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Referat

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) gehort zur Familie der lipophilen halogenier-
ten aromatischen Kohlenwasserstoffe. Es ist eines der schidlichsten Umweltgifte. Eine be-
kannte Wirkung der TCDD-Intoxikation ist das Wasting Syndrom, ein Verlust von Kérper-
masse trotz ausreichender Kalorienzufuhr. Die Energiebilanz einer Zelle hingt wesentlich
von dem Verhéltnis der Nihrstoffaufnahme, deren Metabolisierung und der Energie- bzw.
Stoffabgabe ab. Glukose ist der bedeutenste Energietriger fiir den Stoffwechsel adulter und
embryonaler Zellen. Die Aufnahme von Glukose erfolgt tiber Glukosetransporter (GLUT).
Eine verminderte Glukoseaufnahme durch TCDD konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits
an embryonalen Stammzellen gezeigt werden [1]. Dabei bewirkte TCDD eine Verringerung
der Proteinmenge der diffusionsabhéngigen Glukosetransporter 1 und 3 (GLUT1 und 3)
und storte die subzelluldre Anordnung der GLUT.

Ziel dieser Arbeit ist es zu kldren, ob diese TCDD-Wirkung auf embryonale Stamm-
zellen und spezifische GLUT-Isoformen beschriankt ist, oder ob sie auch an differenzierten
Zellen, insbesondere aus den wichtigen Organen fiir den Glukosestoffwechsel, wie Mus-
kel und Leber, und deren GLUT-Isoformen zum Tragen kommt. Dazu wurden die Maus-
Myoblasten C2C12 und die Ratten-Hepatomazellen MH1C1 mit 10 nM TCDD exponiert
und die Expression und Lokalisation von GLUT1, 2 und 4 zu verschiedenen Zeitpunkten
mittels Western Blot, Immunhistochemie und subzelluldrer Fraktionierung untersucht. Die
Glukoseaufnahme wurde anhand der Aufnahme von 3-O-methyl-D |3H|-Glukose quantifi-
ziert.

Die GLUT1-Expression wurde in beiden Zelllinien durch TCDD signifikant verringert.
Eine deutlichere, frither eintretende und statistisch hochsignifikante Verringerung trat je-
doch bei den zelltypspezifischen GLUT2 und GLUT4 nach TCDD-Inkubation auf. Die
Lokalisation von GLUT1 und GLUT4 in den C2C12 verdnderte sich, indem sich unter
TCDD-Einfluss eine vermehrte intrazelluldre Lage zeigte. Die reduzierte GLUT-Expression
korrelierte mit einer signifikanten Abnahme der Glukoseaufnahme in den MH1C1-Zellen,
nicht in den C2C12-Muskelzellen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein wichtiger Mechanismus der TCDD-
Toxizitét die Reduzierung der Glukoseaufnahme ist. Dieser Effekt konnte sicher in ver-
schiedenen Zellen gezeigt werden und wird durch die vorliegende Arbeit auf kultivierte
Muskel-und Leberzellen erweitert. Die Hauptveréinderung scheint dabei die Prozessierung
der GLUT-Proteine zu sein, wobei vor allem die Expression der zelltypspezifischen GLUT-
Isoformen durch TCDD unterdriickt wird.

Neukirchner, Friederike: Beeinflussung der Expression und Lokalisation von Glukosetrans-
portern durch Dioxin in einer Leber- und Muskelzelllinie
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2010
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1 Einleitung
1.1 TCDD
1.1.1 Struktur und Eigenschaften

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) ist das bekannteste und toxischste Mitglied
aus der Familie der Dioxine. Zu ihr gehoren die polychlorierten Dibenzo-p-Dioxine (PCDD)
mit 75 Kongenere und die polychlorierten Dibenzufurane (PCFD) mit 135 Kongenere. Di-
oxine bestehen aus zwei Gruppen zyklischer aromatischer Verbindungen (PCDDs/PCFDs),
die dhnliche chemische und physikalische Eigenschaften besitzen. Die bestimmende Eigen-
schaft dieser Molekiile ist die Anzahl der Chloratome, die zwischen 1 und 8 variieren kann.
Ihre Stellung zueinander wird durch eine systematische Bezifferung und Nummerierung
wiedergegeben (s. Abb.1). Die 17 Kongenere mit Chloratomen an den Positionen 2, 3, 7
und 8 zeichnen sich durch die héchste Toxizitét aus. PCDDs und PCDFs besitzen eine hohe
Lipophilie und eine entsprechend geringe Wasserloslichkeit. Thre Loslichkeit in Wasser ist
umso geringer, je hoher der Chlorierungsgrad ist. Die Verbindungen sind chemisch reak-
tionstrage und thermostabil bis zu Temperaturen von etwa 700°C. Dioxine treten in der
Umwelt stets als komplexe Gemische auf. Um das Risiko von PCDD/PCDF-Gemischen
abschétzen zu konnen, werden Toxizitdtsdquivalenzfaktoren (TEF) genutzt. TCDD als to-
xischster Vertreter der Dioxine besitzt einen TEF von 1. Andere Kongenere werden in

Relation zur TCDD-Toxizitdt angegeben.
1.1.2 Entstehung und Vorkommen in der Umwelt

PCDDs und PCDFs entstehen als Nebenprodukte bei unvollstdndigen Verbrennungen in
Anwesenheit von Chlorquellen. Diese Quellen kénnen natiirlichen Ursprungs sein, wie z.B.
bei Vulkanausbriichen oder Waldbrénden. Der weitaus gréfere Anteil an Dioxinen entsteht
jedoch durch industrielle Prozesse in der metallverarbeitenden Industrie, der chemischen
Industrie und besonders in Miillverbrennungsanlagen. Durch Emmissionen verteilen sich
die PCDD/PCDFs ubiquitdr in der Umwelt. Die hochsten Konzentrationen liegen in der
Erde und Sedimenten vor, da Dioxine sich intensiv an diese binden. Durch die Nahrungsket-
te akkumulieren diese lipophilen Verbindungen im Fettgewebe von Tieren, so dass ebenfalls
hohe Werte an Dioxinen in tierischen Lebensmitteln wie Fleisch, Milch oder Eier zu finden
sind. Auch die menschliche Muttermilch ist mit Dioxinen belastet. Die Kontamination der
Umwelt mit PCDD/PCDFs ist seit einigen Jahren aufgrund von strengen Regelungen und
moderneren Verbrennungsanlagen riickldufig, was durch Untersuchungen an menschlicher

Muttermilch bestétigt werden konnte |2, 3|. Geringe Konzentrationen wurden hingegen in
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Abbildung 1: Strukturformeln der Dioxine PCDD, PCDF und TCDD. PCDD= Dibenzo-
p-Dioxine, PCDF= Dibenzofurane, TCDD= 2,3,7,8- Tetrachlordibenzo-p-dioxin

Wasser und Luft gefunden [4].
1.1.3 Wirkung von TCDD auf den Organismus

Die Aufnahme von TCDD in den Kérper erfolgt durch Inhalation von kontaminierter Luft,
Absorption durch die Haut oder durch Nahrungsaufnahme. Dabei ist die Inkorporation
von kontaminierten Lebensmitteln in den industriellen Landern durch den Verzehr von
tierischen Produkten der Hauptweg. Insbesondere Séuglinge nehmen durch die Muttermilch
hohere Mengen an Dioxin (ca. 77 pg/kg KG) auf als Erwachsene (1-3 pg/kg KG) [5, 4].
Die Toleranzgrenze fiir die tégliche Aufnahme wurde 1998 von der WHO von 10 auf 1-4
pg/kg KG heruntergesetzt, da neuere Studien an TCDD-exponierten Rhesusaffen gehdufte
Endometriosen und Enwicklungsdefekte bei den Nachkommen zeigten [6]. Durch seinen
lipophilen Charakter akkumuliert TCDD im Fettgewebe. Die Halbwertszeit wird beim
erwachsenen Menschen mit 7-10 Jahren angegeben |7, 8].

In der Vergangenheit gab es mehrere Unfélle in Fabriken, die die umliegende Bevdl-
kerung mit Dioxinen kontaminierten. Dabei konnten akute und chronische Effekte beob-
achtet werden. Sowohl die Kontamination von Reis6l mit Dioxinen 1968 in Japan (Yusho-

Krankheit), als auch das Seveso-Ungliick 1976, bei dem eine TCDD-Wolke durch eine



unkontrollierte exotherme Reaktion freigesetzt wurde, filhrten bei Teilen der Bevolkerung
akut zu Chlorakne, Haut- und Augenldsionen [9, 10]. Das Seveso-Ungliick ist unter wis-
senschaftlichen Gesichtspunkten geeignet, die Effekte von TCDD an Menschen zu untersu-
chen, da hier pures TCDD freigesetzt wurde und beide Geschlechter und alle Altersklassen
gleichermafien betroffen waren. In den folgenden Jahren wurden weitere Gesundheitseffek-
te an der Seveso-Bevilkerung durch Untersuchungen zu Spontanaborten [11], zytogene-
tische Abnormalitidten [12, 13], kongenitale Malformationen [14, 15|, Veranderungen der
Leberfunktionen und des Lipidmetabolismus [16, 17| und Einflisse auf das Immun- und
Nervensystem [18, 19, 20] beschrieben. Hierbei konnten sigfnifikante zytogenetische Veran-
derungen im Abortmaterial, der Anstieg von Leberenzymen und vermehrte Nervenschéden
in der Seveso-Population festgestellt werden.

Auch tierexperimentell wurden Einfliisse von TCDD auf die Reproduktion und die
Entwicklung untersucht. Nager, die perinatal exponiert wurden, weisen ein vermindertes
Reproduktionspotential, eine verminderte Spermienproduktion und Malformationen der
Genitalien auf [21]. Bosveld und van den Berg zeigten, dass TCDD embryotoxisch bei ver-
schiedenen Vogelarten wirkt [22]. Teratogene Effekte, die beobachtet worden sind, waren
Thymusatrophie, subkutane Odeme, Hydronephrosis, Kieferspalten, Wachstumsverzoge-
rungen und Totgeburten. Diese Effekte sind speziesspezifisch [23, 24]. TCDD wirkt auf
das Immun- und Nervensystem, indem es die humorale und zellvermittelte Immunant-
wort durch eine Regulierung von inflammatorischen Zytokine wie Interleukin 1 und Tumor
Necrosis Factor alpha supprimiert [25]. Im Nervensystem verdndert TCDD z.B. Neuro-
transmitterfunktionen und die Calciumhomdostase [26].

Ein weiterer Effekt von TCDD sowohl in Tierexperimenten [27, 28] als auch beim
Menschen [29] ist dessen Kanzerogenitdt. Bei den Beteiligten des Seveso-Unfalls traten
vermehrt Félle von Rektum-, Leber- und Lungenkarzinomen, Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphomen und myeloischen Leukémien auf. Eine gesonderte Analyse zeigte einen signi-
fikanten Zusammenhang zwischen TCDD-Exposition und Brustkrebs [30]. Auch verschie-
dene andere Studien an Arbeitern, die TCDD exponiert waren, lieken das kanzerogene
Potential dieser Verbindung erkennen [31, 32, 33, 34]. Basierend auf den verschiedenen epi-
demiologischen und tierexperimentellen Daten wurde TCDD 1997 von der International

Agency for Research on Cancer (IARC) als humankanzerogen eingestuft.
1.1.4 Einfluss von TCDD auf den Metabolismus

Neben den oben genannten Folgen einer TCDD-Kontamination gab es auch Beobachtungen

und Untersuchungen zu TCDD-bedingten Verdnderungen im Metabolismus |35, 36, 37|. Ein



bekanntes Symptom einer TCDD-Vergiftung ist das sogenannte Wasting Syndrom. Dabei
handelt es sich um den Verlust von Kérpergewicht, der selbst durch gesicherte Nahrungszu-
fuhr nicht gestoppt werden kann [38]. Insbesondere das Fettgewebe wird hierbei reduziert,
wobei der genaue Mechanismus noch unverstanden ist. Jedoch weif man um ein verdnder-
tes Serumlipidprofil, wie Hyperlipidamie und Hypertriglyceriddmie [39, 40]. Das Wasting
Syndrom konnte tierexperimentell bei Meerschweinchen, M#usen, Kaninchen und Affen
nachgewiesen werden [41, 42]. Beim Menschen sind Untersuchungen diesbeziiglich unter
anderem bei der Seveso-Bevolkerung und Soldaten der amerikanischen Air Force gemacht
worden. Letztere kamen durch das Dioxin-kontaminierte Entlaubungsmittel ‘Agent Oran-
ge’ wihrend des Vietnamkrieges mit TCDD in Kontakt. Bei den Vietnam-Veteranen, die
stark dioxinbelastet waren, kam es zu einer signifikanten Zunahme von Hyperinsulindmie
und Insulinresistenz und einem schnelleren Eintritt von Diabetes mellitus Typ 2 [43, 35].
Der Verlust von Korpergewicht beim Wasting Syndrom beruht nicht wie frither ange-
nommen auf einer Malabsorption der Nahrungsstoffe oder einem hdheren Energiebedarf
[44, 45]. Verschiedene Studien belegen, dass TCDD sowohl auf der Ebene der Glukose-
aufnahme in die Zelle als auch auf der Enzymebene den Metabolismus stért. Das Zusam-
menspiel von verminderter Glukoseaufnahme in die Zelle, verminderter Anzahl an GLUTs
und verminderter Lipoproteinlipaseaktivitdt wird bisher als Hauptursache fiir das Wasting

Syndrom angesehen [46, 47].
1.2 Der Arylhydrocarbonrezeptor (AhR)
1.2.1 Definition,Vorkommen und Liganden

Der molekulare Mechanismus der TCDD-Wirkung ist noch nicht vollsténdig aufgeklért.
Ein moglicher Weg ist die Aktivierung des Arylhydrocarbonrezeptors (AhR) und damit
die Verdnderung des Expressionsprofils einzelner Zellen und Gewebe. Der AhR wurde erst-
mals 1976 von Poland und Mitarbeitern in M&uselebern entdeckt [48]. Er ist ein Ligand-
aktivierter Transkriptionsfaktor und gehért zur Familie der basic-heliz-loop-heliz- Per- Arnt-
Sim-(bHLH-PAS-)Proteine. Der AhR kommt in allen Vertebraten vor und wird nahezu in
jedem Gewebe exprimiert [49, 50]. Er wird nach Ligandbindung aktiviert. Zu seinen Ziel-
genen gehoren die CYP1A1-Gene. Die Ligandbindungsstelle kann sowohl durch physiolo-
gische Molekiile wie Tryptamine, Bilirubin, Biliverdin, Lipoxin A4 und die Tryptophan-
Derivate Indigo und Indirubin [51, 52, 53] als auch durch unphysiologische Stoffe, wie die
Umweltstoffe Dibenzodioxine und -furane, polychlorierte und polybromierte Biphenyle,
Benzopyren und 3-Methylcholanthren aktiviert werden. Die Verbindungen, die die héchste
Affinitdt zum AhR besitzen, weisen auch die hochste Toxizitat auf [54, 55]. Der stirkste



Ligand ist TCDD [56]. Die natiirlichen Liganden haben im Vergleich zum TCDD eine ge-
ringere Affinitat zum AhR. Ausgenommen davon sind die Tryptophan-Derivate Indigo und
Indirubin, die eine hohere Affintét als TCDD zum AhR aufweisen [57].

1.2.2 Funktion des AhR

Neben den toxischen Effekten durch TCDD, die iiber den AhR. vermittelt werden, spielt
dieser Rezeptor auch bei physiologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Er ist eingebunden
fiir zellregulatorische Signalwege wie Zellproliferation, Apoptosis und Differenzierung [58].
Anhand von Studien an AhR-knock out Mausen konnte seine Wichtigkeit fiir die Regulation
von Homdostase und korperliche Entwicklung gezeigt werden. So war die Wachstumsrate
der AhR-knock out Méuse signifikant vermindert. Weiter zeigten sie Defekte in der Leber-
und Immunsystementwicklung sowie abnormale Strukuren der Leber- und Nierengefafse.
Diese Mé&use zeigten eine geringere Fertilitdt und waren weniger lebensfiahig [59, 60, 61,
62, 63]. Anhand der AhR-knock out Miause konnte auch gezeigt werden, dass die toxischen
TCDD-Effekte tiber den AhR und die damit induzierten Gene vermittelt werden [63, 64,
65].

1.2.3 AhR-Signalkaskade

Ohne Ligand liegt der AhR im Zytosol in einem Komplex mit dem Heat shock protein90
(HSP90), einem Co-Chaperon P23 und dem Immunophilin like Protein XAP2 vor |66, 67].
Nach der Bindung eines Liganden an den AhR transloziert dieser in den Zellkern und bildet
mit seinem Partnermolekiil Arylhydrocarbonreceptor nuclear translocator (ARNT) ein He-
terodimer [68]. AhR/ARNT binden an die zenobiotic response elements (XRE), die unter
anderem die Induktion der Cytochrom P4501A1 (CYP1A1) Gene induzieren. Die Bindung
des Heterodimers an die DNA ist phosphorylierungsabhéngig [69]. Als Kompetitor wirkt
der AhR-Repressor (AhRR), der immer im Zellkern liegt und auch mit ARNT dimeri-
siert [70]. AhLRR/ARNT binden auch an die XRE-Elemente. Sie unterdriicken jedoch die
Expression der Gene (s. Abb. 2).

1.2.4 Cytochrom-P450-Enzyme

Die Cytochrom-P450-Enzyme bilden eine Superfamilie von Hamproteinen. Ihren Namen
haben sie von ihrem Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 450nm bekommen.
Die P450-Hamproteine werden mit CYP abgekiirzt, wie z.B. CYP1A1l. Die erste Ziffer
nennt die Genfamilie, der folgende Buchstabe die Unterfamilie und die zweite Ziffer das
einzelne Enzym. Die Cytochrom-P450-Enzyme sind im endoplasmatischen Retikulum oder

in den Mitochondrien lokalisiert. Sie sind an der Steroidhormon-Biosynthese, Oxidation
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Abbildung 2: AhR-Signalkaskade und Blockierung des AhR durch AhRR (modifiziert nach
[71])

ungesittigter Fettsduren und am Stoffwechsel fettloslicher Vitamine beteiligt. CYP1A1
wird am stérksten durch TCDD induziert und wird deshalb auch als Indikator genutzt,

um eine Aktivierung der AhR-Signalkaskade durch TCDD zu verifizieren.
1.2.5 Antagonisten des AhR

Zu den Antagonisten des AhR z&hlen 7-Ketocholesterol, das die TCDD-Effekte in wvi-
vo antagonisiert [72| und einige Flavonoide [73, 74]. Zu den Flavonoiden zdhlt auch a-
Naphtoflavon (a-NF), das in der vorliegenden Arbeit zur Kldrung von TCDD-Effekten
benutzt wurde. Der AhR verdndert nach Bindung des «-NF seine Konformation, so dass
die Erkennungssequenz des XRE und damit das Andocken an die DNA teilweise blockiert
werden und damit die CYP1A1-Expression unterdriickt wird |75].

1.3 Glukosetransporter
1.3.1 Klassifikation

Glukose spielt eine zentrale Rolle im Organismus von Sdugetieren. Sie steht im Mittel-
punkt der Stoffwechselprozesse Glykolyse, Pentosephosphatweg, Glykogenese und Gluko-
neogenese. Durch sie wird Energie bereit gestellt, iiberschiissige Glukose gespeichert oder
notwendige Glukose erzeugt, um den Blutglukosespiegel konstant zu halten, Ribosen fiir die

Nukleotide produziert und der Elektronentransporter NADPH /H fiir die Biosynthese von



Fettséduren, Cholesterin und Steroiden geliefert. Weiterhin ist Glukose ein Grundbaustein
vieler Makromolekiile und Bestandteil von Proteinen (Glykoproteine) und Lipiden (Glyko-
lipide). Die Glukoseaufnahme in die Zelle spielt dabei eine Schliisselrolle in der Regulation
und Kontrolle. Da die Plasmamembran der Zelle lipophil ist, féllt es dem Molekiil Gluko-
se schwer, diese Barriere ohne Transportmolekiile zu {iberwinden. Die Glukosetransporter
werden in zwei strukurell und funktionell verschiedene Gruppen unterteilt: den aktiven
Glukosetransporter sodium dependent glucose transporter (SGLT) und die diffusionsregu-
lierten Glukoseransporter (GLUTs).

Der SGLT transportiert Glukose mit verschiedenen Affinitdten mit einem sekundér-
aktiven Transportmechanismus. Die Glukose wird zusammen mit Natrium in die Zelle
aufgenommen. Dies setzt eine Ausschleusung von Natrium aus der Zelle voraus, damit
ein Gradient aufgebaut werden kann. Diese Ausschleusung geschieht durch die energiever-
brauchende Na™ /K*-ATPase. Man unterscheidet 6 SGLTs. Der SGLT1 besitzt eine hohe
Affinitét zu Glukose und kommt in Enterozyten und dem proximalen Teil des geraden
Tubulus in der Niere vor. Der SGLT2 zeigt eine geringe Affinitdt und wird vor allem im
gebogenen Teil des proximalen Tubulus exprimiert. Eine Mutation im humanen SGLT1
fiihrt zu einer Malabsorption von Glukose und Galaktose, die bei Sduglingen aufgrund der
resultierenden Diarrhoe und Dehydratation todlich enden kann [76].

Der Transport der Hexosen erfolgt bei den GLUTs durch erleichterte Diffusion und
erfordert eine geringe Konzentration des Substrats in der Zelle, damit es dem Konzen-
trationsgefille entsprechend nachfliefen kann. Zu den diffusionsabhingigen Glukosetrans-
portern werden inszwischen 13 Mitglieder gezihlt, GLUT1-12 und der H*-myo-inositol-
Cotransporter (HMIT) [77] (Tabelle 1). Bis zum Jahr 2000 waren nur die GLUTs 1-5 be-
kannt. Die restlichen GLUTs wurden durch Genomsequenzierung entdeckt. Da die neuen
GLUTs von verschiedenen, voneinander unabhéngigen Arbeitsgruppen beschrieben wur-
den, kam es zu einer konfusen Nomenklatur. Seit 2002 gibt es eine neue Nomenklatur,
die die diffusionsabhéngigen Glukosetransporter nach ihrer Sequenzhomologie in 3 Klassen
einordnet. Dabei werden die Transporter 1-4 in die Klasse I, die GLUTs 5, 7, 9 und 11 zur
Klasse IT und GLUT®, 8, 10, 12 und der HMIT zur Klasse III gezdhlt [78](s. Abb. 3). Die
gemeinsame Struktur der GLUTs beeinhaltet 12 transmembrane Helices mit zytoplasma-
tischem C- und N-Terminus. Eine grofse intrazytoplasmatische Doméne liegt zwischen den
Helices 6 und 7. Fiir die Substratbindung ist eine extrazytoplasmatische N-glykosolierte
Domaéne wichtig, die bei den GLUTs der Klassen I und II zwischen den Helices 1 und 2 und
bei der Klasse ITI zwischen den Helices 9 und 10 liegt [79](s. Abb. 4). Die verschiedenen Iso-



formen zeigen eine unterschiedliche Substratspezifitdt und Transportgeschwindigkeit. Das
Vorkommen der verschiedenen Isoformen ist zell- und gewebespezifisch [80]. Die Tabelle 1
zeigt eine Ubersicht der GLUT-Isoformen und ihr Vorkommen im Gewebe. Im Folgenden
werden vor allem die Glukosetransporter der Klasse I genauer beschrieben, da sie in dieser

Arbeit im Hinblick auf TCDD genauer untersucht wurden.



Tabelle 1: Ubersicht iiber die GLUT-Isoformen in humanen Geweben [81, 77]

Trans-  Gewebs-Lokalisation K,,-Werte  Biologische Funktion
porter
GLUT1 Ubiquitdr vorkommend 3 mM Transport von Glukose {iber die Blut-Hirn-Schranke;
genereller, basaler Glukosetransport
GLUT2 Hepatozyten, pankreatische §-Zellen, Diinndarm, 17 mM Diinndarmabsorbtion, renale Absorbtion, pankreatische und
Niere, V. porta, Hypothalamus hepatische Kontrolle des Glukosestoffwechsels,
Glukosehom&ostase
GLUT3 Neuronen 1.4 mM Transport von Glukose in die Neuronen des Gehirns
GLUT4 Skelettmuskel, Herzmuskel, Fettgewebe 5 mM Insulin-abhéngiger Glukosetransport
GLUT5 Diinndarm, Niere, Skelettmuskel, Fettgewebe, 6 mM Transport von Fruktose
Gehirn
GLUT6 Gehirn, Milz, Leukozyten 5 mM Frither auch als GLUT9 bezeichnet
GLUT7 Diinndarm, Dickdarm Unbekannt Wahrscheinlich dhnlich GLUTS, da im Homologie-Vergleich
grofie Ahnlichkeit zu GLUT5S
GLUTS8 Testis; weniger im Skelettmuskel, Herz, Diinndarm, 2 mM Hormonell regulierte Funktion im Testis (Unterdriickung
Gehirn, Nebenniere, Milz, Fettgewebe, Plazenta, durch Ostrogenbehandlung)
Leber
GLUTY9 Niere, Leber, Diinndarm, Plazenta, Lunge, Unbekannt  Frither auch als GLUTX bezeichnet
Leukozyten
GLUT10 Herz, Lunge, Gehirn, Leber, Skelettmuskel, 0,3 mM
Pankreas, Plazenta, Niere
GLUT11 Skelettmuskel, Herzmuskel, Gehirn, Diinndarm, Unbekannt
Lunge, Leukozyten, Leber, Niere, Plazenta
GLUT12 Brustkrebszellen, Herz, Skelettmuskel, Fettgewebe, Unbekannt wahrscheinlich wichtige Funktion fiir die Versorgung von

Prostata

Krebszellen




SLC2AB/GLUTS
SLCZAT0/GLUTHO

SLC2ZAB/GLUTE

SLC2ZA12/GLUTIZ2

10 11
SLC2ZANIGLUT SLC2A13/HMIT

SLCZAS/GLUTS
SLC2AZIGLUTZ

SLC2ATIGLUTTY
SLC2A3IGLUTS

SLC2ASGLUTS

SLC2A1/GLUTY
SLC2A4/GLUT4

Abbildung 3: Sequenzhomologie aller GLUT-Isoformen, dargestellt als Baumdiagramm.
Der Sequenzabgleich wurde mit dem Programm clustalW des EMBL European Bioin-
formatics Institute konstruiert. Die drei GLUT-Klassen sind gut zu erkennen: Klasse I:
GLUT1-4, Klasse II: GLUTS, 7, 9 und 11 und Klasse III: GLUT6, 8, 10, 12 und H™-myo-
inositol-Cotransporter (HMIT) [77]

1.3.2 GLUT1

GLUT1 ist der erstbeschriebene diffusionsabhingige Glukosetransporter. Er wurde von
Jung und Mitarbeitern 1971 in Erythrozyten entdeckt [82]. Er kommt in nahezu allen
Gewebe- und Zellarten vor und stellt den basalen Glukosetransport bereit. Die Expression
korreliert mit dem zelluldrem Glukosemetabolismus [83] und ist in jedem Gewebe und jeder
Zellart verschieden. Hypoglykdmie und Ischémie steigern seine Expression [84, 85]. Er hat
eine hohe Affinitdt zu Glukose (K, 3 mM). Andere Substrate sind Galactose, Mannose
und Glucosamine [86]. Besonders wichtig scheint der GLUT1 in der Blut-Hirn-Schranke
zu sein, wo er hoch exprimiert wird (s. Abb. 5). Ein Mangel an GLUT1 geht mit einer
verminderten Glukosekonzentration im Liquor einher. Klinische Symptome sind Krampfe,

verzogerte Entwicklung, Mikrocephalie und Hypotonie [87, 88].
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Abbildung 4: Sekundérstruktur der diffusionsabhéngigen Glukosetransporter [77]

Fir die Tertidrstruktur wurden 2 Modelle vorgeschlagen, die beide fiir die Helix 7
eine Schliisselrolle in der Formation eines wassergefiillten Kanals vorsehen, der den Weg
fiir die Glukose durch die Plasmamembran bildet [89, 90]. Weiterhin werden extra- und
intrazelluldre Bindungstellen fiir Glukose beschrieben, die bei Bindung von Glukose zu einer
Konformationsinderung fiihren, so dass das Substrat durch die Plasmamembran gelangen
kann. Auch Inhibitoren von GLUT1 benutzen diese Bindungsstellen. Cytochalasin B und
Forskolin benutzen die intrazelluldre Bindungsstelle [91|, HGCIL, Phloretin und Phlorizin

die extrazelluldre Seite [92, 93].
1.3.3 GLUT2

GLUT?2 ist ein Transporter mit einer geringen Affinitdt fiir Glukose (K, 17 mM), Galak-
tose (K, 92 mM), Mannose (K, 125 mM) und Fruktose (K,, 76 mM), aber mit einer
hohen Affinitét fur Glucosamine (K, 0,8 mM) 94, 86]. Aufgrund des hohen K,,-Wertes ist
die Transportgeschwindigkeit der Glukose proportional zum Blutglukosewert. Er kommt
in der basolateralen Membran der Enterozyten und in den Epithelien der Nieren vor, wo
er zusammen mit SGLT1 und SGLT2 den transepithelialen Transport von Glukose ge-
wihrleistet [95, 96]. Weiterhin kommt er in den sinusoidalen Membranen von Hepatozyten

vor, wo er in die Aufnahme und Abgabe von Glukose in/aus der Zelle beteiligt ist. In
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der Betazelle des Pankreas ist er der Glukosesensor. Er reguliert den ersten Schritt in der
glukosestimulierten Insulinsekretion, bei dem die eingestromte Glukose in der Glykolyse
zu Pyruvat umgewandelt wird und ATP entsteht [97, 98]. Der erhohte ATP-Spiegel fiihrt
zu einer Abnahme der Kt-Permeabilitiit eines ATP-sensitiven Kalium-Kanalproteins. Es
kommt zu einer Senkung des Membranpotentials bis zur Depolarisation, die nun span-
nungsabhingige Calcium-Kanile 6ffnet. Die Erhdhung des intrazellularen Calciums fiihrt
zu einer Exozytose von Insulingranula [99](s. Abb. 5). Die Expression von GLUT2 steigert
sich bei Hyperglykimie und verringert sich bei Hyperinsulindmie [100]. Folgerichtig besitzt
der GLUT?2 eine wichtige Rolle in der Glukosehomdostase des Organismus. Sein Vorkom-
men ist in weiteren glukosesensitiven Organen wie dem Hypothalamus und dem Hirnstamm
beschrieben, die in die Nahrungsaufnahme, die Aufnahme von Glukose in periphere Ge-
webe und in der Gegenregulierung involviert sind [101, 102]. Pathologische Verinderungen
der GLUT2-Expression stehen im Zusammenhang mit der Stoffwechselerkrankung Diabe-
tes mellitus. GLUT2 -/- knock out Mause entwickeln frith einen Diabetes, der durch die
beeintrichtigte glukosestimulierte Insulinsekretion und einer abnormalen postnatalen Ent-
wicklung der Inselzellen im Pankreas bedingt ist [103]. Beim Menschen ist der genetische
Defekt des GLUT2 als Fanconi-Bickel-Syndrom bekannt. Diese seltene, autosomal-rezessive
Erkrankung fiithrt durch Glykogenakkumulation zu einer Vergroferung von Leber und Nie-
re, tubuldrer Nephropathie, Glukose- und Galaktoseintoleranz und Niichternhypoglykimie
[104].

1.3.4 GLUT3

GLUTS3 ist ein hochaffiner Glukosetransporter (K, 1,4mM), der ebenfalls fiir die Substrate
Galactose, Mannose, Maltose und Xylose eine hohe Affinitét besitzt. Er kann durch Cyto-
chalasin B, Phlorizin und Phloretin inhibiert werden [105]. Er konnte im Gehirn, Testis und
langsamen Muskelfasern nachgewiesen werden [106, 107|. Bei Mausen und Ratten wurde
die mRNA nur im Gehirn nachgewiesen [108|. Der GLUT3 ist zusammen mit GLUT1 fiir
den Transport von Glukose durch die Blut-Hirn-Schranke wichtig. Dabei wickelt GLUT1

den Transport von den Kapillaren und durch den Astrozyten ab, wihrend die Aufnahme

von Glukose in die Neuronen durch GLUT3 erfolgt (s. Abb. 5).
1.3.5 GLUT4

GLUT4 besitzt mit einer K, von 5mM eine hohe Affinitdt zu Glukose. Auch er kann
durch Cytochalasin B, Phloretin und Phlorizin inhibiert werden. Vor einigen Jahren wur-
de auch der Protease-Inhibitor Indinavir als nicht-kompetitiver Inhibitor erkannt. GLUT4

ist der Hauptglukosetransporter in braunem und weikem Fettgewebe, Skelett- und Herz-
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Abbildung 5: Signalwege der GLUTs [77]

muskulatur. Er ist insulinsensitiv. Bei niedrigem Plasmainsulinspiegel liegt der GLUT4 in
intrazelluldren Vesikeln vor, die in zwei verschiedene Kompartimente geteilt sind. Das eine
Kompartiment recycelt die GLUTs aus der Plasmamembran, das andere reagiert auf Insu-
lin [109]. Nach der Bindung von Insulin an die Plasmamembran translozieren die GLUTs
aus diesem Kompartiment zur Zelloberflache (s. Abb. 5). Dadurch steigt der Glukosetrans-
port in die Zelle [110]. Andere Stimuli fiir eine Translokation sind korperliche Aktivitét,
Kontraktion und Hypoxie [111, 112, 113, 114]. Die genaue Signalkaskade, wie Insulin die
Glukoseaufnahme stimuliert, ist noch nicht komplett verstanden, man weifl aber, dass eine
Storung in dieser Kaskade ein Grund fiir eine Diabetes mellitus-Erkrankung sein kann.
Untersuchungen mit + /- knock out Méusen fur GLUT4, die eine verringerte Expression
des Transporters in Fett- und Muskelgewebe hatten, zeigten eine erhdhte Serumglukose,
erhohte Insulinwerte, reduzierte Glukoseaufnahme in die Muskeln, Hypertonie und Leber-
und Herzverdnderungen, die &hnlich waren wie bei menschlichen Diabetikern [115]. Die
GLUT4 -/- knock out Mause waren kleiner, hatten erweiterte Herzen und eine kiirzere
Lebensspanne. Obwohl sie nach der Mahlzeit normoglykimisch waren, wiesen sie eine Hy-
perinsulindmie und eine beeintrichtigte Insulintoleranz auf [116]. Diese Ergebnisse zeigen,

dass GLUT4 eine zentrale Stellung in der Glukosehomdostase einnimmt.
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1.3.6 Klasse II der GLUT-Isoformen

GLUTS ist ein Fruktosetransporter, der vor allem in der apikalen Membran der Entero-
zyten im Jejunum vorkommt. Dort ist er fiir den gréfiten Anteil der Fruktoseabsorption
verantwortlich [117]. Seine mRNA wurde auferdem in geringen Mengen in der humanen
Niere, im Skelettmuskel, im Fettgewebe und im Gehirn in der Blut-Hirn-Schranke und Mi-
kroglia gefunden [118]. Im Muskelgewebe wird iiber GLUT5 Fruktose fiir Glykolyse und
Glukogenese unabhingig von GLUT1 und 4 benutzt [119].

GLUT?7 wurde durch einen Homologie-Vergleich gefunden und besitzt die grofte Ahn-
lichkeit mit GLUT5 [120]. Sein Protein wird in der apikalen Membran des Diinn- und Dick-
darms exprimiert und hat eine hohe Affinitdt fiir Glukose und Fruktose. GLUT7-mRNA
wurde auferdem in Hoden und Prostata gefunden [121].

Die mRNA von GLUT9 wurde bislang in der Niere und der Leber und in geringen
Mengen auch im Diinndarm, Plazenta, Lunge und Leukozyten gefunden [122]. Eine Muta-
tion des GLUTY soll eine renale Hypouricdmie aufgrund verminderter Urat-Reabsorbtion
bedingen [123].

GLUT11 kommt in drei Splice-Varianten vor, die sich durch die N-terminalen Ami-
nosduren unterscheiden (7,14 oder 10 AS)[124, 125, 126]. Je nach Splice-Form kommt die
GLUT11-mRNA in Skellett- und Herzmuskel, Gehirn, Diinndarm, Lunge, Leukozyten, Le-

ber, Niere und Plazenta vor.
1.3.7 Klasse III der GLUT-Isoformen

GLUT®6, der frithere GLUTY, besitzt nur eine geringe Affinitét fiir Glukose. Seine mRNA
wurde bislang nur im Gehirn, der Milz und Leukozyten gefunden. Eine Proteinexpression
konnte bislang nicht gezeigt werden [127].

GLUTS8 mRNA ist weit verbreitet im Gehirn (Cerebellum, Hirnstamm, Hippocampus
und Hypothalamus), Nebenniere, Milz, Fettgewebe, Plazenta, Leber und Skelett-und Herz-
muskelgewebe. Am gréfiten ist die Expression jedoch im Testis, wo seine Menge von zirku-
lierenden Gonadotropinen abhéngt [128, 129, 130, 131]. GLUT8 kommt bei M#usen und
Menschen im Akrosom der Spermien vor [132]. Eine insulinstimulierte Translokation des
GLUTS, wie bei Blastozysten postuliert [129] konnte in Adipozyten und insulinabhéngign
Neuroblastzellen nicht bestétigt werden [129, 133]. In der Leber kommt der GLUTS &hnlich
wie GLUT1 vor allem in Hepatozyten vor, die in der Ndhe einer Vene liegen und hat damit
wahrscheinlich eine Funktion im Substrattransport der Glykolyse [134]. Weiterhin scheint
der GLUTS vor allem fiir den Glukosetransport zwischen den intrazelluliren Membranen

wichtig zu sein, da er sowohl in Endosomen, Lysosomen und als auch im endoplasmatischen
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Retikulum vorkommt [133].

GLUT 10 besitzt eine hohe Affinitit zu Glukose und die gréfite Ahnlichkeit zu GLUTS.
Hohe mRNA-Werte gibt es in der Leber und im Pankreas. Geringere Mengen sind im Herz,
Skelettmuskel, Plazenta, Niere, Lunge und Gehirn detektierbar. Der GLUT10 liegt in der
Diabetes Typ 2-Region des humanen Chromosoms 20.q12-13.1 [135, 136].

Der Glukosetransporter 12 wurde zuerst in den Brustkrebszellen MCF-7 identifiziert
[137]. Er wird aukerdem in Herz, Skelettmuskel, Fettgewebe, Prostata und in der lak-
tierenden Brustdriise von Ratten exprimiert [138]. Rogers und Mitarbeiter zeigten, dass
der GLUT12 hauptséachlich Glukose transportiert und in verschiedenen Tumoren stark ex-
primiert wird. Dies impliziert eine Funktion der Versorgung von Krebszellen mit einem
erhohten Glukosebedarf [139, 140].

Der HMIT ist ein Transporter, der spezifisch myo-Inositol zusammen mit H™ trans-
portiert. Mit abnehmenden extrazelluldrem pH-Wert nimmt seine Aktivitat zu. Er wird in
hohen Mengen im Gehirn und in geringen Mengen im Fettgewebe, im Nebenhoden und in

den Nieren exprimiert.
2 Zielstellung

TCDD ist das toxischste Mitglied aus der Familie der Dioxine. Es ist bekannt, dass dieses
Dioxin schadliche Finfliisse auf den Glukosemetabolismus hat. Ein gut beschriebener Effekt
des TCDD ist das Wasting Syndrom, bei dem es zu einer ungewollten Gewichtsabnahme
insbesondere durch den Verlust von Fettgewebe kommt. Eine mdégliche Ursache fiir dieses
Phé&nomen ist die Stérung der zelluldren Glukoseaufnahme. In fritheren Studien unserer
Arbeitsgruppe konnte in der embryonalen Karzinomzelllinie P-19 eine solche verringerte
Glukoseaufnahme nach TCDD-Inkubation gezeigt werden. Dabei korrelierte die vermin-
derte Glukoseaufnahme mit einer Abnahme des GLUT-Proteins besonders der Isoformen
1 und 3. Weiterhin konnte zum ersten Mal eine verdnderte subzelluldre Lokalisation der
GLUTs unter TCDD-Einfluss beobachtet werden. Diese TCDD-Effekte wurden iiber die
AhR-Signalkaskade vermittelt.

Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob die oben beschriebenen Effekte auch an
adulten Zellen und anderen GLUT-Isoformen zu erkennen sind und ob sie iiber den AhR
vermittelt werden. Dazu wurden zwei Zelllinien ausgewéhlt, die aus zwei fiir den Glu-
kosestoffwechsel wichtigen Organen stammen, die Myoblasten C2C12, die zu Myotuben
differenzieren kénnen, und die Hepatomazellen MHI1C1. Sie wurden zwei Tage lang mit
10 nM TCDD behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dem Ldsungsmittel DM-

SO versetzt wurden. Nach 2, 5, 7 und 10 Kulturtagen wurden die Proben gewonnen. Die
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Glukoseaufnahme in die Zellen wurde durch Inkorporation von 3-O-Methyl-D-[3H|Glukose
analysiert. Durch Western Blot-Analysen wurde der Proteingehalt und mittels Immunhisto-
chemie und -fluoreszenz die Lokalisation der GLUTs untersucht. Anhand der Transfektion
von XRE-Elementen und der Messung der Luziferaseaktivitéit konnte die Ansprechbarkeit

beider Zelllinien auf TCDD gepriift werden.
3 Material und Methoden
3.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden Maus-Myoblasten der Zelllinie C2C12 [141] und Ratten-Hepatoma-
zellen der Zelllinie MH1C1 [142] verwendet.

3.1.1 Kultur von C2C12-Zellen

Die Zellen der Linie C2C12 sind Myoblasten der Maus. C2C12-Zellen entstammen einer
priméren Zelllinie skelettaler Myoblasten und stellen Muskel-Vorlduferzellen dar. Sie wur-
den kiinstlich immortalisiert und damit zu einer stabilen Zelllinie umgewandelt. Um eine
Differenzierung der Zellen zu induzieren, werden konfluente (dicht-gewachsene) Kulturen
in ein so genanntes Hunger-Medium gebracht, welches anstelle von 20% fétalem Rinder-
Serum (FCS) lediglich 10% Pferdeserum enthélt. Diese Kulturbedingungen induzieren in
den Zellen vielféltige strukturelle Verdnderungen, welche schlieflich zu einer Fusion der
Myoblasten und zur Ausbildung von lang gestreckten Myotuben fithren. Diese Myotuben
sind vielkernig. Ein gewisser Anteil der Myotuben entwickelt die fiir Skelettmuskelzellen
typische quergestreifte Anordnung der kontraktilen Elemente (Querstreifung) (s. Abb 6).

Die C2C12 in vitro Kultur erfolgte auf 90 mm Zellkulturschalen in Dulbecco‘s modified
eagle medium (DMEM), zu dem 20% hitzeinaktiviertes fotales Kéalberserum (FCS), 2 mM
L-Glutamin und Penicillin/Streptomycin hinzugefiigt wurde. Die Zellen wurden in Inter-
vallen von 36h im Verhiltnis 1:3 passagiert. Dafiir wurden die Zellen mit 2-3 ml warmen
PBS gewaschen und mit warmen 2 %igem Trypsin/0,02 %igem EDTA, welches 5 Minuten
bei 37°C einwirkte, abgeldst. Der Ablésevorgang wurde unter dem Mikroskop kontrolliert.
Anschliefend wurden die Zellen aufgeteilt und in neue Kulturschalen mit insgesamt 7 ml
frischem warmen Medium iiberfiihrt. Das Wachstum der Zellen erfolgte im Brutschrank

bei 37°C und 20% O2, 5 % CO9 und gesattigter Atmosphare.
3.1.2 Differenzierung der C2C12

Bei den C2C12-Zellen handelt es sich um undifferenzierte Myoblasten. Dieser Zustand
wird durch die hohe Prozentigkeit des FCS (20%) und das kontinuierliche Passagieren,

welches eine Konfluenz der Zellen verhindert, erhalten. Um die Differenzierung der C2C12-
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Myoblasten in Myotuben zu induzieren, wird ein Mangelmedium eingesetzt. Dazu wurde
im Medium das FCS durch 10% Pferdeserum ersetzt. Fiir die 10tégige Differenzierung
wurden die Zellen diinn ausgesit und nicht passagiert. Der Mediumwechsel erfolgte jeden

2. Tag (Differenzierung s. Abb. 6, B-D).

Abbildung 6: Phasenkontrastbilder von C2C12-Zellen in verschiedenen Stadien der Dif-
ferenzierung . A) Myoblasten, undifferenzierte Zellen, 100fache Vergroferung, Makstab
= 20pum. Differenzierte Zellen an B) Tag 5, C) Tag 7 und D) Tag 10. Die Pfeile (—) in (D)
markieren zwei Myotuben. Mafstab in B-D 22 20um, 200fache Vergroferung

3.1.3 Kultur von MH1C1-Zellen

Die MH1C1 sind Hepatomazellen der Ratte. Sie wurden in 5 ml Zellkulturflaschen in
Dulbecco ‘s modified eagle medium (DMEM) mit 10% FCS 2 mM L-Glutamin und Peni-
cillin/Streptomycin bei 37°C und 20% Oz, 5% CO2 und geséttigter Atmosphére im Brut-
schrank kultiviert. Die Zellen wurden zweimal pro Woche im Verhéltnis 1:3 passagiert.
Abgelost wurden sie mit 2,5%igem Trypsin fiir 5 Minuten bei 37°C. Der Ablésevorgang
wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Danach wurden die Zellen in neue Flaschen mit
je 5 ml frischem warmen Medium iiberfiihrt. Die MH1C1 zeigen mikroskopisch ein Wachs-

tum in inselartigen Verbénden (s.Abb. 7).
3.1.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurde das Medium abpipettiert und die Zellen mit PBS gewa-
schen. Anschlieffend wurden die Zellen wie oben beschrieben trypsiniert und in 5 ml Medi-

um aufgenommen und bei 1000 rpm 5 Minuten abzentrifugiert. Danach wurde das Medium
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Abbildung 7: Phasenkontrastbild von Ratten-Hepatomazellen der Linie MH1C1. Die Zellen
wachsen in ingelartigen Verbinden zusammen. Mafstab 22 20um

vorsichtig abgesaugt und das entstandene Zellpellet in 1 ml Einfriermedium (Kulturmedi-
um + 8% DMSO) aufgenommen. Die Zellsuspension wurde nun in ein 2 ml Cryo-Réhrchen
iiberfiihrt und in einen Cryo-Container gestellt, wo sie bei —80°C iiber Nacht abkiihlte.
Die dauerhafte Lagerung erfolgte in fliissigem Stickstoff. Wenn Zellen aufgetaut wurden,
wurde das Cryo-Rohrchen fiir einige Minuten in ein 37°C warmes Wasserbad gehalten. Die
nun aufgetauten Zellen wurden mit 10 ml warmen Medium in ein 15 ml Falcon-Réhrchen
iiberfithrt und abzentrifugiert (1000 rpm, 5 min). Das Medium wurde abgesaugt und das

Zellpellet in frischem Medium gelost und auf die Zellkulturschale bzw. —flasche verteilt.
3.1.5 Exposition der Zellen mit TCDD und DMSO

Fiir die Versuche wurden MH1C1- und undifferenzierte C2C12-Zellen fiir 48 h mit 10 nM
TCDD inkubiert. Das TCDD wurde wie folgt verdiinnt und eingesetzt. Die Stammlosung
von 1,55 mM TCDD, in DMSO (100%) gelost, wurde in einem Verhéltnis von 1:1000 mit
dem verwendeten Medium vorverdiinnt. Pro 1 ml Kulturmedium wurden dann 6,5 pl der
1:1000 TCDD-Verdiinnung eingemischt und fiir die Zellkultur eingesetzt. Nach 48h wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und in frischem Medium aufgenommen. Die Proben wurden
nach 2, 5, 7 und 10 Tagen abgestoppt. Diese Zeitpunkte wurden aufgrund von friiheren
Studien und der Vergleichbarkeit der experimentellen Ansétze ausgewéhlt [1, 143].

Da das TCDD in DMSO geldst ist, wurden entsprechende Losungsmittelkontrollen
(Kontrollen) mitgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen mit der entsprechenden Menge DMSO
versetzt und gleich den TCDD-exponierten Versuchsgruppen gehandhabt (s.Abb. 8).
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Abbildung 8: Kulturschemata fiir angegebene Zelllinien

3.2 Genexpressionsanalyse durch Polymerase-Ketten-Reaktion

(PCR)
3.2.1 RNA-Isolierung

Fiir die RNA-Isolierung wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen
und anschlieftend trypsiniert (siehe 3.1.1 und 3.1.2). Anschlieffend wurde 1 ml PBS hin-
zugegeben und die Zellsuspension in ein 15 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt, welches 5 min
bei 1000 rpm zentrifugiert wurde. Das entstandene Zellpellet wurde in 800 pl Lysispuffer
D aufgelost und bei —80°C eingefroren. Die eingefrorenen Proben wurden auf Eis aufge-
taut. Die Zellen wurden mit Einwegspritzen durch mehrmaliges Aufziehen homogenisiert.
Anschliefsend wurden schrittweise 50 ul 2 M Natriumacetat pH 4,0, 500 pl Phenol und 100
pl Chloroform hinzugegeben. Zwischen diesen Schritten wurden die Proben gut gemischt
und schliefflich 20 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Phasentrennung durch ei-
ne 15 miniitige Zentrifugation in der Heraeus Biofuge 28RS bei 4°C bei 13000 rpm. Die
obere wissrige Phase wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdf iiberfiihrt und die RNA
durch Zugabe von 500 pl Isopropanol und Zentrifugation bei 4°C mit 13000 rpm fiir 30 min
ausgefillt. Der Uberstand wurde entfernt und die RNA zwei mal mit jeweils 1ml kalten
70%igen Ethanol gewaschen und bei 13000 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Das nun vor-
liegende RNA-Pellet wurde luftgetrocknet und in 50 pl DEPC Wasser resuspendiert. Die
Lagerung erfolgte bei —80°C. Zur visuellen Kontrolle der RNA-Qualitit wurden 1 pg RNA
auf ein 1,2 %iges Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in einer horizontalen

Gelkammer mit 1 x TAE-Puffer.
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Lysispuffer D

Guanidiniumthiocyanat 4 M
Mercaptoethanol 100 mM
Natriumcitrat 25 mM

Natriumlaurosylsarcosinat 17 mM

3.2.2 RNA-Konzentrationsmessung am Spektrophotometer

Die RNA wurde 1:20 mit DEPC-Wasser verdiinnt. Die Messung der optischen Dichte (OD)
erfolgte bei 260 nm und 280 nm; 1 OD260 entspricht der Konzentration 40 pg/ml RNA.
Der Reinheitsfaktor f= OD260/0D280 sollte zwischen 1,6 und 1,8 liegen.

3.2.3 DNase-Verdau

Folgender Ansatz wurde auf Eis pipettiert und anschlieffend fiir 1 min bei 13000 rpm bei

4°C abzentrifugiert:

3 M Natriumacetat ph 5,2 3,0 pl
0,1 M Magnesiumsulfat 4,5 ul

RNA (max.50pg) x ul
DNase (1U pro ug RNA) 1,5 pl
RNase-Inhibitor 1,0 ul

Das Reaktionsgefaft wurde dann fiir 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert, danach
wurde die DNAse fiir 10 min bei 75°C im Wasserbad hitzeinaktiviert. Die RNA-Qualitét
nach dem Verdau wurde tiberpriift, indem 1 pg RNA auf ein 1,2%iges Agarosegel aufge-

tragen wurde.

Agarosegel (1,2-1,8%ig)

Agarose 12-18¢g
TAE-Puffer (1x) 100 ml
Ethidiumbromid (10mg/ml) 1yl

10x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) (pH 8,0)

Tris-Base 242 g
Eisessig 57,1 ml
EDTA (0,5M, pH 8,0) 100 ml
Aqua dest. ad 51

3.2.4 Reverse-Transkriptase (RT)-Reaktion

Fiir die Reverse-Transkriptase-Reaktion wurden je 3 pg RNA eingesetzt. Zu der RNA wur-
den 1 pl Randomprimer hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde mit DEPC-Wasser auf 12 pl
aufgefiillt, abzentrifugiert und fiir 10 min im Thermocycler bei 70°C inkubiert. Gleichzeitig

wurde auf Fis der Reaktionsmix pipettiert:
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5x Reaktionspuffer 4l
0,1M DTT 2 1l
10mM dNTP 1ql
Superscript II (200U /pl) 1 pl

Zu jeder Probe wurden 8 nl vom Mastermix hinzugegeben, gemischt und im Thermo-
cycler bei folgendem Programm inkubiert: 10 min 22°C, 50 min 42°C, 15 min 70°C, 4°C

Pause
3.2.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fir die PCR wurde der Ansatz auf Eis vorbereitet:

10 x PCR Puffer 5 ul
50 mM Magnesiumchlorid 1,5 ul
10 mM dNTP-Mix 1l
25 pM Primer-Mix 1l
cDNA x ul
Taq DNA Polymerase 0,2 nl
Aqua dest. ad 50 ul

Die Proben wurden abzentrifugiert, mit Mineraldl iiberschichtet und bei folgendem

Programm in den Thermocycler gestellt:

3 min 94°C  DNA-Denaturierung
40 Zyklen 1 min 94°C DNA-Denaturierung
1 min 60°C Primer-Anlagerung
1l min 72°C Elongation
10 min 72°C  Endelongation
Pause 4°C  Kiihlung

Zur visuellen Kontrolle der PCR-Produkte wurden 20 ul DNA-Probe mit 4 pl Lade-
puffer versetzt und auf ein 1,8 %iges Agarosegel aufgetragen. Fiir die Grofkenbestimmung
wurde ein DNA-Marker eingesetzt. Nach der Auftrennung wurden die PCR-Produkte unter
UV-Licht ausgewertet und mit der Bio 1d Software dokumentiert.

PCR Primer:
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Tabelle 2: Sequenzen und Linge des amplifizierten PCR-Produktes der verwendeten Oli-
gonuleotide

Name Sequenz (5— 3°) Produktldnge Bp

& Aktiy | FFCTACAATGAGCTGCGTGTGG “00
SRV R TAGOTCTTCTCCAGGGAGGA

GLUT1 F-TGTGTACTGCGGCCTGACTACTG 399
R:AACAGCTCCAAGATGGTGACCTTC

FTTCGGCTATGACATCGGTGTG
GLUT2 | b AGCTGAGGCCAGCAATCTGAC 555

GLUT3 F:GTCAACTTGCTGGCCATCATTG 551
R TGAGACAGCTGGAGGACAATGGD

F-GTGGGTTGTGGCAGTGAGTC
GLUT4 | & A AGATGGCCACGGAGAGAG 416

F-GTCGGGTGTGATCATGGTGTTC
GLUTS | p POTGTCATCGTCCCTCGAAATG 464

3.2.6 Real-time PCR (qgPCR)

Die Methode der Real-time PCR wurde in dieser Arbeit eingesetzt , um die GLUTI1-,
GLUT4- und Aktin-Transkriptmengen wéhrend der Differenzierung der C2C12 zu quanti-
fizieren. Es wurde ein 20 pl Ansatz des Sybr Green 2 x Mastermix (Applied Biosystems)
fiir die Real-time PCR benutzt. Die Real-time PCR lief bei folgendem Programm:

2 min 50°C Initialisierung

10 min 95°C Initialisierung

40 Zyklen 15sec 95°C Denaturierung
60 sec  60°C  Anlagerung/Elongation

Die Quantifizierung wurde nach der AACT (cycle threshold)- Methode berechnet. Der
CT-Wert beschreibt die Zyklenzahl, bei der das Fluoreszenzsignal der PCR-Probe sich mit
dem festgelegten Schwellwert (threshold) schneidet. Der Schwellwert wird in den Bereich
der Fluoreszenzintensitit gelegt, wo die PCR-Reaktion der einzelnen Proben exponentiell
verlduft. Zur Normalisierung der cDNA-Mengen wurde 185-RNA als Standard mitgefiihrt.
Um zu gewiéhrleisten, dafs die PCR Reaktionen fiir Aktin, GLUT1, GLUT4 und 18S-RNA
mit der gleichen Effizienz erfolgen, wurden Verdiinnungen einer cDNA eingesetzt und Stan-
dardkurven fiir die einzelnen PCR-Primer erstellt. Der lineare Anstieg bei einer Auftragung
des Logarithmus der cDNA-Menge gegen den CT-Wert lag bei allen PCR-Primern &hnlich,
was einen Vergleich der PCR-Reaktionen mit der AACT-Methode ermdéglichte.

Alle Real-time PCR-Produkte wurden mittels Analyse der Schmelzpunktkurve und auf
einem Agarosegel iiberpriift. Die Identitéit der amplifizierten DNA-Produkte wurde durch

Sequenzierung bestitigt.
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Tabelle 3: Sequenzen und Produktlinge der verwendeten qPCR-~Primer

Name Sequenz (5‘— 3°) Produkt-
lange
Bp
Real F:AGAAACGGCTACCACATCCAA 91
18S R:CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT
Real F:TGACGCACTAGCTGAGCTGAA 75
GLUT4 | RRAGGAGCTGGAGCAAGGACATT
Real F:CCAGCTGGGAATCGTCGTT 76
GLUT1 | R:CAAGTCTGCATTGCCCATGAT
Real F.TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAA 112

k-Aktin | R‘ITGTGGTGCCAGATCTTCTCCATGT

3.3 Proteinchemie
3.3.1 Proteinisolation und -quantifizierung

Fiir die Proteinisolation aus Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen
mit PBS gewaschen. Anschlieffend wurden die Zellen mit einem Zellspatel mechanisch abge-
16st und in ein 15 ml Falcon-Réhrchen {iberfithrt und fiir 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 100 pl RIPA-Puffer aufgelost. Ggf.
wurden die Proben bis zum Proteinaufschluss bei —80°C gelagert. Fiir die Proteinisolation
wurden die Proben auf Eis aufgetaut und mit einer Spritze (1 ml, Omnifix) homogenisiert.
Dann wurde zu jeder Probe 2 nl Proteinkinase-Inhibitor- und 2 pl Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail hinzugegeben. Nach dem Mischen inkubierten die Proben 30 min auf Eis und
wurden danach bei 4°C mit 13000 rpm fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdf {iberfiihrt und das Pellet verworfen. Die Proteinmenge
wurde mit dem Bradford-Reagenz in einer 3fach Bestimmung ermittelt. Dazu wurde 1 pl
Proteinlosung in 799 nl Aqua dest. gelost und anschliefend 200 pl Bradford-Reagenz (Bio-
rad) dazugegeben. Dieser Ansatz wurde gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert,
um anschliefsend die Absorption bei 595 nm gegen einen Leerwert (800 pl Wasser+200 pul

Bradford-Reagenz) zu messen. Die Proteinmenge wurde anhand einer Eichkurve berechnet.

RIPA-Puffer

bx PBS 20 ml
Igepal Ca-630 1 ml
10x SDS 100 pl

Natrium-Deoxycholat 0,5 g

3.3.2 Western Blot

Bei der Western Blot-Methode werden Proteine gelelektrophoretisch separiert und auf einer

Membran immobilisiert. Auf der Membran sind die Proteine durch spezifische Antikorper
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detektierbar. Anhand mitgefithrter Marker wird das Molekulargewicht und durch den Ab-
gleich mit einem Standardprotein auch die relative Menge des Proteins ermittelt.

Fiir den Western Blot wurden 40 pg Protein pro Probe eingesetzt, die mit je 10 pl 4x
Stopp-Puffer und 5 ul DTT versetzt und auf insgesamt 40 pl Volumen mit Aqua dest. auf-
gefiillt wurden. Die Proben wurden fiir 10 min bei 70°C im Wasserbad denaturiert. Danach
erfolgte die Auftragung auf ein 12 %iges SDS-Gel. Die Separation erfolgte bei ca. 120 V
im Sammelgel und bei 180 V im Trenngel fiir insgesamt 2 h in einer NOVEX-Gelkammer
gepuffert mit 1 x Lammli-Puffer. Die Proteingrofe konnte anhand der Proteinleiter Page
Ruler Prest. Prot. Ladder der Firma Fermentas bestimmt werden. Nach dem Lauf wurden
die Proteine des Trenngels auf eine Nylonmembran iibertragen. Dazu wurde die Biometra
Blot-Apparatur bei 10°C fiir 2 h bei 150 mA benutzt. Der Aufbau der Blottinganlage ist
in Abbildung 9 schematisch dargestellt.

12%iges SDS Gel

Trenngel Sammelgel
Wasser 3,3 ml 2,7 ml
Acrylamid 30% 4,0 ml 0,67 ml
Tris/HCL 1,5M pH 8,8 2,5 ml —
Tris/HCL 1M pH 6,8 — 0,5 ml
SDS 10% 0,1 ml 0,04 ml
Ammoniumpersulfat 10% 0,1 ml 0,04 ml
TEMED 0,010 ml 0,010 ml
/ Filter
SDS-Gel
Puffer 3 { Nylonmembran
Puffer 2 {

Puffer 1 {

® .—O
AN

Abbildung 9: Aufbau des Western Blots

Tabelle 4: Puffer fiir Western Blot

Puffer 1 Puffer 2 Puffer 3
Tris Base 36,3 g (0,3 M) 3 g (25mM) 3 g (25 mM)
Methanol (100%) 200 ml (20 %) | 200 ml (20 %) | 200 ml (20 %)
Amino Capronséure — — | 5,2 g (40 mM)
Aqua dest. ad 11 ad 11 ad 11
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Nach dem Blotten wurde die Effizienz des Transfers durch Farbung der Membran mit
Pongeau-Rot kontrolliert. Anschliefend wurde die Membran fiir 1 h in TBST mit 5 % Milch
blockiert. Danach wurde der erste Antikorper (verwendete Antikorper, Konzentrationen
und Inkubationszeiten sieche Tab. 5) hinzugegeben, der bei 4°C iiber Nacht inkubierte.
Nach einstiindigem Waschen mit TBST wurde der zweite Antikérper fiir 1 h und 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Der iiberschiissige Antikérper wurde durch Waschen fiir
1h mit TBST und 10 min mit TBS entfernt. Zur Detektion wurde das ECL-System (Fa.
Amersham, Fa. Millipore) nach jeweiligem Herstellerprotokoll eingesetzt.

Das emittierte Fluoreszenzsignal der spezifischen Banden wurde mittels eines Chemi-
lumineszenz Dokumentationssystems ChemiDoc (UVP, Cambridge, UK) quantifiziert und
mit dem Programm LabWorks (UVP, Cambridge, UK) analysiert. Zur Bewertung der
Proteinmengen wurden die ermittelten Werte der exponierten Zellproben auf die jeweilige

DMSO-Kontrolle bezogen und als relative Verdnderung gegeniiber der Kontrolle dargestellt.

TBS/TBST-Puffer

Tris/HCL pH 7,5 10 ml
NaCl 58¢g
Aqua dest. ad 11

Fiir die Herstellung von TBST wurden auf 1 1 TBS 1 ml Tween hinzugegeben.
3.3.3 Stripping der Nylonmembran

Um die Western Blot-Membranen mehrfach fiir die Immundetektion einsetzen zu kon-
nen, wurden nach der Chemilumineszenzdetektion der Antikérper von der Membran mit
Stripping-Puffer fiir 30 min bei 70°C im Hybridisierungsofen entfernt.

Danach wurde die Membran wieder mit TBST gewaschen. Die Nylonmembran konnte
nun wieder wie oben beschrieben geblockt und fiir eine erneute Western Blot-Detektion

benutzt werden.

Stripping-Puffer

SDS 10% 20 ml
Tris/HCL pH 6,8 12,5 ml
Mercaptoethanol 700 pl
Aqua dest. 66,8 ml

3.4 Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Fiir die Immunhistochemie und —fluoreszenz wurden Proben von beiden Zelllinien verwen-
det. Die C2C12 wurden 25 h, 5d, 7 d und 10 d mit TCDD oder DMSO inkubiert. Zusétzlich
wurden die Myoblasten auch mit a-NF und o-NF/TCDD fiir 25 h und 5 d behandelt. Die
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Hepatomazellen wurden fiir 25 h und 5 d mit TCDD bzw. DMSO versetzt.

Zur Vorbereitung wurden sterile Deckgldschen in 24er Wellplatten gelegt, mit 0,5 ml
0,1%iger Gelatine beschichtet und bei 4°C fiir 24 h gelagert. Die Gelatine wurde dann
abgenommen und die Deckgldschen mit PBS gewaschen. Anschlieffend wurde jedes Deck-
glaschen mit 0,5 ml Kulturmedium beschichtet, in welches dann die zuvor abgeldsten Zellen
hinzugegeben wurden. Nach der Inkubation wurde das Medium abgenommen und die Deck-
glaschen mit PBS gewaschen. Die auf den Deckglaschen anhaftenden Zellen wurden mit
4 %igem PFA 30 min fixiert. Nach 10 min Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir 20
min in 10 % Ziegenserum in PBS bei Raumtemperatur blockiert und dann der erste An-
tikorper in 1 % BSA/PBST (Verdiinnung siehe Tabelle 5) bei 4°C iiber Nacht zugegeben.
Der freie Antikorperiiberstand wurde durch 3 x Waschen mit PBS entfernt. Die Inkubati-
on der Sekundérantikorper Alexa 488 goat-anti-rabbit (1:600, Molecular Probes, FEugene,
USA) und Cy3 goat-anti-mouse (1:200, Dianova, Hamburg, Deutschland), beide verdiinnt
in PBS erfolgte fiir 1 h bei Raumtemperatur. Die Zellkerne wurden mit den Kernfarbstof-
fen Hochst (1:20 in PBS) oder 7-Aminoactinomycin D (7-AAD, 1:20 in PBS) angeférbt.
Die Deckgléaschen wurden 3 x 10 min mit PBS gewaschen, dann auf einen Objekttrager
gelegt und dort mit Moviol beschichtet. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte am

Fluoreszenzmikroskop, der Axiocam Digitalkamera und mit dem Programm Axiovision.

PBS (phoshate buffered saline) pH 7,4

Natriumchlorid 8,00 g
Kaliumchlorid 0,20 g
Di-Natriumhydrogenphosphat 1,44 g
Kalium-di-hydrogenphosphat 0,24 g
Aqua dest. ad 11
Moviol
Glycerol 6g
Moviol 24 g
Tris/HCL 0,2 M pH 8,5 12 ml
Agqua dest. 6 ml
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Tabelle 5: Verwendete Antikorper und Inkubationszeiten bei Western Blot und Immunhistochemie (IHC)

1.Antikoérper und 2.Antikérper und Hersteller
Inkubationszeit Inkubationszeit
Western Blot [HC Western Blot
GLUT1 | rabbit anti mouse, 1:5000 in rabbit anti mouse, 1:1000 in goat anti rabbit, 1:12000 in 3 | Abcam
5%Milch/TBST, UN 1%BSA /PBST, UN %BSA/TBST, 1 h 30 min
GLUT2 | rabbit anti mouse, 1:200 in rabbit anti mouse, 1:50 in goat anti rabbit, 1:20000 in 2 | Prof. Joost (Deutsches Institut fiir
5%Milch/TBST, UN 1%BSA/PBST, UN %BSA/TBST, 1 h 30 min Ernihrungsforschung, Potsdam)
GLUT4 | IRGT Monoclonal Antibody, IRGT Monoclonal Antibody, goat anti mouse, 1:35000 in 1 | Acris
1:2000 in 5%Milch/TBST, UN | 1:2000 in 1%BSA/PBST, UN | %BSA/TBST, 1 h 30 min
f-Aktin | 1:40000 in 5%Milch/TBST, goat anti mouse, 1:25000 in Sigma,

UN

1%BSA/TBST, 1 h 30 min




3.5 Glukoseaufnahmemessung

Die Glukoseaufnahme der Zellen wurde anhand der Aufnahme von Tritium-markierter 3-O-
Methyl-D-Glucose (OMG) im Szintillationsmessgerit (Beckmann Coulter) bestimmt. Die
Zellen wurden dazu in 6-Well-Platten kultiviert und mit TCDD bzw. DMSO wie oben
beschrieben inkubiert. 24 h vor Versuchsbeginn wurden die Zellen 3x mit serumfreiem
Medium mit 0 mM Glukose gewaschen und anschlieffend in glukosefreiem Medium mit Zu-
sétzen weiter kultiviert. Fiir den Versuch wurden die Zellen in 1ml DMEM ohne Glukose
pro Well, dem 1 ml DMEM mit 10 mM OMG und 2 pCi 3H-OMG hinzugefiigt wurde,
bei 37°C fiir 20 min inkubiert. Dann wurden 200 pl in die Scintillationsvials als Hot Probe
abgenommen, um die verbliebene Radioaktivitdt im Medium zu bestimmen. Die Zellen
wurden 3x mit eiskaltem DMEM gewaschen. Vom letzten Waschschritt wurden wiederum
200 pl als Waschkontrolle abgenommen, um zu kontrollieren, dass die iiberschiissige Radio-
aktivitdt im Medium erfolgreich in den Waschschritten entfernt wurde. Schliefslich wurden
fiir die Zelllyse 0,5 ml 50 mM NaOH pro Well pipettiert, die fiir 60 min bei 60°C im Hy-
bridisierungsofen einwirkten. Danach wurden 200 nl des Zelllysates, welches die von den
Zellen aufgenommene Radioaktivitit enthilt, in die Scintillationsvials iiberfiihrt. Fiir den
Messvorgang im Counter wurde je 10 ml Scintillationscocktail pro Vial hinzugegeben, ge-
mischt und die Radioaktivitédt in dpm (dots per minute) gemessen. Zusitzlich wurden 3x20
1l des Zellysats zum Vermessen von Protein nach Bradford abgenommen. Die Aufnahme

der tritiumversetzten Glukose wurde in Bezug auf die Proteinmenge berechnet.
3.6 Transfektion

Mit der Methode ,Transfektion“ wurden die Zelllinien auf ihre TCDD-Sensitivitdt ge-
priift, indem sie mit zenobiotic response Elementen (XRE) transfiziert wurden. Die XRE-
Elemente werden durch den AhR/ARNT/TCDD-Komplex gebunden und induzieren die
Transkription von Zielgenen wie z.B. CYP1A1. Der fiir diesen Versuch eingesetzte XRE-
Vektor beinhaltet 3 Kopien des XRE-Elementes und wurde im Rahmen der Promotion
von Dr. Sarah Tonack hergestellt [1]. Wenn der AhR/ARNT /TCDD-Komplex die XRE-
Elemente des Vektors bindet, kommt es zur Transkription der Luziferase der Feuerfliege
(firefly luciferase), die mittels eines Luziferase Assays (Promega) quantifiziert werden kann.

Fiir den Versuch wurden die Zellen in 6er Wellplatten in OptiMEM Medium kultiviert.
In einer 96er Wellplatte wurde die Plasmidmischung vorbereitet: 1,5 pg XRE und 0,037
ng PRLSV 40 (Referenzplasmid, renilla luciferase) wurden in 50 pl OptiMEM Medium
verdiinnt. 4,5 pl des Transfektionsreagenz Metafectene (Fa Biontex) wurden mit Potimem

auf 50 pl verdiinnt. Beide 50 pl Stocks, die Plasmide und das Transfektionsreagenz wurden
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nun gemischt und fiir 15 min bei RT inkubiert. Am Folgetag wurde fiir 24 h TCDD bzw.
DMSO zugegeben. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 250 nl 1x Lysis-
Wasch-Puffer auf dem Riittler 15 min gelést. Anschlieffend konnte mit dem Dual-Luciferase
Reporter Assay System (Promega) die XRE-Aktivierung durch Ermittlung der firefly-
Luziferaseaktivitdt bestimmt werden. Dazu wurden in 6 ml Propylenréhrchen 20 pl des
Zelllysates mit 50 pl Luciferase- Assay-Reagenz I1 versetzt. Dieses Gemisch wurde an dem
Luminometer gemessen und zeigte die firefly-Luziferase-Aktivitat an. Anschliefend wurde
in das gleiche Rohrchen 50 pl Stop and Go Reagenz dazugegeben und die Aktivitédt der
renilla-Luziferase gemessen, welche die erfolgreiche Transfektion anzeigt. Als Kontrolle, die

als 100% angegeben wird, dienten unbehandelte transfektierte Zellen in Standardmedium.
3.7 Subzelluldre Fraktionierung

Durch Sedimentation im Dichtegradienten kann man Zellen subzellulér fraktionieren. Da-
bei werden die verschiedenen Zellkompartimente aufgetrennt. In dieser Arbeit wurde die
Methode der Dichtezentrifugation eingesetzt, um eine Trennung von Kernfraktion, Plas-
mamembran, innere Zellmembranen und zytosolischer Fraktion vorzunehmen.

Fiir die subzelluldre Fraktionierung wurde eine hohe Ausgangsmaterialmenge bendtigt.
Je Probe wurden 8 grofte Kulturflaschen MH1C1 und 15 grofse Schalen C2C12 eingesetzt.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, und dann mechanisch mit einem Zellspatel abge-
16st. Anschliefend wurden sie in ein 15 ml Falcon-R&hrchen iiberfithrt und fiir 5 min bei
1000 rpm abzentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in Losung IT (250 mM Sucrose, 5
mM NaN3, 10 mM NaHCO3, pH 7.,8) gelost und bei -80°C eingefroren. Fiir den Versuch
wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und je 100 pl Phosphatase- und Protease-Inhibitor
hinzugegeben. Anschliefend wurden die Zellen mit 5 ml Spritzen mit langen Nadeln homo-
genisiert. Der Aufschluss der Zellen wurde mittels Trypanblaufirbung unter dem Mikroskop
kontrolliert. Die Proben wurden bei den Zentrifugationen mit Lésung IT austariert. Alle
Zentrifugationen wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die subzelluldre Fraktionierung erfolgte
nach Schema aus Abb. 10.

Erginzung zur 5. Zentrifugation: Die externen Membranen wurden in einem Su-
crosegradienten iiberfiihrt, der eine 30%ige Schicht und eine 40%ige Schicht enthielt. Dabei
wurden mit Hilfe einer 5 ml Pipette und langer Nadeln zuerst die Probe und dann die 30
% und 40 % Sucroselosung vorsichtig unterschichtet. Nach der 5. Zentrifugation wurde mit
einer 5 ml Spritze und langer Nadel vorsichtig eine triibe Schicht iiber der 30 %igen Sucro-
selosung, die die externen Membranen enthilt, abgenommen, bis ein Spiegel entstand. Bei

der anschliefenden 6. Zentrifugation wurden die Rohrchen mit Losung III (10mM NaH-
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Abbildung 10: Protokoll der subzelluldren Fraktionierung
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CO03), statt mit Losung II austariert. Alle gewonnenen Pellets wurden in Losung IT geldst
und mit Phosphatase- und Protease-Inhibitor versetzt und dann bei -80°C eingefroren.
Die so gewonnenen Proteinfraktionen wurden dann mittels Western Blot analysiert. Da-
bei wurde das oben beschriebene Protokoll benutzt, mit der Ausnahme das nur 10-20 ng

Protein eingesetzt werden konnte.

Probe Pro
30 % — 30 %
Sucrose Sucrose

5. Zentrifugation

40 % 40 %

Sucrose Sucrose

Abbildung 11: Entnahme der externen Membranen mit einer langen Nadel nach der 5.Zen-
trifugation

3.8 Statistik

Die Daten wurden mit den Programmen Microsoft Excel und Sigma Plot statistisch ausge-
wertet. Die Auswertung erfolgte mittels t-test. Die verschiedenen Signifikanzniveaus wur-
den wie folgt angegeben: Irrtumswahrscheinlichkeit p kleiner als 5% als p < 0,05 und
kleiner als 0,1% als p < 0,001. Die Zahl der Versuchsgruppen wurden mit n und die Zahl

der unabhéngigen Versuche mit N bezeichnet.

3.9 Gerite- und Softwareverzeichnis

Axiocam Digitalkamera Zeiss, Jena, Deutschland
BiolD Software LTF, Wasserburg, Deutschland
Biometra Blot Apparatur Biometra, Géttingen Deutschland

Chemilumineszenz Dokumentations-

system ChemiDoc UVP, Cambridge, UK
Excel XP Microsoft, Redmond, USA
Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss, Jena, Deutschland
Gelkammer Biometra, Géttingen, Deutschland
Inkubatoren Heraeus Holding, Deutschland
Kiihlzentrifugen Heraeus Holding, Deutschland
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Lab Works

Luminometer

Neubauer Zahlkammer

Novex Gelkammern

Scintillationsmessgerat

Sigma Plot
Software Axiovision 2.05

Spektrophotometer

Thermocycler

Zentrifuge

Zentrifuge fiir

subzellulare Fraktionierung

UVP, Cambridge, UK

Berthold Detection Systems, Pforzheim, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Beckman Coulter GmbH Biomedical Research,
Krefeld, Deutschland

SPSS Inc., USA

Zeiss, Jena, Deutschland

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

TRIO-Thermoblock, Biometra, Gottingen,
Deutschland

Biofuge, Heraeus Holding, Deutschland

Biofuge 28S Heraeus, Berlin, Deutschland

3.10 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

a-Naphtoflavon

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich ~ Chemie = GmbH,  Miinchen,
Deutschland
B-ME, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Dulbecco’s modified Eagel‘s medium DMEM, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

3-O-Methyl-D-Glukose

3-O-Methyl-D-[1-3H]Glukose

7-Amino-Actinomycin-D (7-AAD)
Acrylamid

Agarose
Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,  Miinchen,
Deutschland

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Molecular Probes, Eugene, USA

Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,  Miinchen,
Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Serva Gmbll Heidelberg, Deutschland
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Bradford-Reagenz

Chloroform

Deckglaschen

DEPC

Di-Natriumhydrogenphosphat

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DNase I

ANTP (100 mM)
DTT

Dual Luciferase Assay System

e-Amino-n-Capronsdure

ECL-System

EDTA

Einwegspritze

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

fotales Kéalberserum

Biorad, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH,

Chemie Miinchen,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land
Sigma-Aldrich
Deutschland
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land
Sigma-Aldrich

Deutschland

Chemie  GmbH, Miinchen,

Chemie  GmbH,  Miinchen,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch-
land

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,  Miinchen,
Deutschland

Amerham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland, Millipore, Schwalbach, Deutschland
Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,
Deutschland

Omnifix, B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

FCS, ausgewahlte Charge Biochrom AG, Berlin,

Miinchen,

Deutschland
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Gelatine

Gene Pulser Kiivetten

Glycerol

Guanidiniumthiocyanat

Igepal Ca-630

Isopropanol

Kalium-di-hydrogenphosphat

Kaliumchlorid

L-Glutamin

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Metafectene

Methanol (100%)

Mineralsl

Moviol

Natrium-Deoxycholat

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumecitrat

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutsch-
land

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land
Sigma-Aldrich
Deutschland
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Chemie  GmbH,  Miinchen,

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,
Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Miinchen,

Biontex, Miinchen, Deutschland
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,  Miinchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,  Miinchen,
Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land
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Natriumhydrogencarbonat

Natriumlaurosylarcosinat

Nylon-Membran

Opti-MEM Medium
Paraformaldehyd
PBS

Pferdeserum

Phenolgemisch (Phenol/

Chloroform /Isoamylalkohol

25:24:1. pH 8.0)
Pongeau-Rot
PP-Rohrchen

steril 2 ml Cryo,

15 ml, 20 ml
Primer
PRL-SV40 Vector
Proteinkinase-/Phosphatase-

inhibitor
Proteinleiter
Restriktionsenzyme
RNAse-Inhibitor

Scintillationscocktail

Scintillationsvials

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Amerham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,  Miinchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich ~ Chemie  GmbH,  Miinchen,

Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutsch-
land

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

GmbH,  Miinchen,
Page Ruler Prest. Prot. Ladder, Fermentas GmbH,
St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Beckman Coulter GmbH Biomedical Research,
Krefeld, Deutschland

Beckman Coulter GmbH Biomedical Research,
Krefeld, Deutschland
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Sodium-dodecyl-sulfat
Streptomycin/Ampicillin

Sucrose

Superscript 11

SYBR green Master Mix

Taq DNA Polymerase

TEMED
(tetra-ethyl-methyl-
ethylen-diamin)

Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
(TCDD)

Tris Base

Tris HCL

Trypanblau

Trypsin

Tween

Zellkulturflaschen

Zellkulturmultiplatten 24er

Zellkulturmultiplatten 6Ger

Zellkulturschalen 90 mm

Zellspatel

SDS, Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Strep/Amp, 5000 units/ml Amp, 5000 microg/ml
Strep, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Serva  Electrophoresis  GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Amchro, Bad Soden, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land

Serva  Electrophoresis  GmbH,  Heidelberg,
Deutschland
Sigma-Aldrich ~ Chemie = GmbH,  Miinchen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutsch-
land

TPPS, Biochrom KG, Berlin, Deutschland
TPPS, Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutsch-
land

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutsch-
land
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Zelllinien
4.1.1 GLUT-Isoformen

Um das Expressionsprofil der verschiedenen Glukosetransporter in den Zelllinien C2C12
und MH1C1 zu bestimmen, wurden die Transkripte der GLUT-Isoformen 1, 2, 3, 4 und 8
durch RT-PCR detektiert.

C2C12: Die Myoblasten exprimierten die GLUT-Isoformen 1, 4 und 8 . GLUT2 wurde
von ihnen nicht exprimiert (Abb. 12). Die GLUT4-Transkriptmenge nahm wihrend der
Differenzierung zu Myotuben zu.

MH1C1: Bei den Hepatomazellen konnten ebenfalls die Isoformen 1 und 8, zusétzlich
die Isoform 2 nachgewiesen werden. GLUT3 und 4 waren nicht nachweisbar (Abb. 12).

Glut 1 Glut 2 Glut 3 Glut 4 Glut 8

C2C12
undifferenziert

Glut 1 Glut 2 Glut 3 Glut 4 Glut 8

C2C12 4d
differenziert

Glut1 Glut 2 Glut 3 Glut 4 Glut 8
MH1C1 + H.O + H,O —+ Hirn + Herz + H,0

Abbildung 12: Nachweis der Expression von GLUT1-4, 8 mittels RT-PCR in C2C12- und
MHI1C1-Zellen. Abgebildet ist die Auftrennung der PCR-Produkte der zwei Zelllinien im
1,8%igen Agarosegel. (+ = c¢cDNA-Probe der jeweiligen Zelllinie, HyO- Kontrollreaktion
ohne cDNA)

4.1.2 TCDD-Sensitivitit

Da diese Arbeit sich mit dem Einfluss von TCDD auf Glukosetransporter beschéftigt, war
es am Anfang der Arbeit von Interesse zu iiberpriifen, ob TCDD als Ligand auf die AhR-
Signalkaskade in diesen Zellen wirkt und welche Sensitivitat die verwendeten Zelllinien ge-
geniiber diesem Dioxin aufweisen. Die Aktivierung des AhR-Transkriptionsfaktorkomplexes
wurde mittels eines XRE-Reporterplasmides iiberpriift.

MH1C1: Bei den Hepatomazellen konnte eine signifikante Zunahme der Luziferaseak-

tivitdt nach TCDD-Zugabe um das 6fache im Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet
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werden. Die Luziferaseaktivitit in der DMSO-Gruppe war bei den MH1C1 um ca. 20% zur
Kontrolle verringert (Abb. 13).

C2C12: Eine noch deutlichere Zunahme der Luziferaseaktivitit war bei den Myoblas-
ten zu erkennen. Sie war unter TCDD-Zugabe signifikant um das 110fache zur Kontrolle
und ca. 10fache zu DMSO-behandelten Zellen erh6ht. Durch DMSO kam es zu einer Er-
hohung der Aktivitéit bei dieser Zelllinie um das 9,6fache (Abb. 13).

Die Luziferaseaktivitiit ist ein Nachweis fiir eine XRE-Bindung durch den AhR-Trans-
kriptionsfaktorkomplex. Durch die Zugabe von TCDD ist in beiden Zelllinien ein deutlicher
Anstieg der Luziferaseaktivitdt gemessen worden. Dadurch wurde bewiesen, dass beide

Zelllinien TCDD aufnehmen und dadurch die AhR-Signalkaskade aktiviert wird.

XRE-Aktivierung in MH1CA1
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g

Abbildung 13: Relative Luziferaseaktivitét in TCDD-stimulierten MH1C1- und C2C12-
Zellen. In der Grafik ist die relative Luziferaseaktivitdt von unbehandelten MH1C1 bzw.
C2C12 von TCDD-stimulierten (TCDD, 10nM) und DMSO-Kontrollen (DMSO) gezeigt.
Die relative Luziferaseaktivitit pro Probe wurde als Quotient des Wertes der firefly lu-
ciferase Aktivitdt und der renilla luciferase Aktivitit der jeweiligen Probe ermittelt. Die
relative Luciferaseaktivitit in den behandelten Zellen wurde =1 gesetzt. xp < 0,05, %% p <
0,001, N=1,n=3
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4.1.3 Expressionsanalyse von GLUT1, 4 und Aktin wihrend der Differenzie-
rung von C2C12

Bei der Zelllinie C2C12 handelt es sich um ein dynamisches Zellmodell, welches wahrend
der Differenzierung strukturellen Verdnderungen unterliegt. Dies kann man sowohl an der
Expression der GLUT als auch durch Expressionsdnderungen bei Markergenen erkennen.
Um Expressionsanderungen der Zielgene bewerten zu kénnen, wurden die Expressionspro-
file fiir GLUT1, GLUT4 und £-Aktin wihrend der Differenzierung ermittelt (s. Abb. 14).

Die GLUT1-mRNA-Menge nimmt wéhrend der ersten sieben Differenzierungstage im
Vergleich zum undifferenzierten Zustand der Zellen ab. Am 10. Differenzierungstag zeig-
ten die Zellen jedoch eine fast verdoppelte mRNA-Menge gegeniiber den undifferenzierten
Zellen.

Die mRNA-Menge von GLUT4 zeigte wéhrend der Differenzierung einen deutlichen,
kontinuierlichen Anstieg, der am 10. Differenzierungstag etwa das 80fache vom Wert der
undifferenzierten C2C12 betrug.

Die #-Aktin-mRNA, welches als Kontrolle fiir ein homogenes Laden der Proteingele im
Western Blot mitgefiihrt wurde, nahm wihrend der Differenzierung der C2C12 kontinuier-
lich ab (s. Abb. 14). Deshalb konnte diese Kontrolle nicht genutzt werden.

Um das homogene Laden der Proteingele zu gewdhrleisten, wurden die Western Blot

Membranen mit differenzierenden C2C12 mit Pongeau gefiarbt (s. 3.3.2).
4.2 Proteinexpression von GLUT unter TCDD-Einfluss

Die Proteinexpression der Glukosetransporter der Zelllinien wurden sowohl in undifferen-
zierten Zellen (C2C12, MH1C1) als auch wihrend der Differenzierung (C2C12) untersucht.
Die Exposition der Zellen mit TCDD erfolgte fiir 48 Stunden (vgl. Abb. 8). Die Proben-
nahme erfolgte am 2., 5., 7. und 10. Tag sowohl bei undifferenziert kultivierten Zellen, als

auch bei differenzierten Zellen.
4.2.1 GLUT1

Das GLUTI1-Protein war iiber den gesamten Zeitraum der Kultur bei beiden Zelllinien
nachweisbar (s. Abb. 15).

C2C12: Die Western Blot-Analyse zeigte bei den undifferenzierten C2C12 eine signi-
fikante Abnahme der Proteinmenge am 7. Kultivierungstag nach 48 stiindiger Exposition
mit TCDD (s. Abb. 16a). Dies konnte an den Myotuben nicht gezeigt werden(s. Abb. 16b).

MH1C1: Bei den MH1C1 zeigte sich eine Abnahme der Proteinexpression des GLUT1

am 7. und nachhaltig am 10. Kultivierungstag (s. Abb. 16c).
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Abbildung 14: Relative mRNA-Mengen von GLUT 1, 4 und #-Aktin wihrend der Diffe-
renzierung der C2C12 zu Myotuben

4.2.2 GLUT2

In den Leberzellen MH1C1 ist GLUT2 nachweisbar (s. Abb. 17).

Die Expression des GLUT2 wurde nach 2, 5, 7 und 10 Tagen Kultur untersucht. Bereits
ab dem 2. Tag zeigte sich eine signifikante Abnahme der GLUT2- Proteinmenge durch Ex-
position mit TCDD (Abb. 18). Die Verringerung war nachhaltig. Die deutlichste Abnahme

der Proteinmenge konnte an Tag 5 und Tag 7 gemessen werden (p <0,001).
4.2.3 GLUT4

Die Expression des Insulin-sensitiven GLUT4, der typisch fiir Skelett-, Herzmuskel- und
Fettzellen ist, wurde in undifferenziert kultivierten und differenzierenden C2C12-Zellen
untersucht. Im Unterschied zur gemessenen Reduktion der GLUT4-Proteinmenge in nicht-
differenzierenden Zellen ab dem 5. Tag (Abb. 20), blieb das Expressionsniveau des GLUT4
in differenzierenden Myozyten durch TCDD unbeeinflusst (Abb. 20b). In Myotuben zeigte
sich durch TCDD keine verminderte Proteinexpression. Blieb diese Zelllinie jedoch im
undifferenzierten Stadium, so zeigte sich ab dem 5. Kultivierungstag eine kontinuierliche

Abnahme der GLUT4-Proteinmenge unter TCDD-Einfluss (Abb. 20a).

40



Abbildung 15: Expression von GLUT1-Protein in C2C12 und MHI1C1l. C=DMSO-
Kontrolle, T=TCDD-Probe a) Reprisentativer Western Blot fiir GLUT1 (55 kDa). Auf
dem selben Blot wurde f5-Aktin detektiert und als Bezugsgrofe und Ladekontrolle in die
quantitative Auswertung eingerechnet. b) Densitometrische Auswertung des Western Blot
von differenzierten C2C12 auf GLUT1. ¢) Densitometrische Auswertung des Western Blot
von MH1C1 auf GLUT1. Hier ist #-Aktin als Bezugsgréfe und Ladekontrolle miteingerech-

net.
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Abbildung 16: Densitometrische Auswertung der Western Blots zum GLUT1-Proteingehalt

von TCDD-behandelten und Kontrollzellen (DMSO, 1) N=2, n=3, * = p<0,05
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Abbildung 17: Expression von GLUT2-Protein in MHICI.

T=TCDD-Probe
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Abbildung 18: Densitometrische Auswertung der Western Blots zum GLUT2-Proteingehalt
von TCDD-behandelten und Kontrollzellen (DMSO, 1) N=2, n=3, * = p<0,05, ** =
p<0,001

2d 5d 7d 10d

GLUT4 ‘ - « 54 kDa
R-Aktin | g <43 kDa

(a) C2C12 undifferenziert

2d 5d 7d 10d
¢cC T | C T|C T|C T
GLUT4 — " | «54kDa

(b) C2C12 differenziert

Abbildung 19: Expression von GLUT4-Protein in den angegeben Zelllinien. C=DMSO-
Kontrolle, T=TCDD-Probe
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Abbildung 20: Densitometrische Auswertung der Western Blots zum GLUT4-Proteingehalt
von TCDD-behandelten und Kontrollzellen (DMSO=1) N=2, n=3, ** = p<0,001
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4.3 GLUT-Lokalisation in TCDD-exponierten C2C12- und
MH1C1-Zellen

Die Lokalisation von GLUT 1, 2 und 4 wurde mittels Immuncytochemie unter dem Fluo-
reszenzmikroskop untersucht. Die Zellen wurden fiir 48h mit 10 nM TCDD exponiert und
nach 25h, 5d, 7d und 10d analysiert. Als Kontrolle wurden die Zellen nur mit DMSO

kultiviert.
4.3.1 Lokalisation von GLUT1

C2C12:

In C2C12-Zellen ist GLUT1 sowohl in der Plasmamembran als auch zytosolisch loka-
lisiert (Abb. 21). Unter TCDD-Einfluss veréndert sich diese Lokalisation. Nach 25h war
GLUT1 verstdrkt um den Zellkern herum detektierbar. Diese Lokalisationsverinderung
war am 5. Tag am stérksten ausgeprigt. Die TCDD-Proben des 7. und 10. Tages zeigten
hingegen keinen Unterschied zur DMSO-Kontrolle mehr.

Um diesen Effekt in der subzelluldiren Anordnung von GLUT1 dem AhR-Signalweg
zuordnen zu kénnen, wurde der AhR-Inhibitor a-Naphtoflavon benutzt. Dabei wurde a-
Naphtoflavon zusammen mit TCDD fiir 5d zugegeben. Dieser Versuch konnte nicht beendet
werden, da die Zellen nach ca. 2d keine Zellteilung mehr zeigten und nekrotisch wurden. Aus
diesem Grund war es nicht moglich, eine Langzeitinkubation mit a-Naphtoflavon durchzu-
fithren.

MH1C1:

Bei den Hepatomazellen MH1C1 war GLUT1 in der Plasmamembran und im Zytosol
lokalisiert. Es zeigte sich an keinem Kultivierungstag eine Lokalisationsverdnderung unter

TCDD-Einfluss im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.
4.3.2 Lokalisation von GLUT4

In C2C12 ist GLUT4 bei der Kontrolle sowohl im Zytoplasma als auch in der Plasma-
membran lokalisiert. Nach 25stiindiger Inkubation mit TCDD war das GLUT4-Protein
nur um den Zellkern herum angeordnet (Abb. 23). Diese Anordnung war an den folgen-
den Kulturtagen nicht mehr zu erkennen. Die Inkubation des AhR durch a-Naphtolavon
hob den TCDD-Effekt auf, so dass die verinderte Anordnung (zellkernnah) nicht mehr zu
beobachten war (s. Abb. 23).

Die Zellkompartimente wurden mittels subzelluldrer Fraktionierung aufgetrennt und in
den Fraktionen wurde die Menge von GLUT4-Protein bestimmt (s. Abb. 22). Der Vergleich

der zytosolischen Fraktion TCDD-behandelter und Kontrollzellen ergab ein vermehrtes
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Abbildung 21: GLUTI1-THC bei C2C12-Zellen nach 25h bis 10d TCDD-Inkubation. Die
linke Spalte zeigt die DMSO-Kontrollen, die rechte die TCDD-Proben. Die Nuclei sind rot
gefarbt, der GLUT1 griin. An Tag 5 ist eine Verlagerung des GLUT1 um den Zellkern
herum zu sehen (Bild D). Bild E zeigt durch Hinzunahme des Neutralkanals am Fluores-
zenzmikroskop die Zellgrenzen. Mafstab = 20um
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Vorkommen von GLUT4-Protein im Zytosol nach TCDD-Exposition. Dies bestétigte das
Ergebnis der Immunfluoreszenzanalyse und die Lokalisationsverdnderung des GLUT4 von

der Zellmembran in die zytoplasmatische Membranfraktion.

C T
GLUT4 | | <54 kDa

Abbildung 22: GLUT4 im Cytosol nach der subzelluldren Fraktionierung der C2C12. C=
DMSO-Kontrolle, T= TCDD-Probe

4.3.3 Lokalisation von GLUT?2

Eine Verdnderung der Lokalisation des GLUT2 nach TCDD-Zugabe bei den MH1C1 konn-
te zu keinem untersuchten Zeitpunkt beobachtet werden. Er lag sowohl bei der DMSO-
Kontrolle als auch bei der TCDD-Probe hauptséchlich in der Plasmamembran und zu

einem geringen Anteil im Zytoplasma vor (Abb. 24).
4.4 Glukoseaufnahme nach TCDD-Inkubation

Anhand der Messung der Glukoseinkorporation sollte untersucht werden, ob TCDD einen
Einfluss auf die Glukoseaufnahme bei den beiden untersuchten Zelllinien hat. Ausgangs-
punkt war zunéchst die Bestimmung der normalen Glukoseaufnahme in Abhéngigkeit von
der Kulturzeit. Ermittelt wurden die Zeitintervalle fiir beide Zelllinien, in denen die Glu-
koseaufnahme linear erfolgte und ab wann eine Sittigung der Reaktion eintrat. Bei den
Zelllinien wurde die Glukoseaufnahme zu folgenden Zeitpunkten bestimmt: fiir MH1C1
nach 5, 10, 15, 20, 30 und 40 min; fiir C2C12 nach 10, 20, 30, 40 und 60 min (Abb.25). Fiir
C2C12 war nach 40 und 60 Minuten die Sattigung der Reaktion erreicht. Aus diesem Grund
wurde fiir die Versuche eine 20miniitige Inkubation mit 3H-OMG gew#hlt. In der Literatur
wurde gezeigt, dass die Glukoseaufnahme in Adipozytenkulturen nach 3h am Stérksten
verringert war [144]. Daher wurde zusétzlich zu den TCDD-Inkubationen ein 3h Wert fiir
die Bestimmung der Glukoseaufnahme gewihlt. Die iibrigen Zeitpunkte orientierten sich
an den bei der Proteinexpression und Immunhistochemie gewihlten.

C2C12: Die Myoblasten wurden fiir 3h, 25h, 48h und 5d mit TCDD bzw. DMSO
inkubiert. Unbehandelte C2C12 dienten als weitere Kontrolle. Die durchschnittliche Glu-
koseaufnahme lag bei 2,12 pmol/mg Protein. Zu allen untersuchten Zeitpunkten ergab sich
keine Verdnderung der Glukose-Aufnahme durch TCDD-Exposition, weder im Vergleich zu
behandelten noch im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Kontrollen, DMSO-Kontrollen)
(Abb. 26).

MH1C1: Die Hepatomazellen wurden fiir 3h, 25h und 5d mit TCDD bzw. DMSO in-
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Abbildung 23: GLUT4-THC in C2C12-Zellen. Der GLUTH4 ist rot gefiirbt, die Nuclei blau.
A) DMSO-Kontrolle B) 10nM TCDD nach 25h. In (B) ist eine deutliche Anordnung des
GLUT4 um den Zellkern herum zu erkennen. C,D) Die Zugabe von a-Naphtolavon blockiert
die TCDD-induzierte Lageverdnderung von GLUT4. E; F 10nM TCDD nach 5d, G, H,
10nM TCDD nach 7d, I, J 10nM TCDD nach 10d. Mafsstab = 20 pm
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Abbildung 24: IHC der MH1C1-Zellen auf GLUT1 und GLUT?2 nach 25h und 5d TCDD-
Inkubation. Die GLUTSs sind jeweils griin gefirbt, die Nuclei rot. Die Zellen bildeten beim
Wachstum auf dem Deckgléschen kugelige Gebilde. Es war kein Unterschied in der GLUT-
Lokalisation zwischen DMSO-Kontrolle und TCDD-exponierten Zellen zu erkennen. Mak-
stab =2 20 pm
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Abbildung 25: Zeitreihen zur Bestimmung der Glukoseaufnahmeséttigung fiir beide Zellli-
nien. Der Zeitpunkt zur Bestimmung des TCDD-Effektes auf die Glukoseaufnahme wurde
aulkerhalb des Séattigungsbereiches der Kurve bei 20min festgelegt.
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kubiert. Auch hier dienten unbehandelte Zellen als zusétzliche Kontrolle, um den DMSO-
Effekt erfassen zu konnen. Die durchschnittliche Glukoseaufnahme betrug 1,37 pmol/mg.
Bei dieser Zelllinie zeigte sich eine signifikante Abnahme der Glukoseinkorporation bei
TCDD-exponierten Zellen nach 3h. Hier wurde eine durchschnittliche Aufnahme der Glu-
kose von 1,05 pmol/mg Protein gemessen, wohingegen die DMSO-Gruppe bei 1,53 pmol/mg
und die Kontroll-Gruppe bei 1,48 pmol/mg und somit um ca. 50% hoher lag (Abb. 26).
Nach 25h oder 5 Tagen war die Verringerung der Glukoseaufnahmekapazitat durch TCDD

nicht mehr nachweisbar.

Glukoseaufnahme bei C2C12

O kontrolle
m D50
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Abbildung 26: Bestimmung der Glukoseaufnahme von C2C12- und MH1C1-Zellen nach
Exposition mit 10nM TCDD fiir 3 Stunden (3h), 25 Stunden (25h) oder 5 Tagen (5d). Bei
den MH1C1 konnte nach 3stiindiger Inkubation mit TCDD eine signifikante Verminderung
der Glukoseaufnahme gezeigt werden. * p< 0,05, N= 4, n= 3, Kontrolle= unbehandelte
Zellen, DMSO= Losungsmittelkontrolle
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5 Diskussion

TCDD beeinflusst den zelluldren Glukosemetabolismus. Diese Effekte wurden sowohl in
tierexperimentellen als auch in Zellkulturansidtzen beobachtet. Bisher konnte unsere Ar-
beitsgruppe an embryonalen Stammzellen die verdnderte Glukoseaufnahme dahingehend
weiter beschreiben, dass sie mit einer Verringerung des GLUT-Proteins und einer verin-
derten Lokalisation von GLUT1 und 3 einhergeht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu
untersuchen, ob diese Effekte auch an adulten und weiter ausdifferenzierten Zellen und bei

anderen GLUT-Isoformen auftreten.
5.1 Zellkultursysteme zur Untersuchung der TCDD-Effekte

Verschiedene Studien mit TCDD zeigten bestimmte Effekte auf den Organismus wie Tu-
morwachstum [27, 28|, vermindertes Reproduktionspotential [21], Embryotoxizitit [22],
Teratogenitét |23, 24| und Verdnderungen des Glukosestoffwechsels |35, 36, 37|. Letzteres
wurde in dieser Arbeit genauer untersucht. Dazu wurden zwei Zelllinien ausgesucht, die
aus wichtigen glukoseverstoffwechselnden Organen stammen, dem Muskel und der Leber,
und sensitiv auf TCDD reagieren. Durch diese beiden Eigenschaften sind die verwendeten
Zelllinien geeignete Modelle, um die Wirkungen von TCDD auf den Glukosemetabolismus
zu untersuchen.

Die toxischen Effekte von TCDD werden iiber den AhR und seine Signalkaskade ver-
mittelt. Er kommt in allen Vertebraten und Geweben vor [49, 50]. Je hoher die Affinitét
eines Liganden zum AhR ist, desto hoher ist auch die Toxizitét dieser Substanz [54, 55]. Bei
den nichtnatiirlichen Liganden besitzt TCDD die hochste Affinitdt zum AhR [56]. Nach
Bindung eines Liganden wandert der AhR in den Zellkern und bildet mit ARNT ein Hetero-
dimer [68]. Die Komplexbindung an die XRE-Elemente ist ein Indikator fiir die Aktivierung
des AhR. Die Induktion der XRE-Bindung in C2C12- und MH1C1-Zellen durch TCDD
beweist die Aktivierbarkeit des AhR-Komplexes und erméglicht eine Einschitzung der Sen-
sitivitdt der Zellen gegeniiber TCDD. Beide Zelllinien zeigten eine signifikante Erhchung
der XRE-Luziferase-Aktivitét, jedoch in unterschiedlichen Ausmafen. Bei den Hepatoma-
zellen MH1C1 konnte eine 6fache Induktion und bei den Myoblasten C2C12 eine 110fache
Induktion gemessen werden. Im Vergleich dazu sind P19-Zellen (embryonale Karzinomazel-
len), die nur eine 2,2 fache Steigerung nach Transfektion mit dem gleichen XRE-Konstrukt
zeigen [1], relativ unempfindlicher. Bemerkenswert ist, dass bei C2C12 auch die DMSO-
Gruppe eine Verdnderung in der Luziferase- Aktivitat im Vergleich zu unbehandelten Zellen
zeigte. Auch in P19-Zellen wird ein DMSO-Effekt auf XRE-Elemente verzeichnet. Dies gilt
nicht fiir MH1C1. Der Mechanismus des DMSO-Effektes wurde in der vorliegenden Arbeit
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nicht geklért, ist aber auch aus anderen Zellmodellen gut bekannt.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass beide Zelllinien auf TCDD mit der Akti-
vierung des AhR reagieren und dass die AhR-Signalkaskade unterschiedlich stark induziert

wird.
5.2 Einfluss von TCDD auf die Glukoseaufnahme

Ein wichtiger Schritt im Glukosemetabolismus ist die Aufnahme von Glukose in die Zelle
iiber die Glukosetransporter. Es ist bekannt, dass TCDD einen schéidlichen Einfluss auf
den Glukosemetabolismus hat, so dass unter anderem das Wasting Syndrom ausgelost wird.
Die Aufnahme von Glukose in die Zelle kann durch TCDD beeinflusst werden. So zeigten
Enan und Matsumura, dass TCDD die Glukoseaufnahme in verschiedenen Geweben von
Meerschweinchen, M#usen und Ratten tiber die AhR-Kaskade inhibiert [145]. In den Zell-
linien C2C12 und MH1C1 wurde die Glukoseaufnahmekapazitdt nach Inkubation mit 10
nM TCDD untersucht. Dabei war nur bei den Hepatomazellen eine verringerte Glukose-
aufnahme messbar. Die Myoblasten wiesen an keinem der untersuchten Zeitpunkte eine
signifikante Verdnderung in der Glukoseaufnahme auf, obwohl bei den ihnen sowohl eine
Abnahme in der Proteinmenge von GLUT1 und GLUT4 als auch eine Lokalisationsstérung
beider Isoformen durch TCDD nachweisbar war. Bei den Hepatomazellen verringerte sich
die GLUT-Proteinmenge, wobei jedoch bei beiden untersuchten Isoformen (GLUT1 und
2) keine Lokalisationsstorung auftrat. Beide Verdnderungen kénnten zu einer verminderten
Glukoseaufnahme fiihren.

Untersuchungen an Adipozyten, die die gleichen Isoformen von GLUTs exprimieren
wie Muskelzellen, zeigten nach 3h TCDD-Inkubation eine reduzierte Glukoseaufnahme auf
10% der Kontrollwerte [144]. Auch im Fettgewebe von TCDD-behandelten Meerschwein-
chen und Méusen wurden verringerte Glukoseaufnahmen festgestellt [46, 143]. Die Abnah-
me begann innerhalb von 6h (Meerschweinchen) bzw. 24h (M&use) und hielt bei beiden
iiber einen Zeitraum von 28-30d an. Die Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen stehen
also im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen. Die untersuchten Zeitpunkte in dieser
Arbeit wurden nach den Literaturwerten und den Ergebnissen der Proteinexpression und
Immunfluoreszenz ausgewihlt. Es kénnte sein, dass bei den C2C12 in den Zeitfenstern von
3h und 25h der TCDD-Effekt nicht zum Tragen kommt. Eine weitere Ursache konnte in
einer Kompensation der Funktionsausfille durch GLUT1 liegen, da C2C12 noch relativ
viel GLUT1 exprimieren. Das GLUT1-Protein wurde durch TCDD nicht so stark herun-
terreguliert wie das GLUT4-Protein, so dass der GLUT1 mdglicherweise den Ausfall der
GLUT4 kompensiert hat.
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Auch im Pankreasgewebe der TCDD-behandelten Meerschweinchen (0,03-1 pg/kg/KQG)
konnte eine Reduzierung der Glukoseaufnahme gezeigt werden. Untersuchtes Lebergewebe,
das die gleichen GLUT-Transporter wie das Pankreasgewebe besitzt, zeigte jedoch in der
gleichen Studie eine Zunahme der Glukoseaufnahme nach TCDD-Behandlung. Ebenfalls
eine Reduktion der Glukoseaufnahme im Pankreasgewebe von TCDD-behandelten Ratten
(1 ng/kg/KG) zeigten Novelli und Mitarbeiter [146]. Sie untersuchten auch die GLUT2-
Proteinmenge der Pankreaszellen, konnten aber keine signifikante Reduktion erkennen. In
den hier untersuchten MH1C1 wurde jedoch sowohl eine Abnahme der Glukoseinkorpora-
tion als auch eine Abnahme der GLUT-Proteinmenge, insbesondere des zelltypspezifischen
GLUT?2, festgestellt. Diese uneinheitlichen Ergebnisse konnten durch die verschiedenen ver-
wendeten TCDD-Konzentrationen oder unterschiedliche Kulturbedingungen (in vivo vs. in
vitro) bedingt sein oder auf einen zelltypspezifischen (Pankreas vs. Leber) TCDD-Effekt

schlieffen lassen.
5.3 Einfluss von TCDD auf die Proteinexpression und Lokalisation der GLUTs

Der erste Schritt im Glukosemetabolismus ist die Aufnahme von Glukose in die Zelle.
Dies geschieht, wie in 1.3.1 niher erldutert, durch zwei Arten von Transportern, den akti-
ven Transporter SGLT und die passiven Glukosetransporter (GLUT). Bei Ratten, Meer-
schweinchen und Ma&usen ist die Glukoseaufnahme im Fettgewebe und Pankreas durch
TCDD reduziert [46, 145]. Die Analyse der GLUT-Expression zeigt, dass bei GLUT4 die
mRNA-Menge und beim GLUT1 die Proteinmenge (um 40%) nach TCDD-Exposition ab-
nehmen [143]. Die Lipoproteinlipase- Aktivitét wird durch die verringerte, TCDD-vermittelte
Glukoseaufnahme herunterreguliert [47]. Die Lipoproteinlipase ist wichtig fiir die Speiche-
rung von Triglyceriden im Fettgewebe. Bei minnlichen Ratten der Linie Sprague-Dawley,
die fiir 2 oder 8 Tage mit 5-125mg/kg TCDD behandelt wurden, ist die Aktivitdt von
Schliisselenzymen der Glukoneogenese veréndert. Dabei ist die Aktivitdt der Glukose-6-
Phosphatase variabel und nicht dosisabhingig. Die Phosphoenol-Pyruvat-Carboxykinase
dagegen wies bereits nach 2 Tagen eine Aktivitdtsminderung auf. Die maximale Aktivi-
tatsminderung bei der hochsten TCDD-Dosierung betrug 56% zur Kontrolle. Die Pyruvat-
Carboxylase zeigte eine maximale Reduktion am achten Tag um 49% zur Kontrolle und
nur eine leichte Verringerung nach 2 Tagen [147]. Zusétzlich dazu weisen TCDD expo-
nierte pluripotente embryonale Karzinomazellen P19 eine Verdnderung der subzelluldren
Lage der GLUT auf [1]. Diese Ergebnisse implizieren, dass TCDD nicht nur die Expression
der GLUT beeinflusst, sondern auch die Prozessierung und den intrazelluldren Transport

dieser Proteine stort.
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5.3.1 GLUT1

GLUT1 kommt im Organismus ubiquitidr vor und stellt den basalen Glukosetransport fiir
die Zellen bereit. In dieser Arbeit war von Interesse, ob der GLUT auf TCDD reagiert und
wenn ja, in welcher Weise. In den Zelllinien MH1C1 und C2C12 konnte die Expression des
GLUT1 nachgewiesen werden. GLUT1 ist wihrend der Differenzierung der Muskelzelllinie
(C2C12 konstitutiv exprimiert. Die Proteinmenge von GLUT1 ist widhrend der C2C12-
Differenzierung konstant. Durch TCDD verringerte sich die GLUT1-Proteinmenge bei den
undifferenzierten Myoblasten und den Hepatomazellen MH1C1 um ca. 40%. Auch Liu
und Matsumura (1994) beschrieben fiir GLUT1 eine Verringerung der Proteinmenge in
Hirngewebe von TCDD-exponierten M#usen. Nach einer 40stiindigen Expositionsdauer
der Méuse mit 116mg/kg TCDD wurde eine 35%ige Verminderung von GLUT1-Protein
festgestellt [143]. In pluripotenten P19-Zellen kommt es ebenfalls zu einer Abnahme des
GLUT1-Proteins durch TCDD [1].Im Gegensatz zu Liu und Matsumura (1994) wurde bei
P19-Zellen auch eine Abnahme der mRNA um 30-60% gemessen [1]. Bei den differenzierten
C2C12 konnte in dieser Arbeit jedoch kein Effekt von TCDD auf die GLUT-Expression
erkannt werden. Dieser Befund iiberrascht, eine Erklirung dafiir konnte jedoch mit den
bisher durchgefithrten Experimenten nicht gefunden werden.

Neben der Menge des Glukosetransporterproteins ist seine Positionierung in der Zell-
membran entscheidend fiir die Glukoseaufnahme. Deshalb wurde auch die Lokalisation
von GLUT und eine mdégliche Lageverdnderung nach TCDD-Exposition mituntersucht.
Bei den Myoblasten konnte nach 25h eine beginnende und nach 5d eine deutliche Ver-
anderung der GLUT1-Lage gezeigt werden. Im Gegensatz zur normalen Anordnung, wo
GLUT1 sich hauptséchlich in der Plasmamembran befindet, ist GLUT1 nach TCDD ver-
mehrt zytoplasmatisch lokalisiert. GLUT1 ist in TCDD-exponierten Myoblasten stark re-
duziert nachweisbar. Dieses Ergebnis entspricht den Beobachtungen in P19-Zellen, wo eine
Lokalisationsstérung des GLUT1 als Folge von TCDD auftrat. Auch hier zeigten behan-
delte Zellen ein verstirktes zytoplasmatisches Signal und ein verringertes Signal in der
Plasmamembran [1].

Dass dieser Effekt nicht generell auftritt, sondern zelltypspezifisch ist, beweisen MH1C1-
Zellen. In diesen Zellen verblieb GLUT1 und GLUT2 in der Plasmamembran unabhingig

von einer TCDD-Exposition.
5.3.2 GLUT2
Obwohl der GLUT2 auf Proteinebene stark durch TCDD beeinflusst wird, konnte durch

Immunfluoreszenz keine Lokalisationsverdnderung in den Hepatomazellen bei diesem GLU'T
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festgestellt werden. Sowohl in den Kontrollen als auch in den behandelten Zellen lag der
GLUT2 hauptséchlich in der Plasmamembran und zu geringeren Teilen im Zytoplasma
vor. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen des GLUT1 und 4 bei den C2C12-Zellen.
Vergleichende Arbeiten zur Lokalisation von GLUT2 unter TCDD-Einfluss wurden in der
Literatur nicht gefunden. Es scheint demnach, dass TCDD bei den posttranslationalen
Prozessen einen zelltyp- oder GLUT-spezifischen Effekt hat.

GLUT?2 ist ein wichtiger Glukosetransporter fiir die Glukosehomoostase. Im Hinblick
auf die gesamtregulatorische Funktion kommt der Betrachtung des GLUT2 eine besondere
Bedeutung bei. Die GLUT2-Proteinmenge ist bei den Hepatomazellen durch TCDD signi-
fikant vermindert. Der Effekt ist nachhaltig und hélt iiber zehn Kulturtage bzw. mehrere
Zellpassagen an. Besonders ausgepragt war diese Verringerung am 5. und 7. Kulturtag.
Im Intestinum und im Pankreas von in vivo exponierten Ratten und Mausen konnte kei-
ne Reduktion des GLUT2-Proteins nachgewiesen werden [148, 146]. Diese abweichenden
Ergebnisse konnten ihre Ursache in unterschiedlichen Expositionszeiten oder in gewebespe-
zifischen Effekten haben. Weiterhin handelt es sich im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit
um in vivo-Studien, bei der die lokale TCDD-Konzentration auf die Organe sehr verschie-
den ausfallen kann. In MH1C1 wurde der zelltypspezifische Transporter stirker durch das
Dioxin beeinflusst als der ubiquitdr vorkommende GLUT1. Eine Herunterregulierung des
GLUT?2 scheint daher ein wichtiger Punkt in der TCDD-bedingten Stérung des Glukose-

metabolismus zu sein.
5.3.3 GLUT4

Der GLUT4 ist der zelltypspezifische Glukosetransporter im Fett- und Muskelgewebe. Er
reagiert sensibel auf Insulin. Bei niedrigen Plasmainsulinspiegeln liegt der GLUT4 haupt-
sdchlich im Zytosol in Vesikeln vor. Nach einem Insulinreiz tranzlozieren diese intrazel-
luliren GLUTs zur Plasmamembran und erlauben einen gesteigerten Glukosetransport in
die Zelle [110]. Stérungen in der Expression von GLUT4 stehen &hnlich wie bei GLUT2
im Zusammenhang mit einer Diabetes mellitus-Erkrankung. C2C12-Myoblasten weisen,
charakteristisch fiir Muskelzellen, sowohl im undifferenzierten als auch im differenzierten
Stadium eine GLUT4-Expression auf. Die Expression nimmt mit der Differenzierung der
Zellen zu Myotuben zu. Nach einer TCDD-Expostion verringerte sich die Proteinmen-
ge ab dem 5. Kulturtag kontinuierlich und hochsignifikant . In den differenzierten Zellen
zeigte TCDD diesen Effekt nicht. Warum dieser Effekt im differenzierten Zustand nicht
auftritt, kann bislang nur vermutet werden. Am wahrscheinlichsten ist ein Zusammenhang

mit Differenzierungsprozessen. Fiir eine Aussage dazu, miissten jedoch weitere Zeitpunk-

95



te untersucht werden. Die GLUT4-Verringerung in C2C12 durch TCDD entspricht der
Abnahme der GLUT4-Proteinmenge bei P19-Zellen (um 20%) [149]. Die Reduktion fallt
aber im Vergleich zu GLUT1 und 3 eher gering aus. Untersuchungen an M&usen, die eine
einzelne Dosis von 116 pg/kg TCDD bekommen haben, zeigten nach 40h eine Abnah-
me des GLUT4-Proteins im Fettgewebe um 40%. Hier wurde der GLUT4 stérker als der
GLUT1 von TCDD beeinflusst[143]. Dies entspricht auch den Ergebnissen dieser Arbeit.
Der GLUT4 wird in den C2C12 stérker durch TCDD reguliert als der GLUT1.

Nach diesem Befund und dem Wissen um eine Lageverdnderung von GLUT1 durch
TCDD wurde auch der GLUT4 beziiglich seiner Lokalisation untersucht. Er konnte in den
Kontrollen mittels Immunfluoreszenz sowohl in der Plasmamembran als auch im Zytoplas-
ma detektiert werden. Wie oben beschrieben fiithrt ein Insulinreiz zu einer Translokation
dieser Isoform von zytoplasmatischen Kompartimenten zur Plasmamembran. Untersuchun-
gen mit Insulin konnten an dieser Zelllinie leider nicht durchgefiihrt werden, da die Zelllinie
C2C12 insulinresistent ist [150, 151]. Bei den TCDD-behandelten Zellen konnte nach 25h
eine Lokalisationsstorung des GLUT4 nachgewiesen werden. Das Immunfluoreszenz-Signal
war nun nicht mehr in der Plasmamembran, sondern nur noch zellkernnah zu sehen. Die
Ergebnisse der subzelluldren Fraktionierung bekriftigen diese Aussage, weil der GLUT4
bei TCDD-behandelten C2C12 starker in der Zytosol- als in der Plasmamembranfraktion
vorhanden war. Dieser Effekt konnte durch Vorbehandlung der Zellen mit a-Naphtoflavon,
welches TCDD-Effekte iiber eine AhR-Blockade antagonisiert, inhibiert werden. Dies 14sst
die Schlussfolgerung zu, dass die Lokalisationsverdnderung des GLUT4 iiber den AhR
vermittelt wird. Auch in den pluripotenten P19-Zellen konnte unter TCDD-Einfluss eine
verdnderte Lage des GLUT4 festgestellt werden. Der GLUT4 kam bei ihnen nach TCDD-

Einwirkung im Zellkern und punktférmig im Zytoplasma vor.
5.4 Potentielle Mechanismen der TCDD-Effekte auf GLUT

Die Ursachen fiir eine veréinderte Lage der GLUT-Isoformen 1 und 4 kénnte durch einen
TCDD-Einfluss auf die Prozessierung dieser Proteine bedingt sein. Die Prozessierung der
Proteine geschieht im endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat der Zelle.
Im ER wird das GLUT-Protein so gefaltet, dass es schliellich mit 12 Helices die Plasma-
membran durchspannen kann. Auch die Glykosilierung mit einem Oligosaccharid am As-
paragin geschieht hier. An dieser Stelle konnte der nukledre Faktor kappa B (NF-kappaB)
eine Rolle spielen. Es handelt sich hierbei um einen Transkriptionsfaktor, der in allen Zell-
typen und Geweben vorkommt und ein weites Spektrum an Genen inklusive Cytochrome

P450 beeinflusst [152]. Er spielt eine zentrale Rolle bei zelluldrem Stress, der z. B durch
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UV-Strahlung, freie Radikale, bakterielle und virale Antigene, aber auch durch Schadstof-
fe wie TCDD ausgeltst werden kann. Ein moglicher Mechanismus dabei ist die indirekte
Regulierung iiber nukleére Rezeptoren wie AhR [152]|. Im Zusammenhang mit der Signal-
kaskade des NF-kappaB wurden ungefaltete und missgefaltete Proteine beschrieben, die
dann zur einer inflammatorischen Antwort in der Zelle fithren [153]. Dieser Mechnanismus
koénnte auch zu einer fehlerhaften Lokalisierung der GLUT-Proteine fiihren.

Vom ER wird das Protein in Vesikeln zur cis-Seite des Golgi-Apparates transportiert,
wo Modifikationen des Zuckerrestes vorgenommen werden. Danach schniiren sich Vesikel
von der trans-Seite des Golgi-Netzes ab und transportieren die Proteine zur Membran.
Fiir diesen Vesikeltransport sind sogenannte SNARE-Proteine wichtig. Sie kénnten eine
wichtige Zielgruppe fiir TCDD-induzierte Verdnderungen sein, wenn auch bislang noch
keine direkte Wirkung auf die SNARE-Proteine durch TCDD nachgewiesen werden konnte.

Weiterhin ist bekannt, dass der GLUT-Transport, insbesondere der insulinabhingige
GLUT4-Transport zur Plasmamembran, von einem funktionsfahigem Aktin- und Mikro-
tubuli-Netzwerk abhéngig ist. So zeigte eine Unterbrechung im Aktinzytoskelett in L6
Myotuben, 3T3-L1 Adipozyten und Adipozyten der Ratte eine Inhibierung der insulinver-
mittelten GLUT4-Translokation [154, 155, 156]. Auch eine Depolimerization der Mikrotu-
buli fithrte zu einer Umverteilung der zytoplasmatischen GLUT4-Speicher und einer St6-
rung des Vesikeltransportes in Adipozyten [157, 158, 159]. Auch das Zytoskelett kommt als
TCDD-Ziel daher mit hoher Wahrscheinlichkeit in Frage. Kurachi und Mitarbeiter fiihrten
eine generelle Analyse von Verdnderungen in der Genexpression an Leberzellen der Maus
durch TCDD durch. Die Genexpression in den Hepatozyten wurde 7 Tage nach der Be-
handlung mit einer oralen Einzeldosis von 20 ng/kg/KG TCDD untersucht. Von insgesamt
113067 untersuchten Genen wurden 346 Transkripte durch TCDD verdndert. Wie erwartet
waren darunter Gene, die Enzyme fiir Schadstoff-metabolisierende Enzyme und Enzyme
der zelluldren Stressantwort kodieren. Aber es waren auch Gene fiir Zytoskelett-verwandte
Proteine, Signaltransduktionsproteine und Plasmaproteine in ihrer Genexpression verin-

dert [160].
6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des Dioxins TCDD auf Glukoseaufnahme
und -transport in Myoblasten (Zelllinie C2C12) und in Hepatomazellen (MH1C1) wei-
ter aufzuklaren. Hintergrund fiir diese Untersuchungen war, dass eine TCDD-Vergiftung
zu einem pathologischen Gewichtsverlust beim Menschen fiihrt (sog. Wasting Syndrom,).

Als potentielle Mechanismen wurden Expression, Lokalisation und Prozessierung von Glu-
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kosetransportern (GLUT) und ihre Stérung durch TCDD untersucht. Frithere Versuche
aus unserer Arbeitsgruppe hatten némlich gezeigt, dass TCDD die Glukoseaufnahme in
embryonalen Karzinomazellen signifikant verringerte [1] und zu einer Abnahme der GLUT-
Proteinmenge und zu einer verénderten GLUT-Lokalisation gefiihrt hétten.

Beide Zelltypen verfiigen {iber ein spezifisches, fiir den Zelltyp charakteristisches Ex-
pressionsprofil der Glukosetransporter. Sowohl in C2C12 als auch in MH1C1 findet sich
GLUT1. Die C2C12 exprimieren auferdem den fiir Muskel- und Fettgewebe typischen
GLUT4. Wihrend der Differenzierung zu Myotuben nimmt die GLUT4-Expression zu
(mRNA, Protein). Die MHIC1 exprimieren neben GLUT1 noch den zelltypspezifischen
GLUT?2.

Beide Zelllinien reagieren auf TCDD mit der Aktivierung der AhR-Signalkaskade.
Der AhR ist ein ligand-aktivierter Transkriptionsfaktor und verantwortlich fiir die to-
xischen Wirkungen des TCDD. Der Nachweis der TCDD-Sensitivitdt wurde durch die
Transfektion der Zellen mit Reportergenkonstrukten (XRE-Luziferase) nach Bindung des
AhR/ARNT/TCDD-Komplexes gefiithrt. Die Zelltypen zeigten unterschiedlich hohe Luzi-
feraseaktivitidten, die C2C12 eine 110fache Induktion, die MH1C1 eine 6fache Induktion.
Verglichen mit embryonalen Stammzellen (Anstieg auf das 2,2fache) reagieren demnach
C2C12 und MH1C1 mit einer starken Genexpressionssteigerung auf TCDD.

Eine TCDD-Exposition fiihrte in beiden Zelltypen zur Verringerung der GLUT-Isoform-
en. Die Proteinmengen der GLUT-Isoformen wurden mittels Western Blot und anschlie-
Kender densitometrischer Auswertung bestimmt. In beiden Zelllinien sind die jeweiligen
zelltypspezifischen GLUT stérker durch TCDD reguliert als der GLUT1. In C2C12 zeig-
te der GLUT4 eine hochsignifikante kontinuierliche Abnahme ab dem 5.Kulturtag, der
GLUT?2 war sogar iiber die gesamte Kulturzeit signifikant verringert. Die Proteinmengen
in den differenzierten C2C12 blieb von TCDD unbeeinflusst. In MH1C1 nahm der GLUT2
stadienspezifisch ab.

Neben der verringerten Proteinmenge konnte auch eine Stérung der subzelluldren An-
ordnung der GLUTs als Folge einer TCDD-Exposition detektiert werden. In TCDD-be-
handelten C2C12-Zellen war der GLUT1 nicht in der Zellmembran sondern nur zytoplas-
matisch lokalisiert. Das Signal in der Plasmamembran war reduziert bis aufgehoben. Diese
Beobachtung konnte auch am GLUT4 gemacht werden. Hier zeigte sich die vermehrte
zytosolische Lage bereits deutlich nach 25h. Die Lokalisationsstérung konnte durch a-
Naphtoflavon inhibiert werden, was einen AhR-vermittelten TCDD-Effekt belegt. Auch in

den von Tonack untersuchten P19-Zellen zeigte sich nach TCDD-Behandlung eine verén-

o8



derte subzelluldre Lage von GLUT1 und 4 [149]. Sie beschrieb diesen Effekt als Erste an em-
bryonalen Stammzellen. In der vorliegenden Arbeit konnte nun nachgewiesen werden, dass
diese Lokalisationsverdnderung auch bei adulten Zellen vorkommt. Die TCDD-Wirkung
ist zelltypspezifisch, da solch eine Lageverinderung in den MH1C1 am GLUT2 trotz deut-
licher TCDD-induzierter Expressionsminderung an keinem der untersuchten Zeitpunkte
festgestellt werden konnte.

Die verringerte GLUT-Expression fithrt in MH1C1-Zellen zu einer reduzierten Glu-
koseaufnahmekapazitit. Fine verminderte Anzahl an GLUTs und eine verédnderte Loka-
lisation sind die wahrscheinlichen Ursachen dafiir. Es war jedoch iiberraschend, dass in
den Myoblasten C2C12, die sowohl eine GLUT-Proteinabnahme als auch eine verdnderte
GLUT-Lokalisation zeigten, keine verringerte Glukoseaufnahme gezeigt werden konnte. In
den MH1C1 wurde jedoch nach 3h TCDD-Inkubation eine signifikante Reduzierung der
Glukoseaufnahme festgestellt.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass TCDD in
den behandelten Zelllinien zu Verinderungen fiihrt, die eine Stérung der Glukoseaufnah-
me und -verwertung bedingen kénnen. Dabei greift TCDD in die Regulation der GLUT-
Proteinsynthese ein und fiihrt zur einer geringeren Menge an Glukosetransportern. Dies
limitiert die Aufnahme von Glukose in die Zelle, obwohl Glukose als Substrat ausreichend
vorliegt. Wichtig ist dabei, dass die TCDD-Wirkung zelltypabhingig ist, also sich zwischen
Glukose-verwertenden Zellen deutlich unterscheidet, wie der Vergleich zwischen Muskel-

und Leberzellen in der vorliegenden Arbeit belegt.
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7 Thesen

1.

Eine Ursache des nach Dioxin-Exposition beobachteten Wasting Syndroms ist die
Storung der Glukoseaufnahme in die Zelle. Ziel der Arbeit war es, mogliche Ursa-
chen in einem In-vitro-Model aufzukldren. Dazu wurden Zelllinien aus zwei fiir den
Glukosestoffwechsel besonders wichtigen Organen, aus Leber (MH1C1) und Mus-
kel (C2C12), ausgesucht und auf ihre GLUT-Expressionsmuster und Reaktion auf
2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) untersucht.

Bei Leberzellen der Zelllinie MH1C1 fiihrt TCDD zu einer Verringerung der Glukose-
aufnahme. Ursdchlich verantwortlich dafiir ist die Abnahme von GLUT1 und GLUT2
unter TCDD-Behandlung.

Die Proteinmenge des zelltypunspezifischen GLUT1 ist durch TCDD in C2C12- und
MH1C1-Zellen am 7. Kulturtag verringert. Auch in diesem Fall liegt die wahrschein-
lichste Ursache fiir die verminderte Glukoseaufnahme in der verminderten GLUT-
Expression. Die zelltypspezifischen Glukosetransporter GLUT2 und GLUT4 werden
durch TCDD zu fritheren Zeitpunkten und stérker als der ubiquitér-vorkommende

GLUT1 beeinflusst.

Als weitere Ursache fiir die verminderte Glukoseaufnahme erwies sich die Stérung der
subzelluldren Organisation und des Transportes der GLUTs in die Plasmamembran.
In den C2C12-Zellen werden sowohl GLUT1 als auch GLUT4 in ihrer Lokalisation
durch TCDD verdndert. Nach TCDD-Exposition kommen sie vermehrt im Zytoplas-

ma und vermindert in der Plasmamembran vor.

Der Mechanismus der TCDD-induzierten Lokalisationsstorungen der GLUTs ist AhR-
abhéngig. Die Inhibierung des AhR durch «-Naphtoflavon fiihrt zur Aufhebung der
TCDD-Wirkung und zu der in C2C12 normalen Lokalisation des GLUT4 in der Plas-
mamembran. Dies zeigt, dass der AhR direkt oder indirekt die Prozessierung und den

Transport der GLUTs beeinflusst.
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