ethidiumbromid hergestellt.
Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA und fluoresziert bei Anregung durch UV-Strahlung.
Die Auftrennung erfolgte in einer Gelkammer mit 1 x TAE-Puffer. Fir die Auftrennung von
RNA wurde ein 1,2% Agarosegel, fir die Auftrennung von DNA je nach zu erwartender
BandengrolRRe ein 1,5-2% Agarosegel verwendet. Zur Bestimmung der Grof3e der RNA- oder
DNA-Fragmente wurde zusatzlich eine 100 bp DNA-Leiter aufgetragen. Zur
Probenvorbereitung wurden RNA- und DNA-Proben mit einem bromphenolblauhaltigen
Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte mit einer Stromstdarke von 70 mA. Die

Auswertung erfolgte qualitativ mittels UV-Detektionssystem.
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10 x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA; pH 8,0)

Tris-Base 242 g
Eisessig 57,1 ml
EDTA (0,5M, pH 8,0) 100 ml
aqua dest. ad 5|

Agarosegel (1,2-2%)

Agarose 1,2-2g
TAE-Puffer (10 x) 10 ml
DEPC- oder Reinstwasser 90 ml
Ethidiumbromid 3ul

3.4.3 DNase-Behandlung

Die Beseitigung moglicher DNA-Reste erfolgte entsprechend der Angaben des Herstellers
mittels des Ambion TURBO DNA-free-Kit. Dazu wurden 3 pg RNA in 10 pl DEPC-Wasser mit
1 ul DNase versetzt und fir 30 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Im Anschluss
wurde das Enzym durch eine Stopplosung inaktiviert, die RNA nach 1-minitiger
Zentrifugation bei 13.000 g zuriickgewonnen und die Konzentration der RNA erneut
spektralphotometrisch bestimmt. Der Abbau genomischer DNA wurde anhand einer PCR,
welche das Haushaltsgen GAPDH nachweist, sowie anschlieRender Gelelektrophorese

Uberpruft.

DNase-Verdau

RNA 3ug
DEPC-H,0 ad 10 ul
DNase | Puffer (10 x) 1,2 ul
DNasel (2 U/ul) 1l
Stoppldsung 1,5 Wl

3.4.4 Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion

Die Synthese eines zur RNA komplementdren DNA-Strangs (cDNA) wird als Umkehrreaktion
der RNA-Transkription verstanden. Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wurde aus
der zuvor isolierten RNA ein cDNA-Strang synthetisiert. Zur Herstellung dieser cDNA wurde
1 ug der aufgereinigten RNA in 11,5 pl DEPC-H,0 mit 1 pl Random-Primer (60 uM) versetzt
und fiir 10 Minuten bei 70°C im Thermocycler inkubiert. Hierdurch wurden einerseits

Sekundarstrukturen der RNA aufgeschmolzen, andererseits erfolgte die Anlagerung der
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Primer. Nach Zugabe des RT-Ansatzes wurden die Proben im Thermocycler zuerst fir
10 Minuten bei 20°C und im Weiteren fiir 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Mittels 10-min(tiger
Hitzeinaktivierung bei 70°C wurde die Reaktion gestoppt. Die erhaltene cDNA wurde mit
PCR-Wasser auf 100 pl aufgefiillt und bei -20°C gelagert. Die Verifizierung der erfolgreichen
cDNA-Synthese erfolgte mittels 185 rRNA-PCR (Kap. 3.4.4.1).

RT-Ansatz

Reaktionspuffer (5 x) 4 ul
dNTP-Mix (10mM) 2 ul
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul
Reverse Transkriptase 1l
RT-Protokoll

10 Minuten 25°C
50 Minuten 42°C
10 Minuten 70°C
Kihlung 4°C

PCR-Wasser

1 ml Reinstwasser

30 Minuten UV-Bestrahlung
Autoklavierung

3.4.4.1 Reverse Transkription - Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Fir den qualitativen Nachweis bestimmter Genprodukte wurde die Methode der PCR
verwendet. Mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase kommt es zu einer
exponentiellen Vermehrung einer definierten DNA-Sequenz durch Anlagerung zweier
Oligonukleotide (Primer), welche komplementar zur amplifizierenden Sequenz sind. Die
Reaktion ist durch mehrere sich wiederholende Zyklen gekennzeichnet, wobei in jedem
Zyklus eine Denaturierung der doppelstrangigen Template-DNA (95°C), die Anlagerung der
komplementaren genspezifischen Primer (60°C) und die Verldangerung der Primer durch die
thermostabile DNA-Polymerase (Elongation, 72°C) stattfindet. Die gebildeten PCR-Produkte
wurden durch Auftrennung im Agarosegel anhand ihrer GrofRe (Kap. 3.4.2) und durch

anschlielende Sequenzierung (Kap. 3.5) hinsichtlich der genauen Basenabfolge tberpriift.
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RT-PCR-Ansatz

Reaktionspuffer (10 x) 5ul
dNTP-Mix (10 mM) 1ul
Primer fw (10 pM) 1ul
Primer rw (10 pM) 1ul
Tag-DNA Polymerase (5U/ul) 0,25 pl
cDNA Template 1l
PCR-Wasser 40,75

RT-PCR-Protokoll

3 Minuten 95°C

40 Zyklen:
1 Minuten 95°C Denaturierung
1 Minuten 60°C Annealing
1 Minuten 72°C Elongation

10 Minuten 72°C

3.4.4.2 Primer fur die PCR

Zur selektiven Amplifizierung bestimmter mRNA-Sequenzen wurden Primer mittels
Primer3Plus Software erstellt [112]. Als Grundlage wurden die in der NCBI-Datenbank
hinterlegten murinen mRNA-Sequenzen der zu amplifizierenden Gene genutzt. Die Primer
wurden so gelegt, dass sie eine optimale Annealingtemperatur bei 60°C aufwiesen, die
Anteile an den Nukleotiden moglichst gleichverteilt waren und das amplifizierte Produkt
moglichst eine Intron-Exon-Grenze enthielt. Die Primer wurden so designt, dass sie fur den
Nachweis aller bekannten Transkriptvarianten des jeweiligen Gens geeignet waren
(Tabelle 1). Fir den Nachweis von Pparg-mRNA wurde zwischen den beiden Isoformen
Ppargl und Pparg2 unterschieden, da Pparg2 als spezifischer Marker der adipogenen

Differenzierung genutzt wurde, wohingegen Ppargl in fast allen Geweben exprimiert wird.
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Tabelle 1: Liste der Primersequenzen fiir die RT-PCR

Name Sequenz (5 23°) bp | Intron/Exon
18S F: AGA AAC GGC TAC CACATC CAA 91
NR_003278.3 R:CCTGTATTGTTATITTTICGTCACT ACCT nein
Adipoq F: TGT TGG AAT GACAGG AGC TG 147
NM_009605.4 R: CGA ATG GGT ACATTG GGA AC nein
Col2a1 (1,2) F: CAGAGGTGATCGTGG TGA CA 176
NM_031163.3 R: CCT TCT CGT CAT ACCCTCCA ja
NM_001113515.2 ja
Fabp4 F: TGG AAG CTT GTC TCC AGT GA 283
NM_024406.2 R: TCG ACT TTC CAT CCCACT TC ja
Lpl F: GTC GAA GTATTG GAATCCAG 187
NM_008509.2 R: AGC AGG GAG TCA ATG AAG AG ja
Ppara (1,2) F: ATGCCAGTACTGCCGTTITTC 220
NM_011144.6 R: GGC CTT GACCTT GTT CAT GT ja
NM_001113418.1 ja
Ppargl F: CGG TGA ACCACT GAT ATTCAG G 152 | ja
NM_001127330.1 | R: CAA AGG AAT GCG AGT GGT CT

Pparg2 F: CTC CTG TTG ACC CAG AGC AT 153 | ja
NM_011146.3 R: AAT GCG AGT GGT CTT CCATC

DIkl (1-4) F: AGA AAG GCC AGT ACG AAT GCT CCT 198
NM_010052.5 R: TTG CGG CTA CGA TCT CAC AGA AGT ja
NM_001190703.1 ja
NM_001190704.1 ja
NM_001190705.1 ja
Runx2 (1-3) F: CGC ATT CCT CAT CCC AGT AT 176
NM_001146038.1 | R: TGG CTC AGA TAG GAG GGG TA ja
NM_001145920.1 ja
NM_009820.4 ja
Sox5 (1-3) F: GCCATG GAATGATGG ATTTC 177
NM_011444.3 R: AGG CCT GAAGGATTITTCCTC ja
NM_001113559.2 ja
NM_001243163.1 ja
Sox6 (1-3) F: CAG CGT TCT GTC ATC TCA GC 215
NM_011445.3 R: TCT CCT CCA GCT TCT TCT GC ja
NM_001025559.2 ja
NM_001025560.1 ja
Sox9 F: AAG TCG GTG AAG AAC GGA CAA 82
NM_011448.4 R: GCG CCT TGA AGATAG CATTAG G nein

37



3.4.4.3 Quantitative Real-time RT-PCR

Die quantitative Bestimmung von mRNA-Transkriptmengen wurde mittels Real-time RT-PCR
durchgefiihrt. Dabei wird die amplifizierte DNA-Menge mit Hilfe des interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffs SYBR® Green in jedem PCR-Zyklus detektiert. Die PCR wurde fir
5 Minuten bei 95°C initialisiert. Die folgenden 40 Zyklen bestanden jeweils aus einer
Denaturierungs- (15 Sekunden, 95°C), Primer-Anlagerungs- (15 Sekunden, 60°C) und
Elongationsphase (20 Sekunden, 72°C). Der Ansatz wurde in Doppelbestimmung
durchgefiihrt und Kontaminationen wurden durch das Mitfliihren einer PCR-Wasser-
Kontrolle erfasst. Die PCR-Produkte wurden durch Analyse der Schmelzkurve, mittels DNA-
Gelelektrophorese (Kap. 3.4.2) und durch Sequenzierung der entstandenen DNA-Fragmente

(Kap. 3.5) verifiziert.

Fiir die Quantifizierung der enthaltenen mRNA-Transkriptmengen wurde mit den von der
Analysesoftware ausgegebenen cycle threshold (Ct)-Werten gearbeitet. Der Ct-Wert
beschreibt den PCR-Zyklus an dem die exponentielle Zunahme des Fluoreszenzsignals
erstmals Uber den Hintergrundwert ansteigt. Der Ct-Wert liefert somit eine quantitative
Aussage Uber die Menge eines spezifischen Genprodukts. Die spezifische mRNA-
Transkriptmenge der cDNA wurde anhand einer Verdinnungsreihe primerspezifischer
Plasmid-DNA bekannter Konzentration ermittelt (Kap. 3.5). Zur Normalisierung der cDNA-

Syntheseeffizienz wurde 18S rRNA als Standard amplifiziert.

Real-time RT-PCR -Ansatz

SYBR® Green Mastermix (2 x) 10 ul
Primer fw (10 pM) 1ul
Primer rw (10 pM) 1ul
cDNA Template 2 ul
PCR-Wasser 6 ul

Real-time RT-PCR -Protokoll
5 Minuten 95°C
40 Zyklen:
15 Sekunden 95°C  Denaturierung
15 Sekunden 60°C  Primer-Anlagerung
20 Sekunden 72°C  Elongation + SYBR® Green Detektion
10 Minuten 72°C
Schmelzkurvenanalyse
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3.5 Klonierung und Sequenzierung

3.5.1 Isolation und Ligation von DNA-Fragmenten

Die gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte wurden entsprechend ihrer
spezifischen GrolRe aus dem Agarosegel herausgeschnitten. Das PCR-Produkt wurde mittels
des QlAquick Gel Extraction Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Dabei wird DNA
in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an eine Silica-Membran adsorbiert und
Verunreinigungen werden durch Waschen entfernt. Die DNA wurde anschlieRend in 30 pl
aqua dest. eluiert. Fiir die Ligation wurde das pGEM®-T-Vektor Kit verwendet. Der Ansatz

wurde iber Nacht bei 4°C inkubiert und anschlieend fiir die Transformation eingesetzt.

Ligation

Vektor (50 ng) 1l
Rapid Ligation Buffer (2 x) 10 ul
PCR-Produkt 8 ul

T4 DNA-Ligase (3 weiss U/ul) 1 pl

3.5.2 Transformation und Selektion

Die rekombinanten Plasmide wurden in den Bakterienstamm E.coli XI 1 blue transformiert.
Die kompetenten Zellen wurden dafiir auf Eis aufgetaut und mit dem gesamten
Ligationsansatz gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten auf Eis wurde ein
zusatzlicher Hitzeschock fir 45 Sekunden bei 42°C durchgefiihrt, um die Aufnahme der
fremden DNA zu erhéhen [113]. Die E.coli wurden fiir 2 Minuten auf Eis abgekihlt, mit 300
ul LB (Luria-Bertani)-Medium versetzt und 1 Stunde bei 37°C auf dem Schuttler inkubiert. Im
Anschluss wurden die Bakterien zu 100 pl und 200 pl auf Selektionsplatten ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Transformierte E.coli weisen aufgrund des pGEM®-T-
Vektors eine Ampicillinresistenz auf und besitzen eine funktionsfahige B-Galaktosidase, die
im Wirtsstamm XI 1 blue entfernt wurde. Transformierte Bakterien setzen daher in
Gegenwart des Induktors Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) X-Gal enzymatisch um
und bilden neben Galaktose den blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol, wodurch die

Kolonien blau erscheinen. Durch die Ligation von Fremd-DNA in die multiple cloning site des
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PGEM®-T-Vektors kommt es zur Zerstérung des Leserasters des lacZ-Gens. Dadurch kann
keine funktionsfahige [B-Galaktosidase gebildet werden, so dass die betreffenden
Bakterienkolonien in Gegenwart von X-Gal farblos (wei8) bleiben. WeiRe Kolonien wurden
von den Selektionsplatten mit einer sterilen 200 ul Pipettenspitze gepickt und in 3 ml LB
Medium mit Ampicillin (1 ml/100 ml LB Medium) liber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler

inkubiert.

LB-Medium (pH 6,4-7,5)

Pepton 10g
Hefe-Extrakt 5g

Natriumchlorid 10g
aqua dest. ad 1l

Das flissige Medium wurde unmittelbar nach Herstellung autoklaviert. Zur Herstellung von
Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar hinzugefigt.

3.5.2.1 Selektionsplatten

Agarhaltiges LB-Medium wurde durch Erwarmen verflissigt und langsam abgekihlt. 200 ml
Medium wurden mit 200 pl Ampicillin (50 mg/ml), 400 upl X-Gal (20 mg/ml
Dimethylformamid) und 40 ul IPTG (200 mg/ml) komplettiert und auf 94 mm-Petrischalen

aufgeteilt.

3.5.2.2 Mini-Plasmid-Praparation

Die Plasmidpraparation wurde mit Hilfe des peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse durchgefiihrt. 2 ml der Ubernachtkultur (Kap. 3.5.1) wurden in
ein 2 ml ReaktionsgefaR tGberfihrt und fir 10 Minuten bei 8.000 g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 150 pl Lésung | resuspendiert. 150 pl
Losung Il wurden zugegeben und vorsichtig gemischt. Nach 2 Minuten wurden 300 pl
Losung Ill zugegeben und erneut gemischt. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei
13.000g fiir 5 Minuten bei RT. Der Uberstand wurde auf eine Priparationssiule gegeben und
flir 1 Minute bei 13.000 g zentrifugiert. Die Sdule wurde mit 400 ul Waschpuffer gespliilt,
2 Minuten zentrifugiert und ethanolhaltige Waschpufferriickstande fiir 5 Minuten bei RT
verdampft. Durch eine 1-minltige Zentrifugation bei 13.000 g wurde die DNA in 50 ul

sterilem Wasser eluiert.
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3.5.3 Restriktionsverdau

Um den Klonierungserfolg und die GrofRe des Inserts zu kontrollieren, wurden die
rekombinanten Plasmide durch eine doppelte Restriktion mit den beiden
Restriktionsenzymen Apal und Sacl fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Der gesamte Ansatz
wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 3.4.2) und die Restriktionsprodukte mittels

UV-Detektionssystem nachgewiesen.

Restriktionsverdau
Enzym 1 (Apal, 50 U/ul) 0,5 ul
Enzym 2 (Sacl, 50 U/ul) 0,5 pl

Puffer 1wl
Plasmid 6 ul
aqua dest. 2 ul

3.5.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten erfolgte am Zentrum fir Medizinische
Grundlagenforschung (Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Halle). Die Produkte zur
Sequenzierung wurden mittels BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit und einem
spezifischen Primer fir den T7-Promotor des pGEM®-T-Vektors (T7-Primer: TAA TAC GAC
TCA CTA TAG GGC GA) in einer PCR-Reaktion (Kap. 3.4.4.1) hergestellt. Die PCR-Produkte
wurden fir die spatere Sequenzierung bei RT ausgefallt. Daflir wurde der Reaktionsansatz
mit 2 ul Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 80 pl Ethanol (96%) gemischt und fiir 30 Minuten
bei 13.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 450 pl Ethanol
(70%) gewaschen und erneut fir 20 Minuten bei 13.000 g zentrifugiert, wobei dieser
Waschschritt wiederholt wurde. Der Uberstand wurde abgenommen, das gefillte PCR-
Produkt im Inkubator bei 37°C fir 15 Minuten getrocknet und anschlieBend zur
Sequenzierung versandt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mittels Basic Local

Alignment Search Tool (NCBI) (Anhang 8.1).
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Sequenzierungs-Ansatz

Sequenzierungspuffer 1,5 ul
T7-Primer (60 pM) 0,5 ul
Plasmid aus Minipraparation 2 pl
PCR-Wasser 4 ul
Big Dye Terminator 2 ul

PCR-Protokoll

5 Minuten 95°C

25 Zyklen:
10 Sekunden 95°C
15 Sekunden 55°C
4 Minuten 60°C

4°C Pause

3.6 Bestimmung der Induzierbarkeit von PPARg

Um zu bestimmen, ob die eingesetzten EDC PPARg2 aktivieren, wurde mit einem Firefly-
Luziferase gekoppeltem PPAR response element (PPRE)-Konstrukt und einem Plasmid,
welches die codierende mRNA Sequenz fir Pparg2 in voller Linge enthalt, gearbeitet. Die
verwendeten Plasmide wurden mit freundlicher Unterstitzung von Herr Professor Robert M.
Sargis (Universitat von Chicago, Medizinische Fakultat, Chicago, USA) zur Verfligung gestellt
[114]. Das PPRE-Konstrukt enthalt eine Wiederholung der PPAR-Konsensussequenz
TGACCTNnTGTCCT, welche aus der Promotorregion des PPAR-regulierten Enzyms Acyl-CoA
Oxidase stammt [115]. Diese Sequenz wurde im Abstand von 18 Basen zweimal in die
Multiple Cloning Site des PGL2-Vektors kloniert und so vor der Promotorregion der Firefly-
Luziferase eingefligt (Abbildung 8). Die Verifizierung der Sequenz dieses
Reportergenplasmids wurde mittels Sequenzanalyse (Kap. 3.5.4) unter Nutzung des GL-
Primers (Tabelle 2) durchgefiihrt. Auch die Vollstandigkeit der codierenden Sequenz von
Pparg2 im pSG5-Vektor (Abbildung 8) wurde mittels Sequenzierung bestimmt. Hierfiir wurde
ein Primer der T7 Region (5' Sequenz-Primer, Tabelle 2) und gegenlaufig ein Primer der
Promotorregion SV40 (3' Sequenz-Primer, Tabelle 2) eingesetzt. Die dadurch erhaltenen
Sequenzen ergaben die codierende Sequenz des murinen Pparg2-Gens (GenBank Acc. No.

NM_011146) (Anhang 8.2 und 8.3).
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Zur Bestimmung der Aktivierbarkeit des Transkriptionsfaktors PPARg2 durch die
eingesetzten EDC wurden 1,5 x 10® C3H10T1/2-Zellen in fluoreszenzgeeignete 96-well-
Mikrotiterplatten ausplattiert und fiir 3 Tage bis 90% Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden
anschlieend mittels Transfektionsreagenz Fugene HD nach Angaben des Herstellers mit je
0,2 pg DNA des PPRE-Reportergenplasmids und des Referenzgenplasmids, pRL-SV40,
transfiziert (Abbildung 8). Um zu untersuchen, ob die zelleigene Expression von Pparg zur
PPRE-Aktivierung ausreicht, wurde das Experiment mit und ohne Pparg2-Uberepression
(pSG5-Plasmid) durchgefiihrt. 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte eine 24-stiindige
Exposition der Zellen mit BPA, DEHP, TBT, DMSO beziehungsweise 500 nM Rosiglitazon als
Positivkontrolle fir die PPARg-Aktivierung. Die Aktivierung von PPARg fiihrt zu desen
Bindung an das PPRE des PGL2-Vektors und somit zur Bildung der nachgeschalteten Firefly-
Luziferase. Der Referenzvektor pRL-SV40, welcher konstitutiv die Renilla-Luziferase
exprimiert, diente zur Normalisierung der erhaltenen Ergebnisse. Die Lumineszenzmessung
von Firefly-Luziferase (PGL2-PPRE) und Renilla-Luziferase (pRL-SV40) erfolgte mittels Dual-
Glo LuziferaseAssay System am Infinite 200 Plattenreader. Dazu wurden die Zellen lysiert
und der Substratumsatz der freiwerdenden Firefly-Luziferase anhand des Lumineszenzsignals
nach 10-minitiger Inkubation gemessen. Im Anschluss erfolgte durch Zugabe der ,Stop and
Glow“-Reagenz die Messung des Substratumsatzes der Renilla-Luziferase. Als Kontrolle
dienten analog transfizierte DMSO-behandelte (C3H10T1/2-Zellen. Der gesamte

experimentelle Ansatz wurde jeweils in Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Tabelle 2: Liste der Primersequenzen fiir die Sequenzierung der Plasmide

Primer Sequenz (523°)
PPRE: Acyl-CoA Oxidase | TGACCTnTGTCCT
GL-Primer CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA

5' Sequenz-Primer T7 TAATACGACTCACTATAGGGCGA
3' Sequenz-Primer SV40 | GAAATTTGTGATGCTATTGC
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau der verwendeten Vektoren (A+B) sowie Darstellung
der durch die Luziferasen katalysierten Reaktionen (C).

3.7 PPARg-Knockdown

Eine spezifische mRNA-Degradation kann mittels einer ,RNA-vermittelter Interferenz” (RNAI)
induziert werden. Dieser Prozess wird als posttranskriptionelles ,gene silencing” bezeichnet
[116] und kann experimentell durch das chemisch vermittelte Einschleusen von mRNA-
spezifischer siRNA ,,small interfering RNA” in die Zelle ausgelost werden. In der Folge kommt

es zur Degradation und damit zur funktionellen Ausschaltung bestimmter Genprodukte.
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Fir den Knockdown von PPARg wurden konfluente C3H10T1/2-Zellen mit einer Kombination
aus 4 Pparg-spezifischen ON-TARGETplus siRNA-Molekilen (50 nM, L-040712-00) mittels
X-treme GENE siRNA Transfektionsreagenz nach Angaben des Herstellers transfiziert und
48 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Transfizierte Zellen wurden anschlieBend fir
24 Stunden mit DMSO, TBT oder Rosiglitazon behandelt. Nach weiteren 24 Stunden wurden
Proben zur RNA-Isolation gewonnen (Kap. 3.4.1) oder die Zellen zu Adipozyten differenziert
(Kap. 3.1.1.2). Die Effizienz der siRNA-Transfektion wurde ermittelt, indem die mRNA-
Expression von Pparg und Fabp4 zwischen siRNA-behandelten und nicht-siRNA-behandelten
Zellen verglichen wurde. Die Spezifitat der Wirkung der siRNA wurde verifiziert, indem der
Einfluss der siRNA-Behandlung auf die mRNA-Expression von Ppara, als Isoform des
Transkriptionsfaktors Pparg, sowie auf die mRNA-Expression der mesenchymalen
Markergene DIk1, Sox5, Sox6, Sox9, Runx2 und Col2al untersucht wurde. Zudem wurde die
Proteinexpression von PPARg1, PPARg2, PPARa und SOX9 exemplarisch mittels Western Blot
bestimmt (Kap. 3.8.3).

3.8 Proteinchemie

3.8.1 Proteinisolation

Zur Proteinisolation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 100 pl gekiihltem RIPA-
Puffer versetzt. Die Zellen wurden mittels Einwegspritze homogenisiert und fiir 30 Minuten
auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden Phosphatase- und Proteinkinase-Inhibitoren in einer
Konzentration von 10 pl/400 ul RIPA zugegeben. Nach sorgfiltigem Mischen wurde die
Suspension fiir weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend fir 20 Minuten bei
13.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die

Proteinkonzentration nach der Methode von Bradford [117] bestimmt (Kap. 3.8.2).

RIPA-Puffer (radio-immuno-precipitation-assay)

5 x PBS 20 ml
10 x SDS 100 pl
Natrium-Deoxycholat 500 mg

Der Ansatz wurde mit aqua dest. auf 100 ml aufgefillt und bei 4°C gelagert.
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3.8.2 Proteinquantifizierung

Die Messung der Proteinkonzentration wurde mittels Bradford Protein Assay-Kit in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Der Ansatz wurde gemischt und die Absorption nach 10
Minuten gegen einen Leerwert (800 ul aqua dest. + 200 pl Bradford Reagenz) bei 560 nm
spektralphotometrisch gemessen. Die Konzentration wurde anhand einer Eichreihe

ermittelt.

Proteinquantifizierung
Bradford Reagenz 200 ul
aqua dest. 788 ul
Proteinldsung 2 ul

3.8.3 Western Blot

Der Western Blot beruht auf der Detektion immobilisierter Proteine durch selektive
Antikorper. Dabei wird das zu analysierende Proteingemisch zundchst mittels SDS-
Gelelektrophorese nach MolekiilgréRe in verschiedene Proteinfraktionen aufgetrennt. Durch
den Transfer auf eine Membran kommt es zur Immobilisation der Proteine, was diese zur

nachfolgenden Antikérperdetektion zuganglich macht.

3.8.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Acrylamid ist ein Monomer, welches durch radikalische Polymerisation in Gegenwart von
N,N’-Methylen-bisacrylamid in einer Kettenreaktion zu einer Gelmatrix, dem Polyacrylamid
quervernetzt. Dabei dient Ammoniumperoxodisulfat (APS) als Radikalstarter und
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) als Polymerisierungskatalysator.
Natriumdodecylsulfat (SDS) dringt mit seinen lipophilen aliphatischen Ketten in das Innere
der gefalteten Proteine, wodurch es zur Aufhebung von Tertidrstrukturen kommt. Die
gebildeten SDS-Proteinkomplexe sind (iber ein konstantes Ladungs-Masse-Verhaltnis
miteinander vergleichbar, da die Eigenladung der Proteine durch die negative Gesamtladung
vernachldssigbar ist. Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese dient somit der Trennung SDS-

behandelter negativ geladener denaturierter Proteinfraktionen.
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Das fir die SDS-PAGE verwendete Acrylamidgel besteht aus einem Sammel- und Trenngel.
Im Sammelgel erfolgt eine Aufkonzentrierung der Proteine, wodurch es zu einer Erhéhung
der Bandenscharfe kommt. An der Grenze von Sammel- und Trenngel dndern sich pH-Wert
und PorengréBe. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung kommt es zur Wanderung
der Proteine im Polyacrylamidgel, wobei die Laufgeschwindigkeit der Proteine im konstanten

elektrischen Feld von ihrer GroRe abhangig ist.

Die Gelkammer bestand aus Glasplatten, welche im Abstand von 0,75 mm in die
Gelapparatur eingespannt wurden. Zwischen die Glasplatten wurde das Trenngel gegossen,
welches anschlieBend mit Sammelgel (berschichtet wurde. Zur Formung von
Auftragetaschen wurde ein Probenkamm in das Sammelgel eingesetzt. Nach Aushartung der
Gele wurden die vorbehandelten Proteinproben aufgetragen. Dafir wurden 30 ug des zu
analysierenden Proteingemischs in 25 ul RIPA verdiinnt, fiir 10 Minuten bei 70°C denaturiert
und mit 5 pl Ladepuffer versetzt. Zur Bestimmung der Proteingrofe wurden die
Molekulargewichtsmarker Bio-Rad Broad-Range und Promega High-Range verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte zunachst fiir 30 Minuten bei 120 V (Sammelgel) und danach fir

60 Minuten bei 180 V (Trenngel) in Laufpuffer nach Laemmli.

12% SDS-Gel Trenngel Sammelgel
aqua dest. 3,3 ml 2,4 ml
Acrylamid (30%) 4,0 ml 0,5 ml
Tris-HCI (1,5 M; pH 8,8) 2,5 ml
Tris-HCI (1 M; pH 6,8) - 1ml

SDS (10%) 100 pl 40 pl
Ammoniumpersulfat 10% 100 ul 40 pl
TEMED 6 ul 6 ul

6 x SDS-Gel Ladepuffer
Tris-HCI (1M pH 6,8) 1 ml

DTT (1M) 2 ml
SDS (10%) 4 ml
Bromphenolblau 5mg
Glycerol 2ml

10 x Laemmli-Puffer
Glycerin 144,25 g
Tris-Base 30,25g
SDS 10g

Der Ansatz wurde mit aqua dest. auf 1 | aufgefullt.
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3.8.3.2 Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran

Die durch die Gelelektrophorese getrennten Proteine wurden mittels Blot-Apparatur bei
150 mA fiir 2 Stunden unter Kiihlung auf eine Nitrocellulosemembran transferiert, wobei die
verwendeten Filter zuvor in verschiedene Western-Blot-Puffer eingelegt waren (Abbildung
9). Nach dem Transfer erfolgte das Farben der Proteinbanden mit Ponceau S-Losung, um die

Qualitat des Blots zu Gberprifen. AnschlieRend wurde mit aqua dest. entfarbt.

Kathode

Filter in Puffer 1
Filter in Puffer 2
Nitrocellulosemembran
- .
Anode

Abbildung 9: Schematischer Aufbau des Western Blots

} Filter in Puffer 3

Western-Blot-Puffer Puffer 1 Puffer 2 Puffer 3
Tris-Base 36,3g(0,3M) 3g(25mM) 3 g (25 mM)
Methanol (20%) 200 ml 200 ml 200 ml
Aminocapronsdure = ----—- - 5,2 g (40 mM)

Der Ansatz wurde mit aqua dest. auf 1 | aufgefullt.

3.8.3.3 Antikorper-Hybridisierung und -Detektion

Die Membran wurde fiir 1 Stunde in TBST mit 5% Milchpulver blockiert. Anschliefend wurde
der Priméarantikorper (Tabelle 3) hinzugegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Ungebundene Primarantikoper wurden durch Waschen mit TBST entfernt. Es folgte die
Zugabe des Sekundarantikorpers in 3% BSA-TBST-Losung und eine 1-stlindige Inkubation bei
RT. Als Sekundarantikorper wurden entweder Ziege Anti-Maus 1gG (HRP konjugiert,
1:45.000) oder Ziege Anti-Kaninchen (HRP konjugiert, 1:15.000) verwendet. Uberschiissige
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Antikorper wurden durch Waschen der Membranen (2 x mit TBST und 1 x TBS fiir jeweils
5 Minuten) entfernt. Die Detektionsreaktion erfolgte laut Angaben des Herstellers mit dem
ECL-System und wurde mittels ChemiDoc-It Imaging System aufgenommen. Die
Bandenintensitat wurde im Verhaltnis zu bActin mittels der Analysesoftware ImageJ [118]

guantifiziert.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Primirantikorper fiir den Western-Blot

Primarantikérper Epitop Verdiinnung | Hersteller

Kaninchen anti-PPARa Peptid der AS 22-36 des | 1:200 Cayman

(polyklonal) PPARa (Human, Maus, #101710
Ratte)

Kaninchen anti-PPARg 1/2 | His494 des humanen 1:1.000 Cell Signaling

(monoklonal) PPARg #2443

Kaninchen anti-SOX9 Peptid der AS 407-496 |1:1.000 Santa Cruz

(polyklonal) des humanen SOX9 #20095

Maus anti-bActin N-terminales Peptid 1:20.000 Sigma-Aldrich

(monoklonal) #A5441

TBS-Puffer

Tris-HCI (pH7,5) 10 ml

NaCl 58¢g

aqua dest. ad 11

Zur Herstellung von TBST wurde auf 1 | TBS 1 ml Tween 20 zugeben.

3.9 Pluripotenznachweis mittels Immunfluoreszenz

Pluripotente CGR8-ESC wurden aus Embryonen des Mausstammes 129 gewonnen [107]. Sie
sind sowohl in vivo als auch in vitro in der Lage sich in Zellen aller drei Keimblatter
(Entoderm, Ektoderm, Mesoderm) sowie in Zellen der Keimbahn zu differenzieren. Da
embryonale Stammzellen in vitro sofort spontan differenzieren, muss mittels geeigneter
Zellkulturbedingungen und Zytokinen wie LIF die stdndige Zellerneuerung induziert werden,

um den pluripotenten Charakter der Zellen aufrechtzuerhalten.

Im Abstand von 5 Passagen wurde in CGR8-Zellen die Expression der pluripotenzassoziierten
Epitope des membranstandigen stage-specific embryonic antigen 1 (SSEA1) und des nuklear
lokalisierten Transkriptionsfaktors Oct-4 nachgewiesen. Die Zellen wurden dafiir auf

gelatinebeschichteten Deckglaschen bis 90% Konfluenz kultiviert, mit PBS gewaschen und
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mit 4% Paraformaldehyd fir 20 Minuten fixiert. Dies fiihrt zur Ausbildung von
Methylenbriicken und damit zur Vernetzung von Proteinen. AnschlieBend wurden
unspezifische Bindungsstellen mit 3,5% Ziegenserum in PBS fiir 45 Minuten blockiert. Nach
Entfernung der Serumreste durch einen Waschritt mit PBS wurden die fixierten Zellen fir
45 Minuten mit 100 pl des primaren Antikorpers inkubiert (Tabelle 4). Zur Entfernung nicht
gebundener Reste des primaren Antikorpers wurde mit PBS gewaschen. AnschlieRend
erfolgte eine 30-mindltige Inkubation mit dem fluoreszensgekoppelten sekundaren
Antikorper. Zum Nachweis des Oct-4-Epitops wurden die fixierten Zellen vor dem Blocken
zusatzlich fir 30 Minuten mit dem nichtionischen Tensid Triton X-100 (0,1%) in 1%
Ziegenserum inkubiert. Diese Behandlung permeabilisiert die Zellmembran und ermoglicht

so den Nachweis intrazelluldrer Epitope.

Zur Farbung der Zellkerne wurde der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff DAPI (50 ug/ml)
verwendet und fiir 8 Minuten mit den antikérpermarkierten Zellen inkubiert. Die so
behandelten Deckglaschen wurden mit PBS und destilliertem Wasser gewaschen und auf
Objekttragern eingebettet. Die Praparate wurden Uber Nacht bei 4°C gehartet, versiegelt

und mittels Fluoreszenzmikroskop BZ 8000 und der dazugehoérigen Software ausgewertet.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Antikérper fiir die Immunhistologie

Primarantikérper Epitop Verdiinnung | Hersteller
Maus anti-Oct4 IgG Peptid der AS 1-134 des 1:100 Santa Cruz
(monoklonal) humanen Oct-3/4 #5279
Maus anti-SSEA1 IgM | Gegen Kohlenhydratepitop | 1:50 Santa Cruz
(monoklonal) teratokarzinomer F9 Stamm- #21702
zellen
Sekundarantikérper | Farbstoff Verdiinnung | Hersteller
Anti-Mouse IgG Alexa488-gekoppelt 1:400 Invitrogen
(polyklonal) Ex: 488nm/ Em: 519nm #A11001
Anti-Mouse IgM FITZ-gekoppelt 1:200 Santa Cruz
(polyklonal) Ex: 495nm/ Em: 518nm #2082
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3.10 MEHP-Bestimmung

DEHP wird intrazellular zum Monoester MEHP gespalten, welcher die Transkriptionsfaktoren
PPARa und PPARg aktiviert [70]. Um zu untersuchen, ob die verwendeten Zellen in der Lage
sind DEHP in den aktiven Metaboliten MEHP zu metabolisieren, und ob es zu einer
intrazellularen Anreicherung von MEHP kommt, wurde die MEHP-Konzentration in DEHP
behandelten C3H10T1/2-Zellen bestimmt. Konfluente Zellen wurden dafir im
undifferenzierten Zustand (Tag 4-6) bzw. im differenzierten Zustand (Tag 10-12) oder
wahrend des gesamten Differenzierungsprotokolls (12 Tage) mit DEHP behandelt
(Abbildung 5). Zur Probengewinnung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mittels
Schaber in GlasgefdRe Uberfiinrt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch pulsative
Sonifikation fiir 90 Sekunden bei 60% Aktivitat auf Eis. Der Proteingehalt der Proben wurde
nach Bradford bestimmt (Kap. 3.8.2) und die Analyse der MEHP-Konzentrationen erfolgte
durch Herr Dr. Holger Koch (Institut flr Pravention und Arbeitsmedizin der Deutschen
Gesetzlichen Unfallversicherung, Ruhr-Universitat, Bochum). Die MEHP-Konzentration
wurde dabei mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie und nachgeschalteter
Massenspektrometrie bestimmt [119]. Als Kontrollen dienten korrespondierende nicht

DEHP-behandelte C3H10T1/2-Zellen.

3.11 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden in 3 unabhdngigen Versuchen wiederholt. Fir die statistische
Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm Sigma Plot
verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Student’s t-Test bzw.
zweifaktorieller ANOVA (analysis of variance) und nachgeschaltetem Bonferroni-Test. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Irrtumswahrscheinlichkeiten p
kleiner als 5% (p<0,05) gelten als statistisch signifikant und sind durch * bzw. * in den

Diagrammen gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Pluripotenznachweis

Zum Nachweis der Pluripotenz wurde im Abstand von 5 Passagen das Pluripotenz-assoziierte
zellmembranstandige Antigen SSEA und der embroynale nukledar lokalisierte
Transkriptionsfaktor Oct-4 mittels Immunfluoreszenz in undifferenzierten CGR8-Zellen
nachgewiesen (Abbildung 10). Anhand der Kernfarbung mit dem interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff DAPI ist deutlich zu erkennen, dass die Zellen im undifferenzierten
Zustand das membranstandige Antigen SSEA1 und den nukledren Transkriptionsfaktor Oct-4
exprimieren. Dies lasst darauf schlieRen, dass die Zellen zum Zeitpunkt des Versuchsansatzes

pluripotent waren, was eine notwendige Voraussetzung fiir nachfolgende Versuche darstellt.
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Abbildung 10: Nachweis der pluripotenzassoziierten Antigene SSEA1 und Oct-4 in
undifferenzierten CGR8-ESC. SSEA1 ist membranstdndig und Oct-4 nuklear lokalisiert. Die
Zellkerne sind blau mit DAPI gegengefarbt. MalRstab £ 10 um.

52



4.2 Bestimmung geeigneter Expositionskonzentrationen

Um geeignete Konzentrationen fir die EDC-Exposition von CGR8-ESC und C3H10T1/2-MSC
zu ermitteln, wurde mittels MTT-Test bestimmt, ab welcher Konzentration diese EDC die
Proliferation und mitochondriale Aktivitat der verwendeten Zellen beeinflussen (Abbildung
11). Fur den Assay wurden je 1 x 10° Zellen ausgesit und Uber einen Zeitraum von 72
Stunden mit BPA (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM), DEHP (1 nM, 10 nM,
100 nM, 1 uM, 10 pM, 100 uM), TBT (1 nM, 5 nM, 10 nM, 50 nM, 100 nM, 500 nM) oder
0,05% DMSO (Losungsmittelkontrolle) behandelt. Die mitochondriale Aktivitat

unbehandelter Zellen wurde 100% gesetzt.

Es wurde beobachtet, dass BPA ab einer Konzentration 100 puM und TBT ab einer
Konzentration von 500 nM die mitochondriale Aktivitat beider Zelllinien beeinflusste und es
zu einer verminderten Proliferation kam. Die Exposition mit DEHP und DMSO hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die mitochondriale Aktivitat und die Proliferation beider Zelllinien.
Als NOAEL-Konzentrationen wurden somit 10 uM BPA, 100 uM DEHP und 100 nM TBT
festgelegt, da diese Konzentrationen keine Wirkung auf das Proliferationsverhalten der

verwendeten Zellen zeigten.

A)
2 150 150
c 150 1 BpA DEHP
8
g y
£ 100 100 100
=
[
s
S 50 50 50
c
o
L
8 Rx
s ° O & & & & & 0 ° "
(o}
R I

53



=

2 s 150 1 DEHP 1501 18T
8
2 i 100 I Z 100
-
<C
O
s
._cc_, B 50 50
(=]
% o kk
é 2 ; N S & & ; S S S
O NSNS o N P
o@@ R \QQNQQO R \QQ\QQQ \6‘ o@% & \Q(‘ 'SQ(‘ N3 \QQ \QQQ o@% NN 'SQ "QQ 'SQQ {OQQ(\

Abbildung 11: MTT-Test. Die mitochondriale Aktivitat und Proliferation von (A) CGR8- und
(B) C3H10T1/2-Zellen nach 72 Stunden Exposition mit verschiedenen Konzentrationen BPA,
DEHP und TBT. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM mit N = 3; *p<0,05; ***p<0,005; Student’s t-Test.

4.3 Einfluss der EDC auf die adipogene Differenzierung von C3H10T1/2-
MSC und CGR8-ESC

Der adipogene Einfluss der EDC wurde untersucht, indem die Zellen wahrend der
adipogenen Differenzierung bzw. wahrend bestimmter Differenzierungsphasen mit NOAEL-
orientierten oder umweltrelevanten Konzentrationen der EDC behandelt wurden. Die
adipogene Differenzierung wurde am Ende des Differenzierungsprotokolls bestimmt
(Abbildung 5 und 6), wobei die Adipozytenmenge, der Gesamt-TG-Gehalt und die mRNA-
Expression der adipogenen Markergene Pparg2, Fabp4, Adipoq und Lpl quantitativ ermittelt

wurden.

4.3.1 Einfluss NOAEL-orientierter Konzentrationen auf die adipogene Differenzierung von

C3H10T1/2-MSC

Multipotente C3H10T1/2-MSC wurden zu Adipozyten differenziert (Kap. 3.1.1.2) und
wahrend der gesamten Differenzierungsphase (Abbildung 5) mit den NOAEL-orientierten
Konzentrationen 10 uM BPA, 100 uM DEHP oder 100 nM TBT behandelt. Die Ergebnisse

wurden in Relation zu korrespondierenden DMSO-behandelten Zellen ausgewertet.

54



4.3.1.1 Einfluss auf die Adipozytenmenge (Hyperplasie)

Die quantitative durchflusszytometrische Bestimmung der Adipozytenmenge ergab, dass die
Exposition multipotenter mesenchymaler C3H10T1/2-MSC mit BPA zu einer verminderten
Fettzellbildung fihrte. DEHP und TBT flihrten dagegen zu einer vermehrten Entstehung von
Fettzellen (Abbildung 12A). Dieses Ergebnis wurde lichtmikroskopisch verifiziert (Abbildung
12B).
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Abbildung 12: Quantitative (A) und lichtmikroskopische (B) Bestimmung der Anzahl an
Adipozyten von langzeitbehandelten C3H10T1/2-MSC. Die Zellen wurden wahrend der
adipogenen Differenzierung mit BPA (10 uM), DEHP (100 uM) oder TBT (100 nM) behandelt.
Die Menge an Adipozyten wurde an Tag 12 des Differenzierungsprotokolls bestimmt. DMSO
wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM mit N = 3;

*p<0,05; Student’s t-Test. MaRstab £ 200 um.

4.3.1.2 Einfluss auf den Triglyzeridgehalt (Hypertrophie)

Der TG-Gehalt wurde in 2 x 10> Zellen quantitativ bestimmt und in Relation zur Kontrolle
(DMSO) angegeben. Dabei zeigte sich, dass die BPA-Behandlung zu einer Abnahme der TG-
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Konzentration filihrte, wahrend die Exposition mit DEHP und TBT in einem vermehrten
Gesamt-TG-Gehalt resultierte (Abbildung 13A). In Relation zur ermittelten adipogenen
Differenzierungseffizienz (Abbildung 13B) zeigte sich, dass der mittlere zelluldre TG-Gehalt

der Adipozyten durch die EDC nicht verandert war.
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Abbildung 13: Gesamt-Triglyzeridgehalt von langzeitbehandelten C3H10T1/2-MSC. Die
Zellen wurden wahrend der adipogenen Differenzierung mit BPA (10 uM), DEHP (100 uM)
oder TBT (100 nM) behandelt. Der Gesamt-Triglyzeridgehalt wurde an Tag 12 des
Differenzierungsprotokolls bestimmt. (A) Triglyzeridgehalt in 2 x 10° Zellen und (B) relativer
Triglyzeridgehalt der Adipozyten. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet und als
gerade Linie gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM mit N = 3; *p<0,05;
Student’s t-Test.

4.3.1.3 Einfluss auf die mRNA-Expression adipogener Markergene

Der Einfluss der EDC auf die mRNA-Expression der adipogenen Markergene Fabp4, Pparg2,
Lpl und Adipog wurde mittels Real-time RT-PCR bestimmt (Abbildung 14). Dabei zeigte sich,
dass BPA die mRNA-Expression dieser Gene verminderte, wahrend die Behandlung mit DEHP
oder TBT zu einer gesteigerten mRNA-Bildung flihrte. Die Ergebnisse wurden in Relation zu

korrespondierenden DMSO-behandelten Zellen ausgewertet.
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Abbildung 14: mRNA-Expression der adipogenen Markergene Fabp4, Pparg2, Lpl und
Adipoq von langzeitbehandelten C3H10T1/2-MSC. Die Zellen wurden wahrend der
adipogenen Differenzierung mit BPA (10 uM), DEHP (100 uM) oder TBT (100 nM) behandelt.
Die mRNA-Expression wurde an Tag 12 des Differenzierungsprotokolls bestimmt. DMSO
wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet und als gerade Linie gekennzeichnet.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test.

4.3.2 Einfluss umweltrelevanter EDC-Konzentrationen auf die adipogene Differenzierung

von C3H10T1/2-MSC

Multipotente C3H10T1/2-MSC wurden zu Adipozyten differenziert und wahrend der
gesamten Differenzierungsphase (Abbildung 5) mit den umweltrelevanten Konzentrationen
10 nM BPA, 100 nM DEHP, oder 1 nM TBT (Kap. 4.2) exponiert. Die Ergebnisse wurden in

Relation zu korrespondierenden DMSO-behandelten Zellen ausgewertet.

4.3.2.1 Einfluss auf die Adipozytenmenge (Hyperplasie)

Die Exposition multipotenter C3H10T1/2-MSC wahrend der adipogenen Differenzierung mit
BPA, DEHP und TBT im umweltrelevanten Konzentrationsbereich hatte keinen Einfluss auf

die Anzahl der gebildeten Adipozyten (Abbildung 15).

4.3.2.2 Einfluss auf den Triglyzeridgehalt (Hypertrophie)

Weder der Gesamt-TG-Gehalt aus 2 x 10° Zellen, noch der mittlere TG-Gehalt der Adipozyten
wurde durch die EDC-Exposition im umweltrelevanten Konzentrationsbereich beeinflusst

(Abbildung 16).

57



N
o

-
(3.}

Menge an Adipozyten
[in Prozent]
o =

DMSO BPA DEHP TBT

Abbildung 15: Anzahl an Adipozyten von mit umweltrelevanten
Expositionskonzentrationen behandelten C3H10T1/2-MSC. Die Zellen wurden wahrend der
adipogenen Differenzierung mit BPA (10 nM), DEHP (100 nM) oder TBT (1 nM) behandelt.
Die Menge an Adipozyten wurde an Tag 12 des Differenzierungsprotokolls bestimmt. DMSO
wurde als Lésungsmittelkontrolle verwendet. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM mit N = 3.
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Abbildung 16: Gesamt-Triglyzeridgehalt von mit umweltrelevanten Expositions-
konzentrationen behandelten C3H10T1/2-MSC. Die Zellen wurden wahrend der adipogenen
Differenzierung mit BPA (10 nM), DEHP (100 nM) oder TBT (1 nM) behandelt. Der Gesamt-
Triglyzeridgehalt wurde an Tag 12 des Differenzierungsprotokolls bestimmt. (A)
Triglyzeridgehalt in 2 x 10> Zellen und (B) relativer Triglyzeridgehalt der Adipozyten. DMSO
wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet und als gerade Linie gekennzeichnet.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM mit N = 3.

4.3.3 Wirkung der EDC auf unterschiedliche Stadien der Adipogenese von C3H10T1/2-
MSC

Um zu untersuchen, ob der adipogene Einfluss der EDC stadienspezifisch ist, wurden

C3H10T1/2-Zellen zu Adipozyten differenziert und wahrend ontogenetisch unterschiedlicher
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Phasen der Adipogenese i.e. Proliferation, Induktion und terminale Differenzierung
(Abbildung 5) mit 10 uM BPA, 100 uM DEHP oder 100 nM TBT behandelt. An Tag 12 des
adipogenen Differenzierungsprotokolls wurde der Einfluss der EDC auf die Entstehung von
Adipozyten ermittelt. Daflir wurde die Menge der entstanden Adipozyten, der Gesamt-TG-
Gehalt sowie die mRNA-Expression adipogener Markergene quantitativ bestimmt. Die
Ergebnisse wurden in Relation zu korrespondierenden DMSO-behandelten Zellen

ausgewertet.

4.3.3.1 Stadienspezifischer Einfluss auf die Adipozytenmenge (Hyperplasie)

Die Bestimmung der Anzahl an Adipozyten ergab, dass BPA die Entstehung von Adipozyten

vermindert, wenn die Zellen wahrend der Proliferationsphase (Tag 0-6) behandelt wurden (

Abbildung 17). Wahrend der Phase der hormonellen Induktion (Tag 6-8) und der terminalen
Differenzierung (Tag 8-12) hatte BPA keinen statistisch nachweisbaren Einfluss auf die
Menge an gebildeten Adipozyten. Die Exposition mit DEHP fiihrte ausschlieflich wahrend
der Induktionsphase zu einer gesteigerten Bildung von Adipozyten. TBT steigerte die Anzahl

der entstandenen Fettzellen in allen drei untersuchten Differenzierungsstadien.
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Abbildung 17: Bestimmung der Anzahl an Adipozyten von stadienspezifisch behandelten
C3H10T1/2-MSC. Die Zellen wurden wahrend verschiedener Phasen der adipogenen
Differenzierung i.e. Proliferation (Tag 0-6), Induktion (Tag 8-12) und Differenzierung (Tag 8-
12) mit BPA (10 nM), DEHP (100 nM) oder TBT (1 nM) behandelt. Die Menge an Adipozyten
wurde an Tag 12 des Differenzierungsprotokolls bestimmt. DMSO wurde als
Losungsmittelkontrolle verwendet und als gerade Linie gekennzeichnet. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test.
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4.3.3.2 Stadienspezifischer Einfluss auf den Triglyzeridgehalt (Hypertrophie)

Die quantitative Bestimmung des Gesamt-TG-Gehalts ergab, dass DEHP ausschlieflich
wahrend der Induktionsphase zu einer signifikant erhdohten TG-Bildung fiihrte (Abbildung
18A). Im Gegensatz dazu flhrte die TBT-Behandlung in allen untersuchten Stadien zu einem
erhohten Gesamt-TG-Gehalt. BPA hatte in keinem der untersuchten Stadien einen Einfluss
auf den Gesamt-TG-Gehalt. In Relation zur ermittelten adipogenen Differenzierungseffizienz
zeigte sich, dass der mittlere zellulire TG-Gehalt der BPA-, DEHP- und TBT-behandelten
Adipozyten nicht erhéht war. Die Behandlung mit TBT wadhrend der terminalen
Differenzierungsphase resultierte in einer Verminderung des mittleren TG-Gehalts der

Adipozyten (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Gesamt-Triglyzeridgehalt von stadienspezifisch behandelten C3H10T1/2-
MSC. Die Zellen wurden wahrend verschiedener Phasen der adipogenen Differenzierung i.e.
Proliferation (Tag 0-6), Induktion (Tag 8-12) und Differenzierung (Tag 8-12) mit BPA (10 nM),
DEHP (100 nM) oder TBT (1 nM) behandelt. Der Gesamt-Triglyzeridgehalt wurde an Tag 12
des Differenzierungsprotokolls bestimmt. (A) Triglyzeridgehalt in 2 x 10° Zellen und (B)
relativer Triglyzeridgehalt der Adipozyten. DMSO wurde als L&sungsmittelkontrolle
verwendet und als gerade Linie gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM mit N =
3; *p<0,05; Student’s t-Test.

4.3.3.3 Stadienspezifischer Einfluss auf die mRNA-Expression adipogener Markergene

Die BPA-Behandlung von C3H10T1/2-MSC wiahrend der Proliferation fuhrte zu einer
verminderten mRNA-Expression der adipogenen Markergene Fabp4, Pparg2, Lpl und Adipoq
an Tag 12, dem Ende der adipogenen Differenzierung (Abbildung 19). In spateren Stadien

hatte eine BPA-Exposition keinen Einfluss auf die mMRNA-Mengen dieser Gene. Im Gegensatz
60



dazu fihrte DEHP zu einer gesteigerten mRNA-Expression dieser adipogenen Markergene,
wenn die Zellen wahrend der Induktionsphase behandelt wurden. TBT flhrte in allen

untersuchten Differenzierungsstadien zu einer gesteigerten mRNA-Expression dieser Gene.
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Abbildung 19: mRNA-Expression der adipogenen Markergene Fabp4, Pparg2, Lpl und
Adipoq von stadienspezifisch behandelten C3H10T1/2-MSC. Die Zellen wurden wahrend
verschiedener Phasen der adipogenen Differenzierung i.e. Proliferation (Tag 0-6), Induktion
(Tag 8-12) und Differenzierung (Tag 8-12) mit BPA (10 nM), DEHP (100 nM) oder TBT (1 nM)
behandelt. Die mRNA-Expression wurde an Tag 12 des Differenzierungsprotokolls bestimmt.
DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet und als gerade Linie gekennzeichnet.
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test.

4.4 Metabolisierung von DEHP zu MEHP in C3H10T1/2-MSC

In C3H10T1/2-MSC wurde untersucht, ob die Zellen DEHP metabolisieren und den dabei
entstehenden Monoester MEHP anreichern. Dazu wurden MSC fir 48 Stunden im
undifferenzierten Zustand (Tag 4-6), wahrend des gesamten Differenzierungsprotokolls
(Tag 0-12) oder als Adipozyten (Tag 10-12) mit 100 uM DEHP exponiert (Abbildung 5). Die
MEHP-Konzentration wurde im Zelllysat bestimmt und mit dem Gesamtproteingehalt
normalisiert (Abbildung 20). Dabei zeigte sich, dass DEHP-exponierte Zellen deutlich héhere
MEHP-Konzentrationen aufwiesen als korrespondierende DMSO-behandelte Kontrollen.
AuBerdem wurde beobachtet, dass die Zellen wdhrend der Langzeitexposition MEHP

akkumulieren und Adipozyten mehr MEHP anreichern als undifferenzierte MSC.
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Abbildung 20: MEHP-Konzentration im Zelllysat von C3H10T1/2-MSC nach Exposition mit
DEHP. C3H10T1/2-MSC wurden fur zwei Tage (Tag 4-6), wahrend der adipogenen
Differenzierung (Tag 0-12) oder als Adipozyten (Tag 10-12) mit 100 uM DEHP oder DMSO
inkubiert. Der intrazelluldire MEHP-Gehalt wurde in Relation zum Proteingehalt bestimmt.
N=1.

4.5 Einfluss der EDC auf die adipogene Differenzierung pluripotenter

CGRS-ESC

Pluripotente CGR8-ESC wurden zu Adipozyten differenziert und wahrend der gesamten
Differenzierungsphase (Abbildung 6) mit den NOAEL-orientierten EDC-Konzentrationen
10 uM BPA, 100 uM DEHP oder 100 nM TBT behandelt. Der Einfluss der EDC auf die
Entstehung von Adipozyten wurde ermittelt, indem die Anzahl der entstanden Fettzellen

und des Gesamt-TG-Gehalts quantitativ bestimmt wurden.

4.5.1 Einfluss auf die Adipozytenmenge (Hyperplasie)

Die Anzahl der gebildeten Fettzellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es zeigte
sich, dass die Exposition von CGR8-ESC mit BPA, DEHP oder TBT wahrend des gesamten
Differenzierungsprotokolls keinen Einfluss auf die Menge der entstandenen Adipozyten
(Abbildung 21) und den mittleren zelluldren TG-Gehalt der Fettzellen (Abbildung 21) hatte.

Die Ergebnisse wurden in Relation zu korrespondierenden DMSO-behandelten Zellen

ausgewertet.
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Abbildung 21: Bestimmung der Anzahl an Adipozyten von langzeitbehandelten CGR8-ESC.
Die Zellen wurden wahrend der adipogenen Differenzierung mit BPA (10 nM), DEHP (100
nM) oder TBT (1 nM) behandelt. Die Menge an Adipozyten wurde an Tag 28 des
Differenzierungsprotokolls bestimmt. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet.
Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM mit N = 3.

4.5.2 Einfluss auf den Triglyzeridgehalt (Hypertrophie)

Die TG-Bestimmung erfolgte quantitativ aus 2 x 10° Zellen. Um einen Riickschluss auf den
zelluldren TG-Gehalt der Adipozyten zu ziehen, wurde der Gesamt-TG-Gehalt mit der
ermittelten Anzahl an Fettzellen ins Verhaltnis gesetzt. Es zeigte sich, dass der Gesamt-TG-
Gehalt (Abbildung 22A) mit dem zellularen TG-Gehalts der Adipozyten (Abbildung 22B)

korrelierte. Die EDC-Behandlung der ESC fiihrte zu keiner signifikanten Veranderung des TG-
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Abbildung 22: Gesamt-Triglyzeridgehalt von langzeitbehandelten CGRS8-ESC. Die Zellen
wurden wahrend der adipogenen Differenzierung mit BPA (10 uM), DEHP (100 uM) oder TBT
(100 nM) Dbehandelt. Der Gesamt-Triglyzeridgehalt wurde an Tag 28 des
Differenzierungsprotokolls bestimmt. (A) Triglyzeridgehalt in 2 x 10° Zellen und (B) relativer
Triglyzeridgehalt der Adipozyten. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet und als
gerade Linie gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM mit N=3.
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4.6 Induzierbarkeit von PPARg

Da BPA (10 uM), DEHP (100 pM) und TBT (100 nM) die Adipogenese von MSC
stadienspezifisch beeinflussen, wurde untersucht, ob diese Wirkung durch den
Transkriptionsfaktor PPARg vermittelt wird. Die Wirkung der EDC auf die Induzierbarkeit von
PPARg wurde mittels eines Reportergenassays bestimmt (Kap. 3.6). Daflir wurden
undifferenzierte C3H10T1/2-MSC mit einem PPRE-Plasmid transfiziert, welches mit einer
Firefly-Luziferase gekoppelt ist. Die Zellen wurden auRerdem mit einem Referenz-Plasmid
transfiziert, welches  konstitutiv  eine  Renilla-Luziferase  exprimiert. Mittels
Chemilumineszenzmessung wurde untersucht, ob eine EDC-Exposition zu einer vermehrten

Aktivitat der PPARg-abhangigen Firefly-Luziferase fihrt.

4.6.1 Induzierbarkeit von PPARg in undifferenzierten C3H10T1/2-MSC

Verglichen mit DMSO fiihrte in undifferenzierten MSC keines der eingesetzten EDC zu einer
veranderten Aktivitdt der PPARg-abhangigen Firefly-Luziferase (Abbildung 23). Auch der als
Positivkontrolle eingesetzte klassische PPARg-Aktivator Rosiglitazon (500 nM) zeigte in
undifferenzierten MSC keine Wirkung auf die Induzierbarkeit des PPARg-abhangigen

Reportergens.

Relative PPRE-Luziferaseaktivitat

DMSO BPA DEHP TBT Rosi

Abbildung 23: Induzierbarkeit von PPARg in undifferenzierten C3H10T1/2-MSC. Die
Wirkung von 10 uM BPA, 100 uM DEHP, 100 nM TBT und 500 nM Rosiglitazon auf ein PPRE-
gekoppeltes Reportergen wurde in Relation zu DMSO untersucht. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM mit N = 3.

64



4.6.2 Induzierbarkeit von PPARg in Pparg2 liberexprimierenden C3H10T1/2-MSC

Um zu untersuchen, ob PPARg2 durch die EDC aktiviert wird, wurde Pparg2 in
undifferenzierten C3H10T1/2-MSC mittels Plasmidtransfektion Uberexprimiert. Zusatzlich
wurden die Zellen mit einer PPRE-gekoppelten Firefly-Luziferase transfiziert. Im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle fiihrte die Exposition der transfizierten Zellen mit DEHP, TBT und 500 nM
Rosiglitazon zu einer verstarkten Aktivitait der PPARg-abhangigen Firefly-Luziferase

(Abbildung 24).

o]

=3

« + pSG5-Pparg2 i
8 *

o

S 27

‘N *

=}

=

o

a 1]

o

[}

=

o

(2 DMSO BPA DEHP TBT Rosi

Abbildung 24: Induzierbarkeit von PPARg in Pparg2-iiberexprimierenden C3H10T1/2-MSC.
Die Wirkung von 10 uM BPA, 100 uM DEHP, 100 nM TBT und 500 nM Rosiglitazon auf ein
PPRE-gekoppeltes Reportergen wurde in Relation zu DMSO untersucht. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM mit N = 3; Student’s t-Test.

4.7 Expressionsprofil adipogener Markergene wahrend der adipogenen

Differenzierung von C3H10T1/2-MSC

Die mRNA-Expression der adipogenen Markergene Ppargl, Pparg2 und Fabp4 wurde
wahrend der adipogenen Differenzierung nach 6 Tagen (undifferenzierte MSC), nach 8 Tagen
(Induktion) und nach 12 Tagen (terminale Differenzierung) quantitativ mittels Real-time
RT-PCR bestimmt. Zum Vergleich der Genexpression zwischen diesen Stadien wurde die
absolute Transkriptmenge in Relation zur ribosomalen 18S rRNA angegeben. Mittels
Western Blot wurde auBerdem die Proteinmenge von PPARg1 und PPARg2 zwischen den

unterschiedlichen Differenzierungsphasen verglichen.
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4.7.1 mRNA-Expression und Proteinmenge von PPARg1 und PPARg2

Wahrend die mRNA-Expression von Ppargl im Verlauf der adipogenen Differenzierung
anndhernd gleich blieb, wurde wahrend der hormonellen Induktion ein 500-facher Anstieg
der mRNA-Menge von Pparg2 beobachtet (Abbildung 25). Die Genexpression von Pparg2
stieg dabei auf ein mit Ppargl vergleichbares Level an. Wahrend der terminalen
Differenzierung wurde kein weiterer Anstieg der Transkriptmenge von Pparg2 beobachtet.

Eine Proteinexpression von PPARg2 war in undifferenzierten MSC nicht nachweisbar
(Abbildung 25). Die Proteinmenge von PPARg2 stieg jedoch wahrend der Induktion an und
blieb in der terminalen Differenzierung erhoht. Wahrend der Induktion war die
Proteinmenge von PPARg2 vergleichbar mit der von PPARgl wahrend des undifferenzierten

Stadiums.

4.7.2 mRNA-Expression von Fabp4

Als PPARg-abhangiger adipogener Marker wurde die stadienspezifische mRNA-Expression
von Fabp4 quantitativ mittels Real-time RT-PCR untersucht. Wahrend der hormonellen
Induktion (Tag 8) kam es zu einem 1.000-fachen Anstieg der Fabp4-Transkripmenge.
Wahrend der terminalen Differenzierung war ein weiterer signifikanter Anstieg der mRNA-

Expression von Fabp4 zu beobachten (Abbildung 26).
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Abbildung 25: mRNA-Menge (A, B) und Proteinmenge (C) von PPARgl und PPARg2
wahrend verschiedener Phasen der adipogenen Differenzierung von C3H10T1/2-MSC. Die
mRNA-und Proteinexpression von PPARg wurden nach 6, 8 und 12 Tagen bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test.
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Abbildung 26: mRNA-Menge von Fabp4 wahrend verschiedener Phasen der adipogenen
Differenzierung von C3H10T1/2-MSC. Die mRNA-Expression von Fabp4 wurde nach 6, 8 und
12 Tagen bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test.
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4.8 Wirkung von TBT auf die Determinierungsphase von C3H10T1/2-MSC

Der Einfluss von TBT auf die Determinierung von MSC wurde im Vergleich zum klassischen
PPARg-Aktivator Rosiglitazon untersucht. Dafur wurden undifferenzierte C3H10T1/2-MSC
von Tag 0-4 mit 100 nM TBT oder 500 nM Rosiglitazon behandelt. Die Wirkung von TBT auf
die mRNA-Menge der Transkriptionsfaktoren und Signalmolekiile Pparg, Fabp4, DIk1, Sox9,
Sox5, Sox6, Runx2 und Col2al, welche die Determinierung von MSC regulieren bzw. als
Marker der Determinierung fungieren, wurde am Ende der Proliferationsphase bestimmt

(Tag 6).

Die wahrend der Proliferation behandelten MSC wurden in einem weiteren Ansatz adipogen
differenziert (Abbildung 5), um zu untersuchen, ob in Folge der TBT-Behandlung vermehrt
Fettzellen entstehen, und ob dieser Effekt auch durch den PPARg-Aktivator Rosiglitazon
hervorgerufen wird. Die Ergebnisse wurden in Relation zu korrespondierenden DMSO-

behandelten Zellen ausgewertet.

4.8.1 Einfluss von TBT auf Gene der Determinierung

Die Exposition undifferenzierter MSC mit TBT und Rosiglitazon fihrte in undifferenzierten
MSC zu einer gesteigerten mRNA-Expression von Pparg2 und Fabp4 (Abbildung 27). Die
Wirkung von Rosiglitazon lag dabei signifikant (ber der von TBT. Im Gegensatz zu
Rosiglitazon fiihrte die TBT-Behandlung auRerdem zu verminderten mRNA-Mengen von

Sox9, Sox6, DIk1, Runx2 und Col2al.

4.8.2 Wirkung von TBT auf die nachgeschaltete adipogene Differenzierung

Die quantitativ mittels Durchflusszytometrie und qualitativ mittels Mikroskopie bestimmte
Anzahl an Adipozyten ergab, dass die TBT-Behandlung undifferenzierter C3H10T1/2-MSC
von Tag 0-4 zu einer gesteigerten Bildung von Adipozyten wahrend der nachgeschalteten
adipogenen Differenzierung fuhrte (Abbildung 28A). Im Gegensatz zu TBT hatte eine
korrespondierende Rosiglitazonbehandlung keine Wirkung auf die Menge der gebildeten

Adipozyten in der anschlieRenden adipogenen Differenzierungsphase (Abbildung 28B).

68



100 {|— TBT '—*;
cg ammm Rosi #
) i
0 =
o5 101 %
S 1
X = 4 # * *
ﬁﬁ x 2 ]
ZZ 1 — # #
x o
- Hi ’J_I F_II ﬂl HI
0,1

Pparg1 Pparg2 Fabp4 DIk1 Sox9 Sox6 Runx2 Col2a1

Abbildung 27: mRNA-Menge von Genen der Determinierung von C3H10T1/2-MSC.
Undifferenzierte C3H10T1/2-MSC wurden von Tag 0-4 mit 100 nM TBT oder 500 nM
Rosiglitazon behandelt. Die mRNA-Expression von Ppargl, Pparg2, Fabp4, DIk1, Sox9, Sox6,
Runx2 und Col2al wurde am Tag 6 bestimmt. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle
verwendet und als gerade Linie gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM mit
N = 3; *p<0.05 vs. DMSO; *p<0.05 vs. Rosiglitazon; Student’s t-Test.
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Abbildung 28: Quantitative (A) und lichtmikroskopische (B) Bestimmung der Anzahl an
Adipozyten von undifferenziert TBT-exponierten C3H10T1/2-MSC. Undifferenzierte MSC
wurden von Tag 0-4 mit 100 nM TBT oder 500 nM Rosiglitazon behandelt und anschlieRend
zu Adipozyten differenziert. Die Menge an Adipozyten wurde an Tag 12 des
Differenzierungsprotokolls bestimmt. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test. MaRstab £ 200 um.
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4.9 Knockdown von PPARg

Um zu untersuchen, ob der Einfluss von TBT auf Gene der Determinierung von MSC PPARg-
abhangig ist, wurde die Gen- und Proteinexpression von PPARg mittels Pparg-spezifischer
siRNA herabreguliert (Abbildung 29). Dabei kam es zu einer signifikant verminderten mRNA-
Expression von Ppargl, Pparg2 und Fabp4 (Abbildung 29A). Auf die mRNA-Menge der
Isoform Ppara sowie DIk1, Sox9, Sox6, Sox5, Runx2 und Col2al hatte die siRNA-Behandlung
keinen Einfluss. Dieses Ergebnis bestatigte sich auf Proteinebene fiir PPARg, PPARa und

SOX9. Das PPARg2-Protein war in undifferenzierten MSC nicht nachweisbar (Abbildung 29B).
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Abbildung 29: mRNA-Menge (A) und Proteinmenge (B) von Genen und Proteinen der
Determinierung von C3H10T1/2-MSC nach PPARg-Knockdown. Die mRNA- und
Proteinmengen wurden nach siRNA-Behandlung in undifferenzierten MSC am Tag 6
bestimmt. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet und als gerade Linie
gekennzeichnet. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test.
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4.10 Einfluss eines PPARg-Knockdown auf die adipogene Wirkung von TBT
in C3H10T1/2-MSC

Um zu untersuchen, ob der adipogene Einfluss von TBT innerhalb der Proliferationsphase
PPARg-abhangig ist, wurde die Wirkung von 100 nM TBT in PPARg-defizienten MSC mit der
von 500 nM Rosiglitazon verglichen. Daflir wurden undifferenzierte C3H10T1/2-MSC mit
Pparg-spezifischer siRNA behandelt und anschlieRend fir 24 Stunden mit TBT oder
Rosiglitazon inkubiert. Der Versuch wurde parallel in nicht siRNA-transfizierten Zellen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden in Relation zu korrespondierenden nicht PPARg-

defizienten DMSO-behandelten Zellen ausgewertet.

4.10.1 Einfluss von TBT auf Gene der adipogenen Determinierung

Die Wirkung von TBT und Rosiglitazon auf verschiedene Gene der Determinierung wurde in
undifferenzierten C3H10T1/2-MSC am Tag 6 untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss von
TBT und Rosiglitazon in C3H10T1/2-MSC bestimmt, welche zuvor mit siRNA gegen Pparg
transfiziert wurden. Die Ergebnisse beider parallel durchgefiihrter Experimente wurden

mittels zweifaktorieller Varianzanalyse statistisch ausgewertet.

Dabei zeigte sich, dass sowohl TBT als auch Rosiglitazon in undifferenzierten MSC zu einer
erhohten mRNA-Expression von Ppargl und Pparg2 fihrten, wobei die Wirkung von

Rosiglitazon signifikant starker ausgepragt war als die von TBT (Abbildung 30).

In PPARg-defizienten TBT- bzw. Rosiglitazon-behandelten MSC war die mRNA-Expression von
Ppargl hingegen um ca. 50% vermindert. Dies wurde in PPARg-defizienten TBT-behandelten
MSC auch fir die mRNA-Expression von Pparg2 beobachtet. Die mRNA-Expression von
Pparg2 war in PPARg-defizienten Rosiglitazon-behandelten MSC jedoch vergleichbar mit der
Pparg2-Expression nicht siRNA-transfizierter DMSO-behandelter MSC (Abbildung 30A). Auf
den mRNA-Gehalt der Isoform Ppara hatte weder die siRNA-Behandlung noch die TBT- bzw.

Rosiglitazon-Exposition einen Einfluss.

Die mRNA-Menge von Sox9, DIkl und Runx2 war in TBT-behandelten C3H10T1/2-MSC

signifikant vermindert (Abbildung 30B). Eine Beobachtung die auch gemacht wurde, wenn
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die Zellen vor der TBT-Exposition mit PPARg-spezifischer siRNA transfiziert wurden. Die
Behandlung der MSC mit Rosiglitazon hatte jedoch weder in siRNA-transfizierten noch in
nicht-transfizierten MSC eine Wirkung auf die mRNA-Expression von Sox9 und DIk1. Allein in
siRNA-behandelten MSC kam es in Folge der Rosiglitazon-Exposition zu einer vermehrten

MRNA-Expression von Runx2.
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Abbildung 30: mRNA-Menge von Genen der adipogenen Determinierung von C3H10T1/2-
MSC nach PPARg-Knockdown. Die mRNA-Expression von (A) Ppargl, Pparg2 und Ppara
sowie (B) Sox9, DIkl und Runx2 in 100 nM TBT- oder 500 nM Rosiglitazon-behandelten
PPARg-exprimierenden (weiRe Balken) bzw. PPARg-defizienten (schwarze Balken) MSC an
Tag 6 der Proliferationsphase. DMSO wurde als Losungsmittelkontrolle verwendet und in
nicht siRNA-behandelten Zellen als gerade Linie gekennzeichnet. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM mit N = 3; "p<0.05 vs. DMSO; *p<0.05 vs. Rosiglitazon; Zweifaktorielle
ANOVA und Bonferroni post hoc Test.
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4.10.2 Wirkung von TBT auf die adipogene Differenzierung

PPARg-defiziente C3H10T1/2-MSC wurden fiir 24 Stunden mit TBT bzw. Rosiglitazon
behandelt und anschlieBend adipogen differenziert. An Tag 12 wurde die Anzahl an
Fettzellen quantitativ mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 31A) und qualitativ
am Mikroskop verifiziert (Abbildung 31B). Dabei zeigte sich, dass die Exposition mit TBT
verglichen mit DMSO und Rosiglitazon zu einer signifikant erhdhten adipogenen

Differenzierungsrate fiihrte.
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Abbildung 31: Quantitative (A) und lichtmikroskopische (B) Bestimmung der Anzahl an
Adipozyten von Pparg-siRNA behandelten C3H10T1/2-MSC. Undifferenzierte PPARg-
defiziente MSC wurden fiir 24 Stunden mit 100 nM TBT bzw. 500 nM Rosiglitazon behandelt
und anschliefend zu Adipozyten differenziert. Die Menge an Adipozyten wurde an Tag 12
des Differenzierungsprotokolls bestimmt. DMSO wurde als L&sungsmittelkontrolle
verwendet. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM mit N = 3; *p<0,05; Student’s t-Test.
MaRstab £ 200 pum.

73



5. Diskussion

Der weltweite Anstieg der Adipositaspravalenz korreliert mit der steigenden Produktion,
dem Konsum und der Umweltverschmutzung durch Kunststoffe [9]. Polymere Kunststoffe
kdnnen Additive wie zum Beispiel Bisphenol A (BPA), Diethylhexylphthalat (DEHP) oder
Tributylzinn (TBT) enthalten. Solche Additive konnen sich aus der Polymermatrix I6sen und
Uber die Nahrung aufgenommen werden. Die als endocrine disrupting compounds (EDC)
eingestuften Substanzen BPA, DEHP und TBT kdnnen heute bei einem Grof3teil der
Bevolkerung nachgewiesen werden [41,42,66-68,79,86]. Da vermutet wird, dass diese Stoffe
als Obesogene an der weltweit steigenden Pravalenz von Adipositas beteiligt sind [29],
wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss dieser EDC auf die Entstehung von Adipozyten

aus Stammezellen in vitro untersucht.

5.1 Konzentrationsbereich und zytotoxische Dosis-Wirkungs-Beziehung

von BPA, DEHP und TBT in embryonalen Stammzellen

Um geeignete EDC-Konzentrationen fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro
Versuche zu ermitteln, wurden in Bezug auf die Parameter Zytotoxizitdt und Zellproliferation
die lowest observed adverse effect level (LOAEL) in murinen embryonalen Stammzellen der
Linien CGR8 und C3H10T1/2 bestimmt. Dazu wurden Zellen beider Linien in geringer Zellzahl
ausplattiert und mit verschieden Konzentrationen BPA, DEHP und TBT (iber 72 Stunden
kultiviert. Anschlieffend wurde innerhalb der logarithmischen Wachstumsphase mittels MTT-
Test die zelluldire Reduktionskapazitiat, Tetrazoliumsalze in Formazanderivate zu
metabolisieren, bestimmt. Das Ergebnis erlaubt Riickschliisse auf die metabolische Aktivitat
der Zellen. Innerhalb der logarithmischen Wachstumsphase kann von einer linearen

Beziehung zwischen Formazanproduktion und der Zellzahl ausgegangen werden [120].

Beide Zelllinien reagierten mit einer verminderten Formazanproduktion, wenn sie mit
100 uM BPA behandelt wurden. Im Konzentrationsbereich von 1 nM bis 100 uM hatte die
Exposition mit DEHP keinen Einfluss auf die zelluldre Reduktionskapazitat, wohingegen TBT
ab 500 nM zytotoxische bzw. proliferationshemmende Effekte verursachte. Als NOAEL
wurden aufgrund der Vorversuche fir BPA 10 uM, fir DEHP 100 puM und fir TBT 100 nM
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festgelegt. Diese Konzentrationen erwiesen sich nicht als toxisch und hatten keinen
signifikanten Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Zellen. Ahnliche Konzentrationen
wurden auch in in vivo und in vitro Studien anderer Autoren verwendet [30,105,121], was

einen Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit ermdoglichte.

Als umweltrelevante Expositionskonzentrationen wurden im Rahmen dieser Arbeit
10 nM BPA, 100 nM DEHP und 1 nM TBT festgelegt. Diese orientieren sich an den von der
EFSA festgelegten TDI-Werten sowie den in humanen Gewebe- bzw. Urinproben

nachweisbaren Konzentrationen [42,68,79].

5.2 Einfluss umweltrelevanter EDC-Konzentrationen auf die Entstehung

von Fettzellen

Epidemiologische Studien deuten darauf hin, dass verschiedene Krankheiten und Symptome
mit der Exposition bestimmter EDC in Zusammenhang stehen. Die Exposition mit BPA stort
beispielsweise die Ausprdagung des geschlechtsspezifischen Verhaltens von Kindern [122].
Phthalate werden mit dem Auftreten von Fertilitdtsstérungen [123], Endometriose [124] und
der Entstehung von Adipositas [125] in Verbindung gebracht. Und auch andere EDC, wie
beispielsweise TBT, stehen im Verdacht, die Entstehung von Adipositas als Obesogene zu

beeinflussen [126].

Dabei konnen EDC bereits in ,sehr geringen” Konzentrationen schadigende Effekte
verursachen [16]. Unter geringen Konzentrationen versteht man Konzentrationen, welche in
der humanen Umwelt vorkommen oder welche niedriger als der bisher beobachtete
toxikologische LOAEL sind. Rubin et al. haben an Madusen nachgewiesen, dass BPA bei einer
perinatalen Exposition der Nachkommen Uber das Trinkwasser der Muttertiere nur in
geringer (0,1 mg BPA/kg Korpergewicht/Tag) und nicht bei hoher Konzentration (1,2 mg
BPA/kg Korpergewicht/Tag) die Entstehung von Adipositas induziert [34]. Ubereinstimmend
entwickelten Mausembryonen, welche im Zwei-Zell-Stadium mit der umweltrelevanten BPA-
Konzentration von 1 nM behandelt und in scheinschwangere Mause transferiert wurden,
postnatal ein signifikant hoheres Korpergewicht als unbehandelte Kontrolltiere [127]. Bei

Fitterungsversuchen mit adulten ovarektomierten Ratten fihrten hohe BPA-
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Konzentrationen (5 mg/Tag) hingegen zu einer Reduktion des Korpergewichts, wobei die

geringere Konzentration (1 mg/Tag) keinen Einfluss auf die Gewichtsentwicklung hatte [128].

Im Fall von TBT ist wahrend der Graviditdt von Mdusen bereits bei einer kontinuierlichen
Trinkwasserexposition von 5,42 nM eine generationslibergreifende adipogene Wirkung
nachgewiesen worden [129]. Und auch DEHP fiihrt in TDI-orientierten Konzentrationen (50
ug/kg Korpergewicht/Tag) bei adulten Mausen zu einer signifikant erhohten
Gewichtszunahme und einem Anstieg der viszeralen Fettmenge [74]. Eine Wirkung, welche
die Autoren auch in den Nachkommen von wahrend der Graviditat und Laktation mit 50

ug/kg Korpergewicht/Tag behandelten Muttertieren beobachtet haben [74].

Diese Studien zeigen, dass EDC wahrend bestimmter sensitiver Phasen der Entwicklung
bereits in geringen Konzentrationen postnatale Veranderungen in der Gewichts- und
Fettgewebsentwicklung auslosen kénnen. Um den Einfluss umweltrelevanter
Expositionskonzentrationen auf die Entstehung von Fettzellen in vitro zu untersuchen, wurde
in der vorliegenden Arbeit mit 10 nM BPA, 100 nM DEHP und 1 nM TBT gearbeitet. Diese
umweltrelevanten Konzentrationen zeigten jedoch keinen Einfluss auf die von uns

beobachteten adipogenen Endpunkte.

Die beschriebenen in vivo Effekte waren in vitro nicht nachweisbar. Die eingesetzten
umweltrelevanten Konzentrationen waren moglicherweise zu gering, um in vitro adipogene
Effekte zu verursachen. Die Dissoziationskonstante von TBT liegt beispielsweise fiir RXRa und
PPARg bei 12,5 nM bzw. 20 nM (32) und somit hoher als die von uns eingesetzte

umweltrelevante Konzentration von 1 nM.

Auch sind Kontaminationen durch die Verwendung von Plastikwaren nicht auszuschliel3en.
Der innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrte Nachweis von MEHP zeigte deutlich, dass auch in
nicht DEHP-behandelten Zellen und Zelliberstinden MEHP nachweisbar ist, und dass sich
MEHP mit steigendem adipogenen Differenzierungsgrad auch in unbehandelten Zellen
anreichert. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde wahrend der Kultur fast
ausschlieBlich mit GefaRen gearbeitet, welche aus Polystyrol, Polypropylen oder Polyester
hergestellt waren. Diese Kunststoffpolymere sollten weder BPA noch DEHP oder TBT
enthalten. Als eine mogliche Kontaminationsquelle flir MEHP kommen Proteinzusdtze oder

aus Polyethylenterephthalat hergestellte Serum- und Medienbehdlter in Frage [130].
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Waéhrend normaler Versuchs- und Haltungsbedingungen kénnen solche ungewollten EDC-
Expositionen schadigende Effekte ausiiben. So kam es beispielsweise nach einer scharfen
Reinigung polycarbonathaltiger Tierkdfige bei Mausen zu meiotischen Veranderungen

wahrend der Eizellreifung, was mit einer erhohten BPA-Freisetzung erklarbar war [131].

Die oben beschriebenen in vivo Effekte standen in Abhangigkeit zum Zeitpunkt der
Exposition. In den meisten Fallen traten die Effekte auf, wenn die Tiere bereits in utero oder
perinatal exponiert worden waren. Von diesem breiten Zeitfenster geben die vorliegenden
in vitro Versuche zur adipogenen Differenzierung von C3H10T1/2 MSC jedoch nur einen
kleinen Ausschnitt wieder. Aufgrund von Unterschieden zwischen fetalem und adultem
Stoffwechsel kann es in vivo auRerdem zu einer Akkumulation in bestimmten Geweben
gekommen sein [54,55], was zur Folge hatte, dass den resultierenden in vivo Effekten lokal

hohere Konzentrationen zu Grunde gelegen haben.

5.3 Einfluss von BPA, DEHP und TBT auf die adipogene Differenzierung

pluripotenter embryonaler Stammzellen

Der Einfluss von BPA, DEHP und TBT auf die Differenzierung von Fettzellen aus embryonalen
Stammzellen ist abhangig vom Entwicklungsstadium der Zellen und der Beeinflussbarkeit
vorhandener Signalwege wahrend dieser Stadien. BPA, DEHP und TBT verursachen
transgenerationale Effekte und flihren wahrend der Embryonalentwicklung zu
epigenetischen Veranderungen [30,129,132-134]. Solche EDC-bedingten Veranderungen

konnten an der weltweit zunehmenden Adipositaspravalenz beteiligt sein [129,134].

Murine embryonale Stammzellen der Linie CGR8 sind pluripotent [107]. Sie haben somit die
Fahigkeit, in alle Zelltypen der drei Keimblatter (Ektoderm, Entoderm, Mesoderm) zu
differenzieren und stellen dadurch eine Moglichkeit dar, den adipogenen Einfluss der EDC im
Stadium der Pluripotenz zu untersuchen. Dafiir wurden CGR8-Zellen wéahrend der
Proliferationsphase mit BPA, DEHP oder TBT in den NOAEL-orientierten effektiven
Konzentrationen exponiert und anschlieBend zu Adipozyten differenziert (Abbildung 6)
[109]. Um den pluripotenten Charakter der Zellen innerhalb der Proliferationsphase

aufrechtzuerhalten, wurden die Zellen zusatzlich mit dem Zytokin LIF behandelt [108].
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Die wahrend der Proliferationsphase durchgefiihrte Exposition pluripotenter CGR8-Zellen
mit 10 uM BPA, 100 uM DEHP oder 100 nM TBT (Abbildung 6, undifferenziertes Wachstum)
hatte keine Auswirkung auf die Anzahl der entstandenen Fettzellen. Dieses Ergebnis lasst
den Schluss zu, dass pluripotente CGR8-Zellen hinsichtlich der adipogenen Differenzierung

im verwendeten Kulturmodell nicht sensitiv fir EDC-Effekte sind.

Ein limitierender Faktor in der Bewertung der vorliegenden Ergebnisse ist die Verwendung
von LIF zur Aufrechterhaltung der Pluripotenz wahrend der Proliferationsphase. Die Wirkung
dieses Zytokins ist auf die Aktivierung des Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription 3 (Jak/Stat3)-Signalwegs zuriickzufihren [108]. Dieser steuert Uber
epigenetische Mechanismen, wie Histonmodifikationen und DNA-Methylierung, Prozesse
der Reprogrammierung und Aufrechterhaltung der Pluripotenz [135]. Es ist daher moglich,
dass EDC-induzierte epigenetische Veranderungen durch die gleichzeitige Wirkung von LIF
maskiert bzw. aufgehoben wurden. Aufgrund der Kulturbedingungen zur Aufrechterhaltung
der Pluripotenz kann die Fragestellung, ob die untersuchten EDC die Entstehung von
Adipozyten aus pluripotenten Zellen Uber epigenetische Mechanismen beeinflussen, in

vorliegendem Zellmodell nicht beantwortet werden.

5.4 BPA, DEHP und TBT beeinflussen die Entstehung von Adipozyten

konzentrations- und stadienabhdngig

Grundlage fur die Entstehung von Adipositas ist zum einen die adipogene Determinierung
von MSC zu Praadipozyten wahrend der fetalen Entwicklung [92]. Zum anderen ist es die
durch die Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARg gesteuerte adipogene Differenzierung
dieser Praadipozyten zu reifen Fettzellen im Laufe des Lebens [100]. Multipotente murine
embryonale MSC der Linie C3H10T1/2 bilden sowohl das Stadium der Determinierung von
MSC als auch das der anschlieBenden Differenzierung ab [95]. Die adipogene in vitro
Differenzierung dieser Stammzellen bietet eine Moglichkeit, den frihen Prozess der
Determinierung vom anschliefenden Differenzierungsprozess zu trennen. Sie stellt daher ein
geeignetes Verfahren dar, um die Wirkung von EDC auf unterschiedliche Stadien der

adipogenen Differenzierung zu untersuchen.
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Um den generellen Einfluss von BPA, DEHP und TBT auf die adipogene Differenzierung von
MSC zu ermitteln, wurden C3H10T1/2-Zellen Gber den gesamten Zeitraum der adipogenen
Differenzierung (Abbildung 5) mit den umweltrelevanten bzw. NOAEL-orientierten
Konzentrationen exponiert. Die adipogene Wirkung der EDC wurde am Ende des
Differenzierungsprotokolls (Tag 12) analysiert. Dabei wurde die Anzahl an Adipozyten
durchflusszytometrisch, der TG-Gehalt enzymatisch und die Expression adipogener

Markergene wie Adipoq, Fabp4, Pparg2 und Lpl mittels Real-time RT-PCR bestimmt.

Waidhrend die umweltrelevanten Konzentrationen von BPA (10 nM), DEHP (100 nM) und TBT
(1 nM) keinen Einfluss auf die adipogene Differenzierung der MSC hatten, flihrte die
Langzeitexposition wahrend des gesamten Differenzierungsprotokolls (12 Tage) mit BPA
(10 uM) zu einer verminderten Entstehung von Fettzellen. Im Gegensatz dazu hatte die
Behandlung mit DEHP (100 uM) und TBT (100 nM) eine signifikant erhdhte Bildung von

Adipozyten zur Folge.

Im weiteren Verlauf der Studie wurden die MSC wahrend spezifischer ontogenetischer
Phasen i.e. Proliferation (Tag 0-6), hormonelle Induktion (Tag 6-8) oder terminale
Differenzierung (Tag 8-12), mit den wirksamen LOAEL-orientierten Konzentrationen BPA (10
puM), DEHP (100 uM) oder TBT (100 nM) exponiert und zu Adipozyten differenziert
(Abbildung 5). Hier zeigte sich, dass BPA die Entstehung von Adipozyten hemmte, wenn die
Zellen wahrend der Proliferation behandelt wurden. Wahrend dieser Phase haben die MSC

offenbar Eigenschaften, welche sie flir den Einfluss von BPA sensibel machen.

Stadienabhangig fiihrte die Exposition mit DEHP (100 uM) wahrend der hormonellen
Induktion zu einer gesteigerten adipogenen Differenzierung. Diese fir DEHP vulnerable
Phase war durch eine initiale Expression und Aktivierbarkeit von PPARg2 gekennzeichnet.
Wahrend der vorangehenden Proliferations- und der nachfolgenden terminalen
Differenzierungsphase hatte die Exposition mit DEHP jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl
der entstandenen Fettzellen, den TG-Gehalt und die mRNA-Expression der untersuchten

adipogenen Markergene.

Im Gegensatz zu BPA und DEHP fiihrte die Behandlung der Zellen mit TBT (100 nM) in allen
untersuchten Zeitfenstern zu einem Anstieg der adipogenen Differenzierung. Wahrend die

Differenzierung von Praadipozyten hauptsachlich durch PPARg2 reguliert wird [100,101],
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sind wahrend der ontogenetisch vorgeschalteten Determinierungsphase
zelllinienregulierende Gene wie DIlk1, Sox9 [97] und winglesstype MMTV integration site
protein 3a (Wnt3a) [136] an der Bildung osteogener, myogener, chondrogener oder
adipogener Vorldaufer von Bedeutung. Der stadienlibergreifende adipogene Effekt von TBT
lasst die Schlussfolgerung zu, dass TBT verschiedene Mechanismen beeinflusst, welche die
Entstehung von adipogenen Vorlaufern aus MSC bzw. die Differenzierung dieser Vorlaufer

fordern.

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass der Einfluss hormonell wirksamer
Xenobiotika wie BPA, DEHP oder TBT wahrend der adipogenen Differenzierung embryonaler
Stammzellen stadienspezifisch ist. Die stadienabhangig unterschiedliche Reaktion der
untersuchten Zellen ist ein guter Indikator fiir ein valides Analysesystem, welches in der Lage
ist, ontogenetisch unterschiedliche Prozesse wie den der adipogenen Rekrutierung von MSC

und den der anschlieBenden Differenzierung getrennt voneinander abzubilden.

Die adipogenen (DEHP, TBT) bzw. antiadipogenen (BPA) Effekte der EDC wurden nicht in
CGR8-Stammzellen beobachtet, welche im Stadium der Pluripotenz behandelt wurden.
SchlieBt man Zellkulturbedingte Ursachen aus, dann ldsst dies die Schlussfolgerung zu, dass
embryonale Stammzellen mesenchymale Charakteristika aufweisen missen, um hinsichtlich
der adipogenen Differenzierung empfanglich fir den Einfluss von BPA, DEHP oder TBT zu

sein.

5.4.1 BPA vermindert die adipogene Determinierung von MSC

In murinen Prdadipozyten der Linie 3T3 fiihrt die Exposition mit BPA (20 uM) in Kombination
mit Insulin zu einer gesteigerten Fettzellbildung [137]. Dabei wird die terminale Reifung von
Adipozyten (ber die Induktion des Insulin-Zielgens Phosphoinositid-3-Kinase beglinstigt
[105]. Zusatzlich steigert BPA die insulinstimulierte Glukoseaufnahme in 3T3-F442A-
Adipozyten, wobei dieser BPA-Effekt unabhingig von der Aktivierung des Ostrogenrezeptors
ist [138]. Phrakonkham et al. haben gezeigt, dass BPA (80 uM) und Ostradiol (0,1 pM)
wahrend der adipogenen Differenzierung von 3T3-L1 Prdadipozyten zu einer verstarkten
Expression der adipogenen Markergene Cebpb, Pparg2, Fettsduresynthase und Leptin fiihren

[139]. Die Autoren haben jedoch keinen Einfluss der beiden Substanzen auf eine erhéhte TG-
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Akkumulation oder Fettzellbildung festgestellt. Der fehlende Effekt auf die TG-Akkumulation

wurde dabei mit einer zu kurzen Differenzierungsdauer erklart.

Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass Ostradiol die Aktivierbarkeit von PPARg, und damit
einhergehend die Differenzierung von Fettzellen, vermindert [140]. Dieser Effekt wird durch
die klassischen Ostrogenrezeptoren (ER) o und B vermittelt [140]. In adulten humanen
Primarstammzellen fihrt BPA (80 uM) zu einer verminderten Gentranskription der Lpl, was
im Verlauf der adipogenen Differenzierung zu verringerten TG-Konzentrationen und
verminderter adipogener Reifung fiihrt [141]. Ostradiol und Phytodstrogene wie Genistein
hemmen aulRerdem die Rekrutierung von Praadipozyten aus MSC [142]. Vermittelt durch
ERa und ERP aktivieren Phytodstrogene die Wnt/B-catenin-Signalkaskade, was dazu fihrt,
dass weniger MSC die adipogene Differenzierung einschlagen [142]. Neben der Hemmung
der adipogenen Differenzierung fihrt die Aktivierung der canonischen Wnt-Signalkaskade
auBerdem zu einer vermehrten Rekrutierung osteogener Vorlduferzellen [143]. Damit
Ubereinstimmend zeigten die vorliegenden Untersuchungen an C3H10T1/2-MSC, dass eine
Exposition mit BPA (10 uM) wahrend der Proliferationsphase von MSC die nachfolgende

adipogene Differenzierung vermindert.

Aufgrund der Affinitat von BPA, in einem Konzentrationsbereich von 0,1 - 1 uM an ERa, und
ERP zu binden, gilt BPA als Umweltdstrogen [144]. Diese dstrogene Wirkung ist vermutlich
auch fir den antiadipogenen Effekt von BPA wahrend der Determinierungsphase von MSC

verantwortlich.

Wadhrend der adipogenen Differenzierung von 3T3-Praadipozyten aktiviert BPA hingegen
konzentrationsabhangig die Insulinsignalkaskade [138] und steigert die Bildung von
Fettzellen [105,137]. Bei der adipogenen Differenzierung von C3H10T1/2-MSC wurde jedoch
kein stimulierender Einfluss von BPA auf die hormonelle Induktion und die terminale
Differenzierung beobachtet. Ein Grund dafiir kann in der verwendeten, vergleichsweise
geringen BPA-Konzentration von 10 pM liegen. Untersuchungen, welche in einem
vergleichbaren Differenzierungsmodell adipogene Effekte auf die die terminale Reifung von
3T3-Praadipozyten beobachtet hatten, arbeiteten mit einer deutlich hheren Konzentration
von 80 uM [105,139]. Zudem steht BPA in Verdacht, seine adipogene Wirkung in vivo in

einer nicht-monotonen Dosis-Wirkungs-Beziehung zu entfalten [16,34,57].
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Aus der vorliegenden Arbeit und den Angaben aus anderen wissenschaftlichen Arbeiten wird
deutlich, dass die Wirkung von BPA auf die Entstehung von Fettzellen in starker Abhangigkeit
zum Zeitpunkt der Exposition steht. Wahrend BPA und Ostradiol die adipogene
Determinierung von MSC verringern, kann ein umgekehrter 6strogenunabhangiger Effekt
von BPA widhrend der spateren adipogenen Differenzierung von 3T3-Prdadipozyten
beobachtet werden [138]. Zudem hat eine perinatale BPA-Exposition bei Ratten einen
Anstieg des Koérpergewichts zur Folge [34,145]. Ahnliche Effekte wurden auch bei einer
perinatalen Behandlungen mit Ostrogenen oder DES beobachtet [34,145,146].

Die diesen in vivo Effekten zugrundeliegenden Mechanismen erstrecken sich wahrscheinlich
auf epigenetische Veranderungen [132,133] und/oder Wechselwirkungen mit anderen
Hormonrezeptoren wahrend der embryonalen und postnatalen Entwicklung [39]. Diese
Datenlage macht es schwierig, dem Umweltdstrogen eine eindeutige Rolle wahrend der

Adipogenese zuzuschreiben.

5.4.2 DEHP fordert die hormonell induzierte adipogene Differenzierung von MSC

Die Regulation des Energie- und Fettstoffwechsels wird durch Kernrezeptoren wie PPARa
und PPARg sowie deren Zusammenspiel mit Liganden und Cofaktoren bestimmt. Wahrend
PPARa die Fettsaureoxidation reguliert, steuert PPARg unter anderem die Differenzierung
von Fettzellen und die damit einhergehende Speicherung von Lipiden [147]. Beide

Transkriptionsfaktoren kénnen durch EDC wie DEHP und MEHP aktiviert werden [70,148].

Der DEHP-Metabolit MEHP induziert PPARg1 und PPARg2 und bindet dabei, ahnlich wie der
pharmakologische PPARg-Aktivator Rosiglitazon, in der Ligandenbindungsdomdne von
PPARg [121]. Wahrend der adipogenen Differenzierung fihrt die MEHP-Exposition von
3T3-Praadipozyten auBerdem zu einer verstarkten Rekrutierung von PPARg-Cofaktoren und
einer erhohten adipogenen Differenzierung [121]. Die Wirkung von MEHP (100 uM) auf die
PPARg-Signalkaskade ist dabei jedoch schwacher ausgepragt als die des klassischen PPARg-
Aktivators Rosiglitazon (1 uM).

Demgegeniiber stehen Untersuchungen, wonach DEHP widhrend der Graviditdt und
Laktation von Ratten zu verminderten Geburtsgewichten und einer verminderten

Gewichtszunahme der Nachkommen fihrt [149,150]. Die DEHP-Exposition resultierte
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darliber hinaus in einer gestérten pankreatischen B-Zellfunktion, was vermuten lasst, dass
DEHP auBerdem einen Einfluss auf die Entstehung von Diabetes mellitus haben konnte
[149]. Da DEHP und MEHP neben PPARg auch PPARa aktivieren, was speziesspezifisch in
Nagetieren eine verstarkte Proliferation von Leberzellen zur Folge hat [151,152], wirken

beide Substanzen in Ratten und Mausen lebertoxisch und kanzerogen [71].

Auch Mause des Stammes C57BL/6J zeigen als Folge einer 13-wochigen DEHP-Exposition im
Standardfutter (1.000 mg/kg Korpergewicht/Tag) eine erhohte Peroxisomen- und
Leberzellproliferation sowie eine verminderte Fettgewebsbildung und eine geringere
Gewichtszunahme [153]. Um die Wirkung von DEHP auf den Metabolismus unabhangig von
der Wirkung auf die Leberzellproliferation zu untersuchen, haben Feige et. al. mit
transgenen SV129 Mausen gearbeitet, welche die humane Ppara-Variante exprimieren
[152]. Diese Tiere reagierten innerhalb einer 13-wochigen fettreichen Didt mit DEHP
(500 mg/kg Korpergewicht/Tag) statt mit einer DEHP-PPARa-induzierten Hepatomegalie und
Gewichtsabnahme mit einer gesteigerten Gewichtszunahme [153]. AuBerdem fiihrte DEHP
in den transgenen Tieren zu einer Zunahme der Fettgewebsbildung [153]. Der DEHP-
induzierte Verlust von Korpergewicht bei Nagetieren ist somit auf die speziesspezifisch

erhohte PPARa-vermittelte Leberzellproliferation zurickfihrbar [152,153].

Schmidt et al. haben die adipogene Wirkung von DEHP im Futterungsversuch mit C3H/N
Mausen untersucht [74]. In diesem Stamm fliihrte DEHP in verschiedenen
Konzentrationsbereichen (0,05; 5; 500 mg/kg Korpergewicht/Tag) zu einer vermehrten
Futteraufnahme, Gewichtszunahme und Zunahme der viszeralen Fettmenge. Eine hepatisch
erhohte PPARa-Expression wurde jedoch nur in der hochsten Konzentration
(500 mg/Kg Korpergewicht/Tag) festgestellt. In einem weiteren Versuchsansatz wurden
Muttertiere wahrend der Graviditdt und Laktation mit den oben genannten DEHP-
Konzentrationen exponiert [74]. Wahrend die Graviditat in der niedrigen und mittleren
Behandlungsgruppe unauffillig verlief, wurde in der hochsten Konzentration eine Abortrate
von 100% beobachtet. Die Nachkommen der 0,05 und 5 mg/kg Korpergewicht/Tag
exponierten Tiere wiesen eine signifikant erhdhte Gewichtszunahme und einen Anstieg der
viszeralen Fettmenge auf. Hervorzuheben ist, dass der adipogene Effekt von DEHP bereits
bei einer am TDI-orientierten Tagesdosis von 50 pg/kg Korpergewicht/Tag beobachtet

wurde.
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Dass DEHP und MEHP in der Lage sind, Rezeptoren der PPAR-Familie zu aktivieren und in
vitro die Differenzierung von Praadipozyten [70] sowie in vivo die Entstehung von
Fettgewebe zu beeinflussen, ist evident [74,153]. Offen bleibt die Frage, ob diese
Weichmacher bereits in undifferenzierten embryonalen MSC eine adipogene Wirkung
verursachen und welche Prozesse der Adipogenese dabei beeinflusst werden. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DEHP (100 uM) die adipogene
Differenzierung von MSC stadienspezifisch ausschliefllich innerhalb der hormonellen
Induktion fordert. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass MSC DEHP metabolisieren und in den
aktiven Metaboliten MEHP umsetzen, welcher sich wahrend der adipogenen Differenzierung

in Adipozyten anreichert.

Warum sich der DEHP-Effekt in C3H10T1/2-MSC auf die Phase der hormonellen Induktion
beschrankt, lasst sich mit der Verfligbarkeit und Aktivierbarkeit von PPARgl und PPARg2
wahrend der adipogenen Differenzierung erklaren. Wahrend PPARgl auf mRNA-
Transkriptebene bereits wahrend der Proliferation exprimiert wird, ist die Proteinmenge im
Vergleich zu den Phasen hormonelle Induktion und terminale Differenzierung sehr gering.
PPARg2 war wahrend der Proliferationsphase kaum exprimiert und als Protein nicht
nachweisbar. In PPARg2-Uberexprimierenden C3H10T1/2 fihrte die Behandlung mit DEHP
und Rosiglitazon zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors, wobei der Effekt von DEHP
(100 uM) deutlich geringer war als der von Rosiglitazon (500 nM). Dieses Experiment zeigt,
dass DEHP PPARg aktiviert. In nicht-PPARg-liberexprimierenden MSC war eine EDC-
vermittelte Induzierbarkeit von PPARg hingegen nicht nachweisbar. Die fehlende
Verfligbarkeit von PPARg ist die wahrscheinlichste Ursache, warum DEHP die Adipogenese

nicht im Stadium der MSC-Determinierung beeinflusst.

Wahrend der hormonellen Induktion kam es in C3H10T1/2-MSC zu einem deutlichen Anstieg
der mRNA- und Proteinmenge von PPARg1 und PPARg2. Fiir die adipogene Differenzierung
ist die Induktion von PPARg2 unbedingt notwendig [101]. Die adipogenen DEHP-Effekte sind

vermutlich darauf zurtickzufiihren, dass PPARg2 von DEHP aktiviert wird.

Wahrend der terminalen Differenzierung, in welcher die Bildung von PPARg aufrechterhalten
bleibt, zeigte die DEHP-Behandlung keinen adipogenen Effekt. Die Untersuchungen zeigen

auch, dass die Genexpression von Pparg wahrend dieser Phase durch DEHP nicht weiter
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gesteigert wurde. Warum DEHP im Anschluss an die hormonelle Induktion keine adipogene
Wirkung hat, bedarf weiterer Untersuchungen. Eine mogliche Hypothese ist, dass die

Aktivierbarkeit von PPARg wahrend dieser Phase bereits gesattigt ist.

5.4.3 TBT fordert die Entstehung von Fettzellen

TBT entfaltet seine adipogene Wirkung in vitro und in vivo als Ligand von RXRa und PPARg
[31,88,154]. Bei Mausen, die einmalig in utero am Trachtigkeitstag 16,5 mit TBT
(0,1 mg/kg Korpergewicht/Tag) exponiert wurden, fordert TBT schon vor der Geburt die
Entstehung eines adipdsen Phanotyps [30]. Die in utero exponierten Mause wiesen sowohl
postnatal als auch noch nach 10 Wochen einen erhohten Fettgewebsanteil auf [31]. MSC,
welche aus dem Fettgewebe dieser in utero exponierten Tiere isoliert wurden, lieBen sich
aullerdem besser zu Adipozyten differenzieren als MSC nicht-exponierter Kontrolltiere [30].
Die Autoren schlielen daraus, dass es in Folge der in utero TBT-Exposition zu einer
adipogenen Programmierung bzw. einer vermehrten Entstehung von Praadipozyten kam.
Gleichzeitig zur gesteigerten Adipogenese war die osteogene Differenzierungskapazitat der
MSC vermindert [30]. Diese reziproke Beziehung zwischen adipogener und osteogener
Differenzierung kann auf eine Verschiebungen von MSC-Determinierungsfaktoren wahrend
der Differenzierung von Vorlauferzellen zurlickgefihrt werden [155]. Da die in utero
Behandlung mit dem PPARg-Aktivator Rosiglitazon (1 mg/kg Korpergewicht/Tag) dhnliche
Effekte hat, schlussfolgerte die Arbeitsgruppe, dass die adipogene Wirkung von TBT auf eine

Wechselwirkung mit dem RXRa-PPARg-Heterodimer zuriickfihrbar ist [30].

5.4.3.1 TBT steigert die adipogene Differenzierung iiber einen PPARg-abhangigen

Mechanismus

In C3H10T1/2-MSC wirkte TBT (100 nM) stark adipogen. Diese Wirkung wurde
stadienunabhangig wahrend der Proliferation (5.4.3.2 und 5.4.3.3), der hormonellen

Induktion sowie wahrend der terminalen Differenzierung beobachtet.

Ein Mechanismus fir die adipogene Wirkung von TBT ist die Verfligbarkeit und
Aktivierbarkeit von PPARg1 und PPARg2. Wahrend der hormonellen Induktion kam es durch
den Differenzierungscocktail zu einem starken Anstieg der Expression dieser beiden
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Transkriptionsfaktoren, welcher wahrend der terminalen Differenzierung von den Zellen
aufrechterhalten blieb. Darliber hinaus wurde in vorliegender Arbeit nachgewiesen, dass die
fir die Adipogenese essentielle Isoform PPARg2 von den EDC DEHP und TBT sowie dem

Pharmakon Rosiglitazon aktiviert wird.

Eine Aktivierung des Heterodimerisierungspartners RXRa verstarkt die Wirkung des PPARg-
RXRa-Heterodimers [156]. Die Induzierbarkeit von RXRa durch TBT hat somit eine
verstarkende Wirkung auf die Funktion von PPARg [88,157]. Im Gegensatz zu PPARg2,
dessen Expression spezifisch flr Fettgewebe ist, ist RXRa ubiquitdr verbreitet. RXRa
heterodimerisiert mit verschiedenen Interaktionspartnern und ist so an der Regulation einer
Vielzahl physiologischer Prozesse wie dem Cholesterin-, Fettsdure-, Gallensdure-, Steroid-
und Fremdstoffmetabolismus beteiligt [158]. Die adipogene Wirkung von RXRa-Agonisten ist
jedoch von dem Vorhandensein und der Aktivierung von PPARgl und PPARg2 abhangig
[159].

Da TBT ein Ligand beider PPARg-Isoformen, die wahrend der hormonellen Induktion und
terminalen Differenzierung verstarkt exprimiert werden, und von RXRa ist [31,88], kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass die PPARg-Verfiigbarkeit ursachlich fir den TBT-

induzierten adipogenen Effekt wahrend der terminalen adipogenen Differenzierung war.

5.4.3.2 TBT fordert die adipogene Determinierung von MSC

TBT ist ein potentes Obesogen und verursacht bei Mausen bereits pranatal die Entstehung
eines adipdsen Phanotyps [30]. Auch in C3H10T1/2-MSC fihrt die Exposition wahrend der

Proliferationsphase zu einer erhéhten Bildung von Adipozyten.

Im Gegensatz zur nachgeschalteten hormonellen Induktion waren PPARgl und PPARg2
wahrend der Proliferationsphase jedoch kaum exprimiert und nicht aktivierbar. Auch hatte
die Behandlung mit dem potenten PPARg-Aktivator Rosiglitazon wahrend dieser Phase keine
erhohte adipogene Differenzierung zur Folge. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
adipogene Wirkung von TBT wahrend der Proliferationsphase durch einen PPARg-

unabhangigen Mechanismus vermittelt wurde.
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Im Gegensatz zu Rosiglitazon fiuhrte TBT wéahrend der Proliferationsphase zu einer
verminderten mRNA-Expression zelllinienspezifischer Gene wie Dlk1, Sox9, Sox5, Sox6,
Col2al und Runx2. Die Balance von DLK1 und SOX9 ist in multipotenten MSC entscheidend,
um die Differenzierung in eine bestimmte Linie festzulegen [99]. Der Transkriptionsfaktor
SOX9 wird von chondro-osteogenen Vorlaufern gebildet und reguliert zusammen mit SOX5
und SOX6 die chondrogene Differenzierung und die Expression des chondrogenen Zielgens
Col2a1l [160]. Dabei wird SOX9 von DLK1 reguliert [97]. SOX9 hemmt sowohl die Reifung von
Chondrozyten als auch die Differenzierung von adipogenen und osteogenen Vorlauferzellen
[97]. DLK1 kommt im adulten Organismus hauptsachlich in Zellen vor, welche das Potential
haben, in Adipozyten zu differenzieren [96], und ist in reifen Adipozyten nicht mehr
nachweisbar [99]. Seine Funktion ist vor allem darauf beschrankt, adipogene Vorlaufer
aufrechtzuerhalten [99]. Eine Deletion flhrt in vivo zu einem adipdsen Phanotyp [161].

Umgekehrt fiihrt eine Uberexpression zu einer verminderten Fettgewebsbildung [162].

DLK1 halt die Genexpression von Sox9 aufrecht und SOX9 hemmt die Promotoraktivitat von
Cebpb und Cebpd [99]. DLK1 reguliert somit Gene, welche die adipogene Differenzierung
initiieren. Diese Repression findet auf transkriptioneller Ebene statt und bildet die Grundlage
fur die nachgeschaltete Expression der adipogenen Transkriptionsfaktoren C/EBPb, C/EBPd,
C/EBPa und PPARg [163].

In TBT-behandelten MSC kam es wahrend der Proliferationsphase von C3H10T1/2-MSC zu
einem deutlichen transkriptionellen Abfall von DIkl und Sox9. Die TBT-induzierte Abnahme
der inhibitorischen Wirkung von DLK1 und SOX9 kann als mogliche Ursache fir den

adipogenen Effekt von TBT wahrend der Proliferationsphase angesehen werden.
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Abbildung 32: Synopsis der Wirkung von Tributylzinn (TBT) auf die adipogene
Determinierung und Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (MSC). Die Behandlung
multipotenter MSC mit TBT fuhrt durch die transkriptionellen Repression von preadipocyte
factor 1 (PREF-1 alias Delta-like 1 homolog, DLK1) und Sry-related HMG box gene 9 (SOX9)
zur adipogenen Determinierung von MSC. Vermittelt durch peroxisome proliferator-
activated receptor gamma 2 (PPARg2) kommt es zur gesteigerten Entstehung von Fettzellen
und Expression adipozytenspezifischer Gene wie fatty acid binding protein 4 (FABP4). Im
Gegensatz dazu vermindert TBT in MSC die Expression des osteogenen Markers runt-related
transcription factor 2 (RUNX2) und des chondrogenen Markers collagen type I, alpha 1
(COL2A1).

5.4.3.3 Der adipogene Einfluss von TBT wahrend der Determinierungsphase von MSC ist

PPARg-unabhingig

Die Wirkung von TBT auf DIkl und Sox9 fuhrt dazu, dass Vorlaufer die adipogene
Differenzierung einschlagen und dass PPARg, vermittelt durch C/EBPb und C/EBPd, aktiviert
werden kann. Die inhibitorische Wirkung von DLK1 und SOX9 ist der adipogenen Wirkung
von PPARg vorangestellt [97]. Ein siRNA-vermittelter Knockdown von PPARg sowie die
Rosiglitazon-induzierte Aktivierung von PPARg hatten daher keinen Einfluss auf die
transkriptionelle Regulation von DIkl und Sox9. Der Einfluss von TBT auf DIkl und Sox9 ist

somit unabhangig von PPARg.

Die TBT-Behandlung von C3H10T1/2-MSC wiahrend eines transienten Knockdowns von
PPARg fihrte wahrend der sich anschlieRenden PPARg-abhadngigen adipogenen
Differenzierung zu einer gesteigerten Fettzellbildung. Die Wirkung von TBT auf die
adipogene Determinierung von MSC wurde dabei vermutlich unabhangig vom PPARg-RXRa-
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Heterodimer durch die Herabregulation von DIkl und Sox9 vermittelt. Diese Hypothese
bietet auch eine Erklarung fiir die von Kirchner et al. beobachtete TBT-induzierte pranatale

Festlegung von MSC in vivo [30].

Auch in primdren murinen MSC des Knochenmarks zeigte sich, dass TBT die Entstehung von
Fettzellen Gber einen zusatzlichen PPARg-unabhangigen Signalweg beeinflusst [157]. Auch in
diesen Zellen wird die adipogene Wirkung von Rosiglitazon, im Gegensatz zu der von TBT,

durch einen PPARg-knockdown signifikant vermindert [157].

Offen bleibt die Frage, Uber welchen Mechanismus TBT zu einer Reduktion der
Genexpression von Dlk1 und Sox9 fiihrt. Diese Wirkung kénnte iber RXRa vermittelt werden
[157] oder durch den Glucocorticoidrezeptor, da Dexamethason als
Glucocorticoidrezeptoragonist, ahnlich wie TBT, wahrend der hormonellen Induktion zu

einer Reduktion von DLK1 fiihrt [99].

Chamorro-Garcia et al. haben dariiber hinaus in einer Untersuchung an Mausen gezeigt, dass
die TBT-Exposition wahrend der Graviditat nicht nur in der in utero exponierten F1-
Generation (5,42 nM; 54,2 nM oder 542 nM; Uber das Trinkwasser der Mutter), sondern
auch in den folgenden Generationen F2 und F3 die Bildung weiRen Fettgewebes erhéht
[129]. Diese transgenerationalen Effekte werden vermutlich durch epigenetische
Veranderungen vermittelt [164]. So fiihrt TBT in MSC zu einer Demethylierung, also einer
Aktivierung der Promotorregion des adipogenen Gens Fabp4 [30]. Ob die beschriebenen
transgenerationalen Effekte auf pranatale epigenetische Veranderungen im MSC-
Kompartiment zurtickzufiihrbar sind, beispielsweise durch Veranderungen der Genaktivitat

von DIkl oder Sox9, soll in einer weiteren Studie untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

In den letzten 30 Jahren kam es weltweit zu einem drastischen Anstieg der
Adipositaspravalenz. Herkommliche Erklarungsmodelle wie genetische Veranderungen,
Erndhrungs- und , Lifestyle“-Faktoren reichen nicht aus, um den Anstieg von Adipositas,
insbesondere bei Kindern und Jugendlichen, zu erklaren. Ausgehend von den Ergebnissen
dieser Arbeit und weiteren wissenschaftlichen Studien ist es wahrscheinlich, dass
Umweltbedingungen bereits vor der Geburt bzw. wahrend der friilhen Kindheit die

Entstehung von Adipositas fordern.

Schon seit einigen Jahren vermuten Wissenschaftler einen Zusammenhang zwischen der
Zunahme von Adipositas und Ubergewicht und der steigenden Produktion, dem Konsum und
der Umweltverschmutzung durch Kunststoffe. Polymere Kunststoffe enthalten unter
anderem hormonell wirksame Substanzen (EDC), welche beispielsweise aus
Verpackungsmaterialien in Lebensmittel migrieren und hauptsachlich Gber die Nahrung
aufgenommen werden. 2006 verdéffentlichten Grun und Blumberg die ,Obesogen”-
Hypothese, welche besagt, dass bestimmte EDC an der weltweit steigenden
Adipositaspradvalenz teilhaben kénnten. Solche EDC sind die in dieser Arbeit untersuchten
Umweltchemikalien Bisphenol A (BPA), Diethylhexylphthalat (DEHP) und Tributylzinn (TBT).
Alle drei EDC sind bei einem Groldteil der Bevdlkerung in Blut- und Gewebeproben
nachweisbar. Sie sind auflerdem in der Lage, die Plazentaschranke zu passieren. Aufgrund
ihrer hormonellen Aktivitat stehen sie im Verdacht, Entwicklungsprozesse zu stéren und die

Veranlagung fiir Adipositas bereits pranatal zu férdern.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass BPA, DEHP und TBT die Entstehung von Adipozyten aus
murinen embryonalen Stammzellen stadien- und konzentrationsabhangig beeinflussen. Die
Exposition multipotenter mesenchymaler Stammzellen (MSC) der Linie C3H10T1/2 wahrend
der adipogenen Differenzierung mit BPA (10 uM) fiihrte zu einer verminderten Entstehung
von Adipozyten. DEHP (100 uM) und TBT (100 nM) hatten einen stimulierenden Effekt auf
die Differenzierung von Fettzellen. Im Gegensatz zu diesen LOAEL-orientierten
Konzentrationen wurde bei Expositionsversuchen mit den umweltrelevanten
Konzentrationen 10 nM BPA, 100 nM DEHP oder 1 nM TBT kein Einfluss auf die Entstehung

von Fettzellen beobachtet. Auch die Exposition pluripotenter embryonaler
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Mausstammzellen der Linie CGR8 hatte wahrend der Proliferationsphase keine Auswirkung
auf die nachgeschaltete adipogene Differenzierung. Diese Beobachtung lasst den Schluss zu,
dass die Zellen mesenchymale Eigenschaften aufweisen missen, um fiir die untersuchten

EDC vulnerabel zu sein.

Wahrend der Differenzierung durchlaufen multipotente MSC verschiedene ontogenetisch
abgrenzbare Stadien. Die antiadipogene Wirkung von BPA beschriankt sich dabei
ausschlieBlich auf das frihe Stadium der Determinierung (Proliferationsphase). Nur
C3H10T1/2-MSC, die wahrend dieser Phase mit 10 uM BPA behandelt wurden, wiesen ein

vermindertes Potential auf, adipogen zu differenzieren.

C3H10T1/2-MSC sind auBerdem in der Lage, DEHP in den aktiven Metaboliten MEHP
umzuwandeln und diesen im Verlauf der Differenzierung anzureichern. Eine Exposition mit
DEHP (100 puM) wirkte ausschlieBlich wahrend der Induktionsphase steigernd auf das

adipogene Differenzierungspotential von MSC.

TBT (100 nM) forderte im Gegensatz zu BPA und DEHP die adipogene Differenzierung in allen

untersuchten Differenzierungsphasen.

DEHP und TBT aktivierten PPARg2, den Master-Regulator der adipogenen Differenzierung.
Wahrend der vorangeschalteten Determinierungsphase flihrte TBT dariber hinaus zu einer
PPARg-unabhangigen transkriptionellen Repression von DIkl und Sox9, zwei Gene, deren
Produkte in Vorlduferzellen die adipogene Differenzierung unterdriicken. TBT foérdert die
Bildung von Adipozyten somit liber einen PPARg-unabhangigen Mechanismus wahrend der
Determinierungsphase von multipotenten MSC und Uber einen zweiten PPARg-abhangigen

Mechanismus wahrend der nachgeschalteten adipogenen Differenzierung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen im in vitro Differenzierungsmodell von MSC, dass
Umwelthormone die Entstehung von Fettzellen PPARg-unabhédngig, bereits wahrend der
frihen Determinierungsphase, und PPARg-abhadngig wahrend der spateren adipogenen
Differenzierung, beeinflussen kdnnen. Die ubiquitdre Exposition mit Umwelthormonen kann
die Entstehung von Adipositas und Ubergewicht somit bereits wahrend frither Phasen der

Entwicklung fordern.
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6.1 Summary

Rising obesity rates (“obesity pandemics’) and related disorders belong to the most serious
health challenges worldwide. The etiology of obesity is complex and multifactorial. It has
been shown that pre- and postnatal genotype-environment interactions contribute to the

high prevalence of obesity. However, the underlying mechanisms remain poorly understood.

The increased prevalence of obesity correlates with an increase in chemical production and
the ubiquitous pollution of the environment by these chemicals over the past 40 years.
Some of these chemicals are endocrine disrupting compounds (EDC). EDC like bisphenol A
(BPA), bis(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) and tributyltin (TBT) are ubiquitously present in the
environment and in human tissues. They are known to cross the placenta and to affect
endocrine mediated pathways by binding to hormone receptors, an effect which is
specifically critical during development. In that context, the environmental obesogen
hypothesis states that an early-life exposure to environmental pollutants might have an

influence on the development and susceptibility to metabolic diseases such as obesity.

This work shows that BPA, DEHP and TBT affect the adipogenic differentiation of murine
embryonic stem cells in a concentration-, stage- and compound-specific manner.
Multipotent murine mesenchymal stem cells (MSC), C3H10T1/2, allow a detailed insight into
the vulnerability of different ontogenetic stages of adipogenesis, as they have the ability to

determine to the adipose lineage as well as to cartilage, bone or muscle lineages.

Exposure of C3H10T1/2 MSC during adipogenesis with BPA (10 uM) decreased the number
of adipocytes, whereas DEHP (100 uM) and TBT (100 nM) enhanced adipogenesis. In
contrast to these LOAEL orientated concentrations, the use of environmentally relevant

concentrations (10 nM BPA, 100 nM DEHP or 1 nM TBT) did not affect adipogenesis.

Employing a pluripotent murine embryonic stem cell line, CGRS, the adipogenic potential of
BPA, DEHP and TBT prior to cell fate commitment was explored. The studied EDC did not
alter subsequent adipogenic differentiation, when pluripotent CGR8 were exposed during
the proliferation stage. We conclude that cells must have mesenchymal characteristics to be

susceptible to the studied compounds.
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The development of adipocytes occurs in a series of ontogenetic steps. To distinguish early
adipogenic cell fate commitment and final adipogenic differentiation, C3H10T1/2 MSC were
exposed to BPA, DEHP or TBT at different stages of adipogenic differentiation, i.e. at
undifferentiated growth, hormonal adipogenic induction and adipogenic differentiation. BPA
(10 uM) decreased subsequent adipogenic differentiation of MSC, when cells were exposed
during undifferentiated growth. This finding indicates BPA as an EDC, which reduces the

commitment of MSC to the adipogenic lineage.

MSC have the ability to metabolize DEHP to MEHP, its monoester hydrolysis product. The
amount of MEHP, which activates and interacts with PPARa and PPARg, enriched during
adipogenic differentiation and DEHP exposure enhanced adipogenesis during the hormonal

induction period. At this stage, the activation of PPARg caused adipogenic differentiation.

In contrast, TBT (100 nM) enhanced the development of adipocytes in all studied exposure
windows. Depending on the exposure window, TBT promoted subsequent adipogenesis
independently and dependently on PPARg. In undifferentiated MSC, TBT exposure induced a
transcriptional PPARg-independent repression of DIk1 and Sox9, which are both suppressors
of adipogenic cell fate commitment. PPARg2, which is required for adipogenic
differentiation, was highly expressed during hormonal adipogenic induction, but very low
during undifferentiated growth. During hormonal induction, TBT additionally enhanced

adipogenic differentiation by PPARg signaling.

In conclusion, this study shows that EDC affect adipogenesis by altering cell fate
commitment of MSC and by enhancing final adipogenic differentiation by different and
independent mechanisms. Our results on the impact of EDC on early cell fate development
in undifferentiated progenitors may document a novel mechanistic insight into

predisposition for obesity.
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8. Anhang

8.1 Sequenzierung der Real-time RT PCR-Produkte

Die Richtigkeit der Real-time PCR-Produkte wurde durch Sequenzierung ermittelt (3.5). Dafir
wurden die PCR-Produkte in den pGEMT-Vektor kloniert.

8.1.1 Sequenzierung 18S rRNA

Das PCR-Produkt der verwendeten 18S rRNA-Primer wurde bereits in Vorarbeiten von Dr.
Sarah Tonack (Universitat von Liverpool, Institut fir Molekulare und Klinische Krebsmedizin,

Liverpool, UK) sequenziert.

PCR-Produkt 1  AGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACCCG
FErrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
185 RNA 446 AGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACCCG
PCR-Produkt 61 GGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGG 91
FEEEEEEr et e e e
185 RNA 506 GGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGG 536

Abbildung 33: Vergleich der Sequenz des 18S rRNA PCR-Produkts mit der 18S rRNA-
Sequenz der Maus (Acc. No.: NR_003278.3). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt
fett und unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.

8.1.2 Sequenzierung Adipoq

Das PCR-Produkt der verwendeten Adipog-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 45  TGTTGGAATGACAGGAGCTGAAGGGCCACGGGGCTTCCCCGGAACCCCTGGCAGGAAAGG
PEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e
Adipog 370 CGTTGGAATGACAGGAGCTGAAGGGCCACGGGGCTTCCCCGGAACCCCTGGCAGGARAGG
PCR-Produkt 105 GAGCCTGGAGAAGCCGCTTATGTGTATCGCTCAGCGTTCAGTGTGGGGCTGGAGACCCGC
PErrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e e e e e
Adipoq 430 GAGCCTGGAGAAGCCGCTTATGTGTATCGCTCAGCGTTCAGTGTGGGGCTGGAGACCCGC
PCR-Produkt 165 GTCACTGTTCCCAATGTACCCATTCG 190
PEEEEEEEEr ettt rrnd
Adipoq 490 GTCACTGTTCCCAATGTACCCATICG 515

Abbildung 34: Vergleich der Sequenz des Adipoq PCR-Produkts mit der Adipog mRNA-
Sequenz der Maus (Acc. No.: NM_009605.4). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt
fett und unterstrichen dargestellt; (1) Identische Nukleotide.
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8.1.3 Sequenzierung Col2al

Das PCR-Produkt der verwendeten Col2al-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt

Col2al

PCR-Produkt

Col2al

PCR-Produkt

Col2al

48

423

61

483

121

543

CAGAGGTGATCGTGGTGACAAGGGAGAAAAGGGTGCGCCTGGACCCCGTGGCAGAGATGG
Frrrrerrrrrrrerrrrrrerrrrrre et et et e
CAGAGGTGATCGTGGTGACAAGGGAGAAAAGGGTGCGCCTGGACCCCGTGGCAGAGATGG

AGAACCTGGTACCCCTGGAAATCCTGGCCCCGCTGGCCCTCCAGGTCCCCCTGGTCCCCC
Frrrrererrrrrerrrrrrerrrrrrer et e et et e
AGAACCTGGTACCCCTGGAAATCCTGGCCCCGCTGGCCCTCCAGGTCCCCCTGGTCCCCC

TGGCCTTAGTGCAGGAAACTTCGCGGCTCAGATGGCTGGAGGGTATGACGAGAAGG 174

FErrrrrrrrrrerrr et er e et e e e e e e e e e e e
TGGCCTTAGTGCAGGAAACTTCGCGGCTCAGATGGCTGGAGGGTATGACGAGAAGG 599

Abbildung 35: Vergleich der Sequenz des Col2al PCR-Produkts mit der Col2al mRNA-
Sequenz der Maus (Acc. No.: NM_001113515.2). Die verwendeten Primer sind im PCR-
Produkt fett und unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.

8.1.4 Sequenzierung Fabp4

Das PCR-Produkt der verwendeten Fabp4-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt
Fabp4
PCR-Produkt
Fabp4
PCR-Produkt
Fabp4
PCR-Produkt
Fabp4
PCR-Produkt

Fabp4

47

91

107

151

167

211

227

271

287

331

TGGAAGCTTGTCTCCAGTGAAAACTTCGATGATTACATGAAAGAAGTGGGAGTGGGCTTT

FErrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
TGGAAGCTTGTCTCCAGTGAAAACTTCGATGATTACATGAARAGAAGTGGGAGTGGGCTTT

CCACAAGGAAAGTGGCAGGCATGGCCAAGCCCAACATGATCATCAGCGTAAATGGGGATT

FEErrerrrrrrrerrrrrrerrrrrr e et ettt
CCACAAGGAAAGTGGCAGGCATGGCCAAGCCCAACATGATCATCAGCGTAAATGGGGATT

TGGTCACCATCCGGTCAGAGAGTACTTTTAAAAACACCGAGATTTCCTTCAAACTGGGCG

Lrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrerrr e et e e e
TGGTCACCATCCGGTCAGAGAGTACTTTTAAAAACACCGAGATTTCCTTCAAACTGGGCG

TGGAATTCGATGAAATCACCGCAGACGACAGGAAGGTGAAGAGCATCATAACCCTAGATG

FErrrrrrrrrrrrr et er et e e e e e e e e e e e e e
TGGAATTCGATGAAATCACCGCAGACGACAGGAAGGTGAAGAGCATCATAACCCTAGATG

GCGGGGCCCTGGTGCAGGTGCAGAAGTGGGATGGAAAGTCGA 328

FEEETErrrrrr et e ettt rr e
GCGGGGCCCTGGTGCAGGTGCAGAAGTGGGATGGAAAGTCGA 372

Abbildung 36: Vergleich der Sequenz des Fabp4 PCR-Produkts mit der Fabp4 mRNA-

Sequenz der Maus (Acc. No.: NM_024406.2). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt

fett und unterstrichen dargestellt; (1) Identische Nukleotide.
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8.1.5 Sequenzierung Lpl

Das PCR-Produkt der verwendeten Lpl-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt
Lpl
PCR-Produkt
Lpl
PCR-Produkt
Lpl
PCR-Produkt

Lpl

43

851

103

911

163

971

223

1031

GTCGAAGTATTGGAATCCAGAAACCAGTAGGGCATGTTGACATTTATCCCAATGGAGGCA

Frrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e
GTCGAAGTATTGGAATCCAGAAACCAGTAGGGCATGTTGACATTTATCCCAATGGAGGCA

CTTTCCAGCCAGGATGCAACATTGGAGAAGCCATCCGTGTGATTGCAGAGAGAGGACTCG

Frrrrererrrrrerrrrrrerrrrrr et et et e
CTTTCCAGCCAGGATGCAACATTGGAGAAGCCATCCGTGTGATTGCAGAGAGAGGACTCG

GAGACGTGGACCAGCTGGTGAAGTGCTCGCACGAGCGCTCCATTCATCTCTTCATTGACT

Frrrrerrrrrrrerrrrrrerrrrrre e re et et e
GAGACGTGGACCAGCTGGTGAAGTGCTCGCACGAGCGCTCCATTCATCTCTTCATTGACT

CCCTGCT 229

I
CCCTGCT 1037

Abbildung 37: Vergleich der Sequenz des Lpl PCR-Produkts mit der Lpl mRNA-Sequenz der

Maus (Acc. No.: NM_008509.2). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt fett und

unterstrichen dargestellt; (1) Identische Nukleotide.

8.1.6 Sequenzierung Ppara

Das PCR-Produkt der verwendeten Ppara-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt
Ppara
PCR-Produkt
Ppara
PCR-Produkt
Ppara
PCR-Produkt

Ppara

44

901

104

961

164

1021

221

1081

ATGCCAGTACTGCCGTTTTCACAAGTGCCTGTCTGTCGGGATGTCACACAATGCAATTCG

FErrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr ettt ettt r e
ATGCCAGTACTGCCGTTTTCACAAGTGCCTGTCTGTCGGGATGTCACACAATGCAATTCG

CTTTGGAAGAATGCCAAGATCTGAAAAAGCAAAACTGAAAGCAGAAATTCTTACCTGTGA

Prrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e ettt e et e e
CTTTGGAAGAATGCCAAGATCTGAAAAAGCAAAACTGAAAGCAGAAATTCTTACCTGTGA

ACACGACCTGAAAGATTCGGAAACTGCAGACCTCAAATCTCTGGGCAAGAGAATCCACGA

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
ACACGACCTGAAAGATTCGGAAACTGCAGACCTCAAATCTCTGGGCAAGAGAATCCACGA

AGCCTACCTGAAGAACTTCAACATGAACAAGGTCAAGGCC 263

PEEEEEErrr e e e e e e e
AGCCTACCTGAAGAACTTCAACATGAACAAGGTCAAGGCC 1120

Abbildung 38: Vergleich der Sequenz des Ppara PCR-Produkts mit der Ppara mRNA-Sequenz

der Maus (Acc. No.: NM_011144.6). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt fett und

unterstrichen dargestellt; (1) Identische Nukleotide.
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8.1.7 Sequenzierung Ppargl

Das PCR-Produkt der verwendeten Ppargl-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 49

Ppargl 163
PCR-Produkt 109
Ppargl 223
PCR-Produkt 169
Ppargl 283

CGGTGAACCACTGATATTCAGGACATTTTTAAAAACAAGACTACCCTTTACTGAAATTAC

Perrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrer et e e e e e
CGGTGAACCACTGATATTCAGGACATTTTTAAAAACAAGACTACCCTTTACTGAAATTAC

CATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCCACCAACTTCGGAATCAGCTCTGTGGACCT

Ferrrreerrrrrrerrrrrrererrrre et ettt e
CATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCCACCAACTTCGGAATCAGCTCTGTGGACCT

CTCCGTGATGGAAGACCACTCGCATTCCTTTG 200

FEEEErrrrrrrrr et er e
CTCCGTGATGGAAGACCACTCGCATTCCTTTG 314

Abbildung 39: Vergleich der Sequenz des Ppargl PCR-Produkts mit der Ppargl mRNA-

Sequenz der Maus (Acc. No.: NM_001127330.1). Die verwendeten Primer sind im PCR-

Produkt fett und unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.

8.1.8 Sequenzierung Pparg2

Das PCR-Produkt der verwendeten Pparg2-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 47
Pparg?2 68
PCR-Produkt 107
Pparg2 128
PCR-Produkt 167
Pparg2 188

CTCCTGTTGACCCAGAGCATGGTGCCTTCGCTGATGCACTGCCTATGAGCACTTCACAAG

PEErrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e e e e e e e
CTCCTGTTGACCCAGAGCATGGTGCCTTCGCTGATGCACTGCCTATGAGCACTTCACAAG

AAATTACCATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCCACCAACTTCGGAATCAGCTCTG

FErrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr ettt ettt r e
AAATTACCATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCCACCAACTTCGGAATCAGCTCTG

TGGACCTCTCCGTGATGGAAGACCACTCGCATT 212

FEEETEErrr et
TGGACCTCTCCGTGATGGAAGACCACTCGCATT 233

Abbildung 40: Vergleich der Sequenz des Pparg2 PCR-Produkts mit der Pparg2 mRNA-
Sequenz der Maus (Acc. No.: NM_011146.3). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt
fett und unterstrichen dargestellt; (1) Identische Nukleotide.
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8.1.9 Sequenzierung DIkl

Das PCR-Produkt der verwendeten DIk1-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 44 AGAAAGGCCAGTACGAATGCTCCTGCACACCTGGGTTCTCTGGAAAGGACTGCCAGCACA
FErrrreerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et e e
D1kl 525 AGAAAGGCCAGTACGAATGCTCCTGCACACCTGGGTTCTCTGGAAAGGACTGCCAGCACA
PCR-Produkt 103 AGGCTGGGCCCTGCGTGATCAATGGTTCTCCCTGCCAGCACGGAGGCGCCTGCGTGGATG
Ferrrreerrrrrrerrrrrrererrrre et ettt e
D1kl 585 AGGCTGGGCCCTGCGTGATCAATGGTTCTCCCTGCCAGCACGGAGGCGCCTGCGTGGATG
PCR-Produkt 163 ATGAGGGCCAGGCCTCGCATGCTTCCTGCCTGTGCCCCCCTGGCTTCTCAGGCAACTTCT
Ferrrreerrrrrrerrrrrrererrrre et ettt e
D1kl 645 ATGAGGGCCAGGCCTCGCATGCTTCCTGCCTGTGCCCCCCTGGCTTCTCAGGCAACTTCT
PCR-Produkt 223 GTGAGATCGTAGCCGCAA 240
FEEETTEEEErrr et
D1kl 705 GTGAGATCGTAGCCGCAA 722

Abbildung 41: Vergleich der Sequenz des DIkl PCR-Produkts mit der DIkl mRNA-Sequenz
der Maus (Acc. No.: NM_010052.5). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt fett und
unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.

8.1.10 Sequenzierung Runx2

Das PCR-Produkt der verwendeten Runx2-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 45  CGCATTCCTCATCCCAGTATGAGAGTAGGTGCTCCCGCCTCAGAACCCACGGCCCTCCC
PEErrrrrrrrrerrrer et et et rrr e e e e e
Runx2 1170 CGCATTCCTCATCCCAGTATGAGAGTAGGTG-TCCCGCCTCAGAACCCACGGCCCTCCC
PCR-Produkt 105 TGAACTCTGCACCAAGTCCTTTTAATCCACAAGGACAGAGTCAGATTACAGATCCCAGGC
PErrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e e e e e e
Runx2 1228 TGAACTCTGCACCAAGTCCTTTTAATCCACAAGGACAGAGTCAGATTACAGATCCCAGGC
PCR-Produkt 165 AGGCACAGICTTCCCCACCGTGGTCCTATGACCAGTCTTACCCCTCCTATCTGAGCCA
PEErrrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e e e
Runx2 1288 AGGCACAGICTTCCCCACCGTGGTCCTATGACCAGICTTACCCCTCCTATCTGAGCCA

Abbildung 42: Vergleich der Sequenz des Runx2 PCR-Produkts mit der Runx2 mRNA-
Sequenz der Maus (Acc. No.: XM_006523540.1). Die verwendeten Primer sind im PCR-
Produkt fett und unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.
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8.1.11 Sequenzierung Sox5

Das PCR-Produkt der verwendeten Sox5-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 43 GCCATGGAATGATGGATTTCAATATGAGTGGAGATTCTGACGGAAGCGCTGGAGTCTCAG
Frrrrrerrrrrrrerrrrrrerrrrrr e e re et et r e

Sox5 1756 GCCATGGAATGATGGATTTCAATATGAGTGGAGATTCTGACGGAAGCGCTGGAGTCTCAG

PCR-Produkt 103 AGTCAAGAATTTACAGGGAATCCAGGGGACGTGGTAGCAACGAGCCCCACATAAAGCGTC
Frrrrrerrrrrrrerrrrrrererrrrer et r ettt e

Sox5 1816 AGTCAAGAATTTACAGGGAATCCAGGGGACGTGGTAGCAACGAGCCCCACATAAAGCGTC

PCR-Produkt 163 CAATGAATGCCTTCATGGTGTGGGCGAAAGATGAACGGAGGAAAATCCTTCAGGCCT 219
Frrrrrrererrrrerrrrrrre et e et e e e

Sox5 1876 CAATGAATGCCTTCATGGTGTGGGCGAAAGATGAACGGAGGAAAATCCTTCAGGCCT 1932

Abbildung 43: Vergleich der Sequenz des Sox5 PCR-Produkts mit der Sox5 mRNA-Sequenz
der Maus (Acc. No.: NM_011444.3). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt fett und

unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.

8.1.12 Sequenzierung Sox6

Das PCR-Produkt der verwendeten Sox6-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 49  CAGCGTTCTGTCATCTCAGCAAAGAATGGAGTCAGAGAATAATAAGTTATGTTCCCTATATT
PEErrrrrrrrrrrrrrrrerrreer e e e e e e et e e e e e e e
Sox6 381 CAGCGITCTGTCATCTCAGCAAAGAATGGAGTCAGAGAATAATAAGTTATGTTCCCTATATT
PCR-Produkt 110 CCTTCCGAAATACGTCTACCTCACCACATAAGCCTGACGAAGGGAGTCGGGAGCGTGAAA
143 COTTCOGAAATACSTCTACCTCACCACATARGCCTGACGAAGGSAGTCRGSAGCETGARA
PCR-Produkt 170 TAATGAACAGTGITACTTTTGGAACCCCGGAACGCCGCAAAGGGAGCCTTGCCGATGTGG
503 TAATGAACAGTGTTACTTTIGGAACCCCGAACGCCGCARAGGGAGCCTTGCOGATOTGS
PCR-Produkt 230 TGGATACGCTGAAGCAGAAGAAGCTGGAGGAGA 262
563 TGGATACCCTGRAGCAGAAGRAGCTGGAGGAGH 595

Abbildung 44: Vergleich der Sequenz des Sox6 PCR-Produkts mit der Sox6 mRNA-Sequenz
der Maus (Acc. No.: NM_011445.4). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt fett und
unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.
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8.1.13 Sequenzierung Sox9

Das PCR-Produkt der verwendeten Sox9-Primer wurde sequenziert.

PCR-Produkt 41 GCGCCTTGAAGATAGCATTAGGAGAGATGTGAGTCTGTTCCGTGGCCTCTTCGGCCTCCG
Frrrrreerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et ettt e
Sox9 994 GCGCCTTGAAGATAGCATTAGGAGAGATGTGAGTCTGTTCCGTGGCCTCTTCGGCCTCCG
PCR-Produkt 101 CTTGTCCGTTCTTCACCGACTT 122
FEEETTEErrrrrr el
Sox9 934 CTTGTCCGTTCTTCACCGACTT 913

Abbildung 45: Vergleich der Sequenz des Sox9 PCR-Produkts mit der Sox9 mRNA-Sequenz
der Maus (Acc. No.: NM_011448.4). Die verwendeten Primer sind im PCR-Produkt fett und
unterstrichen dargestellt; (I) Identische Nukleotide.

8.2 Sequenzierung des Pparg2-Plasmids

Das von Prof. Robert M. Sargis (Universitat von Chicago, Medizinische Fakultat, Chicago,
USA) zur Verfligung gestellte PPARg2 Plasmid (pSG5-Vektor) wurde sequenziert. Daflr
wurde ein Primer der T7 Region des Vektors (5' Sequenz-Primer, Tabelle 2) und gegenlaufig
ein Primer der Promotorregion SV40 (3' Sequenz-Primer, Tabelle 2) eingesetzt. Die dadurch
erhaltenen Sequenzen (Abbildung 46) ergaben zu 98% die codierende Sequenz des murinen

Pparg2-Gens (GenBank Acc. No. NM_011146.3).
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(A) Sequenzierung mit 5' Sequenz-Primer T7 (Tabelle 2).

PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg?2
PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg?2
PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg?2
PCR-Produkt
Pparg?2
PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg?2
PCR-Produkt
Pparg?2
PCR-Produkt
Pparg2
PCR-Produkt
Pparg?2
PCR-Produkt

Pparg?2

47

65

106

125

166

185

226

245

286

305

346

365

406

425

466

485

526

545

586

605

646

665

706

725

766

785

826

845

886

903

946

TGGGTGAAACTCTGGGAGAT-CTCCTGTCTGACCCAGAGCATGGTGCCTTCGCTGATGCA

Frrrrerrrrrrrerrrrrr rerrrre et e et et e
TGGGTGAAACTCTGGGAGATTCTCCTGT-TGACCCAGAGCATGGTGCCTTCGCTGATGCA

CTGCCTATGAGCACTTCACAAGAAATTACCATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCC

Frrrrrrrrrrrerrr et et e e e e e e e e e e e e e e e
CTGCCTATGAGCACTTCACAAGAAATTACCATGGTTGACACAGAGATGCCATTCTGGCCC

ACCAACTTCGGAATCAGCTCTGTGGACCTCTCCGTGATGGAAGACCACTCGCATTCCTTT

Frrrrerrrrrrrerrrrrrerrrrrre et et et e
ACCAACTTCGGAATCAGCTCTGTGGACCTCTCCGTGATGGAAGACCACTCGCATTCCTTT

GACATCAAGCCCTTTACCACAGTTGATTTCTCCAGCATTTCTGCTCCACACTATGAAGAC

Frrrrrrrrrrrerrr et et et e e e e e et e e e e e e e
GACATCAAGCCCTTTACCACAGTTGATTTCTCCAGCATTTCTGCTCCACACTATGAAGAC

ATTCCATTCACAAGAGCTGACCCAATGGTTGCTGATTACAAATATGACCTGAAGCTCCAA

FErrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
ATTCCATTCACAAGAGCTGACCCAATGGTTGCTGATTACAAATATGACCTGAAGCTCCAA

GAATACCAAAGTGCGATCAAAGTAGAACCTGCATCTCCACCTTATTATTCTGAAAAGACC

Lrrrrrrreerrrrreeerrrrrrerrr e rrr e et e e e
GAATACCAAAGTGCGATCAAAGTAGAACCTGCATCTCCACCTTATTATTCTGAAAAGACC

CAGCTCTACAACAGGCCTCATGAAGAACCTTCTAACTCCCTCATGGCCATTGAGTGCCGA

FErrrrrrrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
CAGCTCTACAACAGGCCTCATGAAGAACCTTCTAACTCCCTCATGGCCATTGAGTGCCGA

GTCTGTGGGGATAAAGCATCAGGCTTCCACTATGGAGTTCATGCTTGTGAAGGATGCAAG

FErrrerrrrrrrerrrrrrerrrrrre et e et et
GTCTGTGGGGATAAAGCATCAGGCTTCCACTATGGAGTTCATGCTTGTGAAGGATGCAAG

GGTTTTTTCCGAAGAACCATCCGATTGAAGCTTATTTATGATAGGTGTGATCTTAACTGC

FErrrrrrrrrrert et et et e e e e e e e e e e e e
GGTTTTTTCCGAAGAACCATCCGATTGAAGCTTATTTATGATAGGTGTGATCTTAACTGC

CGGATCCACAAAAAAAGTAGAAATAAATGTCAGTACTGTCGGTTTCAGAAGTGCCTTGCT

FEErrrrrrrr et er e e et r e e e e e e e e e
CGGATCCACAAAAAAAGTAGAAATAAATGTCAGTACTGTCGGTITTCAGAAGTGCCTTGCT

GTGGGGATGTCTCACAATGCCATCAGGTTTGGGCGGATGCCACAGGCCGAGAAGGAGAAG

FErrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
GTGGGGATGTCTCACAATGCCATCAGGTTTGGGCGGATGCCACAGGCCGAGAAGGAGAAG

CTGTTGGCGGAGATCTCCAGTGATATCGACCAGCTGAACCCAGAGTCTGCTGATCTGCGA

FErrrrrrrrrrrrr et er e e e e e e e e e e e e e
CTGTTGGCGGAGATCTCCAGTGATATCGACCAGCTGAACCCAGAGTCTGCTGATCTGCGA

GCCCTGGCAAAGCATTTGTATGACTCATACATAAAGTCCTTCCCGCTGACCAAAGCCAAC

FEEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
GCCCTGGCAAAGCATTTGTATGACTCATACATAAAGTCCTTCCCGCTGACCAAAGCCAAG

GCGAGGGCGATCTTGACAGGAAAGACAACGGACAAATCACCATTTGTCATCTACGACATG

FEEErrrrrrr et er et e e e e e e e e e e e e e
GCGAGGGCGATCTTGACAGGAAAGACAACGGACAAATCACCATTTGTCATCTACGACATG

AATTCCTTAATGATGGGAGAAGAT-AAATCAAGTTCAAACATATCACCCCCCTGCA-GAG

Frrrrrrrrrrrerr e et rrrrrrerr e e e e e e e e e
AATTCCTTAATGATGGGAGAAGATAAAATCAAGTTCAAACATATCACCCCCCTGCAGGAG

CAGAGCAAAGAGG-GGCCATCCGAATTTT-CAAG 934

A
CAGAGCAAAGAGGTGGCCATCCGAATTTTTCAAG 979



(B) Sequenzierung mit 3' Sequenz-Primer SV40 (Tabelle 2).

PCR-Produkt 87  GGAGCAGGGGGCGAAGGCCCACGCCCGTCTCCGTCCCCCCGAT-ACACGCAGTAGCCGCA
R R N R R N e e R R R R A
Pparg2 1537 GGAGCAGGGGGTGAAGGCTCATGTCTGTCTCTGTCTTCTTGATCACATGCAGTAGCTGCA
PCR-Produkt 146 CGCGCTCTGTGACGACCCGCCTGAGGCCTGTCATCTTCTGGAGCACCTCGGCGAACAGCC
PEorrrrrrrrrer et et et rrr e e e e e e e
Pparg2 1477 CGTGCTCTGTGACGATCTGCCTGAGGTCTGTCATCTTCTGGAGCACCTTGGCGAACAGCT
PCR-Produkt 206 GAGAGGACTCTGGGTGATTCAGCCTGAGCCGCAGTCCCAGGGCCTGCAGCAGGTTGICTT
PErrrrrrrrrrrrrerrrerrr rerer et trr e e e e e
Pparg2 1417 GAGAGGACTCTGGGTGATTCAGCTTGAGCTGCAGTTCCAGGGCCTGCAGCAGGTTGTCTT
PCR-Produkt 266 GGATGTCCTCGATGGGCTTCACGCTCAGCAAGCCTGGGCGGTCTCCACTGAGAATAATGA
PEErrrrrrrrrrrrerr et et e e e e e e e e
Pparg2 1357 GGATGTCCTCGATGGGCTTCACGTTCAGCAAGCCTGGGCGGTCTCCACTGAGAATAATGA
PCR-Produkt 326 CAGCTACAAATATAGCCAAGCCACTGTCATCTAATCCCAGTGCATTGAACTTCACAGCAA
PEEEEr et e ettt ettt e e e e e e
Pparg2 1297 CAGCTATAAATATAGCCAAGTCACTGTCATCTAATTCCAGTGCATTGAACTTCACAGCAA
PCR-Produkt 386 ACTCAAACTTAGGCTCCATAAAGTCACCAAAGGGCTTCCGCAGGCTTTTGAGGAACTCCC
PEEEEErrrr et e e e e e e e e e e e e e e e
Pparg2 1237 ACTCAAACTTAGGCTCCATAAAGTCACCAAAGGGCTTCCGCAGGCTTTTGAGGAACTCCC
PCR-Produkt 446 TGGTCATGAATCCTTGGCCCTCTGAGATGAGGACTCCATCTTTATTCATCAGGGAGGCCA
PEEEErrrrr e et e e e e e e e e e e e e e e
Pparg2 1177 TGGTCATGAATCCTTGGCCCTCTGAGATGAGGACTCCATCTTTATTCATCAGGGAGGCCA
PCR-Produkt 506 GCATCGTGTAGATGACCTCATGGACACCATACTTGAGCAGAGTCACTTGGTCATTCAAAT
PErrrrrrrrrrert crrrrr e et et e e e e e e e
Pparg2 1117 GCATCGTGTAGATGATCTCATGGACACCATACTTGAGCAGAGTCACTTGGTCATTCAAAT
PCR-Produkt 566 CAAGGTITAATGAAACCAGGGATATTITTGGCATACTCTGTGATCTCTTGCACGGCTTCTA
PErrrrrrrrrrerreer e e e et et e e e e e e e e e
Pparg?2 1057 CAAGGTTAATGAAACCAGGGATATTITTTGGCATACTCTGTGATCTCTTGCACGGCTTCTA
PCR-Produkt 626 CGGATCGAAACTGGCACCCTTGAAAAATTCGGATGGCCACCTCTTTGCTCTGCTCCTGCA
PEErrrrrrrrrer e e et e e e e e e e e e e e e
Pparg?2 997 CGGATCGAAACTGGCACCCTTGAAAAATTCGGATGGCCACCTCTTTGCTCTGCTCCTGCA
PCR-Produkt 686 GGGGGGTGATATGTTIGAACTTGATTTTATCTITCTCCCATCATTAAGGAATTCATGTCGT
FErrrrrrrrrrerrrer e e e et et e e e e e e e e e e
Pparg?2 937 GGGGGGTGATATGTTTIGAACTTGATTTTATCTITCTCCCATCATTAAGGAATTCATGTCGT
PCR-Produkt 746 AGATGACAAATGGTGATTTGTCCGTTGICTTTCCTGTCAAGATCGCCCTCGCCTTGGCTT
PEErrrrrrrrrerrrer e e e e e e e e e e e e e e e
Pparg?2 877 AGATGACAAATGGTGATTTGTCCGTTGICTTTCCTGTCAAGATCGCCCTCGCCTTGGCTT
PCR-Produkt 806 TGGTCAGCGGGAAGGACTTTATGTATGAGTCATACAAATGCTTTGCCAGGGCTCGCAGAT
FErrrrrrrrrrerrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
Pparg2 817 TGGTCAGCGGGAAGGACTTTATGTATGAGTCATACAAATGCTTTGCCAGGGCTCGCAGAT
PCR-Produkt 866 CAGCAGACTCTGGGTTCAGCTGGTCGATATCACTGGAGATCTCCGCCA-CAGCTTCTCCT
Prrrrrrrrrrrerrerrrrrr e et et e e e e e rr e
Pparg?2 757 CAGCAGACTCTGGGTTCAGCTGGTCGATATCACTGGAGATCTCCGCCAACAGCTTCTCCT
PCR-Produkt 925 TCTCGGCCTGTGGCAT 940
PEETEEEEErrrrrn
Pparg?2 697 TCTCGGCCTGTGGCAT 682

Abbildung 46: Vergleich der Sequenz des Pparg2-Plasmids mit der Pparg2 mRNA-Sequenz
der Maus (Acc. No.: NM_011146.3). (I) Identische Nukleotide.
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8.3 Sequenzierung des PPRE

Das von Prof. Robert M. Sargis (Universitat von Chicago, Medizinische Fakultat, Chicago,
USA) zur Verfliigung gestellte PPRE-Konstrukt wurde mit Hilfe des GL-Primers (Tabelle 2)
sequenziert. Dabei wurde nachgewiesen, dass das PPRE-Konstrukt eine Wiederholung der
PPAR-Konsensussequenz TGACCTnTGTCCT enthalt. Diese Sequenz befindet sich im Abstand

von 18 Basen zweimal in der Multiple Cloning Site des PGL2-Vektors.

AATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGATTAGGGGCGGGACTATGGTTGCGAA
TTGAGATGCAGATCTTCCCGAACGTGACCTTTGTCCTGGTCCACTTCCCGAACGTGACCTTTIGTCCTGT
CCACTGGTACCTCCCGGGTTATGTTAGCTCAGTTACAGTAC

Abbildung 47: Sequenzierung des PPRE-Konstrukts im PGL2-Vektor. Die Vektorsequenz ist
kursiv dargestellt. Die beiden PPRE sind fett und unterstrichen hervorgehoben.
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