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Referat

Ubergewicht, Adipositas und ihre Folgeerkrankungen sind aktuelle gesundheitliche
Herausforderungen. Umweltschadstoffe stehen im Verdacht, eine Mitschuld an der
pandemischen Ausbreitung dieser Erkrankungen zu tragen. So auch die in grof3en
Mengen fir Alltagsartikel aus Kunststoff produzierten Phthalate. Der Weichmacher
Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) und sein Metabolit Mono(2-ethylhexyl)phthalat
(MEHP) stehen im Verdacht, die Fettzelldifferenzierung des Menschen wéhrend
bestimmter Entwicklungsschritte von der mesenchymalen Stammzelle bis zum reifen
Adipozyten zu beeinflussen. Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, den
dickmachenden ,obesogenen Einfluss des DEHP auf die Adipogenese humaner
Fettvorlauferzellen (Préaadipozyten) zu untersuchen. Hierzu wurden Zellen der
humanen Préaadipozytenlinie Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom (SGBS) in einer 14-
tagigen Zellkultur zu reifen Adipozyten differenziert. Wahrend der Induktionsphase der
Differenzierung von Tag 0 bis Tag 4 wurden sie DEHP gel6st im Induktionsmedium in
umweltrelevanter Konzentration von 50 pug/ml ausgesetzt. Die Hydrolyse von DEHP zu
MEHP wurde mittels HPLC-gekoppelter Massenspektrometrie nachgewiesen. Die
Dysregulation der Adiponektinsignalkaskade wurde mittels qRT-PCR, Western-Blot
und ELISA analysiert. Der Frage nach einer DEHP-induzierten Hypertrophie oder
Hyperplasie der Adipozyten wurde mittels FACS nachgegangen. Die intrazellulare
Lokalisation von Perilipin und GLUT4 am Tag 10 wurde mittels Immunfluoreszenz
ermittelt. Die gRT-PCR ergab eine direkte Dysregulation der Gene Adiponektin,
Adenosinmonophosphat-aktivierte ~ Proteinkinase = (AMPK)  und  Acetyl-CoA-
Carboxylase B (ACACB) am Tag 4. Die ELISA der Medieniiberstande von Tag 14
ergaben eine langfristig erhéhte Proteinsekretion von LEPTIN, jedoch keine langfristig
dysregulierte Proteinsynthese von ADIPONEKTIN. Die FACS-Analyse am Tag 8 ergab
signifikant mehr Fett pro Zelle. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass in
Praadipozyten DEHP in MEHP umgewandelt wird und die DEHP-Exposition die
Adiponektinsignalkaskade sowie die Expression von Leptin dysreguliert. Folglich hat
eine  DEHP-Exposition in  umweltrelevanter = Konzentration wahrend der

Induktionsphase der Adipogenese in SGBS-Zellen ein obesogenes Potenzial.

Hunger, Luise: Einfluss des Weichmachers Di(2-ethylhexyl)phthalat auf die
Adipogenese einer humanen Praadipozytenlinie, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss.,
71 Seiten, 2015
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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einflihrung

1.1.1 Adipositas — ein weltweites Problem von Kindern und Erwachsenen

Ubergewicht, Adipositas und ihre Folgeerkrankungen sind im 21. Jahrhundert
gesundheitliche Herausforderungen von bisher nicht erwartetem Ausmalfi. ,Jeder Dritte
weltweit ist (ibergewichtig® titelte die Arzte-Zeitung am 30.05.2014 (dpa 2014) und
erganzte: ,Wogen 1980 noch 857 Millionen Menschen weltweit zu viel, waren es 2013
bereits 2,1 Milliarden Menschen.” In Deutschland sind 67,1 % der Manner und 53,0 %
der Frauen mit einem BMI = 25kg/m2 (Ubergewichtig (Mensink et al. 2013).
Fettleibigkeit mit einem BMI = 30 kg/m2 weisen 15 % der Frauen und Manner in
Deutschland auf (OECD 2013).

Ubergewicht und Fettleibigkeit / Adipositas sind mit Sorgfalt zu verwendende Termini,
nicht zuletzt weil Gesundheitswesen und Kultur der Moderne massiven Druck auf
Ubergewichtige Menschen ausiiben, ihr Gewicht zu reduzieren. Diese Begriffe werden
definiert anhand des Body-Mass-Index, BMI. Von Ubergewicht wird gesprochen ab
einem BMI = 25 kg/m?, von Adipositas ab einem BMI = 30 kg/m? (Mensink et al. 2013).
Die Behandlungsnotwendigkeit eines Patienten aufgrund seines BMI muss unter
anderem altersabhéangig entschieden werden. Beispielsweise haben Menschen im
Alter von 19 bis 24 Jahren einen optimalen BMI von 19 bis 24, lber 64-jahrige
hingegen einen idealen BMI von 24 bis 29.

Ubergewicht und Adipositas pradisponieren fiir Volkskrankheiten und konnen die
Lebenserwartung um bis zu 14 Jahre senken (Kitahara et al. 2014). So steigt mit dem
Korpergewicht das Erkrankungsrisiko fir Diabetes mellitus Typ Il, kardiovaskulare
Erkrankungen, insbesondere die Koronare Herzkrankheit und Myokardischdmie, den
ischamischen Schlaganfall und Krebserkrankungen wie das Kolon-, Mamma- und
Endometriumkarzinom (Abdullah et al. 2010; Wang et al. 2005b; Bogers et al. 2007;
Boden-Albala und Sacco 2000; Dehlendorff et al. 2014; Pergola und Silvestris 2013).

Besonders der Anstieg von Ubergewicht und Adipositas im Kindes- und Jugendalter
seit den 1980er Jahren ist alarmierend. Im Jahr 2013 waren 23,8 % der Jungen und
22,6 % der Madchen in ,entwickelten Landern® Gbergewichtig (Ng et al. 2014). Es
konnte in der letzten Dekade ein erfreuliches Stagnieren von Ubergewicht im
Kindesalter in ,entwickelten Landern® verzeichnet werden. Der Effekt resultiert aus der
erfolgreichen Umsetzung préaventiver Gesundheitsprogramme fiir Kinder mit einer

Erhohung physisch-sportlicher Aktivitdt, weniger Stunden vor Televisions- und
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Computerkonsolen pro Tag und einer gesinderen Erndhrung mit mehr Obst und
Gemduse und weniger zuckerhaltigen Soft Drinks. Die Zahl extrem dicker Kinder nimmt
jedoch weiterhin zu (Wabitsch et al. 2014). Ubergewichtige Kinder missen bereits
wahrend der Adoleszenz mit den gesundheitichen Konsequenzen des
Wohistandsproblems Uberernahrung rechnen. Schon ein BMI 2 25 kg/m2 im Alter von
7 — 10 Jahren bahnt einen Bluthochdruck im frihen Erwachsenenalter und fihrt zum
Metabolischen Syndrom (Howe et al. 2014).

Uberernahrung, Bewegungsmangel und Stress filhren zu einer Gewichtszunahme.

Doch ist das alles?

1.1.2 Von Hypothesen, Disruptoren und dem DEHP

Die zweite Halfte des 20. Jahrhunderts ist der Zeitraum der ,exploding obesity
epidemic“, der Zeitraum, in dem Ubergewicht und Adipositas weltweit zur
gesundheitlichen wie auch wirtschaftlichen Herausforderung wurden, der Zeitraum, in
dem Hunderte von Tausenden von Tonnen an Chemikalien als Pestizide,
Ldsungsmittel, Emulgatoren und Weichmacher Uber eine massive industrielle Nutzung
Einzug in den Alltag eines jeden Menschen fanden, tber den Arbeitsplatz, Gber den
Wohnraum, Uber die Nahrung, tber die Kontamination der Umwelt (Baillie-Hamilton
2002).
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Abbildung 1: Koinzidenz der industriellen Herstellung organischer und
anorganischer Chemikalien und der Zunahme von Ubergewicht in der
erwachsenen Bevdlkerung in den USA im Zeitraum von 1930 bis 2000

Die Koinzidenz zwischen der massiven Steigerung der industriellen Chemikalien-
produktion und dem exponentiellen Anstieg der Pravalenz von Ubergewicht in der US-
amerikanischen Bevdlkerung dient als beispielhafte Grundlage flir die ,obesogen-
hypothesis” und die ,Developmental Origins of Health and Disease“-Hypothese des 21.
Jahrhunderts. (A) Produktion synthetischer Chemikalien; (B) prozentualer Anteil von
Ubergewicht unter allen adulten US-Amerikanern; (C) Verbindung der Prozentpunkte
(Baillie-Hamilton 2002).

Wahrend der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts hielten Kunststoffe Einzug in den
Lebensalltag des Menschen. Von deren Siegeszug ist die Rede, von Plastik Fantastik,
vom Zeitalter der Plaste in direkter Folge auf die Zeitalter der Aufklarung, der Eiszeit,
der Steinzeit. Kunststoff ist ein vielseitig verwendbares Material, in jede Form zu
bringen, kostengiinstig erwerblich und sogar Kunstobjekt. Doch ebenso viele
Eigenschaften, wie dem polymeren Kunststoff zugeschrieben werden kénnen, ebenso

viele Zusatze sind im Material der Moderne enthalten.

Exogene Substanzen kdonnen endogen wirken. Stellen sie auch eine Ursache der
weltweit zunehmenden Pravalenz der Adipositas dar? Diese Frage stellen die
Professoren Grin und Blumberg in ihrer Obesogen Hypothesis (Grin und Blumberg
2006). Professor Bruce Blumberg etablierte den Begriff ,obesogen‘ als
Charakteristikum fir chemische, in der Umwelt vorkommende Stoffe mit
hormonahnlicher Wirkung auf Mensch und Tier, sogenannte endokrine Disruptoren,
welche die endogene Lipidakkumulation und Adipogenese stimulieren (Grin und

Blumberg 2007). Es sind hierunter Umweltschadstoffe zu verstehen, welche die
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Funktionen des Fettgewebes fir die Physiologie des Menschen nachteilig beeinflussen
(Decherf und Demeneix 2011).

Die Obesogen Hypothesis findet ihren Ursprung in der durch Professor David Barker in
den 1990er Jahren begrindeten DoHaD-Hypothese. Jene Hypothese der
Developmental Origins of Health and Disease (DoHaD) postuliert eine fetale
Fehlprogrammierung als maf3geblich entscheidend fir die Entwicklung chronischer
Erkrankungen postnatal. Pra- und postnatale Hypotrophie bedingen ein hohes Risiko
fur die Entwicklung von kardiovaskuldren Erkrankungen, von Diabetes mellitus Typ Il
und Brustkrebs im mittleren Lebensalter (Fall und Osmond 2013; Barker 2012).

Endokrine Disruptoren wie das Biozid Tributylzinn, das antioxidative Kunststoffadditiv
Bisphenol A und die als Weichmacher und Ldsungsmittel verwendeten Phthalate
wirken wie auch weitere Umweltkontaminanten laut verschiedener Studien obesogen
auf Tier und Mensch (Newbold et al. 2009a; Newbold et al. 2009b; Philippat et al.
2014; Simmons et al. 2014; Biemann et al. 2014; Biemann et al. 2012; Schmidt et al.
2012). Insbesondere fur die Phthalate gilt: Sie sind im Blutplasma des Menschen
nachweisbar, plazentagéngig und in der Muttermilch vorhanden (Martinez-Arguelles et
al. 2013). Diese obesogenen Substanzen stehen unter Verdacht, die Adipogenese
wahrend distinkter ontogenetischer Fenster zu beeinflussen.

Der Begriff der Adipogenese umfasst die Fettzelldifferenzierung von der
mesenchymalen Stammzelle bis zur reifen Fettzelle (Adipozyt) und wird ausfuhrlich

beschrieben in Kapitel 1.2.1.

Die Entstehung von Kompartimenten des wei3en Fettgewebes beginnt am Ende der
Schwangerschaft (zur Ubersicht siehe Cristancho und Lazar 2011). Nach Spalding et
al. wird die Anzahl an Adipozyten des Menschen wahrend der Kindheit und Adoleszenz
determiniert (Spalding et al. 2008). Ferner werden jahrlich etwa 10 % aller Adipozyten
erneuert, unabhdngig vom Alter des Erwachsenen und unabhangig von seiner
Konstitution (BMI). Der Apoptose-Index und die Teilungsrate von Fettvorlauferzellen
(Préaadipozyten) sind wahrend der Early Onset Obesity, der Adipositas im Jugendalter,
unverandert (Spalding et al. 2008). Sauglinge haben einen Kérperfettanteil von etwa
15% (Kuzawa 1998; Janesick und Blumberg 2011). Dieser verdoppelt sich im
Kleinkindalter. Im Alter von 8 Jahren bis zum Ende der Pubertdt nimmt die Anzahl an
Fettzellen nochmals zu. Dies ist die sogenannte hyperplastische Expansion (Spalding
et al. 2008).

Adipozyten entstehen aus mesenchymalen Stammzellen. Distinkte Signaltrans-

duktionswege sind erforderlich, damit eine multipotente mesenchymale Stammzelle
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dem ontogenetischen Weg der Adipogenese folgt. Wird ein Fetus oder Kleinkind
relevanten Konzentrationen von Obesogenen ausgesetzt, konnte dies zu Stérungen
auf Ebene der Signaltransduktion der Fettzelldifferenzierung fihren mit der Folge von
hyperproliferativem Fettgewebe in kurzen Zeitraumen. Eine andere Moglichkeit der
obesogenen Disruption ist epigenetischer Natur (wahrend vulnerabler Phasen der
gewebsspezifischen Entwicklung), kénnte die in der DoHaD-Hypothese implizierten
metabolischen Verénderungen bezogen auf die Morbiditdt einer einzelnen Person
erklaren und generationstbergreifende Auswirkungen haben. Tributylzinn, Bisphenole
und Phthalate kénnen die Expression von Genen unmittelbar verandern und sie
konnten ihr obesogenes Potenzial sogar einige Generationen nach der eigentlichen
Exposition entfalten, wenn die Exposition wahrend kritischer Entwicklungsphasen

erfolgte.

Eine endokrine Disruption wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit kann die
Entwicklung von Ubergewicht in utero und postnatal programmieren (Heindel und Vom
Saal 2009; Schmidt et al. 2012). Biemann et al. belegten den adipogenen Effekt des
Weichmachers Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) auf die adipogene Differenzierung der
murinen mesenchymalen Stammzelllinie C3H10T1/2. Eine DEHP-Exposition von
[100 uM] wahrend der Induktionsphase der adipogenen Differenzierung steigerte den
Triglyzeridgehalt und die Adipozyten-spezifische Genexpression signifikant (Biemann
et al. 2012; Biemann et al. 2014).

Schmidt, Schadlich et al. deckten einen obesogenen DEHP-Effekt bei der Maus in vivo
auf. So hatten Fuitterungen weiblicher C3H/N-Mause mit 3 verschieden hohen
Konzentrationen an DEHP im frei verfigbaren Futter tGber 8 Wochen zu einer
signifikanten Zunahme von Korpergewicht und viszeraler Fettmasse gefuhrt. In der
Studie hatte die Gruppe 1 der Mause DEHP in niedriger Dosis erhalten
(0,05 mg/kgKG/Tag), was der taglichen Aufnahme der Bevolkerung gemafl Angaben
der WHO 2003 entsprach. Gruppe 2 hatte freien Zugang zu Futter versetzt mit DEHP
im No Observed Adverse Effect Level (5 mg/kgKG/Tag) und Gruppe 3 freien Zugang
zu Futter, welches DEHP in hoher Konzentration (500 mg/kgKG/Tag) enthielt.
Gruppe 4 hatte Futter ohne Zusatz von DEHP erhalten. Die Genexpression der
Adipokine (Fettgewebshormone) Adiponektin und Leptin war durch die DEHP-Zufuhr
dysreguliert. So wiesen alle 3 Gruppen DEHP-exponierter Mause der FO-Generation
nach 8 Wochen eine signifikant verminderte Expression von Adiponektin auf. Leptin
war herunterreguliert in Gruppe 1. Ferner wies auch die F1-Generation eine
signifikante Zunahme von Korpergewicht und viszeraler Fettmasse auf, verglichen mit

der nicht-exponierten Kontrollgruppe 4. Dies ist bemerkenswert vor dem Hintergrund,
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dass die Nachkommen dem obesogen wirkenden DEHP ausschlief3lich diaplazentar, in
utero und durch die Muttermilch ausgesetzt waren (Schmidt et al. 2012).

Es stellt sich die Frage, ob der von Biemann (Biemann et al. 2012) und Schmidt
(Schmidt et al. 2012) erkannte obesogene DEHP-Effekt auf den Menschen Ubertragbar
ist. Vor diesem Hintergrund wurden durch Frau Dr. Kristina Schéadlich am Institut fur
Anatomie und Zellbiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg 2013 Studien
an Zellen der humanen Praadipozytenlinie Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom (SGBS)
begonnen. Diese SGBS-Zellen wurden in einem 14-tagigen Zellkulturansatz zu
Adipozyten differenziert und im Zeitfenster der adipogenen Induktionsphase mit dem
Weichmacher DEHP in umweltrelevanter Konzentration von 50 pug/ml exponiert. Jenes
Zeitfenster der DEHP-Exposition war gewahlt worden aufgrund der beschriebenen
Erkenntnisse von Biemann et al.. Ein Adipogenese-spezifischer Polymerase Chain
Reaction Array war 2013 durch Frau Dr. Kristina Schéadlich durchgefiihrt worden.
Dieser wies eine signifikante Herunterregulation der Gene Adiponektin,
Glukosetransporter 4  und  Acetyl-CoA-Carboxylase § auf und stellt die

Arbeitsgrundlage vorliegender Studie dar.

1.1.3 Der Weichmacher DEHP — Umweltschadstoff und endokriner Disruptor

Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) ist einer der weltweit am haufigsten industriell
genutzten Weichmacher in Kunststoffprodukten aus Polyvinylchlorid (PVC). In
Westeuropa wurden allein im Jahr 2003 zweihundertvierundvierzigtausend Tonnen
DEHP zur Herstellung von diversen Plastikartikeln des taglichen Lebens produziert.
Weltmarktfihrer seit der Jahrtausendwende ist nur mehr das Di-iso-nonylphthalat/Di-
iso-decylphthalat (DINP/DIDP) mit flnfhundertsiebzigtausend Tonnen Jahres-
produktion 2003 (Umweltbundesamt 2005).

DEHP ist ein hochmolekulares, lipophiles Phthalat. Es wird dem Polymer PVC im
Herstellungsprozess zur Erhéhung der Flexibilitéat zugesetzt. Ein Weich-PVC-Produkt
kann bis zu 50 % aus DEHP bestehen. Dabei ist der Weichmacher nicht kovalent
gebunden, gast aus und dringt in die umliegenden Medien ein (Umweltbundesamt
2005).

Der Mensch begegnet DEHP enthaltendem PVC jeden Tag in Lebensmittel-
verpackungen fur Ké&se, Wurst, StufRwaren, in Getrankeflaschen, Kinderspielzeug,
FuRbodenbeldgen, Zimmerdecken (sogenannten Spanndecken aus Weich-PVC-Folie),
Mobiliar und Tapeten. Auch Lacke und Farben, Repellentien und Pestizide, Kosmetika
und Parfims enthalten DEHP. Hierbei wird das Phthalat als Emulgator und Lésemittel

gebraucht. Uberdies wird der Mensch dem DEHP iatrogen ausgesetzt:
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Schlauchsysteme von Dialysegeraten und Beatmungsanlagen werden mit DEHP
hergestellt und bis zum heutigen Tage werden in deutschen Krankenhausern
Blutkonservenbeutel aus DEHP-haltigem PVC genutzt (Koch et al. 2005; Inoue et al.
2005). In Babyartikeln, Spielzeug und Kosmetika ist das DEHP seit 2005 EU-weit
verboten, in Verpackungen fetthaltiger Lebensmittel seit 2007. Ab 2015 darf das DEHP
entsprechend der EU-Verordnung REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals) nicht mehr zulassungsfrei zur Herstellung von
Verbraucherprodukten genutzt werden. In der Umwelt ist es jedoch weit verbreitet und

Uber importierte Lebensmittel wird die Aufnahme auch in Zukunft erfolgen.

Als Beispiel fur die DEHP-Exposition in einem deutschen Krankenhaus sei die von
Minch et al. ermittelte DEHP-Konzentration im Erythrozytenkonzentrat therapeutisch
anwendbarer Blutkonservenbeutel aufgefiihrt. Das Erythrozytenkonzentrat aus
33 Blutkonservenbeuteln  enthielt eine  durchschnittiche  Konzentration von
[33,10 pg/ml] DEHP, wobei sich die Konzentration an DEHP direkt proportional zur
Lagerungsdauer verhielt (Miinch et al. 2011).

Die DEHP-Exposition betrifft zun&chst jeden Menschen jeden Alters. Bis zu 90 % des
taglich aufgenommenen Weichmachers DEHP entfallen dabei auf eine enterale
Ingestion Uber die Nahrung (Dewalque et al. 2014; Kranich et al. 2014; Heinemeyer et
al. 2013; Volkel et al. 2014). Nur zu etwa 10 % nimmt der Mensch DEHP uber die
Atemwege (DEHP auf Hausstaub in der Luft) und die Haut (DEHP als Kontamination
und Tragerflissigkeit in Korperpflegeprodukten) auf. Doch die Exposition mit

Umweltschadstoffen und endokrinen Disruptoren beginnt schon im Mutterleib.
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Abbildung 2: Wege der Exposition mit endokrinen Disruptoren

Eine Exposition mit endokrinen Disruptoren erfolgt bereits préa- und perinatal: in utero
diaplazentar Uber Phthalate im mutterlichen Blut, postnatal nutritiv Gber Weichmacher
in der Muttermilch, iatrogen parenteral und inhalativ tber DEHP und andere Giftstoffe
durch therapeutische Eingriffe (Frederiksen et al. 2007).

DEHP ist im Nabelschnurblut neugeborener Kinder nachweisbar und eine DEHP-
Exposition in utero im dritten Trimenon der Schwangerschaft steht unter Verdacht, das
Risiko einer Friihgeburt zu erhéhen (Latini et al. 2003a; Latini et al. 2003b; Ferguson et
al. 2014).

Auch die Muttermilch ist ein potentieller Weg der Exposition des Sauglings mit
endokrinen Disruptoren. So sind Metaboliten des DEHP in der Muttermilch
nachweisbar (Frederiksen et al. 2007; Main et al. 2006).

Das DEHP ist eine durch die EU-Verordnung Nr.143/2011 als fortpflanzungs-
gefahrdend eingestufte Substanz (Européische Union 2011). Dies betrifft sowohl die
Primarverpackung von Arzneimitteln als auch die Herstellung bestimmter
Kinderspielzeuge und Babyartikel. Die Reproduktionstoxizitat des DEHP ist sowohl im
Tierversuch als auch beim Menschen erwiesen (Gray et al. 2000; Kay et al. 2014) im
Hinblick auf die Geschlechtsausbildung, Geschlechtsreife und die Samenqualitat beim
mannlichen Geschlecht. Beim weiblichen Geschlecht ist ein antiandrogener Effekt bei
Nagern bekannt. Dieser aufert sich in Form einer verkleinerten Anogenitaldistanz und
wird unter dem Begriff des Phthalatsyndroms gefuhrt (Swan 2008; Jarfelt et al. 2005).
Dem DEHP wird ferner ein teratogenes und kanzerogenes Potenzial zugeschrieben
(zur Ubersicht siehe Hauser und Calafat 2005).
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Ein obesogener Effekt des DEHP ist durch in vitro-Studien an murinen mesenchymalen
Stammzellen und im Tierversuch belegt (Biemann et al. 2014; Schmidt et al. 2012; Hao
et al. 2012). Es gibt epidemiologische Studien, die eine positive Korrelation zwischen
der Konzentration an DEHP-Metaboliten im Urin und einer Erh6hung von BMI und
Huftumfang zeigen (Song et al. 2014; Hatch et al. 2008).

Eine aktuelle Studie untersuchte den Staub von Raumlichkeiten deutscher
Kindertagesstatten auf seinen Gehalt an Phthalaten. Der Anteil von DEHP unter allen
im Staub enthaltenen Phthalaten betrug 70%. Folgend wurden die
Urinkonzentrationen zweier Sekundarmetaboliten des DEHP der Kitakinder gemessen.
Die mittlere Konzentration der beiden Sekundarmetaboliten lag bei 16,5 ug/l und
17,9 pg/l Urin. Daraus wurde die tagliche Aufnahme von DEHP der Kinder berechnet.
20 % jener Kitakinder wiesen eine gesundheitsschadigende tagliche DEHP-Aufnahme
oberhalb der 95. Perzentile in H6he von 11,9 pug/kgKG auf (Fromme et al. 2013).

Es gibt mehrere Mdoglichkeiten, die DEHP-Exposition eines Organismus zu
determinieren. Einerseits kann die DEHP-Plasmakonzentration massenspektro-
metrisch gemessen werden. Andererseits kann die Urinkonzentration der hydrophilen
Metaboliten des DEHP bestimmt und anhand dieser Daten die tagliche DEHP-
Aufnahme errechnet werden. Letzteres ist die haufiger genutzte Methode, denn das
DEHP liegt nach exogener Aufnahme nicht dauerhaft im Blutplasma vor (Calafat et al.
2013).

DEHP wird im Blutplasma sehr rasch durch omniprasente hydrolytische Enzyme in
seine hydrophilen Metaboliten umgewandelt und sodann renal eliminiert. Eine Phase-I-
Biotransformation (enzymatische Oxidation der Alkylreste) und eine Phase-II-
Biotransformation (Glukuronidierung) sind mdoglich und erhéhen die renale
Eliminierbarkeit. Ein friher Metabolit des DEHP und zugleich einer der quantitativ
hdchsten im Urin des Menschen gemessenen DEHP-Metaboliten ist das Mono(2-
ethylhexyl)phthalat (MEHP). Grundlage vorliegender Studie ist die Annahme, dass
lipophiles DEHP im Organismus Zellmembranen per diffusionem durchdringt und
sodann durch intrazellulare Hydrolyse in MEHP umgewandelt wird (Koch et al. 2006).
In der vorliegenden Arbeit wurde DEHP im Zellkulturmedium in einer Konzentration von
50 pg/ml verwendet. 2009 verdffentlichten Gillum et al. eine Studie, die den Einfluss
einer Klinisch relevanten Menge an DEHP auf die Physiologie neonataler
Kardiomyozyten der Ratte untersuchte. DEHP in einer Konzentration von 1 - 50 pg/ml
bewirkte einen konzentrationsabhangigen Abfall der Schlagfrequenz und ein
asynchrones Kontrahieren der Kardiomyozyten. Das Konzentrationsfenster entsprach

Mengen, wie sie auch im Blutplasma Neugeborener nach ECMO-Therapie anzufinden
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sind. ECMO bezeichnet die extrakorporale Membranoxygenierung und ist eine Geréte-
medizinische Anwendung zur Behandlung ateminsuffizienter Neugeborener auf

Intensivstationen (Gillum et al. 2009).

Tabelle 1: Maximale iatrogene DEHP-Exposition Neugeborener

Medical procedure (neonate) DEHP (ug/ml) Citation
Exchange transfusion 849 Sjoberg et al.,1985
1231 Plonait, 1993
26.7 Shintani, 1985
ECMO 349 Karle, 1997
335 Shneider et al., 1989
Congenital heart repair 4.7 Barry et al., 1989

Die Tabelle entstammt der Studie von Gillum et al. 2009 und enthalt verdéffentlichte
Maximalwerte der DEHP-Exposition im Rahmen medizinisch-therapeutischer
Anwendungen fir Neugeborene. Exchange transfusion = Blutaustauschtransfusion,
ECMO = extrakorporale Membranoxygenierung, congenital heart repair = kongenitale
Operation am Herzen. Die Quellenangaben unter Citation sind auf (Gillum et al. 2009)
zuriickzufuihren.

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Fragestellung, welchen Einfluss eine
DEHP-Exposition von 50 pg/ml wahrend der Induktionsphase der Adipogenese auf die
Differenzierung humaner Praadipozyten hat. Die gewahlte DEHP-Konzentration soll als
vergleichbare, fir den Menschen umweltrelevante Menge an DEHP dienen. Bei der
Wahl jener Konzentration halfen die Publikationen Gillum et al. 2009, Inoue et al. 2005,
Schmidt et al. 2012.

1.2 SGBS-Zellkulturmodell der humanen Adipogenese

1.2.1 Allgemeine Charakterisierung der humanen Adipogenese

Das weilRe und das braune Fettgewebe des Menschen wie auch jenes aller Saugetiere
besteht neben Adipozyten (Fettzellen) aus einem heterogenen Netzwerk untereinander
kommunizierender Zellen (Bergman und Mittelman 1998). Hierzu gehodren unter
anderem Adipozytenvorlauferzellen unterschiedlicher Stadien, Fibroblasten, Zellen des
Immunsystems und der Blutgefal3e. Eine zentrale Funktion des Fettgewebes ist der
langfristige Speicher von Energie in Form von Fettvesikeln. Dies impliziert eine
kontrollierte  Fetteinlagerung und  Bereitstellung  fir  energieverbrauchende
Stoffwechselfunktionen. Die nachfolgenden Informationen beschreiben ausschlie3lich

das weil3e Fettgewebe.
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Adipozyten entstehen aus multipotenten mesenchymalen Stammzellen. Haufig werden
zwei Phasen der Adipogenese unterschieden: die Determination der Stammzelle zum
unipotenten Praadipozyten und die terminale Differenzierung des Praadipozyten zum
reifen Adipozyten (zur Ubersicht siehe Rosen und MacDougald 2006). Eine
Besonderheit der humanen Adipogenese ist die fehlende mitotische klonale Expansion.
Zu 100 % konfluent gewachsene humane Praadipozyten differenzieren terminal, ohne
sich nochmals mitotisch zu teilen. Hingegen haben murine Praadipozytenlinien wie die

3T3-L1-Zellen die Fahigkeit zur mitotischen klonalen Expansion (Otto und Lane 2005).

Wachstum und Proliferation des Fettgewebes kdnnen beschrieben werden durch die
Begriffe der Hyperplasie und der Hypertrophie. Hyperplasie bezeichnet
Gewebsproliferation durch die Zunahme der Zellzahl. In hyperplastischem Fettgewebe
finden sich viele kleine Adipozyten. Unter Hypertrophie versteht man die Zunahme der
ZellgroRe. Hypertrophes Fettgewebe enthalt weniger Adipozyten als hyperplastisches
Fettgewebe. Die Zellen sind gréRer aufgrund von mehr intrazellular gespeichertem
Fett. 8-10 % aller Adipozyten des Erwachsenen werden im Jahr erneuert (Rigamonti et
al. 2011; Spalding et al. 2008).

1.2.2 Das SGBS-Zellkulturmodell

Zellen der humanen Praadipozytenlinie Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom (SGBS) sind
ausgesprochen geeignet zur Untersuchung molekularer Mechanismen der
menschlichen terminalen Adipozyten. Sie dient als gutes Modell der Adipogenese des
weillen Fettgewebes des Menschen. Wabitsch et al. etablierten 2001 die in vitro-
Kultivierung der SGBS-Zellen (Wabitsch et al. 2001), welche in vorliegender Arbeit
nach dem Protokoll von Frau Dr. Fischer-Posovszky differenziert wurden (Fischer-
Posovszky et al. 2008). Das Institut fir Anatomie und Zellbiologie in Halle hatte seine
SGBS-Zellen aus dem Labor von Herrn Prof. Wabitsch der Universitat Ulm in der

28. Generation tibernommen.

Das Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom ist auch bekannt unter dem Namen
Gigantismus-Dysplasie-Syndrom. Es handelt sich um eine angeborene Erkrankung
unklarer Pravalenz mit Punktmutation des X-chromosomalen Gens Glypican3. SGBS-
Patienten fallen phanotypisch auf durch einen pr&- und postnatalen Hochwuchs, grobe
Gesichtszuge, kurze Phalangen, Ventrikel-Septum-Defekte und kardiale Arrhythmien.
Das neoplastische Risiko ist erhdht und eine mentale Retardierung mdglich. Die
Mortalitat variiert stark vom friihen Kindstod bis hin zum Versterben in der 50. Dekade

aufgrund der variablen Expressivitat.
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Die SGBS-Zellen sind Praadipozyten entnommen aus dem subkutanen Fettgewebe
eines am Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom erkrankten Kindes. Die Zellen unterlagen
keiner Transformierung oder Immortalisierung. Im Gegensatz zu humanen
Praadipozytenlinien anderen Ursprungs, z.B. perivaskuldr, haben SGBS-Zellen ein
enormes Proliferationspotenzial mit erhaltener homogener adipogener Differenzierung
bis zur 50. Generation. Das 14-tagige Differenzierungsschema (siehe Abbildung 4)
ermdglicht die Untersuchung des Einflusses endokriner Disruptoren auf die humane
adipogene Differenzierung. Die Induktion der Adipogenese erfolgt mit Rosiglitazon als
Aktivator des Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptorsy (PPARy), IBMX (3-
Isobutyl-1-methylxanthin), mit Dexamethason und Cortisol als Aktivatoren des
Glukokortikoidrezeptors, Trijodthyronin (T3), welches tber Thyroid Response Elements
(Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren) und spezifische Isoformen des
nuklearen T3-Rezeptors in die Regulation der Adipogenese eingreift (Obregon 2008;
Seifi et al. 2013b), mit Insulin, welches die Glukoseaufnahme der Zellen lber den
Glukosetransporter 4 (GLUT4) stimuliert, sowie Transferrin, welches die mitochondriale
Biogenese stimuliert (Moreno-Navarrete et al. 2014). Mit dem Zeitpunkt der Induktion
begann die viertdgige Exposition mit Di(2-ethylhexyl)phthalat, DEHP 50 pg/ml. Am
Tag 14 der Zellkultur liegen tber 90 % der SGBS-Zellen als reife Adipozyten vor. In
vorliegender Arbeit wurde speziell der Einfluss einer DEHP-Exposition wahrend der
Induktionsphase (Tag O bis 4) der adipogenen Differenzierung in dem Zeitfenster von
Tag 0 bis14 auf die molekulare Dysregulation der Adiponektinsignalkaskade

untersucht.
1.3 Charakterisierung der Adiponektinsignalkaskade

1.3.1 Adiponektin und seine metabolische Wirkung

Das subkutane und viszerale Fettgewebe des Menschen produziert und sezerniert ein
Potpourri endokrin aktiver Substanzen, sogenannte Adipokine. Eines der am besten
untersuchten Adipokine ist das Adiponektin.

Das Gen Adiponektin befindet sich auf Chromosom 3g27. Das globulédre Protein
ADIPONEKTIN hat eine GroRRe von 30 kDa und wird vorrangig von Adipozyten
synthetisiert. Seine Plasmakonzentration liegt bei [3 - 30 mg/ml] und korreliert invers
mit dem Body-Mass-Index (BMI) und Taillenumfang. Das heildt, je mehr Fettgewebe
ein Mensch besitzt, umso geringer ist seine Adiponektinplasmakonzentration (Shehzad
et al. 2012; Gelsinger et al. 2010). Niedrige Adiponektinplasmakonzentrationen gehen
einher mit Insulinresistenz, Dyslipidamie und Atherosklerose (Yadav et al. 2013;
Schéffler et al. 1999).

12



1 Einleitung

Im Plasma zirkulierendes Adiponektin liegt in Multimeren unterschiedlicher Komplexitét
vor, in Trimeren, Hexameren und hochmolekularen Komplexen, sogenannten high
molecular weight- (HMW-)Komplexen (Wang et al. 2006). HMW-Adiponektin korreliert
negativ mit dem BMI, trimeres Adiponektin hingegen positiv mit einem Diabetes
mellitus Typ 2 (Hamilton et al. 2011).

Adiponektin  wirkt rezeptorvermittelt Uber die Adiponektinrezeptoren ADIPOR1,
ADIPOR2 und T-Cadherin, wobei auch die Expression des ADIPOR1 negativ mit dem
BMI korreliert (Rasmussen et al. 2006). ADIPOR1 und ADIPOR2 sind ubiquitér
exprimierte, 7-transmembranare Rezeptoren (Seifi et al. 2013a; Yamauchi et al. 2007).
Murinen Gewebsuntersuchungen zufolge wird ADIPOR1 am meisten in der
Skelettmuskulatur exprimiert, ADIPOR2 vorrangig in Hepatozyten (Yamauchi et al.
2003). Adiponektin fordert die T-Cadherin-vermittelte Revaskularisation chronisch-
ischamischen kardialen Gewebes bei der Maus (Parker-Duffen et al. 2013).

Die hormonellen Wirkungen des Adiponektin sind mannigfaltig und reichen von der
Suppression der hepatischen Glukoneogenese Uber die Stimulation der
pankreatischen Insulinsekretion, Steigerung der [B-Oxidation von Fettsduren und
Stimulation der Glukoseaufnahme in Skelettmuskulatur und Fettgewebe bis hin zur
Induktion der Zytokine IL-1 und IL-10 (Gelsinger et al. 2010).

1.3.2 Leptin im menschlichen Organismus

Leptin ist ein Adipokin mit grofdter Bedeutung fur die Langzeitregulation der
Energiebilanz. Seine Funktionen liegen in der Appetitzigelung, Stimulation der
Thermogenese, Steigerung der (-Oxidation von Fettsduren, Reduktion des
Blutglukosespiegels, des Korpergewichts und des Korperfettgehaltes (Yadav et al.
2013). Ferner gilt eine Leptinresistenz als primarer Risikofaktor in der Pathogenese der
Adipositas (Morris et al. 2010).

Das Protein LEPTIN hat eine GroRe von 16 kDa. Sein Gen befindet sich auf
Chromosom 7g32. Adipozyten sezernieren Leptin. Die Plasmakonzentration von Leptin
verhalt sich direkt proportional zum Koérperfettgehalt des Organismus. Leptin wirkt
appetitziigelnd Uber die Leptinrezeptoren im Nucleus arcuatus und Nucleus
paraventricularis des Hypothalamus. Die eine Energiezufuhr stimulierenden
Neurotransmitter Agouti-related Protein und Neuropeptid Y werden durch Leptin
gehemmt. POMC/CART-Neurone (pro-opiomelanocortin/ cocaine- and amphethamine-
regulated transcript), welche die Energiezufuhr hemmen, werden durch Leptin

stimuliert. Mit Adipositas einher geht eine Leptinresistenz. Ubergewichtige Menschen
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weisen zwar hohe Leptinplasmakonzentrationen auf, die physiologische Wirkung auf
seine Zielneurone ist jedoch gestort (zur Ubersicht siehe Jéquier 2002).

Der Leptinrezeptor ist ein Tyrosinkinase-assoziierter Rezeptor der
Zytokinrezeptorfamilie Typ 1. Durch alternatives Splei3en koénnen 6 Isoformen
exprimiert werden (Ceddia 2005). Diese kommen unter anderem im
Zentralnervensystem, Immunsystem und in den B-Zellen des Pankreas vor (Villanueva
und Myers 2008).

Das subkutane Fettgewebe ist eines der Zielgewebe von zirkulierendem Leptin (Dua et
al. 1996). Die Wirkung von Leptin ist gekoppelt an den JAK-STAT-Mechanismus. Das
Binden von Leptin an seinen Leptinrezeptor autophosphoryliert die Januskinase 2. Die
aktive JAK2 phosphoryliert Tyrosinreste des zytoplasmatischen Anteils des
Leptinrezeptors. Nun kénnen Signal Transducers and Activators of Transcription, die
STAT-Transkriptionsfaktoren, binden und dimerisieren. Als Dimere gelangen sie in den
Zellkern und regulieren durch spezifisches Binden an Responsive Elements in der DNA
eine Vielfalt von Genen. Tezapsidis et al. zeigten 2009, dass Leptin Uber den JAK-
STAT-Mechanismus auf die Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase (AMPK)
wirkt (Tezapsidis et al. 2009). Leptin aktiviert so die AMPK und greift in die Regulation
der Adiponektinsignalkaskade ein (Minokoshi et al. 2002). Nach Minokoshi et al.
stimuliert Leptin Uber Phosphorylierung der AMPK die B-Oxidation im murinen
Skelettmuskel. Die hypothalamische Phosphorylierung der AMPK wird durch Leptin
gehemmt (Minokoshi et al. 2004). Wang et al. berichten von einer autokrinen
Aktivierung der AMPK durch Leptin im Fettgewebe und von einer Leptin-induzierten
Blockierung dieser Reaktion bei Adipositas (Wang et al. 2005a).

1.3.3 Die Adiponektinsignalkaskade

Was ist die Adiponektinsignalkaskade und wie stehen ihre Substrate, Regulatoren und

Enzyme miteinander in Verbindung?
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Abbildung 3: Adiponektinsignalkaskade

Dargestellt ist die Interaktion der Adipokine Adiponektin und Leptin. Die Signalkaskade
resultiert in einer Forderung der B-Oxidation von Fettsauren in Mitochondrien von
Adipozyten. Adiponektinrezeptoren 1 und 2 (ADIPOR1 und ADIPOR2), Leptinrezeptor
(LEPR), Adenosinmonophosphatkinasekinase (AMPKK), Adenosinmonophosphat-
aktivierte Proteinkinase (AMPK), Acetyl-CoA-Carboxylase [ (ACACB), Carnitin-
Palmitoyltransferase 1 (CPT1), Glukosetransporter 4 (GLUT4), Peroxisom-Proliferator-
aktivierter Rezeptor a (PPARa), Phosphorylierung (+P).

Adiponektin beeinflusst die B-Oxidation von Fettsduren insbesondere in Adipozyten,
Myozyten und Hepatozyten durch Binden an seine membranstandigen Rezeptoren
ADIPOR1 und ADIPOR2. Das Binden von Adiponektin aktiviert die intrazellulare
zytosolische  Adenosinmonophosphatkinasekinase  (AMPKK),  welche  durch
Phosphorylierung die Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase (AMPK) aktiviert
(Liu et al. 2010). Die phosphoryliert aktive AMPK hemmt die fiir die Lipogenese
(Synthese von Fettsauren) verantwortliche Acetyl-CoA-Carboxylase  (ACACB) (Yadav
et al. 2013). Die Phosphorylierung von AMPK-Effektoren hat den Zweck, Zellen vor
Energiemangel in Form von zu wenig Adenosintriphosphat (ATP) zu schiitzen (Hardie
et al. 2012). Die aktive AMPK phosphoryliert und inhibiert die ACACB, das
Schrittmacherenzym der Lipogenese. Es gibt mehrere Isoformen der ACACB. Das
weille Fettgewebe des Menschen exprimiert vor allem die ACACB2 (Castle et al.
2009), weshalb diese in vorliegender Dissertation untersucht wurde. Die ACACB
katalysiert die Methylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA, dem Substrat der
Lipogenese. Wird die ACACB gehemmt, liegt weniger Malonyl-CoA zytosolisch vor.

Malonyl-CoA ist in der Lage, die Carnitin-Palmitoyltransferase 1 (CPT1) zu hemmen. In
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1 Einleitung

Abwesenheit von Malonyl-CoA katalysiert die CPT1 den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der B-Oxidation ungebremst. CPT1 ist Teil des
Acyl-Carnitin-Shuttles aktivierter Fettsduren und transportiert Acyl-CoA durch die
aullere mitochondriale Membran. Schlussendlich fordert eine Stimulation der
Adiponektinsignalkaskade die B-Oxidation von Fettsauren.

Der  Peroxisom-Proliferator-aktivierte ~ Rezeptor PPARa ist ein  nuklearer
Transkriptionsfaktor, der die Expression von Enzymen der B-Oxidation férdert. Choi et
al. zeigten 2005, dass der PPARa-Agonist Fenofibrat die Genexpression von
Adiponektin hemmt (Choi et al. 2005). Mit anderen Worten: Adiponektin wird durch
PPARa-Aktivierung herunterreguliert. Hingegen zeigten Yamauchi et al. 2001 eine
Aktivierung von PPARa und seinen Zielgenen wie der ACACB durch Adiponektin
(Yamauchi et al. 2001). An Nagetieren konnte gezeigt werden, dass MEHP, der
hydrophile Metabolit des DEHP, die Expression von PPARa induziert (Hurst und
Waxman 2003).

Leptin hemmt die ACACB Uber PPARa und die myogenen Faktoren Myf3, Myf4 und
Myf6 unabhangig von der AMPK (Atkinson et al. 2002; Lee et al. 2001) und stimuliert
so die B-Oxidation.

Adiponektin steigert die Genexpression des Glukosetransporters 4 (GLUT4) und
fordert seinen Transport zur Zellmembran (insulinotroper Effekt des Adiponektin) (Fu et
al. 2005). Eine Aktivierung der AMPK fordert die Translokation von GLUT4 in die
Zellmembran von  3T3-L1-Prédadipozyten und erhoht somit die basale
insulinunabhéngige Glukoseaufnahme (Yamaguchi et al. 2005).
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2 Zielstellung der Arbeit

Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist die Beantwortung der Frage, welchen Einfluss
der Weichmacher Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) auf die Adipogenese humaner
Préaadipozyten hat.

In der in vitro-Studie wurde die humane Préadipozytenzelllinie der Simpson-Golabi-
Behmel-Syndrom-Zellen (SGBS-Zellen) verwendet, welche Uber ein enormes Potenzial
der homogenen Differenzierung zu reifen Adipozyten bis zur 50. Generation verfugen.

Der Studie zugrunde liegt die Arbeitshypothese, dass eine DEHP-Exposition in
umweltrelevanter Konzentration wahrend der Induktionsphase der Adipogenese
humaner Praadipozyten einen langfristigen obesogenen Effekt verursacht. Hintergrund
war die Erkenntnis von Biemann et al., dass das DEHP die Adipogenese
mesenchymaler Stammzellen im ontogenetischen Fenster der Induktion stimulierte und

die Expression von Adiponektin steigerte (Biemann et al. 2014; Biemann et al. 2012).

Die SGBS-Zellen wurden in einem 14-tagigen Zellkulturansatz zu Adipozyten
differenziert. Der Weichmacher DEHP wurde in umweltrelevanter Konzentration von

50 ug/ml wéahrend der Induktionsphase der Adipogenese von Tag 0 bis 4 verwandt.
Kernfragen sind folgende:

e Wird DEHP in der Zellkultur in MEHP umgewandelt und liegt MEHP
intrazellular vor?

o Hat die DEHP-Exposition direkte und/oder langfristige obesogene und die
Adiponektinsignalkaskade dysregulierende Effekte?

e Kann das DEHP eine Hyperplasie oder Hypertrophie bewirken?

Zunachst wurde der MEHP-Gehalt von SGBS-Mediumiberstand und -Zelllysat in
Kooperation mit Herrn Dr. Holger Koch (Zentrum fiir Toxikologie der Ruhr-Universitat
Bochum) quantifiziert. Des Weiteren wurden die Marker der Adiponektinsignalkaskade
auf Gen- und Proteinexpressionsebene untersucht, um direkte und langfristige
obesogene Effekte der DEHP-Exposition zu analysieren. AufRerdem wurde die
Differenzierungseffizienz von DEHP-exponierten SGBS-Zellen in Kooperation mit
Herrn Dr. Alexander Navarrete Santos (Klinik fir Herz- und Thoraxchirurgie des
Universitatsklinikums Halle/Saale) durchflusszytometrisch bestimmt. AbschlieRend
erfolgten Immunfluoreszenzanalysen zur Lokalisation von GLUT4 und dem Fettvesikel-

hillprotein Perilipin zur Klarung der Hyperplasie- oder Hypertrophiefrage.
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3 Material und Methodik

3.1 Zelllinie und Zellkultur

Als in vitro-Zellkulturmodell dieser Studie diente die humane Préadipozytenlinie SGBS
(Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom).

3.1.1 SGBS-Zellkultur

Die Zellkulturmedien und —l6ésungen wurden unter der Sterilbank hergestellt, vor
Gebrauch steril-filtriert oder im Autoklaven dampfsterilisiert. Alle Medien und Losungen
mit ihren Inhaltsstoffen und Konzentrationen sind nachfolgend aufgefiihrt.

Tabelle 2: Zusammensetzungen der Zellkulturmedien

Basalmedium

Induktionsmedium

DMEM/F12 siehe 2.1.2 Basalmedium
Biotin 3,3mM Transferrin 0,01 mg/ml
Panthotenat 1,7 mM Insulin 20 nM
Penicillin 10.000 U/ml Cortisol 100 nM
Streptomycin 10.000 pg/ml T3 0,2 nM

Dexamethason 25 nM
Kulturmedium IBMX 250 uM
Basalmedium Rosiglitazon 2 uM
FKS 10 %

Differenzierungsmedium
Einfriermedium Basalmedium
Basalmedium Transferrin 0,01 mg/ml
FKS 10 % Insulin 20 nM
Glycerin 299 % Cortisol 100 nM

T3 0,2nM

3.1.2 Kultivierung und Differenzierung der SGBS-Zellen

Die SGBS-Zelllinie wurde aus dem Labor von Herrn Prof. Wabitsch (Universitatsklinik
fur Kinder- und Jugendmedizin Ulm) in der 28. Generation ibernommen und im Institut
fur Anatomie und Zellbiologie nach dem Protokoll von Frau Dr. Fischer-Posovszky
(Fischer-Posovszky et al. 2008) kultiviert und zu reifen Adipozyten differenziert. Das
Kulturmedium Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) beinhaltet den Nahrstoffmix
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3 Material und Methodik

F12 bestehend aus L-Glutamin, HEPES-Puffer, dem Indikatorstoff Phenolrot, Biotin,
Panthotenat, Penicillin und Streptomycin und wurde mit 10 % fetalem Kéalberserum
supplementiert. Die Zellen wurden adhéarent auf Greiner-Zellkulturflaschen (Bioscience,
75 cm?, 250 ml) bei 37 °C und 5 % CO; gehalten.

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert, um sie mit einer
Dichte von 1x10* Zellen/cm2 auf Zellkulturflaschen oder 12-Well-Platten (TPP)
aufzuteilen. Hierzu wurde einmal mit der phosphatgepufferten NaCl-Losung PBS
gewaschen, Trypsin/EDTA (Biochrome, L2143) fir 3 Minuten bei 37 °C zugegeben, die
Zellen in Kulturmedium aufgenommen, gezahlt, ausgesat und kultiviert. Lag die
Konfluenz wiederum bei 70-80 %, wurden die 12-Well-Platten dreimal mit PBS
gewaschen und das Induktionsmedium des Tages 0 hinzugegeben. Mit dem Zeitpunkt
der Induktion begann die viertdgige Exposition mit Di(2-ethylhexyl)phthalat, DEHP
[50 pg/ml].

Nach 4 Tagen der Differenzierung wurde das alte Medium abgenommen und ohne
weitere  DEHP-Exposition  durch  Differenzierungsmedium  ersetzt. Weitere
Mediumwechsel erfolgten weiter an den Tagen 8 und 10. An Tag 14 wurde der

jeweilige Versuch beendet.

DEHP [50 pg/mi] [T
10 % FKS [

Insulin ]

Cortisol, Transfemrin, T3 ]

Dexamethason 1
Rosiglitazon 1
43210123 4546789 1011121314
Tage

Abbildung 4: SGBS-Zellkulturmodell

Die Kultivierung der SGBS-Zellen erfolgte bis zum Tag0 mit 10 % fetalem
Kélberserum (FKS). Die Induktion der adipogenen Differenzierung uber 4 Tage
geschah mit den Zusatzen Insulin, Cortisol, Transferrin, Trijodhtyronin (T3),
Dexamethason und Rosiglitazon (siehe Text). Die Differenzierung wurde fortgesetzt bis
zum Tag 14 ohne Dexamethason und Rosiglitazon. Die Exposition mit Di(2-
ethylhexyl)phthalat, DEHP [50 pg/ml], erfolgte von Tag O bis 4.
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3 Material und Methodik

Probenahmen erfolgten an den Tagen 0, 4, 8 und 14. Als L&ésungsmittelkontrollen
dienten SGBS-Zellen, deren Induktionsmedium anstelle von DEHP nur die aquivalente
Menge des Ldsungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO 0,1 %) enthielt. Das in einer
Konzentration von 50 pg/ml im Induktionsmedium enthaltene DEHP war stets in DMSO

gelost.
Proliferation | Induktion Differenzierung
Tage 4 32-10[1234]56789 1011121314
Probenahme L DEHP o ") i
’ [50 pag/mi]

Abbildung 5: Zellkultur und Probenahme

Das Schema zeigt Proliferations-, Induktions- und Differenzierungsphase der SGBS-
Zellen in Kultur sowie das Expositionsfenster von DEHP [50 pg/ml] im Induktions-
medium. Die Pfeile weisen auf die Tage der Probenahmen.

3.1.3 Behandlung der Zellen mit DEHP und DMSO

Die SGBS-Zellen wurden ab 70-80 % Konfluenz Uber 4 Tage mit DEHP [50 pg/ml]
behandelt, das heifl3t in 1 ml Induktionsmedium befanden sich 50 ug DEHP. Fir eine
1000-fache Stammldsung [50 mg/ml] wurde DEHP (Sigma Aldrich, Deutschland) in
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, Deutschland) geldst.

Das Ldsungsmittel DMSO hat zytotoxische Eigenschaften. Um sicherzustellen, dass
Signifikanzen auf Genexpressionsebene auf DEHP und nicht auf DMSO
zurlckzuftihren sind, wurde das Differenzierungsmedium der kontrollbehandelten
Zellen mit 0,1 % DMSO versetzt, dem Aquivalent zum DMSO im DEHP-Zusatz.

3.14 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die SGBS-Praadipozyten wurden aus einer exponentiell wachsenden Population
eingefroren. Hierzu wurden sie mit PBS gewaschen und trypsiniert (siehe 2.1.2) und in
4 ml Zellkulturmedium suspendiert. Im Medium enthaltenes FKS 10 % inhibiert die
Aktivitat von Trypsin/EDTA. Es erfolgte ein 5-minltiges Zentrifugieren bei
Raumtemperatur und 800 rpm sowie anschlieRendes Resuspendieren in 1 ml
Einfriermedium. In 2 ml-Kryor6hrchen konnte die Zellsuspension in einer mit
Isopropanol geflillten Einfrierbox Uber 24 Stunden langsam auf — 80 °C heruntergekuhlt

werden, um sie dann in flissigem Stickstoff zu lagern.
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Im Gegensatz zum langsamen Einfrieren erfolgte das Auftauen rasch. Die Zellen
wurden in 37 °C-warmem Wasser kontrolliert aufgetaut, im unmittelbaren Anschluss
mit 10 ml FKS-haltigem Basalmedium gemischt und 5 Minuten bei 800 rpm
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Zellpellet in 4 ml FKS-
haltigem Basalmedium resuspendiert und in Greiner-Zellkulturflaschen mit 75 cm?2
Wachstumsflache ausgesat, welche bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert wurden. Nach
etwa 2 Tagen und maximal 80 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert.

3.1.5 Passagieren der Zellen

Die Zellen wurden alle 3-4 Tage je nach Dichte 1:4, 1:5 oder 1:6 passagiert. Zur
Passage wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen, um sie anschlielend zu
trypsinieren. Nach dem Zentrifugationsschritt erfolgte das Resuspendieren des
Zellpellets in 4, 5 oder 6 ml FKS-haltigem Basalmedium. Je 1ml der neuen
Zellsuspension wurde auf 4, 5 oder 6 Greiner-Zellkulturflaschen gegeben, welche je
10 ml FKS-haltiges Basalmedium enthielten.

Fur den Versuchseinsatz war eine definierte Zellzahl von 1x10* Zellen/cm? erforderlich,
sodass die Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und die entsprechenden

Zellzahlen weiter verwendet wurden.
3.2 Genexpressionsanalyse-vorbereitende Schritte

Die Genexpression von DEHP-exponierten SGBS-Zellen sowie nicht exponierten

Kontrollgruppen wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR analysiert.

3.2.1 Isolation von RNA aus SGBS-Proben

Die Aufbereitung der RNA-Proben aller SGBS-Versuche erfolgte mit dem RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit 50 (Qiagen) nach Herstellerprotokoll. Das lysierende Reagenz bei
dieser Isolationsmethode ist QIAzol, ein Phenol/Guanidin-Gemisch. Es wurde 1 pl RNA
mit 3 pl RNA-Ladepuffer gemischt und auf ein 1 % Agarose-Gel aufgetragen, Die
Elektrophoresekammer und der Gel-Kamm wurden zuvor fur 30 Minuten mit 0,3 %
Wasserstoffperoxid inkubiert, um RNAsen zu inaktivieren. Zum Nachweis der RNA
wurden die RNA-Banden nach erfolgter Gelelektrophorese unter ultraviolettem Licht
mit dem Programm Gen5 am SynergyMx (BioTek) sichtbar gemacht. Im Anschluss
wurden 2 pl der RNA direkt in die Messeinrichtung des NanoVue-Spektrometers (GE
Healthcare) pipettiert und die Konzentration bei einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Als Leerwert diente RNAse-freies Wasser, sogenanntes
Diethylpyrocarbonatwasser (DEPC-Wasser). Der Absorptionsquotient aus den

Messwerten bei 260 nm und 280 nm gab Aufschluss lber den Reinheitsgrad der
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isolierten RNA. Ein Quotient von etwa 1,8 bedeutet ,reine DNA®, ein Quotient von 2,0
.sreine RNA®. Lag der Quotient unter 1,8, so enthielt die Probe Verunreinigungen
(Protein, Phenol, andere Kontamination).

3.2.2 Proteinisolation und Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinproben wurden folgendermal3en gewonnen. Die Zellproben eines jeden
Versuchstages wurden in je 400 pl RIPA-Puffer versetzt mit Phosphatase- und
Proteaseinhibitor (je 2 ul / 100 pl) aufgenommen. Der RIPA-Puffer wurde aus 10 ml 10-
fach-PBS, 1 ml Nonidet (NP40), 100 ul 10% SDS und 0,5g Natriumdeoxycholat
hergestellt und anschlielend mit Reinstwasser auf 100 ml aufgefillt und bei 4 °C
gelagert. Das Zelllysat wurde durch dreimaliges Aufziehen durch eine Omnifixspritze
(Omnifix 40 Duo U-40 Insulin, BRAUN) homogenisiert. Nach 30-minitiger Inkubation
auf Eis wurden die Proben fir 20 Minuten bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der
proteinenthaltende Uberstand abgenommen und bei -80°C gelagert. Die
Proteinkonzentrationen wurden mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo

Scientific) nach Herstelleranleitungen ermittelt.

3.2.3 Reverse Transkription zur cDNA-Synthese

Zum Herstellen von cDNA wurde die aus den Proben isolierte Gesamt-RNA verwendet.
Zu je 1pug RNA wurde 1 pul Random-Hexamer-Primer (Primer Random pd(N)e)
gegeben und mit RNase-freiem Wasser auf 12,5 pl aufgefillt. Der Ansatz wurde
5 Minuten bei 65°C im Thermocycler inkubiert und wahrenddessen folgender,
RevertAid™ Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) enthaltender Reaktionsmix auf
Eis pipettiert:

Tabelle 3: Pipettieransatz zur reversen Transkription

5-fach-Reaktionspuffer 4 ul
10 mM dNTP-Mix 2 ul
RNAse-Inhibitor 0,5 ul
Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1l

Nun wurden je 7,5 pl des Master-Mixes zum 12,5 pl Ansatz gegeben und wie folgt
inkubiert: Annealing fir 10 min bei 25 °C, reverse Transkription fir 60 min bei 42 °C
und Inaktivierung der reversen Transkriptase fur 10 min bei 70°C. Nach
abgeschlossener cDNA-Synthese wurde diese mit 70 pl Aqua dest. aufgefillt, um sie

im Anschluss fur diverse PCR-Anwendungen nutzen zu kénnen. Um zu kontrollieren,
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ob die cDNA-Synthese erfolgreich verlief, wurde eine Test-PCR mit 18S-Primern

durchgefihrt.
3.3 Primer-Etablierung

Um die Sequenzen der Gene von Interesse zu erhalten, wurde die NCBI-Datenbank
Nucleotide (NCBI Nucleotide 2014) genutzt. Mithilfe dieser Datenbank wurden die
sequenzspezifischen Primer erstellt und in der NCBI-Datenbank Blast (NCBI Blast
2014) auf ihre Spezifitat getestet. Die Primer-L&ngen umfassten 150 - 250 bp, sodass
sie fur Standard-PCR und gRT-PCR genutzt werden konnten.

Die bestellten Primerstocks [100 uM] wurden 1:10 mit Reinstwasser verdinnt, um sie
fur die Polymerase-Kettenreaktion zu verwenden. Zur PCR wurde nachfolgender
Reaktionsmix auf Eis pipettiert und die Polymerase-Kettenreaktion im Thermocycler
nach folgendem Schema durchgefiihrt: Inkubation fur 5 min bei 95 °C, Denaturieren flr
45 s bei 95 °C, Annealing fur 45 s bei 60 °C, Elongation fir 45 s bei 72 °C, ebenso
weitere 39 Zyklen, Inkubation fir 10 min bei 72 °C und anschlieBendes Kuhlen bei
4 °C.

Tabelle 4: PCR-Ansatz je Probe

5fach-Reaktionspuffer 5ul
10 mM dNTP-Mix 0,5 ul
Autoklaviertes Wasser 17,4 ul

Crimson-Tag-DNA-Polymerase 0,125 pl

10 puM Forward-Primer 0,5 ul
10 uM Reverse-Primer 0,5 ul
cDNA 1l

Zur Gelelektrophorese wurden je 15 ul der PCR-Produkte und 3 pl Ladepuffer auf ein
1,5 %-iges Agarosegel aufgetragen aus 1,5 g Agarose, 100 ml 1fach-TAE-Puffer und
1 pl Ethidiumbromid [10 mg/ml]. TAE steht fur Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-
Acetat-Ethylendiamintetraessigsaure. 10fach-TAE-Puffer wurde hergestellt aus 0,4 M
Trisbase (SERVA) und 0,01 M Na:EDTA (ROTH).

Die PCR-Produktgré3en wurden anhand des GréRenmarkers (Thermo Fisher Scientific
SM0383 von 80 — 1031 bp) ermittelt, die Fragmente von Interesse unter UV-Licht aus
dem Gel ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert.

Um die Produkte zu verifizieren, wurden die Nukleotidsequenzen durch Frau Dr.
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Dorothea Darmer im Zentrum fir Medizinische Grundlagenforschung der

Universitatsklinik Halle/Saale analysiert.
34 Herstellung von Plasmidstandards fur die gRT-PCR

Aus den etablierten Primern wurden wie folgt Plasmidstandards hergestellt, um sie fur
die quantitative Real-Time-PCR zu nutzen.

3.4.1 Ligation

Die extrahierten PCR-Produkte aus 2.3 wurden an Poly-T-Uberhange des linearisierten
Vektor pGEM-T (Promega) ligiert, um sie anschlielend in E. coli XL1-Blue zu
transformieren. Die Crimson-Tag-DNA-Polymerase hatte einen Poly-A-Uberhang ans
PCR-Produkt synthetisiert. Zur Ligation lagerte sich das PCR-Produkt Uber freies
Adenin an freies Thymin der 5-Enden des Vektors. Der Ligationsansatz konnte Uber

Nacht bei 4 °C oder fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert werden.

Tabelle 5: 20 pl Ligationsansatz je Probe

2x Rapid Ligation Buffer 10 pl
Vektor pGEM-T 1l
PCR-Produkt 8 ul
T4-DNA-Ligase 1u

3.4.2 Transformation der Plasmide/Vektoren in kompetente E.coli XL1-Blue

und Blau-Weil3-Selektion positiver Klone

Der Ligationsansatz wurde in je 100 pl kompetente E.coli gegeben und nach
behutsamem Mischen fiir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock von 42 °C
fur 45 s, 2-minitiges Abklhlen auf Eis, die Zugabe von 0,3 ml Lurea-Bertani-Broth-/LB-
Medium (11 wurde hergestellt aus 12g Pepton (ROTH), 5g Hefeextrakt
(AppliChem), 5g Natriumchlorid (ROTH), 1g Glucose (SERVA)) und 1 Stunde
schittelndes Inkubieren bei 37 °C.

50 - 150 pl der Kultur wurden auf LB-Agar-Platten mit den Zusatzen 100 pg/ml
Ampicillin, 80 pg/ml IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) und 50 mg/ml X-Gal (5-
Bromo-4-chloro-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) ausplattiert. Die LB-Agar-Platten

wurden wie folgt hergestellt:
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Tabelle 6: Lurea-Bertani-Broth-Agar

Pepton 109
Hefeextrakt 5¢
Natriumchlorid 549
Glukose 1g
Agar 12 g
Aqua destillata ad 11

Die aufgefuhrten Agar-Bestandteile wurden miteinander vermischt und autoklaviert.
Nach méaRigem Abkihlen wurden Ampicillin, IPTG und X-Gal hinzugegeben und je
20 ml in Petrischalen geflllt. Nach Erkalten der Agarplatten konnten diese bei 4 °C
gelagert werden.

Nach Inkubation der beimpften Platten bei 37 °C Uber Nacht konnten die
gewachsenen, weil3en Kolonien in LB-Flissigmedium gepickt werden.

3.4.3 Flussigkulturansatz und Plasmidpréaparation

Zur Plasmidisolation wurden die gepickten Klone in je 4 ml LB-Flussigkultur, versetzt
mit je 4 pl Ampicillin, bei 37 °C Uber Nacht im Schuttler herangezogen. Die
Plasmidisolation erfolgte am Folgetag mit dem peqGoldPlasmid Miniprep Kit | (Peglab).

Die Isolation der Plasmide erfolgte nach Herstellerangaben.

344 Restriktion der Plasmide

Die aufgereinigten Plasmide wurden abschlie3end in einer Doppelrestriktion mit den
Enzymen Apal und Sacl geschnitten. Der Restriktionsansatz wurde fir 1 Stunde bei
37 °C inkubiert und anschlieBend auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen. GréRe und

Lage der Banden gaben Aufschluss dartiber, ob die Klonierung erfolgreich war.

Tabelle 7: Restriktionsansatz

Aqua destillata 55ul
Puffer B 1l
Apal 0,5 ul
Sacl 0,5 pl
Plasmid 2,54l
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3.45 Primer fur die gRT-PCR

Die DNA-Sequenzen, ProduktgréfRen und optimalen Annealing-Temperaturen der neu
synthetisierten, etablierten Primer sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Primer fur die gRT-PCR

Primer Richtung Sequenz GrolRRe Temperatur
TBP forward TGTGCTCACCCACCAACAAT 199 bp 60,0 °C
reverse AGTCGTCTTCCTGAATCCCT 60,0 °C
ADIPOQ forward TTCTGCCTTCCGCAGTGTAG 127 bp 58,0 °C
reverse TAGCCAGATGGTGTGGCTTG 58,0 °C
AMPK forward ATAAGCACGAGCCTGAACGG 226 bp 60,0 °C
reverse TCTTCTACTGCTTCGTCCTCG 60,0 °C
ACACB forward ACAGTCCTGAGATCCCCCTC 238 bp 58,0 °C
reverse GTTCAGCCGGGTGGACTTTA 58,0 °C
ADIPOR1 | forward TGCGGCGGGGAGTTTAGAAG 245 bp 63,2 °C
reverse CGTGTCAGCTTCCCTGTTACT 63,2 °C
ADIPOR2 forward GAGACACGCGGATCAACTCA 175 bp 60,0 °C
reverse GTTGGTGCCCTTTTCTGAGC 60,0 °C
CPT1 forward CAATGGGCCAGGGCTTTGAC 169 bp 62,8 °C
reverse GCAAAGCCCCCAAGGTTCAC 62,8 °C
GLUT4 forward ACTGGCCATTGTTATCGGCA 213 bp 59,1 °C
reverse GTCAGGCGCTTCAGACTCTT 59,1 °C
LEPR forward ACACCAGAGTGATGCAGGTTT 187 bp 62,0 °C
reverse | ATGCTCAAACGTTTCTGGCTTC 62,0 °C
PPAR« forward GGACAAGGCCTCAGGCTATC 181 bp 62,0 °C
reverse CATCCCGACAGAAAGGCACT 62,0 °C

3.5 Genexpressionsanalyse mittels qRT-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR als Methode zur Vervielfaltigung von Nukleinsduren
berunt auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion und ermdglicht die
Quantifizierung der gewonnenen DNA anhand von Fluoreszenzmessungen.

Das Kit Takyon SYBR Master Mix dTTP Blue with Fluorescein (Eurogentech)
verwendet SYBR®-Green, welches mit Doppelstrang-DNA interkaliert und fluoresziert.

Die Zunahme der Fluoreszenz entspricht direkt proportional der Menge an Ziel-DNA.
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Es wurden je 3 pl cDNA mit 17 ul Mastermix (siehe unten) in Doppelbestimmung sowie
eine No-Template-Control (NTC) pipettiert und die gRT-PCR im BioRAD MyiQ5 Cycler
nach dem Schema der

Tabelle 10 gestartet. Dabei entspricht die mit * gekennzeichnete Temperatur der
optimalen Annealing-Temperatur des jeweiligen Primer-Paares. Schritt 4 diente der
Erstellung einer Schmelzkurve, um auszuschlie3en, dass mehr als ein PCR-Produkt
amplifiziert wurde. Es erfolgte eine schrittweise Temperaturerhhung um 0,5 °C.

Die Fluoreszenzmessung fand am Ende jeder Elongation wahrend der 40 Zyklen statt.
Wahrend der exponentiellen Phase der Amplifikation herrschten optimale
Reaktionsbedingungen. Nur hier kann die synthetisierte cDNA korrekt quantifiziert
werden. Zur Berechnung der absoluten Molekuilzahl wurde fur jedes Plasmid eine
Standardgerade mit 4 Verduinnungen (108, 10°, 10%, 10® Molekiile) erstellt. Diese diente
der Software Bio-Rad iQ5 zur Berechnung der Molekilzahl der gemessenen cDNA. Es
wurde je ein Probenlauf mit dem housekeeping-Gen TBP durchgefihrt und die

Molekulzahl der verschiedenen Gene mit der Anzahl der TBP Molekile verrechnet.

Tabelle 9: Mastermix fur die qRT-PCR

Takyon SYBR Mix 10 pl
Forward-Primer 2 pl
Reverse-Primer 2 ul
Aqua ad iniectabilia 3l

Tabelle 10: Thermoprotokoll der gqRT-PCR

Temperatur | Dauer | Zyklus | Schritt

95 °C 5 min 1 1

95 °C 20s 2 (40x) 1

* 30s 2 (40x) 2

72 °C 40 s 2 (40x) 3

95 °C 1 min 3 4

60 °C 1 min 4 4
55°C 10s 5 4 (81x)
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3.6 FACS-Analyse von SGBS-Zellen

In Kooperation mit Herrn Dr. Alexander Navarrete Santos aus der Arbeitsgruppe von
Herrn Prof. Andreas Simm aus der Klinik fir Herz- und Thoraxchirurgie des
Universitatsklinikums Halle/Saale wurde das Differenzierungspotenzial von SGBS-
Zellen mit der Methode des Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS, nach
Schaedlich et al. untersucht (Schaedlich et al. 2010).

Hierzu wurden SGBS-Zellen am Tag 8 sortiert und gezahlt, welche nach dem
Differenzierungsprotokoll (siehe Kapitel 2.1.2) kultiviert worden waren. Gefarbt wurde
mit Nile Red, einem lipophilen, fluoreszierenden Vitalfarbstoff. Die Nile Red-
Stammldsung [100 pg/ml geldst in DMSO] wurde 1:1000 verdinnt im Kulturmedium

angewandt, um die SGBS-Zellen anzufarben.

Zum Abldsen der Zellen wurden diese mit jeweils 150 yl CDS (Cell Dissociation
Solution, SIGMA) behandelt, 5 Minuten bei 37 °C inkubiert, durch Klopfen vom Boden
des Wells geldst und mit je 1 ml PBS plus 10 % FKS abgestoppt. Vor der Messung mit
dem BECTON DICKINSON FACScalibur wurden die Proben durch ein Zellsieb mit

70 nm Porengro6Re filtriert.
3.7 Proteinnachweis mittels Western-Blot

3.7.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Unter SDS-PAGE ist eine Elektrophorese mit Polyacrylamidgel zu verstehen, mit der
Proteine nach ihrer MolekllgroRe getrennt werden. Dabei Uberdeckt
Sodiumdodecylsulfat, SDS, die Proteineigenladung und je groRer die Kettenlange,

umso starker werden die Proteine im Gel zuriickgehalten.

Trenn- und Sammelgel wurden hergestellt (siehe Tabelle 11 und Tabelle 12) und die
Polymerisationsausloser TEMED (Tetramethylethylendiamin) und APS
(Ammoniumpersulfat) hinzugegeben. Die Gelkassetten (Invitrogen) wurden bis zur
Halfte mit dem 12 %-igen Trenngel beflllt. Zum Glatten der Geloberflache wurde diese
bis zur Auspolymerisierung mit Reinstwasser Uberschichtet. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Reinstwasser entfernt und das Trenngel mit einem 8 %-
igen Sammelgel auf 75 % der Kassettenh6he aufgefillt und wiederum mit
Reinstwasser uberschichtet. In das noch unpolymerisierte Sammelgel wurde ein
Gelkamm mit entsprechender Anzahl an Ladetaschen gesteckt. Die fertige Kassette
wurde in eine mit 1fach-Laemmli-Puffer befillte Kammer gestellt, der Kamm gezogen

und das Sammelgel mit den Proben beladen.
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Tabelle 11: Trenngel der SDS-PAGE

Trenngel 8,0 % 12,0 %
Reinstwasser 4.8 ml 3,5ml
Losung 2 * 2,5 ml 2,5ml
Acrylamid (30 %) 2,7ml 4,0 ml
TEMED 20 20 ul
APS 100 pl 100 pl

* Losung 2: 36,3 g TAE, 8,0 ml SDS 10%, aufgefillt auf 200ml, pH 8,8

Tabelle 12: Sammelgel der SDS-PAGE

Reinstwasser 6,5 ml
Ldsung 3 * 2,5 ml
Acrylamid (30 %) 1,0 ml
TEMED 20 pl
APS 100 pl

* Losung 3: 6,0 g TAE, 4,0 ml SDS 10%, aufgefillt auf 200ml, pH 6,8

Tabelle 13: Elektrophoresepuffer 10fach-Laemmli

TAE 30,259
Glycin (2,5 M) 144,25 g
SDS (10 %) 10,09
Aqua destillata ad 11

Die Proteinproben wurden entsprechend ihres Probenvolumens mit 2fach- oder 5fach-

Laemmli-Puffer versehen, um ein jeweiliges Gesamtvolumen von 40 ul in die

Ladetaschen der Gelkassette Uberfuhren zu kdénnen. Vor dem Beladen der Taschen

erfolgte ein funfminttiges Denaturieren der Proteine bei 90 °C. Die Protein-Marker

,26616“ und ,26625“ (Thermo Scientific) wurden zum Einordnen der Proteingrof3en

verwendet. Die Elektrophorese wurde mit 100 V gestartet (Elektrophoresekammer:

XCell Sure Lock™ Mini Cell, Invitrogen; Stromversorgung: Power Pack P25, Biometra).

Nachdem die sich auftrennenden Proteinproben das Sammelgel durchlaufen hatten,

wurde die Spannung auf 150 V erhoht und die Elektrophorese nach Migration des

Ladepuffers durch das Trenngel beendet.
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3.7.2 Western-Blot

Der Western-Blot ist das Ubertragen und Fixieren der elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine aus ihrem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran.

Hierzu wurde eine Western-Blot-Kammer (XCell Sure Lock™ Mini Cell, Invitrogen) mit
Transferpuffer geflillt (siehe Tabelle 14). Ein senkrecht zum Gel gerichtetes
elektrisches Feld uUberfiuihrte das Protein bei 150 mA binnen 120 Minuten auf die
Membran.

Tabelle 14: Transferpuffer fir Western-Blot

TAE (48 mM) 582¢
Glycin (39 mM) 293¢
Methanol (20 %) 200 ml
Aqua destillata ad 11

3.7.3 Binden spezifischer Antikdrper

Unspezifische Proteinbindungsstellen wurden durch einstindiges Inkubieren der
Membran mit 3 % BSA bei 20 °C blockiert. Es folgte die Zugabe des jeweiligen
Primarantikoérpers tber Nacht bei 4 °C. Am Folgetag wurde fiir dreimal 5 Minuten mit
TBST gewaschen, dann der HRP-konjugierte Zweitantikérper 2 Stunden lang bei 20 °C
zugegeben. Das Entfernen freier Antikorper im Uberschuss erfolgte abermals durch

dreimaliges Waschen mit TBST plus zweimaliges Waschen mit TBS.

Tabelle 15: TBS-Puffer

TAE (1,5 M, pH 7,5) 10 mi
NaCl 5809
Aqua destillata ad 11

* TBS wird zu TBST durch Zugabe von 1 ml Tween auf 1 | TBS.

3.7.4 Detektion der Sekundarantikorper

Mittels einer Chemolumineszenz-Reaktion (Millipore Immobilon Western Chemi-
luminescent HRP-Substrate) wurde der gebundene Sekundarantikérper am Fusion
FX7 (Peqglab) detektiert. Jedes Western-Blot-Bild wurde als 16 Bit File gespeichert und

mit der Software Fusion (Vilber Lourmat) ausgewertet. Als Ladekontrolle diente $-Aktin.
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3.7.5 Wiederverwenden der Nitrozellulosemembran

Zum Hybridisieren mit neuen Antikdrpern wurden zuvor gebundene Antikorper durch
sogenanntes Stripping entfernt. Dazu wurde die Membran bei 70 °C 10 Minuten in
Stripping-Puffer (20 % SDS 10 ml, 1 M TAE pH 6,8 12,5 ml, B-Mercaptoethanol 700 pl,
Reinstwasser ad 100 ml) inkubiert, dreimal mit TBST gewaschen und erneut mit BSA

blockiert.
Tabelle 16: Primar- und Sekundarantikdrper fir Western-Blot
Primar- . N . Sekundar- . .
antikérper Spezies Verdinnung Firma antikérper Verdiinnung Firma
ADIPO- 1:250in 3 % Abcam goat anti 1:20.000 in 3 % .
NEKTIN | MOuse BSA/TBST (ab22554) | Mmouse BSA/TBST Dianova
ADIPORL goat 1: 250in 3 % Abcam mouse anti | 1:6.000in 3 % Scatﬂtza
ADIPOR? goat 1:1000 in 3 % Abcam | mouse anti | 1:6.000 in 3 % Scarﬂtza
BSA/TBST (ab53399) goat BSA/TBST (2354)
o Cell . . - DAKO
. 1:500in 3 % . : goat anti 1:6.000in 1%
pAMPK rabbit Signaling -
BSA/TBST (2531) rabbit BSA/TBST (P0448)
o Cell . . - DAKO
k| oo | LES% | sging | aaent | 18000116
(2532) (P0448)
OACACB cabbit 1:500 in 3 % Gene Tex | goat anti 1:6.000 in 1 % DAKO
BSA/TBST (62736) rabbit BSA/TBST (P0448)
] . . Santa
. 1:500in 3 % Gene Tex mouse anti 1:6.000in 3%
ACACB rabbit BSA/TBST (89089) goat BSA/TBST cruz
(2354)
. 1:10.000in 3 % Sigma goat anti 1:20.000 in 3 % .
B-AKTIN | mouse | ““geoprpsT (A5441) mouse BSA/TBST | Dianova
3.8 ADIPONEKTIN-ELISA

Der Quantikine® ELISA Human Total Adiponectin/Acrp30 (R&D Systems) dient der
Mengenbestimmung von humanem ADIPONEKTIN im Bereich von 1 — 1000 ng/ml in

Zellkulturmedien, Blutserum und und wurde verwendet, um

MedienlUberstande der SGBS-Zellkultur auf ihre Konzentration an ADIPONEKTIN zu
Der ELISA, wurde den

—plasma

untersuchen. Enzyme-linked Immunosorbent Assay,

Herstellerangaben entsprechend durchgefihrt.
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3.9 LEPTIN-ELISA

Der Leptin (high sensitive) ELISA (IBL international) dient der Mengenbestimmung von
humanem LEPTIN im Bereich von 15 ~ 1000 pg/ml in Zellkulturmedien, EDTA-Plasma
und Blutserum und wurde verwendet, um Medienuberstande der SGBS-Zellkultur auf
ihre  Konzentration an LEPTIN zu untersuchen. Der ELISA wurde den
Herstellerangaben entsprechend durchgefihrt.

3.10 Immunfluoreszenz von GLUT4

Die Immunfluoreszenz wurde angewandt, um zu analysieren, welche Lage das Protein
GLUT4 in den differenzierten SGBS-Zellen einnimmt. Es kann sowohl in inaktiver Form
zytosolisch als auch in aktiver Form innerhalb der Zytoplasmamembran lokalisiert sein.

Es wurden 0,5x 10* SGBS-Zellen je Kammer auf Vierkammerschlitten (Chamber
Slides, Zellkulturkammern, 4-Well auf Polyolefin, pyrogenfrei, Sarstedt) ausgesét, nach

Protokoll kultiviert und differenziert.

An Versuchstag 10 wurden die SGBS-Zellen fir 25 Minuten mit 4 %-igem
Paraformaldehyd in PBS fixiert. Es wurde dreimal mit PBS gewaschen und fir
60 Minuten mit 10 % Ziegenserum, verdinnt mit PBS, bei 20 °C blockiert. Es folgte die
Zugabe des Primarantikdrpers (mAbcam 48547, Maus monoklonal) 1:2000 in
3 % BSA, und eine Inkubation Uber Nacht bei 4 °C.

Am Folgetag wurde dreimal mit PBS gewaschen und im Dunkeln bei Raumtemperatur
fur 90 Minuten mit einem Alexa-Flour-Sekundarantikérper (Abcam A-11001, IgG der
Ziege, gerichtet gegen Maus, rot fluoreszierend bei 488 nm) 1:700 geféarbt. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Kernfarbung mit dem Farbstoff ,Hoechst"
(33342, Invitrogen) fur 5 Minuten. Die Zellen wurden mit Fluorescent Mounting Medium
(Dako, S3023) und einem Deckglaschen bedeckt und am Keyence-High-Resolution-

Mikroskop ,Biozero“ beurteilt.
3.11 Immunfluoreszenz von Perilipin

Zur  Perilipin-lmmunfluoreszenz  wurden SGBS-Zellen analog zur GLUT4-
Immunfluoreszenz an Versuchstag 10 fur 25 Minuten in 4 % Paraformaldehyd fixiert.
Es wurde dreimal mit PBS gewaschen und fir 60 Minuten mit 3,5 % Pferdeserum bei
20 °C blockiert. Es folgte die Zugabe des Primarantikorpers (monoklonal Anti-Perilipin
P1873) 1:500 in 1 % BSA, und eine Inkubation tber Nacht bei 4 °C.
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Am Folgetag wurde dreimal mit PBS gewaschen und im Dunkeln bei 20 °C fir
60 Minuten mit Sekundéarantikdrper (goat-anti-rabbit, A11034, life technologies) 1:400
in 1% BSA, gefarbt. Kernfarbung und Eindeckeln erfolgten analog zur

Immunfluoreszenz von GLUTA4.
3.12 HPLC-gekoppelte Massenspektrometrie

Die High Performance Liquid Chromatography, HPLC, ist eine massenspektro-
metrische Methode zur ldentifizierung und Quantifizierung geloster Substanzen. In
Kooperation mit Hr. Dr. rer. nat. Holger Koch des Zentrum fiir Toxikologie der Ruhr-
Universitat Bochum wurde die Konzentration von MEHP im Induktions- und
Differenzierungsmedium sowie im Zelllysat von Proben der Tage 4 und 14 bestimmt.

3.13 Statistische Auswertung

Samtliche Berechnungen der erhobenen Daten wurden mit Microsoft Excel ausgefuhrt.
Die Beurteilung von Signifikanzen zwischen den Gruppen der DEHP-Exposition und
der DMSO-Kontrolle erfolgte mit dem student's T-test in Excel. Die Analyse von
Signifikanzen zwischen unterschiedlichen Probentagen von qRT-PCR-Daten wurde mit
SIGMA Plot durchgefiihrt und der Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on

Ranks-Test genutzt.

33



4 Ergebnisse

Zellen der humanen Praadipozytenlinie Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom (SGBS)
wurden in einem 14-tagigen Zellkulturschema zu reifen Adipozyten differenziert.
Wahrend der 4-tdgigen Induktionsphase der adipogenen Differenzierung erfolgte die
Exposition mit Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) in einer Konzentration von 50 pg/ml im
Induktionsmedium. Probenahmen erfolgten an den TagenO, 4, 8 und 14. Als
Vehikelkontrolle diente DMSO.

4.1 Nachweis von MEHP im Medium und im Zelllysat

Mittels High Performance Liquid Chromatography- (HPLC-)gekoppelter Massen-
spektrometrie wurde die Konzentration von Mono(2-ethylhexyl)phthalat (MEHP) im
Mediumuberstand und Zelllysat an den Tagen 4 und 14 der Zellkultur bestimmt. DEHP-
exponierte  SGBS-Zellen wurden nicht-exponierten DMSO-Kontrollen gegeniber-

gestellt. Die DEHP-Exposition der SGBS-Zellen erfolgte von Tag 0 — Tag 4.

4.1.1 HPLC-gekoppelte Massenspektrometrie von MEHP im Medium

Die MEHP-Konzentration war unter DEHP-Exposition im Differenzierungsmedium
(Tag 14) im Vergleich zum Induktionsmedium (Tag 4) signifikant erhéht. An Tag 4
ergab die Messung 49,6 + 4,4 ng/ml und an Tag 14 246,4 + 36,2 ng/ml (N=4, n=1,
p<0,001, siehe Abbildung 6).

Auch in DMSO-Kontrollen konnte MEHP nachgewiesen werden. Die MEHP-
Konzentration war in DSMO-Kontrollen von Tag 4 verglichen mit jenen von Tag 14
signifikant erhoht (Tag 4 8,3+0,4ng/ml (N=4, n=1; p<0,001), Tag1l4
3,6 £ 0,2 ng/ml (N=4, n=1), siehe Abbildung 6). Die MEHP-Konzentration DEHP-
exponierter SGBS-Zellen betrug an Tag 4 das 6-fache, an Tag 14 das 68-fache im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle von Tag 4.

41.2 HPLC-gekoppelte Massenspektrometrie von MEHP im Zelllysat

Die MEHP-Konzentration im Zelllysat war unter DEHP-Exposition an Tag 14 im
Vergleich zu Tag 4 signifikant erhéht (DEHP Tag 14 14,4 + 1,1 ng/ml vs. DEHP Tag 4
1,8 £ 0,2 ng/ml; N=4, n=1; p<0,001, siehe Abbildung 6). Am Differenzierungsende
betrug die MEHP-Konzentration lysierter Zellen das 8-fache verglichen mit dem Ende

der Induktionsphase.
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Im Zelllysat der DMSO-Kontrollen konnte ebenfalls MEHP nachgewiesen werden. Es
gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tagen 4 und 14 (DMSO Tag 14
1,3+ 0,1 ng/ml vs. DMSO Tag 4 1,0 £ 0,1 ng/ml; N=4, n=1).

A MEHP im Medium ®md4 d14 B 55 MEHP im Zelllysat wmd4 =d14
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Abbildung 6: Massenspektrometrie von MEHP im Medium und Zelllysat

Mittels HPLC-gekoppelter Massenspektrometrie wurde MEHP im Medium (A) und
Zelllysat (B) an den Tagen 4 und 14 quantifiziert. N=4; P<0,05*; P<0,01**; P<0,001***;
student’s T-test.

4.2 Quantifizierung der Proteine ADIPONEKTIN und LEPTIN im Medium

Die Adipokine ADIPONEKTIN und LEPTIN wurden mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) in MedienlUberstdnden von Tag 14 quantifiziert. Die
Durchfuhrung der ELISA erfolgte durch Frau Dr. rer. nat. Kristina Schadlich innerhalb
der Arbeitsgruppe. Die Ergebnisse wurden mit freundlicher Genehmigung zur
Verfligung gestellt.

Der ADIPONEKTIN-ELISA (Quantikine® ELISA Human Total Adiponectin/Acrp30, R&D
Systems) von N=16 Medienluberstéanden des Differenzierungsendes der SGBS-Zellen
an Tag 14 ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den DEHP-exponierten
SGBS-Zellen und den DMSO-Kontrollen; DEHP (395,2 + 16,5) ng/ml (N=16, n=1) und
DMSO (343,4 +26,0 ) ng/ml (N=16, n=1), P>0,05, siehe Abbildung 7.

Im LEPTIN-high sensitive-ELISA (IBL international) von N=12 Medientberstanden von
Tag 14 war der LEPTIN-Gehalt der DEHP-Proben signifikant erhdht gegeniiber den
DMSO-Kontrollen (P<0,05, siehe Abbildung 7).
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A ADIPONEKTIN B LEPTIN
450 1800 p”
400 T 1600 =
E 350 I 1400
£300 E 1200
é 250 21000 I
1 200 £ 800 S
S 150 ij 600 —
o B |
g 100 400 I
50 200 —
0 0
DEHP DMSO DEHP DMSO

Abbildung 7: ADIPONEKTIN- und LEPTIN-Gehalt im Medium von Tag 14

Die Proteine ADIPONEKTIN und LEPTIN wurden mittels ELISA im Mediumiberstand
von Tag 14 quantifiziert. Fir (A) ADIPONEKTIN konnte keine Signifikanz ermittelt
werden; N=16. Fir (B) LEPTIN ergab sich eine signifikante Erhéhung nach DEHP-
Exposition im Vergleich zur DMSO-Kontrolle; N=12. P<0,05*; student's T-test.

4.3 Genexpressionsanalyse der Adiponektinsignalkaskade und seiner

Regulatoren

Die Expression der Gene der Adiponektinsignalkaskade und seiner Regulatoren wurde
zu Versuchsbeginn, am Ende der Induktionsphase der adipogenen Differenzierung,
inmitten der Differenzierungsphase und am Differenzierungsende untersucht. Anhand
von RNA-Proben der Tage 0, 4, 8 und 14 wurde die Transkriptmenge von bis zu 12
Versuchen mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) gemessen. Die Gene
Adiponektin, Glukosetransporter 4 (GLUT4) und Acetyl-CoA-Carboxylase 3 (ACACB)
ergaben an Tag 0 kein Transkript. Dies wurde mittels Standard-PCR (PCR) festgestellt

und mittels Agarose-Gelelektrophorese belegt.

4.3.1 Genexpressionsanalyse der Adipozyten-Marker ADIPOR2, CPT1 und
GLUT4

Die gRT-PCR Adipogenese-spezifischer Markergene zeigte eine erfolgreiche
Differenzierung der SGBS-Zellen hin zu reifen Adipozyten. Die quantifizierten
Transkriptmengen des  Adiponektinrezeptors 2  (ADIPOR2), der  Carnitin-
Palmitoyltransferase 1 (CPT1) und des Glukosetransporters 4 nahmen von Tag O
bis 14 exponentiell zu (siehe Abbildung 8). Die Quantifizierung von ADIPOR2 ergab
signifikante Unterschiede zwischen den Tagen O und 8 sowie O und 14 innerhalb der
DEHP-Proben beziehungsweise DMSO-Kontrollen. CPT1 zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den Tagen O und 8, O und 14 sowie 4 und 14. Von GLUT4
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waren an Tag 0 keine Transkripte messbar, weshalb Daten zu Tag 0 in Abbildung 8
entfallen. DEHP-Proben und DMSO-Kontrollen von GLUT4 waren an Tag 14 signifikant
erhoht verglichen mit Tag 4. Eine Genexpressionsanalyse des Adiponektinrezeptors 1
(ADIPOR1) war mit zwei verschiedenen Primer-Paaren mehrfach erfolglos versucht

worden.
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Abbildung 8: Absolute
Markergene

Transkriptmengen Adipogenese-spezifischer

Die Transkriptmengen der Gene ADIPOR2, CPT1 und GLUT4 wurden von DEHP-
exponierten SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen an den Tagen O, 4, 8 und 14 mittels
gRT-PCR quantifiziert und nahmen von Tag 0 bis 14 einen exponentiell ansteigenden
Verlauf. Von GLUT4 waren an Tag O keine Transkripte messbar. Die DEHP-Proben
von ADIPOR2, CPT1 und GLUT4 unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant
von den DMSO-Kontrollen desselben Tages. (A) ADIPOR2 N=12; (B) CPT1 N=8; (C)
GLUT4 N=7; P<0.05 *; Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks.

4.3.2 Genexpressionsanalyse von Adiponektin, AMPK und ACACB

Die Transkriptmengen von Adiponektin, AMPK und ACACB von DEHP-exponierten
SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen wurden an den Tagen 0, 4, 8 und 14 mittels gRT-
PCR quantifiziert. Adiponektin und ACACB waren an Tag 0 nicht messbar, weshalb in
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nachfolgender Abbildung keine Daten an Tag 0 angefuhrt sind. Eine beispielhafte
Agarose-Gelelektrophorese einer Standard-PCR von Adiponektin belegte die noch
nicht eingesetzte Genexpression an Tag 0 (siehe Abbildung 9).

An Tag 4 waren die Gene Adiponektin, AMPK und ACACB unter DEHP-Exposition
signifikant herunterreguliert (siehe Abbildung 9):

Adiponektin Tag 4 (DEHP 44801 + 4878 Molekule Adiponektin / 100 Molekile TBP vs.
DMSO 75121 £ 9287 Molekiile Adiponektin / 100 Molekile TBP; N=8, n=1; p<0,05);
AMPK Tag 4 (DEHP 48,8 + 6,5 Molekile AMPK /100 Molekile TBP vs. DMSO
100,4 + 16,0 Molekile AMPK / 100 Molekule TBP; N=12, n=1; p<0,01);

ACACB Tag 4 (DEHP 6576 * 345 Molekile AMPK /100 Molekile TBP vs. DMSO
9332 + 822 Molekille AMPK / 100 Molekule TBP; N=7, n=1; p<0,01).

An Tag 8 konnten keine signifikanten Unterschiede mehr gemessen werden. An
Tag 14 waren die Transkriptmengen nahezu ausgeglichen. Die groften
Transkriptmengen von Adiponektin konnten an Tag 8 gemessen werden. Die
Transkriptmengen von Adiponektin DEHP-exponierter Proben waren an Tag 8 3-fach
erhoht gegenlber Tag 4 und betrugen an Tag 14 noch das 2,7-fache bezogen auf
Tag 4. AMPK wurde in geringer Menge bereits an Tag 0 exprimiert. Die Induktion der
Adipogenese ergab unter den DMSO-Kontrollen einen 12,5-fachen Anstieg der
Transkription von AMPK an Tag 4. Die Transkription nahm dann Uber Tag 8 bis zum
Differenzierungsende an Tag 14 ab und erreichte unter den DMSO-Kontrollen die 9-
fache Menge bezogen auf Tag 4. Der herunterregulierende Effekt von DEHP an Tag 4

war bereits an Tag 8 nicht mehr messbar.
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Abbildung 9: Absolute Transkriptmengen von Adiponektin, AMPK und ACACB

Die Transkriptmengen der Gene Adiponektin (A), AMPK (B) und ACACB (D) wurden
von DEHP-exponierten SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen an den Tagen O, 4, 8
und 14 mittels gRT-PCR quantifiziert. In (C) ist die Agarose-Gelelektrophorese einer
Standard-PCR von Adiponektin dargestellt. Diese ergab kein Transkript an Tag O,
weshalb keine gRT-PCR-Daten erhoben wurden. ACACB (D) verhielt sich analog. Auf
ein beispielhaftes Gelelektrophoresebild wurde hier verzichtet. Low Range = Low
Range DNA Ladder; NTC = No-Template-Control; N=8 (Adiponektin); N=12 (AMPK);
N=7 (ACACB); P<0,05*; P<0,01**; student's T-test.

4.3.3 Genexpressionsanalyse von LEPR und PPARa

Die Transkriptmengen des Leptinrezeptors (LEPR) und des Peroxisom-Proliferator-
aktivierten Rezeptors a (PPARa) von DEHP-exponierten SGBS-Zellen und DMSO-
Kontrollen wurden an den Tagen 0, 4, 8 und 14 mittels gRT-PCR quantifiziert (siehe
Abbildung 10). Die Induktion der adipogenen Differenzierung bewirkte einen Anstieg
der LEPR-Expression an Tag 4 verglichen mit Tag 0 um das 7-fache unter den DEHP-
Proben und um das 12,5-fache unter den DMSO-Kontrollen. Der LEPR war unter
DEHP-Exposition an Tag4 gegeniber den DMSO-Kontrollen  signifikant

herunterreguliert. Diese Dysregulation war an Tag 8 und 14 nicht mehr messbar. Die

39



4 Ergebnisse

Expression des Transkriptionsfaktors PPARa ergab an keinem Tag signifikante
Unterschiede zwischen den DEHP-exponierten SGBS-Zellen und den DMSO-
Kontrollen.
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Abbildung 10: Absolute Transkriptmengen von LEPR und PPARa

Die Transkriptmengen von LEPR (A) und PPARa (B) wurden von DEHP-exponierten
SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen an den Tagen 0, 4, 8 und 14 mittels gRT-PCR
quantifiziert. Der LEPR zeigte eine signifikante Herunterregulation an Tag 4. Die
DEHP-Exposition hatte keinen Einfluss auf die Transkription von PPARa. LEPR: N=8;
P<0,01**; student’s T-test.

4.4 Proteinquantifizierung mittels Western-Blot-Analyse

Substrate, Rezeptoren und Enzyme der Adiponektinsignalkaskade wurden mittels
Western-Blot-Analyse auf Proteinebene quantifiziert. An Tag O hatte noch keine
Genexpression von Genen der Adiponektinsignalkaskade stattgefunden, an Tag 4 nur
in sehr geringem Umfang, sodass keine Western-Blots der Tage 0 und 4 durchgeftihrt

wurden.
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Abbildung 11 - Beispielhafte Detektion anhand des Western-Blot von ADIPOR2

Dargestellt ist eine Western-Blot-Detektionsaufnahme von DEHP-Proben und DMSO-
Kontrollen des Tages 8 von N=4 Versuchen. Verwandt wurden die Prim&rantikorper
ADIPOR2 und B-AKTIN (siehe Kapitel 3.7.5). ADIPOR2 = Adiponektin-Rezeptor 2.

4.4.1 Western-Blot-Analysen von Tag 8

Eine DEHP-Exposition ergab fur ADIPONEKTIN und fur den Adiponektinrezeptor
ADIPOR2 im Western-Blot von Tag 8 keine signifikante Dysregulation (siehe Abbildung
11). Die Ratio aus phosphorylierter und nicht-phosphorylierter Form der
Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (pAMPK/AMPK) war unter DEHP-
Exposition ebenso wenig signifikant verandert wie die Ratio aus der phosphorylierten
und nicht-phosphorylierten Form der Acetyl-CoA-Carboxylase B (pACACB/ACACB)
(siehe Abbildung 12). Eine DEHP-Exposition hatte somit keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung der AMPK und ACACB an Tag 8. Eine Detektion des ADIPORL1 von

Tag 8 im Western-Blot war wiederholt nicht erfolgreich.

Tag 8 mDEHP =DMSO
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Abbildung 12: Proteinquantifizierung an Tag 8

Western-Blots der Proteine ADIPONEKTIN (N=6), ADIPOR2 (N=5), pAMPK/AMPK
(N=5) und pACACB/ACACB (N=6) von Tag 8
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4.4.2 Western-Blot-Analysen von Tag 14

Eine DEHP-Exposition ergab fur ADIPONEKTIN und fur den Adiponektinrezeptor
ADIPOR1 im Western-Blot von Tag 14 keine statistisch signifikanten Unterschiede.
ADIPOR2 war unter DEHP-Exposition signifikant herunterreguliert, die Ratio aus
pPAMPK/AMPK signifikant hochreguliert.

Tag 14 uDEHP =DMSO
*

e

-

N
=

ADIPONEKTIN ADIPOR1 ADIPOR2 PAMPK/AMPK

Abbildung 13: Proteinquantifizierung an Tag 14

Es wurden Western-Blots der Proteine ADIPONEKTIN (N=4), ADIPOR1 (N=4),
ADIPOR2 (N=4) und pAMPK/AMPK (N=3) von Tag 14 durchgefiihrt. P<0,05%
P<0,01**; P<0,001***; student's T-test.

4.5 FACS-Analyse der Differenzierungseffizienz zu Adipozyten

Mit der Methode des Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) wurde die
Differenzierungseffizienz von SGBS-Zellen zu Adipozyten untersucht. Von N=4
Versuchen von Tag 8 wurden DEHP-exponierte Zellen und DMSO-Kontrollen anhand
ihrer Nile Red-Fluoreszenz und ihrer Granularitéat sortiert und gezéhlt. Das Nile Red ist
ein lipophiler, fluoreszierender Vitalfarbstoff, der sich Lipiden anlagert. Tag 8 der
Differenzierung wurde gewahlt, weil SGBS-Zellen in einem spateren Stadium die
mechanischen Beanspruchungen beim Ablésen und FACSen nicht tberlebt hatten.
Zellen gleicher Grof3e wurden in Gates zusammengefasst. Das Gate M2 erfasste die
differenzierten Adipozyten, welche im Gegensatz zu weniger differenzierten Zellen des
Gate M1 eine hohere Nile Red-Fluoreszenz aufwiesen. DEHP-exponierte SGBS-Zellen
unterschieden sich bezogen auf den prozentualen Anteil der Adipozyten im Gate M2
nicht von den Kontrollzellen. DEHP bewirkte nicht, dass mehr SGBS-Zellen zu reifen

Adipozyten differenzierten. 30 % aller SGBS-Zellen lagen sowohl bei den DEHP-
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exponierten Zellen als auch bei den DMSO-Kontrollen im Gate M2 (siehe Abbildung
14).

Data,001

600
i

Counts

400

Abbildung 14: Beispielhafte FACS-Analyse

Die Gates M1 (Mitte) und R2 (links) erfassen die undifferenzierten SGBS-Zellen mit
geringer Nile Red-Fluoreszenz, die Gates M2 (Mitte) und R1 (links) die differenzierten
SGBS-Zellen mit hdherer Nile Red-Fluoreszenz. Die Gates R6 (links) und R4 (rechts)
erfassen eine Extrapopulation der am meisten differenzierten SGBS-Zellen. SSC =
side scatter = Seitwartsstreulicht, FSC = forward scatter = Vorwartsstreulicht.

Die Nile-Red-Fluoreszenz gab Aufschluss uber die Menge an in Vesikeln
eingelagertem Fett einer Zelle. Die mittlere Fluoreszenz des Gate M2 war in DEHP-
Zellen signifikant erhoht gegeniiber DMSO-Kontrollen. Das heil3t, dass die DEHP-
Exposition zur Hypertrophie, zur vermehrten Einlagerung von Fett in Form von

groReren oder mehr Fettvesikeln fiihrte.

Es konnte eine Extrapopulation R4 maximal differenzierter SGBS-Zellen identifiziert
werden (siehe Abbildung 14). Unter DEHP-Exposition waren in R4 zwar mehr Zellen
gezahlt worden als in R4 der DMSO-Kontrollen, dieser Unterschied war aber nicht
statistisch signifikant (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: FACS-Analyse der Differenzierungseffizienz zu Adipozyten

DEHP-exponierte SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen wurden an Tag8 der
Differenzierung mit Nile Red gefarbt und mittels FACS nach Granularitdt und
Fluoreszenz sortiert und gezahlt. N=4; P<0,05*; student’s T-test.

4.6 Immunfluoreszenz von PERILIPIN und GLUT4

Mittels Immunfluoreszenzanalysen wurde die Lokalisation der Proteine PERILIPIN und
GLUT4 in DEHP-exponierten SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen von Tag 10
untersucht. Die SGBS-Zellen waren an Tag 10 fixiert worden, da sie zu jenem
Zeitpunkt einen fur die Fixierungs- und Farbeschritte optimalen Fettgehalt aufwiesen.
SGBS-Zellen von Tag 10 haben bereits einen hohen Grad der adipogenen
Differenzierung erreicht. Sie sind jedoch noch nicht mit Fettvesikeln Gberladen. SGBS-
Zellen von Tag 14 hingegen hatten den Arbeitsschritten der Immunfluoreszenz

aufgrund platzender Fettvesikel nicht standgehalten.

4.6.1 Lokalisation von PERILIPIN in SGBS-Zellen von Tag 10

PERILIPIN ist ein Hiullprotein auf der Oberflache von Fettvesikeln. Das Protein
PERILIPIN wurde mittels Immunfluoreszenzanalyse in SGBS-Adipozyten von Tag 10
detektiert, um Unterschiede in Lokalisation, Anzahl und Grof3e von Fettvesikeln in
DEHP-exponierten SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen darzustellen. Optisch sichtbare
Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren gering. DEHP-exponierte Zellen wiesen
minimal groRere Fettvesikel auf als die DMSO-Kontrollen. Sowohl in DEHP- als auch in
DMSO-Zellen fullten die Fettvesikel das gesamte Zytosol aus mit dichtester Lage um
den Zellkern herum (siehe Abbildung 16).
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A PERILIPIN DEHP Tag 10 B PERILIPIN DMSO Tag 10

Abbildung 16: Lokalisation von PERILIPIN und Lichtmikroskopie an Tag 10

Mittels Immunfluoreszenz wurde das Protein PERILIPIN dargestellt: Griin
fluoreszierend das PERILIPIN als Hullprotein der Fettvesikel, blau fluoreszierend die
Doppelstrang-DNA der Zellkerne. (A) zeigt die Lage der Fettvesikel DEHP-exponierter
SGBS-Adipozyten, (B) jene der DMSO-Kontrollen. (C) ist die lichtmikroskopische
Ansicht zu (A), (D) jene zu (B). Strukturell geborstene Vesikel imponieren als
,Schwarze Locher® inmitten des grun-fluoreszierenden Fetts in (A), als dunkel
umrandete Vesikel in (C). Im rechten, oberen Quadranten von (D) stellt sich eine
mechanisch destruierte Zelle als dunkle Verdichtung dar. Mal3stab 50 um.

4.6.2 Lokalisation von GLUT4 in SGBS-Zellen von Tag 10

Das Glukosetransportprotein GLUT4 wird in humanen Myozyten und Adipozyten
exprimiert. Es wird in Vesikelmembranen des Golgi-Apparates gespeichert. Als Antwort
der Zellen auf Insulin verschmelzen die Vesikel mit der Zellmembran und GLUT4
transportiert Glukose von extrazellular durch die Zellmembran nach intrazellular. Die
Immunfluoreszenz von GLUT4 diente der Analyse, ob eine DEHP-Exposition die Lage
und folglich Aktivitat von GLUT4 beeinflusst. Die Analyse ergab, dass sich Lage und
Aktivitdt von GLUT4 in DEHP-exponierten SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen optisch
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nicht unterschieden (siehe Abbildung 17). In beiden Fallen befand sich der Hauptanteil
der Fluoreszenz im Golgi-Apparat. Das gesamte Zytosol DEHP-exponierter SGBS-
Zellen und der DMSO-Kontrollen fluoreszierte schwach. Die Zellgrenzen waren in
beiden Fallen in gleicher Intensitat als schwach grin-fluoreszierender ,Saum®
darstellbar. Das heif3t, der Hauptanteil von GLUT4 befand sich in inaktiver Form im
Zytosol. DEHP-exponierte SGBS-Zellen und DMSO-Kontrollen wiesen GLUT4 in

aquivalentem Umfang in aktiver membranstandiger Form auf.

A GLUT4 DEHP Tag 10 B GLUT4DMSO Tag 10

Abbildung 17: Lokalisation von GLUT4 und Lichtmikroskopie an Tag 10

Mittels Immunfluoreszenz wurde das Membrantransportprotein GLUT4 dargestellt:
Grin fluoreszierend das GLUT4, blau fluoreszierend die Doppelstrang-DNA der
Zellkerne. (A) zeigt die Lage von GLUT4 in DEHP-exponierten SGBS-Zellen, (B) jene
in DMSO-Kontrollen. (C) ist die lichtmikroskopische Ansicht zu (A), (D) jene zu (B). Der
Hauptanteil der Fluoreszenz von GLUT4 liegt zellkernnah und zytosolisch, das
gesamte Zytoplasma fluoresziert schwach, Zellgrenzen sind durch die
membranstandige Lage der aktiven Form von GLUT4 erkennbar. Die DEHP-Exposition
fuhrte zu keiner optisch darstellbaren, veréanderten Lage und Aktivitdit von GLUT4.
Mafstab 50 pm.
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Welchen Einfluss hat der Weichmacher Di(2-ethylhexyl)phthalat auf die Adipogenese
humaner Praadipozyten? Der vorliegenden liegt die Hypothese zugrunde, dass eine
DEHP-Exposition in umweltrelevanter Konzentration wahrend der Induktionsphase der
Adipogenese humaner Préaadipozyten einen langfristigen obesogenen Effekt
verursacht. Die Arbeitshypothese wurde am Modell der SGBS-Zellen untersucht,
welche von Tag 0 bis 4 mit DEHP [50ug/ml] exponiert wurden. Es galt zu beantworten,
ob DEHP in der Zellkultur in MEHP umgewandelt wird, ob die DEHP-Exposition direkte
oder langfristige die Adiponektinsignalkaskade dysregulierende Effekte hat und ob das
DEHP eine Hyperplasie oder Hypertrophie der differenzierten Adipozyten bewirken

kann.

Die Untersuchung der Adiponektinsignalkaskade, seiner Regulatoren und Substrate
ergab, dass DEHP direkt dysregulierend auf die Gentranskription von Adiponektin,
AMPK und ACACB (siehe Abbildung 9) wirkte, solange es im Medium vorlag. Ein
langfristiger Effekt auf die Adiponektinsignalkaskade (an Tag 8 oder an Tag 14 statt an
Tag 4) konnte auf RNA-Ebene nicht ermittelt werden. Jedoch zeigte der LEPTIN-
ELISA, dass das Adipokin LEPTIN langfristig hdher exprimiert wurde. Das Adipokin
ADIPONEKTIN hingegen lag am 14. Tag der adipogenen Differenzierung nach DEHP-
Exposition von Tag 0 bis Tag 4 in unveranderter Konzentration im Mediumiberstand
DEHP-exponierter SGBS-Zellen vor. Die FACS-Analyse wiederum ergab eine
signifikant erhdhte Fetteinlagerung in den DEHP-exponierten Adipozyten an Tag 8
(siehe Abbildung 15 B).

Daraus ist zu schlie3en, dass DEHP wahrend der Induktionsphase der Differenzierung
humaner Praadipozyten in einer Konzentration von 50 pg/ml ein obesogenes Potenzial
hat.

5.1 DEHP wird in MEHP umgewandelt

Die HPLC-gekoppelte Massenspektrometrie lieferte den Nachweis, dass im Laufe der
Differenzierung der SGBS-Zellen bei DEHP-Exposition Mono(2-ethylhexyl)phthalat
(MEHP) entsteht und wirken kann (siehe Abbildung 6). Bereits am Ende der
Induktionsphase war MEHP im Mediumiberstand in 25-fach héherer Konzentration als
im Zelllysat messbar. Von Tag 4 bis Tag 14 nahm die MEHP-Konzentration signifikant
zu und war auch an Tag 14 im Mediumuiberstand hdéher konzentriert als im Zelllysat.
Die gemessenen MEHP-Konzentrationen liegen im Nanogrammbereich und sind

verglichen mit der DEHP-Exposition von 50 pg/ml um den Faktor 10 -2 niedriger. DEHP
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wird folglich nur partiell in MEHP umgewandelt. Es kann nicht gesagt werden, ob die
gemessenen obesogenen Effekte auf die DEHP-Exposition oder den Metaboliten
MEHP zurtckzufihren sind. Die Exposition war mit DEHP und nicht mit MEHP erfolgt,
weil einerseits in unverdtffentlichten Vorversuchen innerhalb der Arbeitsgruppe das
MEHP im Gegensatz zum DEHP keine Effekte gezeigt hatte und andererseits DEHP
die umweltrelevante Substanz ist, welche aufgrund seiner lipophilen Struktur in die
Zellen gelangt, nicht das hydrophile MEHP (Kessler et al. 2012).

Sowohl in in vitro- als auch in in vivo-Studien erwies sich MEHP als ein aktiver
obesogener Metabolit (Ellero-Simatos et al. 2011; Feige et al. 2007; Hao et al. 2012).
Hao et al. wiesen 2012 einen obesogenen Effekt von MEHP in vivo nach. So hatte eine
in utero-Exposition mit niedrig dosiertem MEHP (tagliche intraperitoneale Injektion von
0,05 mg/kgKG) gravider Mause bei mannlichen Nachkommen am 60. Tag postnatal zu
einem signifikanten Anstieg von Kdrpergewicht und Fettgewebsmasse gefuhrt (Hao et
al. 2012).

MEHP entsteht aus DEHP durch Hydrolyse. Nach Hanioka et al. geschieht dies
intrazellular durch eine Phase-I-Biotransformation (Hanioka et al. 2012). Da die in der
vorliegenden Dissertation gemessenen MEHP-Konzentrationen im Mediumuiberstand
stets hdher waren als im Zelllysat, kann von einer hochfrequenten Exozytose des
Metaboliten MEHP nach intrazellularer Hydrolyse ausgegangen werden.
Wahrscheinlich ist auch die nicht-enzymatische spontane extrazellulare chemische
Hydrolyse von DEHP zu MEHP. Im menschlichen Koérper wird DEHP sehr rasch durch
Lipasen in Speichel und Blut zu MEHP umgewandelt (Koch 2006; Calafat et al. 2013).

Warum ist MEHP im Medium und Zelllysat der DMSO-behandelten SGBS-Zellen
nachweisbar und warum ist es an Tag 4 in hdoherer Konzentration messbar als an
Tag 14? Alle Adjuvanzien der Zellkulturmedien, welche in Weichmacher-enthaltenden
Kunststoffflaschen gelagert werden, sowie die ZellkulturplastikgefalRe tragen
zusatzliches DEHP und sein Zerfallsprodukt MEHP als Hintergrundkontamination ins
gemessene Medium und Zelllysat ein. Insbesondere das fetale Kalberserum (FKS)
vermag MEHP einzutragen, denn das im FKS enthaltene Albumin bindet MEHP
nachweislich und tragt wesentlich zu den in der HPLC-gekoppelten
Massenspektrometrie gemessenen Hintergrundkontaminationen bei (Kessler et al.
2012). FKS ist im Basalmedium enthalten (siehe Abbildung 4), in welchem die
Praadipozyten bis zum Tag 0 wachsen. Der Mediumwechsel an Tag 0 entfernt das im
FKS an Albumin gebundene MEHP teilweise und der Mediumwechsel an Tag 8 sorgt
fur eine weitere MEHP-Mengenreduktion, sodass das MEHP an Tag 14 niedriger

konzentriert ist als an Tag 4.
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5.2 DEHP reguliert die Genexpression von Adiponektin herunter

Differenzierte Adipozyten sind der Hauptsyntheseort von Adiponektin (Schaffler et al.
1999; Yadav et al. 2013; Yokota et al. 2002). Die in der gRT-PCR untersuchte
Genexpression von Adiponektin verhielt sich erwartungsgeméali: Praadipozyten von
Tag 0 exprimierten kein Adiponektin. Wahrend der adipogenen Differenzierung nahm
die Expression von Adiponektin bis zum Tag8 =zu, um dann bis zum
Differenzierungsende des Tages 14 tendenziell ricklaufig exprimiert zu werden. Die
Transkriptmengen der Tage 8 und 14 unterschieden sich nicht signifikant (siehe
Abbildung 9). Auch Western-Blot-Daten der Tage 8 und 14 belegten eine hohere
Proteinsynthese an Tag 8 als an Tag 14 (siehe Abbildung 12 und Abbildung 13).
Hingegen wurde die Genexpression von Adiponektin durch die DEHP-Exposition direkt
beeinflusst. An Tag 4 war nach DEHP-Exposition in der gRT-PCR eine signifikante
Herunterregulation der Adiponektinexpression im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu
verzeichnen. Diese Herunterregulation der Genexpression von Adiponektin ist
mdglicherweise durch eine DEHP-induzierte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
begrindet. Wahrend der Entstehung vorliegender Dissertation konnte innerhalb der
Arbeitsgruppe in einer Masterarbeit mit dem Titel “Untersuchungen zum oxidativen
Stress in SGBS-Zellen nach DEHP-Exposition“ durch Scarlett Gebauer nachgewiesen
werden, dass das DEHP in SGBS-Zellen von Tag 4 oxidativen Stress verursacht. Aus
der Literatur ist bereits bekannt, dass oxidativer Stress in Form von Reactive Oxygen
Species (ROS) Einfluss auf die Genexpression von Adiponektin nimmt und dazu fihrt,
dass Adiponektin herunterreguliert wird (Matsuda und Shimomura 2014). Durch eine
DEHP-Exposition gebildete ROS regulieren in SGBS-Zellen die Genexpression von

Adiponektin herunter.

Dieses Ergebnis ist kontrar zu jenem von Biemann et al. 2014. Sie hatten eine
Hochregulation der Adiponektin-Expression wahrend der Behandlung muriner
mesenchymaler Stammzellen C3H10T1/2 mit einem hochkonzentrierten Mix aus
Bisphenol A, DEHP und Tributylzinn zeigen kénnen. Einerseits konnte die Disruption
bei der Maus anders erfolgen als beim Menschen. Andererseits ist die Adiponektin-
heraufregulation bei Biemann et al. Ergebnis des =zeitgleichen Wirkens dreier
Disruptoren. So besteht die Moglichkeit, dass die Dysregulation des Adiponektins in
jener Studie insbesondere aufgrund des Wirkens von Tributylzinn zusammen mit
DEHP erfolgt war (Biemann et al. 2014). Nach Choi et al. ist der Transkriptionsfaktor
PPARa imstande, Adiponektin herunterzuregulieren (Choi et al. 2005). PPARa war

jedoch zu keiner Zeit dysreguliert. Bei Biemann et al. hatte eine Uberexpression des
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Transkriptionsfaktors PPARy vorgelegen, welche verantwortlich sein kénnte fur die in

jener Studie ermittelte Dysregulation von Adiponektin.

Weder die Western-Blots der Tage 8 und 14 noch der ADIPONEKTIN-ELISA von
Tag 14 ergaben signifikante Unterschiede in der Adiponektinmenge zwischen einer
DEHP-Exposition und den entsprechenden DMSO-Kontrollen. Diese Ergebnisse der
Proteinexpression fielen aufgrund der Datenlage zur Genexpression von Adiponektin
erwartungsgemal aus. Von der Transkription eines Gens uber die Translation bis hin
zur Prozessierung und moglichen Exozytose eines Proteins kdnnen mitunter 24
Stunden vergehen, keine 4 Tage. Auf Ebene der Genexpression waren an den
Tagen8 und 14 keine Signifikanzen zu verzeichnen. Folglich gehen die
Transkriptmengen der DEHP-Proben und DMSO-Kontrollen konform mit der
detektierten Proteinmenge an Tag 8 und 14 in Western-Blot und ELISA. Eventuell
koénnten ein ADIPONEKTIN-Western-Blot und ein ADIPONEKTIN-ELISA von Tag 4 die
Signifikanz der gRT-PCR von Tag 4 belegen. Auf beides wurde verzichtet, da der

Fokus der Arbeit auf Langzeiteffekten lag.
5.3 DEHP erh6ht die Sekretion von LEPTIN langfristig

Leptin ist ein Adipokin und wird hauptsachlich von Adipozyten synthetisiert (Zhang et
al. 1994). Mitchell et al. zeigten 1997 anhand der adipogenen Differenzierung von
Praadipozyten der Ratte, dass Adipozyten umso mehr Leptin sezernieren, je héher ihr
Lipidgehalt ist, folglich je reifer die Adipozyten sind (Mitchell et al. 1997). Adipozyten
exprimieren Leptinrezeptoren (Ceddia 2005) mit der Folge, dass Leptin in Fettzellen

autokrin wirken kann.

Die gqRT-PCR des Leptinrezeptors (LEPR) (siehe Abbildung 10) ergab eine kaum
vorhandene Expression an Tag O sowie eine direkte signifikante Herunterregulation
des Rezeptors unter DEHP-Exposition an Tag4. Praadipozyten an TagO
synthetisieren aufgrund ihrer noch nicht vorhandenen intrazellularen Fettvesikel noch
kein Leptin. Die Expression des LEPR wird zu jenem Zeitpunkt physiologischer Weise
inhibiert.

Das Ergebnis des LEPTIN-ELISA von Tag 14 (siehe Abbildung 7), welches den DEHP-
induzierten Langzeiteffekt von mehr sezerniertem Protein LEPTIN belegt, steht in
keiner Abhangigkeit zur Herunterregulation des LEPR an Tag 4. Zunéachst einmal ist
das Ergebnis des LEPTIN-ELISA konform mit der FACS-Analyse (siehe Kapitel 4.5).
DEHP wirkt hypertroph und reife SGBS-Adipozyten der Tage 10 (FACS) und 14
(ELISA) sezernieren nach DEHP-Exposition mehr LEPTIN.
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Der durch Frau Dr. Schéadlich 2013 durchgefihrte Adipogenese-spezifische
Polymerase Chain Reaction Array hatte keine potenzielle Dysregulation des LEPTIN
gezeigt. Jener Array war die Arbeitsgrundlage vorliegender Studie gewesen und hatte
zur Untersuchung der Adiponektinsignalkaskade gefuhrt (siehe Kapitel 1.1.2). Erst eine
mittels Western-Blot erwiesene Dysregulation der AMPK (siehe Kapitel 3.4.2) bei
unveranderter Adiponektin-Sekretion hatte zur Analyse des potenziellen Einflusses von
Leptin auf die AMPK-Signalkaskade gefuihrt. Tezapsidis et al. zufolge aktiviert Leptin
das Enzym AMPK uber den LEPR und den JAK-STAT-Mechanismus (Tezapsidis et al.
2009). Nach Minokoshi et al. stimuliert dies die B-Oxidation, zumindest im murinem
Skelettmuskel (Minokoshi et al. 2002). Wang et al. berichten von einer autokrinen
Aktivierung der AMPK durch Leptin im Fettgewebe sowie von einer Leptin-induzierten
Blockierung dieser Reaktion bei Adipositas (Wang et al. 2005a). Kurz: Leptin kann die
AMPK aktivieren und der obesogene DEHP-Effekt geht mit einer Dysregulation von

Leptin einher.

Innerhalb der Arbeitsgruppe wurde mit der Genexpressionsanalyse von Leptin
begonnen. Mit N=3 Proben konnte eine signifikante Hochregulation von Leptin an

Tag 8 ermittelt werden.

Die AMPK war unter DEHP-Exposition in der gRT-PCR wie der LEPR direkt
herunterreguliert (siehe Abbildung 9 und Abbildung 10). Beides kdnnte rein spekulativ

zurtickzufuihren sein auf DEHP-induzierte ROS.
5.4 DEHP vermindert die Anzahl des Adiponektinrezeptors 2 an Tag 14

Die Adiponektinrezeptoren 1 und 2 werden im Fettgewebe exprimiert (Seifi et al.
2013a; Yamauchi et al. 2007). Die Genexpression des Adiponektinrezeptors 2
(ADIPOR?2) folgte einem exponentiellen Verlauf und war von der DEHP-Exposition
unbeeinflusst (siehe Abbildung 8). Der Western-Blot des ADIPOR2 von Tag 8 konnte
die erfolgreiche Proteinsynthese und den ausgebliebenen DEHP-Einfluss
unterstitzend belegen (siehe Abbildung 12). Der Western-Blot des ADIPOR2 von
Tag 14 zeigte jedoch eine nach DEHP-Exposition signifikant verminderte
Proteinmenge an ADIPOR2. Der Western-Blot des ADIPORL1 von Tag 14 zeigte keinen
DEHP-Effekt (siehe Abbildung 13).

Abweichungen von Ergebnissen auf Proteinebene und Genexpressionsebene wie die
des Adiponektinrezeptors 2 sind nicht ungewohnlich und erklarbar durch
posttranslationale Modifikationen (Hydroxylierungen, Glykosylierungen) sowie einen
veranderten Auf- und Abbau der Proteine. Eventuell ist das Protein ADIPOR2 nach

DEHP-Exposition aufgrund einer gesteigerten Polyubiquitinylierung an Tag 14
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vermindert. Ein vermehrter Abbau polyubiquitinylierter  Proteine in den
Zellkompartimenten der Proteasomen nach DEHP-Exposition ist bereits bekannt fur
das Protein SP3 (Specificity Protein 3) in Neuroblastomzellen (Guida et al. 2014).
Ferner wiesen Liang et al. Interaktionen zwischen der Phthalsdure und Proteasomen in
den Brustkrebszelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 nach (Liang et al. 2014). DEHP und
MEHP sind Phthalsaureesther und konnten auch in SGBS-Zellen den Abbau
spezifischer Proteine durch gesteigerte Ubiquitinylierung und Proteasomenaktivitat

beeinflussen.

5.5 DEHP dysreguliert die Genexpression der AMPK, der ACACB und des
LEPR

Die Genexpression von LEPR, AMPK und ACACB war an Tag 4 durch DEHP direkt
herunterreguliert. Sobald das DEHP aus dem Medium entfernt wurde, lag keine
Dysregulation mehr vor. Der durch Scarlett Gebauer nachgewiesene DEHP-induzierte
oxidative Stress an Tag 4 konnte verantwortlich fur die direkte Dysregulation der Gene
LEPR, AMPK und ACACB sein, auch wenn in der Literatur diesbeziglich noch keine
Angaben vorhanden sind. Eine Rezeptorbindung von DEHP an PPARpB/d oder
PPARy2, Transkriptionsfaktoren und Schlisselregulatoren der adipogenen
Differenzierung, ist wahrscheinlich, wiirde jedoch zu einer Hochregulation adipozytarer
Gene fihren und nicht wie in der vorliegenden Arbeit zu einer Herunterregulation. Lee
und Kim zufolge aktiviert PPARB/d die AMPK (Lee und Kim 2010). Biemann et al. und
Hao et al. zufolge wird PPARy2 durch eine DEHP-Exposition wahrend der
Induktionsphase der murinen mesenchymalen Stammzelllinie C3H10T1/2 und bei der
Maus in vivo hochreguliert (Biemann et al. 2014; Hao et al. 2013).

Zur Dysregulation der Gene AMPK und ACACB muss hinzugefiigt werden, dass die
Aktivitat beider Enzyme vor allem auf Proteinebene reguliert wird. So wird die Aktivitat
des Enzyms ACACB auf vierfache Weise reguliert: Die ACACB wird allosterisch durch
Citrat stimuliert, allosterisch durch Palmitoyl-CoA und andere langkettige Fettsduren
gehemmt, hormonell durch Adrenalin und Glukagon durch Phosphorylierung inaktiviert
sowie durch Insulin Gber eine Dephosphorylierung aktiviert (Rassow J, Hauser K,
Netzker R, Deutzmann R 2008). Eine Dysregulation der ACACB auf Proteinebene
hatte nicht vorgelegen (siehe Abbildung 12).

Das Enzym AMPK wird aktiviert durch AMP sowie durch drei verschiedene
Adenosinmonophosphatkinasekinasen (AMPKK): LKB1 (Liver Kinase B1; Synonym
Serin-Threoninkinase 11), PGC-1a (PPARy-Coaktivator 1a) und TAK1 (Transforming
Growth Factor B-activated Kinase 1) (McGee und Hargreaves 2008). Der Western-Blot
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des Tages 14 zeigte eine gesteigerte Phosphorylierung der AMPK durch DEHP (siehe
Abbildung 13). Einerseits konnte eine der drei AMPKK verantwortlich sein fur diese
Dysregulation auf Proteinebene. Wahrscheinlicher ist jedoch die autokrine Aktivierung
der AMPK Uber Leptin (Wang et al. 2005a), da die Leptin-Sekretion an Tag 14
signifikant erhdht war.

CPT1, GLUT4 und PPARa waren in ihrer Expression nicht verandert (siehe Abbildung
8 bis Abbildung 10). Der Transkriptionsfaktor PPARa ist der Adiponektinsignalkaskade
vor- und nachgelagert (Kadowaki und Yamauchi 2005; Choi et al. 2014; Choi et al.
2005), jedoch selten durch DEHP dysreguliert (Hayashi et al. 2014).

5.6 DEHP wirkt auf SGBS-Zellen hypertroph

Die FACS-Analyse differenzierter Adipozyten von Tag 8 (siehe Abbildung 15 A) ergab
zum einen, dass eine DEHP-Exposition die Anzahl terminal differenzierender SGBS-
Zellen nicht veranderte. Die SGBS-Zellen waren nach dem Protokoll von Frau Dr.
Fischer-Posovszky kultiviert worden (Fischer-Posovszky et al. 2008; Wabitsch et al.
2001) und hatten an Tag 0 eine Konfluenz von 80 % erreicht. Das DEHP hatte die
klonale Expansion auch in einer anderen Studie nicht aktivieren kénnen und keine
Hyperplasie hervorgerufen (Otto und Lane 2005). Dies gilt fir humane wie fir murine
Praadipozyten. Im murinen Modell der 3T3-L1-Zellen hat das DEHP ebenfalls keinen
Effekt auf die Anzahl differenzierter Adipozyten (Hao et al. 2013).

Zum anderen konnte im FACS durch die Nile Red-Fluoreszenzintensitat der
obesogene Effekt des DEHP, bekannt aus in vitro-Studien an murinen mesenchymalen
Stammzellen und aus murinen Tierversuchen (Biemann et al. 2014; Schmidt et al.
2012; Hao et al. 2012), bestatigt werden (siehe Abbildung 15 B). Die DEHP-Exposition
bewirkte eine Hypertrophie an Tag 8. Dieser hypertrophe Effekt fettreicherer Zellen
korreliert sehr gut mit der erhéhten Menge an Leptin im ELISA von Tag 14, denn
generell verhalten sich Leptinspiegel direkt proportional zum Fettgehalt (siehe Kapitel
1.3.2). Der hypertrophe Effekt korreliert auch gut mit der gesteigerten Aktivitat der
AMPK, welche durch die erhéhte AMPK-Phosphorylierung an Tag 14 im Western-Blot
erwiesen ist. Im Fettgewebe von Ratten fuhrt Leptin autokrin zu einer gesteigerten
Aktivitdt der AMPK (Wang et al. 2005a). Das DEHP fihrt schlussendlich entweder zu
einer erhodhten Speicherung von Fett in SGBS-Zellen, zu einer erhéhten de novo-
Lipogenese oder zu einer gestorten Lipolyse. Da es bei ACACB und CPT1 auf Ebene
der Genexpression an Tag 8 und 14 sowie bei der ACACB auf Proteinebene an Tag 8
keinen DEHP-Einfluss gab, scheint eine verminderte B-Oxidation fiir den obesogenen

Effekt nicht ursachlich zu sein.
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57 DEHP fuhrt zu mehr PERILIPIN und ldsst GLUT4 unbeeinflusst

Die Immunfluoreszenzanalyse des Fettvesikelhillproteins PERILIPIN an Tag 10 (siehe
Abbildung 16) war auf die FACS-Analyse gefolgt. Innerhalb der Arbeitsgruppe war ein
Western-Blot von PERILIPIN von Tag 4 durchgefihrt worden, in welchem PERILIPIN
nach identischer DEHP-Exposition signifikant erhoht war. Jenes Ergebnis unterstitzt
den hypertrophen DEHP-Effekt.

Die Immunfluoreszenzanalyse von GLUT4 an Tag 10 zeigte keinen optisch sichtbaren
DEHP-Effekt. Die Lokalisation und Aktivitat von GLUT4 von DEHP-exponierten SGBS-
Zellen und den DMSO-Kontrollen unterschieden sich nicht. Dies geht einher mit den
Genexpressionsanalysen von GLUT4 und Adiponektin. Die Gene GLUT4 und
Adiponektin waren im Zeitraum von Tag 8 bis Tag 14 von DEHP unbeeinflusst
exprimiert worden. Hatte in diesem Zeitraum eine Dysregulation von Adiponektin
vorgelegen, so waren Genexpression und Aktivitat von GLUT4 womdglich auch
dysreguliert gewesen. Denn zumindest in murinen 3T3-L1-Fibroblasten erhoht
Adiponektin die zelluldre Insulinsensitivitat durch eine gesteigerte Genexpression von
GLUT4 und Rekrutierung des Glukosetransporters zur Plasmamembran (Fu et al.
2005).

5.8 Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist festzustellen,

e dass eine frihe Exposition mit DEHP [50ug/ml] eine endokrine Disruption der
humanen Adipogenese in vitro darstellt,

e dass DEHP ein obesogenes Potenzial im humanen Zellmodell hat,

e dass DEHP von humanen Praadipozyten der SGBS-Zellen aufgenommen und
in MEHP umgewandelt wird,

e dass Adiponektin und Teile seiner Signalkaskade durch die DEHP-Exposition
dysreguliert werden,

e dass die Leptinsekretion durch eine DEHP-Exposition langfristig erhoht wird
und

e dass DEHP im Zeitfenster der Induktion der humanen adipogenen

Differenzierung bei SGBS-Zellen hypertroph wirkt.

Hinter dem im in vitro-Modell belegten obesogenen Potenzial des DEHP steht die
Gesundheitsgefahrdung einer Exposition mit DEHP in vivo. Die Aufzahlung
obesogener Faktoren bestehend aus Bewegungsmangel, Ubererndhrung und Stress

sollte um die perinatale endokrine Disruption durch DEHP erganzt werden. Ob in utero,
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postnatal oder iatrogen, eine Exposition mit dem Weichmacher DEHP koénnte

mitverantwortlich dafiir sein, dass jeder dritte Mensch der Welt Gbergewichtig ist.
5.9 Ausblick

Die vorliegende in vitro-Studie befasste sich mit der Fragestellung, welchen Einfluss
der Weichmacher DEHP auf die Adipogenese humaner Préadipozyten im Zeitfenster
der Induktion der Differenzierung hat. Die verwendeten SGBS-Zellen wurden in der
6. bis 17. Generation erfolgreich zu reifen Adipozyten differenziert und auf eine
Dysregulation der Adiponektinsignalkaskade hin untersucht.

Fur weitere Untersuchungen ist zunachst Leptin interessant. Innerhalb der
Arbeitsgruppe wurde bereits mit der Genexpressionsanalyse begonnen und mit N=3
Proben konnte bereits eine signifikante Hochregulation von Leptin an Tag 8 ermittelt

werden.

Ferner ist eine Untersuchung des Glukokortikoidrezeptors unter DEHP-Exposition
geboten. Sargis et al. zufolge aktiviert eine dem DEHP sehr @hnliche Substanz, das
Dicyclohexylphthalat (DCHP), jenen Rezeptor und hat einen obesogenen Effekt
(Sargis et al. 2010).

Beruht das obesogene DEHP-Potenzial auf einer Férderung der de novo-Lipogenese,
der Neusynthese von Triacylglycerin (TAG)? Um dies zu erértern, konnten folgende
Schlisselenzyme mit den in vorliegender Studie genutzten biochemischen Methoden
untersucht werden: die Acyl-CoA-Synthetasen, welche sich in ihrer Spezifitdt fur
bestimmte Fettsduren unterscheiden und im Endoplasmatischen Retikulum (ER) sowie
in der auleren mitochondrialen Membran lokalisiert sind, die Glycerin-3-phosphat-
Acyltransferasen, welche den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der TAG-
Synthese von Glycerin-3-phosphat zu Lysophosphatidsdure katalysieren und ebenfalls
im ER und in der aufReren mitochondrialen Membran vorliegen, die Phosphatidsaure-
Phosphatase, welche die Synthese von 1,2-Diacylglycerinen katalysiert, sowie die
mitochondriale Pyruvat-Dehydrogenase, welche das zur TAG-Synthese bendétigte
Acetyl-CoA synthetisiert (Rassow J, Hauser K, Netzker R, Deutzmann R 2008).
Uberdies zeigten Ellero-Simatos et al., dass MEHP die de novo-Lipogenese durch eine
Hochregulation der PEPCK auf Proteinebene stimuliert (Ellero-Simatos et al. 2011).
Die  Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase  (PEPCK) ist ein  Enzym  der
Glyceroneogenese und das Glycerin-3-phosphat wiederum Substrat der TAG-

Synthese.
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Die Western-Blots vom Leptinrezeptor, Adiponektinrezeptor 1 und Glukose-
transporter Typ 4 sowie die vorgestellten Western-Blot-Ergebnisse des Tages 14
konnten mit hoherer Versuchszahl wiederholt werden. Uberdies kénnte der in der
FACS-Analyse ermittelte obesogene Effekt durch eine Messung des
Triglyzeridgehaltes belegt werden, zum Beispiel mittels HPLC-gekoppelter
Massenspektrometrie. Zu guter Letzt konnte das DEHP-Expositionsfenster wieder auf
den gesamten Zellkulturzeitraum von 14 Tagen erweitert werden, da die Exposition des
Menschen gegentiber dem DEHP kontinuierlich ist.
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6 Zusammenfassung

Ubergewicht, Adipositas und ihre Folgeerkrankungen gehoren zu den groRten
gesundheitlichen Herausforderungen im 21. Jahrhundert. Umweltschadstoffe wie die in
grof3en Mengen produzierten Phthalate bergen ein obesogenes Potenzial. So stehen
der Weichmacher Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) und sein Metabolit Mono(2-
ethylhexyl)phthalat (MEHP) unter Verdacht, die Adipogenese des Menschen wahrend
distinkter ontogenetischer Zeitfenster zu stimulieren. Zellen der humanen
Préaadipozytenlinie Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom (SGBS) wurden in einer 14-
tagigen Zellkultur zu reifen Adipozyten differenziert. Wahrend der Induktionsphase der
Differenzierung von Tag O bis Tag 4 wurden sie DEHP geldst im Induktionsmedium in
einer umweltrelevanten Konzentration von 50 pug/ml ausgesetzt. Die Hydrolyse von
DEHP zu MEHP wurde mittels HPLC-gekoppelter Massenspektrometrie
nachgewiesen. Die Dysregulation der Adiponektinsignalkaskade wurde mittels gqRT-
PCR, Western-Blot und ELISA analysiert. Der Frage nach einer DEHP-induzierten
Hypertrophie oder Hyperplasie wurde mittels FACS nachgegangen. Die intrazellulare

Lage von Perilipin und GLUT4 am Tag 10 wurde mittels Immunfluoreszenz ermittelt.

Die gRT-PCR ergab eine Dysregulation der Gene  Adiponektin,
Adenosinmonophosphat-aktivierte ~ Proteinkinase = (AMPK)  und  Acetyl-CoA-
Carboxylase B (ACACB) an Tag 4. Die ELISA der MedienlUberstande von Tag 14
ergaben eine langfristig erhdhte Proteinsynthese und -sekretion von LEPTIN, jedoch
nicht von ADIPONEKTIN. Die FACS-Analyse am Tag 8 ergab eine signifikant erhdhte
Fetteinlagerung in den DEHP-exponierten Adipozyten. Diese Ergebnisse zeigen, dass
eine DEHP-Exposition in umweltrelevanter Konzentration von humanen SGBS-Zellen

wahrend der Induktionsphase der Differenzierung ein obesogenes Potenzial aufweist.
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Thesen

Di(2-ethylhexyl)phthalat wirkt als endokriner Disruptor der humanen Adipogenese.
Di(2-ethylhexyl)phthalat wird von SGBS-Zellen aufgenommen und in das
metabolisch aktivere Mono(2-ethylhexyl)phthalat umgewandelt.

Bei SGBS-Zellen werden Adiponektin und Teile seiner Signalkaskade durch eine
Exposition mit Di(2-ethylhexyl)phthalat dysreguliert.

Leptin wird durch eine Exposition mit Di(2-ethylhexyl)phthalat langfristig
dysreguliert.

Di(2-ethylhexyl)phthalat wirkt bei SGBS-Zellen hypertroph, nicht hyperplastisch.
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