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1. Einleitung 
 

1.1 Grundlagen der Adipositas 

Adipositas ist von der World Health Organisation (WHO) für Erwachsene definiert worden 

als ein über 30 kg/m2 erhöhter Body-Mass-Index. 

Ungefähr 1,9 Milliarden Menschen leiden an Übergewicht (WHO, 2016), von denen etwa 

2,8 Millionen Menschen pro Jahr an Komplikationen von kardiovaskulären Erkrankungen 

oder Diabetes Mellitus Typ 2 versterben (WHO, 2017). Im Jahr 2020 waren 40 Millionen 

Kinder unter fünf Jahren weltweit bereits übergewichtig (WHO, 2020). Viele weitere 

Erkrankungen wie Arthrose oder Osteoporose sind ebenso häufig Folgen von 

Übergewicht. Darüber hinaus wird die Entstehung diverser Malignom-Entitäten wie 

beispielsweise Endometrium- oder Mammakarzinomen mit Adipositas in Verbindung 

gebracht (Arnold et al., 2015; Richard, 2016; Hoy et al., 2021). 

Adipositas mitsamt ihrer Komplikationen stellt daher eine enorme Belastung für die 

individuelle Gesundheit auf der einen und auf der anderen Seite auch für das 

Gesundheitssystem selbst dar. In Deutschland beispielsweise entstanden dem 

Steuerzahler Kosten in Höhe von circa 63 Milliarden Euro im Jahr 2015 (Effertz et al., 

2016). In dieser Zahl sind nicht nur Krankenhausaufenthalte und diverse Therapien sowie 

Begleiterkrankungen, sondern ebenfalls beispielsweise Verdienstausfälle inkludiert. 

Bisher gibt es unterschiedliche Ansätze, krankhaftes Übergewicht zu therapieren, wie 

beispielsweise verschiedene Diäten, Sportprogramme und medikamentöse Ansätze wie 

Orlistat (Franks, 2011). Diese Ansätze besitzen vor allem dann einen therapeutischen 

Nutzen, wenn sich die Adipositas nicht in einem fortgeschrittenen Stadium befindet. 

Zudem gibt es multiple genetische Faktoren, die von diesen Therapiekonzepten nicht 

erfasst werden.  

Es sind weitere Ansätze zur Prävention und Therapie nötig, um Komorbiditäten zu 

reduzieren. Um neue Behandlungsmöglichkeiten erschließen zu können, müssen 

zuallererst die biochemische Struktur und die physiologischen Stoffwechsel-Grundlagen 

näher betrachtet werden, um daraus die pathophysiologischen Vorgänge im Rahmen der 

Adipositas zu erläutern. 
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1.1.1 Fettsäure-Stoffwechsel 

Bei Energieüberschuss hängt die weitere Regulation der Fettsäuresynthase 

hauptsächlich von dem Verhältnis von Kohlenhydraten zu TAG ab. Ist die Nahrung 

besonders kohlenhydratreich, wird viel Pyruvat gebildet, aus dem Zitrat entsteht, das 

einen ATP-Überschuss bewirkt und die Aktivität der Fettsäuresynthase steigert (Hudgins 

et al., 1996). Werden hauptsächlich TAG aufgenommen, muss der Körper die Fettsäuren 

nicht endogen synthetisieren, sondern kann diese in Form von TAG in weißem 

adipozytären Gewebe speichern (Jensen-Urstad und Semenkovich, 2012). 

Insbesondere Insulin, Glukagon, Kortison sowie (Nor-)Adrenalin kommen besondere 

Bedeutung zu. Glukagon, Kortison sowie Katecholamine hemmen die Fettsäuresynthese 

und steigern die Lipolyse, Insulin bewirkt die gegenteiligen Reaktionen. Den 

Hauptregulationspunkt in der Fettsäuresynthese stellt die Acetyl-CoA-Carboxylase dar, 

die durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung Adenosinmonophosphat (AMP)-

abhängig de- bzw. aktiviert wird. Liegt AMP in ausreichenden Mengen vor, befindet sich 

der Organismus also im Energiedefizit, wird die Acetyl-Co-Carboxylase durch eine AMP-

dependente Kinase phosphoryliert und somit gehemmt. Besteht ein Energieüberschuss, 

ist also die Zitrat- als auch die ATP-Konzentration erhöht, wird die Acetyl-CoA-

Carboxylase dephosphoryliert und somit aktiviert, sodass die Fettsäuresynthese 

beginnen kann. Bei ausreichend vorhandenem Acyl-CoA, dem Produkt der 

Fettsäuresynthase, wird diese über eine Endprodukthemmung ebenfalls in ihrer Aktivität 

gemindert (Qureshi et al., 1975; Foretz et al., 1999; Jensen-Urstad und Semenkovich, 

2012). 

Bezogen auf die Lipolyse und die Beta-Oxidation bedeutet dies, dass sowohl Glukagon 

und Kortison als auch Katecholamine diese beiden Prozesse fördern, wohingegen Insulin 

diese hemmt.  

Der verstärkte lipolytische Abbau von Fettsäuren wird vor allem über den 

Phosphorylierungszustand der hormonsensitiven Lipase gesteuert. Durch erhöhte 

Aktivität der Adenylatcyclase, die besonders von Katecholaminen, aber auch von 

Glukagon und Kortison gesteigert wird, wird vermehrt der Botenstoff zyklisches 



 15 

 

Adenosinmonophosphat (cAMP) gebildet. Dieser aktiviert wiederum die Proteinkinase A 

(PKA), die die HSL phosphoryliert. Dadurch befindet sich die HSL in aktivem Zustand und 

spaltet vermehrt DAG in MAG und eine freie Fettsäure, die der Beta-Oxidation zugeführt 

werden. Insulin bewirkt eine verringerte Bildung von cAMP, sodass in letzter Konsequenz 

die HSL gehemmt wird (Steinberg und Huttunen, 1972; Holm, 2003). Ein anderer 

Mechanismus wird über das Membranprotein Perilipin vermittelt, das die TAG vor dem 

Abbau schützt und durch die aktivierte HSL ebenfalls abgebaut wird (Londos et al., 1999; 

Carmen und Victor, 2006). 

 

1.2 Die unterschiedlichen Arten von Fettgewebe 

Fettgewebe lässt sich nach derzeitigem wissenschaftlichen Stand in drei verschiedene 

Gruppen unterteilen. 

Das abundante Fettgewebe ist das weiße Fett. Der Name „weiß“ stammt aus der 

histologischen Betrachtung des Gewebes, da sich die Fettvakuolen unter dem 

Lichtmikroskop als weiß mit einem randständigen Kern darstellen. Die Adipozyten des 

weißen Fettgewebes sind univakuolär, besitzen also eine große Fettvakuole (Nechad et 

al, 1983; Frontini und Cinti, 2010). Weißes Fettgewebe entsteht embryonal aus 

mesenchymalen Vorläuferzellen (Sarjeant und Stephens, 2012). Es findet sich vor allem 

als viszerales Fett um die Bauchorgane verteilt beziehungsweise als in das Omentum 

majus eingelagerte „Bauchfett“. Darüber hinaus ist es Bestandteil der Subkutis sowie der 

Submukosa und dient dort als bewegliche Verschiebeschicht. 

Die Hauptfunktion des weißen Fetts besteht in der Speicherung von Energie in Form von 

TAG in Fetttröpfchen, die bei Energiemangel bereitgestellt werden können. Gleichzeitig 

dient weißes Fett als Isolierschicht, um übermäßigen Verlust von Wärmeenergie zu 

verhindern, und als Polsterschicht zum Beispiel zwischen den vsizerale Organe. 

Außerdem ist es hormonell aktiv, wie beispielsweise durch die Sekretion von Leptin und 

Adiponektin (Pfeifer und Hoffmann, 2015).  

Leptin ist entscheidend an der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt, indem es von 

weißen Adipozyten sezerniert wird und zentral im Nukleus Arcuatus des Hypothalamus’ 

das Hungergefühl reduziert (Bjorbaeck et al., 1997; Bjorbaeck und Feier, 1999) Darüber 
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hinaus besitzt Leptin immunmodulatorische Funktionen, wie etwa in Form von 

Unterstützung der Immunantwort auf Impfungen (Deng et al., 2021). Adiponektin ist ein 

Proteohormon, das neben den weißen Adipozyten ebenfalls plazentar gebildet wird und 

eine enge Verknüpfung zur Insulinsekretion aufweist. Bei erhöhter Insulinsekretion wird 

mehr Adiponektin ausgeschüttet und umgekehrt. Adiponektin selbst erhöht die 

Insulinsensitivität und hemmt die hepatische Glukoneogenese, wirkt in dieser Hinsicht 

synergistisch zu Insulin (Berg et al., 2001). Durch seine Funktionen ist Adiponektin Ziel 

derzeitiger Forschung in Bezug auf seine Rolle in der Pathogenese des Diabetes Mellitus 

Typ 2 sowie der Atherosklerose. 

Die zweite Art von Fettgewebe ist das braune Fett. 

Die Bezeichnung „braun“ rührt in diesem Fall ebenfalls von der histologischen 

Betrachtung her, da braune Adipozyten bei Betrachtung durch das Lichtmikroskop 

bräunlich wirken. Außerdem sind sie plurivakuolär, besitzen im Gegensatz zu weißen 

Adipozyten ergo keine einzelne große Vakuole, sondern multiple kleine. Die Färbung lässt 

sich durch den hohen Anteil an Mitochondrien im braunen Fettgewebe erklären. 

Embryonal entwickelt es sich hauptsächlich aus myogenen Faktor-5-exprimierenden 

(Myf5) Vorläuferzellen (Seale et al., 2008). 

Zudem weisen braune Adipozyten eine hohe Dichte an sympathisch innervierten 

Nervenenddigungen sowie eine starke Vaskularisierung auf. Das erhöhte Vorkommen der 

Mitochondrien ist nötig, damit braune Adipozyten ihrer Hauptaufgabe nachkommen 

können, nämlich der zitterfreien Thermogenese, die der Generation von Wärmeenergie 

dient (Abb. 1) (Enerbäck, 2010). Es wurde gezeigt, dass vor allem Neugeborene dieses 

braune Fett besitzen, hauptsächlich interskapular (Enerbäck, 2010). Andere Studien 

fanden mittels Positronen-Emissions-Topographie-Computertomographie (PET-CT) 

heraus, dass auch Erwachsene aktives braunes Fettgewebe besitzen, ebenfalls 

interskapular und zervikal. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass schlankere 

Personen (bezogen auf den BMI) ebenfalls aktiveres braunes Fettgewebe besitzen als 

übergewichtige Menschen (Nedergaard 2007, Salto 2009, Cypess et al, 2009; van Marken 

Lichtenberg et al., 2009; Virtanen et al., 2009). 
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Braune Adipozyten sind in der Lage, die Atmungskette von der ATP-Synthase zu 

entkoppeln. Diese nutzt den Rückstrom der in den Intermembranraum der Mitochondrien 

gepumpten Protonen zurück in die Mitochondrienmatrix, um aus der dabei erzeugten 

Energie ATP aus Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosinmonophosphat (AMP) zu 

generieren. Das für das braune Fettgewebe spezifische Protein Thermogenin (Uncoupling 

Protein 1, UCP-1) verhindert diesen Ablauf. Dadurch wird der Protonenfluss nicht zur 

Synthese von ATP genutzt, sondern zur Gewinnung von Wärmeenergie (Cannon und 

Nedergaard, 2004). Die hierfür benötigten Fettsäuren stammen einerseits sowohl aus 

dem Speicher der braunen Adipozyten selbst, werden aber vor allem durch Lipoproteine 

bzw. durch frei im Blut zirkulierende Fettsäuren bereitgestellt (Bartelt et al., 2012).  

Eine Zwischenstellung zwischen den beiden genannten Geweben nimmt das sogenannte 

beige Fettgewebe ein. Beige Fettzellen sind Adipozyten, die Eigenschaften von braunem 

Fettgewebe wie bspw. das eben erwähnte Thermogenin aufweisen, die allerdings 

Abb. 1: Metabolismus einesbraunen Adipozyten 

Bei (nor)adrenerger Stimulation an ß-Rezeptoren (ß-AR) wird die Adenylatcyclase 
stimuliert und vermehrt cAMP gebildet, durch die die PKA aktiviert wird. Dadurch wird 
die HSL phosphoryliert und TAGs werden zu Glycerin und freien Fettsäuren abgebaut. 
Diese werden hauptsächlich im Zitratzyklus verstoffwechselt, der Protonengradient wird 
jedoch nicht zur ATP-Synthese genutzt, sondern durch UCP-1 durch Entkoppeln der 
ATP-Synthase zum Erzeugen von Wärmeenergie. 
Abbildung erstellt von Frau Dr. Laia Reverte-Salisa. 
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innerhalb von Verbänden aus weißen Adipozyten zu finden sind (Pfeifer und Hoffmann, 

2014). Es konnte gezeigt werden, dass diese Adipozyten im Gegensatz zu braunem 

Fettgewebe nur partiell von myf-5-positiven Zelllinien abstammen (Gurmaches et al., 

2012). Beige Adipozyten stammen vermutlich von weißen Adipozyten ab, die durch 

geeignete Stimulation unter Vermittlung von Transkripitonsfaktoren wie PPARγ, PRDM 

16 und PGC1α beginnen, vermehrt Mitochondrien und UCP-1 zu bilden. Die geeignete 

Stimulation kann durch Kälteexpositon, erhöhtes Noradrenalin-Angebot oder durch eine 

Kombination aus beidem erfolgen. Eine wichtige Rolle bei der Zell-Redifferenzierung 

spielen cAMP und zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) (Loncar, 1991; Ishibashi 

und Seale, 2010; Reverte-Salisa et al., 2019). Darüber hinaus fungiert Adenosin als 

wichtiger Transmitter in der noradrenergen Aktivierung von braunem adipozytären 

Gewebe (BAT), (Gnad et al., 2014). 

Die Möglichkeit, weißes Speicherfett in braunes, thermoaktives Gewebe umzuwandeln 

und so eine Gewichtsreduktion zu erreichen sowie das Risiko für die Entwicklung von 

Sekundärkomplikationen wie Diabetes Mellitus Typ 2 zu reduzieren, stellt einen möglichen 

weiteren Ansatzpunkt für die Therapie der Adipositas dar.  

 

1.3 Pathogenese der Adipositas 

Zum derzeitigen Standpunkt der Wissenschaft stellt Adipositas eine schwache, 

chronische Entzündung des weißen Fettgewebes und konsekutiv auch des gesamten 

Körpers dar (Hotamisligil, 2006). Wie erwähnt stellt die Energie-Speicherung eine der 

zentralen Funktionen des weißen Fettgewebes dar. Bei übermäßiger Fettakkumulation im 

Rahmen von Übergewicht oder einer Adipositas werden Anpassungsvorgänge in weißen 

Adipozyten induziert, um das vermehrte Fettangebot aufnehmen zu können und 

gleichzeitig Organe vor pathologischen Fetteinlagerungen zu schützen. Dieser Vorgang 

ist physiologisch. Wird jedoch die Fettaufnahme nicht vermindert, sind die 

Kompensationsmechanismen insuffizient, sodass ein pathologischer Prozess mit daraus 

resultierenden Organschädigungen resultiert.  

Der physiologische Anpassungsprozess der weißen Adipozyten stellt eine Inflammation 

des Fettgewebes dar. Ausgelöst werden kann diese über verschiedene Mechanismen wie 
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etwa eine erhöhte Konzentration an freien Fettsäuren oder die mechanische 

Beanspruchung der Zellmembran durch Zellhypertrophie.  

Diese Prozesse dienen der vorübergehenden physiologischen Adaptation des 

Fettgewebes an das übermäßige Lipidangebot. Besteht dieses dauerhaft, wird auch die 

adipozytäre inflammatorische Reaktion unterhalten, die chronifiziert und 

pathophysiologische Umbauprozesse induziert. Die durch den vermehrten zellulären 

Stress ausgelöste chronische Entzündung des Fettgewebes bedingt auf diesem Wege 

verschiedene Auswirkungen auf den menschlichen Organismus.  

Die übermäßige Lipogenese soll gehemmt und die Glukagon-vermittelte Lipolyse 

verstärkt werden, um so einer übermäßigen Fettakkumulation entgegenzuwirken. 

Dadurch steigt die Insulinresistenz (Klöting et al., 2010), hauptsächlich die der weißen 

Adipozyten sowie der Skelettmuskelzellen, ergo der Zellen, die auf den insulinbedingten 

Einbau von Glukosetransporter 4 (GLUT 4) in die Phospholipiddoppelschicht angewiesen 

sind. Anfänglich ist eine körpereigene Kompensation durch gesteigerte Insulin-

Ausschüttung möglich. Diese verstärkt allerdings die vorhandene Insulinresistenz und die 

Ausschüttung wird im zeitlichen Verlauf schwächer, da zunehmend ß-Zellen in den 

Langerhans-Inseln des Pankreas infolge der chronischen Inflammation sowie aufgrund 

der Lipoglucotoxizität zerstört werden (Hotamisligil, 2006).  

 

1.4 G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) sind membranständige metabotrope 

Rezeptoren. Das heterortrimere G-Protein besteht aus einer α-, einer ß- und einer γ-

Untereinheit. Die letzteren beiden dienen hauptsächlich der Bindung des G-Proteins an 

die Zellmembran, entscheidend für die Signaltransduktion ist die α-Untereininheit. Binden 

Liganden wie beispielsweise Katecholamine an adrenerge Rezeptoren an der Außenseite 

der Zellmembran, kommt es zu einer Konformationsänderung der α-Einheit, die zuvor 

Guanosindiphosphat (GDP) gebunden hat und durch die Bindung von 

Guanosintriphosphat (GTP) in einen aktiven Zustand überführt wird (Weis und Kobilka, 

2018). Es gibt drei Subtypen der GPCR. 
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Gq-Rezeptoren, die ihre Effekte vor allem über die Regulation des intrazellulären Kalzium-

Gehalts vermitteln, finden sich zum Beispiel in den vegetativen Ganglien von Sympathikus 

und Parasympathikus (Klepac et al., 2016). 

Des Weiteren gibt es Gs- bzw. Gi-gekoppelte Membranrezeptoren, die ihre 

Signaltransduktion über die Steuerung der cAMP-Spiegel vermitteln. In diesen Fällen 

reguliert die α-Untereinheit die Adenylatcyclase; bei Gs-gekoppelten Rezeptoren wird die 

Adenylatcyclase aktiviert, bei Gi-vermittelten Reaktionen wird sie gehemmt. Durch die 

Adenylatcyclase wird die Aktivität der PKA reguliert, die ihrerseits andere Proteine bzw. 

Enzyme phosphorylieren bzw. bei Hemmung dephosphorylieren können (Klepac et al., 

2016). Ein Beispiel für das von der Proteinkinase regulierte Enzym ist die oben erwähnte 

HSL.  

Dementsprechend spielen GPCR, insbesondere Gs- und Gi-, eine wichtige Rolle im 

adipozytären Metabolismus. Adenosin spielt als Ligand des Gs- gekoppelten A2A-

Rezeptors eine wichtige Rolle in der Aktiverung von braunem Fettgewebe (Gnad et al., 

2014). Dieser Rezeptor gehört zur Familie der purinergen Rezeptoren, zu denen die P1-, 

P2X- und P2Y-Rezeptoren gehören. P2X werden via ATP aktiviert und dienen als 

Ionenkanal-gesteuerte Rezeptoren bspw. im kardiovaskulären System. P2Y-Rezeptoren 

beeinflussen Stoffwechselprozesse im menschlichen Körper betont im zentralnervösen 

System sowie in der Hämostase (Jacobson et al., 2008). 

GPCR spielen hingegen ebenfalls eine entscheidende Rolle im Rahmen der Adipositas. 

Durch die verminderte Insulinsekretion entsteht eine zunehmende 

Katecholaminresistenz, besonders des ß-2-Rezeptors, um die vorhandenen 

Energiespeicher zu schützen, da die anabole Wirkung des Insulins zur Synthese von 

Fettsäuren entfällt. (Reynisdottir et al., 1995; Bougneres et al., 1997; Horowitz et Klein, 

2000). Katecholamine sind jedoch entscheidend beteiligt an der Phosphorylierung der 

oben genannten HSL, da sie den cAMP-Spiegel durch Aktivierung von GPCR im 

Fettgewebe deutlich erhöhen und so die Lipolyse steigern. 

Die Verbrennung von übermäßigem Fett im Rahmen einer Adipositas ist hingegen 

essenziell für die Gewichtsreduktion.  



 21 

 

Dadurch stellt die cAMP-Konzentration im Fettgewebe einen zentralen Regulationspunkt 

dar, der verschiedenen Einflussfaktoren - wie etwa der Aktivität von GPCR - unterliegt. 

 

1.5 P2Y-Rezeptorfamilie 

 

Die P2Y-Rezeptoren gehören zu den membranständigen Rezeptoren. Die P2Y-Familie 

umfasst acht Subtypen (Abb. 2). Die G-Protein abhängige Kopplung variiert innerhalb der 

Subtypen stark, so ist zum Beispiel P2Y1 Gq-, P2Y6 sowohl Gq- und Gs- und P2Y12 Gi-

gekoppelt (Tab. 1). Darüber hinaus unterscheiden sich ebenso die purinergen Liganden 

der P2Y-Rezeptoren (von Kügelgen, 2006). 

 

 

Abb. 2: P2Y-Rezeptorexpression in Vorläuferzellen und in ausdifferenzierten 
murinen braunen Adipozyten (mBA) 

Die verschiedenen P2Y-Subtypen werden vornehmlich in ausdifferenzierten mBA 
exprimiert, drei Typen treten hierbei hervor: P2Y2, P2Y6 und P2Y12. P2Y2 und P2Y6 
sind bereits wissenschaftlich bezüglich ihrer Rolle im adipozytären Gewebe examiniert 
worden, P2Y12 ist bisher lediglich im Hinblick auf seinen regulatorischen Funktionen 
im Rahmen der Hämostase untersucht worden. 
Daten bereitgestellt von Dr. Thorsten Gnad. 
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Tab. 1: P2Y-Rezeptoren 

Rezeptor Ligand Funktion 

P2Y1 ATP/ADP Astrozyten-Regulation 

P2Y2 UTP Astrozyten-Regulation 

P2Y4 UTP Intestinale Regulation 

P2Y6 UDP Regulation der 

Nahrungsaufnahme 

P2Y11 ATP Immunsystemmodulation 

P2Y12 ADP Thrombozytenaggregation 

P2Y13 ADP Hämostase 

 

 

P2Y-Rezeptoren besitzen wichtige Regulatorfunktionen sowohl im neuronalen Gewebe 

als Membranrezeptoren von Mikroglia (Haynes et al., 2006) sowie als Mediatoren der 

Hämostase auf Thrombozyten. Besonders hervorzuheben ist hierbei der Rezeptor P2Y12 

als Bestandteil der Reaktionskette der primären Blutgerinnung (Hollopeter et al., 2001).  

Nach Bindung von ADP an den P2Y12-Rezeptor wird aufgrund der Gi-Kopplung die 

Aktivität der Adenylatcyclase gehemmt und somit der cAMP-Spiegel gesenkt. Dies hat zur 

Folge, dass die Proteinkinase B - auch Akt genannt- phosphoryliert und aktiviert wird. 

Dadurch wird die ADP-Sekretion aus den Delta-Granula der Thrombozyten gesteigert, um  

weitere Thrombozyten zu aktivieren (Brien et al., 2019). 

Aufgrund der Bedeutung für die primäre Hämostase ist P2Y12 zu einem Ziel der 

pharmakologischen Intervention bezogen auf die Thrombozytenaggregation geworden. 

Bekannte Vertreter der P2Y12-Inhibitoren sind Clopidogrel, Prasugrel und Ticagrelor, die 

beispielsweise Anwendung in der Therapie der koronaren Herzkrankheit (KHK) oder der 

peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) finden (Michelson, 2010).  
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Über die Rolle der P2Y-Rezeptoren in adipozytärem Gewebe ist hingegen bisher nur 

wenig bekannt (Abb. 3). P2Y2 beeinflusst die basale Lipolyse von humanen weißen 

Adipozyten (Ali et al., 2018) und P2Y6 spielt eine Rolle in der zentralnervösen 

hypothalamischen Regulation der Nahrungsaufnahme (Steculorum et al., 2017). Durch 

die hohe Expression des Gi-gekoppelten P2Y12-Rezeptors in braunen Adipozyten von 

Mäusen stellt sich die Frage nach der metabolischen Funktion des Rezeptors in 

Fettgewebe. 

  

Abb. 3: Einfluss von P2Y-Rezeptoren auf den Fettstoffwechsel 

Der P2Y2-Rezeptor beeinflusst ATP-vermittelt die intrazelluläre Kalziumkonzentration, 
durch die die  intrazelluläre cAMP-Konzentration abnimmt und die basale Lipolyse 
reduziert wird.  P2Y6 steigert über UDP das hypothalamische Hungergefühl und damit 
die Nahrungsaufnahme. P2Y12 ist bekannt als Bestandteil der 
Thrombozytenaggregation, indem es durch ADP die primäre Hämostase fördert. Die Rolle 
im Fettgewebe ist bisher nicht näher untersucht worden. 
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1.6 Zielsetzung 

In dieser Arbeit sollen die metabolischen Funktionen des P2Y12-Rezeptors sowohl in 

verschiedenen murinen als auch in humanen Fettzellen untersucht werden. Diesbezüglich 

gibt es bisher keine Studien. Bekannt ist, dass P2Y12 ein Gi-gekoppelter Rezeptor ist und 

dementsprechend die intrazellulären cAMP-Spiegel senkt. In Studien bezogen auf P2Y2 

(Ali et al., 2018) wird beschreiben, dass der Einfluss auf die basale Lipolyse in humanen 

weißen Adipozyten über den Einstrom von Kalzium und einer dadurch bedingten 

Suppression der Adenylatcyclase vermittelt wird.  Durch die Aktivierung von P2Y12 

besteht die Möglichkeit, dass die Fettverbrennung gehemmt und die Fettakkumulation 

gesteigert wird. 

Hierbei soll überprüft werden, inwiefern die Aktivierung des Rezeptors durch ein 

synthetisches ADP-Analogon die zelluläre Fettverstoffwechselung beeinflusst, wie frisch 

entnommenes murines Fettgewebe auf die Stimulation reagiert, wie der 

Phosphorylierungszustand der hormonsensitiven Lipase beeinflusst wird und welche 

intrazellulären Signaltransduktionsmechanismen aktiviert werden. Außerdem soll 

betrachtet werden, ob P2Y12-Inhibitoren Auswirkungen auf die Aktivität des Rezeptors in 

Fettgewebe haben. Mit Hilfe des CRISPR/Cas 9-Systems (Clustered Regulary 

Interspaced Short Palindromic Repeats, Endonuklease 9) in murinen Zellen soll 

untersucht, ob sich eine verringerte Expression des Rezeptors positiv auf die 

Fettverbrennung und die Expression von UCP-1 auswirkt. Die Auswirkungen der 

Stimulation mit einem ADP-Analogon soll anschließend ebenfalls sowohl in humanen 

weißen als auch in humanen braunen Adipozyten überprüft werden. 

Durch die Betrachtung von P2Y12 in Fettgewebe soll eine mögliche weitere Zielstruktur 

als Ansatzpunkt für eine pharmakologische Therapiemöglichkeit der Adipositas und ihrer 

Folgeerkrankungen untersucht werden. 

!  
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Materialliste 

 

2.1.1 Geräteliste 

 

Tab. 2: Geräteliste 

Name Hersteller 

Analoger Tuben Roller SRT6 Stuart®, Staffordshire, Großbritannien 

Autoklav System GmbH, Linden, Deutschland 

BioPhotometer® D30 Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

Elektrophorese Netzgerät: EV 202 Consort™, Milford Haven, Großbritannien 

Ethidiumbromid-Elektrophorese-Gerät Bio-Rad, Hercules, USA 

Flockeneisbereiter: Scotsman AF 20 Scotsman Ice System, Vernon Hills, USA 

Gefrierschränke Siemens, Berlin/München, Deutschland 

Heizplatten-Rührer SB 162-3 Stuart®, Staffordshire, Großbritannien 

Inkubator: HERACELL™ 150i Thermo Fisher Scientific™, Waltham, USA 

Konfokalmikroskop: ZEISS LSM 900 Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland 

Kühlschränke Siemens, Berlin/München, Deutschland 

Mikroskop: Leica 80/0.30 Leica Microsystems GmBH, Wetzlar, 
Deutschland 

NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific™, Waltham, USA 

Pipetten (elektronisch): Pipetboy Integra Biosciences GmBH, Biebertal, 
Deutschland 

Pipetten (manuell): Rainin™ Pipetlite XLS Mettler Toledo, Columbus, USA 

Rollenmischer RM 5 VWR™ International GmBH, Darmstadt, 
Deutschland 

Sterile Werkbank MSC Advantage Thermo Fisher Scientific™, Waltham, USA 

Thermocycler T3000 Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland 

Thermomixer®  Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 
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Name Hersteller 

Ultraschall-Homogenisator: Sonopuls Bandeln, Berlin, Deutschland 

Ultratiefkühlschrank -80 Thermo Fisher Scientific™, Waltham, USA 

Vortex-Mischer Velp® Scientifica, Usmate, Italien 

Waage N-059-0066 Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Wasserbad WNB 45 Memmert GmbH&Co.KG, Schwabach, 
Deutschland 

Western Blot Detektionsgeräte: 
Odyssey® XF 

Chemifluoreszenz 

 
LI-COR Biotechnology, Nebraska, USA 

GE, Boston, USA 

Western Blot-System Bio-Rad, Hercules, USA 

Zellkultur-Pumpen/Neuberger KNF Neuberger GmBH, Freiburg, 
Deutschland 

Zellzähler Countess™ Invitrogen ™, Thermo Fisher Scientific™, 
Waltham, USA 

Zentrifuge 5810R Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland 

EnSpire™ Plate Reader PerkinElmer, Waltham, USA 

Milli-Q® Direct Milipore Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
 

 

 

2.1.2 Allgemeine Materialien 

 

Tab. 3: Allgemeine Materialien 

Name Hersteller Katalognummer 

Aufziehspritzen Braun 
Injekt 

B.Braun SE, Melsungen, 
Deutschland 

4606027V 

Eppendorf-Tuben Sarstedt AG&Co.KG, 
Nürnbrecht, Deutschland 

72.706-.400 

Glasgefäße VWR™ International 
GmBH, Darmstadt, 

Deutschland 

- 
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Name Hersteller Katalognummer 

Greiner Bio-One 
CELLSTAR™ Zellkultur-

Platte  

Fisher scientific, Thermo 
Fisher Scientific™, 

Waltham, USA 

10345791 

Handschuhe Peha-Soft Paul Hartmann AG, 
Heidenheim, Deutschland 

942 207 

Kryo-Eppendorf-Tuben Sarstedt AG&Co.KG, 
Nürnbrecht, Deutschland 

72.279.992 

Küvetten BioPhotometer Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

XK20 

Mr.Frosty Nalgene, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

10110051 

Pipettenaufsätze Rainin™ Mettler Toledo, Columbus, 
USA 

- 

Runde Aussähplatten Sarstedt AG&Co.KG, 
Nürnbrecht, Deutschland 

83.3902 

Schraubröhren Sarstedt AG&Co.KG, 
Nürnbrecht, Deutschland 

62.547.254 

TC-Flaschen 75 Sarstedt AG&Co.KG, 
Nürnbrecht, Deutschland 

83.3911.302 

TC-Flaschen 175 Sarstedt AG&Co.KG, 
Nürnbrecht, Deutschland 

83.3912 

Zellplatten (braune 
Adipozyten) 

Sarstedt AG&Co.KG, 
Nürnbrecht, Deutschland 

83.392112 

Zellplatten (weiße 
Adipozyten) 

TPP, Trasadigen, Schweiz 92412 

 

 

2.1.3 Allgemeine Chemikalien 

 

Tab. 4: Allgemeine Chemikalien 

Name Hersteller Katalognummer 

Agarpuder VWR™ International 
GmBH, Darmstadt, 

Deutschland 

20767.298 
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Name Hersteller Katalognummer 

Ascorbinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

A8966 

Biotin Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

B4639 

Desoxycholsäure-Na Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

34842 

Fetales Bovines Serum 
(FBS) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

F7524 

Glucose Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

X997.2 

Glycin Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

3908.3 

Hefeextrakt Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

2904.3 

Kaliumacetat Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

P1190 

Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

3904.1 

Milipore Wasser Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

- 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

3957.1 

Natriumhydrogenphosphat 
(Na2HPO4) 

Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

T106.2 

Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

2326.2 

Nonident P40 Fluka™Analytical, 
Honeywell, Seelze, 

Deutschland 

74389 

Pantothensäure Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

P5155 

Penicllin/Streptomycin 
(PenStrep) 

PAN™ Biotech GmbH, 
Aidenbach, Deutschland 

P 06-07100 

Peptone Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

8986.2 
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Name Hersteller Katalognummer 

Ribonuclease A 
(Rinderpankreas) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

R4642 

Trypsin-EDTA 0,05% 
Phenol Red 

Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

25300054 

Trypsin Neutralizer Solution Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

R002100 

TRIS Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

AE15.3 

 

 

2.1.4 Chemikalien-Lipolyse 

 

Tab. 5: Chemikalien Lipolyse 

Name Hersteller Katalognummer 

2-Methyl-ADP (2MeA) Tocris, Bio-Techne GmbH, 
Wiesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland 

1624 

3-Isobutyl-1-methylxanthin 
(IBMX) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

I5879-56 

Dexamethason Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

D4902 

Differenzierungsmedium 
hWA 

PromoCell® GmbH, 
Heidelberg, Germany 

C-27437 

Dimehtylsulfoxid (DMSO) Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

A994.2 

Ernährungsmedium hWA PromoCell® GmbH, 
Heidelberg, Germany 

C27431 

Fettsäurefreies BSA (fBSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

A7030 

Freie Glycerol Reagenz Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

F6428 

Humane weiße 
Präadipozyten (hWA) 

PromoCell® GmbH, 
Heidelberg, Germany 

C-12735 
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Name Hersteller Katalognummer 

Humaninsulin Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

I9278 

Humaner rekombinanter 
Fibroblasten-

Wachstumsfaktor-2 
(hFGF2) 

Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

01-106 

Hungermedium Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

21603-029 

Isofluran IsoFlo®  CP-Pharma 
Handelsgesellschaft mbH, 

Burgdorf, Deutschland 

TU 061219 

Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

6781.1 

Kollagenes Typ II Worthington Biochemical 
Cooperation, Lakewood, 

USA 

LS004177 

Mesh Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

NY3002500 

Noradrenalin (NE) Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

A9512 

PSB 0739 Tocris, Bio-Techne GmbH, 
Wiesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland 

3983 

Puromycin Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

A11138-03 

Rosiglitazon Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

R2408 

Standard Reagenz Lipolyse Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

G77393 

Steriles Wasser Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

W3500 

Supplemente 
Differenzierungsmedium 

hWA 

PromoCell® GmbH, 
Heidelberg, Germany 

C-39436 

Supplemente 
Ernährungsmedium (hWA) 

PromoCell® GmbH, 
Heidelberg, Germany 

C-39438 
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Name Hersteller Katalognummer 

Supplemente 
Wachstumsmedium (hWA) 

PromoCell® GmbH, 
Heidelberg, Germany 

C-39425 

Ticagrelor Tocris, Bio-Techne GmbH, 
Wiesbaden-Nordenstadt, 

Deutschland 

6864/10 

Transferrin Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

T4132 

Triiodthyronin (T3) Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

T6397 

Trypan Blue Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

T8154 

Wachstumsmedium 
(humane braune 
Adipozyten, hBA) 

Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

11880-028 

Wachstumsmedium 
(humane weiße 

Adipozyten, hWA) 

PromoCell® GmbH, 
Heidelberg, Germany 

C-27411 

Wachstumsmedium 
(murine braune Adipozyten, 

mBA) 

Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

61965-026 

Wachstumsmedium 
(murine weiße Adipozyten, 

mWA) 

Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

31966-021 

 

 

2.1.5. Chemikalien Western Blot 

 

Tab. 6: Chemikalien Western Blot 

Name Hersteller Katalognummer 

Acrylamid Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

3029.1 

Ammoniumperoxodisulfat 
(APS) 

Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

9592.2 

Beta-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

M3148 
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Name Hersteller Katalognummer 

Bovines Serum Albumin 
(BSA) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

A7030 

Bromphenolblau Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

115-39-9 

Femto-Substrat Western 
Blot 

Thermo Fisher Scientific™, 
Waltham, USA 

34095 

Glycerol Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

50-99-1 

Isopropanol Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

6752.4 

Methanol Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

8388.6 

N,N,N´,N´-
Tetramethylethylendiamin  

(TEMED) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

T7024 

Natriumazid (NaN3) Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

K305.1 

Nitrocellulose-Membran Amersham, Cytiva, 
Marlborough, USA 

10600002 

Trockenmilchpulver AppliChem GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 

A0830 

Tween 20 Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

9127.2 

Wasser Milipore Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

- 

WB-Bandenleiter New England BioLabs® 
Inc. 

P7719S 

Whatman-Papier Whatman plc, Cytiva, 
Marlborough, USA 

10426892 

 

2.1.6 Antikörper 

 

Tab. 7: Antikörper 
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Name Hersteller Katalognummer Ursprung Verdünnung 

Anti-Hase 
Zweitantikörper 
800nM LI-COR 

Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

5151S Hase 1:10000 

Anti-Hase 
Zweitantikörper 
Chemifluoresze

nz 

Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

7076S Hase 1:10000 

Calnexin Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

2433S Hase 1:1000 

P2Y12 Alomone Labs, 
Jerusalem, 

Israel 

APR-012 Hase 1:1000 

Phosphorylierte 
extrazellulär 

regulierte 
Kinase (pERK) 

Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

9101S Hase 1:1000 

pHSL Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

4126S Hase 1:1000 

tERK Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

9102S Hase 1:1000 

tHSL Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

4107S Hase 1:1000 

Tubulin Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

5568S Hase 1:1000 

UCP-1 Cell Signaling 
Technology®, 
Danvers, USA  

14670S Hase 1:1000 

 

 

2.1.7 Chemikalien Proteinisolierung 

 

Tab. 8: Chemikalien Proteinisolierung 
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Name Hersteller Katalognummer 

cOmplete™, EDTA freier 
Proteasehemmer-Cocktail  

Roche Holding AG, Basel, 
Schweiz 

4693132001 

Natriumfluorid (NaF) VWR™ International 
GmBH, Darmstadt, 

Deutschland 

27860231 

Natriumorthovanadat 
(Na3VO4) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

S6508 

Coomasie-Lösung Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

1.154.440.25 

 

 

2.1.8 Chemikalien Kalziummessung 

 

Tab. 9: Chemikalien Kalziummessung 

Name Hersteller Katalognummer 

µ-Slide Ibidi-Platten (8 
Loch) 

Ibidi® GmbH, Gräfelfing, 
Deutschland 

80826 

Thapsigargin MedChem Express, 
Monmouth, USA 

HY-13433 

Ionomycin Cayman Chemical 
Company, Michigan, USA 

11932 

2-(4-(Hydroxyethyl)-1-

piperazinyl 

(HEPES) 

Lonza Group AG, Basel, 
Schweiz 

17-737E 

Fluo4-Direct Dye Invitrogen ™, Thermo 
Fisher Scientific™, 

Waltham, USA 

F10471 

HBSS Invitrogen ™, Thermo 
Fisher Scientific™, 

Waltham, USA 

14025-092 

 

 

2.1.9 CRISPR-Konstrukte  
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Tab. 10: CRISPR-Konstrukte 

Sequenz Bezeichnung Hersteller 

5´CACCGACCGCTCCTGA
AGACCACC 

P2Y12-CRISPR 1A Microsynth AG, 
Balgach,Schweiz 

5´AAACGGTGGTCTTCAG
GTAGCGGTC 

P2Y12-CRISPR 1B Microsynth AG, 
Balgach,Schweiz 

5´CACCGGGTCTTCAGGT
AGCGGTCAA 

P2Y12-CRISPR 2A Microsynth AG, 
Balgach,Schweiz 

5´AAACTTGACCGCTACC
TGAAGACCC 

P2Y12-CRISPR 2B Microsynth AG, 
Balgach,Schweiz 

 

 

2.1.10 Chemikalien CRISPR 

 

Tab. 11: Chemikalien CRISPR 

Name Hersteller Katalognummer 

CutSmart® Puffer New England BioLabs® 
Inc., Frankfurt am Main, 

Deutschland 

B7204S 

NucleoBond Xtra Maxi EF MACHEREY-NAGEL 
GmbH& Co. KG, Düren, 

Deutschland 

740424.50 

Nukleasefreies Wasser New England BioLabs® 
Inc., Frankfurt am Main, 

Deutschland 

B1502A 

RiboATP New England BioLabs® 
Inc., Frankfurt am Main, 

Deutschland 

P0756S 

p-lenti-CRISPR-V2 Addgene, Waterton, USA 52961 

T4 DNA-Ligase New England BioLabs® 
Inc., Frankfurt am Main, 

Deutschland 

B0202A 
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Name Hersteller Katalognummer 

Restriktionsenzym Esp3 I Thermo Fisher Scientific™, 
Waltham, USA 

10374280 

XL-1 Blue Bakterien Agilent, Santa Clara, USA 200249 

LB-Medium Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

X964.3 

Ampicilin Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

K029.2 

Ethidiumbromid Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

7870.1 

OneTaq-Polymerase New England BioLabs® 
Inc., Frankfurt am Main, 

Deutschland 

N0486S 

Forward-Primer (hU6) Addgene, Waterton, USA - 

Poly-L-Lysin Thermo Fisher Scientific™, 
Waltham, USA 

A3890401 

Wachstumsmedium (mBA) Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

61965-026 

HBSS Gibco™, Thermo Fisher 
Scientific™, Waltham, USA 

14175-046 

Sucrose (aus Saccharose) Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

4621.1 

Calciumchlorid (CaCl2) VWR™ International 
GmBH, Darmstadt, 

Deutschland 

22.317.297 

N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-2-
amino-ethansulfonsäure 

(BES) 

Carl Roth® GmbH&Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

9134.1 

 

 

2.1.11 Mausmodell 

 

Tab. 12: Mausmodell 

Name Typ Bezugs-Labor 
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C57BL76J Wildtyp Charles River 

 

 

2.1.12 Software-Versionen 

 

Tab. 13: Software-Versionen 

Name Version Anbieter 

Windows Windows 10 Microsoft Corporation, 
Redmond, USA 

GraphPad GrapdhPad 6 GraphPad Software, Inc., 
San Diego, USA 

Canvas Draw Canvas 11 Canvas GFX, Inc., Boston, 
USA 

Image J 2.1.0  

Pages 10.1 Apple Inc., Cupertino, USA 

PowerPoint 16.0 Microsoft Corporation, 
Redmond, USA 

Keynote 10.1 Apple Inc., Cupertino, USA 
 

 

 

2.1.13 Statistische Analyse 

 

Die Analyse der Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism Version 6. Für zwei Stichproben 

wurde der zweiseitige Student’s t-Test für unabhängige Stichproben angewandt. Bei mehr 

als drei Gruppen wurde der ANOVA Test mit Tukey-Korrektur verwendet. Die 

Signifikanzgrenze des α-Fehlers liegt bei 5% und wurde wie folgt dargestellt: *: p < 0,05; 

**: p < 0,01; ***: p < 0,001. Mittelwerte werden mit dem Standardfehler (SEM) angegeben.    

2.2 Reagenzien 
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Aufgeführt unter der jeweiligen Methode. 

 

2.3 Zellkultur 

 

2.3.1.1 Murine braune Zellisolation  

 

Isolationspuffer 

 

NaCl    123 mM  

KCl    5 mM 

CaCl2    1,3 mM 

Glucose    5 mM 

HEPES    100 mM 

Add. 1000 ml steril filtriertes Wasser  

 

Verdauungs-Puffer: 

 

BSA    1,5 % 

Kollagenase II   2 mg/ml 

 

BSA und Kollagenase II werden im Isolationspuffer gelöst und steril filtriert. 

 

BA- Isolationskulturmedium 

FBS   10 % 

HEPES   10 nM 

Insulin   4 nM 

P/S   1 % 

Natriumascorbat  25 µg/ml 

T3   4 nM 

 

Die Substanzen wurden zu DMEM (Hochglykämisch, GlutaMAX™ Gibco, Kat. Nu. 61965) 

hinzugefügt. 
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Das interskapulare braune Fettgewebe wurde von neugeborenen Mäusen entnommen 

und jedes Fettläppchen wurde jeweils in eine 1,5 ml Eppendorf-Tube mit 0,5 ml 

Isolationspuffer überführt. Danach wurde das Gewebe klein geschnitten und in 

Digestionspuffer überführt. Anschließend erfolgt die 30-minütige Inkubation bei 37 °C im 

Wasserbad. 

 

Nach 30 Minuten sollte eine homogene Suspension ohne sichtbare Gewebestücke 

entstanden sein. Diese Suspension wurde durch ein 100 µm Nylonmesh steril filtriert. 

Diese Suspension wurde nun durch ein 30 µm Nylonmesh erneut filtert. Um die Zellen zu 

pelletieren, wurde das Filtrat für 10 Minuten bei 700 g zentrifugiert. Schließlich wurde der 

Überstand abgesaugt und das Zellplättchen in Wachstumsmedium resuspendiert 

(Passage 1). Die Zellen wurden nun auf einer 6-Loch-Platte ausgesät und bei 37 °C im 

Inkubator aufbewahrt.  

 

Nach einem Tag wurden die Präadipozyten mit 200 ng Simian-Virus 40 (SV40) Large-T-

Antigen immortalisiert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt, bis die Zellen eine 

Konfluenz von ungefähr 90 % erreicht haben. Die Zellen wurden nun mit Hilfe von Trpysin 

gelöst und auf zwei 10 cm-Schalen neu verteilt (P2). Die Zellen wurden in einem 

Verhältnis von 1:10 nach demselben Verfahren weiter expandiert. Die für die Experimente 

verwendeten Zellen waren in P4-P6. Resuspendierte Zellen in BA-Wachstumsmedium mit 

10 % DMSO wurden 24 Stunden lang bei -80 ºC gelagert und anschließend bei -196 ºC 

bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.   

 

2.3.1.2 Murine weiße Zellisolation 

 

Verdauungs-Puffer: 

 

BSA    0,5 % 

Kollagenase II   1,5 mg/ml 
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BSA und Kollagenase II wurden in DMEM (Hochglykämisch, GlutaMAXTM, Pyruvate 

Gibco, Kat.Nu. 31966) gelöst. 

 

mWA-Wachstumsmedium: 

 

FBS    10 % 

P/S    1 % 

FBS und P/S wurden zu DMEM hinzugefügt (Hochglykämisch, GlutaMAXTM, Pyruvate 

Gibco, Kat.Nu. 31966) 

 

Subkutanes weißes Fettgewebe wurde von acht bis zwölf Woche alten Wildtyp-Mäusen 

entfernt. Danach wurde das Gewebe von drei bis vier Mäusen klein geschnitten, in den 

Isolationspuffer überführt und bei 37 °C im Wasserbad für 30-45 Minuten inkubiert. 

Anschließend wurde die entstandene Lösung bei 1000 Runden pro Minute (rpm) für 10 

Minuten zentrifugiert. Das Zellplättchen wurde in 2 ml WA-Wachstumsmedium 

resuspendiert und durch ein 100 µm-Nylonmesh steril filtriert. Anschließend wurde die 

Suspension schließlich in T175-Kulturflaschen in WA-Wachstumsmedium ausgesät. Die 

Zellen wurden in WA-Wachstumsmedium bei 37  ºC, 5 % CO2 inkubiert bis die Zellen 

eine Konfluenz von 80-90 % erreicht hatten. Die Zellen wurden nun mit Hilfe von Trypsin 

gelöst, gesammelt und 10 Minuten lang bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 

WA-Wachstumsmedium mit 10 % DMSO in einer Dichte von 1 Million Zellen pro ml 

resuspendiert. Schließlich wurden die Zellen in Kryofläschchen bei -80 ºC gelagert und 

nach 24 h für eine längere Zeit bei -196 ºC gelagert. 

 

2.3.2 Murine Zellaussaat und Differenzierung 

 

2.3.2.1 Differenzierung der murinen braunen Adipozyten 
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mBA-Wachstumsmedium 

 

DMEM 

P/S    1 % 

FBS   5 % 

 

mBA-Induktionsmedium 

 

mBA-Differenzierungsmedium 

IBMX 

Dexamethason 

 

mBA-Differenzierungsmedium 

 

DMEM 

P/S   1 % 

FBS   5 % 

T3 

Insulin 

 

Immortalisierte braune Adipozyten wurden in 12-Loch-Platten in einer Dichte von circa 

80.000 Zellen pro Loch ausgesät. Die Zellen verblieben bis zur Konfluenz im BA-

Wachstumsmedium, das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Bei erreichter 80-90 

% Konfluenz (Tag -2) wurden die Zellen für 48 h in BA-Differenzierungsmedium gezüchtet. 

Nach zwei Tagen wurden die präadipozytären Zellen für weitere 48 h mittels 

Induktionsmedium induziert (Tag 0). Von Tag 2 bis 7 wurden die Zellen nun wieder in 

Differenzierungsmedium inkubiert, das Medium wurde alle zwei Tage erneuert. Für alle 

Experimente wurden vollständig differenzierte murine braune Adipozyten verwendet, 

außer es wurde explizit erwähnt. 

 

2.3.2.2 Differenzierung der murinen weißen Adipozyten 
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WA-Wachstumsmedium: 

FBS   10 % 

P/S   1 % 

DMEM   (Hochglykämisch, GlutaMAXTM, Pyruvate, Gibco, Kat.Nu. 31966) 

 

WA-Induktionsmedium 

 

WA-Erhaltungsmedium 

IBMX 

Rosiglitazon 

Dexamethason 

WA-Erhaltungsmedium 

 

DMEM   (Hochglykämisch, GlutaMAXTM, Pyruvate, Gibco, Kat.Nu. 31966) 

FBS   5 % 

P/S   1 % 

T3 

ABP  

Insulin 

 

Primäre weiße Präadipozyten wurden in einer 12-Loch-Platte in einer Dichte von circa 

80.000 Zellen pro Loch ausgesät. Die Zellen wurden in WA-Wachstumsmedium bis zur 

Konfluenz gezüchtet, das Medium wurde jeden Tag gewechselt. Sobald die 80-90 % 

Konfluenz erreicht wurde (Tag -2) wurden die Zellen in WA-Wachstumsmedium für 

weitere 48 h inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurden die Präadipozyten für zwei Tage 

inkubiert unter Verwendung des Induktionsmediums. Von Tag 2 bis Tag 12 wurden die 

Zellen im WA-Erhaltungsmedium wachsen gelassen, das Medium wurde alle zwei Tage 
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erneuert. Für alle Experimente wurden vollständig differenzierte weiße Adipozyten 

verwendet, außer es wurde explizit erwähnt. 

 

2.3.3 Aussaat und Passagierung der humanen multipotenten, von adipozytärem Gewebe 

abgeleiteten Stammzellen (hMads, nach Klepac et al., 2016) 

 

FBS     10 % 

PenStrep    1 % 

Glutamin     2 mM 

HEPES-Puffer    10 mM 

 

Die hMads wurden isoliert und von Christina Dani passagiert, wodurch freundlicherweise 

kryokonservierte undifferenzierte Mads (P14) zur Verfügung gestellt wurden. 

Circa 250.000 Zellen wurden pro 10 cm Greiner-Platte ausgesät. Bei einer Konfluenz von 

ungefähr 80 % wurden die Zellen mit Trypsin abgelöst, zentrifugiert und neu ausgesät bis 

die gewünschte Passagegeneration von P 17-20 erreicht war.  

 

Differenzierung von hMads: 

 

hMads-Wachstumsmedium 

hFGF2     2,5 ng/ml 

 

hMads-nduktionsmedium 

 

hMads-Differenzierungsmedium 

IBMX     100 µM 

Dexamethason    1 µM 

 

hMads-Differenzierungsmedium 

 

hMads-Wachstumsmedium   50 % 
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HAMS F12 medium    50 % 

Insulin     5 µg/ml 

Transferrin    10 µg/ml 

T3     0,2 nM 

Rosiglitazon    1 µM 

 

Die Zellen wurden auf einer 12-Loch-Platte mit Wachstumsmedium, das mit hFGF2 

supplementiert wurde, ausgesät und nach 48 h mit Wachstumsmedium ersetzt, das kein 

hFGF2 beinhaltet. Alle zwei Tage wurde das Medium gewechselt bis die Zellen konfluent 

waren. Danach wurden die Zellen für 72 h induziert. Das Induktionsmedium wurde durch 

Differenzierungsmedium ersetzt, das für insgesamt weitere neun Tage alle zwei Tage 

gewechselt wurde, bis die Zellen am 12. Tag nach Induktion vollständig differenziert 

waren. Bei allen Experimenten wurden hMads an Tag 12 verwendet, außer es wurde 

explizit anders erwähnt. 

 

2.3.4 Aussaat und Passagierung der hWA 

 

Humane weiße Präadipozyten wurden von Promocell käuflich erworben und gemäß 

Herstellerangaben behandelt. 

 

2.3.5 Humane weiße Zellaussaat 

 

Präadipozyten Wachstumsmedium (PromoCell® GmbH, Heidelberg, Kat.Nu. C-27411) 

 

Humane weiße Präadipozyten wurden auf einer Dichte von 40.000 Zellen pro Milliliter 

ausgesät. Das Wachstumsmedium wurde alle zwei Tage gewechselt, bis die Zellen 

konfluent waren. 

 

2.3.6 Differenzierung der hWA 

 

Präadipozyten Differnzierungsmedium  (PromoCell® GmbH, Heidelberg,  

     Kat.Nu. C-39436 



 45 

 

Präadipozyten Nahrungsmedium  (PromoCell® GmbH, Heidelberg,    

    Kat.Nu. C-39438) 

 

Die konfluenten Zellen erhielten das humane Präadipozyten-Differenzierunsmedium (1% 

PenStrep, Supplemente hinzugefügt) für 72 h zur vollständigen Induktion. Nach diesem 

Zeitraum wurde das Medium auf das humane Adipozyten-Ernährungsmedium umgestellt. 

Dieses Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Die Adipozyten waren meist am 14. 

Tag vollständig differenziert. Bei allen Experimenten wurden hWA an Tag 14 verwendet, 

außer es wurde explizit anders erwähnt. 

 

2.4 Lipolyse-Reaktion 

 

Lipolyse-Medium 

 

DMEM 

Fettsäurefreies BSA   2 % 

Glycerol Reagent 

Glycerol Standard 

EnSpire™ Plate Reader  (PerkinElmer, Waltham) 

 

Ausdifferenzierte murine weiße und braune Adipozyten wurden für die Lipolyse-Messung 

verwendet. Die Zellen inkubierten hierfür zwei (murin) oder vier Stunden (human) im 

jeweiligen Lipolyse-Medium. Nach zwei bzw. vier Stunden wurde das entstandene freie 

Glycerol gemäß den Herstellerangaben photometrisch bestimmt. Zur statistischen 

Normalisierung wurden die Adipozyten zur Proteinisolation weiterverwendet. 

 

2.4.1 Stimulation von P2Y12 Rezeptoren mit und ohne Stimulation von adrenergen 

Rezeptoren 

 

Direkt nach Hinzugabe des Mediums wurde die jeweilige Konzentration 2MeA (1nM, 

10nM, 100nM und 1µM) in das jeweilige Loch der Platte pipettiert. Nach 15 Minuten 
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wurden 10 nM bzw 1 µM NE addiert und das freie Glycerol wurde nach zwei (murin) oder 

vier (human) Stunden nach Start des Essays photometrisch bestimmt. 

 

2.4.2 Lipolyse mit dem P2Y12-Antagonist PSB 0739 

 

2MeA 

NE 

PSB 0739 

 

Das Experiment erfolgte analog zu Punkt 2.4.1. 15 Minuten vor der Zugabe von 2MeA 

wurden 10 µM PSB 0739 in das korrespondierende Loch hinzugefügt. 

 

2.4.3 Proteinisolation Lipolyse 

 

RiPA-Puffer 

 

Desoxycholsäure-Na 0.1 % 

NaCl     150 mM 

NP-40    1 % 

SDS    0.1 % 

Tris HCl (pH 7.5)   50 mM 

 
Alle Substanzen wurden in 1000 ml Milipore-Wasser gelöst, steril filtriert und bei 4 °C 
gelagert. 

 

Lyse-Puffer 

 

Complete    40 µl/ml 

NaF    10 mM 

Na3VO4    1 mM 
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Diese Substanzen wurden unmittelbar vor Nutzung des RiPA-Puffers frisch hinzugefügt. 

Für die Isolation der Proteine wurde RiPA-Puffer benötigt. Mithilfe eines Schabers wurde 

der Zellrasen abgelöst und das Lysat anschließend mit Hilfe eines Ultraschallgenerators 

behandelt, um die Zellproteine freisetzen zu können. Folgend wurde das Lysat bei 13.300 

rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Proteine befanden sich im Überstand und die Lösung 

wurde in eine neue Eppendorf-Tube überführt. 

 

2.4.4 Bradford-Messung des Proteingehalts 

 

Bradford-Assay und Proteinquantifizierung 

 

Coommassie-Lösung 

 

Coomassie Brilliant bBue G-250 0.01 % 

EtOH    5 % 

Phosphorsäure   8.5 % 

 

Alle Substanzen wurden in Wasser gelöst und bei 4°C gelagert. 

 

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurden 2 µl der isolierten Proteinflüssigkeit mit 98 µl 

einer 0,15 M NaCl-Lösung vermengt und mit 1 ml einer Coomassie-Lösung vermischt. 

Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 595 nm unter Verwendung des 

Eppendorfs BioPhotometer D30 gemessen. Die Proteinkonzentration wurde ausgehend 

von der BSA-Standardkalibrationskurve mit verschiedenen bekannten BSA-

Standardkonzentrationen kalkuliert. 

 

2.5 MeA- und NE - Stimulation: Western Blot pHSL und pERK 

 

2.5.1 Stimulation der murinen und humanen Zellen  

 

DMEM ohne FBS 

2MeA 
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NE 

 

Die Adipozyten wurden für 45 Minuten in einem Hungermedium inkubiert. Anschließend 

wurde die jeweilige Konzentration von 2MeA (1nM, 10nM, 100nM und 1µM) in das 

entsprechend Loch pipettiert und für 15 Minuten erneut inkubiert. Darauffolgend wurde 1 

µM NE hinzugefügt und wiederum für eine Viertelstunde inkubiert. Dann wurden die 

Proteine gemäß Punkt 2.4.3 isoliert. 

 

2.5.2 Proteinisolation: Western Blot  

 

Die Proteinisolation für die Proben des Western Blots erfolgte analog zu Punkt 2.4.3.. 

 

2.5.3 SDS-PAGE und Western Blot 

 

Material und Geräte 

 

Erst- und Zweitantikörper (Cell Signalling, Danvers, Alomone Labs, Jerusalem) 

Mini-PROTEAN Tetra Cell-Electrophorese-System  

Zentrifuge 5810R 

Nitrocellulose-Membran, Amersham Protran 0.45 NC  

WB Protein-Leiter  

Stromgenerator Consort EV 202  

Analoger Tuben-Roller SRT6 

Rotiphorese®Gel 30 “Acrylamide”  

Thermomixer 

Odyssey® XF 

Chemifluoreszenz-System 

 

 

Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Laemmli-Lösung  3x 
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Bromphenol Blau  0.015 % 

Glycerol   20 % 

SDS   17 % 

TrisHCl (pH 6.8) 125 mM  

 

Alle Substanzen wurden in Wasser gelöst und bei -20 °C aufbewahrt. 

Vor Benutzung wurde 10 % ß-Mercaptoethanol hinzugefügt. 

 

Elektrophorese-Puffer 10 x 

 

Tris  250 mM 

Glycin  2 M 

SDS  0.1 % 

 

Alle Substanzen wurden in Wasser verdünnt und der pH wurde auf 8,3 eingestellt.  

Vor Gebrauch wurde der Puffer 1:10 verdünnt. 

 

Nach Proteinquantifizierung wurde eine entsprechende Menge der Proben mit 3x 

Laemmli gemischt, sodass eine endgültige Konzentration von 1x entstand. Nach kurzer 

Zentrifugierung (30 Sekunden, 13.000 rpm) wurde die Proteinlösung für fünf Minuten bei 

98 °C inkubiert. 

 

Die Proteine wurden durch Verwendung von SDS-Page Gelen separiert, indem man sich 

die jeweiligen charakteristischen elektrophoretischen Eigenschaften des jeweiligen 

Proteins zu Nutze macht. Die Gele stellten eine Kombination aus Separations- und 

Stapelgel dar. Verschiedene Konzentrationen des Separationsgels wurden abhängig von 

der Proteinmasse präpariert (Tab. 14), wohingegen die Zusammensetzung des 

Stapelgels konstant blieb. 

 

Tab. 14: Anleitung zur Herstellung des Separationsgels  
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 8 % 10 % 15 % 

Milipore Wasser 4.6 ml 4 ml 2.3 ml 

Acrylamid 2.7 ml 3.3 ml 5 ml 

1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml 

20 % APS 50 µl 50 µl 50 µl 

TEMED 6 µl 4 µl 4 µl 

 
 

 

Tab. 15: Anleitung zur Herstellung des Stapelgels 

 

Milipore Wasser 3.4 ml 

Acrylamid 830 µl 

1.5 M Tris (pH 6.8) 630 µl 

20 % APS 25 µl 

TEMED 5 µl 
 
 

Die Proben wurden in das SDS-PAGE Gel pipettiert, sodass sie zuerst durch das 

Stapelgel laufen, wodurch sie räumlich konzentriert wurden, und anschließend abhängig 

von ihrer Molekülmasse beim Gellauf durch das Separationsgel aufgetrennt wurden. Die 

Elektrophorese wurde bei 100 V in Elektrophorese-Puffer unter Verwendung des Mini-

PROTEAN Tetra-Cell-Elektrophoresesystems bei Raumtemperatur durchgeführt. 

 

Western-Blot und Proteinnachweis 

 

Transferpuffer 

 

10x Elektrophoresepuffer 10 % 
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Methanol   20 % 

Milipore-Wasser  70 % 

 

10x TBS 

 

Tris   100 mM 

NaCl   1.4 M 

SDS   0,1 % 

 

Alle Substanzen wurden in Wasser gelöst und der pH-Wert wurde auf 8,0 adjustiert. 

 

TBST 

Tween-20    0.1 % 

 

Tween-20 wurde in 1 x TBS gelöst und lichtgeschützt bei Raumtemperatur gelagert. 

 

5% BSA-Lösung 

BSA   5 % 

 

BSA wurde in TBST gelöst, steril filtriert und bei 4°C aufbewahrt. 

 

Blocklösung 

Milchpuder  5 % 

 

Milchpuder wurde in TBST gelöst und bei 4 °C gelagert. 

 

Femto-Substrat Western Blot (Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Kat.Nu. 34095) 

 

Nach dem Gellauf wurden die Proteine mittels Western-Blot auf eine Nitrozellulose-

Membran transferiert. Die Proteine wurden bei 300 mA für 1 Stunde und 45 Minuten in 

kaltem Transferpuffer übertragen. Wenn der Transfer erfolgt ist, wurden die Membranen 

zweimal in TBST gewaschen und für eine Stunde bei Raumtemperatur in der jeweiligen 
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Blocklösung unter ständiger Bewegung inkubiert. Nach dem Blocken wurden die 

Membranen erneut dreimal für jeweils fünf Minuten in TBST gewaschen. Die Membranen 

wurden über Nacht im Erstantikörper (in 5 % BSA) rollend bei 4 °C inkubiert. Am nächsten 

Tag wurden die Membranen wieder dreimal für fünf Minuten in TBST gewaschen und mit 

dem Zweitantikörper in der Blocklösung für eine Stunde bei Raumtemperatur unter 

ständiger Bewegung lichtgeschützt inkubiert. Die Membranen wurden für dreimal fünf 

Minuten in TBST gewaschen. Anschließend erfolgte die Analyse im Odyssey® XF mittels 

Immunfluoreszenz-Messung. Eine zweite verwendete Methode war die Auswertung durch 

Chemifluoreszenz, hierbei inkubierten die Membranen nach dem Waschen für zwei 

Minuten in 1ml Femto-Substrat und wurden anschließend mittels Messung der 

Chemifluoreszenz analysiert. 
 

2.6 cAMP-ELISA: Stimulation mit 2MeA und NE 

 

2.6.1 Vorbereitung der murinen und humanen Zellen 

 

mBA/ hMads-Differenzierungsmedium 

DMEM ohne FBS 

IBMX    0,5 mM 

DMSO 

KCl    0,5 M 

2-MeA 

NE 

 

Bevor die vollständig differenzierten Adipozyten mit Hungermedium versetzt wurden, 

wurden sie zuvor mit IBMX behandelt. Dafür wurde das Differenzierungsmedium mit IBMX 

versetzt, in die entsprechenden Löcher pipettiert und für 30 Minuten inkubiert. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurde Differenzierungsmedium durch Hungermedium ersetzt und 

das Experiment folgte analog zu Punkt 2.4.1 unter Verwendung von 10 nM NE. Nach zwei 

Stunden (murin) oder vier Stunden (human) erfolgte die Proteinisolation. 
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2.6.2 cAMP-ELISA 

 

cAMP-ELISA-Set (Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Kat.Nu. ADI-900-067A) 

EnSpire™ Plate Reader (PerkinElmer, Waltham) 

 

Zu jedem Loch der 12-Loch-Platte wurden 300 µl HCl pipettiert und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Lysat heruntergekratzt und in ein 

entsprechendes Eppendorf-Gefäß überführt. Das Lysat wurde bei 10000 g zentrifugiert, 

sodass sich entsprechend eine obere Fett-, eine mittlere Flüssigkeits- und eine untere 

Zellsedimentphase bildet. Die mittlere Phase wurde nun abpipettiert und in ein neues 

Eppendorfgefäß überführt.  

 

Laut Herstellerangaben: 

 

Für die Experimente wurde die nicht acetylierte Form verwendet. 

Die cAMP-Standard-Lösung wurde derart mit HCL verdünnt, dass schließlich fünf 

verschiedene Konztentrationen vorlagen.  

Der Assay verlief anschließend nach den Herstellerangaben. Die quantitative Messung 

erfolgte mittels photometrischer Bestimmung durch den EnSpire™ Plate Reader. 

 

2.7 Messung des intrazellulären Kalziums in mBA 

 

HBSS   1 x 

HEPES   1 M 

2-MeA    100 nM 

Thapsigargin  1 µM 

Ionomycin   2 µM 

Fluo4-Direct Dye (Invitrogen ™, Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Kat.Nu. 14025-

092) 

Konfokalmikroskop: ZEISS LSM 900 (Carl Zeiss AG, Jena) 
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Zur Messung des intrazellulären Kalzium-Spiegels wurden die braunen Präadipozyten auf 

eine 8-Loch Ibidi-Platte ausgesät, wobei jedes Loch ungefähr mit 18.000 Zellen kultiviert 

wurde. Die Adipozyten wurden nun analog zu 2.3.2.2 bis zur vollständigen 

Ausdifferenzierung gezüchtet. 

 

Für die Messung werden die Zellen in HBSS/HEPES-Puffer gewaschen und 150 µl 

Fluoreszenzfarbstoff wurde hinzugefügt. Die Zellen inkubierten nun lichtgeschützt für 1 h 

bei 37 °C und wurden anschließend erneut mit dem HBSS/HEPES-Gemisch gewaschen. 

Die Platte wurde unter dem Objektiv positioniert, ein geeigneter Bildausschnitt gewählt 

und nach 120 Sekunden wurde 2MeA hinzugefügt. Nach weiteren 480 Sekunden wurde 

Thapsigargin und wiederum nach weiteren 360 Sekunden Ionomycin hinzugefügt. Die 

Messung das intrazellulären Calciumgehalts erfolgte kontinuierlich. 

  

2.8 CRISPR 

 

1x CutSmart® Puffer  10 % 

NucleoBond Xtra Maxi EF  

Nukleasefreies Wasser  

RiboATP   10 % 

p-lenti-CRISPR-V2  12,5 % 

10x T4 DNA-Ligase  5 % 

Restriktionsenzym Esp3     5 % 

XL-1 Blue Bakterien  10 % 

LB-Medium       

   

Ampicilin   0,1 % 

Ethidiumbromid  1 % 

TBE-Laufpuffer 

2x OneTaq-Polymerase 10 % 

Forward-Primer (hU6) 100 µM, 5 % 

mBA-Wachstumsmedium (Gibco™, Thermo Fisher Scientific™, Waltham, Kat.Nu. 

   61965-026) 
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CRISPR-Konstrukte  100 µM, 5 % (Microsynth AG, Balgach) 

Puromycin   2,5 µl/ml 

Thermocycler T3000   

 

2.8.1 Restriktionsverdau 

 

Jeder Primer wurde in Cut Smart gelöst und für 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. 

Anschließend kühlte das Gemisch bei Raumtemperatur aus. Die Oligonukleotide wurden 

nun 200-fach in steril filtriertem Wasser verdünnt. Es wurde eine Lösung aus den 

Oligonkuleotiden, ATP, des Plasmids, Restriktionsenzym Esp3 I, T4-DNA-Ligase, 

CutSmart und steril filtriertem Wasser vermischt. Für insgesamt zwei Stunden wurde das 

Gemisch für alle 3 Minuten zwischen 16 und 37 °C wechselnd inkubiert und anschließend 

für 10 Minuten bei 65 °C Hitze-inaktiviert. 

 

2.8.2 Transformation  

 

Das CRISPR-Plasmid wurde in ein Eppendorfgefäß mit den Bakterien hinzugefügt und 

vorsichtig gemischt. Die Lösung wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend für 

genau 45 Sekunden bei 42 °C Hitze geschockt. Danach wurden die Proben wieder für 2 

Minuten auf Eis gestellt. Das Bakterien-DNA-Gemisch wurde mit LB-Medium vermischt 

und mit einem thermosterilisierten Drigalski-Spatel auf eine Ampicillin-Agar-Platte 

ausgestrichen. Diese Platte inkubierte bei 37 °C so lange, bis sich makroskopisch 

sichtbare Bakterienkolonien gebildet haben. 

 

2.8.3 Kontroll-PCR 

 

Um den korrekten Einbau des Plasmids zu überprüfen, wurden einzelne Kolonien mit Hilfe 

einer Pipettenspitze abgeimpft und mit OneTaq-Polymerase, Forward-Primer und 

Reverse-Primer sowie nukleasefreiem-Wasser vermischt. Die PCR erfolgte nach 

folgendem Schema: 

 

Tab. 16: Kontroll-PCR 
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Abfolge Temperatur Dauer Wiederholung 

1. 94°C 30 Sekunden 1x 

2. 94°C 20 Sekunden 1x 

3. 65°C 30 Sekunden 1x 

4. 68°C 25 Sekunden 30x 

6. 68°C 300 Sekunden 1X 

7. 4°C unbegrenzt - 
 

 

2.8.4 Ethidiumbromid-Kontrolle 

 

Zur Überprüfung der PCR erfolgte ein Nachweis mittels Ethidiumbromid-Elektrophorese. 

Hierfür wurde Agarosepuder mit TBE-Laufpuffer und Ethidiumbromid-Lösung vermengt. 

Die Mischung wurde für eine Minute erwärmt. Der Gellauf erfolgte bei 110 V, 300 mA und 

50 W für eine Stunde. 

 

2.8.5 Mini-Präparation 

 

Ampicillin 

LB-Medium 

Ethanol    70 % 

Isopropanol   100 % 

Nukleasefreies Wasser 

NanoDrop™ 

Zentrifuge 5810R 

 

MP1-Puffer 

 

Tris-HCl pH 8,0   50 mM 

EDTA    10 mM 

Range    100 µg/ml 



 57 

 

 

Die Substanzen wurden in Wasser gelöst und bei 4 °C gelagert. 

 

MP2-Puffer 

 

NaOH    200 mM 

SDS    1 % 

 

Die Substanzen wurden in Wasser gelöst und bei 4 °C gelagert. 

 

MP3-Puffer 

 

Kaliumacetat pH 5,5   3 M 

 

Die Substanz wurde in Wasser gelöst und bei 4 °C gelagert. 

 

Es wurden LB-Medium-Röhrchen mit den Bakterienkolonien beimpft und Ampicillin 

hinzugefügt. Die Röhrchen wurden schüttelnd (225 rpm) über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

Die Kultur wurde nun in ein neue Eppendorf-Tube überführt. Diese wurde bei 

Raumtemperatur für 100 Minuten mit 3500 rpm zentrifugiert.  

 

Das Zellplättchen wurde in MP1-Puffer resuspendiert. Folgend wurde MP2-Puffer 

hinzugefügt, die Lösung kurz gemischt und maximal 5 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Dann wurde MP-3-Puffer hinzugegeben. Die Suspension wurde gemischt und 

für 15 Minuten auf Eis stehen gelassen. Im Anschluss wurde sie für 15 weitere Minuten 

bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Der entstehende Überstand wurde in ein neue 

Eppendorf-Tube pipettiert. Dazu wurde Isopropanol gegeben und bei Raumtemperatur 

gemischt. Das Gemisch wurde dann für 15 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm erneut 

zentrifugiert. Der entstehende Überstand wurde verworfen. Anschließend wurde Ethanol 

hinzugefügt, die Suspension für 5 Minuten bei 4 °C mit 13000 rpm zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Das dabei entstehende Zellplättchen wurde nach Trocknung in 

nukleasefreiem Wasser resuspendiert. Die DNA-Konzentration wurde mit Hilfe des 
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NanoDrop™ bestimmt und anschließend zur Sequenzierung extern eingeschickt 

(Microsynth AG). 

 

2.8.6 Maxi-Präparation 

 

LB-Medium 

Ampicillin 

NucleoBond Xtra Maxi EF 

Ethanol    70 % 

Isopropanol   100 % 

 

 

Es wurden 5 ml-LB-Medium-Röhrchen mit einigen der gezüchteten Bakterienkolonien 

beimpft und 5 µl Ampicillin hinzugefügt. Die Röhrchen wurden schüttelnd (225 rpm) über 

Nacht bei 37 °C inkubiert. 

 

Dann wurden die Röhrchen bei 6000 g für 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. RES-EF-

Puffer und LYS-EF-Puffer wurden in das Maxi-Röhrchen mit eingesetztem Filter pipettiert 

und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. EQU-EF-Puffer wurde addiert. Nun 

folgte der NEU-EF-Puffer, der für 5 Minuten auf Eis inkubiert und dreimal gedreht wurde. 

Nun wurde die Bakterienprobe hinzugefügt. Der FIL-EF-Puffer wurde langsam über den 

Filterrand in diesen pipettiert. Der Filter wurde nun entfernt. Der ENDO-EF-Puffer und der 

WASH-EF-Puffer wurden in das Röhrchen pipettiert. Nach Durchlauf dieser Waschpuffer 

wurde ELU-EF-Puffer addiert. Im Anschluss wurde das Röhrchen mit Isopropanol gefüllt 

und für 30 Minuten bei 15000 g und 4 °C zentrifugiert.  

 

Ethanol wurde hinzugegeben und bei Raumtemperatur für 5 Minuten mit 10000 g 

zentrifugiert. Der Ethanol wurde verworfen und das Röhrchen 30 Minuten lang bei 

Raumtemperatur inkubiert, bis ein Zellplättchen sichtbar war. 

 

2.8.7 Viruspräparation 
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Die Insertion des Plasmids in Lentiviren ist freundlicherweise von der Virus-Plattform des 

Instituts für Pharmakologie und Toxikologie der Universitätsklinik Bonn übernommen 

worden. 

 

 

2.8.8 Murine Zellaussaat CRISPR 

 

mBA-Wachstumsmedium 

mB-Induktionsmedium 

mBA-Differenzierungsmedium 

Viruskonstrukt 

Puromycin    2,5 µg/ml 

 

 

MBA wurden analog zu 2.3.2.1 ausgesät. Zehn Stunden später wurde lichtmikroskopisch 

überprüft, ob die Zellen sich adäquat an den Boden angeheftet haben. Anschließend 

wurde das entsprechende Viruskonstrukt in das korrespondierende Loch pipettiert. 48 h 

Stunden nach Transfektion wurde Puromycin hinzugegeben. Puromycin verblieb für 

weitere 48 h Stunden auf den Zellen. Die folgende Zelldifferenzierung und Messung des 

freien basalen Glycerols erfolgte gemäß 2.3.2.1 und 2.4.1. 
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2.9 Ex vivo Lipolyse 

 

2.9.1 Gewebeentnahme  

 

C57BL/6J-Wildtyp-Mäuse 

Lipolyse-Medium 

 

Nach Überprüfen des sicheren Todeseintritts nach zervikaler Dislokation wurde den 

Mäusen braunes (BAT), weißes subkutanes (WATi) als auch weißes inguinales 

(perigonadales, WATg) Fettgewebe entnommen.  

Abb. 4: CRISPR/Cas 9 Wirkungsweise in einem weißen Adipozyten 
Nach lentiviraler Injektion erkennt die eingebrachte CRISPR-DNA die Zielstruktur 
innerhalb der DNA der Zelle. Nach Anlagerung wird in mehreren Schritten das Cas-
Enzym aktiviert und schneidet den zuvor markierten Teil aus dem Genom heraus. Die 
Zelle versucht, den Schaden innerhalb der DNA zu reparieren, gelingt dies nicht suffizient, 
kann die Expression der Zielstruktur suffizient vermindert werden. 
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Nach Entnahme wurde das Gewebe auf gekühltes PBS gelegt. Das Fettgewebe wurde in 

vergleichbar große Stücke geteilt. Die einzelnen Gewebstücke wurden dann separat in 

gekühltem Hungermedium gelagert. 

 

2.9.2 Stimulation des adipozytären Gewebes 

 

2MeA 

NE 

Lipolyse-Medium 

 

Die Gewebestücke wurden anschließend mit einer Schere zerkleinert. Anschließend 

wurde die entsprechende Konzentration von 2MeA in das korrespondierende Loch 

pipettiert und inkubiert. NE wurde hinzugefügt und nun für weitere 1 3/4 Stunden inkubiert. 

Der nun weitere Ablauf folgte analog zu Punkt 2.4.1. 

 

2.9.3 Stimulation und Inhibiton des adipozytären Gewebes 

 

Ticagrelor 

 

Die Lipolyse-Reaktion erfolgte wie unter Punkt 2.9.2 beschrieben, mit dem Unterschied, 

dass 15 Minuten vor der Zugabe von 2MeA 1 µM Ticagrelor als P2Y12-Antagonist in das 

jeweilige Loch hinzugegeben wurde.   
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3. Ergebnisse  
 

3.0.1 Rezeptor-Expression in Adipozyten 

 

Zuerst wurden die Expressionslevel von P2Y12 in braunen und weißen präadipozytären 

Zellen bestimmt. P2Y12 ist in ausdifferenzierten Zellen im Vergleich zu den 

Vorläuferzellen signifikant hochreguliert (Abb. 5 A-B). Hier zeigten mWA, die einem 

Bräunungsvorgang mittels NE unterzogen worden sind (beige Adipozyten) eine geringere 

P2Y12-Expression als differenzierte WA ohne Behandlung (Abb. 5 C). Korrelierend mit 

den Ergebnissen der murinen Zellen zeigten ebenfalls die ausdifferenzierten hWa und 

hMads eine deutlich höhere Rezeptorexpression im Vergleich zu den Vorläuferzellen (Abb 

5 D-E). Zusammengenommen zeigen diese Daten, dass die P2Y12-Expression 

ausdifferenzierten Adipozyten vorbehalten ist.  

 

 

 

Abb. 5: P2Y12-Rezeptor-Expression in murinen und humanen Vorläuferzellen 
sowie in ausdifferenzierten Adipozyten 
(A) Die Rezeptorexpression in murinen braunen Prä- und ausdifferenzierten Adipozyten 
(n=3, ± SEM). (B-C) Die Rezeptorexpression in murinen weißen Prä- und 
ausdifferenzierten Adipozyten sowie in ausdifferenzierten beigen Adipozyten nach 
Stimulation mit NE (n=3/n=5, ±SEM, t-Test). (D) Die Rezeptorexpression in humanen 
braunen Prä- und ausdifferenzierten Adipozyten (n=3, ± SEM). (E) Die 
Rezeptorexpression in humanen weißen Prä- und ausdifferenzierten Adipozyten (n=3, 
± SEM).  
Daten bereitgestellt von Dr.rer.nat Thorsten Grad (A) und Dr.rer.nat. Laia Reverte-Salisa 
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3.0.2 Rezeptor-Expression in adipozytärem Gewebe 

 

Aufgrund der in vitro-Ergebnisse erfolgte die Untersuchung des Expressionsmusters von 

P2Y12 im adipozytären Gewebe (BAT, WATi und WATg). Bei Betrachtung des 

Expressionsmusters von P2Y12 ließ sich feststellen, dass unter Kälteexposition die 

Expression in allen drei Geweben, besonders stark im braunen Fettgewebe, signifikant 

supprimiert wurde (Abb. 6 A-C). 

Mäuse unter Hochfettdiät zeigten angedeutet in BAT und WATi eine vermehrte  

 

Abb. 6: Veränderung der P2Y12-Rezeptor-Expression bei Kälteexposition und 
Hochfettdiät 
(A-C) Die Rezeptorexpression in Mäusen, die für zehn Tage bei 23 °C und die für 3 
Tage bei 16 °C und für weitere 7 Tage bei 4 °C gehalten wurden (n=4/4/3, ±SEM, t-
Test). (C-F) Die Rezeptorexpression in Mäusen, die eine Kontrolldiät und eine 
hochkalorische Ernährung erhalten haben, jeweils betrachtet in BAT, WATi und WATg 
(n=3, ± SEM). 
Daten bereitgestellt von Dr.rer.nat. Laia Reverte-Salisa (A-F). 
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Expression von P2Y12, jedoch nicht in WATg (Abb. 6 D-F).  

 

In Zusammenschau deutete sich an, dass P2Y12 unter Regulation des vegetativen 

Nervensystems, besonders des sympathischen Anteils, steht und abhängig von den 

äußere Einflüssen wie Temperaturschwankungen und Nahrungsangebot in seiner 

Expression beeinflusst wird. 

 

3.1 Die Rolle des aktivierten P2Y12-Rezeptors während der in vitro Lipolyse in mBA 

 

Bei Betrachtung des aktvierten P2Y12-Rezeptors in murinem braunen Fettgewebe ließ 

sich in der basalen Lipolyse sowohl in den isolierten Zellen als auch in frisch 

entnommenem BAT kein Unterschied in der Glycerolfreisetzung feststellen (Abb. 7 A-B).  

Wurden die Adipozyten in vitro sympathisch mittels NE stimuliert, ließ sich eine signifikant 

verminderte Glycerolfreisetzung feststellen (Abb. 7 B). Der in isolierten mBA moderat 

auftretende Effekt der verminderten Lipolyse zeigte sich deutlich verstärkt in frisch 

entnommenem BAT, nach Stimulation mit 2MeA wurde die mittels NE-aktivierte Lipolyse 

signifikant supprimiert (Abb. 7 C). 
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3.2 Signaltransduktions-Mechanismen des aktivierten P2Y12-Rezeptors in mBA 

 

Einer der zentralen Schaltpunkte der Regulation von P2Y12 stellt somit die noradrenerge 

Stimulation dar, die primär mittels des sekundären Botenstoffes cAMP vermittelt wird 

(Lafontan et al., 2000), durch den wiederum der Phosphorylierungszustand der HSL 

beeinflusst wird (Wang et al., 2009). 

Bis dato ist der P2Y12-Rezeptor als Gi-gekoppelter Rezeptor bekannt, der seine Effekte 

über eine Senkung der intrazellulären cAMP-Spiegel vermittelt. Somit stellte sich die 

Frage nach der mittels cAMP gesteuerten (De-)Phosphorylierung der HSL. 

 

Abb. 7: Regulation der Lipolyse in mBA und BAT durch P2Y12-Aktivierung 
(A-B) Die gemessene Glycerolfreisetzung bei Stimulation des P2Y12-Rezeptors mit 
verschiedenenen Konzentrationen von 2MeA und in An- oder Abwesenheit von NE in 
kultivierten mBA. Betrachtung des Einflusses der Konzentration von 1 µM 2MeA mit 
und ohne 10 nM NE (n=7/6/13, n=6, ±SEM, One-way-Anova, Tukey Multiple 
Comparisons). (C) Die gemessene Glycerolfreisetzung bei Stimulation des P2Y12-
Rezeptors mit 1 µM 2MeA mit und ohne 1 µM NE in BAT (n=6, ± SEM, One-way-Anova, 
Tukey Multiple Comparisons). 
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Analog zu den Lipolysedaten zeigte sich auch hier, dass 1µM 2MeA unter Stimulation von 

1µM NE die Phosphorylierungsrate angedeutet senkt, (Abb. 8 A), jedoch war der Effekt 

deutlich geringer ausgeprägt als die Lipolyse supprimiert wurde. 

Daher wurde ein cAMP-ELISA durchgeführt, um Veränderungen in den intrazellulären 

cAMP-Spiegeln bei Rezeptor-Stimulation sensitiver darzustellen. Hier zeigte sich eine 

signifikante Senkung der intrazellulären cAMP-Konzentration bei noradrenerger 

Stimulation des aktivierten P2Y12-Rezeptors bereits bei reduzierten NE-Konzentrationen 

korrelierend zu den Lipolyse-Daten in BAT (Abb. 8 B-C). Die Beobachtung, dass die 

Abb. 8: Signaltransduktionsmechanismen des aktivierten P2Y12-Rezeptors in 
mBA 
(A) Nach halbstündigem Hungern und anschließender Stimulation mit verschiedenen 
Konzentrationen 2MeA sowie mit und ohne NE erfolgte die Messung des Anteils der 
pHSL im Verhältnis zur tHSL (n=6, ±SEM). (B-C) mBA wurden mit IBMX für eine halbe 
Stunde behandelt und anschließend mit 100 nM und 1µM 2MeA sowie mit und ohne 
NE-Stimulation stimuliert. Danach wurde die intrazelluläre cAMP-Konzentration 
photometrisch bestimmt (n=4, ± SEM, One-way-Anova, Tukey Multiple Comparisons). 
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basale Lipolyse kaum berührt wurde, stellte sich ebenfalls in den ermittelten cAMP-

Konzentrationen ohne sympathische Stimulation dar (Abb. 8 B). 

 

 

3.3 Einfluss des intrazellulären Kalzium-Spiegels auf die intrazelluläre cAMP-

Konzentration in mBA 

 

In diversen Publikationen wurde die Rolle des intrazellulären Kalzium-Spiegels in der 

Regulation von P2Y12 hervorgehoben (bspw. Ali. et al., 2018). Da 2MeA keinen Effket 

auf die basale cAMP-Kaskade zeigt, sollte untersucht werden, ob P2Y12, ähnlich zu 

P2Y2, Änderungen der intrazellulären Kalziumkonzentration induziert. 

Ali et al. (2018) haben in ihrer Studie gezeigt, dass der intrazelluläre Kalziumspiegel einen 

wichtigen Mediator der non-adrenergen Lipolyse in humanen Adipozyten darstellt mit 

besonderem Augenmerk auf P2Y2. P2Y12 wird hierbei die Funktion eines Regulators der 

Kalziumkonzentration zugeschrieben. Daher wurde die Funktion von ionisiertem 

intrazellulären Kalzium als potenzieller Co-Mediator der P2Y12-vermittelten Lipolyse 

neben cAMP untersucht. 

Bei Stimulation von kultivierten, ausdifferenzierten mBA ließ sich kein Abfall der basalen 

intrazellulären Kalziumkonzentration nachweisen (Abb. 9 A-B). Die Kontrollsubstanzen 

Thapsigargin und Ionomycin, die ihrerseits die Freisetzung von Kalzium in das 

Zytoplasma fördern, erhöhten den Spiegel deutlich, sodass die zelluläre Funktionalität der 

Adipozyten gewährleistet war. Die Kontrollgruppe mit Wasser als Vehikel wies lediglich 

einen Anstieg des Kalziumgehaltes nach Behandlung mit Ionomycin nach (Abb. 9 B). 

Zusammenfassend ließ sich in dieser Studie kein Nachweis einer P2Y12-vermittelten 

Regulation der basalen intrazellulären Kalziumhomöostase erbringen. 
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Abb. 9: Kalziumaufnahme des aktivierten P2Y12-Rezeptors in mBA 
(A) Nach einstündiger Inkubation des Fluo-4-Dircet Dye wird die intrazelluläre 
Kalziumaufnahme der mBA zu Beginn der Messung, nach Zugabe von 100 nM 2MeA, 
nach Zugabe von Thapsigargin und nach Injektion von Ionomycin mikroskopisch 
bestimmt (n=4, 78 Zellen, ±SEM). (B) Bestimmung der intrazellulären Kalziumaufnahme 
ebenfalls nach einstündiger Inkubation mit dem Fluo-4-Direct Dye, anstatt des 2MeA 
wird jedoch nach 120 Sekunden steril filtriertes Wasser als Kontrollsubstanz 
hinzugegeben (n=3, 35 Zellen, ±SEM). 
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3.4 Inhibition mittels PSB 0739 von mBA in vitro 

 

Nach dem Nachweis, dass 2MeA in Kombination mit noradrenerger Stimulation die 

Glycerolfreisetzung sowohl in kultivierten Adipozyten als auch in BAT signifikant via 

cAMP-Modulation verminderte, sollte nun untersucht werden, inwiefern sich der Effekt 

mittels pharmakologischer Inhibition antagonisieren lässt. Hierfür wurde der selektive 

P2Y12-Inhibitor PSB 0739 verwendet. 

Bei Aktivierung mittels 2MeA und NE bei Hinzugabe von PSB 0739 zeigte sich keine 

vollständige Aufhebung des 2MeA-Effektes (Abb. 10). Interessanterweise wurde die 

aktivierte Lipolyse bei alleiniger Gabe von PSB 0739 deutlich gesteigert, in diesem 

Experiment sowohl basal als auch mittels NE-Stimulation. 

 

 

 

Abb. 10: Antagonisierung von P2Y12 in mBA mit PSB 0739 
15 Minuten vor Zugabe von 2MeA werden 10 µM PSB 0739 (P2Y12-Antagonist) 
hinzugefügt. Basal zeigt sich sowohl für PSB allein als auch in Kombination mit 2MeA 
eine signifikante Steigerung der Glycerolfreisetzung in Bezug auf die Kontrolle (n=3, 
±SEM, One-way-Anova, Turkey Multiple Comparisons). 
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Diese Daten deuten darauf hin, dass möglicherweise via ADP-vermittelte Effekte von 

P2Y12 auf den Fettstoffwechsel existieren, die nicht auf einer exogenen ADP-Zufuhr 

beruhen. Ali et al. (2018) vermuten einen Kalzium-Tonus, durch den die basale Lipolyse 

supprimiert wird. Die hier gewonnenen Daten indizieren, dass ADP möglicherweise an 

der Regulation dieses basalen Tonus beteiligt ist und sich der Effekt mittels PSB 0739 

antagonisieren lässt. Es stellte sich weitergehend die Frage, inwieweit P2Y12 nicht nur 

akut den Fettstoffwechsel beeinflusst, sondern möglicherweise in der Akutphase zelluläre 

Differenzierungsprozesse reguliert. 

 

3.5 Einfluss des P2Y12-Rezeptors auf Zelldifferenzierung in mBA und mWA 

 

Zur Beurteilung, ob P2Y12 nicht nur Auswirkungen auf die Lipolyse, sondern auf weitere 

Signalwege wie etwa den Ras/Raf/MAPK (ERK)-Signalweg besitzt, wurde dies mittels 

Western-Blot untersucht. 

 

Weder für mBA (Abb. 11 A) noch für mWA (Abb. 11 B) ließ sich eine Aktivierung des 

Signalweges in Form einer akuten ERK-Phosphorylierung feststellen. 

 
Abb. 11: Einfluss von P2Y12 auf Zelldifferenzierung und -Wachstum 
(A) Nach halbstündigem Hungern und anschließender Stimulation mit verschiedenen 
Konzentrationen 2MeA sowie mit und ohne NE in mBA erfolgte die Messung des Anteils 
des pERK im Verhältnis zu tERK (ERK 1/2, n=4, ±SEM). (B) Analoge 
Versuchsdurchführung für mWA (n=6, ±SEM).  
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Die Akuteffekte von P2Y12 lassen sich auf metabolischer Ebene durch eine verminderte 

Glycerolfreisetzung darstellen, scheinen jedoch hingegen sowohl basal und unter 

sympathischer Stimulation keinen Einfluss auf kurzfristige, zelluläre 

Differenzierungsprozesse zu haben. 

 

3.6 Die Rolle des aktivierten P2Y12-Rezeptors während der in vitro Lipolyse in mWA 

 

Da weiße Adipozyten entscheidend an der Pathogenese der Adipositas beteiligt sind, 

stellt sich Frage nach der Rolle des P2Y12-Rezeptors in weißem Fettgewebe. 

Bei Verwendung eines 2MeA-Konzentrationsgradienten und zwei verschiedenen 

Konzentrationen NE zeigte sich für höhere 2MeA-Dosierungen eine Senkung der relativen 

Glycerolfreisetzung bei noradrenerger Stimulation (Abb. 12 A-B). Bei Betrachtung der 

Abb. 12: Regulation der Lipolyse in mWA und WATi durch P2Y12-Aktivierung. 
(A-B) Die gemessene Glycerolfreisetzung bei Stimulation des P2Y12-Rezeptors mit 
verschiedenen Konzentrationen von 2-MeA und in An- oder Abwesenheit von NE in 
kultivierten mWA. Betrachtung des Einflusses der Konzentration von 1 µM 2MeA mit und 
ohne 10 nM NE (n=4/3/7, n=3, ±SEM, One-way-Anova, Turkey Multiple Comparisons). 
(C) Die gemessene Glycerolfreisetzung bei Stimulation des P2Y12-Rezeptors mit 1 µM 
2MeA mit und ohne 1 µM NE in WATi (n=5, ± SEM, One-way-Anova, Tukey Multiple 
Comparisons).  
 



 72 

 

basalen Lipolyserate fand sich diese Veränderung analog zu den Ergebnissen bei 

Betrachtung des murinen braunen Fettgewebes nicht (Abb. 12 A-B). Bei Untersuchung 

von WATi zeigte sich sowohl basal als auch bei Gabe von NE eine signifikant verminderte 

Glycerolfreisetzung (Abb. 12 C). Hier ließ sich also eine ADP-vermittelte Reduktion der 

basalen Lipolyse nachweisen, die in kultivierten murinen Adipozyten und in BAT nicht 

nachweisbar war. 

Zusammengenommen ist der Effekt von 2MeA auf mWA vergleichbar mit den Resultaten 

von mBA, in mWA ließ sich die verminderte Glycerolfreisetzung unter sympathischer 

Stimulation verstärkt nachweisen. Basal zeigten kultivierte murine Adipozyten keinen 

ADP-vermittelten Effekt. WATi zeigte überraschenderweise sogar basal eine supprimierte 

Glycerolfreisetzung. 

 

3.7 Verwendung des P2Y12-Inhibitors Ticagrelor in WATi ex vivo 

 

Den Resultaten bei der  Untersuchung von WATi folgend, wurde weitergehend untersucht, 

ob der P2Y12-Inhibitor Ticagrelor potenziell die 2MeA-Effekte revidieren kann. 

Die basal verminderte Konzentration des freien Glycerols ließ sich erneut nachweisen 

(Abb. 13). Ticagrelor inhibierte seinerseits den ADP-Effekt, jedoch nicht statistisch 

signifikant. Dennoch deuten diese Daten darauf hin, dass P2Y12-Antagonisten die durch 

P2Y12-vermittelte verminderte Lipolyserate normalisieren können.   
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Abb. 13: Antagonisierung von P2Y12 in WATi mit Ticagrelor 
Fünfzehn Minuten vor Zugabe von 2MeA wurden 10 µM Ticagrelor (P2Y12-Antagonist) 
hinzugefügt. Es zeigte sich, dass Ticagrelor den durch 2MeA vermittelten Effekt der 
verminderten Glycerolfreisetzung aufhebt, dies war jedoch nicht signifikant (n=3, ±SEM, 
One-way-Anova, Tukey Multiple Comparisons). 
 

 

3.8 Nachweis der mittels CRISPR/Cas 9 vermittelten Deletion des P2Y12-Rezeptors in 

mWA 

 

Um die Auswirkungen des P2Y12-Rezeptors auf die metabolischen Vorgänge in vitro bzw. 

den Ausfall dieser Regulationsmechanismen näher zu untersuchen, sollte mittels 

CRISPR/Cas 9 der Rezeptor partiell ausgeschaltet werden.  

Hierfür sind zwei verschiedene Konstrukte verwendet worden, die zu einer partiellen 

Deletion des P2Y12-Rezeptors geführt haben. Beide Konstrukte zeigten eine signifikante 

Suppression der Rezeptorexpression (Abb. 14 A). 

 

3.8.1 Metabolismus der KO-Zellen in mBA                     

 

In diesem Experiment sollte untersucht werden, inwiefern sich die durch die CRISPR/Cas 

9-Konstrukte verringerte P2Y12-Rezeptor-Expression auf die in den Experimenten zuvor 
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nachgewiesene Verminderung der Lipolyse-Rate und konsekutiv auf die 

Bräunungsmarker des braunen Fettgewebes auswirkte. 

Bei Betrachtung der basalen Lipolyserate zeigte das erste Konstrukt eine tendenzielle 

Steigerung, das zweite Konstrukt eine signifikante Steigerung der basalen 

Glycerolfreisetzung im Vergleich zu nicht mit CRISPR-Konstrukten behandelten Zellen 

(Abb. 14 B). 

Bei Betrachtung der relativen UCP-1-Expression stellte sich ebenfalls eine Tendenz 

(Konstrukt 1) bzw. eine signifikante Steigerung des UCP-1-Gehalts in den CRISPR-Zellen 

dar (Konstrukt 2, Abb. 14 C). Dies entspricht einer verstärkten Bräunung des braunen 

adipozytären Gewebes. 

Zusammenfassend verursachte die partielle Deletion von P2Y12 im mBA eine verstärkte 

basale Lipolyse in mBA, sodass P2Y12 nicht nur die sympathisch vermittelte Lipolyse 

reguliert, wie die Daten aus der murinen Zellkultur indiziert haben, sondern ebenfalls die 

basale Lipolyse. 
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3.9 Die Rolle des aktivierten P2Y12-Rezeptors während der in vitro Lipolyse in hBA 

 

Weitergehend sollte die P2Y12-vermittelte Regulation des humanen adipozytären 

Metabolismus untersucht werden.  

 

Bei Aktivierung des P2Y12-Rezeptors in hMads ließen sich  ähnlich zu den murinen 

braunen Adipozyten keine Unterschiede bezüglich der basalen Lipolyse nachweisen. 

Abb. 14: CRISPR/Cas9 von P2Y12 in mWA und funktionelle Auswirkungen in mBA 
(A) Partielle Deletion des P2Y12-Rezeptors in mWA mittels CRISPR/Cas 9-System 
durch zwei verschiedene Konstrukte und Nachweis mittels Western Blot, normalisiert zur 
Calnexin-Expression (n=3, ±SEM, One-Way-Anova, Tukey Multiple Comparisons). (B-
C) Funktionelle Veränderungen bei partieller P2Y12-Ausschaltung. Die Lipolyserate der 
mit verschiedenen Konstrukten behandelten mBA stieg basal signifikant an (n=3, n=3, 
±SEM, One-Way-Anova, Tukey Multiple Comparisons).                                     
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Unter Noradrenalin-Einfluss sank die Konzentration des freien Glycerols signifikant (Abb. 

15 A). 

Interessanterweise ließ sich der Effekt von P2Y12 hierbei bereits bei niedrigeren 

Konzentrationen von 2MeA im Vergleich zu mBA nachweisen (Abb. 15 B). hMads weisen 

somit ein analoges Reaktionsmuster zu mBA auf. 

 

 

3.9.1 Signaltransduktions-Mechanismen des aktivierten P2Y12-Rezeptors in hMads  

 

Nach Untersuchung des Signalweges für murine braune Adipozyten wurde der 

Transduktionsmechanismus nun für hMads betrachtet. 

Basal zeigte sich eine moderate Verminderung des phosphorylierten Anteils der HSL 

(Abb. 16 A). Bei sympathischer Aktivierung ließ sich ein signifikanter Abfall der pHSL 

nachweisen (Abb. 16 A). 

 

Abb. 15: Regulation der Lipolyse in hBA durch P2Y12-Aktivierung. 
(A) Die gemessene Glycerolfreisetzung bei Stimulation des P2Y12-Rezeptors mit 
verschiedenen Konzentrationen von 2MeA und in An- oder Abwesenheit von NE in 
kultivierten hBA. Betrachtung des Einflusses der Konzentration von 1 µM 2MeA mit und 
ohne 1 µM NE (n=5, ±SEM, One-way-Anova, Tukey Multiple Comparisons). (B) Die 
gemessene Glycerolfreisetzung bei Stimulation des P2Y12-Rezeptors mit 100 nM 2MeA 
mit und ohne 1 µM NE in hMads (n=8, ± SEM, One-way-Anova, Tukey Multiple 
Comparisons). 
Daten (A) erhoben von Dr.rer.nat Laia Reverte-Salisa und (B) Simon Bienert  

A B 
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Die erhobenen Daten aus der Auswertung des cAMP-ELISA korrelierten mit den 

Resultaten des Western Blots, bei noradrenerger Stimulation sank die intrazelluläre 

cAMP-Konzentration um mehr als 50% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 16 B). 

Die P2Y12-gesteuerten Effekte auf den Fettstoffwechsel werden also sowohl murin als 

auch human durch cAMP und den nachgeschalteten Transduktionsweg vermittelt, jedoch 

hautpsächlich bei zuvor erfolgter sympathischer Stimulation. 

 

3.9.2 Die Rolle des aktivierten P2Y12-Rezeptors während der in vitro Lipolyse in hWA 

 

Bei Betrachtung muriner Zellen ließen sich die P2Y12-gesteuerten Regulationen der 

Lipolyse ausgeprägt in weißen Adipozyten nachweisen, hier ist besonders WATi 

hervorzuheben. 

Abb. 16: Signaltransduktionsmechanismen des aktivierten P2Y12-Rezeptors in 
hBA 
(A) Nach halbstündigem Hungern und anschließender Stimulation mit verschiedenen 
Konzentrationen 2MeA sowie mit und ohne 1 µM NE erfolgte die Messung des Anteils 
der pHSL im Verhältnis zur tHSL (n=5, ±SEM, One-way-Anova, Tukey Multiple 
Comparisons). (B) hBA wurden mit IBMX für eine halbe Stunde behandelt und 
anschließend mit 100 nM und 1µM 2MeA mit NE-Stimulation stimuliert. Danach wurde 
die intrazelluläre cAMP-Konzentration photometrisch bestimmt (n=5, ± SEM, One-way-
Anova, Tukey Multiple Comparisons).  
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Die erhobenen Daten aus der humanen Zellkultur zeigten, dass P2Y12 ebenfalls die 

humane Lipolyse in braunen Adipozyten via ADP reguliert. 

Bei Betrachtung der lipolytischen Aktivität von hWA zeigte sich bereits basal eine 

signifikante Verminderung der Glycerolfreisetzung (Abb. 17), die in mWA nicht 

nachweisbar war. 

Durch Sympathikusaktivierung ließ sich eine deutlich herabgesetzte Lipolyserate 

nachweisen (Abb. 17). 

Konsistent zu den zuvor gewonnenen Daten zeigte sich die noradrenerg aktivierte 

Lipolyse auch in hWA vermindert. Interessanterweise wiesen hWA eine herabgesetzte 

Glycerolfreisetzung bereits basal auf. 

 

 

Abb. 17: Regulation der Lipolyse in hWA durch P2Y12-Aktivierung. 
Die gemessene Glycerolfreisetzung bei Stimulation des P2Y12-Rezeptors mit 
verschiedenen Konzentrationen von 2MeA und in An- oder Abwesenheit von 1 µM NE in 
kultivierten hWA. Betrachtung des Einflusses der Konzentration von 1 µM 2MeA mit und 
ohne 1 µM NE. Signifikante Reduktion sowohl basal als auch aktiviert für 100 nM und 1 
µM 2MeA. (n=6 ±SEM, One-way-Anova, Turkey Multiple Comparisons). Daten 
bereitgestellt von Dr.rer.nat Laia Reverte-Salisa. 
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Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass der P2Y12-Rezeptor die Lipolyse negativ 

beeinflusst; dadurch wird die Lipogenese gefördert. Hervorzuheben ist, dass in humanen 

weißen Adipozyten dieser Effekt sowohl ohne als auch mit nordadrenerger Stimulation 

beobachtet wird. Deshalb könnte die Inhibition von P212 in Adipozyten, wie bereits durch 

die partielle Rezeptordeletion via CRISPR/Cas nachgewiesen, helfen, weiße Adipozyten 

in einen lipolytischen Phänotyp (beige Adipozyten) zu transformieren. 
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4. Diskussion 
 

Der P2Y12-Rezeptor wird primär in ausdifferenzierten Adipozyten exprimiert. 

Interessanterweise zeigten mWA, die einem Bräunungsvorgang mittels NE unterzogen 

worden sind (beige Adipozyten) eine geringere P2Y12-Expression als differenzierte WA. 

Des Weiteren konnte die Rezeptorexpression in adipoyztärem Gewebe durch Modulation 

der Außentemperatur einerseits und der Ernährung andererseits beeinflusst werden. In 

den oben genannten Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Signalweg des 

adipozytären P2Y12-Rezeptors sowohl in murinen als auch in humanen Zellen über einen 

Gi-vermittelten Mechanismus mit konsekutiver Anpassung des cAMP-Spiegels und damit 

verbundener (De)Phosphorylierung vor allem der HSL reguliert wird. Die intrazelluläre 

Kalzium-Konzentration hingegen scheint unter basalen Bedingungen in den gewählten 

Konzentrationen nicht von ADP beeinflusst zu werden.  

Bei NE-aktivierter Rezeptorstimulation wurde signifikant weniger cAMP gebildet, sodass 

der Anteil der pHSL und dadurch auch die Menge freien Glycerols im Rahmen der 

Lipolyse reduziert wurde. Dies gilt sowohl für braunes als auch weißes murines und 

humanes Fettgewebe, besonders für hWA und WATi, hier wurde bereits die basale 

Lipolyse nachweisbar supprimiert. Die gewonnenen Daten bei Antagonisierung mit PSB 

0739 zeigten, dass möglicherweise via ADP-vermittelte Effekte von P2Y12 auf den 

adipozytären Stoffwechsel existieren, die nicht auf einer exogenen ADP-Zufuhr beruhen, 

sodass intrazelluläres ADP möglicherweise an der Regulation dieses basalen Tonus 

beteiligt ist und sich der Effekt mittels PSB 0739 antagonisieren lässt.  

Mit Hilfe des CRISPR/Cas 9-Systems konnte der Rezeptor partiell ausgeschaltet und 

gezeigt werden, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe die Glycerolfreisetzung basal 

deutlich gesteigert werden konnte. Darüber hinaus wurde die UCP-1 Expression in 

braunem murinen Fettgewebe signifikant erhöht. 

Die Exprimierung des P2Y12-Rezeptors hauptsächlich in ausdifferenzierten Adipozyten 

indiziert, dass dieser für die präadipoyztäre Zelldifferenzierung nicht essenziell zu sein 

scheint. Diese Ergebnisse fanden sich sowohl für murine als auch humane braune und 

weiße Adipozyten. 
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4.1 Modulation der Rezeptor-Expression 

 

Eine Untersuchung aus dem Jahr 2006 zeigt, dass ATP als Substrat verschiedener P2Y-

Rezeptoren das Zellwachstum bzw. die Zelldifferenzierung von 3T3-L1-Präadipozyten 

nicht wesentlich beeinflusst und unterstützt somit die Beobachtung für P2Y12, dass der 

Rezeptor nicht an der Zelldifferenzierung beteiligt ist (Omatsu-Kanbe et al., 2006). Der 

MAPK-Signalweg, der einen wesentlichen Bestandteil der Zellproliferation und -

differenzierung darstellt (Geest und Coffee, 2009), wird analog zu den 

Voruntersuchungen nicht durch kurzzeitige Stimulation des P2Y12-Rezeptors beeinflusst 

(Abb. 11). 

Von weiterem Interesse ist, wie sich der Rezeptor unter Veränderung der Nahrungszufuhr 

bzw. der Umgebungstemperatur verändert, da besonders Kälte durch sympathische 

Stimulation einen starken Aktivator der Thermogenese darstellt (van Marken Lichtenberg 

et al., 2009). Darüber hinaus wird durch hochkalorische Nahrung die Bildung von UCP-1 

in männlichen Raten gesteigert (Oliver et al., 2007) und ebenso die Synthese anderer 

Bräunungsparameter wie Cidea sowohl in BAT als auch in WAT als Gegenregulation zur 

übermäßigen Fettakkumulation (Garcia-Ruiz et al., 2015). Bei Wildtyp-Mäusen, die 

entweder einer hochkalorischen Diät (HFD) oder einem Kältereiz (KE) von 4 °C 

ausgesetzt worden sind, zeigen sich Veränderungen der Rezeptorexpression (Abb. 6). 

P2Y12 wird in entnommenem BAT und WATi unter hochkalorischer Diät leicht 

hochreguliert, es finden sich jedoch keine signifikanten Änderungen. P2Y12 dient in 

diesem Fall aufgrund seiner Gi-Kopplung mutmaßlich dazu, das übermäßige 

Energieangebot in Form von Fetttröpfchen zu akkumulieren und wird dadurch vermehrt 

exprimiert. In P2Y12-KO-Zellen könnte versucht werden, Bräunungsparameter zu 

bestimmen, um festzustellen, ob P2Y12 an der bei Garcia-Ruiz (2015) beschriebenen 

mutmaßlichen Hochregulation dieser Parameter beteiligt ist. 

Im Gegensatz dazu wird P2Y12 in Kälte exponierten Mäusen in allen drei Fett-

Gewebetypen runterreguliert, besonders stark ist dieser Effekt in BAT sichtbar. Unter 

diesen Bedingungen steht besonders die Fettverbrennung bzw. die Thermogenese im 

Vordergrund, sodass P2Y12 als Lipolyse-Inhibitor vermindert exprimiert wird. Weitere 

Experimente sind nötig, um festzustellen, ob die dadurch gesteigerte cAMP-Bildung zu 
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einer vermehrten Expression beispielsweise von UCP-1 in vivo sowohl in BAT als auch in 

WATi in Form einer verstärkten Bildung beigen Fettgewebes führt. 

Die durch Kältereize erzeugte Sympathikus-Aktivierung bedingt eine verstärkte 

Katecholamin-Ausschüttung und dadurch eine erhöhte intrazelluläre cAMP-

Konzentration, die essenziell für die Thermogenese sind (Cannon und Nedergaard, 

2004). Für P2Y12 konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des Rezeptors gegenteilig 

zu einem signifikanten Abfall der intrazellulären cAMP-Konzentration sowohl in murinen 

als auch humanen Adipozyten führt. 

Eine Möglichkeit besteht darin, dass zur Steigerung der cAMP-Synthese der Gi-

gekoppelte P2Y12-Rezeptor vermindert synthetisiert wird. 

 

4.2 Einfluss des sekundären Botenstoffes cAMP 

 

cAMP stellt einen zentralen Regulationspunkt sowohl der basalen als auch der 

stimulierten Lipolyse dar (Lafontan et al., 2000). Eine andere Studie beschreibt ebenfalls, 

dass bei Inhibition des P2Y2-Rezeptors die basale Lipolyse deutlich gesteigert wird, 

indem vermehrt cAMP synthetisiert wird (Ali et al., 2018). 

Die Untersuchungen zu P2Y12 haben ergeben, dass die intrazellulären cAMP-Spiegel in 

murinen und humanen braunen Adipozyten bei NE-Stimulation signifikant supprimiert 

wurden (Abb. 8 und 16). Zusätzlich zeigten sich diese Effekte ebenfalls bei Betrachtung 

von ex vivo WAT-Studien und könnten durch Ticagrelor-Inhibition aufgehoben werden.   

Zur weiteren Evaluation können die intrazellulären cAMP-Spiegel bei P2Y12-KO-Mäusen 

bestimmt werden, um eine mögliche Steigerung der cAMP-Konzentration bei 

ausgeschaltetem Gi-Rezeptor zu untersuchen. 

 

4.3 Intrazelluläre Kalziumkonzentration 

 

Ali et al. (2018) führten weiter aus, dass bei pharmakologischer Behandlung des P2Y2-

Rezeptors mit ATP, ADP sowie UDP in humanen weißen Adipozyten eine deutlich 

gesteigerte intrazelluläre Kalzium-Aufnahme besteht und P2Y12 eine regulierende 

Funktion zugeschrieben wird. Die beschriebene Kalziumumverlagerung von extra- nach 

intrazellulär bedingt eine negative Rückkopplung der Expression der Adenylatcyclase-
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Isoformen 5 und 6, sodass weniger cAMP gebildet wird und dementsprechend die 

Lipolyserate sinkt.  

In einer weiteren Studie wurde die ähnliche Beobachtung gemacht, dass eine Steigerung 

des intrazellulären Kalziums in braunen Adipozyten durch P2Y-Rezeptoren vermittelt wird 

(Lee et al., 2005). Bei Betrachtung des Einflusses des P2X7- und des P2Y11-Rezeptors 

in Bezug auf die Migration von tumorösen Endothelzellen wurde gezeigt, dass die cAMP-

Bildung durch die intrazelluläre Kalzium-Konzentration beeinflusst wird (Avanzato et al., 

2016). Der Einfluss von 2MeA auf den basalen intrazellulären Kalzium-Spiegel konnte 

nicht nachgewiesen werden (Abb. 9). Ein deutlicher Unterschied zwischen den 

Experimenten besteht in der Gewebeart sowie in den verwendeten ADP-Konzentrationen. 

Während für das Experiment 3.3 murines braunes Fettgewebe und eine 2MeA-

Konzentration von 100 nM bzw. 1 µM verwendet wurden, sind bei Ali et al. humane weiße 

Adipozyten sowie eine deutlich höhrere Konzentration von 10 µM ADP benutzt worden. 

Bei Ali et al. sind die Zellen zudem für weitere 30 Minuten mit dem jeweiligen Substrat 

inkubiert worden, bevor die Kalziumkonzentration gemessen wurde. Dies ist in dieser 

Studie nicht der Fall und stellt eine Möglichkeit dar, dass längere Inkubationszeiten mit 

höheren ADP-Konzentrationen, die dann jedoch nicht mehr als physiologisch einzustufen 

sind, verwendet werden, um den intrazellulären Kalzium-Einstrom zu erzeugen. Zudem 

könnte zur weitergehenden Untersuchung die Messung des intrazellulären 

Kalziumspiegels nach stattgehabter sympathischer Aktivierung erfolgen, sodass mögliche 

moderate Unterschiede in basalen Bedingungen unter NE-Stimulation besser dargestellt 

werden können, analog zu den Ergebnissen des Einflusses von P2Y12 auf die Lipolyse. 

 

4.4 Einfluss von P2Y12 auf den Fettstoffwechsel 

 

Bei Antagonisierung des P2Y12-Rezeptors zeigte sich eine signifikante Steigerung der 

basalen Lipolyse bei alleiniger Stimulation mit PSB 0739 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(Abb. 10). In hWA sowie in WATi zeigt sich zudem die basale Lipolyse reduziert, sodass 

vermutet werden kann, dass P2Y12 ebenfalls an der Regulation der basalen Lipolyse 

beteiligt ist. Dies ist konsistent zu den Beobachtungen anderer Studien, dass ein basaler 

Kalzium-Tonus (ergo ein erniedrigter ATP/ADP-Spiegel) die basale Lipolyse supprimiert. 
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Dass besonders hWA und WATi sensibel auf eine ADP-Stimulation reagieren, liegt 

möglicherweise darin begründet, dass diese Zellen bzw. dieses Gewebe eine verminderte 

Dichte an Mitochondrien aufweisen und die intrazellulären cAMP-Konzentrationen nach 

sympathischer Aktivierung nicht derart hochreguliert werden, dass die 2MeA-vermittelten 

Effekte partiell maskiert werden. Ein weiterer Grund könnte sein, dass die Hauptfunktion 

der weißen Adipozyten die Fetteinlagerung ist und deshalb mehr Mechanismen, die die 

Lipogenese garantieren, exisitieren als in BAT. 

 

Zudem supprimiert P2Y12 nicht nur die basale, sondern auch die mittels NE stimulierte 

Lipolyse in kultivierten murinen und humanen Adipozyten als auch im Fettgewebe. 

Methodisch zeigten sich experimentelle Unterschiede hinsichtlich des Ablaufes sowohl 

der in-vitro- als auch der ex vivo- Lipolyse. 

Gallardo-Montejano et al. benutzten für die ex vivo Lipolyse Forskolin (Fsk), einen 

pflanzlich gewonnenen cAMP-Stimulator. Forskolin wurde in einer Konzentration von 10 

µM für eine Gesamt-Einwirkzeit von 2 Stunden mit einer Zugabe von frischem Fsk nach 

einer Stunde eingesetzt. Durch die nicht human-endogene Herstellung von Forskolin lässt 

sich keine Aussage über die Anwendbarkeit auf die Physiologie des Menschen treffen. 

Noradrenalin hingegen als im Nebennierenmark produziertes Katecholamin ist ein 

sympathischer Neurotransmitter. Die verwendeten Konzentrationen von 10 nM und 1 µM 

NE für die in vitro bzw. ex vivo Lipolyse hingegen ergeben umgerechnet Konzentrationen 

von unter 275 ng/l, die als physiologisch eingestuft werden (Labor Lademannbogen, Labor 

Dr. Wisplinghoff). 

 

4.5 HSL als zentrales Enzym der sympathisch stimulierten Lipolyse 

 

Miyoshi et al. (2008) haben demonstriert, dass vor allem die ATGL maßgeblich für die 

Regulation der basalen Lipolyse verantwortlich ist, nicht die HSL. P2Y12 reguliert 

hauptsächlich die noradrenerg stimulierte Lipolyse, sodass mutmaßlich die HSL das 

Zielenzym darstellt. Die Regulation der ATGL hingegen erfolgt ähnlich wie bei der HSL 

über Proteinkinase A vermittelte Phosphorylierung. Hierbei wird die Aktivität der ATGL 

über das Membranprotein Perilipin 5, das PKA abhängig reguliert wird, gesteuert (Wang 

et al. 2011). 
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In hWA und WATi ließ sich bereits eine Suppression der basalen Lipolyse feststellen, 

sodass P2Y12 ebenfalls die ATGL zu regulieren scheint. Korrelierend hierzu steigert der 

selektive P2Y12-Inhibitor PSB 0739 bei alleiniger Zugabe die basale Lipolyse, sodass 

mutmaßlich basale, tonische ADP-Konzentrationen hier eine entscheidende Rolle 

spielen. 

Wang et al. (2009) erläuterten, dass für die Aktivierung der HSL sowohl die Bindung an 

Membranproteine der Fetttröpfchen als auch die PKA-abhängige Phosphorylierung 

notwendig sind.  

Die Bedeutung der HSL besonders für die stimulierte Lipolyse zeigten Pajed et al. (2021), 

indem die HSL adipozytenspezifisch ausgeschaltet wurde und anschließend die 

Lipolyserate sowohl in vivo als auch ex vivo bestimmt wurde. Die basale 

Glycerolfreisetzung wurde signifikant reduziert, vor allem jedoch die mit einem ß-3-

Agonisten (in vivo) bzw. Isoproterenol (ex vivo) stimulierte Lipolyse.  

Ein kompletter Wegfall der adipozytenspezifischen HSL führte in diesem Fall zu einer 

Lipiddystrophie mit konsekutiver Steatosis hepatis aufgrund einer stark gesteigerten 

Lipogenese. 

Aufgrund der zentralen Rolle der HSL im sympathisch gesteuerten, lipolytischen 

Stoffwechsel wurde ebenfalls der Phosphorylierungsstatus der HSL via Western Blot 

betrachtet. Besonders in hMads ließ sich besonders für die mit NE stimulierte Lipolyse 

eine deutliche Reduktion des phosphorylierten Anteils feststellen und korreliert mit der 

signifikanten Reduktion des intrazellulären cAMPs, ebenfalls besonders für die NE-

aktivierte Lipolyse. Diese beobachtete Regulation der HSL via cAMP ist konsistent mit 

anderen Experimenten bezüglich der G-Protein vermittelten Kontrolle der HSL (Yanes-

Carmen und Victor, 2006). Weiterführend sollte eine Untersuchung von P2Y12-KO-

Mäusen erfolgen, um zu untersuchen, inwiefern sich der Anteil der pHSL im Vergleich zu 

der Kontrollgruppe unterscheidet, um eine verstärkte lipolytische Aktivität zu 

differenzieren. 

 

4.6 Sympathische Stimulation 

 

Eine Problematik in der Betrachtung der aktivierten Lipolyse bzw. in der Western-Blot-

Detektion bestand darin, dass das verwendete Noradrenalin als hochpotenter Aktivator 
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der Adenylatcyclase zu einer massiven cAMP-Produktion führte, sodass der NE-Effekt zu 

dominant war, um Unterschiede in der Behandlung mit 2MeA darzustellen. Dies zeigte 

sich besonders in der Lipolyse sowie im Western-Blot für murine braune Adipozyten bei 

Verwendung von 1 µM NE, da dort die Effekte des 2MeA nicht oder nur dezent sichtbar 

wurden. Bei Reduktion der NE-Konzentration auf 10 nM konnte die Senkung der 

Glycerolfreisetzung sowie der cAMP-Spiegel verdeutlicht werden. Dieses Problem stellte 

sich nicht bei Behandlung der mWA, hWA und hBA als auch des Gewebes selbst dar. 

Eine Ursache liegt sicherlich in der deutlich höheren Beta-Rezeptor-Expression der 

kultivierten (murinen) braunen Adipozyten, gerade durch die Stimulation des ß3-

Rezeptors, die zu einer erhöhten cAMP-Produktion führt (Bornikov et al., 2003; Cannon 

und Nedergaard, 2004; Pfeiffer und Hoffmann, 2015). Allerdings weisen die in dieser 

Studie verwendeten hBA im Gegensatz zu mBA geringe intrazelluläre cAMP-

Konzentrationen auf, trotz vorheriger IBMX-Stimulation.  

Die hier verwendeten hMads wurden aus humanen multipotenten Vorläufzellen unter 

geeigneter Stimulation differenziert, sodass diese Eigenschaften des weißen 

Fettgewebes aufweisen können, gleichzeitg jedoch UCP-1 exprimieren und somit in erster 

Linie als beige Zellreihe zu werten sind. Diese stellen also kein Äquivalent zu aus 

hauptsächlich Mfy5 + -positiven Vorläuferzellen gebildeten humanen braunen Adipozyten 

dar und weisen somit ebenfalls Unterschiede zu murinen braunen Adipozyten auf, die 

dem interskapularen braunen Fettgewebe von Mäusen entnommen und kultiviert worden 

sind. Zudem wiesen die hMads keine derartige Konfluenz von ausdifferenzierten 

Zellverbänden auf wie die der mBA, sodass zur Stimulation der aktivierten Lipolyse in 

humanen Zellen höhere NE-Konzentrationen benötigt wurden. Diesbezüglich ist ein 

Abgleich mit originären interskapulären bzw. zervikalen hBA interessant, um eine 

adäquate Aussage in Bezug auf den Einfluss von P2Y12 auf hBA zu treffen. 

Während in braunen Adipozyten selbst vor allem der ß3-Rezeptor vorherrscht, befindet 

sich im umgebenden Bindegewebe, besonders in den Gefäßen, mit einem hohen Anteil 

der ß2-Rezeptor (Cannon und Nedergaard, 2004). Darüber hinaus ist Fett ein stark 

immunlogisch aktives Gewebe und wird in seinem Wachstum bzw. seiner Struktur durch 

Immunzellen moduliert (Gallerand et al., 2021). Harms und Seale (2013) beschreiben, 

dass die Differenzierung von weißen zu beigen Adipozyten stark vom Nervensystem und 

anderen Faktoren beeinflusst wird, sodass Fettgewebe multifaktoriell reguliert wird und 
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diverse weitere Einflüsse auf den adipozytären Metabolismus neben der (nor)adrenergen 

Stimulation existieren. 

4.7 CRISPR/Cas 9 

 

Der Gi-gekoppelte P2Y12-Rezeptor stellt folglich einen wichtigen Regulationspunkt 

sowohl der basalen, besonders jedoch der sympathisch stimulierten Lipolyse in braunen 

und weißen Adipozyten dar, sowohl für murine als auch für humane Zellen. Um die 

Bedeutung des Rezeptors weiter zu evaluieren, wurde dieser mit Hilfe des CRISPR/Cas 

9-Systems in murinen Zellen in vitro partiell ausgeschaltet und die Auswirkungen sowohl 

auf die Lipolyse als auch auf die Markerproteine des braunen Fettgewebes wie etwa UCP-

1 betrachtet.  

Die Zellen wurden nach Zugabe der Viren mit Puromycin behandelt, um nicht-

transduzierte Zellen gezielt auszuschalten. Die Zellen wurden für 48 Stunden mit 

Puromycin inkubiert und anschließend bis zur Konfluenz gezüchtet, hier lag der Anteil 

erfolgreich tranduzierter Zellen bei jeweils ungefähr 40 %. In einer anderen Studie aus 

dem Jahr 2016 wurden die transfektierten Zellen für vier Tage mit Puromycin behandelt 

und nach Selektion für drei weitere Wochen wachsen gelassen. Hiermit konnte ein Anteil 

circa 96% erfolgreich behandelter Zellen erreicht werden. Der Nachweis erfolgte via 

FACS-Analyse (Schmidt-Burgk et al., 2016). 

 

Die erreichte Reduktion wies jedoch bereits Unterschiede im Metabolismus als auch bei 

Betrachtung der Bräunungsparameter nach. Die Bildung freien Glycerols konnte bereits 

basal in beiden Konstrukten mehr als verdoppelt werden. P2Y12 beeinflusst also nicht nur 

die aktivierte Lipolyse via cAMP-Regulation, sondern ebenfalls die basale. Wie bereits 

erläutert, stellt P2Y12 einen Regulator des intrazellulären Kalzium-Haushalts in humanen 

Adipozyten dar (Ali et al., 2018). Durch Wegfall dieses Regulators lässt sich ein möglicher 

Transduktionsmechanismus darstellen: Durch die verminderte P2Y12-Expression kann 

der basale Kalzium-Tonus nicht suffizienzt aufrecht erhalten werden und führt 

dementsprechend zur Aufhebung der negativen Regulation der Adenylatcyclasen 5 und 

6, sodass die Inhibition der cAMP-Synthese wegfällt und die Lipolyse gefördert wird. Eine 

Studie aus dem Jahr 2020 schaltete alle Gi-gekoppelte Rezeptoren in murinen Adipozyten 
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mittels Adiponektin-Cre-Technik aus und stellte ebenso eine basal deutlich gesteigerte 

Lipolyse sowie eine erheblich vermehrte Expression der pHSL fest (Wang et al., 2020). 

Gleichzeitig beobachteten Wang et al. (2020), dass die deutlich vermehrte Freisetzung 

freier Fettsäuren zu einer verstärkten Insulinresistenz und einer Steatosis hepatis führten. 

Dies sind Pathomechanismen, die sich derart im Rahmen der Adipositas bzw. das 

metabolischen Syndroms finden lassen, die ebenfalls unter anderem auf einer Erhöhung 

der freien Fettsäuren beruhen, die wiederum eine Inflammation mit Insulinresistenz 

begünstigen (Klöting et al., 2010).  

Folglich wären weitere eigene Experimente nötig, um die Auswirkungen der partiellen 

Ausschaltung des P2Y12-Rezeptors auf die Insulinsensitivität bzw. weitere assoziierte 

metabolische Veränderungen darzustellen. 

 

Neben der gesteigerten Lipolyse stellte sich in den transfizierten murinen braunen 

Adipozyten eine signifikante Erhöhung von UCP-1 dar, ohne vorherige noradrenerge 

Stimulation. Die partielle Ausschaltung des P2Y12-Rezeptors führt ergo zu einer 

verstärkten Bräunung des Fettgewebes. Leiss et al. (2020) fanden heraus, dass bei einer 

Deletion einer Isoform eines Gi-gekoppelten Rezeptors in murinen Adipozyten unter NE-

Stimulation der cAMP-Anstieg deutlich stärker ausfiel als bei Mäusen, die die Rezeptor-

Isoform noch besaßen. cAMP als essentieller Bestandteil für die Differenzierung von 

braunen Adipozyten (Reverte-Salisa et al., 2019) wird also in den CRISPR-Zellen 

vermehrt synthetisiert und könnte so als Stimulator für eine vermehrte Bräunung dienen, 

die sich in den erhöhten UCP-1-Spiegeln darstellt. 

Die in den murinen braunen CRISPR-Zellen nachgewiesene verstärkte UCP-1 

Expression unterstützt diese Ergebnisse, dass cAMP einen wesentlichen Bestandteil in 

der Regulation der Differenzierung von beigem bzw. braunem Fettgewebe darstellt.  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mehrere Studien cAMP als zentralen Regulator 

und die HSL als zentrales Enzym des (sympathisch aktivierten) Fettstoffwechsels 

ansehen und dies ebenfalls auf den Signalweg für P2Y12 zutrifft. In den verwendeten 

Konzentrationen von 2MeA ließ sich in der eigenen Studie jedoch kein signifikanter 

Kalziumanstieg beobachten. Ein möglicher Erklärungsansatz sind die in dieser Studie 
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verwendeten, geringeren ADP-Konzetrationen. Weiterführend sollten Messungen nach 

sympathischer Stimulation erfolgen. 

Des Weiteren konnte mit Hilfe des CRISPR/Cas 9-Systems der Rezeptor partiell 

ausgeschaltet werden, sodass die Lipolyse gesteigert und die Bräunungsparameter - in 

diesem Fall UCP-1 - der murinen braunen Adipozyten vermehrt synthetisiert werden 

konnten. Andere Studien unterstützen dieses Ergebnis insofern, als dass der Wegfall 

eines Gi-gekoppelten Rezeptors zu einem deutlichen cAMP-Anstieg führt, der essenziell 

für die Differenzierung von braunen Adipozyten ist. Weiterführende Experimente 

besonders in vivo sind nötig, um die Rolle von P2Y12 in Bezug auf Einflüsse des 

extraadipozytären Gewebes, besonders des vaskulären sowie des neuronalen Systems, 

zu untersuchen. Darüber hinaus sollte die Insulinsensitivität betrachtet werden, um 

Auswirkungen auf den Glukose-Stoffwechsel darstellen zu können. 

Zusätzlich kann der analoge CRISPR-Versuchsaufbau für den humanen P2Y12-Rezeptor 

verwendet werden, um Auswirkungen auf den Fettstoffwechsel im Menschen ableiten zu 

können. 
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5. Zusammenfassung 
 

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der P2Y12-Rezeptor sowohl in 

ausdifferenzierten murinen als auch in humanen braunen und weißen Adipozyten 

exprimiert wird. Die Expression ließ sich sowohl durch Ernährung als auch durch die 

Umgebungstemperatur verändern. Bei Aktivierung durch 2MeA, vor allem in 

Zusammenspiel mit noradrenerger Stimulation, wurde die Lipolyserate sowohl in vitro als 

auch ex vivo signifikant vermindert. Diese Daten indizieren eine neuartige Rolle von 

P2Y12 in der Regulation der Lipolyse in Fettgewebe. Hervorzuheben ist, dass die hier 

präsentierten Daten indizieren, dass P2Y12 eine potenziell entscheidende Rolle in der 

Pathogenese der Adipositas darstellt, indem die Lipolyse bereits unter basalen 

Bedingungen supprimiert wird (Abb. 16). Gerade die partielle Deletion des Rezeptors mit 

einer hierdurch deutlich gesteigerten basalen Lipolyse sowie einer vermehrten UCP-1 

Expression in braunen Adipozyten lässt P2Y12 als ein mögliches, noch nicht erforschtes 

Ziel der pharmakologischen Behandlung der Adipositas erscheinen. Hierfür stehen zurzeit 

hauptsächlich die Verminderung der Kalorienzufuhr, verschiedene Diäten und 

intensivierter Sport im Vordergrund. Medikamentöse Ansätze sind zurzeit vor allem 

ergänzende Ansätze, um den Gewichtsverlust zu unterstützen. Durch Entdeckung des 

braunen Fettgewebes und induzierbaren weißen Fettzellen zur Bildung von beigen 

Adipozyten entstehen verschiedene neue pharmakologische Ziele, um die 

Differenzierung hin zu deutlich stoffwechselaktiveren braunen Adipozyten zu fördern. 

Intrazelluläre cAMP-Konzentrationen stellen hierbei einen zentralen Angriffspunkt dar. 

P2Y12 greift als Gi-gekoppelter Rezeptor in diesen Mechanismus ein. 

In der Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen besitzen P2Y12-Inhibitoren bereits einen 

hohen Stellenwert. Für den Einsatz zur Adipositas-Therapie sind diese Wirkstoffe noch 

nicht zugelassen und müssten in ihrer chemischen Struktur bzw. Zusammensetzung 

derart verändert werden, dass die Thrombozytenaggregation nicht beeinflusst wird, um 

Komplikationen in Form von Blutungen zu vermeiden. Zur weiteren Erforschung des 

P2Y12-Rezeptors ist eine adipozytenspezfische Deletion des P2Y12-Rezeptors 

notwendig, um etwaige extraadipozytäre Einflüsse differenzieren zu können.  

Gerade jedoch die Tatsache, dass P2Y12 bereits ein pharmakologisches Ziel darstellt, 

lässt hoffen, dass in Zukunft weitere Wirkstoffe entwickelt werden können, um die gezielte 
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medikamentöse Therapie neben der Kalorienreduktion und Diäten als einen 

Hauptbestandteil der Adipositas-Behandlung zu etablieren. 

  

Abb. 18 Die Rolle des P2Y12-Rezeptors in adipozytärem Gewebe: 
Der P2Y12-Rezeptor senkt die Lipolyserate sowohl in braunen als auch in weißen 
Adipozyten, in murinen und in humanen Zellen in vitro. Der Transduktionsmechanismus 
besteht in der Regulation der intrazellulären cAMP-Konzentration. Ex vivo zeigt sich 
ebenfalls eine deutlich verminderte Glycerolfreisetzung, besonders in WATi. P2Y12-
Antagonisten sind in der Lage, die ADP-vermittelten Effekte von P2Y12 zumindest 
teilweise aufzuheben, zeigen basal jedoch bereits ein vermehrte Glycerol-
Konzentration. Die Zelldifferenzierung bzw.-Proliferation wird durch Akutstimulation 
nicht beeinflusst. Durch Ausschaltung des Rezeptors wird die basale Lipolyse deutlich 
gesteigert und die UCP-1-Expression in mBA verstärkt. 
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