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2. Einleitung

Der Embryo verfligt Uber eine hohe Kapazitat, sich kurzfristig an metabolische
Veranderungen, wie z.B. an einen Wechsel in der miutterlichen Erndhrung oder im
Hormonstatus, anzupassen. Sein Wachstum ist von auto-, parakrinen und endokrinen
Faktoren und der Verfligbarkeit von Nahrstoffen abhangig. Metabolische Veranderungen
wahrend der Embryonalentwicklung kénnen kompensiert werden oder in Adaptationen
des fetalen Organismus resultieren, die dauerhafte Umstellungen in der Morphologie,
Physiologie und im Metabolismus mit sich bringen und die Veranlagungen fiir bestimmte
Erkrankungen im spateren Leben schaffen (Mcmillen und Robinson 2005). Dieses

Phdanomen wird als metabolische Pragung (metabolic programming) bezeichnet.

Von Prof. David Barker und seinen Kollegen wurde bereits in den 1980er Jahren die
Hypothese aufgestellt, dass das Risiko fiir das spatere Auftreten chronischer
Erkrankungen nicht nur durch eine genetische Disposition und die Lebensfiihrung
beeinflusst wird, sondern auch (ber eine metabolische Pragung wahrend friher,
kritischer Entwicklungsphasen von Embryo, F6tus und Saugling (Barker und Osmond
1986; Barker 1990). Diese Hypothese von den entwicklungsbedingten Ursachen von
metabolische Erkrankungen im Erwachsenenalter (Developmental origin of health and
disease; DOHaD-Hypothese) wird inzwischen von einer Vielzahl an epidemiologischen
Beobachtungen und experimentellen Untersuchungen gestiitzt (Barker et al. 1993;
Mcmillen und Robinson 2005; Fleming et al. 2012). Eine bemerkenswerte Erkenntnis ist,
dass eine metabolische Programmierung sehr friih, bereits vor der Implantation des
Embryos, auftreten kann (Fleming et al. 2012). Bei Ratten fiihrt eine maternale
Proteinunterversorgung wahrend der Praimplantationsphase zu verandertem Wachstum
und zu erhéhtem systolischem Blutdruck bei den Nachkommen (Kwong et al. 2000). Auch
bei Mausen zeigt sich, dass eine maternale Unterversorgung mit Proteinen bei ansonsten
isokalorischer Diat wahrend dieses kurzen Zeitraums mit Veranderungen beim
postnatalen Phdnotyp einhergeht und unter anderem das Wachstum, das kardiovaskulare
System und das Verhalten der Tiere betrifft (Watkins et al. 2010b). Eine Infektion zum
Zeitpunkt der Befruchtung hat bei Ratten sowohl einen kurzfristigen Einfluss auf die

Blastozystenentwicklung als auch langfristige Auswirkungen auf das angeborene
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Immunsystem, das Verhalten und die Entwicklung einer Adipositas bei den erwachsenen

Nachkommen (Williams et al. 2011).

2.1 Embryonale Zellen und Zelldifferenzierung

Um die metabolische Pragung in den friihen Phasen der Embryonalentwicklung zu
untersuchen und nachzuvollziehen, bietet sich besonders gut die in vitro Differenzierung
embryonaler Zellen, insbesondere embryonaler Stammzellen, an.

Es gibt mehrere Arten von embryonalen Stammzellen (Abb.1): die pluripotenten
embryonalen Stammzellen (ESC), die pluripotenten embryonalen Keimzellen (EGC) sowie
die pluripotenten embryonalen Karzinomzellen (ECC). Inzwischen ist es auch gelungen,
murine pluripotente Stammzellen aus dem Epiblasten implantierter Embryonen zu
gewinnen, sogenannte Epiblast-Stammzellen (EpiSC) (Tesar et al. 2007). Die
Charakteristika von murinen embryonalen Stammzellen (mESC) kénnen wie folgt

zusammengefasst werden (Wobus 1997):

e mESC besitzen die Fahigkeit, sich in vivo wie auch in vitro in alle Zellen der drei
Keimblatter Entoderm, Ektoderm und Mesoderm zu differenzieren. Sie stammen
von pluripotenten Zellen aus Pra- oder Periimplantationsembryonen ab.

e Sje verfiigen Uber die Eigenschaften zur nahezu unbegrenzten Selbsterneuerung
und Proliferation (Smith 2001).

e Esliegt ein hohes Kern-Zytoplasma-Verhaltnis vor, und die Aktivitat der alkalischen
Phosphatase und Telomerase ist hoch (Jakel et al. 1983).

e Wichtige Marker fir undifferenzierte ESC sind der Pluripotenzmarker Oct-4
(Scholer et al. 1989), das Homeodomanenprotein Nanog (Chambers et al. 2003;
Mitsui et al. 2003) und das Stadien-spezifische embryonale Antigen SSEA-1 (Solter
und Knowles 1978).

e Die DNA ist hypomethyliert (Scholer et al. 1989) und die G1-Phasen im Zellzyklus
und die Generationszeiten sind im Vergleich zu differenzierten Zellen relativ kurz

(Rohwedel et al. 1996).

Embryonalen Zellen kdnnen durch standardisierte Kultivierungsmethoden in Derivate

aller drei Keimblatter differenziert werden. Embryonale Zellen kdénnen sich zu



Kardiomyozyten (Wobus et al. 1991; Maltsev et al. 1994), Chondrozyten (Kramer et al.
2000), hamatopoetische (Schmitt et al. 1991) und neuronale Zellen (Stribing et al. 1996),
Fett- (Dani et al. 1997), Epithel- (Bagutti et al. 1996) und Endothelzellen (Vittet et al.
1996) sowie in pankreatische (Schroeder et al. 2006), hepatische (Jones et al. 2002) und
Skelettmuskelzellen (Rohwedel et al. 1994) entwickeln. Um die Differenzierung zu
initileren, werden die embryonalen Zellen zur Bildung dreidimensionaler Aggregate
angeregt. Die kompakten Zellaggregate bezeichnet man als embryoid bodies (EBs) und sie
entstehen durch die Kultur ohne differenzierungshemmende Faktoren und/oder im
yhdangenden Tropfen”. Dabei exprimiert ein EB entwicklungsspezifische Gene und
Proteine und durchlduft verschiedene Stadien, die mit der Entwicklung im Embryo
vergleichbar sind. Zu Beginn ist die dullere Schicht des EBs endodermal, wahrend die
undifferenzierten Zellen im Inneren liegen. Nach ein paar Tagen entwickelt sich eine
ektodermale Schicht und es folgt eine Differenzierung in mesodermale Zellen (Wobus und
Boheler 2005). Dadurch sind EBs ein geeignetes Modell zur Untersuchung von
Differenzierungsprozessen auf zelluldarer Ebene in relativ kurzer Zeit (Rohwedel et al.
2001). Sie stellen auch eine gute Moglichkeit dar, um in vitro reproduktionsbiologische

Toxizitatsstudien durchzufiihren (Scholz et al. 1999; Rolletschek et al. 2004).
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Abb.1 Herkunft und Differenzierungspotential embryonaler Zellen der Maus (Wobus
und Boheler 2005). Embryonale Stammzellen (ESC) werden aus dem Embryoblasten, der
sogenannten inneren Zellmasse (ICM), von Mausblastozysten gewonnen. Embryonale
Karzinomzellen (ECC) stammen aus Teratokarzinomen, die durch die Transplantation embryonaler
Zellen in extrauterines Gewebe entstanden sind. Embryonale Epiblastzellen (EpiSC) werden aus
dem Epiblasten von Embryonen am Tag 5,5 isoliert. Embryonale Keimzellen (EGC) leiten sich aus
den primordialen Keimzellen (PGC) ab, welche aus der Genitalleiste von Embryonen isoliert
werden. Durch die in vitro Differenzierung von ESC und ECC im embryoid body entstehen Zellen
aller drei Keimblatter.




2.1.1 Adipogene Differenzierung von embryonalen Stammzellen in vitro

Adipozyten entwickeln sich wie auch Chondrozyten, Osteozyten und Myozyten aus
multipotenten mesenchymalen Stammzellen (Gesta et al. 2007). Dabei geht man bei der
Adipogenese von zwei Phasen der Differenzierung aus: Der erste Teil fihrt von
multipotenten Stammzellen zu Praadipozyten (commitment phase), wahrend man bei der
darauffolgenden Reifung vom Prdadipozyten zum adulten Adipozyten von terminaler
Differenzierung spricht (Cristancho und Lazar 2011; Otto und Lane 2005). Bei den
molekularen Ablaufen gelten der peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy)
und Mitglieder der CCAAT enhancer-binding protein (C/EBP)—Familie, allen voran das
C/EBPa, als Schlisselmolekiile der Adipogenese (Farmer 2006; Rosen und MacDougald
2006). C/EBPB und C/EBPS aktivieren PPARy am Anfang der terminalen Differenzierung.
Im weiteren Verlauf halt C/EBPa die PPARy-Expression liber einen positiven feedback-
Mechanismus aufrecht (Rosen und Spiegelman 2006). PPARYy ist der sogenannte master
regulator, da in Abwesenheit von PPARy C/EBPa nicht in der Lage ist, die adipogene
Differenzierung auszulésen (Rosen et al. 2002). Auf der anderen Seite kdnnen Zellen,
denen C/EBPa fehlt, sich zu Adipozyten entwickeln, auch wenn diese insulinresistent sind
(El-Jack et al. 1999; Wu et al. 1999).

Die in dieser Arbeit verwendete embryonale Stammzelllinie CGR8 wurde 1994 von Prof.
Austin Smith aus Embryonen des Mausstammes 129 etabliert (Mountford et al. 1994). Die
Zelllinie ist in der Lage, in Adipozyten zu differenzieren. In murinen ESZ werden alle
stammzellspezifischen Charakteristika von dem Zytokin leukaemia inhibitory factor (LIF)
aufrechterhalten. Eine Entfernung von LIF fiihrt zur sofortigen Differenzierung der Zellen
(Hirai et al. 2011). Durch die routinemaRige Zugabe von LIF kdnnen mESC ohne eine
Kokultur mit embryonalen Fibroblasten (feeder layer) kultiviert werden. Eine EB-
Formation der murinen CGR8-ESC sowie eine kurzzeitige Behandlung der EBs mit
Retinsdure, eine anschlielende Plattierung auf Gelatine-beschichteten Schalen und eine
Kultur in Anwesenheit von Insulin und Trijodthyronin (Ts) flhrt zu reifen Adipozyten im EB
outgrowth innerhalb von 21 Tagen (Dani et al. 1997)(Abb.2). In diesen mESC-Adipozyten
wurden eine hohe Expression von Adipozyten-spezifischen Genen sowie lipogene und
lipolytische Aktivitaten nachgewiesen (Dani et al. 1997; Billon und Dani 2011). Dabei
zeigen neuere Studien, dass mesenchymale Stammzellen und Adipozyten, die aus
Retinsdure-behandelten EBs entstanden sind, von Vorlauferzellen der Neuralleiste
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abstammen und von daher neuroektodermale Derivate sind (Billon et al. 2007; Takashima
et al. 2007).

Da nach einer spontanen Differenzierung die Anzahl spezifisch terminal differenzierter
Zellen sehr gering ist, ist die Zugabe von Differenzierungsfaktoren notwendig. Durch die
Zugabe von klassischen proadipogenen Faktoren tauchen in 70-80% der EBs grole
Adipozytenansammlungen auf (Dani et al. 1997). In einer in vitro Differenzierung wirken
Uber eine intrazellulare  Erhohung des  zyklischen

diese  Stimuli u.a.

Adenosinmonophosphats (cCAMP) durch cAMP-Agonisten (Elks et al. 1983). Insulin (Chang
und Polakis 1978) und Glukokortikoide (Asada et al. 2011) besitzen eine proadipogene

Wirkung und auch direkte PPARy-Agonisten, wie antidiabetisch wirkende

Thiazolidindione, fordern die terminale Adipozytenentwicklung (Tang et al. 2011).
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Abb.2 Schematische Darstellung des adipogenen Differenzierungsprotokolls der

embryonalen Stammzelllinie CGR8 (d = Tage; EB = embryoid body; T;=Trijodthyronin)



2.1.2 Kardiomyogene Differenzierung von embryonalen Karzinomzellen in vitro

Das Herz-Kreislauf-System ist das erste funktionsfahige Organsystem des jungen Feten.
Aus dem kardiogenen Mesoderm entwickelt sich eine hufeisenférmige kardiogene Zone,
aus der der primitive Herzschlauch hervorgeht. Durch komplexe Faltungen und
Schleifenbildungen entwickeln sich die Binnenrdume des Herzens (vgl. Lehrblicher der
Embryologie). Die weitere Herzentwicklung ist durch die Migration von Zellen der
Neuralleiste, die Formierung von Herzklappen und Septen und durch die Entstehung des
Erregungsleitungssystems und des Epikards charakterisiert (Harvey 2002). Dabei wird die
Kardiomyogenese von einer Vielzahl an Transkriptionsfaktoren und extrazelluldren
Signalen induziert und reguliert. In mesodermalen Vorlauferzellen fiihrt die Expression
von Brachyury, mesoderm posterior 1, GATA-binding protein 4, homeobox protein Nkx2.5
und Is/1 transcription factor zu Zellen der kardiogenen Linie (Masino et al. 2004; Laugwitz
et al. 2008; Fuchs et al. 2011). Die Expression von Desmin fordert hierbei die Bildung von
sich rhythmisch kontrahierenden Herzmuskelzellen Gber eine Hochregulation der Gene
Brachyury und Nkx2.5 (Hofner et al. 2007).

Kardiomyozyten sind wie Skelettmuskelzellen und glatte Muskelzellen mesodermalen
Ursprungs, nehmen aber histologisch und funktionell eine Sonderstellung ein. Sie sind
Uberwiegend mononuklear und zeigen einen verzweigten zellularen Gewebeaufbau, der
Uiber mechanische Haftkontakte und lGber gap junctions vermittelt wird. Das Herz besitzt
ein autonomes Reizbildungs- und Erregungsleitungssystem, welches aus modifizierten
Kardiomyozyten besteht (Lillmann-Rauch 2003).

Die permanente ES-Zelllinie P19 wurde 1982 etabliert (McBurney und Rogers 1982). Daflir
wurden embryonale Karzinomzellen aus einem Teratokarzinom gewonnen, das durch
eine Injektion von embryonalen Zellen in extrauterine Gewebe entstanden war (Martin
und Evans 1975). Die embryonalen Karzinomzellen der Linie P19 kénnen ohne feeder
layer embryonaler Maus-Fibroblasten  kultiviert werden. Unter geeigneten
Kulturbedingungen differenzieren embryonale P19-Zellen zu spontan pulsierenden
Kardiomyozyten (McBurney 1993; Maltsev et al. 1994). Eine Exposition der P19-EC-Zellen
mit Dimethylsulfoxid (DMSO) wahrend der EB-Formation fihrt zur Ausbildung von
Zentren mit spontan und synchron pulsierenden Kardiomyozyten, sog. schlagende
Zentren/beating cluster (Abb.3). Die kontrahierenden Kardiomyozyten weisen
biochemische und physiologische Eigenschaften ihrer embryonalen Aquivalente auf und
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zeigen typische Charakteristika von frilhen und vollstindig differenzierten

Herzmuskelzellen (Skerjanc 1999; Fijnvandraat et al. 2003).

Unterschiedliche Glukosekonzentrationen
5mM - 25mM - 40mM - 100mM

l Standardglukosekonzentration = 25mM

Determinierung Terminale Differenzierung

[ Undifferenziertes Wachstum ” EB-Formation ] [EB-Wachstum][ EB-Plattierung und Wachstum
od 5d 7d 12d 27d

1% DMSO

Abb.3 Schematische Darstellung des kardiomyogenen Differenzierungsprotokolls der
embryonalen Karzinomzellenlinie P19 (d = Tage; EB = embryoid body; DMSO =
Dimethylsulfoxid)

2.2 Mechanismen der Pragung embryonaler Zellen

Epigenetische Veranderungen sind ein potentieller Mechanismus fiir die embryonale
Pragung. Sie konnen, einmal erworben, zu langfristigen Veranderungen in der
Genexpression beitragen, die z.B. eine Pradisposition fir Erkrankungen im
Erwachsenenalter schaffen (Jirtle und Skinner 2007).

Als epigenetische Modifikationen bezeichnet man stabile vererbbare Anderungen in der
Genaktivitat. Sie umfassen die Weitergabe von Eigenschaften auf die Nachkommen, die
nicht auf Abweichungen in der DNA-Nukleotidsequenz zurickzufihren sind.
Veranderungen dieser Art werden durch nichtkodierende RNA-Molekiile, Methylierung
der DNA und durch Histonmodifizierungen vermittelt (Moshe 2009).

Die am besten charakterisierte epigenetische Modifikation ist die Methylierung der DNA.
Eine Methylierung der DNA erfolgt klassischerweise an der Position 5 der Base Cytosin in
Cytosin- und Guanin-reichen Regionen (CpG-Inseln). Eine Methylierung von CpG-Inseln im
Promotorbereich eines Gens hemmt die Genexpression (Bernstein et al. 2007).
Bemerkenswerterweise ist die Methylierung der DNA von der mitterlichen Erndhrung
abhédngig und hat damit auch Auswirkungen auf den adulten Phdnotyp (Waterland und
Jirtle 2003; Sinclair et al. 2007). Bei Schafen, die vor der Befruchtung und wahrend der
frihen Embryonalentwicklung eine Didt mit einem reduzierten Gehalt an B-Vitaminen
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erhielten, waren die mannlichen Nachkommen dicker und schwerer und hatten einen

veranderten DNA-Methylierungsstatus in der fetalen Leber (Sinclair et al. 2007).

Ein weiterer epigenetischer Mechanismus ist die Modifikation von Histonproteinen. Im
eukaryotischen Nukleus liegt die DNA im Komplex mit Histonen vor und bildet das
Chromatin. Posttranslationale Verdanderungen der Histone flihren zu Verdanderungen der
Chromatinstruktur und der Genexpression. Modifikationen werden an den N- und C-
terminalen Enden der Histonproteine gefunden. Sie umfassen die Prozesse der
Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und ADP-Ribosylierung,
welche dann den dynamischen Wechsel zwischen dem transkriptionell aktiven oder
inaktiven Zustand des Chromatins bestimmen (Jenuwein und Allis 2001). Die Wirkung
dieser Modifikationen erfolgt zum einen {iber die direkte Beeinflussung der
Wechselwirkungen mit der negativ geladenen DNA. Zum anderen erfolgt eine Erkennung
bestimmter Histonmodifikations-Muster durch Proteine, die wiederum spezifische
nachgeschaltete Effekte hervorrufen. Dieser Mechanismus wird unter dem Begriff
»Histon-Code” zusammengefasst (Strahl und Allis 2000). Diese Prozesse kdnnen auch
durch die Erndhrung in der Schwangerschaft beeinflusst werden (Delage und Dashwood
2008; Guerrero-Bosagna und Skinner 2011), wie folgende Beispiele zeigen: Eine
cholinreiche Diat der Mutter zwischen Tag 11 bis 17 der Schwangerschaft erhoht bei
Ratten die Methylierung an dem Histon H3 (H3K9me2 und H3K27me3) in der fetalen
Leber und im Gehirn, was wiederum zur Bildung von transkriptionell inaktivem
Heterochromatin fihrt (Davison et al. 2009). Ein Proteinmangel wahrend der
Schwangerschaft resultiert bei weiblichen Ratten in vermehrten Acetylierungen und
Methylierungen der Histone H3 und H4. Diese Veranderungen treten im Skelettmuskel
innerhalb der Promotorregion des Glukosetransporters 4 auf (Zheng et al. 2011). Eine
Erndhrung mit einem erhohten Fettanteil (35% der Kalorien stammen aus Fett) wahrend
der Schwangerschaft fihrt bei Japanmakaken zu einer Hyperacetylierung der Histone
H3K14, H3K9 und H3K18 sowie einem Anstieg der hepatischen Triglyzeride in der fetalen
Leber der Nachkommen (Raychaudhuri et al. 2008).

Nichtkodierende RNA-Molekiile, zu denen microRNAs (miRNAs) zdhlen, spielen ebenfalls
eine wichtige Rolle bei der epigenetischen Kontrolle der Genexpression (Guil und Esteller

2009). Sie sind sowohl in die Methylierung der DNA involviert als auch in die Modifikation
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von Histonen. Mduse, denen ein essentielles Enzym der miRNA-Biogenese, Dicer, fehlt
(siehe 1.2.1), zeigen eine verringerte DNA-Methylierung (Benetti et al. 2008). Auch die
posttranskriptionelle Regulation von chromatinmodifizierenden Enzymen obliegt der
miRNA-Kontrolle (Guil und Esteller 2009). Unterschiede im fetalen Wachstum sind mit
Veranderungen in der plazentaren miRNA-Expression assoziiert und lassen auch hier
einen Zusammenhang zwischen miRNA-Expression und pranataler Pragung von

Erkrankungen im Erwachsenenalter erkennen (Maccani et al. 2011).

2.2.1. Funktion und Biogenese von microRNAs

MicroRNAs (miRs/miRNAs) sind einzelstrangige, nicht kodierende RNA-Molekiile mit einer
Lange von 21-23 Nukleotiden, die eine wichtige Rolle bei der posttranskriptionellen
Genexpressionsregulation spielen. Die Bindung von miRs an eine Ziel-mRNA fihrt zur
mRNA-Degradation oder zur Translationshemmung. MiRs wurden zuerst im Jahr 1993 in
der Nematode Caenorhabditis elegans beschrieben (Lee et al. 1993). Seither wird immer
mehr Uber ihre Bedeutung als wichtige Regulatoren in verschiedenen biologischen
Prozessen bekannt. MiRs sind zwischen den Spezies hochkonserviert. Momentan sind
1424 humane miRNAs bekannt (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_summary.pl?org=hsa; miRBase Version 17) (Kozomara und Griffiths-Jones
2011). Es wird vermutet, dass tGiber 60% der menschlichen Gene durch eine oder mehrere
miRNAs reguliert werden kénnen (Friedman et al. 2009).

MiRs werden gewebs- und entwicklungsspezifisch exprimiert und ihre Sequenzabschnitte
sind in nicht kodierenden DNA-Bereichen lokalisiert. Ein Teil der miRNAs liegt als Gruppen
vor und werden gemeinsam transkribiert. Die Transkription dieser miRs erfolgt
hauptsachlich Gber die RNA-Polymerase Il, wobei zuerst ein Primartranskript, die
sogenannten primary miRs (pri-miRs), entstehen (Lee et al. 2004). Pri-miRs besitzen eine
Lange von ca. 500 - 3000 Nukleotiden, sind am 3‘-Ende polyadenyliert und haben ein 3-
Methylguanosin-Cap am 5‘-Ende. Sie werden von dem Mikroprozessor-Komplex, dessen
katalytische Untereinheit aus den Proteinen Drohsa und DGCR8 besteht, erkannt
(Gregory et al. 2004). Andere miRs wiederrum stammen aus Introns von mRNA-
kodierenden Regionen (Rodriguez et al. 2004). Diese sogenannten ,mirtons” werden nach

dem SpleiRen unabhdngig von Drosha autonom prozessiert (Okamura et al. 2007). Die
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durch die Prozessierung entstandenen precursor miRs (pre-miRs) sind nur noch ca. 70
Nukleotide lang und bilden eine charakteristische Haarnadelstruktur (Gregory et al. 2004).
Alle pre-miRs werden, unabhangig von der Art ihrer Entstehung, aktiv ins Zytoplasma
geschleust. Dort wird aus einer pre-miR mithilfe eines weiteren Enzyms, Dicer, ein
doppelstrangiger RNA-Duplex gebildet (Hutvagner et al. 2001). Nach Inkorporation in den
»RNA-induced silencing complex” (RISC) wird zuerst der Doppelstrang entwunden. Es
entstehen ein reifer miRNA-Strang und ein Gegenstrang, welcher schnell abgebaut wird
und in den meisten Fallen keine regulatorische Funktion hat (Khvorova et al. 2003).
Vermittelt Gber den RISC-Komplex, kann die miRNA auf zwei Wegen modulatorisch
wirken: Je nach Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA und in Abhangigkeit von
RNA-bindenden Proteinen wird bei perfekter Basenpaarung die mRNA degradiert,
ansonsten wird die mRNA-Translation unterdrickt. Neuere Untersuchungen haben
gezeigt, dass dabei die mRNA-Degradation den groReren Anteil an der Kontrolle der

Proteinexpression hat (Guo et al. 2010).

2.2.2. MicroRNAs in embryonalen Stammzellen und Adipozyten

In embryonalen Stammzellen (ESC) sind miRNAs flr die Aufrechterhaltung der Pluripotenz
und ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung notwendig (Marson et al. 2008; Judson et al.
2009). ESC, denen essentielle Enzyme der miRNA-Biogenese, Dicer und DCGRS, fehlen
(siehe 1.3.1), sind in der Differenzierung wie auch in der Proliferation gestort
(Kanellopoulou et al. 2005; Murchison et al. 2005; Wang et al. 2007). In Stammzellen
macht das stammzellspezifische miR-290 Cluster mit Gber 70% den gréRten Anteil dieser
miRNAs aus (Marson et al. 2008). Ein Zielgen des miR-290 Clusters ist die NF-kB
Untereinheit p65. Durch die miRNA-vermittelte Translationsreprimierung von p65 wird
die Pluripotenz der ESC aufrechterhalten und die Differenzierung gehemmt (Liningschroér
et al. 2012).

Zusatzlich zu den stammzellspezifischen miRNAs wurden miRNAs identifiziert, die in die
Regulation der Zelldeterminierung eingreifen (lvey et al. 2008; Stefani und Slack 2008).
Aktuelle Studien zeigen, dass miRNAs auch fiir die erfolgreiche Differenzierung von
Adipozyten verantwortlich sein kdnnen und wichtige Transkriptionsfaktoren wahrend der
Adipogenese regulieren (Alexander et al. 2011; Romao et al. 2011). Dabei greifen miRNAs
bei allen Differenzierungsschritten ein und kénnen, vermittelt Gber ihre Zielgene, sowohl
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einen proadipogenen als auch einen antiadipogenen Effekt aufweisen (Xie et al. 2009).

Ein Uberblick (iber experimentell validierte adipogene miRNAs gibt Tabelle 1.
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Tab.1 Ubersicht bekannter, an der Regulation der Adipogenese beteiligter, microRNAs.
mMiRNA/miR: microRNA; HMGA2: high-mobility group AT-hook 2; PPARa/y: peroxisome
proliferator-activated receptor a/y; ERK: extracellular signal regulated kinase; EID 1: adenovirus
early region 1-A-like inhibitor of differentiation 1; KLF: KrUppel-like factor; PAI-1: Plasminogen

activator inhibitor-1; ALK2: Activin A receptor type 1; RUNX2: Runt-related transcription factor 2

Modell

Zielgen

Wirkung in

der

Adipogenese

miR 17-92 Murine Praadipozyten Rb2/p130 proadipogen (Wang et al. 2008)
miR-let-7 Murine Praadipozyten HMGA?2 antiadipogen (Sun et al. 2009)
miR-27a/b Murine Praadipozyten PPARy antiadipogen (Lin et al. 2009)
miR-448 Murine Praadipozyten KLF5 antiadipogen (Kinoshita et al.
2010)
miR-375 Murine Praadipozyten ERK1/2 proadipogen (Ling et al. 2011)
miR-143 Humane Praadipozyten ERKS proadipogen  (Esau et al. 2004)
miR-130 Humane Praadipozyten PPARy antiadipogen (Lee et al. 2011)
miR-519d Humane Praadipozyten PPARa proadipogen (Martinelli et al.
2010)
miR-138 Humane mesenchymale EID1 antiadipogen  (Yangetal. 2011)
Stammzellen
miR-27b Humane mesenchymale PPARy antiadipogen (Karbiener et al.
Stammzellen 2009)
miR-30c Humane mesenchymale PAI-1; proadipogen (Karbiener et al.
Stammzellen ALK2 2011)
miR-30a Humane mesenchymale RUNX2 proadipogen (Zaragosi et al.
miR-30d Stammzellen 2011)
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Alle diese Studien weisen auf die wichtige Rolle von miRNAs in der
Stammezelldifferenzierung und Adipozytenreifung hin.

In dieser Arbeit wurde die adipogene Differenzierung von embryonalen Stammzellen der
Linie CGR8 genutzt, um die komplexe miRNA-Regulation in einem Modell, das alle
Differenzierungsschritte umfasst, naher zu charakterisieren. Zusatzlich wurde der Einfluss
einer kurzzeitigen Glukoseexposition auf die miRNA-Regulation untersucht (Knelangen et

al. 2011).
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3. Zielstellungen der Arbeit

Die Stammzelldifferenzierung in vitro erlaubt die Aufklarung kausaler Beziehungen
zwischen definierten Entwicklungsbedingungen und deren langfristige Auswirkungen in
einem hochstandardisierten Experimentalmodell. In diesem Zellmodell wurde die Frage
nach dem Einfluss einer metabolischen Programmierung in der Embryonalentwicklung auf
die Entstehung von Zivilisationskrankheiten wie Diabetes mellitus und Adipositas gestellt

und experimentell nachgeahmt. Folgende Fragen galt es dabei zu beantworten:

o Welche Phase der Differenzierung ist fir eine metabolische Dysregulation
empfindlich und ab wann manifestieren sich Stérungen wdhrend der weiteren
Entwicklung?

o Welche Rolle spielt Glukose als wichtiger Metabolit und als Energiesubstrat?

o Welche entwicklungsspezifischen Ursachen und Wirkmechanismen einer
langerfristigen metabolischen Veranderung kénnen erkannt und weiter untersucht

werden?

Um die Fragen zu beantworten, wurden zwei embryonale Zellsysteme genutzt: die in vitro

Differenzierung von P19-ECC zu Kardiomyozyten und von CGR8-ESC zu Adipozyten.

Die Experimente und Ergebnisse zur kardiomyogenen Zelldifferenzierung sind in der
Publikation “Short-time glucose exposure of embryonic carcinoma cells impairs their
function as terminally differentiated cardiomyocytes” beschrieben (Knelangen et al.
2012). Die Resultate zur adipogenen Differenzierung von CGR8-ESC werden im

Ergebnisteil dieser Arbeit dargestellt (siehe 5.1).

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit war es, das globale miRNA-Expressionsmuster

wahrend der Adipogenese zu charakterisieren. Im Einzelnen wurden dazu folgende

Fragen gestellt:

o Welche miRNA wird zu welchem Zeitpunkt wahrend der adipogenen Differenzierung
exprimiert?

o Welche miRNAs sind kennzeichnend fiir embryonale Stammzellen?

o Welche spezifischen miRNAs regulieren bestimmte Differenzierungsphasen und was

sind ihre potentiellen Zielgene?
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o Gibt es miRNAs, die mitverantwortlich fur die von uns gefunden metabolische
Pragung embryonaler Zellen durch Glukose sind?

Die erzielten Ergebnisse sind in der Publikation ,,MicroRNA expression profile during

adipogenic differentiation in mouse embryonic stem cells” zusammengefasst und

diskutiert (Knelangen et al. 2011).

Die fur diese Untersuchungen verwendete adipogene Differenzierung der murinen
embryonalen Stammzelllinie CGR8 (Dani et al. 1997) rekapituliert alle Schritte der
Adipogenese und ist besonders gut fiir die Analyse der ersten Differenzierungsstufen
geeignet. Trotz der Zugabe proadipogener Faktoren (siehe 1.2.1) ist die adipogene
Differenzierungseffizienz insgesamt aber variabel und macht nur einen geringen
Prozentsatz aus. Am Ende der Differenzierung ist die erhaltene Zellpopulation heterogen.
Die zuverldssige Trennung von terminal differenzierten Zellen (in diesem Falle
Adipozyten) ist somit ein kritischer Punkt bei Differenzierungsmodellen von Stammzellen.
Bis jetzt sind keine adipozytenspezifische Oberflaichen-Antikorper fir die
Durchflusszytometrie (fluorescent activated cell sorting; FACS) bekannt. Ein Ziel dieser
Arbeit war es, eine Methode zu etablieren, mit der man innerhalb der CGR8-Zellkultur
terminal differenzierte Adipozyten von undifferenzierten Zellen unterscheiden kann. Die
im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode wird in der Publikation , A simple method

to sort ESC-derived adipocytes” beschrieben (Schadlich et al. 2010).

In der Arbeit “Endocrine disrupting chemicals affect the adipogenic differentiation of
mesenchymal stem cells in distinct ontogenetic windows" wurden das Zellsystem und die
2010 beschriebene Adipozytenseparation zur Bewertung der Embryotoxizitdt von

Umweltchemikalien erfolgreich eingesetzt (Biemann et al. 2012).
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Short-time glucose exposure of embryonic carcinoma

cells impairs their function as terminally differentiated cardiomyocytes.

Julia Knelangen, Randy Kurz, Undraga Schagdarsurengin, Bernd Fischer und Anne
Navarrete Santos (2012)
Biochemical and Biophysical Research Communications 420: 230-235

DOI:10.1016/j.bbrc.2012.02.105 http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2012.02.105

Online-Version via www.journals.elsevier.com/biochemical-and-biophysical-research-

communications/

Abstract

The fetal and postnatal phenotype is influenced by developmental conditions experienced
prenatally. Among prenatal development metabolic factors are of particular importance as they
are supposed to predispose for pathophysiological alterations later in life and to pioneer
functional impairment in senescence (metabolic programming). Till now the mechanisms of
metabolic programming are not well understood. We have investigated various concentrations of
glucose during differentiation of pluripotent P19 embryonic carcinoma cells (ECC) into
cardiomyocytes. Undifferentiated P19 cells were exposed to 5mM (low), 25 mM (control), 40 mM
or 100mM (high) glucose for 48 h during embryoid body (EB) formation, followed by plating and
differentiation into cardiomyocytes in vitro with standard glucose supplementation (25 mM) for
10-15 days. The amount of cardiac clusters, the frequency of spontaneous beatings as well as the
expression of metabolic and cardiac marker genes and their promoter methylation were
measured. We observed a metabolic programming effect of glucose during cardiac
differentiation. Whereas the number of beating clusters and the expression of the cardiac marker
alpha myosin heavy chain (a-MHC) were comparable in all groups, the frequencies of beating
clusters were significantly higher in the high glucose group compared to low glucose. However,
neither the insulin receptor (IR) or insulin like growth factor 1 receptor (IGF1R) nor the metabolic
gene glucose transporter 4 (GLUT4) were influenced in RNA expression or in promoter
methylation. Our data indicate that a short time glucose stress during embryonic cell

determination leads to lasting effects in terminally differentiated cell function.
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MicroRNA expression profile during

adipogenic differentiation in mouse embryonic stem cells.

Julia Knelangen, Mark van der Hoek, Wee-Ching Kong, Julie Owens, Bernd Fischer
und Anne Navarrete Santos (2011)
Physiological Genomics 43(10): 611-620.

DOI: 10.1152/physiolgenomics.00116.2010 http://dx.doi.org/10.1152/physiolgenomics.
00116.2010

Online-Version via http://physiolgenomics.physiology.org/

Abstract

Pluripotent embryonic stem cells (ESC) have the potential to differentiate into any cell type of the
three germ layers. Differentiation processes depend on genetic and epigenetic factors. The
guidance of cell fate determination by microRNAs (miRs) seems important for embryonic
development and cell lineage decisions. MiRs are short, single-stranded, noncoding RNA
molecules that regulate through posttranscriptional modulation, a subset of target genes involved
in cell differentiation and specific cell function. We have used microarray profiling of miRs in the
mouse embryonic stem cell line CGR8. Comparison of the miR profiles of undifferentiated stem
cells with mesodermal progenitors cells (day 5), preadipocytes (day 10), and adipocytes (day 21)
showed that the expression level of 129 miRs changed (twofold) during adipogenic differentiation.
We identified 10 clusters of differentially expressed miRs, which contain putative markers and
regulators of mesodermal differentiation and cell fate determination into adipocytes. Notably, the
adipocyte-specific miRs 143 and 103 were upregulated from day 10 onward. We have therefore
demonstrated and characterized the dynamic profile of miR expression during murine adipogenic
differentiation in vitro, including the initial differentiation from ESC via mesenchymal progenitors
up to adipocytes. Our findings and experimental approach provide a suitable system to directly

interrogate the role of miRs during adipogenic differentiation of embryonic stem cells.
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A simple method to sort ESC-derived

Adipocytes.

Kristina Schadlich und Julia Knelangen, Alexander Navarrete Santos, Bernd Fischer
und Anne Navarrete Santos (2010).
Cytometry A 77(10): 990-995.

DOI: 10.1002/cyt0.a.20953 http://dx.doi.org/10.1002/cyt0.a.20953

Online-Version via http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/%28ISSN%291552-

4930

Abstract

Because of the increasing incidence of worldwide obesity, cell culture models which enable the
study of adipose tissue development are of particular importance. The murine embryonic stem
cell (ESC) line CGRS differentiates into adipocytes with a differentiation efficiency of up to 15%. A
critical step for the analysis of stem cell-derived adipogenesis is the reliable separation of
adipocytes. Here we report on how to (i) gently separate the cells of embryoid bodies (EBs) and
(ii) identify and sort adipocytes from the rest of the heterogeneous cell mixture. Up to the
present, no adipocyte specific surface marker is known for fluorescence activated cell sorting
(FACS). After separation we employed two independently existing FACS methods for adipocyte
cell sorting. These methods are based on Nile red staining and granularity. For stem cell-derived
adipocytes only the combination of both methods led to a reliable, efficient, and highly
reproducible FACS analysis, as shown by the presence and absence of adipocyte specific markers

in positively and negatively sorted cells.

23


http://dx.doi.org/10.1002/cyto.a.20953
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/%28ISSN%291552-4930
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/%28ISSN%291552-4930

Endocrine disrupting chemicals affect the adipogenic

differentiation of mesenchymal stem cells in distinct ontogenetic windows.

Ronald Biemann und Anne Navarrete Santos, Alexander Navarrete Santos,
Dagmar Riemann, Julia Knelangen, Matthias Bliher, Holger Koch und Bernd
Fischer (2012)

Biochemical and Biophysical Research Communications 417(2): 747-752.

DOI: 10.1016/j.bbrc.2011.12.028 http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2011.12.028

Online-Version via www.journals.elsevier.com/biochemical-and-biophysical-research-

communications/

Abstract

Endocrine disrupting chemicals (EDC) like bisphenol A (BPA), bis(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP)
and tributyltin (TBT) are ubiquitously present in the environment and in human tissues. They bind
to nuclear hormone receptors and affect cellular and developmental processes. In this study, we
show that BPA, DEHP and TBT affect the adipogenic differentiation of murine mesenchymal stem
cells (MSC, C3H/10T1/2) in a concentration-, stage- and compound-specific manner. C3H/10T1/2
cells and embryonic stem cells (CGR8) were exposed to BPA, DEHP or TBT at different stages of
cell determination and differentiation (undifferentiated growth, adipogenic induction and
terminal adipogenic differentiation). The final amount of differentiated adipocytes, cellular
triglyceride content and mRNA expression of adipogenic marker genes (adiponectin, FABP4,
PPARy2, LPL) were quantified and compared with corresponding unexposed cells. BPA (10 uM)
decreased subsequent adipogenic differentiation of MSC, when cells were exposed during
undifferentiated growth. In contrast, DEHP (100 pM) during the hormonal induction period, and
TBT (100 nM) in all investigated stages, enhanced adipogenesis. Importantly, exposure of
undifferentiated murine embryonic stem cells did not show any effect of the investigated EDC on

subsequent adipogenic differentiation.
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5. Ergebnisse und Diskussion

Die Inzidenz an Zivilisationskrankheiten, die unter dem Ausdruck ,Metabolisches
Syndrom” zusammengefasst werden, und zu denen unter anderem Adipositas und
Diabetes mellitus Typ Il gehéren, nimmt weltweit zu. Folgeerscheinungen sind unter
anderem kardiovaskuldre Erkrankungen, die in den Industrienationen neben den
Krebserkrankungen die hochste Mortalitat aufweisen (WHO: The Global Status Report on
Noncommunicable Diseases 2010). Als Ursache fiir die Zunahme werden neben
Erndhrungs- und life style-Faktoren pranatale epigenetische Pragungen angesehen, die

durch metabolische Einflussfaktoren wahrend der Schwangerschaft ausgelost werden.

5.1 Metabolische Pragung embryonaler Zellen

Ein kritischer Punkt im Stoffwechsel ist die Verfligbarkeit von Glukose. Ein bekanntes
Beispiel ist der Gestationsdiabetes, bei dem die maternale Hyperglykamie wahrend der
Schwangerschaft zu Veranderungen bei den Neugeborenen fihrt. Es kommt zu einer
Erhohung des Geburtsgewichtes mit einem Anstieg des Korperfettanteils (Catalano et al.
2012). Bereits von dem Blastozystenstadium an ist Glukose das hauptsachliche
Energiesubstrat des frithen Embryos (Martin und Leese 1995). Die Glukose erreicht den
Embryo anfangs (iber das mitterliche Uterussekret, spater Uber die Plazenta. Die
intrauterine  Glukosekonzentration  korreliert  direkt mit dem  maternalen
Blutzuckerspiegel. So wurden in diabetischen Kaninchen eine dreifache Erhéhung der
intraluminalen  Glukosekonzentration im Vergleich zu den physiologischen
Konzentrationen bei gesunden Tieren gefunden (Ramin et al. 2010). Fir den
Glukosetransport sind verschiedene Glukosetransporter (GLUT/SLC2A) verantwortlich, die
eine erleichterte Diffusion ermoglichen. Die Oozyte und der Embryo verfligen liber eine
breite Palette von notwendigen Glukosetransportern (Pantaleon und Kaye 1998;
Navarrete Santos et al. 2004), tGber die der Embryo Glukose aufnimmt (Hardy et al. 1989).
In P19-EC-Zellen und in P19-EBs werden die Glukosetransporter 1, 3, 4 und 8 exprimiert
(Tonack et al. 2007).

Der Embryo ist in der Lage gewisse Glukoseschwankungen zu tolerieren, aber sowohl
hyperglykamische Bedingungen als auch ein Glukosemangel haben fiir den Embryo
schwerwiegende Folgen (Moley et al. 1996; Leppens-Luisier et al. 2001; Moley 2001;
Fraser et al. 2007). So kann ein Diabetes mellitus wahrend der Oogenese, der Befruchtung
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und den ersten Furchungsstadien zu bleibenden morphologischen Verdanderungen bei
den Nachkommen fiihren (Wyman et al. 2008).

Wir haben in einem kardiomyogenen Differenzierungsmodell mit embryonalen
Karzinomzellen der Linie P19 (P19-ECC) eine metabolische Pragung embryonaler Zellen
durch Glukose beobachtet. Dabei fiihrte bereits eine kurzzeitige Kultivierung der P19-ECC
mit hohen Glukosekonzentrationen wahrend der embryoid body (EB)-Formation zu einer
veranderten Kontraktilitdt bei den terminal differenzierten Kardiomyozyten (Knelangen et
al. 2012). Die EB-Formation erfasst die Determinierungsphase, in der die Anlage der drei
Keimblattderivate stattfindet.

Auch in embryonalen Stammzellen der Linie CGR8 (CGR8-ESC) verdnderte sich die
adipogene Differenzierung unter dem Einfluss von Glukose. Kultivierte man diese Zellen
wahrend der Determinierungsphase unter hypoglykdmischen Bedingungen, zeigten sich
am Endpunkt der adipogenen Differenzierung signifikant weniger Adipozyten als unter
Standardkulturbedingungen (Abb. 4a). Dieser Effekt trat nicht auf, wenn man die
undifferenzierten CGR8-ESC mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen behandelte

(Abb. 4b).
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Abb.4a Relative Menge reifer Adipozyten nach 21 Tagen adipogener Differenzierung
von CGR8-ESC bei einer Glukoseexposition wahrend der
Determinierungsphase. Die Zellen wurden fir Tage wahrend der
Determinierungsphase mit 0, 5, 25, 100mM Glukose kultiviert (siehe Abb.2). Die Kultur
in der undifferenzierten Wachstumsphase und wahrend der Differenzierung erfolgte
unter Standardglukosebedingungen von 25mM. Am Kulturtag 21 (d 21) wurde die
Anzahl reifer Adipozyten [MW in % + Standardfehler] in den einzelnen Versuchsgruppen
mittels FACS-Analyse bestimmt (Schadlich et al. 2010).

N=4, * p < 0.05

N
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Abb.4b Relative Menge reifer Adipozyten nach 21 Tagen adipogener Differenzierung
von CGR8-ESC bei einer Glukoseexposition der undifferenzierten Stammzellen.
Die Zellen wurden fir 5 Tage wahrend des undifferenzierten Wachstums mit 0, 5, 25,
100mM Glukose kultiviert (siehe Abb.2). Die Kultur wahrend der Differenzierung erfolgte
unter Standardglukosebedingungen von 25mM. Am Kulturtag 21 (d 21) wurde die
Anzahl reifer Adipozyten [MW in % + Standardfehler] in den einzelnen Versuchsgruppen
mittels FACS-Analyse bestimmt (Schadlich et al. 2010).
N=3, keine statistisch signifikanten Unterschiede
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5.1.1 Bestimmung der adipogenen Differenzierungseffizienz

Die zuverlassige Auswertung und Trennung differenzierter Zellen von undifferenzierten
Vorlaufern oder anderen Zelltypen ist ein limitierender Schritt in der embryonalen
Stammezell-Technologie. Die Etablierung einer Methode zur Bestimmung von Adipozyten
in heterogenen Zellpopulationen war eine Voraussetzung fiir die Anwendung des CGR8-
Modells in dieser Arbeit. Die Anzahl an terminal differenzierten Adipozyten wurde dabei
mittels fluorescent activated cell sorting (FACS) bestimmt (Schadlich et al. 2010). Erst
dadurch konnte eine quantitative Bewertung von Kultureffekten auf die adipogene

Differenzierung erfolgen.

Fir eine FACS-Analyse ist eine Einzelzellsuspension unabdingbar. Aufgrund der
dreidimensionalen Struktur der embryoid bodies (EB) wurden bisher bei einer starken
Enzymbehandlung nur die duReren Zellschichten zerstort, wahrend im Inneren des EBs
sich die Zellen nicht trennten. Wir haben deshalb dafiir eine neue Methode entwickelt,
die auf einer milden Enzymbehandlung mit Papain und einer anschlieenden
mechanischen Homogenisierung beruht. Dabei entstehen aus den EBs vitale Einzelzellen,
ohne dass die Zellen mit stark proteolytischen Enzymen wie Trypsin oder Kollagenase
behandelt werden mssen.

Bei der FACS-Analyse wurden die Parameter 1) Anfarbung durch den fettspezifischen
Farbstoff nile red und IlI) erhdhte Granularitdt eingesetzt. Die positiv sortierten Zellen
zeigen einen groReren Zelldurchmesser, eine erhdhte nile red-Emission und Lipidtropfen
im Inneren der Zellen. Um den adipogenen Charakter der positiv sortierten Zellen zu
verifizieren, wurde die Transkriptmenge der adipogenen Markergene Adipsin,
Adiponektin und Leptin mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) gemessen. Alle drei
Gene waren in den positiv sortierten Zellen hoher exprimiert und konnten in den negativ
sortierten Zellen nicht oder nur in einem geringeren Mal3e detektiert werden (Schadlich

et al. 2010).
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5.1.2 Embryonale Stammzelldifferenzierung als Modell fiir die Untersuchung einer
metabolischen Préigung

Die gewahlten Glukosekonzentrationen (OmM, 5mM, 40mM, 100mM) stellen fir die
Zellen eine metabolische Belastung dar, da embryonale Stammzellen routinemaRig bei
25mM Glukose kultiviert werden (Chang und Zandstra 2004). Das entspricht zwar nicht
dem physiologischen Blutzuckerspiegel im Serum (zwischen 4-6mM), aber fir die
Aufrechterhaltung der stammzellspezifischen Eigenschaften im undifferenzierten Stadium
gilt diese Glukosekonzentration (25mM) als optimal. Ob es wirklich notwendig ist,
embryonale Stammzellen mit einem so hohem Glukosegehalt im Medium zu
differenzieren oder ob es nicht sogar die Differenzierung negativ beeinflusst, wird immer
wieder kontrovers diskutiert (Khoo et al. 2005; Kim et al. 2006; Kim und Han 2008).
Andere Studien zeigen, dass eine hohe Glukosekonzentration fir eine erfolgreiche
Differenzierung notwendig ist (Macfarlane et al. 1999; Guillemain et al. 2007).

Wir haben die embryonalen Stammzellen als ein Modell fiir eine metabolische
Programmierung genutzt und gezeigt, dass es sich hierfir sehr gut eignet. Um
hyperglykamische Entwicklungsbedingungen zu simulieren, wurden die
Glukosekonzentrationen 40mM und 100mM ausgewdhlt. Der starke Anstieg des
Blutzuckerspiegels ist eine bekannte pathophysiologische diabetische Stoffwechsellage. In
Extremsituationen kann der Plasmaglukosespiegel Konzentrationen von tiber 1000mg/d|
(56mM) erreichen (Sufke et al. 2010). Da Zellen diesem Milieu im Koérper ausgesetzt
werden konnen, wurden diese hohen Glukosekonzentrationen zur Nachahmung eines
pathophysiologischen Zustandes gewahlt. Obwohl kritisch angemerkt werden muss, das
es sich bei den Zellmodellen um in vitro Systeme handelt, die nur begrenzt die
embryonale Entwicklung reflektieren kénnen, gibt es ausreichend Belege, die zeigen, dass
die embryoid body-Formierung ein geeignetes und leicht zugdngliches Model ist, um
friihe, zellspezifische Differenzierungsschritte nachzuvollziehen (lzumi et al. 2007; ten
Berge et al. 2008). Unsere Studien lassen den Schluss zu, dass embryonale Stammzellen
wahrend der Determinierung sensitiv auf Glukose reagieren.

Auch in einer anderen Studie, in der mesenchymale Stammzellen der Linie C3H/10T1/2
mit endokrinen Disruptoren wie Bisphenol A (BPA), bis(2-ethylhexyl)-Phthalat (DEHP) und
Tributyltin (TBT) behandelt wurden, haben wir zeigen koénnen, dass diese

Umweltchemikalien nur in spezifischen Entwicklungsabschnitten einen Einfluss auf die
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spatere adipogene Differenzierung der Zellen nehmen (Biemann et al. 2012). Bei der
Pragung von Stammzellen gibt es also bestimmte friihe Entwicklungszeitfenster, in denen
sie besonders empfindlich gegentiber duleren Faktoren sind und deren Einfluss sich nicht
unmittelbar zeigt, sondern erst spater manifestiert. Diese Beobachtungen legen eine

epigenetische Grundlage nahe.

5.2 Mechanismen einer metabolischen Pragung
5.2.1 Das Insulin-/IGF-Rezeptor-System

Um die zugrunde liegenden Mechanismen der beobachteten Pragung aufzuklaren, wurde
die Expression und die Promotormethylierung von Genen des Insulin-/IGF-Rezeptor-
Signalweges sowie des Glukosetransporters 4 (Solute carrier family 2, facilitated glucose
transporter member 4: GLUT4/SLC2A4) untersucht. Das Hormon Insulin, die Insulin-
dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF1, 2), deren Rezeptoren (Insulinrezeptor: IR; insulin-
like growth factor receptor: IGF-R) und Bindeproteine gehdéren zum IR/IGF-R-System, das
eine zentrale Rolle in der Regulation von Entwicklung, Wachstum und Stoffwechsel hat.
Diese Hormone sind im uterinen Milieu prasent und verandern sich durch eine Vielzahl
metabolischer, endokriner und neuronaler Stimuli (Fowden und Forhead 2008).
Stérungen in diesem Netzwerk, das eine der Hauptkomponenten in der embryo-
maternalen Interaktion wahrend der Praimplantationsphase darstellt, fiihren zu
langfristigen metabolischen Erkrankungen wie Adipositas und Diabetes mellitus. Aber
auch kurzfristig ist ein intaktes Insulin-/IGF-Rezeptor-System fir eine korrekte Pra- und
Postimplantationsentwicklung unabdingbar (Ramin et al. 2010). Der insulinabhangige
Glukosetransport via GLUT4 spielt bei pranatal gepragten Krankheiten eine wichtige Rolle.
Bei einer intrauterinen Wachstumsverzégerung (intrauterine growth restriction: IUGR)
kommt es zu einer Abnahme der Proteinexpression und der mRNA-Expression des GLUT4
im Skelettmuskel. Dies wurde sowohl bei Ratten (Thamotharan et al. 2005) als auch beim
Menschen (Ozanne et al. 2005) nachgewiesen.

Weder in P19-Zellen (Knelangen et al. 2012) noch wahrend der adipogenen
Differenzierung von CGR8-Zellen (Daten nicht gezeigt) konnte eine Auswirkung einer
kurzzeitigen Glukoseexposition auf die Expression des Insulinrezeptors oder des IGF-
Rezeptors nachgewiesen werden. Lediglich die GLUT4-Expression stieg an Tag 5+5 bei

P19-ECC nach 2-tagiger Kultur mit 5mM Glukose signifikant an (Knelangen et al. 2012).
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5.2.2 DNA-Methylierung

Auch die Promotormethylierung der Gene IR, IGF1-R und GLUT4 dnderte sich nicht durch
den Glukoseeinflusses in den P19-ECC (Knelangen et al. 2012) und CGR8-ESC (siehe Tab.
2). Werden CpG-Inseln im Genpromotor methyliert, wird die Genexpression nachweislich

verringert (Bernstein et al. 2007).

Tab.2 Tabellarische Ubersicht des Methylierungsstatus ausgewihlter CpGs in den
Promotorregionen von GLUT4, IGF1-R und IR wahrend der adipogenen Differenzierung
von CGR8-ESC (unveroffentlichte Ergebnisse).

non = es wurde keine Methylierung in der analysierten Region gefunden.

met = alle analysierten CpG-Stellen waren methyliert.

Proben

Undifferenzierte non non dal
CGR8-ESC

EB 10d 5mM non non met
25mM non non met
40mM non non met
100mM non non met
EB 21d 5mM non non met
25mM non non met
40mM non non met
100mM non non met

Mehrere Studien haben jedoch belegt, dass es zu Unterschieden in der
Promotormethylierung dieser Zielgene kommen kann. Yokomori et al. haben wahrend
der adipogenen Differenzierung von murinen 3T3-L1-Zellen festgestellt, dass eine
Methylierung von spezifischen CpG-Regionen im GLUT4-Promotorbereich zusammen mit
methylierungsspezifischen Transkriptionsfaktoren die Transkription von GLUT4 regulieren
kann. Zudem nimmt die GLUT4-Promotormethylierung wahrend der Differenzierung vom
Praadipozyten zum Adipozyten ab (Yokomori et al. 1999). Ruegg et al. zeigten die

Beteiligung der DNA-Methylierung an der GLUT4-Transkriptionskontrolle (Riegg et al.
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2011) und lieferten damit einen weiteren Hinweis auf die epigenetische Regulation der
GLUT4-Expression. Bei einem Vergleich von diabetischen mit gesunden Mausen sind im
Herz- und Skelettmuskel fir den Insulinrezeptor keine Verdanderungen in der
Promotormethylierung gemessen worden. Fur den IGF1-Promotor zeigte sich hingegen

eine verstarkte Methylierung (Nikoshkov et al. 2011).

5.2.3 MicroRNAs

Die Ergebnisse der Charakterisierung der miRNA-Expression wahrend der adipogenen
Differenzierung von CGR8-ESC wurden von mir in dem Artikel , MicroRNA expression
profile during adipogenic differentiation in mouse embryonic stem cells” publiziert
(Knelangen et al. 2011). Die miRNA-Regulation wahrend der friihen Differenzierung von
mesenchymalen Stammzellen zu Praadipozyten (commitment phase) oder noch friher,
ausgehend von embryonalen Stammzellen, war vor dem Erscheinen der Publikation noch

nicht charakterisiert.

MicroRNAs und Differenzierung

Pluripotente embryonale Stammzellen besitzen die Fahigkeit, sich in alle Zellen der drei
Keimblatter zu differenzieren. Bei diesen Differenzierungsprozessen spielen miRNAs eine
wichtige Rolle und sie nehmen damit Einfluss auf die Zelldeterminierung. Z.B. kann Uber
eine Modulation der miR-93- und miR-20-Expression die Zelldeterminierung von
embryonalen Stammzellen beeinflusst werden (Foshay und Gallicano 2009). Dabei wird
postuliert, dass wahrend der Zelldeterminierung zwei Klassen von miRNAs bendétigt
werden (Wang 2007): Einerseits miRNAs, die die Entscheidung lber eine Differenzierung
zwischen den drei Keimblattern regulieren (z.B. neuronale gegeniiber myogenen Zellen).
Andererseits miRNAs, die an der Feinregulation innerhalb einer Zelllinie beteiligt sind (z.B.
Skelettmuskel- oder Herzmuskelzellen).

Unsere miRNA-Analyse unterstiitzt diese Hypothese, da es einige friih exprimierte
miRNAs gibt, die wahrend der Differenzierung in Vorlauferzellen gebildet werden. Andere
miRNAs regulieren die terminale Differenzierung. Es wird vermutet, dass miRNAs fiir das
Uberleben von differenzierenden Zellen nicht essentiell sind; fiir die Differenzierung und
gewebsspezifischen Genexpression sind sie jedoch unersetzlich (Kanellopoulou et al.

2005; Murchison et al. 2005). Aus diesem Grund ist es nicht verwunderlich, dass wahrend
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der Differenzierung von Stammzellen mehr miRNAs hoch als herunter reguliert werden.
Oskowitz et al. haben wahrend der adipogenen Differenzierung von humanen
mesenchymalen Stammzellen 20 hochregulierte und nur eine herunterregulierte miRNA
gefunden (Oskowitz et al. 2008). Das stimmt mit den Ergebnissen unseres globalen
miRNA-Expressionsprofil Giberein. Durch eine Analyse von fast 1500 miRNA-Sequenzen
vom Menschen, der Maus und von 50 anderen Arten haben wir an Tag 5 der adipogenen
Differenzierung 61,5% hochregulierte und 38,5% herunterregulierte miRNAs gefunden
(Knelangen et al. 2011). An Tag 10 waren es 63% hochregulierte und 37% runterregulierte

miRNAs, an Tag 21 73% und 27% der veranderten miRNAs (siehe 4.2 Abb.2 und 3).

Die Ergebnisse der miRNA-Studie stehen ebenfalls im Einklang mit Expressionsanalysen
anderer Zellmodelle, und zwar sowohl von embryonalen Stammzellen als auch von
adipogenen Differenzierungsmodellen. Die miR-290-Familie nimmt den groRten Anteil der
miRNA-Population in embryonalen Stammzellen ein (Liningschror et al. 2012). Bei der
Differenzierung von CGR8-ESCs kommt es zu einer kontinuierlichen und starken
Reprimierung des miR-290 Clusters (siehe 4.2. Abb. 5). Ein weiterer Vergleich der miRNA-
Expressionsprofile zeigt, dass die meisten fiir die Adipogenese relevanten regulatorischen
miRNAs auch bei der Differenzierung von CGR8-ESC gefunden werden (siehe 4.2. Abb. 6):
miR-let-7¢, miR-10b, miR-15, miR-26a, miR-30a-5p, miR-30c, miR-98, miR-99a, miR-103,
miR-142, miR-148a, miR-152, miR-224, miR-422b und miR-let-7b. In unserer Arbeit
konnten wir demnach die generell wichtige Funktion dieser miRNAs bei der Entwicklung

und Formierung des Fettgewebes bestatigen.

Die Expression des miR-17-92-Clusters wird wahrend der adipogenen Differenzierung von
CGR8-ESC fast komplett herunter reguliert. Das steht im Gegensatz zur Expression in der
Praadipozytenzelllinie 3T3-L1. Hier wurde das miR-17-92-Cluster wahrend der adipogenen
Differenzierung vermehrt exprimiert (Wang et al. 2008). Die Autoren zeigten, dass diese
miRNAs die adipogene Differenzierung steigern, indem sie die Expression des
Tumorsupressors Rb2/p130 wahrend der klonalen Expansion vermindern (Wang et al.
2008). Wahrend Wang und Koautoren mit ihrer Zelllinie 3T3-L1 nur die terminale

adipogene Differenzierung untersuchten, haben wir Adipozyten aus undifferenzierten

34



CGR8-ESC generiert und damit die frihe Differenzierung mit eingeschlossen. MiRNAs des
miR-17-92-Clusters machen quantitativ einen groRBen Anteil in embryonalen Stammzellen
aus (Marson et al. 2008). Dabei wird sogar postuliert, dass das miR-17-92-Cluster
zusammen mit anderen Regulatoren fundamental wichtig fiir die Pluripotenz und
Selbsterneuerung von ESC ist (Gunaratne 2009). Dies wiirde erklaren, dass in dieser Arbeit
eine Verringerung der Expression wahrend der Differenzierung von CGR-ESC gefunden

wurde.

MicroRNAs und Glukose

Als molekulare Ursache einer metabolischen Programmierung sind epigenetischen
Modifikationen wahrscheinlich. Mittels einer globalen miRNA-Expressionsanalyse wurde
die Rolle von miRNA wahrend der adipogenen Differenzierung von CGR8-ESC untersucht.

Ein Uberangebot wie auch ein Mangel von Glukose kann eine metabolische
Stresssituation fiir embryonale Zellen hervorrufen (Leese 2002). Glukose selbst kann die
miRNA-Expression verandern, wie Tang et al. in der pankreatischen B-Zelllinie MIN6
gezeigt haben (Tang et al. 2009). Im Vergleich von MIN6-Zellen mit MIN6-Zellen, die nicht
auf Glukose reagieren, war die Expression folgender miRNAs reprimiert: miR-369-5p, miR-
130a, miR-27a, miR-410, miR-200a, miR-337, miR-532, miR-320, miR-192 und miR-379
(Hennessy et al. 2010). Die Expression der miR-133a wird in humanen Langerhansschen

Inseln durch eine anhaltend hohe Glukoseexposition hochreguliert (Fred et al. 2010).

Unter Langzeitkulturbedingungen ist Glukose in der Lage, die Differenzierung von
embryonalen Stammzellen zu beeinflussen, wie unter anderem bei der neuronalen und
osteogenen Differenzierung gezeigt wurde (Fu et al. 2006; Dienelt und zur Nieden 2011).
Eine in vitro-Kultur mit kurzzeitig veranderten Glukosekonzentrationen wahrend der
Determinierungsphase hatte keinen Effekt auf die miRNA-Expression der
differenzierenden CGR8-ESC (Knelangen et al. 2011). Wir haben das CGR8-ESC-
Kulturmodel ausgewdhlt, um die langfristigen Auswirkungen einer kurzzeitigen
metabolischen Belastung wahrend der Determinierungsphase zu untersuchen. Bei der
globalen miRNA-Untersuchung mittels einer miRNA-microarray-Analyse wurden die zwei
Glukosekonzentration 5mM versus 25mM gegentiber gestellt. Um auszuschlieBen, dass

die anderen verwendeten Glukosekonzentrationen (OmM, 40mM, 100mM) eventuell
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einen Effekt auf die miRNA-Expression haben, wurde die Expression der miR-143, der
miR-152 und der miR-210 an Tag 5, Tag 10 und Tag 21 in diesen Gruppen mittels gRT-PCR
untersucht. Auch hier zeigte sich durch die transiente Glukosebehandlung kein
signifikanter Expressionsunterschied (Daten nicht gezeigt).

Ferland-McCollough et al. haben kirzlich gezeigt, dass Verdanderungen in der miRNA-
Expression durch Entwicklungsbedingungen programmierbar sind und eine Verbindung
zwischen intrauteriner Pragung und lebenslangen gesundheitlichen Konsequenzen
herstellen konnen (Ferland-McCollough et al. 2012): Die miR-483-3p ist im Fettgewebe
von Erwachsenen mit einem urspringlich erniedrigten Geburtsgewicht und in
pradiabetischen Ratten, die pra- und postnatal eine Proteinunterversorgung erlitten,
hochreguliert. Dabei ist die miR-483-3p in vitro in der Lage, die Differenzierungskapazitat
und die Lipidspeicherung Uber eine Translationsreprimierung des growth/differentiation
factor-3 zu modulieren. Die Autoren postulieren, dass eine erhohte miR-483-3p-
Expression, programmiert durch die pra- und frihe postnatale Erndhrung, die
Speicherkapazitat des Fettgewebes limitiert und dadurch eine Insulinresistenz mit einer
erhohten Pradisposition flur metabolische Erkrankungen im Erwachsenenalter

verursachen kann (Ferland-McCollough et al. 2012).

5.2.4 Histonmodifikationen

Die Organisation der Chromatinstruktur, welche durch die Verpackung der DNA um
Histonproteine entsteht, wird unter anderem (iber posttranslationale Modifikationen der
Histonenden vermittelt (Nakayama et al. 2001). Diese Modifikationen stellen einen
weiteren moglichen epigenetischen Mechanismus fiir die metabolische Programmierung
embryonaler Zellen dar.

Von den vier Kernproteinen H2A, H2B, H3 und H4 ist das Histon H3 das am starksten
modifizierte Histon. Insgesamt gibt es in diesem Protein, das aus 135 Aminosauren
besteht 26 modifizierbare Aminosaduren (Ederveen et al. 2011). Dabei fiihrt die Di- und
Trimethylierung des Histons H3 am Lysinrest 7 (H3K9) (iber die Rekrutierung des
Heterochromatin-Protein-1 zur Bildung von transkriptionell inaktivem Heterochromatin
und zu einer Abschaltung aktiver Gene (Bernstein et al. 2007). Wahrend der
Differenzierung von embryonalen Stammzellen erfolgt eine grof¥flachige Dimethylierung
von H3K9 (H3K9me2) (Wen et al. 2009).
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Auch die Adipogenese wird lber Histonmethylierungen epigenetisch reguliert (Ge 2012).
PTIP, ein Protein, das mit den Histon H3K4-Methyltransferasen MLL3/MLL4 und mit der
Histon H3K27-Demethylase UTX assoziiert ist, wird fiir die PPARy- und C/EBPa-Expression
in der Adipogenese bendétigt (Cho et al. 2009). Die Histon H3K27-Methyltransferase PRC2
nutzt ihre enzymatische Untereinheit Ezh2, um die Expression von Genen der Wnt-Familie
zu reprimieren (Wang et al. 2010). Molekiile des kanonischen wingless-type MMTV
integration site family-Signalweges (Wnt) inhibieren die Adipogenese, allen voran Wnt

10b (Ross et al. 2000; Longo et al. 2004).

In dieser Arbeit wurde die Dimethylierung von H3K9 in undifferenzierten CGR8-ESC und
wahrend der adipogenen Differenzierung von CGR8-ESC an Tag 5, 10 und 21 mit einem
methylierungsspezifischen Antikorper untersucht (siehe Abb.5). Dabei sollte der
Methylierungszustand wahrend des Differenzierungsverlaufs untersucht und der
transiente Einfluss von Glukose naher aufgeklart werden. Bei Endothelzellen, die
kurzzeitig mit erhohten Glukosekonzentrationen inkubiert wurden, kam es zu
persistierenden Veranderungen der Histonmodifikationen (EI-Osta et al. 2008; Brasacchio
et al. 2009; Pirola et al. 2011)

Bei der adipogenen Differenzierung von CGR8-ESC haben wir eine verstarkte Zunahme
der H3K9-Dimethylierung gemessen (Abb.5). Der Unterschied zwischen den
Glukosegruppen war gering und aufgrund der Variabilitat der Differenzierungseffizienz
nicht  statistisch  signifikant. = Weiterfihrende  Untersuchungen zu anderen
Histonmodifikationen wie der Acetylierung des H3K9 und von zugehoérigen Enzymen
sollen die Rolle der Histonverdanderungen bei der metabolischen Programmierung

embryonaler Zellen weiter aufklaren.
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Abb.5 Dimethylierung des Histons H3 wahrend der adipogenen Differenzierung von
CGRB8-ESC. Die Zellen wurden fiir 2 Tage wahrend der Determinierungsphase mit 0, 5, 25,
100mM Glukose kultiviert (siehe Abb.2). Die Kultur wahrend der Differenzierung erfolgte
unter Standardglukosebedingungen von 25mM. Die Menge an dimethyliertem Histon H3
(H3K9me2) wurden an den Tagen 5 (5d), 10 (10d) und 21 (21d) mittels eines
methylierungsspezifischen Antikérpers quantifiziert und auf die Gesamtmenge von Histon
3 (H3) bezogen. N=3
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5.3 Auswirkungen einer metabolischen Pragung embryonaler Zellen

Die miutterliche Erndhrung wahrend der Schwangerschaft hat langfristige Auswirkungen
auf die Nachkommen. In der Ratte, einem bevorzugten Tiermodell fir
FUtterungsversuche, hat man z.B. gezeigt, dass eine verringerte Nahrungsaufnahme der
Muttertiere wahrend Schwangerschaft und Laktation Auswirkungen auf die Nachkommen
in Form eines geringeren Gewichtes und einer geringeren Anzahl an pankreatischen B-
Zellen zum Zeitpunkt der Geburt hat (Garofano et al. 1997). Zusatzlich wurde eine
Glukoseintoleranz (Garofano et al. 1999), Hyperphagie, Hyperinsulindmie, Hypertonie,
Hyperleptinamie und Adipositas im Erwachsenenalter beobachtet (Vickers et al. 2001).
Auch eine Proteinunterversorgung wahrend der Schwangerschaft und/oder Laktation
beeintrachtigt die Gesundheit des Nachwuchses. Bei Nagetieren wurden unter anderem
signifikante Anderungen im Geburtsgewicht (Augustyniak et al. 2010) sowie eine
Veranderung des Korperfettanteils (Fagundes et al. 2009), eine Vorliebe fir fettreiche
Nahrung (Bellinger et al. 2004) und vaskuldare Dysfunktionen (Torrens et al. 2009)

beschrieben.

Auch eine Stoffwechselerkrankung wie Diabetes mellitus wahrend der Schwangerschaft
kann zu Fehlregulationen innerhalb der Embryonal- und Fetalentwicklung fiihren (Aerts
und Van Assche 2006). Dabei ist besonders das kardiovaskuldre System betroffen (Wren
et al. 2003; Reinking et al. 2009). Neugeborene von diabetischen Mittern haben eine
erhohte Inzidenz fir Kardiomyopathien (Corrigan et al. 2009). In Schwangerschaften mit
einer schlechten Kontrolle des Blutzuckerspiegels innerhalb des 1.Trimesters kommt es
haufiger zu fetalen Herzfehlbildungen, was auf einen teratogenen Effekt einer
Hyperglykdmie bei der frihen Herzentwicklung schlieBen lasst (Lisowski et al. 2010). Die
Hyperglykdamie spielt hierbei eine zentrale Rolle. In einem diabetischen Mausmodell
kommt es allein durch erhohte Glukosespiegel zu einer verdanderten Genexpression und
zu kongenitalen Fehlbildungen (Fine et al. 1999). Eine maternale und fetale
Hyperglykdamie in der spaten Schwangerschaft resultiert bei Schafen in einer postnatalen
Adipositas und  Veranderungen im  Hypothalamus-Hypophysen-Regelnetzwerk

(Muhlhausler et al. 2003; Muhlhausler et al. 2006; Muhlhausler et al. 2007).

Inzwischen gibt es experimentell untermauerte Hinweise, dass Umweltfaktoren schon vor

der Befruchtung und Implantation (Perikonzeptionsphase) zum Erkrankungsrisiko der
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Nachkommen beitragen (Sinclair et al. 2007; Watkins et al. 2010a; Maloney et al. 2011).
Adam Watkins und Kollegen fanden bei 1-jahrigen Mausen veranderte
Korperfettverteilungen, ein verringertes Koérpergewicht sowie einen erhéhten Blutdruck.
Diese Tiere waren ausschlieflich wahrend der Oozytenreifung und/oder der
Praimplantationsphase einer maternalen Proteinrestriktion bei ansonsten isokalorischer
Diat ausgesetzt (Watkins et al. 2011). Eine allgemeine Mangelerndahrung vor der
Implantation des Embryos ist bei Schafen in der Lage, kardiovaskuldare Fehlregulationen
auszulésen (Gardner et al. 2004). Das Gegenteil, eine maternale perikonzeptionelle
Ubererndhrung, resultiert bei Lidmmern in einer erhéhten postnatalen Kapazitit,

Triglyzeride zu speichern und zu synthetisieren (Rattanatray et al. 2010).

Wihrend viele Studien das Problem einer Uber- oder Mangelernihrung aufgreifen und in
vivo durchgefiihrt werden, stellen wir das Hauptenergiesubstrat Glukose in den
Vordergrund. Mit den gewahlten in vitro-Zellkulturmodellen ergibt sich die Mdglichkeit,
zielgerichtet den Einfluss eines einzelnen Nahrstoffes zu untersuchen. Zusatzlich besteht
der Vorteil der hohen Materialverfiigbarkeit und der kurzen Generationszeit. In dieser
Arbeit wurde zum ersten Mal eine Glukose-vermittelte metabolische Pragung

embryonaler Zellen in zwei unabhangigen Differenzierungsmodellen beschrieben.

Im Hinblick auf die wachsende Anzahl der Schwangerschaften nach assistierten
Reproduktionstechniken (ART) wie der in vitro Fertilisation (IVF) und der Tatsache, dass
die frihe embryonale Entwicklung eine Schlisselrolle in der Entstehung von
metabolischen Erkrankungen im Erwachsenenalter spielt, ist die Aufklarung der
Auswirkungen einer in vitro Kultur von humanen Embryonen unabdingbar. Madchen, die
mit Hilfe einer intrazytoplasmatischen Spermieninjektion gezeugt wurden, neigen z.B.
starker zur Entwicklung einer Adipositas als vergleichbare Altersgenossinnen (Belva et al.
2012). Studien mit Saugetierembryonen zufolge fiihrt die Zugabe hoherer
Konzentrationen Glukose zum Embryokulturmedium zu einer verzogerten Entwicklung
und Retardierung der Embryonen (Chatot et al. 1989; Takahashi und First 1992;
Thompson et al. 1992; Quinn 1995). Embryonen verstoffwechseln aber Glukose (Hardy et
al. 1989). Zudem zeigen neue Erkenntnisse, dass die Metabolisierung von Glukose Uber
die Hexosamin-Biosynthese des frilhen Embryo und die Bildung von O-glykosidischen

Bindungen wichtig fir die spatere Entwicklung ist (Pantaleon und Kaye 2005). Michelle
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Lane und David Gardner postulieren, dass die Glukosemetabolisierung vor der
Implantation unerlasslich fir den Aufbau des folgenden metabolischen Programms ist
(Lane und Gardner 2007). In dieser Arbeit wurden neben einem unmittelbaren Einfluss
einer kurzzeitigen Glukoseexposition auf embryonale Zellen auch langfristige

Auswirkungen auf die adipogene und kardiomyogene Differenzierung gefunden.

In Anbetracht der Tatsache, dass die Inzidenz an Zivilisationskrankheiten weltweit rapide
zunimmt muss starker als bisher bericksichtigt werden, dass bereits temporare
Veranderungen im Glukosegehalt, sei es in vivo (schlecht eingestellter Diabetes mellitus
der Mutter) oder in vitro (ART), die Nachkommen pragen konnen und somit eine Rolle bei
den entwicklungsbedingten Krankheiten im Erwachsenenalter spielen. Unser derzeitiger
Wissensstand und die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine friihe, moglichst schon
perikonzeptionelle Schwangerschaftsvorsorge entscheidend und unverzichtbar in der

Pravention von metabolischen und kardiovaskularen Erkrankungen ist.
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6. Zusammenfassung

Das embryonale Wachstum ist von der endokrinen und parakrinen Regulation und der
Verfligbarkeit von Nahrstoffen abhangig. Die friihe Embryonalentwicklung, in welcher
essentielle Differenzierungsschritte initiiert werden, ist besonders sensitiv gegeniber
Anderungen im Nihrstoffangebot und Stoffwechselstérungen. Solche Verdnderungen
konnen den Embryo pragen. Diese Pragung fihrt in der darauffolgenden Embryo- und
Fetalentwicklung bzw. Differenzierung zu Veranderungen im metabolischen Programm

der Zellen und beeinflusst so die Entwicklung des Gesamtorganismus auf Dauer.

Die molekularen Mechanismen der metabolischen Programmierung werden in dieser
Arbeit mit Hilfe zweier Stammzellmodelle ndaher aufgeklart. Daflir wurde zunachst die
adipogene Differenzierung der embryonalen Stammzelllinie CGR8 (CGR8-ESC) genutzt und
eine Methode zur Bestimmung der terminalen Differenzierungseffizienz etabliert. Des
Weiteren wurde die kardiomyogene Differenzierung in der embryonalen Karzinomzelllinie

P19 (P19-ECC) untersucht.

In beiden embryonalen Differenzierungsmodellen wurden glukosevermittelte
metabolische Programmierungseffekte nach einer kurzfristigen Exposition mit hohen-
bzw. niedrigen Glukosekonzentrationen gefunden, welche sich wie folgt zusammenfassen

lassen:

o Eine metabolische Pragung der P19-ECC andert deren kardiophysiologischen
Phanotyp.

o Eine metabolische Pragung der CGR8-ESC verandert deren adipogenes
Differenzierungspotential.

o Eine metabolische Pragung embryonaler Zellen kann durch eine kurzfristige hypo-
bzw. hyperglykamische Exposition wahrend der Determinierungsphase ausgelost
werden.

o Die Differenzierung embryonaler Zellen beweist eine glukosesensitive Pragung der

Kardiomyogenese und Adipogenese.
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Es ist bekannt, dass Verdnderungen innerhalb des Insulin/IGF-Rezeptor-Systems zu
nachhaltigen Verdanderungen fiihren kénnen. Das Insulin/IGF-Rezeptor-System ist deshalb
ein potentieller Angriffspunkt fiir eine metabolische Programmierung.

o Die glukosevermittelte Pragung wird nicht Uber eine transkriptionelle
Regulation des Insulinrezeptors, des Glukosetransporters 4 oder des IGF1-
Rezeptors bei den P19-ECC oder CGR8-ESC verursacht.

o Die glukosevermittelte Pragung induziert keine Methylierungsanderungen in
den Promotorregionen des Insulinrezeptors, des Glukosetransporters 4 oder
des IGF1-Rezeptors innerhalb der beiden Stammzellmodelle.

o Wahrend der kardiomyogenen und adipogenen Differenzierung embryonaler
Zellen kommt es zu keinen veranderten Promotormethylierungen des

Insulinrezeptors, des Glukosetransporters 4 oder des IGF1-Rezeptors.

Mittels einer globalen miRNA-Expressionsanalyse wurde die Rolle von miRNA wahrend

der adipogenen Differenzierung von CGR8-ESC untersucht.

o Wahrend der adipogenen Differenzierung von CGR8-ESC werden 129 miRNAs
differentiell reguliert.

o Die miRNAs kdnnen nach ihrer zeitlichen Expression wahrend der adipogenen
Differenzierung in 7 verschiedene Gruppen eingeteilt werden.

o Das miRNA-Expressionsprofil differenzierender CGR8-Zellen ist nicht durch eine

Glukoseexposition wahrend der Determinierungsphase veranderbar.

Die Differenzierung von embryonalen Stammzellen bietet ein hochstandardisiertes
Experimentalmodell, das fiir die weitere Aufklarung des Phanomens der metabolischen
Pragung sehr gut geeignet ist. Auch wenn die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen noch nicht verstanden sind, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass
bereits eine kurzzeitige Veranderung im metabolischen Milieu von embryonalen Zellen zu

lebenslangen Konsequenzen fiihren kann.
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7. Summary

The development of the preimplantation mammalian embryo and fetal and postnatal
phenotype are programmed by developmental conditions during the early embryogenesis
(metabolic programming). The embryo and embryonic cells have an astonishing capacity
to adapt within a short time to metabolic changes. A molecular “cell memory” can store
this “stress” information, leading to lifelong metabolic alterations. Thus, prenatal
development and metabolic factors predispose for pathophysiological alterations later in
life and pioneer functional impairment in senescence. The developmental origins of adult
diseases (DOHaD), for example the metabolic syndrome, is of high clinical and
socioeconomic importance as the metabolic syndrome has a high prevalence in industrial

nations and is a major risk factor for cardiovascular diseases and type Il diabetes mellitus.

The mechanisms of metabolic programming were studied by analysing murine pluripotent
embryonic stem cells. Metabolic stress was induced by culturing embryonic stem cells
during the determination phase in media with high/low glucose, mimicking a diabetic
situation or malnutrition. Long-term effects were analysed by stem cell differentiation
into cardiomyocytes and adipocytes. The developmental impact of a short-time metabolic
stress during embryonic stem cell determination was elucidated by investigating gene
expression and functionality of differentiated cells. Epigenetic modifications like DNA
methylation, expression patterns of microRNAs and histone modifications were

investigated as potential mechanisms of metabolic programming.

The differentiation of embryonic cells is a suitable model to study metabolic imprinting.
Even a moderate change in the metabolic environment during cell determination alters
the function of terminally differentiated cells with potentially lifetime consequences.
Current knowledge and results from this study clearly implicate that early pregnancy care,
even periconceptional care, is crucial and indispensable in the prevention of metabolic

and cardiovascular diseases.
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Abb.4b Relative Menge reifer Adipozyten nach 21 Tagen adipogener
Differenzierung von CGR8-ESC bei einer Glukoseexposition der undifferenzierten

Stammazellen.

Abb.5 Dimethylierung des Histons H3 wahrend der adipogenen Differenzierung
von CGR8-ESC.
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