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Referat 

In der vorliegenden Arbeit ist die Bedeutung der Signalwege des Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR)- und 

der Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) für die Physiologie und Funktion von Gra-

nulosazellen in der immortalisierten Granulosazelllinie KGN, als ein humanes  in vitro Modell, unter-

sucht worden. 

Diese Rezeptoren sind umweltmedizinisch relevant, da sich ihre Liganden wie PCB (Polychlorierte 

Biphenyle) und Phthalate (Diethylhexylphthalat DEHP) als ubiquitäre Kontaminaten in Nahrungsmit-

teln finden. 

Die KGN-Zelllinie bietet die Möglichkeit, die Mechanismen die Rezeptorregulationen und Interaktion 

ohne die übergeordnete Steuerung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse zu untersuchen.  

Schwerpunkte lagen im ersten Teil der Arbeit in der Charakterisierung beider Signalwege und deren 

Wechselwirkungen. 

KGN wurden mit DEHP, TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) und einem Mix beider Stoffe ex-

poniert, um die Expression der Transkriptionsfaktoren selbst und deren nachgeschalteter Signalwege 

zu bestimmen. Die Akkumulation von MEHP (Monoethylhexylphthalat), einem Metabolit von DEHP 

zeigte, dass KGN-Zellen zur Metabolisierung von DEHP fähig sind. Mittels der synthetischen PPAR-A-

gonisten Bezafibrat und Rosiglitazon konnte die funktionelle Signalkaskade belegt werden. DEHP indu-

zierte die AhR-Expression; durch selektive Antagonisierung konnte dieser Effekt einer Aktivierung des 

PPARγ-Signalweges zugeschrieben werden.  

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die endokrinen Rahmenbedingungen dieser Interaktion für die Gra-

nulosazellfunktion anhand funktioneller Granulosazellmarker (FSHR, LHR, Estradiol-Synthese) unter-

sucht. TCDD und DEHP reduzierten die Synthese von Estradiol additiv und für beide Signalwege konnte 

ein beschleunigter Estradiolkatabolismus gezeigt werden.  

DEHP hatte unterschiedliche Auswirkungen auf die Gonadotropin-Rezeptoren: LHR wurde verstärkt, 

FSHR geringer exprimiert.  

Umweltmedizinisch relevant ist, dass DEHP die AhR-Expression via PPARγ beeinflusst. Eine nachge-

schaltete AhR-Aktivierung kann rückwirkend die PPAR-vermittelten Effekte hemmen. DEHP beeinflusst 

die Ovarfunktion damit in zwei Wegen: erstens durch PPARγ-Aktivierung und zweitens durch Koakti-

vierung des AhR. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass ubiquitär vorkommende Umweltkontaminaten, 

die PPARs und AhR binden, sowohl alleine als auch kooperativ die Granulosazellfunktion beeinflussen 

können. 

 
Jann, Johann-Christoph: Interaktion zweier Signalwege in Granulosazellen: Wechselwirkung des   A-
rylhydrocarbon-Rezeptors (AhR) und der Peroxisomen-Proliferator- aktivierten Rezeptoren (PPAR) 
in der humanen Granulosazelllinie KGN, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2015  
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1 Einleitung 

Angaben zur Häufigkeit ungewollt kinderlosen Paaren schwanken sehr. Modernen Autoren zu-

folge sollen bis zu 15% der Menschen davon betroffen sein. Obwohl bei 85% dieser Paare die 

Ursache für die Fertilitätsstörung gefunden werden kann, bleibt ein nicht zu vernachlässigender 

Anteil ohne Diagnose [1] .  

Die Ursachen für Kinderlosigkeit verteilen sich näherungsweise gleich zwischen Faktoren bei 

Männern, Frauen und Wechselwirkung beider. Bei den Frauen leiden die Hälfe unter Ovulati-

onsstörungen [2]. Diese können auf verschiedenen Ebenen auftreten und können in der hypo-

thalamisch-hypophysäre Regulation oder im Ovar selbst beeinträchtigt sein. So kann es zu Stö-

rungen der Follikelentwicklung, der Steroidhormonsynthese, Oozytenreifung, Ovulation oder 

der Differenzierung zum Corpus luteum kommen. Ein weiterer wichtiger Grund für weibliche 

Sterilität ist das Polyzystische Ovarsyndrom (PCOS), das mit Insulinresistenz und erhöhten And-

rogenspiegeln assoziiert ist. Daneben zeigt sich eine Zunahme bei den sogenannten Lifestyle-

assoziierten Fertilitätsstörungen wie Rauchen, Adipositas und ein höheres Reproduktionsalter 

[3].  

Mittlerweile häufen sich die wissenschaftlichen Hinweise darauf, dass auch Umweltchemikalien 

mit hormoneller Wirkung, sogenannte endokrine Disruptoren (endocrine disrupting chemicals, 

EDC), die Fruchtbarkeit negativ beeinträchtigen. EDC sind exogene, meist synthetisch herge-

stellte Substanzen, die die endokrine Homöostase aus dem Gleichgewicht bringen können. Sie 

sind in der Lage, die endogenen Hormonwirkungen zu verstärken oder zu blockieren. Insbeson-

dere chlorhaltige Phenylverbindungen wie 2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-p-dioxin (TCDD) als 

Hauptvertreter der Dioxine und PCB (Polychlorierte Biphenyle), Plastikweichmacher wie Phtha-

late und Schwermetalle werden als Ursache endokriner Störungen untersucht und diskutiert 

[4,5]. In der stetig wachsenden industrialisierten Umgebung ist eine Exposition durch mehrere 

Schadstoffe der Normalfall. Über mögliche Auswirkungen einer solchen Mehrfachexposition ist 

bisher wenig bekannt.  

Viele pathophysiologische Mechanismen endokriner Disruptoren wurden in tierexperimentellen 

Studien beleuchtet. Jedoch ist die Übertragbarkeit auf den Menschen nicht gut untersucht.  

Zur Risikoabschätzung und Bewertung potenzieller EDC bedarf es daher weiterer Studien.  

Im Ovar nehmen die Granulosazellen zum einen durch ihren direkten Kontakt mit den reifenden 

Oozyten als auch durch ihre Eigenschaft als Hormonproduzenten eine Schlüsselrolle für die Fer-

tilität der Frau ein. Sie regulieren durch para- und autokrine Mechanismen das Follikelwachstum 

[6,7] und die lokale und systemische Estrogensynthese. Dabei unterliegt die Hormonproduktion 
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der Granulosazellen einer übergeordneten endokrinen Kontrolle. Es ist wahrscheinlich, dass so-

wohl die hormonelle Ansteuerung von Granulosazellen als auch deren intrinsische Funktionali-

tät  durch EDC gestört werden kann, was letztlich zu Beeinträchtigungen der Reproduktionsfä-

higkeit führt.  

 

1.1 Rolle der Granulosazellen in der Follikelreifung 

Eine der Hauptfunktionen der weiblichen Gonaden, dem Ovar, ist die Differenzierung und Frei-

setzung reifer Oozyten,  damit diese befruchtet werden können und damit der Fortbestand der 

Spezies gesichert ist [8]. Zusätzlich dazu unterstützt es durch die Produktion von Steroidhormo-

nen die Reifung der Follikel, die Ausbildung eines Menstruationszyklus und sekundärer Ge-

schlechtsorgane sowie die Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft [9].  

Das Ovar muss als Ort der Keimzellreifung und als periphere Hormondrüse einer präzisen Steu-

erung durch verschiedene Regelkreise unterliegen. Systemisch wird die terminale Follikelreifung 

durch die neuroendokrine Kontrolle der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (HPG) ge-

steuert. Das im Hypothalamus in ein rete mirabilis abgegebene Gonadoliberin (Gonadotropin-

Releasing-Hormon, GnRH) gelangt über die Blutweg in ein zweites arterielles Gefäßbett in der 

Adenohypophyse, wo daraufhin die  Gonadotropine Follikel-stimulierendes Hormen (FSH) und 

Luteinisierendes Hormon (LH) produziert werden.  
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1.1.1 Follikelreifung 

Der Follikel entwickelt sich vom Primordial- über den Primär- und Sekundärfollikel zum antralen 

Follikel, der eine mit Flüssigkeit gefüllten Antrumhöhle ausgebildet hat und reift schließlich zum 

sprungreifen Graaf’schen Follikel (benannt nach Reinier de Graaf) (Abbildung 1) [10].  

 

Erhalt der Primordialfollikel und initiale Follikelreifung 

Zuerst wird durch intraovarielle Prozesse das Wachstum von Primordialfollikeln angeregt oder 

von inhibitorischen Stimuli losgelöst, sodass einige Keimzellen zu Primär-  und Präantralfollikeln 

reifen können. Die molekularen Prozesse sind in Abbildung 2 als Übersicht zusammengefasst. 

Die Granulosazellen nehmen einen wichtigen Einfluss auf die Steuerung des initialen Wachstums 

der Follikel. Sie bilden den löslichen kit-Liganden, dessen Rezeptor (c-kit) auf den Oozyten und 

Thekazellen exprimiert wird [13]. In Studien mit murinen kit-Mangelmutanten erreichen die Fol-

likel keine Ausreifung jenseits primärer Stadien [14]. Das Anti-Müller-Hormon (AMH) ist ein 

wichtiger Regulator des ruhenden Pools der Primordialfollikel, indem es die initiale Follikelrei-

fung inhibiert [15–17]. Da es von den Granulosazellen als negatives Feedback gebildet wird, wird 

es klinisch als Marker für den verbleibenden Follikelpool genutzt [18,19].  

Zusätzlich zu auto- und parakrinen Faktoren sind direkte Zell-Zellverbindungen über gap junc-

tions für die Follikelausreifung verantwortlich. Die Expression von verschiedenen Connexinen 

konnte im Ovar festgestellt und ein Einfluss auf die Follikulogenese gezeigt werden. So bildet 

Connexin43 gap junctions zwischen den Granulosazellen aus [20], Connexin37 zwischen Oozy-

ten und Granulosazelllen [21]. Obwohl Mausmodelle mit gezielten Defekten in diesen Genen 

rasch postnatal aufgrund kardialer Malformationen versterben, zeigten beide einen Ausrei-

fungsstopp im präantralen Follikelstadium.  

A B 

C 

D 

Abbildung 1: Stadien der Follikelentwicklung. (A) Primordialfollikel, (B) Primärfollikel, (C) Sekundärfolli-
kel, (D) Tertiärfollikel (1) Oozyte, (2 in A+B) Follikelepithelzellen, (2 in C+D) Zona pellucida, (3) Granu-
losazellen, (4) Theka interna, (5) Theka externa, (6) Antrum folliculi, (7) Cumulus oophorus, (8) Basal-
membran. Nach [228]  
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Antrale Follikelformation 

Die terminale, zyklisch stattfindende Ausreifung der präantralen Follikel wird hauptsächlich 

durch die neuroendokrine Gonadotropinausschüttung bestimmt [8]. 

FSH und LH sind beide heterodimere Glycoproteine, die aus einer einzigartigen α-Untereinheit 

und einer evolutionär verbreiteten β-Untereinheit bestehen, welche auch im TSH und Chorion-

gonadotropin vorhanden ist. Sie sind die bestimmenden Signale für Überleben und Wachstum 

der antralen Follikel, die Estradiolproduktion und Granulosazellproliferation. Fehlen sie, kommt 

es zu Atresie und Apoptose in den Follikeln [22]. Zum Ende eines jeden Menstruationszyklus 

entwickelt sich nach Überschreiten eines kritischen FSH-Spiegels eine Kohorte von Sekundärfol-

likeln, die weiter zum springreifen Follikel differenzieren. Währenddessen steigt durch die er-

höhte Expression der Gonadotropinrezeptoren die Empfindlichkeit der Granulosazellen für FSH 

[23]. Die neu geformte murale Granulosazellschicht an der äußeren Wand des Follikels über-

nimmt kritische Aufgaben der Steriodbiosynthese und Ovulationsregulation, während die Cu-

mulus-Granulosazellen die Oozyte umgeben und für deren Wachstum und Differenzierung sor-

gen. Diese beiden Zellpopulationen werden durch gegenläufige Gradienten von FSH und von der 

Oozyte sezernierten (Wachstums-)Faktoren beschrieben [24]. Der Übergang vom präantralen  

zum antralen Follikelstadium markiert den Übergang von intraovarieller zur extraovariellen 

Steuerung durch die Hypothalamus-Hypophysen-Achse.  

Die klassische Signalkaskade des FSH wird durch Bindung an einen G-Protein-gekoppelte hepta-

helikalen, transmembraneren Rezeptor ausgelöst. Dadurch bildet die gekoppelte Adenylatzyk-

lase zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), das an die Proteinkinase A (PKA) bindet. Diese 

phosphoryliert den Transkriptionsfaktor cAMP-response element-binding protein (CREB), der die 

Expression verschiedener Zielgene, wie die Aromatase (Cyp19), Inhibin oder den  LH-Rezeptor 

induziert [10]. Daneben sind in den letzten Jahren einige PKA-unabhängige Signale des FSHR 

identifiziert worden, die Einfluss auf andere Signalwege wie PI3K/AKT und SRC-Tyrosin-Kinasen 

nehmen [25,26]. 

Auch das Signal des Insulin ähnlichen Wachstumsfaktor (insulin like growth factor 1, IFG1) nimmt 

Einfluss auf die Follikelreifung. IGF1-defiziente Mäuse zeigen einen Phänotyp ähnlich dem FSHβ- 

oder FSH-R-defizienter Mäuse [27,28]. Viele dieser Signalwege modulieren die Proliferation der 

Granulosazellen, die letztlich durch den Zellzyklus reguliert wird. Die D- und E-Isoformen der 

Cycline steuern über Cyclin-abhängige Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDK4/6 and CDK2) 

den Eintritt in den Zellzyklus, indem sie die G1-S Transition ermöglichen. CDK2-defiziente Mäuse 

zeigen eine verminderte Proliferation von Granulosazellen und einen Stopp der Follikulogenese 

im präantralen Stadium [29].  
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Die antralen Follikel reifen zu Tertiärfollikeln heran. Gleichzeitig findet die Selektion des domi-

nanten Follikels statt. Die übrigen Follikel werden atretisch und in Apoptose geführt [8]. Der 

dominante Graaf’sche Follkiel ovuliert und das Corpus luteum bildet sich [30]. Welche Mecha-

nismen im Einzelnen für die Selektion des einen Graaf’schen Follikels beitragen, ist nicht ab-

schließend geklärt. Einfluss nehmen sicher die Dichte der Gonadotropinrezeptoren auf dem do-

minanten Follikel [31]. Aktivine, ebenfalls Mitglieder der TGFβ-Superfamilie, die von Granu-

losazellen produziert werden, sind an der Auswahl des dominanten Follikels beteiligt [32,33]. 

Die gleichzeitige Estrogen- und Inhibinausschüttung der Follikel wirken als negatives Feedback 

auf die FSH-Freisetzung, sodass diese sinkt und nur der dominante Follikel, der eine hohe FSH-

Rezeptor-Dichte aufweist,  weiter wächst [34,35]. 

 

 
Abbildung 2: Übersicht über die Follikelreifung und Steuerung dieses Prozesses. Primordialfollikel werden 
durch intraovarielle Prozesse rekrutiert und reifen zu präantralen Follikeln. Dieser Prozess kann über Jahr-
zehnte stattfinden. Erst mit Eintritt in die Pubertät wachsen Follikel unter FSH-Einfluss weiter. Zyklisch 
entsteht ein dominanter Follikel, der ovuliert. Alle anderen Follikel werden atretisch.  

1.1.2 Regulation der Hormonbiosynthese im Ovar 

Die Steriodbiosynthese findet synergistisch zwischen den beiden gonadotropinabhängigen Zell-

schichten im Ovar statt: Die Hauptaufgabe der Thekazellen während der Follikulogenese ist die 

Produktion von Steroiden. Obwohl diese zur de novo Biosynthese von Androgenen fähig sind, 
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fehlt ihnen Cyp19, das den letzten, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Estradiolbiosyn-

these katalysiert (Abbildung 3). Die Thekazellen reagieren auf basale Level von LH mit höherer 

Expression der Enzyme, die mit der Steriodbiosynthese verbunden sind: Steroidogenic Acute Re-

gulatory Protein (StAR), Cytochrom p450 Isoform 11A (Cyp11A), Cyp17A1 und 3β-Hydroxystero-

iddehydrogenase (3β-HSD). StAR steuert den Transport von Cholesterol zur inneren Mitochond-

rienmembran, wo es durch Cyp11A1 zu Pregnenolon konvertiert wird. Cyp17A1 stellt daraus 

Dehydroepiandrosteron (DHEA) her,  das schlussendlich durch 3βHSD zu Androstendion (AD) 

oxidiert wird. AD diffundiert durch die Basalmembran zu den Granulosazellen. Als Antwort auf 

FSH exprimieren diese Cyp19, um Androgene in Estradiol bzw. Estron zu konvertieren [36].  

 

Abbildung 3: Steriodbiosynthese im Ovar nach [5]. DHEA: Dehydroepiandrosteron; StAR: Steroidogenic 
Acute Regulatory Protein 

Cyp19-defiziente Mäuse zeigen eine massiv gestörte Follikelstruktur, erhöhte Apoptose der Gra-

nulosazellen und erhöhte FSH und LH-Werte, was durch das Feedback der HPG-Achse erklärt 

werden kann [37].   

Die Effekte des Estradiols werden durch die beiden Estrogenrezeptoren ERα und ERβ vermittelt, 

die ligandenaktive Transkriptionsfaktoren sind. Schnelle, nicht-genomische Estradioleffekte 

werden über den membranassoziierter G-Protein-gekoppelter Rezeptor GPR30 vermittelt [38]. 

ERβ ist auf Granulosazellen der wachsenden Follikel exprimiert und wird durch die Gonadotro-

pine reguliert, wohingegen ERα hauptsächlich im Interstitium und den Thekazellen exprimiert 
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wird [39]. ERα-Defizienz führt zu völliger Infertilität mit gestörter Follikelstruktur ähnlich der, die 

bei Cyp19-Defizienz beobachtet wurde, was auf die ERα-abhängige Androgenproduktion  in den 

Thekazellen zurückzuführen ist [40]. Fehlt der ERβ liegt eine Subfertilität aufgrund einer Ovula-

tionsstörung vor. Dies ist auf eine  verminderte Expression des LHR auf den Granulosazellen zu-

rückzuführen, dessen höchste Expression präovulatorisch vorliegt und von dem gleichzeitigen 

FSH- und Estradiol-Stimulus abhängig ist [41]. Zusammenfassend legen die Daten aus den defi-

zienten Tiermodellen nahe, dass anders als FSH Estradiol nicht essentiell für die antrale Follikel-

formation ist, aber kritisch für das Wachstum und die Differenzierung der Granulosazellen sowie 

den Erhalt der antralen Follikelreifung und die Ovulation [10].  

1.1.3 KGN als in vitro Granulosazellmodell  

Primäre Granulosazellen können im Rahmen von in vitro-Fertilisation (IVF)-Behandlungen nach 

kontrollierter exogener Follikelstimulation gewonnen werden [42,43]. Diese zeichnen sich aber 

oft durch große Heterogenität aus und sind auch nur über kurze Zeiträume stabil kultivierbar 

[44]. So konnte beispielweise gezeigt werden, dass der Modus der hormonellen Stimulation Ein-

fluss auf das Expressionsmuster der gewonnen Zellen hat [45]. Darüber hinaus befinden sich die 

so gewonnenen Zellen nach Ende des Stimulationsprotokolls in fortgeschrittener luteinisierter 

Differenzierung, sodass die Empfindlichkeit für FSH und LH und das Steroidprofil einem sehr spä-

ten Stadium entspricht [46]. Viele Effekte der EDCs greifen schon in weit früheren Stadien.  

Aufgrund dieser Tatsachen wurde für diese Arbeit eine immortalisierte Granulosazelllinie aus-

gewählt, um die Prozesse der zyklischen Rekrutierung, wie sie in einem Sekundärfollikel statt-

finden, untersuchen und charakterisieren zu können. Derzeit liegen 7 verschiedene immortali-

sierte humane Granulosazelllinien vor [47], die sich in ihrer Herkunft und endokrinen Charakte-

ristika unterscheiden. Neben den KGN-Zellen sind zwei weitere aus ovariellen Tumoren entwi-

ckelt worden. Die übrigen 4 wurden durch gezielte onkogene Transformation erzeugt. Die KGN-

Zelllinie wurde aufgrund ihrer FSH-Sensitivität, Enzymexpression und -aktivität, der Steroidsyn-

these und damit der größten Ähnlichkeit zu nativen Granulosazellen eines Sekundärfollikels aus-

gewählt [47–52].  

 

1.2 Signalkaskade des Arylhydrocarbon-Rezeptors 

1.2.1  Struktur und Liganden 

Der Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR, auch Dioxin-Rezeptor) ist ein nahezu ubiquitär vorkom-

mender Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor. 1976 wurde er erstmals von Poland et al. als 
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Mediator der Toxizität von Xenobiotika wie halogenierten Dibenzo-p-dioxinen (TCDD) in muri-

nen Hepatozyten beschrieben  [53]. In den vergangenen 30 Jahren ist er bzw. ein Homolog in 

nahezu allen Vertebraten und deren Organsystemen und in manchen Invertebraten beschrieben 

worden [54,55].  Das phylogenetisch weit gestreute Vorkommen des AhR sowie  die ubiquitäre 

Expression und das funktionelle Wirken als Rezeptor deuten auf eine evolutionär frühe Bildung 

hin, dessen physiologische Rolle und endogene Liganden sich verändert haben mögen. AhR-de-

fiziente Mäuse haben einen auffälligen, aber nicht letalen Phänotyp. Sie fallen auch durch Ferti-

litätsstörungen auf [56].  

Der AhR gehört in die Gruppe der basischen helix loop helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren. Des 

weiteren besitzt er eine hochkonservierte Domäne,  über die eine Reihe anderer Regulatoren 

verschiedenster biologischer Prozesse ebenfalls verfügen. Sowohl der AhR als auch der Arylhyd-

rocarbon Receptor nuclear translocator (ARNT) teilen diese zweite Domäne mit den zwei nahe 

verwandten Proteinen single-minded (SIM) und period (PER) aus Drosophila [57]. Aus der Ho-

mologie dieser Gruppe hat man die PAS-Domäne abgeleitet (PER, ARNT, SIM). SIM scheint ein 

kritischer Regulator der Entwicklung des zentralen Nervensystems zu sein, PER ist in den circadi-

anen Rhythmus involviert. 

Der AhR hat mittlerweile eine gut etablierte Rolle in der Erklärung der Toxizität halogenierter 

Dioxine, an deren Beispiel mechanistisch die Wirkung verschiedener Umweltschadstoffe gezeigt 

werden konnte [58]. Jedoch hat sich in den letzten Jahren der Fokus auch weiter über die Ver-

mittlung toxikologischer Effekte hin zur Suche nach physiologischen Aspekten verschoben. So 

wurde versucht, insbesondere die pharmakokinetischen Eigenschaften des AhR mittels synthe-

tisch hergestellter Agonisten zu klären. In der Gruppe der exogenen Liganden lassen sich prinzi-

piell 3 Subtypen unterscheiden. Die erste Gruppe sind die halogenierten Dioxine (HAH), deren 

Hauptvertreter 2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-p-dioxin (TCDD) gleichzeitig auch der am besten 

charakterisierte AhR-Agonist ist. Durch die Halogenierung mit Chlorid sind Dioxine chemisch äu-

ßerst inert, werden also metabolisch kaum abgebaut und akkumulieren so in der Umwelt und in 

exponierten Organismen. Für diese Gruppe konnte gezeigt werden, dass AhR-defiziente Mäuse 

unempfindlich für die Toxizität von TCDD sind [59]. Die zweite sehr heterogene Gruppe sind PCB, 

die 209 Isomere und Kongenere umfasst [60]. Durch ihre chemische Stabilität sind sie Bestand-

teil von Isolatoren und Feuerschutzmitteln [61]. Die dritte Gruppe wird durch die polyzyklischen 

aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) repräsentiert, deren Hauptvertreter das Benza[a]py-

rene (B[a]P) ist. Diese Verbindungen sind in Zigarettenrauch oder Grillfleisch enthalten [62]. 

Diese Substanzen können im Sinne einer Giftung durch AhR-induzierte Enzyme zu Diol-Epoxiden 

transformiert werden, die als Makromoleküle Addukte an der DNA bilden und so direkt karzino-

gen wirken können. 
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Obwohl PAH auch bei Waldbränden entstehen können, sind größere Expositionen solcher Stoffe 

zeitgeschichtlich eher neuere Ereignisse, die nicht die evolutionäre Konservierung des AhR er-

klären können [58]. Dies erschwert es einen kausalen Zusammenhang zwischen Umweltschad-

stoffen und dem Aufkommen bzw. der Selektion des AhR zu ziehen. Lange wurde der AhR daher 

als orphan receptor beschrieben.  

Mit dem Wissen um den chemischen Aufbau dieser exogenen Liganden wurde versucht, mittels 

structure-activity relationship mögliche endogen Liganden zu finden.  Die zuerst beschriebenen 

und charakterisierten endogenen Liganden sind Indigo und Indirubin, beides Farbstoffe aus der 

Indigopflanze. 

Tabelle 1 Beschriebene Liganden des AhR:  1)  Cyp1a1 – Induktion, 2)  Reportergenassay 

1.2.2 Signaltransduktion und Zielgene 

Die Aktivierung des AhR umfasst folgende Schritte: Ligandenbindung, Translokalisation in den 

Nukleus, Heterodimerisierung mit ARNT und DNA-Bindung (Abbildung 4) [71]. Der AhR liegt in 

Abwesenheit eines Liganden ruhend im Zytoplasma als Komplex mit den Chaperonen Hitze-

schockprotein 90 (Hsp90), p23 und Hepatitis B Virus X- assoziiertes Protein 2 (XAP2) vor [72–75]. 

Hsp90 interagiert mit der bHLH und PAS Domäne [76]. Letztere enthält die Region, die für die 

Ligandenbindung verantwortlich ist [77]. Die Bindung eines Liganden an den AhR induziert eine 

Konformationsänderung, sodass das N-terminale Kernlokalisationssignal (NLS: nuclear localisa-

tion signal) frei und der Import in den Zellkern eingeleitet wird [78]. Die gebundenen Chaperone 

werden freigesetzt und ARNT lagert sich dem AhR an [79]. Das ligandengebundene Dimer aus 

AhR/ARNT kann nun über die bHLH-Domäne an typische promotorassoziierten Xenobiotika-

 Ligand ED50 [mol/kg] (Spezies) TCDD Äquivalenz-

dosis 

Publikation 

Exo
ge

n
e

 A
go

n
iste

n
 

TCDD 1) 

           1) 

10-9 (Maus) 

10-11 (Ratte: Hepatomazell-

linie) 

1 [63]   

[64] 

3,3′,4,4′,5′-penta-chlo-

rietes Biphenyl 1) 

5 x 10-8 (Ratte) 50  [65] 

3-Methylcholanthren 1) 2,9 x 10-4 (Ratte) 1000-10.000 [66] 

En
d

o
ge

n
e

 Ligan
d

en
 

Indirubin 2) 

                 2) 

2 x 10-10 (Hefe) 

10-7 (humane Hepatoma) 

30 

50 

[67] 

[68] 

6-Formylindolo[3,2-

b]carbazole 1) 

5.3 x 108
 (human) 1.89 [69] 

Kynurenin 1,2)  12.3 x 106 (human) n.a. [70] 
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Responseelement (XRE) der DNA binden. Die C-terminale Transaktivierungsdomäne interagiert 

mit Transkriptionsfaktoren und so die Transkription verschiedener Gene initiiert werden. Die 

Sequenz typischer Responseelemente ist: 5‘ TnGCGG 3‘ [57]. 

  

Abbildung 4: Schematische Darstellung der klassischen Signaltransduktion des AhR nach [57,80] ARNT: 
AhR-nuclear-translocator, bHLH: basische helix-loop-helix-Domäne, Hsp90: Hitzeschockprotein 90, NLS: 
Kernlokalisationssignal, PAS: PER-ARNT-SIM-Domäne, TAD: Transaktivierungsdomäne, XAP23: Hepatitis B 
Virus X-assoziiertes Protein 23, XRE: Xenobiotika-Responseelement. 

Die am besten charakterisierten Zielgene des AhR sind die Monooxygenasen Cyp1a1, Cyp1a2 

und Cyp1b1, welche auf Grund ihrer Funktion auch als Xenobiotika-metabolisierende Enzyme 

(XMEs) bezeichnet werden. Weitere Zielgene sind die Phase II-konjugierenden Enzyme Gluta-

thione-S-transferase (GST) und die UDP-Glucuronosyltransferase 1A1 (UDPGT) sowie die Alde-

hyd-Dehydrogenase und die NADPH-Quinone-oxidoreductase. Durch die Induktion dieser En-

zyme kommt es jedoch nicht nur zur Metabolisierung und Entgiftung von Xenobiotika, sondern 

es können ebenso äußerst karzinogene Verbindungen entstehen. Ein Beispiel ist die Umwand-

lung von Benzo[a]pyren in 7,8-dihydroxy-9,10-epoxy-7,8,9,10-Tetrahydro-benzo[a]pyren durch 

das Cyp1a1 [81]. Auch endogene Verbindungen wie 17β-Estradiol können durch eine Xenobio-

tika-induzierte Enzymaktivität von Cyp1a1, Cyp1a2 oder Cyp1b1 verstärkt metabolisiert werden 
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[82,83]. Neben diesen Zielgenen des AhR wurde in den vergangenen Jahren für eine Reihe an-

derer Gene eine AhR-abhängige Regulation bzw. ein funktionelles XRE im Promotorbereich 

nachgewiesen. Zu diesen gehören der AHR-Repressor (AhRR [84], aber auch Gene, welche für 

die Funktion und Regulation der Granulosazellen essentiell sind, beispielsweise die Cyp19 [56] 

oder der FSHR [85]. 

1.3 Signaltransduktion der PPARs 

1.3.1 Struktur 

Die Peroxisomen Proliferator-aktivierten Rezeptoren  (Peroxisome proliferator-activated  recep-

tor; PPAR) sind eine Familie nukleärer Hormonrezeptoren, die zur Steroidrezeptor-Superfamilie 

gehören. 1990 wurden sie erstmals von Issemann und Green als Vermittler der Hepatokarzino-

genese in Nagern identifiziert, die mit der Proliferation der intrazellulären Peroxisomen einher-

ging [86].  In nachfolgenden Arbeiten wurden zwei weitere Mitglieder der Familie identifiziert, 

sodass sich heute die Nomenklatur von PPARα, β (auch delta) und γ durchgesetzt hat. Die PPARs 

haben große Strukturähnlichkeit mit Mitgliedern der Steroidrezeptorfamilie.  

Die mäßig konservierte N-terminale A/B-Domäne ist verantwortlich für die Liganden-unabhän-

gige Aktivierung (AF-1). Die C-terminale E-Domäne enthält die Ligandenbindungsdomäne (AF-

2).  Dazwischen liegen die C-Domäne, die für die DNA-Bindung verantwortlich ist und die D-Do-

mäne, die für Heterodimerisierung notwendig ist und als Gelenk (hinge region) bezeichnet wird 

[87]. Wenngleich alle drei PPAR-Isotypen von drei single copy-Genen auf den humanen Chromo-

somen 22, 6 und 3 codiert werden, gibt es gute Evidenz dafür, dass alle aus einem Vorgängergen 

entsprungen sind [88,89].  

Neben der reinen Rezeptorfunktion ist eine Transkriptvariante von PPARα beschrieben worden, 

deren Anteile der Gelenkregion und der gesamten Ligandenbindungsdomäne durch alternatives 

Splicing verloren gehen. Damit kann sie mit anderen PPAR und nukleären Rezeptoren um Koak-

tivatoren kompetieren [90]. Von PPARγ sind beim Menschen zwei Transkriptvarianten (PPARγ1 

/2) bekannt, die zu unterschiedlichen Proteinen führen [91].  

1.3.2 Liganden des PPAR-Isotypen 

Die Menge der Liganden ist sehr breit, was typisch für die nukleären Rezeptoren ist. Viele dieser, 

insbesondere der endogenen Substanzen haben eine gut beschriebene endokrine Funktion oder 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Proteinstruktur der Peroxisome Proliferations-aktivierten Rezepto-
ren (PPARs). A/B: Liganden-unabhängige Aktivierungsdomäne, C: DNA-Bindungsdomäne, D: Gelenk (hinge re-
gion), E: Ligandenbindungsdomäne 

 N- -C   

C A/B D E 
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sogar Einfluss auf die ovarielle Homöostase.  

Tabelle 2: Übersicht über die Liganden der PPAR mit Quelle und Spezifität für die Isotypen nach [92] 

  Quelle Spezifität für PPAR-Isotypen Referenz 

En
d

o
ge

n
e

 Ligan
d

e
n

 

Mehrfach ungesättigte 
Fettsäuren 

Diät PPARα > PPARδ>>PPARγ [93] 

Acharchidonsäure-meta-
bolite 
    8-HETE 

    PGJ2 

    PGA1 

    Leukotriene B4 

Entzündung,  

Metabolisch 

PPARα, PPARδ, PPARγ 

 

PPARα 

PPARγ >>>PPARα > PPARδ 

PPARδ >> PPARα , PPARγ 

[94] 

 

[95] 

[95] 

[96] 

Oxidiertes LDL  PPARγ [97] 

Exo
ge

n
e

 Ligan
d

e
n

 

Herbizide/Fungizide Umwelt PPARγ [98] 

Phthalate/Plastik-weich-

macher 

Chemische Industrie  [99] 

NSAIDS Pharmazie PPARγ> PPARα>> PPARδ [100] 

Fibrat Pharmazie PPARα [101] 

Glitazon Pharmazie PPARγ [101] 

PAH Umwelt, Chem. In-

dustrie 

PPARα, PPARδ [102] 

 

Pflanzliche Inhaltsstoffe 

   Genistein 

Komplementär-me-

dizin 

PPARγ [103] 

 

Es wird deutlich, dass insbesondere die endogenen Liganden eine unterschiedliche Affinität zu 

den Isotypen haben. Trotz der großen Heterogenität zeichnen sich alle Liganden als amphiphile 

Moleküle aus, die ein hydrophobes Grundgerüst (entweder aliphatisch oder aromatisch) und 

eine Säuregruppe bzw. eine funktionelle Gruppe besitzen, die zur Säure oxidiert werden kann  

[104]. Verschiedene synthetisch erzeugte und pharmakologisch genutzte Agonisten sind be-

kannt: Die beiden wichtigsten Gruppen sind die der Fibrate (Bezafibrat, Clofibrat und Fenofibrat) 

als PPARα-Agonisten [105] und die  Thiazolidinedione (TZDs) (Rosiglitazon, Pioglitazon und Trog-

litazon) als PPARγ Agonisten [106]. 

Auch für Phthalate konnte die Aktivierung  der PPARα- und PPARγ-Isotypen in Transaktivierungs-

assay mehrfach mechanistisch [104,107,108] und vor Estrogen-abhängigem Hintergrund [109–

111] gezeigt werden. Die Phthalate gehören mit einer Einsatzmenge von 2 Mio. Tonnen/Jahr 

weltweit zu den wichtigsten Industriechemikalien und werden in Kunststoffen (PVC), in Textil-

hilfsmitteln sowie in kosmetischen Präparaten (Parfüms, Deodorants, Nagellacken etc.) einge-
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setzt. Di(2-ethylhexyl)phthalat (DEHP) gehört zu den am häufigsten als Weichmacher eingesetz-

ten Phthalaten. DEHP ist chemisch sehr stabil. Da es nicht kovalent an PVC gebunden ist, kann 

es entweichen bzw. beim Kontakt mit Flüssigkeiten oder Fetten herausgelöst werden. Die Ver-

wendung von phthalathaltigem Verpackungsmaterial für Lebensmittel birgt die Gefahr des 

Übertritts v.a. in fettreiche Nahrungsmittel. Zudem bedeutet die gute Fettlöslichkeit, dass DEHP 

im Fettgewebe akkumuliert und auch in Muttermilch, aber auch in „natürlichen“ Lebensmitteln 

wie Butter und Käse  nachgewiesen werden kann [112,113]. 

Die physiologischen Funktionen der PPARs sind weit besser bekannt als die des AhR:  Der PPARα-

Isotyp ist vorrangig für den Lipidkatabolismus verantwortlich. Er reguliert verschiedene Gene 

der Lipidoxidation, die hauptsächlich in der Leber, oxidativ arbeitenden Muskeln und im Herz 

vorkommen [87]. In der Leber werden  Lipoproteinlipase (LPL), Fettsäuretranslokase (CD36) und 

das fatty acid transport protein durch PPARα induziert [114].   Beispielhaft für die Fettsäureoxi-

dation in den Mitochondrien  wird im Rahmen der β-Oxidation die medium chain acyl-CoA de-

hydrogenase (ACOX) induziert [115].   

Die ubiquitäre, geringe Expression von PPARβ und die Tatsache, dass bisher keine selektiven 

Liganden für PPARβ identifiziert worden sind, machen es schwer, dieser Isoform eine spezifische 

Funktion zuzuschreiben [87].  

PPARy, der hoch in Fettgewebe exprimiert ist, konnte als Schlüsseltranskriptionsfaktor in der 

terminalen Differenzierung weißen Fettgewebes identifiziert werden [116,117]. Beide Tran-

skriptvarianten induzieren die Adipozyten-spezifische Isoform des fettsäurebindenden Proteins 

(fatty acid binding protein, FABP4, aP2) [118]. Im Heterodimer mit dem Retinsäurerezeptor 

(RXR) reguliert PPARγ die zytosolische Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase  (PEPCK1) [119], die 

den wichtigsten Schritt der Gluconeogenese katalysiert. Die Kontrolle der Zelldifferenzierung 

von PPARγ  ist aber nicht nur auf Präadipozyten beschränkt. In MCF7-Zellen und anderen Brust-

krebszelllinien führt die Behandlung mit einem synthetischen PPARγ zu einer Lipidakkumulation 

und Expression von Genen, die erst in späteren Differenzierungsphasen anzutreffen sind [120], 

oder zu Apoptose und Fibrosierung [121].  

Auch eine klinische Relevanz hat sich für die beiden Isotypen PPARα und PPARγ gezeigt. Die 

Behandlung mit PPARα-Aktivatoren wie Fibraten haben sich in der Therapie von Dyslipidämien 

als sinnvoll erwiesen, da diese eine Senkung des Plasma-Triglyzeridspiegels und eine Verschie-

bung der LDL/HDL-Verhältnisses (high bzw. low densitiv lipoprotein) zugunsten des gefäßprotek-

tiven HDLs herbeiführen [105,122,123]. TZD als synthetische Liganden des PPARγ werden der-

zeit unter anderem in der Behandlung des Typ-2-Diabetes eingesetzt, da sie eine Verbesserung 

in der Insulinsensitivität gezeigt haben [124–126].  

Dass auch Prostaglandine, Leuktotriene und andere proinflammatorischer Cytokine als Liganden 
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der PPARs wirken, machen ihren Einfluss in der Entzündungsreaktion deutlich, welche für die 

Auslösung der Ovulation essentiell ist. PPARα-defiziente Mäuse zeigen einen verzögerten Ablauf 

der Entzündungsreaktion, was durch die Rolle von PPARα im Katabolismus des proinflammato-

rischen Leukotriens B4 erklärt wird [127]. In glatter Muskulatur hemmt PPARα den Interleukin-

1-Signalweg indem es Cylooxygenase-2 (COX-2) induziert [128,129]. Andere Studien zeigen, dass 

auch PPARγ-Agonisten die Aktivierung von Makrophagen im Entzündungsgeschehen hemmen 

können [130]. 

1.3.3 Signaltransduktion  

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Signaltransduktion der PPARs nach [131]  RXR: retinoic acid 
receptor, P: Phosphorylierung A/B/C/D/E Domänen aus Abbildung 5. 

Die Signaltransduktion der PPARs ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt [131].  Die Rezep-

tormoleküle liegen als Komplex mit verschiedenen Korepressoren vor [92]. Eine Ligandenbin-

dung führt zur Freisetzung des Rezeptormoleküls aus dem Komplex und einer Konformations-

änderung [87]. Nach Bildung des PPAR:RXR-Komplexes können nun Koaktivatoren binden, so-

dass das Heterodimer mit den PPAR-Responseelementen der DNA (PPRE) interagieren kann. Es-

sentiell dafür ist die Bildung eines Heterodimers mit RXR, der ebenfalls zur Familie der nukleären 

Rezeptoren gehört. Diese Interaktion kann auch in Abwesenheit von Liganden vorkommen 
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[132]. Das PPAR:RXR-Heterodimer bindet kurze DNA-Sequenzen der PPRE, die in der Promotor-

region verschiedener Zielgene zu finden sind. Dabei handelt es sich um eine wiederholte Se-

quenz von 5‘AGGTCA3‘, die durch ein beliebiges Nukleotid getrennt ist [93]. Durch kurze Motive 

am 5‘-Ende der PPREs wird eine Polarität geschaffen, die die Richtung der Bindung des Heterodi-

mers auf der DNA bestimmt [93]. Diese 5‘-Sequenzen geben auch die Möglichkeit zur präferen-

tiellen Bindung verschiedener Isotypen. Die Kofaktoren haben Histonacetyltransferase-Aktivität, 

um die Nukleosomenstruktur zu modifizieren und Kontakt zu den allgemeinen Transkriptions-

faktoren aufnehmen zu können [133]. Die transkriptionelle Aktivität des PPAR:RXR-Heterodi-

mers kann einerseits durch Ligandenbindung, andererseits auch durch Phosphorylierung der 

A/B-Domäne moduliert werden [134].  

Aufgrund der Ähnlichkeit des Signaltransduktionsweges der PPARs mit denen anderer nukleärer 

Rezeptoren und dem AhR sind auch andere Interaktionen  vorstellbar. Diese konnten bereits für 

den Glucokorticoidrezeptor [135–137] oder den Schilddrüsenhormonrezeptor [138–140] mit 

den PPARs gezeigt werden. 

1.4 AhR und PPAR im Ovar  

1.4.1 Bekannte Einflüsse des AhR 

Sowohl die AhR-Defizienz im Mausmodell als auch die Aktivierung des AhR-Signalweges durch 

Liganden kann zu adversen Effekten in der weiblichen Reproduktionsphysiologie führen (Abbil-

dung 2) [141]. Erstmals beobachtet wurde dies bei AhR-defizienten Mäusen, die ursprünglich 

zum Nachweis der hepatischen Toxizität von PAHs entwickelt worden waren [142–144]. Die Sub-

fertilität der weiblichen Tiere zeigte sich durch eine geringere Wurfgröße und eine erhöhte Le-

talität der Nachkommen während der Laktationsphase. Mechanistisch konnten verschiedene 

Ursachen dafür gefunden werden, wobei der AhR zu unterschiedlichen Zeitpunkten Einfluss 

nimmt: Während der pränatalen Einwanderung der Urkeimzellen in die Ovaranlage wird ein gro-

ßer Teil der Oozyten in Apoptose geführt. In diesem Stadium wirkt der AhR proapoptotisch 

[145]: So zeigten Ovarien aus AhR-defizienten Mäusen kurz nach der Geburt bis zu doppelt so 

viele Primordialfollikel als Wildtyp (WT)-Mäuse [141]. Umgekehrt wiesen  in-utero oder postna-

tal mit AhR-Liganden exponierte Versuchstiere weniger Primordialfollikel auf [146]. Ursächlich 

konnten zwei XREs in der Promotorregion des proapoptotischen Bcl2-associated X protein (Bax) 

gefunden werden [147]. Zur Rolle des AhR in den somatischen Zellen in der pränatalen Follikulo-

genese liegen dagegen wenig Daten vor [148].  

Auch während der initialen und zyklischen Follikelreifung ist der AhR in das Wachstum und die 

Ausdifferenzierung der Follikel involviert. Jedoch hat hier das Fehlen des AhR einen gegenteili-

gen Effekt: Es wurde festgestellt, dass bei fehlender AhR-Signalwirkung weniger präantrale und 
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antrale Follikel vorhanden sind als im WT [141]. Ein Grund dafür scheint die notwenige Anwe-

senheit des AhR für die Zellzyklusprogression in den Granulosazellen über Cyclin D2 (CCND2) 

und die cyclinabhängige Kinase 4 (CDK4) zu sein [85]. Eine Aktivierung des AhR mittels β-Naph-

toflavon führte zu gesteigerter Proliferation der Granulosazellen in vitro [149]. Der Untergang 

der Follikel scheint zu diesem Zeitpunkt aber nicht mehr durch den AhR beeinflusst zu sein  

[150,151]. Eine weitere Ursache für das reduzierte Follikelwachstum wird in der Änderung der 

Steriodbiosynthese gesehen. So führen sowohl AhR-Depletion als auch die exogene Aktivierung 

zu einer verminderten Estradiolproduktion [85,152]. Auch auf Seiten der Thekazellen zeigt sich 

ein negativer Einfluss exogener AhR-Aktivierung auf die Steroidbiosynthese [151,153]. Die Steu-

erung der Steriodbiosynthese über ERα, ERβ, LHR und FSHR ist bei AhR-defizienten Mäusen und 

bei TCDD-Exposition durch geringere Rezeptor-Expression negativ beeinflusst [85,154,155]. 

Weiterhin wurden physiologische Effekte des AhR in der Tuba uterina, dem Uterus, der Vagina 

und der Mamma gezeigt [148].  

1.4.2 Bekannte Einflüsse der PPARs 

Beschrieben als Regulatoren der Energiehomöostase, vor allem in der Leber und der querge-

streiften Muskulatur, sind die Erkenntnisse über eine physiologische Rolle der PPARs in ovariel-

len Prozessen erst seit kurzem Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Untersuchungen: Eine 

der ersten Verbindungen der PPARs mit weiblicher reproduktiver Gesundheit wurde erkannt, 

als synthetische PPARγ-Agonisten der Glitazon-Familie, die im Rahmen von Typ-2-Diabetes mel-

litus eingesetzt werden, auch zu Verbesserung sekundärer, Insulinresistenz-vermittelter Effekte 

wie dem Polyzystischen Ovarsyndrom führten [156]. Dies ist einer der häufigsten weiblichen 

Endokrinopathien, die mit Hyperandrogenismus, der damit einhergehender Virilisierung, sowie 

polyzystischen Ovarien und Oligo- bzw. Anovulation verbunden ist. Häufig sind die Frauen über-

gewichtig und insulinresistent [157]. Aus phylogenetischer Sicht ist die Verbindung von Ernäh-

rungszustand und Reproduktion sinnvoll. So konnten viele Energiesensoren wie Glukose, Insulin 

und Leptin mit jeder Ebene der HPG in Verbindung gebracht werden [158].   

Die Deletion von PPARα, der vorrangig in Thekazellen exprimiert wird, führte zu keinen negati-

ven Auswirkungen in der Fertilität [159,160]. PPARγ hingegen wird um ein Vielfaches stärker in 

Granulosazellen exprimiert. Er kann zu allen Zeitpunkten der Follikulogenese nachgewiesen wer-

den, nimmt aber stetig in späteren Reifungsstadien zu (Abbildung 2) [92,161]. Auch die Prolife-

ration der Granulosazellen wird durch Behandlung mit Glitazonen beeinflusst [162]. Die Elimi-

nation von PPARγ ist schon in utero letal [163].  Verschiedene gewebsspezifische Knockouts lie-

gen vor, deren Focus jedoch auf den metabolischen Eigenschaften von PPARγ liegt [164].  
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1.5 Zielstellung 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in der immortalisierten humanen Granulosazelllinie KGN, ei-

nem etablierten in vitro Modell, die Auswirkungen von TCDD und DEHP auf die Hormonbiosyn-

these untersucht. Der besondere Schwerpunkt lag dabei auf der Aufklärung der Interaktionen 

der Signalwege des AhR und der PPARs. Grundlage der vorliegenden Arbeit ist die Dissertation 

von Frau Dr. Katja Horling  [51] mit dem Nachweis, dass der AhR in KGN-Zellen exprimiert wird 

und funktionell konstitutiv aktiv ist. Die vorgelegte Arbeit hat folgende Ziele:  

 (A) die Charakterisierung der Umwandlung von industriell produzierten DEHP in dessen Haupt-

metaboliten Monoethylhexylphthalat (MEHP)  

(B) der molekulare Nachweis der PPARs sowie einer aktiven Signalkaskade im verwendeten Zell-

kulturmodell 

(C) die Untersuchung der Interaktion des AhR- und des PPAR-Signalweges durch gleichzeitige 

Aktivierung und selektive Inhibierung der verschiedenen Signalwege  

(D) die funktionelle Charakterisierung der Aktivierung beider Rezeptoren bezüglich wichtiger 

Granulosazellmarker.
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2 Material und Methoden 

Die folgenden Arbeiten wurden im Institut für Anatomie und Zellbiologie der Martin-Luther-Uni-

versität Halle-Wittenberg durchgeführt. 

2.1 Zelllinie KGN 

Die bei dieser Studie benutzte KGN-Zelllinie entstammt einem Granulosazelltumor einer 63jäh-

rigen Japanerin. Die Etablierung erfolgte 1994 aus einem Rezidiv [49].  

2.2 Kultivierung der Zellen 

Die Zellen wurden in DMEM/F-12-Medium kultiviert. Dieses wurde mit 10% fetalem Kälberse-

rum (FKS), 2mM L-Glutamin als zusätzliche Stickstoffquelle und 50U/ml Penicillin sowie 50µg/ml 

Streptomycin als Antibiotikum supplementiert. Die Kultivierung erfolgte in T75 Flaschen bei 37°C 

unter 5% CO2 [51]. Bei einer Konfluenz von ca. 80% wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde 

das Medium abgenommen, die Zellen mit vorgewärmten PBS gewaschen und anschließend bei 

37°C mit Zelldissoziationslösung (CDS) inkubiert. Nach 3 min wurde die Reaktion durch Medium-

zugabe gestoppt und die Zellsuspension 1:3 in vorgewärmte Flaschen überführt.  Das Ablösen 

wurde unter dem Phasenkontrast-Mikroskop kontrolliert und durch seitliches Beklopfen der Kul-

turflasche unterstützt. Für Versuche wurden die Zellen mithilfe einer Neubauer-Zählkammer ge-

zählt und anschließend angepasst an die Fläche der Kulturflasche ausgesät.  

2.2.1 Kryokonservierung der Zellen 

Zur Lagerung der Zellen sind diese in einem speziellen Medium eingefroren worden. Dazu wur-

den die Zellen aus konfluente T75-Flaschen wie oben beschrieben abgelöst. Die Zellen wurden 

anschließend in einem Flacon für 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert und der Mediumüberstand 

verworfen. Das Pellet wurde mit einem Einfriermedium, bestehend aus 60% DMEM, 30% FKS 

und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO), bei 4°C gelöst und in ein Kryoröhrchen überführt. Über Nacht 

wurden diese in einem mit  Isopropanol gefüllten Einfriergerät bei –80°C gelagert und am nächs-

ten Tag in flüssigen Stickstoff gelagert. 

Zum Auftauen wurden diese Kryoröhrchen schnell im Wasserbad angetaut und sofort in 5ml 

vorgewärmtes Medium überführt. Nach Zentrifugation wurde der Mediumüberstand verworfen 

und das Pellet in normal Medium resuspendiert. Nach Überführung in T75-Flaschen sind diese 

wie geschildert weiter kultiviert worden.  
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2.2.2 Exposition mit Agonisten/Antagonisten 

Von folgenden Chemikalien wurden Stammlösungen hergestellt: Agonisten: TCDD (10µM), 

DEHP und MEHP (10mM), Bezafibrat (100mM), Rosiglitazon (1mM); Antagonisten (je 1mM): α-

Naphtoflavon (AhR), MK886 (PPARα) und GW 9662 (PPARγ). Aufgrund der äußerst lipophilen 

Eigenschaften insbesondere von TCDD und DEHP wurde für alle Stoffe DMSO als Lösungsmittel 

verwendet. Die weiteren Verdünnungen zur Zielkonzentration erfolgten in Kulturmedium. Dabei 

wurde darauf geachtet, dass DMSO nicht mehr als 0,1% des Medium ausmachte. 

Die Versuche wurden unter subkonfluenten Bedingungen in T25-Kulturflaschen oder 6-well Plat-

ten durchgeführt. Zur Kontrolle dienten Zellen, die unter gleichen Bedingungen kultiviert wur-

den. Um immer wieder beobachtete unspezifische Effekte des Lösungsmittels auszuschließen, 

wurde den Kontrollen DMSO in gleicher Konzentration zugesetzt, sodass nur Effekte unter glei-

chen Lösungsmittelmengen vergleichen wurden. Für die Studien wurde folgendes Expositions-

schema gewählt: 

 

 

 

 

   

Im ersten Schritt wurde nur je ein Antagonist mit TCDD, DEHP oder einem Mix aus beiden appli-

ziert. Im zweiten Schritt erfolgte eine Doppel- bzw. Dreifachantagonisierung. 

2.2.2.1 FSH-Stimulation 

Für Studien unter FSH-Stimulation wurde rekombinantes FSH in einer Konzentration von 2µg/ml 

in PBS gelöst und dem Kulturmedium 1:100 beigefügt. Ebenso wurde 10µM Androstendion als 

androgene Vorstufe zugesetzt, um einen Effekt auf die Estradiolbildung zu untersuchen. Nach 

24 Stunden wurde der Versuch gestoppt, der Mediumüberstand abgenommen und bei -20°C 

gelagert sowie mRNA und Protein aus den Zellen isoliert. Die Zellen wurden nach folgender Sti-

mulationstabelle behandelt:  

Tabelle 3: Schema der Versuchsbedingungen unter FSH-Stimulation 

 10µM Androstendion  + + + + + 

20ng/ml FSH - + + + + 

10nM TCDD - - + - + 

50µM DEHP - - - + + 

10µM ANF   10nM TCDD    Isolation von 

10µM MK886  50µM DEHP    RNA/Protein /  

10µM GW9662       Mediumüberstand 

           

 0h             2h      7 / 24h  

Abbildung 7: Expositionsschema zur Inhibierung oder Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 
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2.2.2.2 Vergleichende Stimulation mit Bezafibrat und Rosiglitazon 

Um eine Aktivierung der PPARs in den KGN-Zellen dokumentieren zu können, wurden in einem 

weiteren Versuch die Zellen mit den pharmakologisch genutzten Agonisten Bezafibrat und Ro-

siglitazon für 24h stimuliert. Nach Versuchsende wurden die mRNA und Proteinlysat aus den 

Zellen isoliert. Folgender Stimulationsplan wurde gewählt:  

Tabelle 4: Schema der Versuchsbedingungen unter Exposition mit Bezafibrat oder Rosiglitazon 

 

 

2.3 Genexpressionanalyse 

2.3.1 RNA-Isolation 

Zur Analyse oben genannter Versuche wurde die RNA mittels des Qiagen Allprep-Kits entspre-

chend Herstellerangaben isoliert. Zum Entfernen von Medium- oder Serumresten wurde zwei-

mal mit PBS (4°C) gewaschen. Anschließend erfolgte die Zelllyse mit 600µl (für T75-Flaschen) 

RLT-Buffer. Das Lysat wurde mehrfach durch eine 22G-Kanüle gezogen und entweder direkt wei-

terverarbeitet oder bei -80°C gelagert. Zuerst wurde das Lysat über eine DNA-bindende Silica-

Säule geschichtet, zentrifugiert und das Eluat für die weitere Isolation von RNA und Protein ge-

nutzt. Die RNA wurde mit 400µl absolutem Ethanol gefällt. Anschließend wurde die RNA über 

eine weitere Silica-Säule gebunden und das Eluat zur Proteinaufreinigung genutzt. Nach einem 

Waschschritt mit RW1–Puffer wurden eventuell vorhandene DNA-Reste mit je 10µl DNase1 und 

70µl RDD-Puffer für 15 min bei Raumtemperatur entfernt. Nach zweimaligem Waschen mit RPE 

Puffer wurde die RNA mit 50µl DEPC-bzw. RNAase freiem Wasser eluiert.  

2.3.2 RNA-Quantifizierung 

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch am NanoVue. Dabei wurde die 

Absorption bei 230, 260, 280 und 320 nm bestimmt. Einer Absorptionseinheit bei 260nm ent-

spricht 40µg ssRNA/ml. Dabei lässt sich die Konzentration der RNA durch cRNA [µg/ml] = 

A260 x 40 bestimmen. Das Absorptionsverhältnis A260/A280 zeigt die Reinheit der RNA an und sollte 

zwischen 1,9 und 2,1 liegen. Dazu wurden 1µl RNA für die Messung, die in Doppelwertbestim-

mung erfolgte, verwendet.  

10nM TCDD - + - - + + 

50µM MEHP - - + - + - 

500nM Rosigliazon - - - + - + 

       

10nM TCDD - + - - + + 

50µM MEHP - - + - + - 

25µM Bezafibrat - - - + - + 
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2.3.1 Agarosegel-Elektrophorese 

Aufgrund ihrer negativen Ladung sind Nukleinsäuregemische durch Gel-Elektrophorese trenn-

bar, wobei die Geschwindigkeit im elektrischen Feld abhängig von der Länge der Nukleinsäure 

und ihrer Sekundärstruktur ist. Entsprechend der  Größe der zu erwartenden Nukleinsäurefrag-

mente wurden 1,5-2,2 %ige Gele hergestellt. Dazu wurde die  Agarose mit 1x TAE-Puffer suspen-

diert, kurz aufgekocht und zum Abkühlen auf Eis gestellt. Nachdem eine handwarme Tempera-

tur erreicht war, erfolgte die Zugabe von 0,5µl Ethidiumbromid pro 50ml Gel. Anschließend 

wurde die Agarose in eine Gelkammer mit Kamm ausgegossen. 3µL des PCR-Produkts wurde mit 

einem 10x-Loading-Puffer, der Glycerin zur Dichtesteigerung und Bromphenolblau zur optischen 

Kontrolle der Laufweite enthält, gemischt und nach der Verfestigung der Agarose in die entspre-

chenden Geltaschen gegeben. Zusätzlich wurde ein Längenstandard zur Bestimmung der Frag-

mentlänge mitgeführt. Die Auftrennung erfolgte bei 80mV für 20-40 min. Anschließend wurde 

das Gel in einem Geldokumentationssystem fotografiert.  

2.3.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 

Um die RNA in eine chemisch stabile Form zu konvertieren wurde cDNA (copyDNA) synthetisiert. 

Die reverse Transkriptase  ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase mit Exoribonuklease-Aktivi-

tät, die einen einzelsträngigen DNA-Strang synthetisiert, der der RNA komplementär ist.  

Für die Herstellung von cDNA wurde auf Eis zum Volumen eines µg RNA 1µl Random-Primer 

gegeben und mit DEPC-Wasser auf 12,5µl  aufgefüllt. Um etwaige Sekundärstrukturen der RNA 

aufzulösen und damit das Binden der Primer überall sicherzustellen, wurde dieser Ansatz für 

5min bei 65°C in einem Thermoblock erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt. Anschließend 

wurde nach folgendem Protokoll  vorgegangen: 

 

 

 

 

 

Nach Ablauf der reversen Transkription wurde die cDNA mit 70µl auf eine Endkonzentration von 

0,001µg cDNA/µl verdünnt. Zur Kontrolle der Qualität der reversen Transkription erfolgte eine 

Kontroll-PCR für das ribosomale Protein 18S. 

Reaktionsansatz pro Probe 

5x Puffer (enthält DTT)  4µl 

10mM dNTPs   2µl 

RNase-Inhibitor   0,5µl 

RT-Superscript   1µl 

Reaktionsverlauf 

10min  25°C 

60min  42°C 

10min  70°C 

∞  4°C 
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2.3.3 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

Zur Quantifizierung der Kopienzahl genspezifischer Transkripte wurde das Verfahren der qRT-

PCR gewählt. Dieses basiert darauf, dass der verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green™ in 

doppelsträngige DNA interkaliert. Der Reaktionsverlauf kann im Wesentlichen in drei Abschnitte 

unterteilt werden. Im ersten Teil der Reaktion sind so wenige DNA-Moleküle vorhanden, dass  

die Amplifikation erst langsam startet. In der dritten Phase dagegen kommt durch zunehmend 

störende Einflüsse (Verbrauch der dNTPs und Primer sowie abnehmende Aktivität der Taq-Po-

lymerase) die Reaktion zum Erliegen. Nur in der dazwischen liegenden Phase mit einem ausge-

wogenen Verhältnis von Substrat und Enzymen kommt es zu einer exponentiellen Vervielfälti-

gung der cDNA. Der Übergang in diesen exponentiellen Reaktionsverlauf und dem damit expo-

nentiell ansteigenden Fluoreszenzsignal wird mit dem Ct-Wert (Cycle threshold) angegeben. 

Grund für die Verwendung dieses interkalierenden Farbstoffes und nicht etwa die Verwendung 

sequenzspezifischer, fluoreszenzmarktierter DNA-Sonden liegt in seiner universellen Einsetzbar-

keit. Der Nachweis der spezifischen Amplifikation bzw.  der Interkalierung des SYBR-Greens er-

folgte durch Anfügen einer Schmelzkurve im Anschluss an die PCR. Dabei wird die unterschied-

liche Hydrolysierungsenergie ausgenutzt, die abhängig von der Länge der DNA-Fragmente ist. 

Das Aufschmelzen der Doppelstränge geht mit einem Abfall des Fluoreszenzsignals einher. Bei 

einer spezifisch stattgefunden qRT-PCR-Reaktion ergibt sich also nur ein einziger Signalpeak, 

während bei unspezifischen Produkten zusätzliche Schmelzkurven erkennbar wären. Weiterhin 

erfolgte  eine Kontrolle der qRT-PCR mittels Agarosegel-Elektrophorese.  

Zur Quantifizierung der Transkriptmenge wurde eine genspezifische Standardkurve mitgeführt. 

Dafür wurde das zu amplifizierende DNA-Fragment in ein Plasmid kloniert, daraus eine Verdün-

nungsreihe von 10³ bis 106 Kopien erstellt. Anhand der Ct-Werte der zu untersuchenden Probe 

kann entsprechend der Ct-Werte der genspezifischen Standardkurve die Transkriptmenge der 

Probe berechnet werden. Zur Normalisierung der Genexpression wurde als Referenzgen 18S 

verwendet. 

qRT-PCR-Reaktionsansatz 

SYGB-Green™ Mastermix 10µl 

fwd-Primer 0,5µl 

rev-Primer 0,5µl 

cDNA 3-4µl 

qRT-PCR-Reaktionsverlauf 

5min  95°C  Denaturieren 

40 Zyklen 

     10sec 95°C  Denaturieren 

     15sec 60°C  Annlealing 

     20sec 72°C  Elongation, plate read 

1 sec alle  +0,8°C   Schmelzkurvenanalyse 

                                  (60 - 95°C) 
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2.3.4  Primerdesign und –sequenzen 

Die Primersequenzen wurden unter Zuhilfenahme der Primer3Plus Software [165] erstellt. Die 

dazu nötigen Gen- und cDNA-Sequenzen wurden vorher in der ensemble genome browse Da-

tenbank [166] ermittelt. Ein Teil der Primer konnten schon aus Vorarbeiten genutzt werden. Die 

Primer mussten folgenden Kriterien entsprechen: A) Ampliconlänge zwischen 130-240bp B) eine 

G/C-clamp am 3‘-Ende, C) nicht mehr als 4 Nukleotidwiederholungen, D) keine zu große Bin-

dungsaffinität am 3‘ Ende der Primerpaare, E) Exon-Exon-übergreifend, um die Amplifikation 

von Verunreinigungen durch genomische DNA und damit falsch positive Ergebnisse zu vermei-

den. Abschließend wurde die Produktspezifität mit Hilfe der BLAST-Software (Basic Local Align-

ment Search Tool) [167] überprüft und nur solche Primer, die F) ausschließlich das gewünschte 

Produkt ergaben, ausgewählt.  

Tabelle 5: Übersicht über die verwendeten Primer und die Produktlänge 

Name fwd rev Produktlänge[bp] 

17bHSD GGAGAATGGTGGCTTGTTTG TGGATACTCTGAGGCTTGCTG 174 

18S CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT AGAAACGGCTACCACATCCAA 105 

ACOX GCTCAAAATCCCTCCTTTCC TCAGTTTCCTGGCACTCCTC 193 

AhR AGAGTTGGACCGTTTGGCTA AGTTATCCTGGCCTCCGTTT 167 

Cyp19 ATGTGGACGTGTTGACCCTTCT AGGAGAGCTTGCCATGCATCAA 133 

Cyp1a1 CCTCTTTGGAGCTGGGTTTG GCTGTGGGGGATGGTGAA 229 

Cyp1b1 TTGGACAAGGATGGCCTCATC TTTCGCAGGCTCATTTGGGT 171 

Cyp7a1 TGTCTATGGCTTATTCTTGG TGTTTCCTTTGATTTGCTC 140 

ERα CAATGACTATGCTTCAGGCTAC CCACCTTTCATCATTCCCAC 198 

ERβ AGCCACCATGAATATCCAGCCA TGGCCACAACACATTTGGGCTT 129 

FABP3 GGCCAGCATGACCAAGCCTACA AGCTCCCGCACAAGTGTGGTC   228 

FSHR TCCTTGTGCTCAATGTCCTG ACCTTGAGGGAGGCAGAAT 196 

LHR TTTGCCATCTCAGCTGCCTT AGTTCAGCCCGACGTTTACA 188 

NRF1 AATGACCCAGGCCCAGCTTCG AAAGGTCTTCCCGCCCATGC 239 

PEPCK1 CTTTTTCGGTGTCGCTCCT CACAAGGTTCCCCATCCTC 206 

PPARα TCATCACGGACACGCTTTCAC AAGCCCTTGCAGCCTTCAC 175 

PPARγ AGATCATCTACACCATGCTGGCCT  TGTCCTCGATGGGCTTCACATTCA  255 

2.3.5 Klonierung der PCR-Fragmente für die Standardreihe 

2.3.5.1 Isolation und Aufreinigung der PCR-Produkte 

Nach erfolgreicher Amplifikation des gewünschten DNA-Fragments wurde das  PCR-Produkt aus 

dem Agarosegel ausgeschnitten und entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -20°C gelagert. 

Die Extraktion des PCR-Produkts aus dem Gelstück erfolgte mit dem Qiagen Gel-Extraction Kit 

entsprechend Herstellerangaben. Dabei wird der Agarosequader mit dem 3fachen Volumen 

(1mg entsp. 1µl)  an QC-Puffer bei 50°C über 10min gelöst. Um die Ausbeute besonders kleiner 
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PCR-Produkte mit einer Länge unter 500bp zu erhöhen, wurde das einfache Volumen an Isopro-

panol zu dem Ansatz gegeben. Die folgenden zwei Waschschritte dienten der Entfernung von a) 

restlicher Agarose (mit QG-Puffer) und b) residueller Nukleotide, Enzyme und Salze (mit PE-Puf-

fer). Um anschließende salz- oder ethanolempfindliche Prozeduren nicht zu stören, wurde bei 

13.000 rpm trockenzentrifugiert und mit 30µl Reinst-Wasser eluiert. Die Lagerung erfolgte bei -

20°C.  

2.3.5.2 Ligation 

Für die Ligation des PCR-Produkts in einen Vektor wurde der pGEM-T-Vector 1 genutzt. Dazu 

wurde folgender Reaktionsansatz entweder ü/N bei 4°C oder 4h bei Raumtemperatur inkubiert. 

Der ligierte Vektor wurde entweder direkt zur Transformation genutzt oder bei -20°C gelagert. 

 

 

 

 

 

2.3.5.3 Transformation in E.coli X1 blue 

Das Ligationsprodukt wurde durch einen Hitzeschock in den Mangelmutante-Stamm E.coli X1 

blue transformiert. Dazu wurden ein bei -80°C gelagertes Aliquot auf Eis aufgetaut und anschlie-

ßend das Ligationsprodukt mit den kompetenten Zellen für 30min bei 4°C inkubiert. Nach einem 

Hitzeschock von 42°C für 45s und einer folgenden Ruhephase von 2min (4°C) wurde der Trans-

formationsansatz mit 1ml LB-Medium gemischt und für 1h bei 37°C im  Schüttelinkubator inku-

biert. 

2.3.5.4 Selektion positiver Klone auf Selektionsmedium  

Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 1,5g/100ml 

Agar zugefügt. Des weiteren  wurde dem durch Erwärmen verflüssigtem Medium für Selektions-

zwecke Ampicillin (Endkonzentration 50μg/ml), Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG, End-

konzentration 40μg/ml) und 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal, Endkon-

zentration 40μg/ml) zugegeben. Zum Erstarren wurde es in Petrischalen gegossen.  

Das LacZ’-Gen innerhalb der multiple cloning site des pGEM®-T-Vectors kodiert für das N-termi-

nale α-Fragment der β-Galactosidase, das gemeinsam mit dem C-terminalen -Fragment eine 

β-Galactosidase-Aktivität besitzt. Wird das LacZ’-Gen durch die Insertion eines DNA-Fragments 

zerstört, bleiben nach der Inkubation auf einer IPTG- (als Induktor der β-Galaktosidase) und X-

Ligationsansatz 

pGEM-T-Vektor (50ng)  1µl 

gereinigtes PCR-Produkt 4µl 

T4-Ligase   1µl 

2x rapid Ligationspuffer  5µl 

RT-Superscript   1µl 



MATERIAL UND METHODEN 

25 
 

Gal-haltigen LB-Agarplatte die Insert-tragenden Klone weiß, während sich die Klone ohne Inser-

tion durch das entstehende 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol blau färben. Vom Transformationsansatz 

wurden auf zwei Platten 200μl bzw. 800μl ausplattiert und bei 37°C über Nacht inkubiert. Am 

folgenden Tag konnte anhand der weißen und blauen Färbung der gewachsenen Kolonien ein 

Insert-tragender Klon (weiß) ausgewählt werden. 

2.3.5.5 Insertkontrolle mithilfe von Restriktionsendonukleasen 

Restriktionsendonukleasen besitzen spezifische Schnittstellen. Dies ermöglicht eine Kontrolle, 

ob die Plasmide das korrekte Insert tragen. Dazu wurde folgender Restriktionsansatz für 30min 

bei 21°C (Temperaturoptimum für Enzym Apa 1) und nachfolgend 30min bei 37°C (Optimum für 

Apa 2) im Thermoblock  inkubiert. Der komplette Restriktionsansatz wurde anschließend auf ein 

1,8%iges Agarosegel zur Beurteilung der entstandenen Fragmente aufgetragen. 

2.3.6 Sequenzierung 

Vorbereitend für die Sequenzierung durch den Sequenzierservice des Zentrums für Medizinische 

Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen Fakultät Halle wurde das Plasmid mit dem ent-

haltenen PCR-Fragment in einer Sequenzreaktion nach Sanger markiert. Hierfür wurde das 

BigDye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit verwendet. Die Reaktion erfolgte im Thermocyc-

ler mit folgendem Standardprogramm: 

 

Nach Ablauf der Reaktion erfolgte eine Aufreinigung, indem 1μl 3M Natriumacetat (pH 5,2) und 

40μl 96%iger Ethanol zum Ansatz pipettiert und anschließend bei 13000rpm (4°C) zentrifugiert 

Ansatz für Sequenzierung 
BigDye Terminator v1.1  2µl 

BigDye Terminator 5x Buffer 1,5µl 

fwd bzw. rev Primer  0,5µl 

Plasmid    1,5µl 

PCR-H2O   3,5µl 

Reaktionsverlauf 

  95°C  Denaturieren 

20-40 Zyklen 

     10 sec  95°C  Denaturieren 

     20 sec  55°C  Annealing 

     4min  60°C  Elongation 

Ende  4°C  Abkühlen 

∞  

Restriktionsansatz 

Enzym 1 Apa 1 (Fermentas) 0,5µl 5U 

Enzym 2 Apa 2 (Fermentas) 0,5µl 5U 

Puffer NEB 4   1µl 

Plasmid     5µl 

PCR-H2O   ad 10µl 

RT-Superscript   1µl 
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wurde. Darauf folgten zwei Waschschritte mit 70%igem Ethanol (13000rpm, 4°C) und die Va-

kuum-Trocknung des Pellets. Durch den Sequenzierservice des ZMG wurde unter Nutzung des 

ABI 3100 Genetic Analyzer C (Applied Biosystem) die automatische Auftrennung durchgeführt. 

Die ermittelten Sequenzen wurden mit Hilfe der BLASTn-Software [167] auf das Vorhandensein 

des Inserts hin analysiert. 

2.4 Proteinexpression 

Zur Bestimmung der Proteinexpression wurden mittels einer SDS-Gelektrophorese die Proteine 

elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran übertragen, die Proteine mit 

Antikörpern detektiert und quantifiziert.  

2.4.1 Isolation von Gesamtprotein 

Die Isolation des Gesamtproteins erfolgte mit Hilfe des AllPrep-Kit von Qiagen entsprechend 

Herstellerangaben. Das Eluat der RNA-Säule wurde zur weiteren Proteinisolation genutzt. Die-

sem wurde das einfache Volumen des APP-Puffers zugegeben, der die Proteine aus ihrer Hyd-

rathülle verdrängt, so dass sie bei gutem Durchmischen präzipitieren. Nach einem 30-minütigen 

Zentrifugationsschritt bei 13.000 rpm wurde das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und an-

schließend bei Raumtemperatur getrocknet, bis sämtliche Alkoholreste verdunstet waren. Je 

nach Größe des Pellet wurde es mit 30-70µl Reswell-Puffer resuspendiert. Bis zur weiteren Ver-

wendung erfolgte eine Lagerung bei -80°C.   

2.4.2 Konzentrationsbestimmung 

Für die Bestimmung der Proteinkonzentration  wurde die Methode nach Bradford [168] verwen-

det. Hier bindet Coomassie-Brillant-Blau an kationische und unpolare Aminosäure-Seitenketten. 

Die Extinktion der sich bildenden farbigen Komplexe kann so bestimmt werden. 

2.4.3 Western Blot 

Durch Western Blot werden Proteine zuerst entsprechend ihrer Größe aufgetrennt und anschlie-

ßend auf eine Membran übertragen (blotting), um sie dort mit spezifischen Antikörpern zu de-

tektieren.  

Probenvorbereitung 

Zum Auftrennen der Proteine gemäß ihres Molekulargewichts müssen alle Ladungen entlang 

der Aminosäureseitenketten maskiert werden. Dafür wurden 20µg der Probe mit 2x Sodium-

dodecyl-(SDS) haltigem Laemmli-Puffer inkubiert. SDS ist ein stark negativ geladenes amphiphi-
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les Molekül, das sich mit seinem hydrophoben Anteil zwischen die unpolaren Aminosäuren in-

terkaliert und mit der polaren Seite die Sulfatgruppe präsentiert. Durch den negativen Ladungs-

überschuß verlieren sämtliche Proteine ihre Tertiärstruktur. Um mögliche Disulfidbrücken inner-

halb der Tertiärstruktur aufzubrechen, wurde dieser Ansatz für 5min bei 90°C aufgekocht. 

Elektrophoretische Auftrennung mittels Gelelektrophorese 

Die so linearisierten Proteine können nun durch ihre polyanionische Ladung in der Gelelektro-

phorese aufgetrennt werden. Dazu wurde ein diskontinuierliches SDS-Polyacryamid-Gel be-

nutzt, das aus einem 3% Sammelgel und einem darauf folgenden 10% Trenngel besteht.  

 

 

 

 

 

 

 

Um einen gleichmäßigen Gellauf sicherzustellen wurde in einer NOVEX-Gelkammer für die Sam-

melphase mit einer Spannung von 100mV bzw. in der Trennphase mit 125mV gearbeitet. Zu-

sätzlich wurde ein Längenstandard (PageRuler™) zur Bestimmung der Proteinlänge mitgeführt.   

Blotting auf die Nitrocellulosemembran 

Um die aufgetrennten Proteine auf eine Matrix, die die Detektion mittels Antiköpern erlaubt, zu 

bringen, wurden die aufgetrennten Proteine im Wet-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulose-

membran übertragen. 15min vor Ende der Gelelektrophorese wurde diese Membran in 1x 

Transferpuffer angefeuchtet. Im Anschluss wurde das Trenngel nach Entfernen des Sammelgels 

auf der Membran zwischen Filterpapieren und Schwämmen blasenfrei aufgelegt. Der Transfer 

erfolgte in einer XCell II™ Kammer für 2h bei 130mA. 

Überprüfen der Blots mittels Ponceau- und Coomassiefärbung 

Um die Auftrennung der Proteine zu kontrollieren wurde die Membran für 5-10 min mit Pon-

ceau-S Lösung bei Raumtemperatur gefärbt. Zur Überprüfung der Transfereffizienz wurde das 

Gel für 25min in einer Coomassie Blue Lösung gefärbt und anschließend über Nacht mit einer 

Destaining-Lösung entfärbt, wodurch sich unspezifisch Proteine färben. 

 

 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten Antikörper (AS: Aminosäure) 

Primärantikörper Epitop Hersteller Größe [kDa] Verdünnung 

Mouse-Anti-AhR AS 12-31, Maus Dianova 95 1:1000 

Zusammensetzung der SDS-Gele 

   3% Sammelgel  10% Trenngel 

Reinst-H20  3,25ml   4,18ml 

Solution 2  ---   2,5ml 

Solution 3  1,25ml   --- 

Acrylamid (30%) 0,5ml   3,32ml 

TEMED   10µl   20µl 

APS 10%  100µl   100µl 
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Rabbit-Anti-Cyp1a1 k.A.d.H Abcam 54 1:1000 

Rabbit-Anti-Cyp1b1 C-Terminus, 

Mensch 

Abcam 70 1:500 

Rabbit-Anti-FSHR N-Terminus Sigma-Aldrich 42 1:500 

Rabbit-Anti-LHR N-Terminus Sigma-Aldrich 68 1:1000 

Rabbit-Anti-ERα C-Terminus, 

Mensch 

Santa Cruze 66 1:200 

Rabbit-Anti-ERβ AS 55-70, Ratte Santa Cruze 55 1:1000 

Mouse-Anti-Cyp19 AS 376-390, 

Mensch 

Acris 55 1:500 

Mouse-Anti-Α Tubu-

lin 

N-Terminus Acris 55 1:1000 

Mouse-Anti-Β Aktin k.A.d.H Dianova 50 1:40000 

Rabbit-Anti-PPARα AS 22-36, Ratte Cayman 57 1:1000 

Rabbit-Anti-PPARγ um His494, Maus Cell Signaling 53 1:1000 

Sekundärantikörper  

Goat-Anti-Rabbit - DAKO - 1:150000 

Goat-Anti-Mouse - Dianova - 1:20000 

 

Nach Fotodokumentation wurde die Intensität der Banden mittels Quantity One v4.4.0 quanti-

fiziert und der relative Anteil zu β-Aktin bestimmt.  

2.5 Bestimmung der Steriodhormonsynthese 

Zur Bestimmung der Steroidhormonproduktion der KGN-Zellen wurden kommerziell erhältliche 

ELISAs für die Bestimmung von Estradiol und Estron von DRG-Instruments genutzt.  Untersucht 

wurde der Mediumüberstand aus FSH-stimulierten Versuchsreihen, denen zusätzlich AD beige-

fügt wurde. Granulosazellen sind nicht in der Lage, Estradiolvorstufen selbst zu bilden. Diese 

werden in vivo durch Thekazellen zur Verfügung gestellt. Nach Ende der Kulturzeit wurde der 

Mediumüberstand abgenommen und aliquotiert bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gela-

gert.  

2.5.1 Durchführung der ELISAs 

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und kurz homogenisiert. Vor Gebrauch wurden alle Rea-

genzien auf Raumtemperatur gebracht. Für jede Messreihe wurde eine im Kit enthaltene Stan-

dardreihe mitgeführt (Estradiol: 0-2000pg/ml; Estron: 0-2000pg/ml). Die ELISAs wurden nach 

den Angaben des Herstellers durchgeführt. Um mit den Proben innerhalb des Bereiches der 

Standardreihen zu sein, wurden die Proben verdünnt eingesetzt. Zu Beginn wurden je 25µl (Est-

radiol) bzw. 100µl (Estron) der Proben bzw. Standards in die Antikörper-beschichteten Kavitäten 
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pipettiert. Danach wurde 200µl Estradiol- bzw. 100µl Estron-Enzymkonjugat zugegeben und gut 

durchmischt. Nach einer Inkubationszeit von 2 bzw. 1h erfolgte ein dreimaliger Waschschritt mit 

400µl vorbereiteter Waschlösung, um ungebundenes Enzym zu entfernen. Durch Zugabe des 

Substrates wurde eine Farbreaktion hervorgerufen, die nach 15 min mit einer schwefelsäurehal-

tigen Stopplösung beendet wurde. Es erfolgte die Messung der Absorption bei 450 nm in einem 

Absorptionsphotometer, die Anpassung der Standardkurve mittels interner Software und die 

Auswertung der Konzentrationen mittels Microsoft Excel (Microsoft Office 2003). 

2.6 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Analyse wurden Microsoft Excel  und Graphpad Prism 5.0. Für mehrere Grup-

pen wurde ein Ein-Weg-ANOVA mit einem Post-hoc Test nach Dunnett gegen die jeweilige 

DMSO bzw. FSH-DMSO-Kontrolle angewendet. Das Signifikanzniveau der p-Werte wurde wie 

folgt definiert: p<0,05 (* oder #), p<0,01 (** oder ##), p<0,001 (*** oder ###). * bezieht sich auf 

DMSO-Kontrollen, # auf FSH-stimulierte DMSO Kontrollen. In den Diagrammen wurden die je-

weiligen Mittelwerte ± Standardfehler (SEM) dargestellt. N gibt die Anzahl der unabhängigen 

Versuchswiederholungen an; n die Anzahl biologischer Replikate innerhalb eines Versuchs. Die 

Betrachtung und Diskussion der Versuchsergebnisse erfolgte anhand der Mittelwerte. 

 

2.7 Chemikalien, Verbrachsmittel, Geräte und Software 

 

Zellkultur- und Verbrauchsmaterialien 

bakteriologische Kulturschalen  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

CDS  Invitrogen, Karlsruhe 

Cell Proliferation ELISA, BrdU Roche Applied Science, Mannheim 

Corex-Röhrchen 30ml  Thermo Fisher Scientific, Waltham (US) 

Deckgläschen  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

DMEM/ F12 Invitrogen, Karlsruhe 

Einwegspritze Omnifix B.  Braun Melsungen AG, Melsungen 

FCS, Kälberserum, fötal  Invitrogen, Karlsruhe 

L-Glutamin  Invitrogen, Karlsruhe 

PBS  Biochrom AG, Berlin 

Penicillin  PAA, Pasching 

Streptomycin PAA, Pasching 

PP Röhrchen  Cryo 2ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

QIAGEN-tip-100  Qiagen GmbH, Hilden 

DMSO  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

TCDD  Amchro, Bad Soden 

DEHP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

MEHP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

α-Naphtoflavon  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

MK886 Caymann Chemicals, Ann Arbor, MI, USA 

GW9662 Caymann Chemicals, Ann Arbor, MI, USA 
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Reaktionsgefäße 

0,2 ml Full-Height Tube Strips  Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

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

15ml; 50ml Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

T25/ T75 Zellkulturflaschen  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

24Well/ 96Well Zellkulturplatten  TPP AG, Trasadingen (CH) 

 

Substanzen für die Molekularbiologie 

Agarose  Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 

Ampicillin  Serva GmbH, Heidelberg 

BigDye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystem, Darmstadt 

Bromphenolblau  Fluka Chemie GmbH, Buchs (CH) 

Chloroform  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

DEPC  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

DNase1  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

dNTP Mix (100mM)  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

DTT  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

E.coli Xl 1 blue  Invitrogen, Karlsruhe 

Ethanol  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Ethidiumbromid  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

GFX Micro Plasmid Prep Kit  GE Healthcare, München 

Glycerol  Serva GmbH, Heidelberg 

Guanidiniumthiocyanat  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Hefe-Extrakt Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

IPTG  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Isopropanol  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Kanamycin  Serva GmbH, Heidelberg 

MassRuler™ DNA Ladder, Low Range DNA ladder, 1Kb Gene Ruler;  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Methanol (100%)  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Natriumacetat  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Natriumchlorid  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Natriumcitrat  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Natriumhydrogencarbonat  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Natriumlaurosylsarcosinat  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Oligonukleotide metabion international AG, Martinsried 

10x PCR-Puffer  Invitrogen, Karlsruhe 

Pepton  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

pGEM®-T Vector System 1  Promega GmbH, Mannheim 

Phenol  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Qiagen® Plasmid Kit  Qiagen GmbH, Hilden 

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden 

random Primer  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Restriktionsenzyme  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Restriktionspuffer  New England Biolabs, Ipswich (US) 

RNase Inhibitor Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

5xRT-Puffer  Invitrogen, Karlsruhe 

Seakem Agarose  Biozym Scientific GmbH, Oldendorf 

Sucerose  Serva Electrophoresis GmbH 

SuperScriptTM II Reverse Transkriptase Kit Invitrogen, Karlsruhe 

SYBR® Green 1  Applied Biosystem, Darmstadt 

iQ SYBR Green Supermix  Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Taq DNA Polymerase Invitrogen, Karlsruhe 
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X-Gal  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

 

Substanzen für die Proteinbiochemie 

Acrylamid 30%  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

APS 10%  Merck KGaA, Darmstadt 

Bradford  Reagenz Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

BSA Fluka  Chemie GmbH, Buchs (CH) 

Coomassie-Brilliantblau  Biomol GmbH, Hamburg 

ECL WesternBlotting System  Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg 

ELISA: 17β-Estradiol, Estron DRG Instruments GmbH, Marburg 

Essigsäure  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Hoechst 33258  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Hybond ECL Nitrozellulose Membrane  Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg 

Igepal Ca-630  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Immobilon Western Detection Reagenz  Millipore, Billerica (USA) 

β-Mercaptoethanol  Serva Electrophoresis GmbH,Heidelberg 

MOPS  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Moviol® 4-88  Calbiochem, Darmstadt 

Natrium-Deoxycholat  Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland 

PageRule Prestained Protein Ladder  Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Paraformaldehyd  Merck KGaA, Darmstadt 

Phosphatase Inhibitor Cocktail Tabletten  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Ponseau-S  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

ProteoJetTM Cytoplasmatic and Nuclear Protein Extraction Kit; Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

Saponine  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

SDS  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

TEMED  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Tris-Base  Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Tris/HCl Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Magermilchpulver  Sucofin TSI GmbH&CoKG, Zeven 

Tween  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 

Wasserstoffperoxid  Merck KGaA, Darmstadt 

Ziegenserum  Dianova, Hamburg 

 

Verwendete Geräte 

ABI-PRISM 5700 Sequence Detection System; Applied Biosystems, Darmstadt 

Agarosegel-Dokumentationsgerät  LTF Labortechnik, Wasserburg 

Axiocam Digitalkamera Carl Zeiss GmbH, Jena 

ChemiDoc-IT Imaging System  Ultra-Violet Products Ltd, Cambridge (UK) 

Elektrische Präzisionswaage  Sartorius AG, Göttingen 

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2  Carl Zeiss GmbH, Jena 

Gel-Dokumentationssystem  LTF, Wasserburg 

Gelkammer  Biometra, Göttingen 

Kühlzentrifugen  Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Mikrotiterplatten-Lesegerät  Promega, Fitchburg, USA 

Minishaker MS1  Schütt Labortechnik, Göttingen 

Multikanal-Pipette  Eppendorf, Hamburg 

Neubauer Zählkammer  Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

NOVEX-Gelkammer  Invitrogen, Karlsruhe 

Opticon II System  MJ Research, München 

Photometer Ultrospec 3300 pro  Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg 
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Schüttelinkubator  Infors AG, Bottingen (CH) 

Schüttler 3006 Schütt  Labortechnik, Göttingen 

Sirius Luminometer  Berthold Detection Systems, Pforzheim 

Stereomikroskop  Carl Zeiss GmbH, Jena 

Sterilbank Hera Safe  Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Thermocycler, TRIO-Thermoblock  Biometra, Göttingen 

Ultra-Turrax T25 IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen 

XCell IITM Blot Modul  Invitrogen, Karlsruhe 

Zellkultur-Inkubatoren  Heraeus 6000 Heraeus Holding GmbH, Hanau 

Zentrifuge Biofuge 

 

Verwendete Software 

Quantity One v.4.40 Bio-Rad, Hercules, CA, USA  

BLAST Software  NCBI, Bethesda (US) 

Microsoft Office 2003  Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim 

Lab Works Image Aquisition and Analysis  Ultra-Violet Products Ltd, Cambridge (UK) 

Primer3Plus Whitehead Ins. for Biomedical Research, Cambridge (UK) 

StepOne Plus ABI, Cambride, UK 

 

Verwendete Puffer 

6xloading buffer   0,0625%  Bromphenolblau 

40% (w/v)  Sucerose in Aqua dest. 

 

Agarosegel   1-2,2g Agarose 

100ml   1xTAE Puffer 

1μl   Ethidiumbromid 10mg/ml 

 

Blockierungslösung 2,5g Magermilchmilchpulver 

50ml   0,1% TBST 

 

Coomassie-Färbelösung  2,5g Coomassie-Brilliantblau 

450ml   Methanol 

100ml   Technische Essigsäure; 450ml Aqua dest.  

 

Coomassie-Entfärber  300ml Methanol 

100ml   Technische Essigsäure; 600ml Aqua dest. 

 

DEPC-H2O   1ml Diethylpyrocarbonat ; 1l Aqua dest. 

Inkubation für 4h bei 37°C, anschließend zur Deaktivierung autoklaviert 

 

GTC-Lösung   4M GTC 

100mM   β-Mercaptoethanol 

25mM   Natriumcitrat 

17mM   Natriumlaurosylsarcosinat 

β-Mercaptoethanol wurde unmittelbar vor Gebrauch zu gegeben. 

 

Lämmli (10x)   144,25 g Glycin 2,5M (pH 8,3) 

30,25g   Tris/HCL 250mM (pH 6,8) 

10g   SDS 10%; Aqua dest. ad 1l 

 

LB-Medium (Luria-Bertani) 10g Pepton 

5g   Hefeextrakt 
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10g   Natrumchlorid; Aqua dest. ad 1l pH 6,4-7,5 

 

Moviol    6g Gycerol (Serva GmbH) 

2,4g   Moviol® 4-88 Reagent 

16ml   Tris/ HCL 0,2M pH 8,5; 6ml Aqua dest. 

 

PBS 1x (pH 7,4)   9,55g PBS ; Aqua dest. ad 1l 

 

Ponceau S-Lösung  0,26mM   Ponceau S 

18mM   Trichloressigsäure 

12mM   Sulfosalicylsäure 

 

RIPA-Puffer   20ml 5x PBS 

1ml   Igepal CA-630 

100μl   10x SDS 

0,5g   Natrium-Deoxycholat; Aqua dest. ad 100ml 

 

SDS-Ladepuffer 2x  1ml Tris/HCl 1M pH6,8 

2ml   DTT 1M 

4ml   SDS 10% 

2g   Bromphenolblau 

2ml   Glycerol 

 

Solution 2 (Western Blot)  36,3g Tris/Base 

8,0ml   SDS 10%; Aqua dest. ad 200ml pH 8,8 

 

Solution 3 (Western Blot)  6,0g Tris/Base 

4,0ml  SDS 10% ; Aqua dest. ad 200ml pH 6,8 

 

stripping-Puffer   20ml SDS 10% 

12,5ml   Tris/HCl pH6,8 

700μl   β-Mercaptoethanol; 66,8ml Aqua dest. 

 

10xTAE Puffer pH8,0  242g Tris-Base 

57,1ml Eisessig 

100ml   EDTA (0,5M; pH 8,0); Aqua dest. ad 5l 

 

TBST    1l TBS 

1ml   Tween 20 

 

1x Transferpuffer  80ml 12,5fach Puffer 

200ml   Methanol 

 2ml   SDS 10%; Aqua dest. ad 1l
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3 Ergebnisse 

Zu Beginn dieser Studie wurde die KGN-Zelllinie in Hinblick auf ihre Fähigkeit der Metabolisie-

rung von DEHP in MEHP untersucht. Anschließend erfolgten die Charakterisierung der Rezeptor-

signalwege und deren Interaktionen.  

3.1 MEHP-Anreicherung durch KGN-Zellen 
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Abbildung 8: Konzentration von MEHP im Zellkulturmediumüberstand und im Zelllysat von KGN-Zellen 
nach Exposition mit 50µM DEHP über 5 Stunden. Dargestellt ist die absolute Konzentration nach Quanti-
fizierung mittels Tandem-Massenspektrometrie. (N=3, *relativ zu 0h ohne DEHP, + zu 0h mit DEHP und # 
relativ zu 5h ohne DEHP) 

Um im Rahmen dieser Studie zu untersuchen, ob KGN-Zellen in vitro zur Bildung aktiver Meta-

bolite fähig sind, wurden die Konzentration des Hauptmetaboliten MEHP nach einer 5-stündigen 

Inkubation mit 50µM DEHP mittels Massenspektrometrie von unserem Kooperationspartner Dr. 

Koch am Institut für Prävention und Arbeitsmedizin der Deutschen Gesetzlichen Unfallversiche-

rung  der Ruhr-Universität Bochum bestimmt. Um auch den Beweis anzuführen, dass MEHP in 

KGN-Zellen akkumuliert wurde neben dem Spiegel im Mediumüberstand (Abbildung 8A) auch 

die Menge von MEHP in lysierten Zellen bestimmt (Abbildung 8B). Dabei zeigte sich, dass im 

Mediumüberstand zum Zeitpunkt 0 Stunden bereits MEHP im DEHP-haltigen Kulturmedium in 

signifikant höherer Konzentration als im Kulturmedium ohne DEHP nachweisbar war. Auch nach 

5 Stunden war die MEHP-Konzentration im DEHP-haltigen Mediumüberstand signifikant höher 

(Abbildung 8A). Im Zelllysat zeigte sich eine signifikante und starke Konzentrationserhöhung von 

MEHP auf 220ng/ml nach 5 Stunden Inkubation mit DEHP-haltigem Kulturmedium und über-

steigt damit die Konzentration im Mediumüberstand um das 10fache.  Auch ohne Zugabe von 

DEHP ergab sich ein signifikanter Anstieg der MEHP-Konzentration auf 20ng/ml (Abbildung 8B). 

Gleiches gilt für die Betrachtung der relativen Daten, die auf den Proteingehalt standardisiert 

wurden (ohne Abbildung). 
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Der in der Literatur gezeigte Konzentrationsbereich für DEHP mit Induktionseffekt liegt im 

µmol/l-Bereich. Verschiedene Voruntersuchungen im Rahmen dieser Studie ergaben im Bereich 

von 5 bis 500µM keine Änderung der Zellvitalität oder Anzeichen von Toxizität, sodass 50µM als 

Expositionskonzentration von DEHP festgelegt wurde.  

 

3.2 Untersuchungen der intrinsischen Rezeptorfunktion des AhR, 
PPARα und PPARγ 

3.2.1 Einfluss von pharmakologischen Agonisten auf spezifische Zielgene  

Um eine Aktivität der Rezeptoren nachzuweisen, war die Expression der am besten charakteri-

sierten AhR-Zielgene, der Cytochrom P450 Monooxigenasen Cyp1a1 und Cyp1b1 bereits in Vor-

studien untersucht worden.  Im Gegensatz dazu lagen zum Zeitpunkt der Arbeit keine Daten zur 

PPAR-Expression sowie deren Aktivität in  KGN-Zellen vor.  Die Charakterisierung der PPAR-Ak-

tivität erfolgte durch die Untersuchung der Expression folgender Zielgene: PEPCK1 als Zielgen 

für des PPARγ und ACOX für PPARα, sowie FABP3 als gemeinsames Zielgen beider Isotypen.  

3.2.1.1 Reversible Induktion von Cyp1a1 und Cyp1b1 

Aus Vorarbeiten im gleichen Zellmodell [51] waren Konzentration und zeitlicher Verlauf der 

TCDD-abhängigen AhR- Induktion bekannt. In Abbildung 9 ist die mRNA-Expression von Cyp1a1 

und Cyp1b1 nach 5-stündiger Inkubation mit TCDD, DEHP und einem Mix aus beidem sowie mit 

TCDD nach Vorinkubation mit dem AhR-Antagonisten ANF gezeigt. So zeigte sich mit 10nM TCDD 

eine signifikante 2,5fache Steigerung der Transkriptmenge von Cyp1a1 im Vergleich mit der 

DMSO-Kontrolle. Eine Exposition mit 50µM DEHP führte zu keiner Induktion der Cyp1a1-Tran-

skriptmenge. Die Koinkubation mit TCDD und DEHP zeigte eine ähnliche Steigerung der Tran-

skripte wie die alleinige TCDD-Exposition (Abbildung 9A). Die Inkubation mit TCDD oder DEHP 

zeigte bei Cyp1b1 eine signifikant erhöhte Expression (Abbildung 9B).   
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Abbildung 9: Expression der Cyp1a1 (A) bzw. Cyp1b1 (B) auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 10nM 
TCDD, 50µM DEHP oder beidem nach 5h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach 
Quantifizierung mittels qRT-PCR. (N=3)  

 
Ein nächster Schritt war der Nachweis der Abhängigkeit dieser Induktion von der AhR-Aktivität. 

Die alleinige Anwesenheit von ANF schon führt zu einer Hemmung der konstitutiven Expression 

von Cyp1b1 auf 26% (Abbildung 9B). Bei Cyp1a1 zeigte sich dieser Effekt nicht bzw. war nicht 

statistisch signifikant nachweisbar (Abbildung 9A). ANF verhindert die Induktion von Cyp1a1 und 

Cyb1b1 durch TCDD, die durch ANF-Vorbehandlung ausbleibt und sich nicht von der ANF+DMSO 

Kontrolle unterscheidet. 

3.2.2 Beeinflussung der PPAR-Isotypen-Expression 

Zuerst wurde der Nachweis durch RT-PCR erbracht, dass beide PPARs exprimiert werden. An-

schließend sollte gezeigt werden, ob diese auch funktionell aktiviert werden können. Dies wurde 

einerseits durch die Veränderungen der Rezeptorexpression gezeigt (Abbildung 10). Weiterhin 

wurde die nachgeschaltete Signalkaskade durch die Aktivierbarkeit typischer Zielgene unter-

sucht (Abbildung 11). 
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Abbildung 10: Expression von PPARα (A) bzw. PPARγ (B) auf mRNA-Ebene nach 5h mit 10nM TCDD, 50µM 
DEHP oder beidem sowie mit 25µM Bezafibrat bzw. 500nM Rosiglitazon nach 24h. Dargestellt ist die re-
lative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels qRT-PCR. (N=3)  

Wie in Abbildung 10A ersichtlich ergab sich nach einer 5-stündigen Inkubation der KGN-Zellen 

mit DEHP eine signifikante Expressionserhöhung von PPARα um 75%. Die TCDD-Exposition und 

die Bezafibrat-Exposition veränderten die Expression nicht. Weder die Exposition mit TCDD 

und/oder DEHP noch die Stimulation mit Rosiglitazon führten bei PPARy zu einer geänderten 

Transkriptmenge (Abbildung 10B).  

3.2.2.1 Zielgeninduktion durch klassische Agonisten 

Um die Aktivität der PPARs in KGN-Zellen nachzuweisen wurde überprüft, ob die pharmakolo-

gisch genutzten Agonisten Bezafibrat bzw. Rosiglitazon zu einer Induktion von typischen Zielge-

nen des PPARα bzw. PPARγ führen.  Dabei zeigte sich nach 24-stündiger Inkubation mit 50µM 

Bezafibrat eine geringe Steigerung der Expression von ACOX um 20% gegenüber der DMSO-Kon-

trolle (Abbildung 11A). Nach 24-stündiger Inkubation mit 500nM Rosiglitazon konnte eine signi-

fikante 4,6-fache Steigerung der mRNA-Expression von PEPCK1 verglichen mit der DMSO-Kon-

trolle festgestellt werden (Abbildung 11B). Als gemeinsames Zielgen der PPARs zeigte sich für 

FABP3 eine signifikante Induktion der mRNA-Transkriptmenge um 40% gegenüber der DMSO-

Kontrolle. Auch die selektive Aktivierung von PPARα mit Bezafibrat erhöht die Expression um 

50%, PPARγ-Aktivierung mit Rosiglitazon führt zur höchsten und signifikanten Induktion von 

FABP3 um 90% (Abbildung 11C). TCDD hatte keine Effekte auf die Expression aller drei unter-

suchten Gene (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 11: Expression der spezifischen PPAR-Zielgene ACOX (PPARα) (A), PEPCK1 (PPARγ) (B) und 
FABP3 als gemeinsames Zielgen für PPARs (C) auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 25µM Bezafibrat, 
500nM Rosiglitazon bzw. 50µM DEHP nach 24h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle 
nach Quantifizierung mittels qRT-PCR. (N=3)  

3.2.3 Einfluss der AhR-Expression 

Im Folgenden wurde untersucht, ob der AhR selbst sowie dessen Zielgene durch DEHP-vermit-

telte PPAR-Stimulation aktiviert wird. Nach 5-stündiger Inkubation mit TCDD und/oder DEHP 

konnte keine Expressionsänderung des AhR durch TCDD auf mRNA-Ebene festgestellt werden. 

Bei Exposition mit DEHP stieg die mRNA-Expression des AhR signifikant um 77% an (Abbildung 

12A). Die Quantifizierung des AhR-Proteins zeigte eine um 60% geringe AhR-Expression durch 

TCDD, die auch in der Koexposition mit TCDD und DEHP zu beobachten war (Abbildung 12B).  
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Abbildung 12: Expression des AhR nach Exposition mit 10nM TCDD oder 50µM DEHP oder beidem nach 
5h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels qRT-PCR (A) 
bzw. Western Blot (B). (N=3) 
 

Um diese Effekte spezifisch den unterschiedlichen Rezeptoren zuordnen zu können, wurden in 

einem anschließenden Experiment untersucht, welche selektive Antagonisierung die AhR-Induk-

tion aufheben kann (Abbildung 13). Dabei wurden AhR, PPARα und PPARγ jeweils einzeln anta-

gonisiert. 

Dabei ist die DEHP-abhängige Steigerung der AhR-Transkriptmenge nicht mehr bei PPARγ - An-

tagonisierung zu beobachten, wenn man die Transkriptmenge betrachtet (Abbildung 13A), je-

doch zeigt sich noch eine erhöhte Proteinmenge (Abbildung 13B), die aber durch die Streuung 

nicht statistisch signifikant wird. Unter Hemmung des AhR oder PPARα ist die Expression des 

AhR unter DEHP weiterhin erhöht, wenn man nur das Transkriptlevel betrachtet. Auf Protein-

ebene bleibt die Induktion des AhR durch DEHP nur unter PPARα-Blockade bestehen. Die er-

höhte Transkriptmenge des AhR unter AhR-Blockade wird aber nicht in vermehrtes Protein über-

setzt.  

Zusammenfassend kann die Induktion des AhR durch DEHP nur durch PPARα-Hemmung nicht 

umgekehrt werden und so scheint PPARα nicht in diesen Prozess eingebunden zu sein. Sowohl 

der AhR selbst als auch PPARγ führen auf unterschiedlichen Ebenen zu einer Reversibilität dieses 

Phänomens. 
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Abbildung 13: Expression des AhR nach Exposition mit 10nM TCDD, 50µM DEHP oder beidem sowie den 
Antagonisten ANF, MK886 bzw. GW9662 (je 10µM) für 5h. Dargestellt ist die relative Änderung zur je-
weiligen DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels qRT-PCR (A) bzw. Western Blot (B). (N=3) 
 

3.2.4 Zielgenaktivierung durch Signalwegausschaltung  

Da sich zeigte, dass auch der AhR selbst durch DEHP reguliert wird, sollte im Folgenden unter-

sucht werden, wie sich AhR-Zielgene unter DEHP-Exposition verhalten und welcher PPAR-Signal-

weg diesen Effekt vermittelt. Dazu wurden selektiv die einzelnen Rezeptoren mit Antagonisten 

inhibiert. Aus Gründen der Übersicht werden TCDD-vermittelte Effekte hier nicht gezeigt.  
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Abbildung 14: Expression von Cyp1a1 (A) und Cyp1b1 (B) auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 50µM 
DEHP oder zusätzlich mit 10nM TCDD sowie den Antagonisten 10μM ANF, MK886 bzw. GW9662 für 5h. 
Dargestellt ist die relative Änderung zur jeweiligen DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels qRT-PCR. 

Cyp1a1 war unter AhR-Antagonisierung bei DEHP-Exposition signifikant erhöht exprimiert.  Nach 

Koexposition mit TCDD und DEHP war eine signifikante Expressionserhöhung auf das 2,58fache 

von Cyp1a1 unter PPARα-Antagonisierung zu beobachten (Abbildung 14A).  

Für Cyp1b1 führte die Einzelexposition mit DEHP zu einer gesteigerten mRNA-Expression (siehe 

Abbildung 9B). Abbildung 14B zeigt nun, dass  nur unter AhR-Antagonisierung diese DEHP-indu-
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zierte Steigerung der Cyp1b1-Expression auf 303% bestehen bleibt, während die Antagonisie-

rung beider PPAR-Antagonisten diese inhibiert. Bei Koexposition mit TCDD und DEHP konnte 

keine erhöhte Expression von Cyp1b1 unter AhR- und PPARα-Antagonisierung festgestellt wer-

den, während unter PPARγ-Antagonisierung die Cyp1b1-Expression auf das fünffache erhöht 

war. 

3.2.5 Beeinflussung des AhR-Signalweges durch selektive Aktivierung der PPAR-Isotypen 
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Abbildung 15: Expression von AhR (A), Cyp1a1 (B) und Cy1b1 (C) auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 
500nM Rosiglitazon oder 25µM Bezafibrat für 24h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kon-
trolle nach Quantifizierung mittels qRT-PCR. (N=2, n=2) 

Nach 24-stündiger Inkubation mit Bezafibrat oder Rosiglitazon  konnte keine Induktion des AhR, 

Cyp1a1 und Cyp1b1 auf mRNA-Ebene festgestellt werden (Abbildung 15A,B,C). Jedoch zeigte 

sich unter Rosiglitazon eine um 30% geringere Expression von Cyp1a1 (Abbildung 15B).  

 

In Hinblick auf die Zielstellung konnte also bisher gezeigt werden, dass DEHP und TCDD im KGN-

Milieu relevante Effekte auf die vernetzte Signalgebung der PPARs und des AhR haben. Insbe-

sondere der PPARγ Signalweg kann untergeordnete AhR-vermittelte Effekte auslösen. 
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3.3 Untersuchung charakteristischer Granulosazellmarker 

 

Endokrin aktive Chemikalien können an verschiedenen Stellen des Hormonsystems eingreifen. 

Einer der sensibelsten Angriffspunkte von EDCs mit systemischen Auswirkungen ist die Estradi-

olbiosynthese und deren präzise abgestimmte Regulation, die maßgeblich über die Gonadotro-

pin-Rezeptorexpression gesteuert wird.  

3.3.1 Einfluss auf die Expression des FSH-Rezeptors 

Um zu untersuchen, ob TCDD und/oder DEHP als endokrine Disruptoren Einfluss auf die hormo-

nelle Achse des Hypophysenvorderlappens auf das Ovar ausüben können, wurde der Rezeptor-

besatz der KGN-Zellen mit FSH- und LH-Rezeptoren untersucht.  

 

D
M

S
O

TC
D
D

D
E
H
P

TC
D
D
+D

E
H
P

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

*

F
S

H
R

 m
R

N
A

 [
re

l.
 E

in
h

e
it

e
n

]

D
M

S
O

TC
D
D

D
E
H
P

TC
D
D
+D

E
H
P

0.0

0.5

1.0

1.5

*

F
S

H
R

 P
ro

te
in

 [
re

l.
 E

in
h

e
it

e
n

]
A B

Abbildung 16: Expression des FSHR nach Exposition mit 10nM TCDD, 50µM DEHP oder beidem für 5 h. 
Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels qRT-PCR (A) bzw. 
Western Blot (B). (N=3) 

Für den FSHR zeigte sich ein differentielles Bild zwischen mRNA- und Proteinexpression. Nach 

Exposition mit DEHP konnte eine signifikante Expressionserhöhung auf mRNA-Ebene des FSHR 

um 62% beobachtet werden. TCDD allein bzw. in Koexposition mit DEHP führte zu keiner Ände-

rung der mRNA-Expression (Abbildung 16A).  Auf Proteinebene  war unter TCDD- bzw. DEHP-

Exposition keine Änderung feststellbar, während die Koexposition zu einer signifikant verringer-

ten Proteinmenge des FSHR um 61% führte (Abbildung 16B).  
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Abbildung 17: Expression des FSHR auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 20ng/ml FSH sowie 10nM TCDD, 
50µM DEHP und beidem für 24h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach Quantifi-
zierung mittels qRT-PCR. (N=3) 

Unter FSH-Stimulation zeigte sich zunächst eine Induktion des FSHR mit einer signifikanten 2,1-

fachen Erhöhung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle ohne FSH. DEHP verhindert nicht nur die FSH-

induzierte Expression, sondern führte darüber hinaus zu einer signifikanten Hemmung auf 50% 

des Kontroll-Niveaus (Abbildung 17).  

 

3.3.2 Einfluss auf die Expression des LH-Rezeptors 
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Abbildung 18: Expression des LHR nach Exposition mit 10nM TCDD, 50µM DEHP oder beidem (A), sowie 
TCDD sowie den Antagonisten 10μM ANF, MK886 bzw. GW9662 für 5h. Dargestellt ist die Änderung der 
Expression zur jeweiligen DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels Western Blot (A) bzw. qRT-PCR 
(B). (N=3) 

Die DEHP-Exposition führte zu einer signifikanten Expressionserhöhung von LHR: DEHP induziert 

den LHR auf 198% auf mRNA- (Abbildung 18B) bzw. 130% auf Proteinebene (Abbildung 18A). Bei 
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gleichzeitiger TCDD-Exposition war diese Induktion nicht nachweisbar. Wie Abbildung 18B wei-

terhin zeigt, verursachte die DEHP-Exposition unter Antagonisierung des AhR eine noch größere 

Induktion des LHR auf 315%, während die Antagonisierung von PPARα oder PPARγ den DEHP-

vermittelten Effekt hemmt.  

D
M

S
O

FS
H
 D

M
S
O

FS
H
 T

C
D
D

FS
H
 D

E
H
P

FS
H
 T

C
D
D
+D

E
H
P

0.0

0.5

1.0

1.5

#

L
H

R
 m

R
N

A
 [

re
l.

 E
in

h
e

it
e

n
]

 

Abbildung 19: Expression des LHR auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 20ng/ml FSH und 10nM TCDD, 
50µM DEHP und beidem für 24h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO Kontrolle nach Quantifi-
zierung mittels RT-PCR. (N=3)   

Unter FSH-Stimulation konnte eine Induktion des LHR festgestellt werden. Eine gleichzeitige 

TCDD-Exposition verringerte die Expression signifikant auf  75%, die DEHP- bzw. kombinierte 

TCDD-DEHP-Exposition zeigten keinen Effekt (Abbildung 19).  

3.3.3 Einfluss auf die Estrogenrezeptor-Expression 
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Abbildung 20: Expression des ERα auf mRNA-BEbene nach Exposition mit 10nM TCDD, 50µM DEHP oder 
beidem für 5h. Dargestellt ist die relative Änderung der Expression zur DMSO-Kontrolle nach Quantifizie-
rung mittels qRT-PCR (A) bzw. Western Blot (B). (N=3) 
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Die DEHP-Exposition der KGN ohne FSH-Stimulation führte zu einem signifikanten Anstieg der 

mRNA-Transkriptmenge des ERα auf das 1,7-fache (Abbildung 20A). Unter FSH Substitution ist 

dieser Effekt nicht mehr zu beobachten, dagegen zeigte sich die physiologisch erwartete Zu-

nahme der ERα-Expression durch FSH (Abbildung 20B). Für die TCDD-Exposition wie auch die 

Koexposition von TCDD und DEHP konnte kein Einfluss beobachtet werden. Wie schon aus Vor-

arbeiten [51] bekannt war, wird ERα in KGN nicht als Protein exprimiert. 
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Abbildung 21: Expression des ERβ auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 10nM TCDD, 50µM DEHP oder 
beidem für 5h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels qRT-
PCR (A) bzw. Western Blot (B). (N=3) 

Bei der Untersuchung der ERβ-Expression wurde mit TCDD und/oder DEHP keine Veränderung 

festgestellt (Abbildung 21).    
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3.4 Beeinflussung der endokrinen Funktion 

3.4.1 Cyp19-Expression 
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Abbildung 22: Expression von Cyp19 nach Exposition mit 20ng/ml FSH und 10nM TCDD, 50µM DEHP oder 
beidem für 24h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels 
qRT-PCR(A) bzw. Western Blot (B) (N=2, n=2) 

Es zeigte sich eine Induktion von Cyp19 um das 7-fache auf mRNA- bzw. 3-fache auf Protein-

ebene durch die FSH-Stimulation. Die gleichzeitige TCDD-Exposition führte zu keiner Expressi-

onsänderung von Cyp19, während DEHP allein bzw. in Kombination mit TCDD signifikant die Ex-

pression um 55% (mRNA) und 45% (Protein) allein bzw. um 40% (mRNA) und 30% (Protein) in 

Kombination hemmt (Abbildung 22).  

3.4.1.1 Cyp19 Regulation durch PPAR-Isoformen 
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Abbildung 23: Expression von Cyp19 auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 25µM Bezafibrat bzw. 500nM 
Rosiglitazon für 24h. Dargestellt ist die relative Änderung zur DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mit-
tels qRT-PCR. (N=2, n=2) 

Nachdem eine DEHP-vermittelte Hemmung der Expression von Cyp19 nachgewiesen werden 
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konnte (Abbildung 22), wurde mit selektiven Agonisten für PPARα und PPARγ untersucht, wel-

che Isoform diesen Effekt verursacht. Dabei zeigte sich, dass die PPARs unterschiedlich auf die 

Cyp19-Expression wirken: Durch die selektive Aktivierung des PPARα mittels Bezafibrat wurde 

eine um 45% gesteigerte  Expression von CYP19 beobachtet, während der selektive PPARγ-Ago-

nist Rosiglitazon eine Hemmung der Expression um 57% bewirkte (Abbildung 23).  

3.4.2 Estrogensynthese 
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Abbildung 24: Estradiol-Bildung nach Exposition mit 20ng/ml FSH und 10nM TCDD, 50µM DEHP oder bei-
dem in Anwesenheit von 10µM Androstendion für 24h. Dargestellt ist die Estradiol-Konzentration im Me-
diumüberstand nach Quantifizierung mit ELISA. (N=2, n=2) 

Um den Effekt von TCDD und DEHP bis zum biologisch relevanten Endpunkt der Estradiolsyn-

these zu verfolgen, wurde nach 24 Stunden mittels ELISA der Estradiolgehalt im Mediumüber-

stand FSH-stimulierter KGN-Zellen quantifiziert. Die Estradiolsynthese unter TCDD war um 24% 

signifikant geringer als in der DMSO-behandelten FSH-Kontrolle. Auch DEHP vermindert die Est-

radiolkonzentration im Mediumüberstand auf 2ng/ml. Bei der Koexposition von TCDD und DEHP 

war die Estradiolsynthese so stark vermindert, dass sie sogar unter das Niveau der nicht mit FSH 

stimulierten Kontrolle sank (Abbildung 24).  
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3.4.3 Estradiolmetabolisierung 

3.4.3.1 Expression von Estradiol-metabolisierender 17β Hydroxysteroid-Dehydrogenase 

(17bHSD) 
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Abbildung 25: Expression der 17bHSD auf mRNA-Ebene nach Exposition mit 10nM TCDD, 50µM DEHP 
oder beidem für 5h. (B) 17bHSD nach Exposition mit 50ng/ml FSH und 10nM TCDD, 50µM DEHP  oder 
beidem für 24h. (C) Expression nach Exposition mit 5, 25, 50µM oder 100µM MEHP für 24h. Dargestellt 
ist jeweils die relative Änderung zur jeweiligen DMSO-Kontrolle nach Quantifizierung mittels qRT-PCR. 
(N=3 (A), N=2, n=2 (B und C)) 

Nach 5-stündiger Exposition mit TCDD und DEHP war keine signifikante Änderung der Expression 

von 17bHSD zu beobachten (Abbildung 25A). Mit 24-stündiger FSH-Stimulation zeigte sich ein 

etwas verändertes Bild (Abbildung 25B): unter TCDD-Exposition war eine signifikante Steigerung 

der 17bHSD-Expression um 36% feststellbar. Des weiteren wurde die mRNA-Expression von 

17bHSD nach 24-stündiger Inkubation in der Anwesenheit von FSH mit aufsteigender MEHP-

Konzentration untersucht. Dabei war eine dosisabhängige Expressionshemmung bis 50µM zu 

erkennen. Bei 100µM ist die Expression ähnlich der DMSO-Kontrolle, was neben den Daten aus 
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Proliferationsassays im Rahmen von Vorarbeiten unterstreicht, dass MEHP in diesem Dosisbe-

reich noch nicht toxisch wirkt.   

3.4.3.2 Beeinflussung der Estronkonzentration 

Zuerst wurden in einem ersten Schritt die absoluten Konzentrationen von Estradiol und Estron  

im Mediumüberstand mittels ELISA bestimmt und anschließend der Quotient von Estron zu Est-

radiol gebildet. Betrachtet man die Änderung der absoluten Konzentrationen von Estron im Me-

diumüberstand nach Exposition mit TCDD und DEHP, so ist feststellbar, dass DEHP zu einer ge-

ringeren Konzentration von Estron führt und auch in der Koexposition ist die Estronmenge sig-

nifikant vermindert (Abbildung 26A). Änderungen zur FSH-stimulierten Kontrolle werden erst 

signifkant erkennbar, wenn man die relativen Verhältnisse von Estron zu Estradiol vergleicht 

(Abbildung 26B). Dabei zeigte sich unter FSH-TCDD ein gesteigerter Anteil von Estron, der auch 

in der Koexposition mit DEHP erhalten blieb. DEHP hatte keinen additiven Effekt und änderte 

selbst auch nicht den Anteil von Estron.  
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Abbildung 26: Estron-Bildung nach Exposition mit 20ng/ml FSH und 10nM TCDD, 50µM DEHP oder beidem 
in Anwesenheit von 10µM Androstendione für 24h. Dargestellt ist die Estron-Konzentration im Medium-
überstand nach Quantifizierung mit ELISA (A) sowie  die Estron-Konzentration relativ zum gebildeten Est-
radiol (B) (N=2, n=2)  
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4 Diskussion 

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von Dioxinen und Phthalaten auf die endokrine Funk-

tion von ovariellen Granulosazellen zu untersuchen. Dafür wurde als Grundlage für ein standar-

disiertes, experimentelles Umfeld die immortalisierte humane Granulosazelllinie KGN als ein 

etabliertes in vitro Modell ausgewählt. Insbesondere für die PPAR-vermittelten Effekte, die sich 

zwischen Nagern und Primaten grundlegend unterscheiden, können relevante Ergebnisse nur 

im humanen System erzielt werden [169]. Es liegen einzelne Befunde zu TCDD- oder DEHP-Ef-

fekten vor, die meist aus akzidentiellen Expositionen gewonnen wurden, eine systematische Un-

tersuchung schließt sich aus ethischen Gründen a priori aus. Obwohl Daten aus verschiedenen 

Studien zur Exposition einzelner Substanzen vorliegen, gibt es unseres Wissens nach keine, die 

eine Koexposition untersucht haben. Auch Endpunktanalysen für eine reale Koexposition sind 

nicht beschrieben.  

4.1 Exposition durch endokrine Disruptoren 

Zur Exposition von Menschen gegenüber persistenten Pestiziden wie TCDD liegen wenig Daten 

vor: Aus dem Chemieunfall 1976 in Seveso, Italien [170], dem Einsatz von Agent Orange im Vi-

etnam-Krieg [171] oder einer  Nahrungsmittelkontamination in Michigan, USA [172], sind einige 

Erkenntnisse über akzidentielle Exposition mit relativ großen Mengen von Dioxinen bekannt, die 

auch eine Beeinflussung der Fertilität bei Frauen zeigen. Aus der Seveso-Women‘s-Health-Study 

Group war erkennbar, dass in Abhängigkeit der aufgenommenen TCDD-Menge die Zeit bis zum 

Eintreten einer Schwangerschaft zunimmt [173]. Auch konnte eine dosisabhängige Steigerung 

der Inzidenz von Brustkrebs in der gleichen Kohorte gezeigt werden [174].   

Für nicht-akzidentielle Exposition mit PCBs ist eine Steigerung der Endometrioseraten gezeigt 

worden [175–177]. Weiterhin haben Mädchen, die in utero oder durch das Stillen mit hohen 

Konzentrationen von PCBs exponiert waren, eine frühere Menarche als die Kontrollgruppe 

[172].  

Aktuelle Daten zur Exposition von vielen dioxin-ähnlichen PCBs wurden in der Duisburger Ge-

burtenkohorte im Zeitraum von 2000 bis 2003 erhoben. Dort wurden Blut- und Muttermilchpro-

ben auf ihren Gehalt von Dioxinen und PCBs untersucht. TCDD zeigte dort eine mittlere Kon-

zentration von 1,4pg/g Protein im Blut bzw. 1,5pg/g Protein in der Milch. Andere polychlorierten 

Dioxine wie Octa-CDD zeigten wesentlich höhere Mengen von bis zu 268pg/g Protein in Blutpro-

ben [178]. In der gleichen Kohorte konnten diese Exposition mit reduzierten Steroidhormon-

spiegeln von Neugeboren korreliert werden [179]. Auch zu späteren Zeitpunkten wirkte sich die 

frühe Exposition gegenüber PCBs noch negativ auf endokrine Endpunkte, wie das adrenale And-

rogen DHEA-S aus. Dies ist ein frühes Zeichen der Adrenarche in präpubertären Kindern [180]. 
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Phthalate sind ubiquitär vorkommende Umweltschadstoffe, weil sie u.a. als Plastikweichmacher 

genutzt werden und damit in vielen Produkten des alltäglichen Lebens vorkommen. Für diese  

ist die Datenlage wesentlich besser. Viel Aufmerksamkeit galt den xenoestrogenen Effekten. Ins-

besondere das männliche Reproduktionssystem wurde dahingehend untersucht und mit Biomo-

nitordaten korreliert.  Amerikanische Daten zeigen eine negative Korrelation der Spermienmo-

tilität mit der im Urin messbaren Konzentrationen verschiedener Phthalate. Interessant dabei 

ist der zeitliche Verlauf der Exposition, da sich seit Beginn der Studie im Jahr 2000 die Exposition 

bis 2004 fast verdoppelt hat [181].  

Mithilfe dieser Untersuchungen, ersten Biomonitordaten [182] sowie einigen pharmakokineti-

schen [183] Studien kann auf tägliche Aufnahmemengen und Expositionslevel geschlossen wer-

den. Die amerikanische Agency for Toxic Substances and Disease Registry schätzt, dass die allge-

meine  Bevölkerung mit bis zu 2mg/d DEHP exponiert ist [184]. Jedoch können im beruflichen 

oder medizinischen Umfeld weitaus größere Expositionen erreicht werden. So wurden zum Bei-

spiel DEHP-Mengen von bis zu 300mg in Erythrozytenkonzentraten gefunden, die einer Äquiva-

lenzdosis von 3,5 – 4,5mg/kg eines 70kg schweren Menschen ausmacht [185]. Insbesondere 

Kinder sind durch ihr geringes Verteilungsvolumen für solche Expositionen gefährdet. Bei Unter-

suchungen an Neugeborenen, die intensivmedizinisch betreut werden, wurden mittlere Aus-

scheidungsmengen von 86ng MEHP/ml Urin (0,3µM) gefunden [182].  Amerikanische Daten von 

2004 zeigten im Urin gesunder erwachsener Männer mittlere MEHP-Konzentration von  

11,7ng/mg (0,04µM) [181].  

4.2 Charakterisierung des Zellkulturmilieus  

4.2.1 KGN sind zur Anreicherung des aktiven Metaboliten MEHP fähig 

Aus murinen Untersuchungen ist bekannt, dass DEHP nicht der aktive Metabolit dieser Phtha-

latspezies ist, sondern dass in vivo nach Hydrolyse durch teilweise unspezifische Esterasen ver-

schiedene aktiv wirksame Metabolite entstehen. Darunter befinden sich der Hauptmetabolit 

MEHP, 5OH-MEHP, 5oxo-MEHP und wenige andere, die auch im menschlichen Urin detektierbar 

sind [186].  

Diskrepanz zwischen Mediumüberstand und Zelllysat 

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass KGN-Zellen zu einer Metabolisierung von 

DEHP befähigt sind. Es konnte eine MEHP-Akkumulation nach 5-stündiger DEHP-Exposition im 

Zelllysat (212ng/ml, entspricht 0,7µM) nachgewiesen werden. Diese Konzentration entspricht 

der bei intensivmedizinisch betreuten Neugeborenen MEHP-Menge im Urin. Im Mediumüber-

stand ist eine wesentlich geringere Konzentration feststellbar. Diese Umverteilung lipophiler 
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Substanzen in das zelluläre Kompartiment ist typisch für lipophile Xenobiotika und wurde eben-

falls bei lipophilen Anästhetika beobachtet [187]. Dies macht die Relevanz und kritische Analyse 

von Biomonitorprojekten deutlich, bei denen i.d.R. extrazelluläre, hydrophile Substanzen (Urin) 

untersucht werden [188].   

Nachweisbare MEHP-Kontamination im Mediumüberstand 

Auch ohne Zugabe von DEHP ist MEHP in geringen Konzentrationen nachweisbar (20ng/ml, ent-

spricht 0,06µM), die als „Hintergrund“ Kontamination angenommen werden kann. Sie liegt über 

der messbaren Konzentration von MEHP im Urin gesunder, nicht exponierter Männer [181].  

Dies kann auf den wenig beachteten Effekt der Kontamination von in vitro Experimenten mit 

Phthalaten aus Plastikkulturschalen zurückführt werden [69]. Im Kulturmedium von IVF-Behand-

lungen wurden MEHP-Konzentrationen bis 132ng/ml (0,4µM) festgestellt, vereinzelte Proben 

enthielten bis 1840ng/ml (6,3µM) [189]. Die biologischen Effekte solcher Exposition der Oozyte 

sind bisher völlig unbeachtet.  

Insgesamt gibt es wenige Daten, die in in vitro den Metabolismus von DEHP untersuchen  

[190,191]. Gupta et al. haben vergleichende Untersuchungen zu den Auswirkungen von DEHP 

und MEHP in Mausfollikeln angestellt [192]. Konsistent mit diesen Studien bestätigt die vorlie-

gende Arbeit, dass DEHP auch extra-intestinal hydrolysiert werden kann. In vivo Untersuchun-

gen im humanen System zur Metabolisierung von Phthalaten liegen wenig vor [186,193], zeigen 

aber ähnliche Effekte. Die Quantifizierung des relativen Anteils des metabolisierten DEHP ist 

schwer, da zwar definierte DEHP-Mengen zu den einzelnen Versuchsansätzen gegeben wurden, 

aber bei mikroskopischer Betrachtung der Zellkulturflaschen mizellenartige Fetttröpfchen auf 

der Mediumoberfläche zu beobachten waren. Bisher liegen dafür keine in der Literatur verfüg-

baren Daten vor, die die Lösungskinetik von D/MEHP untersucht haben. Weiterhin wäre es in-

teressant zu untersuchen, ob der Metabolisierung von DEHP spezifische, ggf. sogar induzier- o-

der hemmbare enzymatischen Prozesse zugrunde liegen. Solche Untersuchungen könnten auf-

klären, ob durch die Koexposition mit Dioxinen möglicherweise eine Kompetition um spezifische 

Bindungsstellen besteht oder ob sich Dioxine und Phthalate nicht-allosterisch hemmen. 

4.3 Signalkaskade der Rezeptoren 

4.3.1 Der AhR- und der PPAR-Signalweg sind funktionell aktiv  

4.3.1.1 AhR-Signalkaskade und Zielgenexpression 

In dieser Studie wurde 2,3,7,8-Tetrachloro-dibenzo-p-dioxin (TCDD) als AhR-Agonist verwendet, 

weil dieser sich durch seine große Affinität zum AhR als potentester Agonist erwiesen hat  [194]. 
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Aus Vorarbeiten [51] waren Konzentration und zeitlicher Verlauf der TCDD-abhängigen Induk-

tion bekannt, die im gleichen Modell etabliert wurden. Die AhR-Aktivierung mittels TCDD führte 

zu einer Erhöhung der Cyp1a1- und Cyp1b1-Transkriptmenge, was die erwartete AhR-Signal-

kaskade widerspiegelt. Die Koinkubation mit TCDD und DEHP zeigte eine ähnliche Zunahme der 

Cyp1a1-Transkripte.  

4.3.1.2 PPARs werden exprimiert und sind funktionell aktiv  

Da PPARα in vivo in Granulosazellen typischerweise gering exprimiert wird [92], war es in diesem 

Zusammenhang wichtig, die Expression von PPARα und die Induktion von ACOX in KGN-Zellen 

zu charakterisieren. Die funktionelle Aktivität des PPARα sollte in dieser Studie durch die ACOX-

Induktion mittels Bezafibratexposition nachgewiesen werden. Obwohl dieses Enzym typischer-

weise in der Leber exprimiert wird, konnte ACOX ebenso wie  PPARα in KGN nachgewiesen wer-

den. Für PPARγ zeigte sich eine erhöhte Expression des Zielgens PEPCK durch Rosiglitazon-ver-

mittelte Aktivierung. Ebenso konnte FABP3 als gemeinsames PPARα- und β-Zielgen durch Ro-

siglitazon induziert werden. Der Nachweis der Induktion von typischen PPAR-Zielgene, die auch 

in anderen Geweben induziert werden können, zeigt die funktionelle Aktivität der PPAR in KGN 

und damit ein potentielles Zielmolekül für endokrine Disruptoren in Granulosazellen. 

TCDD wirkt nicht auf die Expression von FABP3, sodass der PPAR Signalweg nicht vom AhR-Akti-

vitätszustand beeinflusst wird.  

4.3.2 Beschreibung der Wechselwirkung: AhR ist dem PPARγ nachgeschaltet 

Zunächst stellt sich ein komplexes Bild dar:  

1. Die AhR-Zielgene Cyp1a1 und Cyp1b1 werden durch DEHP induziert (Abbildung 9 und 

14).  Cyp1a1 wird darüber hinaus durch TCDD reguliert. 

2. Die AhR-Zielgene Cyp1a1 und Cyp1b1 werden insbesondere unter AhR-Antagonisierung 

bei gleichzeitiger DEHP-Exposition stärker exprimiert (Abbildung 14). 

3. DEHP induziert die AhR-Expression, was durch TCDD verhindert wird (Abbildung 12).  

4. PPARα scheint keinen Einfluss auf die DEHP-vermittelte AhR-Induktion zu haben (Abbil-

dung 13). Die Antagonisierung von AhR und PPARγ kann dies verhindern. Hemmung von 

PPARα oder AhR verändern nicht die Wirkungsweise von DEHP auf die AhR-Expression. 

Daraus folgt, dass PPARγ der AhR-Induktor ist. 

5. Weder PPARα-Aktivierung noch PPARγ-Aktivierung durch pharmakologische Agonisten 

induzieren die AhR-Expression (Abbildung 15A) in ähnlicher Weise.  

6. Die PPARα-Expression selbst kann selbst durch DEHP gesteigert werden (Abbildung 

10A).  
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7. Die PPAR-Expression bleiben durch TCDD unbeeinflusst (Abbildung 10).  

4.3.2.1 Gleichzeitige Aktivierung des AhR hemmt DEHP-Effekte auf die PPAR-Expression 

Die AhR-Expression in KGN wurde in Vorarbeiten von Frau Dr. Horling ausführlich untersucht 

[51] und wird deswegen nur unter dem neuen Aspekt der DEHP- und Koexposition mit TCDD 

und DEHP diskutiert.  

Aus immunohistochemischen Untersuchungen von Ovarien ist bekannt, dass die PPAR-Expres-

sion im Ovar sehr unterschiedlich bezüglich a) der Isotypen und b) des zeitlichen Verlaufs im 

Menstruationszyklus ist [92]. PPARα ist sowohl in vivo [195] als auch unter Kontrollbedingungen 

im KGN-Modell äußerst niedrig exprimiert. Mittels DEHP konnte die PPARα-Expression induziert 

werden, während die Aktivierung des AhR-Signalweges zu keiner Änderung führte. Die DEHP-

abhängige Induktion von PPARα konnte jedoch durch Koexposition mit TCDD verhindert wer-

den. Es zeigt sich also, dass beide EDCs eigene Effekte vermitteln können, deren Richtungen aber 

unterschiedlich bzw. gegensätzlich sind und sich in Summe aufheben.  

Eine mögliche Erklärung dafür können Degradationsmechanismen des AhR sein, die für den AhR 

gut belegt ist: Es gibt Hinweise auf eine negative Feedback-Schleife, die der AhR in seiner typi-

schen Rezeptorantwort induziert [84], und dass der AhR selbst als E3-Ubiquitin-Ligase wirken 

kann [196]. Das könnte auch die auf Proteinebene  verringerte AhR-Expression und die unbeein-

flusste PPAR-Expression in der Koexposition erklären.  

Daraus können folgende Schlüsse gezogen werden:  

A) Der AhR-Signalweg ist dem der PPARs nachgeschaltet. Er kann die DEHP vermittelten 

Effekte antagonisieren.  

B) Obwohl sich Effekte von TCDD und DEHP in Koexposition auf die Rezeptorexpression 

nivellieren, müssen biologische Effekte dies keineswegs. 

Für andere Endpunkte liegen hierzu schon einige Daten vor: Insbesondere PPARα reguliert lokale 

Entzündungsprozesse über die COX2-Expression mittels zwei PPRE in dessen Promotorbereich 

[127,197]. Durch die Expressionerhöhung von PPARα unter DEHP kann zunächst von einer er-

höhten Suszeptibilität für proinflammatorisches Signalling in den Granulosazellen ausgegangen 

werden. Auch der AhR ist fähig, COX-2 über den NF-kappaB-Signalweg zu induzieren [198] und 

lokal die Inflammation zu beschleunigen. Dies wurde von Villard et al. bestätigt, die im AhR-

Promotor ein PPRE für PPARα beschrieben haben.  In deren experimentellem Umfeld überwie-

gen die proinflammatorischen Effekte des AhR den anti-inflammatorischen des PPARα-Liganden 

[199]. Diese Ergebnisse müssen vorsichtig übertragen waren, da es sich hier um die Frage nach 

empfindlichen Gleichgewichten handelt und diese nicht zwischen verschiedenen experimentel-

len Modellen (Caco-2 Zelllinien) vergleichbar sind.  
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4.3.2.2 Die DEHP-abhängige Induktion von AhR und PPARα wird durch AhR-Aktivierung ver-

hindert. 

Auch in einer anderen Granulosazelllinie konnten geringe Mengen von Benzylbutyl-phthalaten 

die AhR-, ARNT-, Cyp1a1- bzw. Cyp1b1-Expression steigern [200] (vgl. Abbildung 10 und 12). Die 

Autoren spekulieren, dass hierin PPAR-Signalwege involviert sein können. Die Tatsache, dass 

DEHP zu einer gesteigerten Expression des AhR und Cyp1b1 führt, dieser Effekt aber unter allei-

niger Aktivierung von PPARα oder PPARγ nicht zu beobachten war, ist ein Hinweis darauf, dass 

die DEHP-abhängige Induktion nicht allein durch einen PPAR verursacht wird, sondern diese bei-

spielsweise synergistisch wirken. Zumindest teilweise müssen daran alle drei Regulatoren kausal 

beteiligt sein, denn bei Antagonisierung jedes einzelnen ist dieses Phänomen nicht mehr zu be-

obachten.   

4.3.2.3 Auch auf Zielgenebene ist der AhR dem PPAR nachgeschaltet. 

Die These, dass der AhR dem PPAR nachgeschaltet ist, wird auch durch die Ergebnisse auf Ziel-

genebene bestätigt: AhR-Zielgene konnten durch DEHP, insbesondere unter AhR-Antagonisie-

rung induziert werden. Unter PPAR-Antagonisierung konnte dies jedoch nicht festgestellt wer-

den. Die PPARs scheinen also entweder für die Vermittlung der DEHP-Effekte auf den AhR ver-

antwortlich zu sein oder unabhängig die Gene zu induzieren. Letzteres kann durch die Untersu-

chungen von Serée et al. belegt werden, bei denen für Cyp1a1 ein PPRE im 5’-Promotorbereich 

gefunden wurde, für Cyp1b1 konnten keines identifiziert werden [201]. Welcher PPAR-Isotyp 

dafür verantwortlich ist, ist zunächst nicht zu klären. Signifikante Unterschiede im Muster der 

Cyp1b1-Induktion konnte durch PPARα- und PPARγ-Antagonisierung auf mRNA-Ebene nicht 

festgestellt werden. Zusammen mit der Beobachtung, dass die selektive Aktivierung von PPARα 

oder PPARγ nicht zu einer erhöhten Expression von Cyp1a1 führt (Abbildung 14), wird deutlich, 

dass auch dieser Effekt nicht alleinig einem Isotypen zugeschrieben werden kann.  Verwirrend 

kommt dazu, dass unter Rosiglitazon eine niedrigere Expression von Cyp1a1 zu messen ist.  Dies 

stimmt aber mit Serée et al. [201] überein, der unter Thiazolidinedione, einem weiteren selek-

tiven PPARγ-Agonisten, auch eine geringere Expression von Cyp1a1 beobachtete. Jedoch konn-

ten die Autoren in der Zelllinie Caco-2 einen Bezafibrat-abhängigen Anstieg der Cyp1a1-Expres-

sion zeigen. Diese Studie und unsere Daten zeigt das antagonistische Wirken der PPAR-Isotypen.  

DEHP scheint als selektiver PPARα- oder PPARγ-Modulator zu wirken 

Dieses heterogene Bild ist auch für andere promiskuitive nukleäre Rezeptoren gezeigt worden 

und wird als selektive PPAR-Modulation bezeichnet. Liganden-spezifische Veränderungen der 

Konformation der Rezeptoren erlauben nur einem Teil der Koregulatoren die Interaktion mit 
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dem PPAR, sodass nachfolgend auch nur ein Teil der Zielgene induziert wird [202]. Globale Ge-

nexpressionsdaten zeigen solche Unterschiede zwischen MEHP und Rosiglitazon [203] und be-

stätigen MEHP als selektiven PPARγ-Modulator. 

Auch eine direkte Wirkung von DEHP auf den AhR kommt in Betracht. Krüger et al. [191] beo-

bachteten eine um mehr als 9-Log-Stufen geringe ED50 von DEHP im Vergleich mit TCDD mittels 

pharmakologischer Dosis-Wirkungsbeziehungen in einem Transaktivierungsassay.  

 

Eine weitere Möglichkeit der Untersuchung der Wechselwirkung ist die Nutzung von Reporter-

genassays.  Dabei werden genetische Konstrukte in Zellen transfiziert, die nach den response 

elements (XRE bzw. PPRE) für Luziferasen codieren, die als Reporter dienen. Bindet ein Rezeptor 

spezifisch an diesen DNA-Abschnitt wird der Reporter exprimiert und anschließend kann dessen 

Chemilumineszenz detektiert werden. Dies entspricht der relativen Bindung an spezifische DNA-

Loci bspw. in Promotorregionen von Zielgenen. Diese Untersuchungen waren jedoch im KGN-

Zellmodell unter verschiedenen Transfektionsbedingungen nicht suffizient möglich und brach-

ten in einem anderen Zellsystem (C3H/10T1/2-Zellen) keine signifikanten Informationen (Daten 

nicht gezeigt).  

4.4 Beeinflussung von Granulosazellmerkmalen 

4.4.1 Die Gonadotropinrezeptorausstattung wird auf unterschiedlichem Weg von beiden 

Signalwegen dysreguliert  

Um zu untersuchen, ob TCDD und/oder DEHP als endokrine Disruptoren Einfluss auf die End-

strecke der hormonellen Achse zwischen Hypophysenvorderlappen und dem Ovar als periphere 

Hormondrüse nehmen, wurde der Rezeptorbesatz der Granulosazellen mit FSH- und LH-Rezep-

toren untersucht. Für mechanistische Fragen dieser Vielschichtigkeit bieten sich eine so gut de-

finierte Granulosazellpopulation wie das KGN-Zelllinie an, weil diese von übergeordneten Regel-

kreisen losgelöst ist. 

4.4.1.1 PPAR und AhR hemmen nicht synergistisch die FSH-Sensitivität 

Für den FSHR zeigte sich ein differentielles Bild in Abhängigkeit vom Aktivierungsgrad der KGN:  

A) Ohne FSH-Stimulation führte DEHP zu einer erhöhten Expression des FSHR. In Koexpo-

sition mit TCDD wurde dieser signifikant niedriger exprimiert (Abbildung 16B).  

B) Unter FSH-Stimulation verhinderte eine Aktivierung des AhR durch TCDD die physiolo-

gische Induktion des FSHR (Abbildung 17). Die Aktivierung der PPARs durch DEHP ver-

hinderte nicht nur die physiologische Induktion, sondern verursachte auch eine gerin-

gere Expression als ohne FSH-Stimulation.  
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Die Beobachtung veränderter Expressionsantworten mit und ohne Gonadotropinstimulation 

zeigt sich auch bei humanen Choriongonadotropin (hCG) und der Cholesterin-Biosynthese in 

murinen Granulosazellen [204]. Untersuchungen mit knockout-Modellen legen nahe, dass die 

Anwesenheit des AhR für eine normale FSHR-Expression im gesamten Ovar nötig ist  [85]. Auch 

eine Interaktion des AhR mit dem FSHR-Promotor durch eine E-Box binding site konnte in Trans-

aktivierungsassays gezeigt werden [205]. Andere Arbeiten beobachteten ähnliche Effekte: So 

führte eine Exposition von kultivierten Rattengranulosazellen mit 100µM MEHP zu einer gerin-

gen cAMP-Bildung nach FSH-Stimulation [206]. Obwohl FSH ein wesentlicher Stimulus für die 

Estradiolbiosynthese ist, konnte in Granulosazellen von Ratten gezeigt werden, dass MEHP 

cAMP-unabhängig die Estradiolsynthese von Granulosazellen bzw. Progesteronsynthese von 

Granulosaluteinzellen senken  kann [207]. Im Umkehrschluss ist anzunehmen, dass auch andere 

Effekte der FSHR-Signalkaskade, z.B. auf genomischer Ebene, mit DEHP beeinflusst werden kön-

nen. Daher ist die Frage nach der FSHR-Expression auch unabhängig von der hauptsächlich 

cAMP-gesteuerten Estradiolbiosynthese z.B. hinsichtlich der Luteinisierung der Granulosazellen 

wichtig.  

4.4.1.2 PPAR-vermittelte Steigerung der  LH-Sensitivität wird durch AhR verhindert 

Auch für den LHR zeigten sich unter FSH-Stimulation unterschiedliche Effekte insbesondere in 

Bezug auf die DEHP-Exposition: 

A) Ohne FSH-Stimulation führte DEHP zu einer Induktion des LHR, die unter PPAR-Antago-

nisierung reversibel war (Abbildung 18).  

Auch humane in vivo Daten aus systematischer Analyse akzidentieller Expositionen zeigen, dass 

eine chronische TCDD-Exposition die LHR-Expression dosisabhängig verringert [208]. Dies ent-

spricht den Beobachtungen aus AhR-defizienten Mäusen, die zeigen, dass der AhR für eine phy-

siologische LHR-Expression nötig ist [85].  

Die PPAR-abhängige LHR-Induktion kann aber durch die TCDD-Aktivierung des AhR gehemmt 

werden (Abbildung 18). Dies zeigt wie schon bei der PPARα-Expression, dass beide Signalwege 

in unterschiedliche Richtungen wirken, die diese Endpunkte in Koexposition normalisieren.  

B) Unter FSH-Stimulation hemmte DEHP die LHR-Expression (Abbildung 19).  

Studien in murinen Leydigzellen im Testis zeigen, dass DEHP zu einer niedrigeren Expression von 

LHR führt [209]. In weiblichen Zebrafischen konnte auch eine DEHP-abhängige LHR-Hemmung 

gezeigt werden [210].  

Damit scheinen insbesondere die Effekte von DEHP vom physiologischen Aktivitätszustand der 

KGN-Zellen abzuhängen. Da sich solche Effekte zwischen den Aktivitätszuständen der Granu-

losazellen unterscheiden, werden in der Literatur auch immer wieder unterschiedliche Effekte 
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beschrieben. Adverse Effekt von EDCs sind häufig stadienspezifisch und greifen in zeitlich bzw. 

funktionell umschrieben Rahmenbedingungen spezifisch ein.  

 

Die vorgelegte Arbeit ist nach unserem Kenntnisstand die erste, die die Auswirkungen von Dio-

xinen und Phthalaten gleichzeitig auf die Gonadotropinrezeptorexpression untersucht hat. Es 

zeigt sich unter der physiologisch näheren FSH-stimulierten Situation kein additiver Effekt auf 

die Dysregulation für den FSHR. Insgesamt zeigen diese Untersuchungen, dass beide Signalwege, 

wenngleich unterschiedlich, die Ansteuerbarkeit der Granulosazellen a) als periphere Ge-

schlechtsdrüse und b) als funktionell adaptierendes Organ aus dem Gleichgewicht bringen kön-

nen. Die geänderte Gonadotropinrezeptorausstattung kann viele in vivo Beobachtungen im 

Mausmodell erklären: AhR-defiziente Mäuse zeigen nach exogener Gonadotropinbehandlung 

eine reduzierte Anzahl ovulierter Follikel [56]. Auch die Exposition mit TCDD führt in nicht-defi-

zienten Mausmodellen zu einer reduzierten oder teilweise ganz aufgehobenen Ovulation [211–

213].  

Eine PPARα-Defizienz hat keine nachteiligen Effekte auf die Fertilität [164]. Ob die Expression 

des LHR, beispielsweise auch in Thekazellen, dadurch beeinträchtigt wird, ist bisher nicht unter-

sucht. Der Einfluss von exogenen PPARγ-Liganden auf die Steroidbiosynthese zeigt aber wider-

sprüchliche Effekte zwischen verschiedenen Spezies [214–217]. Anzunehmen ist, dass PPARγ vor 

und nach dem LH-Anstieg unterschiedliche Aufgaben übernimmt. Komplex sind die Effekte auch 

dadurch, weil PPARγ direkt auf die Expression von Enzymen der Steroidbiosynthese Einfluss 

nimmt. So deuten verschiedene Untersuchungen auf eine Steuerung der Expression und Aktivi-

tät von 3β-HSD [218], Cyp11 [161], Cyp17 [216] und Cyp19 [219] hin. 

4.4.2 AhR- und PPAR-vermittelte Effekte auf die Estradiolhomöostase  

4.4.2.1 Beide Signalwege hemmen additiv die Estradiolproduktion 

Die Estradiolbiosynthese ist eine der wichtigsten systemischen Leistungen der Granulosazellen. 

Diese Arbeit und andere konnten zeigen, dass TCDD alleine Cyp19, Schlüsselenzym der Estradi-

olbiosynthse, vermindern kann [51,152,220]. Dies bestätigen Daten aus dieser Arbeit unter 

TCDD-Exposition sowohl mit als auch ohne FSH-Stimulation. Weiterhin ist die beobachtete Hem-

mung der Expression von Cyp19 durch DEHP ebenfalls bei beiden Versuchsabläufen mit den Be-

funden anderer Studien kongruent [192,221,222].  

Darüber hinaus beschreiben die gefundenen Daten einen additiven Effekt sowohl auf die Cyp19-

Expression, also auch auf den systemisch relevanten Estradiolspiegel (Abbildung 22 und 26). Aus 
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der Beobachtung einer additiven Wirkung von TCDD und DEHP müssen zunächst zwei unter-

schiedliche Wirkmechanismen angenommen werden, die bis zur Transkriptionsregulation von 

Cyp19 unterschiedliche Wege nehmen, um dann zusätzliche Effekte auszulösen.  

Jedoch scheinen PPARα und PPARγ unterschiedlich in KGN-Zellen auf die Cyp19-Expression zu 

wirken. Unter den gegeben experimentellen Umständen zeigte die selektive Aktivierung von 

PPARα mit Bezafibrat eine erhöhte Expression von Cyp19, während PPARγ, selektiv aktiviert 

durch Rosiglitazon, die Expression hemmt (Abbildung 23). Zusammen mit den Befunden unter 

DEHP-Exposition und der relativ niedrigeren Expression von PPARα in Granulosazellen [161,195] 

kann der Effekt der DEHP-vermittelten Cyp19-Hemmung folglich PPARγ zugeschrieben werden. 

Diese Heterogenität, die auch schon bei der Zielgen-Induktion beobachtet wurden ist, macht 

deutlich, dass DEHP bzw. MEHP als selektive PPARα- bzw. PPARγ-Modulatoren wirken können 

[244]. 

4.4.2.2 Die Estradiolmetabolisierung wird durch AhR und PPAR über unterschiedliche Wege 

beschleunigt.  

Das in den Granulosazellen produzierte Estradiol entfaltete seine Wirkung an verschiedenen se-

kundären Zielorganen. Die Wirkung dort wird aber durch die systemische Konzentration am En-

dorgan bestimmt. Auch verschiedene Estradiol-katabolisierende Prozesse steuern dieses homö-

ostatische Level [223]:  

DEHP und MEHP hemmt die Expression von 17bHSD 

Die 17β-Hydroxysteroiddehydrogenase (17bHSD) steht unter der transkriptionellen Kontrolle 

der PPARs. 17bHSD konvertiert Estradiol zu Estron [224] und wirkt so auf die systemische Menge 

von Estradiol. Für die Expression von 17bHSD wurden vorrangig Effekte unter DEHP beobachtet 

(Abbildung 25). Außerdem wurde gezeigt, dass MEHP in Abhängigkeit zur  aufsteigenden Kon-

zentration zu einer Reduktion von 17bHSD führte. Die höchste Konzentration von MEHP 

(100µM) verursachte eine Expression ähnlich der DMSO-Kontrolle. Dies ist ein weiteres Indiz für 

nicht toxische Effekte von MEHP in diesem Dosisbereich. Solche nicht monotone Dosis-Wir-

kungsbeziehungen sind ein immer wieder beobachtetes Phänomen von EDCs, was meist durch 

pleiotrope, ineinandergreifende Mechanismen erklärt werden kann [225].  

TCDD führt zu einer relativ erhöhten Konzentration von Estron 

Erwartungsgemäß zeigte sich, dass die physiologische Induktion der Estradiolbiosynthese durch 

FSH-Zugabe gleichzeitig eine verminderte Estronkonzentration bewirkte (Abbildung 26). Erklärt 

werden kann dies dadurch, dass unter diesen Bedingungen Androstendion durch Cyp19 ver-

stärkt zu Estradiol metabolisiert wird. Daher steht im Reaktionsgleichgewicht zur Estronbildung 

weniger Androstendion zur Verfügung. Zwar konnten in den Untersuchungen im Rahmen dieser 
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Arbeit keine allein durch  AhR vermittelten Effekt auf die 17bHSD-Expression beobachtet wer-

den, jedoch belegen andere Studien in kultivierten Follikeln mit längerer Expositionszeit für 

TCDD einen negativen Effekt auf die Transkriptmenge von 17bHSD [226]. Wenngleich die vorlie-

gende Arbeit keine funktionelle Aussage über das Estron-Verhältnis gibt, wurde aber eine er-

höhte Estronsynthese durch TCDD-Exposition nachgewiesen (Abbildung 26B). Ob dieser Effekt 

allein auf 17bHSD zurückzuführen ist, wurde in dieser Studie nicht weiter untersucht. Auch eine 

Metabolisierung von 17β-Estradiol in Folge einer verstärkten Cyp1b1 –Expression ist möglich 

[83].  

4.4.3 Beeinflussung des Estradiol-Feedbacks der Granulosazellen 

Die Expression von ERβ konnte uneingeschränkt gezeigt werden. ERα, der ohnehin erst spät in 

Granulosazellen exprimiert wird, konnte nur als Transkript, jedoch nicht als Protein nachgewie-

sen werden. Dies deckt sich mit anderen Charakterisierungsuntersuchungen der KGN-Zelllinie 

[49,51], sodass von einem frühen Stadium vor dem Sekundärstadium ausgegangen werden 

muss. Darüber hinaus zeigte eine Studie, dass das ERα-Protein AhR-vermittelt durch Proteaso-

men degradiert wird [227].  

Die ERβ-vermittelte Wirkung von Estrogenen ist essentiell für die späte Granulosazelldifferen-

zierung, Follikelreifung und adäquate Sensitivität für den durch LH ausgelösten Ovulationsreiz. 

Die unbeeinflusste ERβ-Expression in den KGN-Zelle (Abbildung 21) wird durch andere Studien 

bestätigt [51] und zeigt ebenfalls im AhR-defizienten Mausmodell keine wesentliche Verände-

rung [85]. Zusammen betrachtet unterstützen diese Befunde, dass, anders als FSH, Estradiol 

nicht essentiell für die antrale Follikelformation ist, aber kritisch für das Granulosazellwachstum 

und die -differenzierung, sowie für den Erhaltung der antralen Follikelformation und die Ovula-

tion [10]. Dass die intraovarielle Estrogenwirkung über den ERβ vom AhR unterstützt wird, kann 

aus Daten aus dem AhR-defizienten Mausmodell geschlossen werden: So wurde beobachtet, 

dass nur im Ovar Auswirkungen der verminderten Estrogenproduktion feststellbar waren, an-

dere Estrogenzielgewebe wie das Vaginalepithel waren jedoch nicht betroffen [85]. Eine mögli-

che Ursache scheint die hier weitestgehend ERα-vermittelte Wirkung des Estrogens zu sein 

[228]. Eine Interaktion der AhR-Signalkaskade mit ERβ wurde durch Brunnberg et al. 2003 be-

schrieben. Der Dimerisierungspartner ARNT fungiert für beide Estrogenrezeptoren als Koaktiva-

tor und löst so antiestrogene Effekte von Dioxinen auch an peripheren Zielgeweben aus [229]. 

Inwieweit diese weitere Rezeptorinteraktion auch die Estrogenwirkung in Granulosazellen funk-

tionell beeinträchtigt, ist bisher nicht untersucht. Auch bleibt unklar, ob sich hier so viele Signal-

wege überlagern, dass kein eindeutiger Effekt an diesen Endpunkten mehr zu erkennen ist. 
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Für ERα konnte unter DEHP-Exposition eine erhöhte Transkriptmenge festgestellt werden (Ab-

bildung 20). Die TCDD-Exposition führte allein und in Koexposition zu keiner Expressionsände-

rung von ERα. Studien zufolge können PPARγ und sein Heterodimerisierungspartner RXR die ER-

induzierte Genexpression durch kompetitive Bindung an ein estrogen response element ver-

schiedener Zielgene unterdrücken [230]. Entsprechend einer bidirektionalen Interaktion  kön-

nen ERs die ligandeninduzierte PPARγ-Aktivierung in MCF-7-Zellen unterbinden [231]. Diese 

aber zeigen im Vergleich zu Adipozyten eine wesentlich geringere Expression von PPARγ und 

PPRE-Aktivierung nach Ligandbindung [232].  

4.5 Beeinträchtigte Follikelreifung durch DEHP 

Zusammenfassend lassen sich diese Befunde zu folgendem Bild zusammenfügen: Nimmt man 

die Tatsache des unter DEHP-Exposition erhöhten ERα-Transkripts, das physiologisch erst im 

späten Follikel exprimiert wird, zusammen mit der gleichzeitig erhöhten Expression von LHR,  

gibt das Anhalt zu der These, dass DEHP die Follikelreifung beschleunigt. Das wird auch dadurch 

untermauert, dass PPARγ mit steigender Follikelreifung immer höher exprimiert wird [195]. Po-

car et al. zeigten ebenfalls, dass in utero mit DEHP exponierte C3H/N Mäuse weniger unreife 

Follikel tragen, diese aber verstärkt atretisch degradieren [233]. Mechanistisch wurde auch in 

dieser Studie die geringere FSHR-Expression unter DEHP-Exposition festgestellt, das wiederum 

unsere Daten bestätigt. Dies ist ähnlich den Beobachtungen, dass repetitiv oral zugeführtes 

DEHP zu verlängertem Zyklus und verminderten Schwangerschaftsfrequenzen in Ratten [234] 

führt.  Die Autoren interpretieren dies zusammen mit der verminderten Anzahl von Copora lutea 

als Störung der Ovulation, die sich durch eine Desynchronisierung intraovarieller und hypotha-

lamisch-hypophysärer Regelkreise erklären lässt. Ähnliche Befunde wurden während der Lakta-

tionsperiode mit DEHP-exponierten Ratten beobachtet [235]. Epidemiologische Studien, die 

eine frühere Thelarche Phthalat-exponierter Mädchen beschreiben, stützen diese These 

[236,237], auch wenn dies in anderen Kohorten nicht beobachtet werden konnte [238]. Ähnlich 

den klinischen Befunden von Frauen mit PCOS stört die Aktivierung der PPARs durch DEHP nach 

der Ovulation aber die Granulosa-Luteale Transformation [239]. Im Tiermodell machen verklei-

nerte Hypophysen und Veränderungen innerhalb hypothalamisch-hypophysärer Neurone [240] 

aber auch deutlich, dass adverse reproduktive Effekte nicht allein durch intraovarielle Effekte 

erklärt werden können. Auch die Oozytenreifung von in vitro mit DEHP exponierten Cumulus-

Oozyten-Komplexen ist negativ beeinflusst [241–243]. Welchen Stellenwert die unterschiedli-

chen Zelltypen auf die Suszeptibilität für endokrine Disruption nehmen, ist in solchen Modellen 

schwer zu untersuchen. Die vorliegende Arbeit zeigt aber, dass auch ohne die Wechselwirkung 

mit der Oozyte Granulosazellen negativ beeinflusst werden.  
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5 Zusammenfassung und Ausblick 

Transkriptionsfaktoren, die Umweltschadstoffe binden, vermitteln adverse Effekte auf das re-

produktive System. Der AhR und die PPARs sind kritische Transkriptionsfaktoren für eine nor-

male Ovarfunktion. Eine AhR-Aktivierung führte zu veränderter Genexpression der Gonadotro-

pin- und Estrogenrezeptoren sowie zu einer verminderten Estradiolbiosynthese in KGN-Granu-

losazellen. Auch eine  PPAR-abhängige endokrine Disruption konnte in dieser Zelllinie bereits 

gezeigt werden. Wenngleich einiges über beide Signalwege bekannt ist, gibt es keine Studien, 

die die Ovarfunktion bei gleichzeitiger Aktivierung beider Signalwege durch Umweltschadstoffe 

untersucht haben.  

Die KGN-Zelllinie, die sowohl den AhR als auch PPARα und γ exprimiert, bietet die Möglichkeit, 

die regulatorischen Mechanismen dieser Rezeptorinteraktion ohne die übergeordnete Steue-

rung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse und / oder die lokale Interaktion mit Thekazellen zu 

untersuchen.  

KGN-Zellen wurden mit DEHP, TCDD und einem Mix beider Stoffe exponiert, um die Expression 

der Transkriptionsfaktoren selbst, deren nachgeschalteter Signalwege sowie funktioneller Gra-

nulosazellmarker mittels qRT-PCR und Western Blot zu bestimmen. Die Estrogensynthese sowie 

dessen Abbau zu Estron wurden durch ELISA untersucht. Die MEHP-Akkumulation in KGN-Zellen 

zeigte, dass diese Zelllinie zur Metabolisierung von DEHP fähig ist. Mittels der synthetischen 

PPAR-Agonisten Bezafibrat und Rosiglitazon konnte die funktionelle Signalkaskade belegt wer-

den. DEHP induzierte die AhR-Expression; durch selektive Antagonisierung konnte dieser Effekt 

einer Aktivierung des PPARγ-Signalweges zugeschrieben werden. Die FSH-Stimulation führte zu 

einer Expressionserhöhung von Cyp19 und verstärkten Synthese von Estradiol und Estron. Eben-

falls war eine Expressionszunahme von LHR feststellbar. TCDD und DEHP reduzierten die Syn-

these von Estradiol additiv und für beide Signalwege konnte ein beschleunigter Estradiolkatabo-

lismus gezeigt werden. Abhängig  von einer FSH-Stimulation wies DEHP unterschiedliche Effekte 

auf die Gonadotropinrezeptoren auf. So führte DEHP nativ zu einer PPAR-abhängigen erhöhten 

Expression von LHR, während sie mit FSH vermindert war. Der FSHR wurde durch DEHP geringer 

exprimiert.  

Insbesondere die DEHP-vermittelten Effekte auf die Gonadotropinrezeptoren müssen weiter 

untersucht werden, da die unterschiedlichen Auswirkungen in Abhängigkeit vom Aktivierungs-

grad der Granulosazellen in Zusammenschau mit aktueller Literatur nahelegen, dass  die Phtha-

lat-vermittelte Estradiolsyntheseminderung in Granulosazellen cAMP-unabhängig ist. Dies lässt 

auf eine Interaktion von DEHP mit genomischen Effekten der FSH-Signalkaskade schließen. 
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DEHP reguliert die AhR-Expression via PPARγ. DEHP reduziert die Estradiolsynthese und Expres-

sion von Cyp19 und FSHR allein und synergistisch mit TCDD. DEHP beeinflusst die Ovarfunktion 

auf zwei Wegen: durch PPARγ-Aktivierung und durch eine Koaktivierung des AhR. Daraus lässt 

sich schlussfolgern, dass ubiquitär vorkommende Schadstoffe, die PPARs und AhR binden, so-

wohl alleine als auch kooperativ die Granulosazellfunktion negativ beeinflussen können. 
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7 Thesen 

1. KGN-Zellen metabolisieren DEHP (Diethylhexylphthalat) zu MEHP (Monoethylhexylph-

thalat). 

2. KGN-Zellen exprimieren PPARα (Peroxisome Proliferator Activated  Receptor) und 

PPARγ. Diese Signalwege sind funktionell aktiv. 

3. Die PPAR-Signalwege werden durch DEHP aktiviert. 

4. Die AhR -Signalkaskade (Arylhydrocarbon-Rezeptor) ist funktionell aktiv. 

5. Die DEHP-vermittelte AhR-Aktivierung ist PPARγ-abhängig. 

6. Die FSH-Stimulation (Follikel stimulierendes Hormon) erhöht das Aktivierungsniveau 

der KGN-Zellen.  

7. TCDD (Tetrachlorodibenzodioxin) und DEHP hemmen additiv die Estradiolbiosynthese. 

8. Zusätzlich wird die Estradiol-Metabolisierung beschleunigt. 

9. Die zellulare Reaktion der KGN-Zellen auf DEHP ist insbesondere für LHR (Luteinisie-

rendes Hormon Rezeptor) abhängig von externer Stimulation mittels FSH.  

10. Trotz teilweise konträrer Daten sollte von einer Expressionshemmung des FSH-Rezep-

tors durch DEHP ausgegangen werden. Die beobachtete Hemmung der Estradiolbiosyn-

these ist aber nicht durch geänderte FSH-Sensitivität zu erklären, da es a) auch ohne FSH 

zu beobachten ist und b) es Literaturhinweise für eine Unabhängigkeit von cAMP (zykli-

sches Adenosimonophosphate) gibt.  

11. DEHP vermittelt Effekte in Granulosazellen auf zwei Wegen: erstens durch PPARγ-Akti-

vierung und zweitens durch Koaktivierung des AhR.  

12. Die Wechselwirkung des AhR und der PPARs verstärkt die adversen Effekte, die beide 

einzeln vermitteln.  

13. Mit DEHP bzw. MEHP wird keine eindeutige PPARα- oder PPARγ-Reaktion in KGN pro-

voziert, vielmehr scheinen diese als eine selektive PPARα- und PPARγ-Modulation zu 

wirken.  

14. Der AhR verhindert in Koexposition teilweise die Ausbildung DEHP-vermittelter Ef-

fekte, sodass ein Feedback auch auf die PPAR-Signalkaskade wirkt. 
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