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Abkirzungsverzeichnis

AR Androgenrezeptor(en)

BPH benigne Prostatahyperplasie
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
COX-2 Cyclooxygenase-2

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan

DES Diethylstilbestrol

E2 17B-Estradiol

ED endokrine Disruptoren

ER Ostrogenrezeptor(en)

Gen Genistein

GnRH Gonadotropin Releasing Hormone
HDL High-Density-Lipoprotein

HE Hamatoxylin-Eosin
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LH luteinisierendes Hormon

Lin Linuron

4-MBC 4-Methylbenzylidencampher
MCF-7 Michigan Cancer Foundation

oMC Octylmethoxycinnamat

orx Orchidektomie, orchidektomiert
PIN prostatische intraepitheliale Neoplasie
8-PN 8-Prenylnaringenin

Pro Procymidon

Res Resveratrol

sf sojafrei

SHBG Sexualhormon bindendes Globulin
T Testosteron

T3 Trijodthyronin

T4 Thyroxin

TSH Thyreotropin stimulierendes Hormon



1. Einleitung

1.1 Allgemeines Uber endokrine Disruptoren
Als endokrine Disruptoren werden Substanzen bezeichnet, die mit dem endokrinen

System des Menschen oder der Tiere interferieren kbnnen.

Das endokrine System spielt eine essentielle Rolle in der Regulation aller
metabolischen, reproduktiven, nutritiven und Verhaltensprozesse des Menschen, so
dass Eingriffe in dieses System zu Storungen mit schwerwiegenden Folgen fir die
Gesundheit des Organismus fuhren kdnnen (http://www.who.int 2002). Menschen
und andere Lebewesen sind einer ganzen Reihe von endokrinen Disruptoren
entweder durch direkte Exposition oder Uber die Nahrungskette ausgesetzt.

Dazu gehort eine Vielzahl von chemischen Klassen, einschliel3lich nattrlicher und
synthetischer Hormone, Inhaltsstoffe bestimmter Pflanzen, Pestizide (DDT,
Endosulfan, Toxaphen, Nitrophen, Mancozeb), Stoffe, die in der Plastikindustrie
Verwendung finden (Phthalate, Bisphenol A), Lichtschutzmittel, Kosmetika, einiger
Schwermetalle wie z. B. Blei, Quecksilber oder Kadmium, sowie vieler gewdhnlicher
Konsumprodukte (Alkylphenole). Diese potentiell hormonell aktiven
Umweltchemikalien weisen eine enorme  Strukturdiversitat und unterschiedliche
endokrine Potenz auf. Sie kbnnen in Blut oder Urin praktisch eines jeden Menschen

oder Tieres nachgewiesen werden.

Es sind verschiedene Mechanismen bekannt, wie endokrine Disruptoren das
endokrine System eines Lebewesens modulieren und potentiell schadliche Effekte
auslosen konnen. Dabei kann es sich nicht nur um direkte rezeptorvermittelte
hormonelle Wirkungen (agonistische oder antagonistische) durch Bindung an
entsprechende Hormonrezeptoren handeln. Auch kdnnen endokrine Disruptoren
durch Hemmung der Synthese von Hormonen oder deren Rezeptoren, Stérung der
Sekretion oder des Transports, Veranderungen im Hormonmetabolismus (Brevini et
al. 2005), oder durch Hemmung von Enzymen, wie z. B. 5a-Reduktase (Evans et al.
1995) oder Aromatase (Adlercreutz et al. 1993) ihre Wirkung entfalten.

Das allgemein giltige Konzept der rezeptorvermittelten Antwort beschreibt die
Bindung eines Hormons an einen Rezeptor an der Zelloberflache, im Zytoplasma
oder im Zellkern mit anschlieRender Kaskade komplexer Ereignisse, die letztlich zur

Veranderung der fur bestimmte Hormone charakteristischen Genexpression fuhren.


http://www.who.int/

Innerhalb der endokrinen Disruptoren unterscheidet man zwischen Substanzen mit
hauptséachlich antiandrogenen Wirkungen (dazu gehéren vor allem Pestizide und
Lichtschutzmittel) und solchen mit 6strogendhnlichen Eigenschaften (hierzu zéhlen
vor allem Phyto6strogene und Plasticizer), so dass in erster Linie ihre Wirkungen in
Geweben des weiblichen und méannlichen Reproduktionstraktes auffallen. Da aber
Sexualsteroidrezeptoren, an die die endokrinen Disruptoren binden, in nahezu allen
Korperzellen vorkommen, sind auch Effekte in anderen Geweben des Organismus
maoglich. Daneben existieren auch weitere Verbindungen mit Wirkungen auf das

Endokrinium, wie z. B. Dioxine oder Phthalate (Svechnikov et al. 2005).

Die Wirkungen der endokrinen Disruptoren kdnnen sehr vielfaltig sein, jedoch sind
deren Wirkungen am Urogenitaltrakt von besonderer Bedeutung. Dieses
Organsystem ist in besonderem MalRe auf physiologische hormonelle Regulation
angewiesen und in seiner Entwicklung besonders sensibel gegeniber mdglichen
Stérungen im Hormonhaushalt. Aufgrund ihrer Hormonabhangigkeit weisen Gewebe
und Organe des Reproduktionstraktes auch tber die Pra- und Perinatalperiode
hinaus, bis ins hohe Erwachsenenalter hinein, eine erhdhte Vulnerabilitdt in Hinsicht
auf Eingriffe in ihre hormonelle Regulation auf (Brevini et al. 2005).

Der Einsatz der Pestizide in der Landwirtschaft ist weit verbreitet, so dass der
Mensch Uber die Nahrungskette exponiert ist. Auch fuhrt die Verwendung von
Stoffen mit endokrinem Potential in der Herstellung von Plastikprodukten zur
permanenten Exposition. Viele Kosmetika enthalten Substanzen, die zu endokrinen
Disruptoren gerechnet werden kénnen, so dass hier systemische Wirkungen durch

dermale Resorption moglich sind.

In den letzten Jahrzehnten beobachtet man bei ménnlichen Neugeborenen eine
steigende Inzidenz der genitalen Malformationen wie Hypospadie, Maldescensus
testis, hypoplastische Hoden, unterentwickelte Samenblaschen und Vasa deferentia,
Verkirzung der anogenitalen Distanz und andere Storungen (Sultan et al. 2001,
Swan et al. 2005). Diese Tatsache fiuihrte zu der Annahme, dass pranatale Exposition
gegenuber endokrinen Disruptoren hierbei eine Rolle spielt. Es ist zu vermuten, dass
endokrine Disruptoren mit ihren antiandrogenen und 0Ostrogenen Wirkungen zu
Storungen in der Entwicklung und Differenzierung der mannlichen Sexualorgane

fuhren.



Auch sind Wirkungen einiger endokrinen Disruptoren auf die Samenblase
erwachsener Manner beschrieben worden. Dabei konnten nicht nur
Gewichtsveranderungen des Organs beobachtet werden (Kang et al. 2004), sondern
auch eine ganze Reihe anderer Veranderungen, darunter generelle Atrophie,
Abnahme der exokrinen Sekretion, epitheliale Dysplasien, Stoérungen der

Histoarchitektur, sowie leukozytére Infiltration (Hendry et al. 2006).

Auch bei Frauen wird eine steigende Inzidenz genitaler Fehlbildungen und
funktioneller Stérungen beobachtet. Die Anzahl der Neuerkrankungen wie Prostata-

und Mammakarzinom nimmt ebenfalls zu (Maffini et al. 2006).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass die Mdglichkeit der Entstehung
funktioneller Stérungen oder neoplastischer Veranderungen bei langfristiger

Exposition mit endokrin aktiven Substanzen gegeben ist.

Phytotstrogene sind Substanzen pflanzlichen Ursprungs mit 6strogener Potenz. Sie
konnen in vier Gruppen subklassifiziert werden: Isoflavonoide, Flavonoide, Stilbene
und Lignane. Sie sind ubiquitar vorhanden, in ihrer Struktur sehr heterogen und

erfahren einen komplexen Metabolismus.

Ostrogenahnliche Eigenschaften bestimmter Pflanzen wurden bereits vor mehr als
50 Jahren erkannt. So hat man in den 1940iger Jahren in Australien ein
Infertilitatssyndrom bei Schafen beobachtet, und eine Korrelation zwischen dem
Syndrom und dem Konsum von Klee, der reich an Isoflavonen Genistein, Daidzein,
Formononetin und Biochanin ist, festgestellt (Bennets et al. 1946, Adams 1995).

Viel spater fuhrten die Ergebnisse zahlreicher epidemiologischer und experimenteller
Studien zu der Annahme, dass der Konsum phytodstrogenreicher Nahrung protektive
Wirkung auf einige 0strogenassoziierte Zustande und Erkrankungen hat, wie z. B.
Menopause (Baird und Umbach 1995), Prostata- (Denis et al. 1999) und
Mammakarzinom (Lee et al. 1991), Osteoporose (Potter et al. 1998) oder kardio-
vaskulare Erkrankungen (Bakhit et al. 1994).

Inzwischen finden einige Phytodstrogene bereits Anwendung in der Prophylaxe und
Behandlung postmenopausaler Beschwerden als Alternative zur Kklassischen

Hormonersatztherapie mit ihren zum Teil schweren Nebenwirkungen Die Ergebnisse



verschiedener Studien zum Einsatz von Phytodstrogenen in der Postmenopause
sind nicht einheitlich, und zur Zeit Gegenstand intensiver Diskussionen (Wuttke et al.
2003, 2006, Raus et al. 2006).

1.2 Allgemeines Uber Steroidhormonrezeptoren und Sexualsteroide
Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese von Steroidhormonen dient das

Cholesterol. Physiologische Effekte samtlicher Steroidhormone werden Uber
spezifische intrazellulare Rezeptoren und anschlieBende Anderung der Transkription
spezifischer Gene vermittelt (Knobil und Neill 1988).

Zur Superfamilie der nukledren Hormonrezeptoren gehdren beide Typen der
Ostrogenrezeptoren, der Androgenrezeptor, der Progesteronrezeptor, der
Mineralokortikoidrezeptor, der Glukokortikoidrezeptor, der Vitamin-D-Rezeptor, der
Retinolsaurerezeptor und Schilddriisenhormonrezeptoren.

In der inaktiven Form liegen diese Rezeptoren gebunden an die Hitzeschockproteine
(Hsp 90) vor. Nach Bindung des Hormons an den jeweiligen Rezeptor, dissoziieren
die Hitzeschockproteine ab und der Rezeptor dimerisiert (Neckers und lvy 2003).
Nach der Dimerisierung erfolgt der Transport des nun aktivierten und als
Transkriptionsfaktor fungierenden Rezeptors in den Zellkern, wo es schlief3lich zur
Bindung des Rezeptors an spezifische Basensequenzen der DNA und zur Anderung

des Genexpressionsmusters kommt.

1.2.1 Ostradiol und Ostrogenrezeptoren
Ostradiol ist das starkste natirliche Ostrogen. Daneben gehéren Ostron und Ostriol

zu den wichtigsten Ostrogenen.

Ostrogene beeinflussen Funktion, Wachstum und Differenzierung von vielen
Geweben. Transkription vieler Gene wird durch Ostrogen entweder verstarkt oder
inhibiert (Dobrzycka et al. 2003).

Auch werden Apoptoseinhibition, Stimulation der Tumorinvasion und der
Metastasierung, sowie Forderung der Angiogenese durch 6strogenregulierte Gene
vermittelt (Kent Osborne und Schiff 2005).

Zu den Zielgeweben der Ostrogene gehoren Gewebe des weiblichen und
mannlichen Reproduktionstraktes: Mamma, Uterus, Vagina, Ovar (hier proliferative

Wirkungen), Testes, Nebenhoden, Prostata (Korach et al. 1994). Daneben sind



zahlreiche extragenitale Wirkungen der Ostrogene bekannt (Harris et al. 2002, Deroo
und Korach 2006, Erlandsson et al. 2001, McEwen und Alves 1999).

Auch in der Physiologie des Mannes spielen Ostrogene eine wichtige Rolle.
Ostrogene im Korper des Mannes sind in erster Linie Produkte der peripheren
Aromatisierung testikularer und adrenaler Androgene. Wéhrend der Plasmaspiegel
der Androgene mit dem Alter kontinuierlich absinkt, bleibt der totale Ostrogenspiegel
nahezu konstant oder erhéht sich, was zur Abnahme des so genannten Ostrogen-
Androgen-Quotienten fuhrt (Kaufman und Vermeulen 1997, Vermeulen et al. 1996,
2002, Ellem und Risbridger 2010).

Dies wird unter anderem auf die Zunahme der Fettmasse (als Hauptort der
peripheren Aromatisierung), Zunahme der Aromatase-Aktivitdt und Erhdhung des
SHBG-Spiegels und dadurch Abnahme der freien, nicht-SHBG-gebundenen
Androgene zuruckgefuhrt (Gooren und Toorians 2003).

Es existieren 2 Typen der Ostrogen-Rezeptoren: der ER-a , von dem man friiher
annahm, dass er alleine die Wirkung der Ostrogene vermittelt, und der einige Zeit
spater, zunachst bei Ratten (Kuiper et al. 1996), und dann bei Menschen
(Mosselmann et al. 1996) identifizierte ER-B. ER-a und ER-B sind Produkte
verschiedener Gene (Green et al. 1986) und haben eine ahnliche, jedoch nicht
identische Struktur (Kuiper et al. 1996). Uber den ER-B ist weniger bekannt als (iber
den ER-a. Der ER-B wird in vielen Geweben exprimiert und vermittelt dort zahlreiche
Ostrogene Wirkungen. Wahrscheinlich besitzt er eine dem ER-a entgegen gerichtete

und eher antiproliferative Funktion (Gustafsson 1999, Mclnerney et al. 1998).

1.2.2 Testosteron und Androgenrezeptor
Die Biosynthese der Androgene mit ihrem wichtigsten Vertreter Testosteron findet

hauptséachlich in den Leydig-Zellen der Testes sowie zum Teil in der
Nebennierenrinde und bei Frauen im Ovar statt.

Analog zu allen anderen Steroidhormonen dient auch hier das Cholesterol als
Ausgangsverbindung.

Die biologische Rolle der Androgene liegt im Wesentlichen in der Entwicklung,
Differenzierung und Funktion des mannlichen Reproduktionssystems mit auf3eren
Geschlechtsorganen, sowie Prostata, Samenleiter und Samenblase, und zwar (im

Gegensatz zu den Ostrogenen) bereits in der Embryonalperiode (Knobil und Neill
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1988). Auch unterliegen die Entwicklung und Aufrechterhaltung des maénnlichen
Sexualverhaltens den Effekten der Androgene (Walsh et al. 1992).

Daneben sind zahlreiche Wirkungen von Androgenen auf Entwicklung und Funktion
vieler anderer Organsysteme, wie z. B. Haut, kardio-vaskulares System,
Knochenstoffwechsel (Orwoll 2001) und zentrales Nervensystem (Patchev et al.
2004) bekannt.

Die biologische Aktivitat der Androgene wird durch den Androgenrezeptor (AR)
vermittelt. Dieser wird in allen Geweben, mit Ausnahme der Milz, exprimiert (Takeda
et al. 1990).

Wie bereits erwahnt, werden mit dem steigenden Alter des Mannes durch das Enzym
Aromatase aus Testosteron zunehmend Ostrogene gebildet, was zur Veranderung
des Ostrogen-Androgen-Quotienten fiihrt und wahrscheinlich bei der Entstehung
sowohl benigner als auch maligner Prostataprozesse von Bedeutung ist (Ellem und
Risbridger 2010).

1.3 Die untersuchten Substanzen

1.3.1 Linuron (Lin)
Linuron ist ein Herbizid mit Affinitat zum Androgenrezeptor auf (Lambright et al.

2000) und einer relativ schwachen antiandrogenen Wirkung (Cook et al. 1993). Bei
pranataler Exposition mit Linuron kommt es zu Stérungen in der Differenzierung und
Fehlbidungen der mannlichen Geschlechtsorgane, wie z. B. Hypoplasie der Hoden
oder Agenesie der Nebenhoden (Mcintyre et al. 2000, 2002). Auf3erdem induziert
Linuron die Entwicklung von Leydig-Zell-Adenomen bei Ratten (Cook et al. 1993). Zu
den weiteren, extragenitalen Wirkungen von Linuron gehdren eine Senkung der T3-
und T4-Spiegel, sowie eine Erhdhung der Konzentration der Lipide (Seidlova-Wuttke
et al. 2005). Linuron findet als Herbizid breite Anwendung in der Landwirtschaft, so
dass grofe Menge dieser Substanz Uber die Produkte der Landwirtschaft in die

menschliche Nahrungskette gelangen.

1.3.2 Procymidon (Pro)
Procymidon gehort zu Fungiziden und weist relativ starke antiandrogene Wirkungen

auf (Nellemann et al. 2003). Procymidon bindet an Androgenrezeptor und inhibiert

die androgenabhingige Genexpression (Ostby et al. 1999). Uber die Nahrungskette
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gelangt die Substanz in den menschlichen Organismus. Verschiedene Obst- und
Gemiusearten enthalten grol3e Mengen an Procymidon. Bei pranataler Exposition
verhindert Procymidon die regelrechte Differenzierung des mannlichen
Reproduktionsgewebes und fuhrt zu diversen Anomalien, wie z. B. Hypospadie oder
Maldescensus testis (Ostby et al. 1999). Analog dem Linuron zeigt Procymidon auch
extragenitale Wirkungen, wie T3- und T4-Suppression und Erhéhung des
Lipidspiegels (Seidlova-Wuttke et al. 2005).

1.3.3 Benzophenon 2 (BP2)
Benzophenon 2 und seine Ausgangsverbindung Benzophenon sind UV-Licht-

Filtersubstanzen. Sie weisen starke o6strogene Wirkung auf, weshalb ihre
Verwendung als Bestandteile der Sonnenschutzmittel in Deutschland nicht mehr
zulassig ist. Allerdings findet Benzophenon 2 weiterhin Verwendung als Stabilisator
in verschiedenen Produkten der kosmetischen Industrie. Benzophenone 2 zeigt
starke Ostrogenagonistische Wirkungen: es fuhrt zur Gewichtszunahme des Uterus,
Ostrogenen Effekten an Vagina und anti-osteoporotischen Effekten am Knochen von
Ratten (Seidlova-Wuttke et al. 2004). Weitere 6strogenahnliche Wirkungen von
Benzophenon 2 &uf3ern sich in der Suppression von LH und Lipoproteinen LDL und
HDL, zusatzlich besteht noch eine T4-suppressive Wirkung (Seidlova-Wuttke et al.
2005).

Die schnelle transkutane Resorption von Benzophenon 2 (Okereke et al. 1994) lasst
systemische Wirkungen dieser Verbindung nicht ausschliel3en.

1.3.4 4-Methylbenzylidencampher (4-MBC)
Zu weiteren Substanzen, die als UV-Licht-Absorber breite Anwendung finden, gehort

4-MBC. Die starke Lipophilie dieser Verbindung macht deren Bioakkumulation und
somit erhebliche umwelttoxikologische Bedeutung sehr wahrscheinlich. Nagtegaal et
al (1997) berichteten Uber den Nachweis von mehreren Chemikalien, darunter auch
4-MBC, in Fischen aus einem deutschen See.

Es liegen Nachweise der dstrogenen Potenz von 4-MBC vor: es wirkt stimulierend
auf die Proliferation der MCF-7-Zellen, filhrt zu einer Zunahme des vom Ostrogen
regulierten Proteins pS2, sowie zu einer Gewichtszunahme des Uterus bei Ratten
(Schlumpf et al. 2001). Dabei besitzt das 4-MBC eine hohere Affinitat zum ER-p als
zum ER- a (Schlumpf et al. 2004).
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1.3.5 Octylmethoxycinnamat (OMC)
OMC ist ebenfalls eine UV-Licht-Filtersubstanz. Es besitzt dem 4-MBC ahnliche

Eigenschaften: ist stark lipophil und wirkt 6strogen. In der gleichen Studie wie im Fall
von 4-MBC (Schlumpf et al. 2001) konnte die Ostrogene Aktivitat von OMC
nachgewiesen werden. Es fuhrte zur Zunahme des Uterusgewichtes bei Ratten und
forderte die Proliferation der MCF-7-Zellen. Ebenfalls konnte eine Zunahme des pS2-
Proteins, welches vom Ostrogen reguliert wird, beobachtet werden.

Da OMC in Muttermilch nachgewiesen werden konnte (Hany und Nagel 1995), ist
dessen Bioakkumulation ebenso wahrscheinlich wie dies bei 4-MBC der Fall ist.
Aufgrund der steigenden Inzidenz der UV-Licht-assoziierten Hauterkrankungen und
der damit verbundenen Nachfrage nach UV-Licht-Schutzmitteln sind langfristige
Folgen der endokrinen  Wirkungen dieser  Substanzen in  grof3en
Bevolkerungsgruppen nicht auszuschliel3en.

1.3.6 Genistein (Gen)
Genistein gehort zu der am meisten verbreiteten Gruppe der Phytodstrogene - den

Isoflavonoiden (Lee et al. 1991). Wie die meisten Isoflavonoide besitzt Genistein
eine hoherer Affinitat zum ER-B als zum ER-a (Kuiper et al. 1997, Kuiper et al. 1998,
Morito et al. 2001, Morito et al. 2002, Schmitt et al. 2001).

Epidemiologische Untersuchungen lieferten Hinweise auf kanzeroprotektive
Eigenschaften von Genistein bei hormonabhangigen Krebserkrankungen
(Adlercreutz et al. 2000, Lee MM et al. 2003).

Es gibt Hinweise auf sowohl proliferationshemmende als auch proliferationsfordernde
Wirkungen von Genistein in weiblichen wie in mannlichen Reproduktionsgeweben.

In einigen Untersuchungen zeigte Genistein antiproliferative Wirkungen (Naik et al.
1994, Lamartiniere et al. 1995, Barnes 1995, Santibanez et al. 1997, Hilakivi-Clarke
et al. 1999).

Auf der anderen Seite wird Uber die Wachstumsstimulation der
Mammakarzinomzellen in vivo und in vitro berichtet (Hsieh et al. 1998, de Lemos
2001), sowie uber proliferative und karzinogene Effekte am Uterus (Newbold et al.
2001) und im Tierexperiment an der Prostata (Chau et al. 2007). Bei diesen
unterschiedlichen Effekten von Genistein scheinen die Dosierung und das
Expositionsalter einen Einfluss zu haben (Bouker und Hilakivi-Clarke 2000, de Lemos
2001).
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Bei ovarektomierten Ratten hatte eine 3-monatige Genisteinzufuhr eine Zunahme
des Uterusgewichtes, sowie hyperplastische Veranderungen des vaginalen Epithels
zu Folge. Zusatzlich konnten gesteigerte Proliferation und Expression des
Progesteronrezeptors in der Mamma festgestellt werden (Rimoldi et al. 2007).

Ferner konnten bei ovariektomierten Ratten Hinweise auf antiosteoporotische
Wirkungen von Genistein beobachtet werden (Hertrampf et al. 2007, Sehmisch et al.
2008).

AulBerdem ist Genistein wahrscheinlich in der Lage, sowohl in humorale als auch in

zellulare immunologische Prozesse einzugreifen (Cooke et al. 2006).

Besonders isoflavonoidreich sind Sojabohnen. Es zeigen sich allerdings grolie
Unterschiede zwischen verschiedenen Soja-Formen in Bezug auf den
Isovlavonoidgehalt. Dieses ist unter anderem von der Produktionstechnologie
abhangig, so enthalt z. B. das Soja-Ol keine Isoflavonoide, und Soja-Sauce wenig bis
keine (Fukutake et al. 1996).

Genistein liegt in Pflanzen in inaktiver Form als Glycosid Genistin vor. Nach Konsum
wird dieses durch Enzyme der normalen Darmflora zum korrespondierenden Aglycon
Genistein umgewandelt (Hur und Rafii 2000). Als Aglycone kdénnen die Isoflavonoide
mit hoherer Effizienz als Glycoside von den Enterozyten durch nicht-ionische
Diffusion im Jejunum aufgenommen werden (Andlauer et al. 2000 a, Andlauer et al.
2000 c). Aufnahme als Glycoside ist nicht moglich, was auch einige Studien sowohl
mit menschlichen Enteroepithelien als auch mit denen von Ratten beweisen, sondern
eine Hydrolyse ist notwendig (Setchell et al. 2002). AnschlieBend wird Genistein

hepatisch glukuronidiert und sulfatiert und renal ausgeschieden (Lampe et al. 1994).

1.3.7 8-Prenylnaringenin (8-PN)
8-Prenylnaringenin ist ein Vertreter der Flavonoide und ein sehr potentes

Phytodstrogen (Milligan et al. 1999, Milligan et al. 2000).

Diese Substanz ist, neben einigen anderen Verbindungen aus dieser Klasse, unter
anderem im Hopfen und Bier identifiziert worden (Wang und Murphy 1994). Aus
diesem Grund wird 8-Prenylnaringenin auch Hopein genannt.

Die Wirkungen von 8-Prenylnaringenin werden Uberwiegend Uber den ER-a
vermittelt. Im Tierexperiment zeigte sich, dass 8-Prenylnaringenin in der Lage ist, LH
und FSH anhaltend zu supprimieren, und den Prolaktinspiegel zu erhdhen
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(Christoffel et al. 2006). AuRerdem konnten positive Effekte auf den
Lipidmetabolismus sowie antiosteoporotische Wirkungen im Sinne einer Erhéhung
der Knochendichte bei Ratten beobachtet werden (Christoffel 2004).

Zusétzlich zeigte sich in Versuchen mit ovarektomierten Ratten, dass langere (3
Monate) 8-Prenylnaringenin-Exposition zu einer Zunahme des Uterusgewichtes und
hyperplastischen Veranderungen des vaginalen Epithels fahrt. An der Mamma
konnten vermehrte Proliferation und Sekretion sowie eine Expression des
Progesteron-Rezeptors beobachtet werden (Rimoldi et al. 2006)

Ferner gibt es Hinweise auf positive Wirkungen von 8-Prenylnaringenin bei dessen
Einsatz zur Therapie der postmenopausalen Beschwerden bei Frauen: es wird
berichtet, dass Einnahme von 8-Prenylnaringenin zur Reduktion der Hitzewallungen
fuhrt (Heyerick et al. 2006). Auch im Tierexperiment fuhrte die Exposition gegenuber
8-Prenylnaringenin zur Senkung der Hauttemperatur bei ovarektomierten Ratten
(Bowe et al. 2006).

Auch ein Einsatz von 8-Prenylnaringenin als mdgliches Therapeutikum beim
Prostatakarzinom erscheint interessant, gibt es doch zumindest in der Zellkultur
Hinweise auf eine antikanzerogene Wirkung dieser Substanz (Delmulle et al. 2008).

1.3.8 Resveratrol (Res)
Resveratrol, ein Phytotstrogen aus der Gruppe der Stilbene, kommt natirlicherweise

in der Weintraubenhaut, Erdnissen und Ananas vor, ist aber im Vergleich mit
Flavonoiden insgesamt weniger in der Pflanzenwelt verbreitet (Cos et al. 2003). Es
konnte gezeigt werden, dass Resveratrol mit vergleichbarer Affinitat sowohl an ER-a
als auch an ER-B bindet, jedoch mit viel geringerer Affinitdt als E2 (Bowers et al.
2000). Zahlreiche Wirkungen von Resveratrol konnten sowohl in vitro als auch im
Tierexperiment nachgewiesen werden, z. B. chemo- und kardioprotektive Wirkungen
(Jang et al. 1997, Jang und Pezzuto 1999, Hsieh und Wu 1999, Ray et al. 1999). Es
liegen Berichte Uber diverse andere Wirkungen von Resveratrol vor. Dazu zéhlen
Anti-Herpes-Virus-Aktivitdt (Doherty et al. 2004), COX-2-inhibitorische Wirkung
(Zykova et al. 2008), Induktion der Autophagozytose in Zellen des Ovarialkarzinoms

(Opipari et al. 2004), sowie neuroprotektive Wirkungen (Han et al. 2004).
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1.4 Die untersuchten Organe
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Organe Prostata und Samenblase, sind

hormonabhangige Gewebe. Androgene haben den entscheidenden Einfluss auf die
Proliferation und Differenzierung des Prostatagewebes und Funktion der Prostata
(Cunha et al. 1987, Davies und Eaton 1991). Dabei stellt der Androgen-Rezeptor
einen essentiellen Mediator fir Androgenwirkungen in diesem Organ dar. Jedoch
scheinen einige Aspekte der neonatalen Prostataentwicklung androgenunabhangig
zu sein. So zeigten z. B. die Untersuchungen von Cunha, dass die
Prostataentwicklung bei kastrierten Ratten nicht komplett ausbleibt (Cunha et al.
1987). Die vollstandige Entwicklung der Prostata ist erst nach der Pubertat

abgeschlossen.

Trotz vieler Unklarheiten ist es mittlerweile unumstritten, dass auch Ostrogene eine
wichtige Rolle in der Entwicklung und in der Pathologie der Prostata spielen (Thomas
und Keenan 1994), und dass dabei synergistische Effekte von Androgenen und
Ostrogenen von Bedeutung sind (Suzuki et al. 1994, 1995).

Die Ostrogenrezeptoren beider Typen werden sowohl in der Prostata als auch in der
Samenblase exprimiert. Dabei ist die Rezeptorverteilung im Epithel- und
Stromakompartiment beider Organe unterschiedlich.

So lassen sich in der gesunden Prostata eines Mannes ER-a im Stroma nachweisen,
wéahrend ER-B im Epithel exprimiert werden (Royuela et al. 2001, Leav et al. 2001).
In der Samenblase werden ER-B in epithelialen und in Stromazellen exprimiert, die
Expression der ER-a ist schwach (Pelletier et al. 2000).

Bei der Ratte konnte ER-a im Epithel der Samenblase nachgewiesen werden
(Pelletier et al. 2000). Der ER-B wird in Epithelien der Prostata und der Samenblase
exprimiert, wobei sich in der Samenblase allerdings nur eine schwache Expression
zeigte (Pelletier et al. 2000, Yamashita 2004).

1.5 Die Rolle der Androgene und der Ostrogene bei hyperplastischen und
malignen Veranderungen der Prostata

Mit ca. 567 000 Neuerkrankungen im Jahr 2007 ist das Prostatakarzinom die

haufigste maligne Neoplasie des Mannes in den Industrielandern und mit ca. 783

000 Neuerkrankungen die zweithaufigste weltweit (http://www.cancer.org 2007).
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In der Bundesrepublik Deutschland erkranken jahrlich Gber 60.000 Manner am
Prostatakarzinom, welches somit 26 % aller Krebsarten beim Mann ausmacht
(Robert-Koch-Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e. V. 2010).

Pathomorphologisch geht das Prostatakarzinom von den Stammzellen der
Basalzellschicht peripherer Drisenanteile aus und entsteht oft multizentrisch. Als
frihestes Stadium in der Karzinogenese des Prostatakarzinoms gilt die prostatische
intraepitheliale Neoplasie (PIN) (Riede et al. 2004).

Das Prostatakarzinom ist eine hormonabhéangige Erkrankung. Es gibt zahlreiche
Hinweise auf die Beteiligung der Androgene bei der Entwicklung und Progression
des Prostatakarzinoms (Ross et al. 1986, Trapman und Brinkmann 1996, Feldmann
und Feldmann 2001). Obwohl die Rolle der Androgene bei der Entwicklung der
Erkrankung noch nicht vollstandig geklart ist, zeigt sich eine starke Korrelation
zwischen dem Plasma-Androgenspiegel und dem Risiko der Karzinomentstehung
(Gann et al. 1996).

Ostrogene sind ebenfalls am Prostatawachstum und wahrscheinlich auch an der
Pathogenese des Prostatakarzinoms beteiligt (Harkonen und Makela 2004).

Es gibt Hinweise auf direkte Ostrogenwirkungen auf Epithelzellen der Prostata.

So fuhrte z. B. die neonatale Exposition gegentber DES, einem Xenoo6strogen, zu
dysplastischen Prostataveranderungen bei Mausen (Pylkkanen et al. 1996).

Das Prostatagewebe kastrierter oder hypophysektomierter Hunde wies
hyperplastische Veranderungen nach Ostrogenexposition auf (Leav et al. 1978). Bei
kastrierten Ratten konnte ein stimulierender Effekt des Ostradiols auf die
Zellproliferation des Prostataepithels beobachtet werden (Pelletier 2002).

Auch bei hypogonadalen Mausen fiihrte langere Ostrogenexposition zu proliferativen
Veranderungen der Epithel- und der Stromazellen, jedoch nicht zur Malignitat
(Bianco et al. 2002). In Aromatase-Knockout-Mausen, also bei fehlendem
Ostrogeneinfluss, kommt es zur VergroRerung der Prostata und zur Entwicklung
einer benignen Prostatahyperplasie, allerdings auch in diesem Fall ohne Hinweis auf
Malignitat (McPherson et al. 2001).

Eine Stimulation des fetalen Prostatagewebes mit physiologischen Dosen von
Ostradiol fiihrte bei Mausen nicht nur zu einem Anstieg der ER-, sondern auch der

AR-Expression. Dies hatte eine VergroR3erung der Prostata und einen vermehrten
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AR-Besatz (verbunden mit einer erhéhten Sensibilitdit gegeniber androgenen
Einflissen) bis in die adulte Phase hinein zur Folge (Richter et al. 2007). Dies
untermauert die Hypothese, dass es direkte Wirkungen der Ostrogene auf das
Prostatagewebe gibt. Schlief3lich konnten Ostrogenrezeptoren im
Prostatakarzinomgewebe identifiziert werden (Brolin et al. 1992, Konishi et al. 1993).
Auch die benigne Prostatahyperplasie (BPH), eines der haufigsten Leiden des
alternden Mannes Uberhaupt, ist eine androgenabhangige Erkrankung, wobei die
Rolle der Androgene noch nicht vollstdandig geklart ist. Im Gegensatz zum
Prostatakarzinom handelt es sich bei der BPH histologisch um eine stromale und
weniger um eine epitheliale Erkrankung. Dabei scheinen Ostrogene eine Rolle bei
der Entstehung der Hyperplasie zu spielen. Es konnte gezeigt werden, dass im Alter
die Ostradiol- und Ostron-Konzentrationen im Stroma, aber nicht im Epithel steigen
(Krieg et al. 1993). Die daraus abgeleitete Vermutung, die Hemmung der
biologischen Ostradiol-Effekte hatte einen kurativen Effekt auf die BPH, konnte
jedoch nicht bestatigt werden. Die Senkung der Ostrogenspiegel mit Aromatase-
Hemmern zeigte keinen positiven Effekt auf die klinisch manifeste BPH (Radlmaier et
al. 1996). Eine andere Hypothese besagt, dass das SHBG, das im Alter vermehrt
vorliegt, CAMP-Synthese in der Prostata induziert, welches wachstumsfordernd wirkt
(Farnsworth 1996).

1.6 Phytoostrogene und Chemopravention des Prostatakarzinoms
Die weltweite Inzidenz des Prostatakarzinoms zeigt erhebliche geographische

Unterschiede. Die héchste Anzahl an Neuerkrankungen registriert man in den USA,
in Kanada, in Skandinavien und in Australien. Die niedrigste Inzidenz beobachtet

man in China und anderen Teilen Asiens (http://www.cancer.org 2007).

Ebenfalls regional unterschiedlich ist die Mortalitdt des Prostatakarzinoms. Diese ist
in Skandinavien und im Karibik-Raum am héchsten. China, Japan und Lander der
ehemaligen Sowjetunion weisen die weltweit niedrigste Mortalitdt auf (Crawford
2003).

Die auffalligen geographischen Unterschiede bezuglich der Haufigkeit, sowie
Mortalitat des Prostatakarzinoms lassen die Annahme zu, dass bestimmte
Umwelteinflisse, vor allem Ernéhrungsfaktoren, zur Risikoreduktion bzw. -erh6hung

beitragen, sowie den Progress der Erkrankung modulieren.
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In der Tat wird die niedrigste Inzidenz in den Regionen mit einem hohen Konsum an
Soja-Produkten registriert (Holzbeierlein et al. 2005).

Analog dem Prostatakarzinom kommt auch die benigne Prostatahyperplasie am
seltensten dort vor, wo sojareiche Lebensmittel zur taglichen Nahrung gehoren
(Ranjan et al. 2006).

In einer der Studien zur Beziehung zwischen Karzinomrisiko und
Ernahrungsgewohnheiten konnten Muir und Mitarbeiter im Jahr 1991 zeigen, dass
die Inzidenz des Prostatakarzinoms in Japan viel geringer ist als in den USA (Muir et
al. 1991). Emigrierten nun Japaner in die USA und anderten somit zum Teil ihre
Ernahrung, dann erhohte sich deren Risiko, an einem Prostatakarzinom zu
erkranken, auf das Niveau der amerikanischen Manner (Shimizu et al. 1991).

Eine &hnliche Beobachtung konnte auch bei in Australien lebenden Chinesen
gemacht werden. Diese weisen hohere SHBG- und dadurch niedrigere Testosteron-
Plasmaspiegel auf als Chinesen in China (Jin et al. 1999). Auch Griffiths et al. wiesen
1998 nach, dass asiatische Manner im Vergleich zu westeuropaischen und
nordamerikanischen Mé&nnern erhéhte SHBG- und niedrigere Testosteron-Plasma-
Spiegel und eine niedrigere Inzidenz des Prostatakarzinoms aufweisen.

Diese Tatsachen lassen vermuten, dass diatetische Faktoren die Entstehung und die

Progression der Erkrankung beeinflussen kénnen.

Angesichts der vorliegenden Daten wird zurzeit viel Uber die Mdoglichkeiten der
Chemopravention des Prostatakarzinoms durch eine sojareiche Diat diskutiert
(Hammerer et al. 2000). Dabei sind die Phytodstrogene, die in Sojaprodukten
reichlich enthalten sind und somit zur alltdglichen Nahrung der asiatischen
Bevolkerung gehdren, von besonderem Interesse und stehen im Verdacht, die
kanzeroprotektiven Effekte der Soja zu vermitteln.

So betragt z. B. die Aufnahme von Isoflavonen, einer Subklasse der
Phytodstrogene, in Asien ~ 50 pg/d/Person und lediglich ~ 2-3 pg/d/Person in den
USA (Thrasher 1999, Barnes et al. 1995).

Wie die Wirkung der Phytodstrogene vermittelt wird, ist noch nicht ganz klar. Zum

einen haben Phyto6strogene Einfluss auf den Androgen-Metabolismus. Als
schwache Ostrogene fiihren sie zur vermehrten SHBG-Bildung in der Leber, was zu
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einer vermehrten Bindung und damit zu einer Senkung des freien Testosterons fuhrt
(Griffiths et al. 1998).

Der zweite mdgliche Wirkmechanismus der Phytodstrogene, der zu einer Abnahme
der Androgenkonzentration fiihren kann, ist aus den Effekten der
Ostrogenbehandlung beim Prostatakarzinom abzuleiten. Die Hemmung der GnRH-
Freisetzung durch den negativen feed-back-Mechanismus fihrt zur Abnahme der
LH- und damit auch der Androgensekretion (Tomic und Bergmann 1987). Aul3erdem
sind Phytodstrogene in der Lage, Schliisselenzyme der Androgenbiosynthese, wie
5a-Reduktase zu hemmen (Evans et al. 1995). Die Hemmung der 5a-Reduktase (z.
B. beim Einsatz von Finasterid) senkt das Risiko der Entstehung einer high-grade-

PIN und somit das Risiko eines invasiven Karzinoms (Thompson et al. 2007).

Dies sind mogliche Mechanismen, die den protektiven Effekt beziglich der
Entstehung und Progression des Prostatakarzinoms erklaren. Die Wirkung der
Phytotstrogene wird moglicherweise tber den in der Prostata vorhandenen ER-

vermittelt.

Aufgrund dieser Erkenntnisse und im Zuge des zunehmenden Interesses der
Bevolkerung an alternativmedizinischen Praventions- und Therapiemoglichkeiten,
geraten Phytoostrogene gegenwartig immer mehr in den Fokus der allgemeinen
Aufmerksamkeit. Sie werden als Nahrungserganzungsmittel vermarktet und in hohen

MalRen auch konsumiert.

Trotz der auffalligen Beziehung zwischen dem Konsum der Phytodstrogene und
Epidemiologie des Prostatakarzinoms ist die Datenlage insgesamt jedoch noch
unsicher (Ganry 2005, Holzbeierlein et al., 2005).

Zwar existieren fUr einige Substanzen, die zu den Phytodstrogenen gehdren,
experimentell begriindete Hinweise auf deren vor allem kanzero- und
kardioprotektive Effekte. Uber einige der Substanzen liegen aber auch zum Teil
widersprichliche Berichte vor, so dass die Datenlage insgesamt noch unsicher ist
(Bouker und Hilakivi-Clarke 2000). Auch liegen noch keine Erfahrungswerte vor, die
eine Aussage bezuglich der langfristigen, moglicherweise negativen Wirkungen

dieser Substanzen erlauben.

20



Neben der Erforschung der préaventions- und therapierelevanten Wirkungen wird
auch uUber die mdglichen negativen Nebeneffekte der Phytodstrogenexposition
berichtet (Abe 1999).

Bevor eine generelle Empfehlung zur Verwendung der Phytodstrogene
ausgesprochen werden kann, bedarf es weiterer langfristiger Studien. Insbesondere
vor dem Hintergrund der endokrinen Potenz dieser Substanzen missen mdgliche

Spatnebenwirkungen der Chemopravention geklart werden.

1.7 Ziele
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Wirkungen verschiedener Substanzen mit

bekannten endokrinen Eigenschaften auf Prostata und Samenblase der Ratte zu
uberpriufen. Die beiden Organe stellen hormonabhangige Gewebe dar und
exprimieren sowohl Androgen- als auch Ostrogenrezeptoren, so dass die
verwendeten Verbindungen mit ihrer antiandrogenen bzw. dstrogenen Wirkung zu
morphologischen Verédnderungen in diesen Geweben fluhren kénnen. Dabei stellen
die orchidektomierten Tiere durch  Androgenverlust ein  Modell des
andropausalen/hypogonadalen Mannes dar. Vor dem Hintergrund der
Hormonabhéngigkeit des Prostatakarzinoms und der endokrinen Potenz der
Substanzen ist zu vermuten, dass endokrine Disruptoren die Erkrankung modulieren
konnen. Daher sollen mdgliche Gefahren der Exposition gegentber endokrinen
Disruptoren, aber auch potenzielle Praventions- und Behandlungsmoglichkeiten der
hormonabhangigen pathologischen Veranderungen der Prostata und der

Samenblase erfasst werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierversuche

2.1.1 In-vivo-Versuche
Eine Genehmigung durch die Bezirksregierung Braunschweig (AZ 509.42502/01-

36.03) lag fur den Versuch vor. Im Tierversuch wurden 163 mannliche Sprague-
Dawley-Ratten eingesetzt. Es handelte sich dabei um selbst gezogene Tiere
(Zuchter: Winkelmann, Borchen). Die Ratten waren ca. 3 Monate alt, das initiale
Korpergewicht der Tiere lag bei 305 — 470 g. Fur die Ermittlung des Gewichtes wurde
eine basic lite BL3 — Waage (Firma Sartorius, Gottingen) eingesetzt.

Vor dem Versuch wurden jeweils 6 Tiere pro Kafig (Makrolonkéfige Typ IV, Firma
Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpreil3enberg) gehalten. Sojafreies Pellet-
Futter, sowie Trinkwasser im Uberfluss stellten die Nahrungsgrundlage dar. Die
Aufrechterhaltung des Tagesrhythmus erfolgte durch einen 12-h-dark-light-Zyklus mit
Licht von 6-18 Uhr. Die Raumtemperatur betrug durchschnittlich 23°C, die
Luftfeuchtigkeit lag bei 55 %.

2.1.2 Orchidektomie
Zunachst erfolgte die Zuordnung der Tiere zu ihren Gruppen und zwar gewichts-

randomisiert. Anschlielend wurden 107 Ratten orchidektomiert. Dabei wurden die
Tiere in eine 10 -15 Minuten andauernde intraperitoneale Narkose versetzt. Dazu
wurden bei jedem Tier intraperitoneale Injektionen von 45 mg/kg KG (11 mg)
Ketamin (Hostaket®, Firma Hoechst, Bad Soden) und 10 mg/kg KG (2,5 mg)
Xylocain (Rompun®, Firma Bayer, Leverkusen) vorgenommen.

Nach Aufsuchen der Hoden wurde die Skrotalhaut medial inzisiert und das
Peritoneum durchtrennt. Nach Ligatur mit Vicryl-Faden und Entfernung des Ductus
epididymidis mitsamt Begleitgefal3en auf beiden Seiten erfolgte der Verschluss der
Skrotalhaut (ebenfalls mit Vicryl-Faden). Als Dehydratationsprophylaxe diente die
subcutane Gabe von 5 ml 0,9%-NaCl-Losung (Firma Braun, Melsungen).

Anschliel3end Ausleitung der Narkose mit Antisedan® (Antipamezolhydrochlorid,

Firma Pfizer).
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2.1.3 Identifikationssystem
Zur spateren Identifikation der Ratten erfolgte in Inhalationsnarkose die subkutane

Implantation eines Transponder-UNO Micro-ID-System, ISO-Transponder (12 mm)

(Firma Uno-Roesvastaal BV, Zevenaar, Holland).

2.1.4 Versuchsablauf
Es wurden 14 Tiergruppen mit jeweils 10 -12 Tieren gebildet, wobei orchidektomierte

Ratten (n=107) in 9 und nicht orchidektomierte (intakte) Ratten (n=56) in 5 Gruppen

reprasentiert waren. In den darauf folgenden 3 Monaten wurden die Tiere mit
sojafreiem testsubstanzhaltigem und soja- und testsubstanzfreiem Kontrollfutter
(Firma ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest) behandelt. In den einzelnen Gruppen

erfolgte die Zugabe von folgenden Testsubstanzen:

- Estradiolbenzoat (E2): 0,0043 g/kg Futter

- Testosteron (T): 2,986 g/kg Futter

- Benzophenon 2 (BP2): 2,5 g/kg Futter

- Octylmethoxycinnamat (OMC): 12,5 g/kg Futter

- Methylbenzylidencampher (4-MBC): 2,5 g/kg Futter
- Procymidon (Pro): 1,25 g/kg Futter

- Linuron (Lin): 0,25 g/kg Futter

- Genistein (Gen): 1 g/kg Futter

- Resveratrol (Res): 0,84 g/kg Futter

- 8-Prenylnaringenin (8-PN): 0,126 g/kg Futter.

Die Menge an gefressenem Futter und getrunkenem Wasser wurde zweimal
wochentlich pro Kafig bestimmt, so dass die mittlere Futter- und Wasseraufnahme
pro Tier in drei- bis viertagigen Abstanden geschétzt werden konnte. Die mittlere
Futteraufnahme pro Tier in den letzten 3 Versuchswochen wurde zur Berechnung der
taglichen Aufnahme von Testsubstanzen herangezogen und ist in der Tabelle 1

angegeben.
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Tabelle 1

Sojafreie Testsubstanz Futtermenge Substanzmenge (g/Tier/Tag)
(g/Tier/Tag)
Kontrollfutter, sojafrei (int) 20,64 0
Kontrollfutter, sojafrei (orx) 21,128 0
E 2 (orx) 18,89 0,081
T (orx) 24,78 73,993
BP 2 (orx) 20,57 51,42
OMC (orx) 22,28 278,5
4-MBC (orx) 21,71 54,28
Procymidon (int) 21,55 26,94
Linuron (int) 22,38 5,60
Genistein (int) 21,88 21,88
Genistein (orx) 20,33 20,33
Resveratrol (int) 22,63 19,00
Resveratrol (orx) 21,60 18,14
8-PN (orx) 20,22 2,54

Nach 3 Monaten wurden die Tiere lege artis in CO,-Narkose getotet und ihre Organe

entnommen.

2.2 Histologische Aufarbeitung von Prostata und Samenblase

Nach Entnahme von Prostata und Samenblase wurden diese zunachst in 10%iger
Formalinlosung tber 24 Stunden konserviert. Anschlie3end erfolgte die Anfertigung
von ca. 1 mm dicken Gewebeschichten, deren Einlage in Einbettkasten und

Aufbewahrung im Leitungswasser.

Die weitere Praparation bestand in der Entwasserung der Gewebe durch
Ethanolldsungen in aufsteigenden Konzentrationen, sowie deren Behandlung mit
einer Xylollésung mit Hilfe eines Gewebeeinbettautomaten (TP 1020, Leica, Wetzlar).

Die Entwésserung der Organe erfolgte nach dem folgenden Schema (Tabelle 2):

Tabelle 2
Lésung Einwirkzeit
Ethanol 50% 60 min
Ethanol 75% 80 min
Ethanol 75% 80 min
Ethanol 96% 80 min
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Fortsetzung Tabelle 2

Lésung Einwirkzeit
Ethanol 96% 80 min
Ethanol 100% 80 min
Ethanol 100% 80 min
Ethanol 100% 80 min
Xylol 80 min
Xylol 80 min
Paraffin 60 min
Paraffin 60 min

Danach wurden die Praparate unter Verwendung einer Paraffinausgiel3station (EG
1160, Leica, Wetzlar) in Paraffinblocke gegossen. Vor der eigentlichen Anfertigung
der Schnittpraparate wurden die Paraffinblocke bei -20° C eingefroren. Das
Schneiden der Blocke in 2-3 pm dicke Gewebeschnitte erfolgte an einem Mikrotom
(RM 2135, Leica, Wetzlar). Danach wurden die Gewebeschnitte auf einen
Objekttrager aufgebracht und mit Hamatoxylin-Eosin (Merck) gefarbt. Die Farbung

der Gewebeschnitte erfolgte nach dem folgenden Schema (Tabelle 3):

Tabelle 3
Substanz Einwirkzeit
Xylen 5 min
Xylen 5 min
Xylen 5 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 75% 2 min
Aqua dest 2 min
Hamatoxylin 30 sek
Leitungswasser 5-10 min
Eosin 20 sek
Aqua bidest 5-10 sek
Ethanol 75% 5 sek
Ethanol 96% 1 min
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Fortsetzung Tabelle 3

Substanz Einwirkzeit
Ethanol 96% 1 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Xylen 5 min
Xylen 5 min
Xylen 5 min

2.3 Auswertung der histologischen Préparate

Die histologische Auswertung der Praparate erfolgte an einem Zeiss Axiophot-
Mikroskop, das Uber eine Digital-Fotokamera (Color View 12, SIS) an ein
Rechnersystem angeschlossen war (Analysis, Olympus, Germany). Jedes Praparat
wurde in vier imaginare Quadranten geteilt, und von jedem Quadrant eines
Praparates fotografische Aufnahmen erstellt, und zwar in der Vergrél3erung 20x bei

den Prostata-Praparaten und 40x bei den Praparaten der Samenblase.

Unter Verwendung des Bildbearbeitungsprogramms AnalySIS der Firma IS erfolgte
nun die Messung der Epitheldicke der Prostata und der Samenblase. Dazu wurden in
jedem Préaparat innerhalb eines jeden Quadranten 10 repréasentative Stellen des
jeweiligen Gewebes ausgesucht und dort die Messungen vorgenommen, so dass pro
Praparat insgesamt 40 Messwerte zustande kamen. Anschlie3end erfolgte die
Ermittlung des arithmetischen Mittelwertes der Epitheldicke in einem Praparat.

2.4 Statistik

Die Werte fur die Statistik wurden mit dem Computerprogramm GraphPadPRISM,
Version 3.0 (Graph Pad Software) berechnet. Das Signifikanzniveau wurde auf
P<0,05 festgelegt, und die Signifikanz der Werteabweichung von der Kontrolle mit
dem Symbol ,* “ (Abweichung von den Kontrolltieren sf, orx), bzw. , # “ (Abweichung
von den Kontrolltieren sf, intakt) Gber der entsprechenden Saule markiert. Die
statistische Auswertung erfolgte durch Anwendung einer Varianzanalyse fur
wiederholte Messung eines Faktors (ANOVA) und anschlieBenden multiplen T-Test

nach Dunnett.
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3. Ergebnisse

3.1 Kdrpergewichte der Tiere am Ende der Untersuchung:
Die Abbildung 3 zeigt die durchschnittliche Zunahme des Korpergewichtes (A

Korpergewicht) der Ratten nach Beendigung der Untersuchung (Differenz zwischen

Ausgangsgewicht und Gewicht bei der Obduktion).

150+
* = p < 0,05 vs sfintakt

# =p < 0,05 vs sforx

A Kérpergewicht (g)
T
HA
HA
|_|_| %
HH
HH
|
H

a
o
1
*

Abb. 1: Durchschnittliche Zunahme des Kérpergewichtes (A Kérpergewicht) der Tiere am Ende des

Versuches

Die Graphik demonstriert die Wirkungen der untersuchten Substanzen auf das
Gewicht der Tiere am Ende der Untersuchung. Dabei lasst sich feststellen, dass bei
allen Tieren eine Gewichtszunahme stattgefunden hat. Das Ausmal} der
Gewichtzunahme schwankt zwischen 20-30 g bei E2-exponierten orchidektomierten

und >90 g bei genisteinexponierten intakten Ratten.

3.2. Prostata

Zunachst erfolgt die Darstellung der Ergebnisse der Prostatauntersuchungen. Dabei

werden als Erstes die Gewichtsveranderungen und anschlielend die Daten der
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histologischen Auswertung (Epitheldicke) der Prostata nach Exposition gegenuber

den oben beschriebenen Substanzen dargestellt.

3.2.1. Gewicht der Prostatae

3.2.1.1 Gewicht der Prostatae intakter sf- vs orx sf- Ratten
Die folgende Darstellung reprasentiert das Gewicht der Prostata von intakten

gegenuber den orchidektomierten Tieren und zwar nach sojafreier Erndhrung.
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Abb. 2: Prostatagewicht der Ratten intakt sf vs orx sf

Die orchidektomierten Tiere weisen ein signifikant niedrigeres Prostatagewicht auf

als die intakten.

3.2.1.2 Gewichte der Prostatae orchidektomierter Ratten nach ED-Exposition
Die Darstellung bezieht sich auf die Prostatagewichte orchidektomierter Ratten nach

ED-Stimulation.
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Abb. 3: Prostatagewicht orchidektomierter Ratten nach 3-monatiger ED-Exposition (per Futter)

Es zeigt sich eine hochsignifikante Gewichtserhbhung der Prostatae nach
Testosteron-Exposition gegentber der Kontrollgruppe. Dagegen bestehen bei den
restlichen Tieren keine statistisch relevanten Gewichtsunterschiede.

3.2.1.3 Gewicht der Prostatae intakter Ratten nach ED-Exposition
Die Graphik zeigt Ergebnisse der Messung des Prostatagewichts bei intakten Ratten

nach Futterung mit verschiedenen Testsubstanzen.
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Abb. 4: Prostatagewicht intakter Ratten nach 3-monatiger ED-Exposition (per Futter)

Die Exposition gegeniuber Resveratrol fuhrte zu einer signifikanten Zunahme des
Prostatagewichts im Vergleich zu Kontrolltieren. In den lbrigen Fallen zeigen sich
zwar in der Tendenz hohere Werte bei Tieren nach ED-Exposition als bei der sojafrei
ernahrten Kontrollgruppe, es lassen sich jedoch keine statistisch signifikanten

Unterschiede beziglich des Prostatagewichtes bei unterschiedlicher Exposition

feststellen.

3.2.2 Epitheldicke der Prostatae

3.2.2.1 Epitheldicke der Prostatae intakter sf- vs orx sf-Ratten
Die folgende Graphik zeigt zunachst die Verdnderungen der Dicke des

Prostataepithels bei intakten und orchidektomierten Tieren, die wéahrend des

Versuchs keine Nahrungserganzungsmittel erhalten haben.
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Abb. 5: Epitheldicke der Prostata-Azini der Ratten intakt sf vs orx sf

Es lasst sich eine signifikant groRere Epitheldicke in den Prostatae der
orchidektomierten gegentber den intakten Ratten feststellen. Die nachfolgenden
Abbildungen zeigen das jeweilige histologische Erscheinungsbild der Prostata einer

intakten und einer orchidektomierten Ratte.

Abb. 6: Prostata einer intakten Ratte (HE-Farbung, Vergrof3erung: 20x)
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Abb. 7: Prostata einer orchidektomierten Ratte (HE-Farbung, VergroRerung: 20x)

Auffallig sind die mit einer schmalen Epithelschicht ausgekleideten, sehr weiten und
mit viel Sekret gefullten Azini des intakten Tieres. Dagegen prasentiert die Prostata
der orchidektomierten Ratte kleinere, jedoch mit dickerer Schicht mehrreihigen
Epithels ausgekleidete Azini.
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3.2.2.2 Epitheldicke der Prostatae orchidektomierter Ratten nach ED-Exposition

Die nachste Graphik prasentiert die Veranderungen in der Epithelproliferation bei

orchidektomierten Tieren nach ED-Exposition.
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Abb. 8: Epitheldicke der Prostata-Azini orchidektomierter Ratten nach 3-monatiger ED-Exposition (per

Futter)

Es lassen sich signifikant hohere Werte bei BP2-, 4-MBC-, E2-, T-, und 8-PN-

stimulierten Tieren gegentber der Kontrollgruppe feststellen. Die Behandlung mit

OMC, Genistein und Resveratrol fiihrte zu keinen signifikanten Anderungen der

Epitheldicke. Im Folgenden werden histologische Prostatapraparate der jeweiligen

Tiere mit signifikanten Veranderungen prasentiert.
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Abb. 9: Prostata einer orchidektomierten Ratte nach 3-monatiger BP2-Exposition

(HE-Farbung, VergréRerung: 20x)

Abb. 10: Prostata einer orchidektomierten Ratte nach 3-monatiger 4-MBC-Exposition

(HE-Farbung, VergréRerung: 20x)
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Abb. 11: Prostata einer orchidektomierten Ratte nach 3-monatiger E2-Exposition
(HE-Féarbung, VergréRerung: 20x)

Abb. 12: Prostata einer orchidektomierten Ratte nach 3-monatiger T-Exposition

(HE-Farbung, VergréRerung: 20x)
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Abb. 13: Prostata einer orchidektomierten Ratte nach 3-monatiger 8-PN-Exposition
(HE-Farbung, VergréRerung: 20x)

Bei den orchidektomierten Tieren fallen recht uniforme histologische
Erscheinungsbilder auf, die dem eines orchidektomierten Kontrolltieres sehr ahneln.
Eine Ausnahme stellt lediglich das Préaparat des testosteronstimulierten Tieres dar.
Hier fallt ein morphologisches Muster auf, das dem eines intakten Kontrolltieres sehr
nahe kommt. Allerdings liegt die Epitheldicke bei intakten Kontrolltieren im Schnitt bei
10,6 um, wéahrend sie bei orchidektomierten testosteronstimulierten Ratten 19,13 um,

also fast das Doppelte, betragt.
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3.2.2.3 Epitheldicke der Prostatae intakter Ratten nach ED-Exposition
Die Graphik zeigt Veréanderungen der Epitheldicke der Prostata bei intakten Tieren

nach Exposition gegeniber den untersuchten Substanzen.
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Abb. 14: Epitheldicke der Prostata-Azini intakter Ratten nach 3-monatiger ED-Exposition (per Futter)

Signifikant dickere Epithelschichten gegenlber der sojafreien Kontrollgruppe zeigen
sich bei Tieren nach Exposition gegeniber Procymidon, Linuron, Genistein und
Resveratrol. Dabei ist bei Genistein der gro3te Effekt auf die Zunahme der
Epithelproliferation festzustellen. Das histologische Korrelat der Verdnderungen ist

auf den folgenden Aufnahmen erkennbar.
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Abb. 15: Prostata einer intakten Ratte nach 3-monatiger Procymidon-Exposition

(HE-Farbung, VergréRerung: 20x)

Abb. 16: Prostata einer intakten Ratte nach 3-monatiger Linuron-Exposition
(HE-Féarbung, VergréRerung: 20x)
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Abb. 17: Prostata einer intakten Ratte nach 3-monatiger Genistein-Exposition

(HE-Féarbung, VergréRerung: 20x)

Abb. 18: Prostata einer intakten Ratte nach 3-monatiger Resveratrol-Exposition
(HE-Farbung, VergréRerung: 20x)
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Es fallen &hnlich weite Azini, wie bei intakten Kontrolltieren auf (s. Abb. 6). Grol3e
Mengen prostatischen Sekrets finden sich bei linuron- und resveratrolstimulierten

Tieren.

3.3 Samenblase
Es folgt die Darstellung der Ergebnisse der Samenblasenuntersuchung. Analog zum

ersten Teil der Prasentation der Ergebnisse werden zunachst die
Gewichtsveranderungen und anschlielend die Daten der histologischen Auswertung
(Epitheldicke) der Samenblase nach Exposition gegentuber den oben beschriebenen

Substanzen dargestellt.

3.3.1. Gewichte der Samenblasen

3.3.1.1 Gewichte der Samenblasen intakter sf- vs orx sf- Ratten
Die Gewichtsverhaltnisse der Samenblasen intakter und orchidektomierter Ratten

sind in der Abbildung 19 graphisch dargestellt.
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Abb. 19: Gewicht der Samenblase der Ratte intakt sf vs orx sf

40



Die orchidektomierten Tiere weisen signifikant niedrigere Gewichte der Samenblasen

auf als die intakten Tiere.

3.3.1.2 Gewichte der Samenblasen orchidektomierter Ratten nach ED-

Exposition
Folgende Darstellung zeigt Effekte der untersuchten Substanzen auf das Gewicht

der Samenblase orchidektomierter Ratten.

1.5+
#
1.0 #=p < 0,05 vs sf orx -
-
C
=
S
=
<]
O
0.5+
#
ool L T AT I T 10 1]
KOQL q,oer o&+ Ooer q,OL s /\OQL éo‘-"
o o N N \ o N .
& & &P S @ K

Abb. 20: Gewicht der Samenblase orchidektomierter Ratten nach 3-monatiger ED-Exposition

Eine hochsignifikante Gewichtszunahme der Samenblase gegentber der
Kontrollgruppe lasst sich nach der Testosteronstimulation feststellen. Bei den
genisteinexponierten Tieren liegt eine signifikante Veranderung der Samenblase im
Sinne einer Gewichtsabnahme vor. Nach Stimulation mit den Ubrigen Substanzen

konnten keine signifikanten Veranderungen beobachtet werden.

3.3.1.3 Gewichte der Samenblasen intakter Ratten nach ED-Exposition
Die Abbildung 21 demonstriert die Gewichte der Samenblasen intakter Ratten nach

Exposition gegentber den untersuchten Substanzen.
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Abb. 21: Gewicht der Samenblasen intakter Ratten nach 3-monatiger ED-Exposition (per Futter)

Es lassen sich signifikante Veranderungen des Gewichts im Sinne einer
Gewichtszunahme bei Samenblasen der mit Procymidon behandelten intakten Tiere
feststellen. Die ubrigen Substanzen zeigen keine signifikanten Unterschiede im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.3.2 Epitheldicke der Samenblasen

3.3.2.1 Epitheldicke der Samenblasen intakter sf- vs orx sf-Ratten
Die Abbildung 22 demonstriert die Epitheldicke der Samenblasen von intakten und

orchidektomierten, sojafrei gefutterten Tieren.
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Abb. 22: Epitheldicke der Samenblase-Azini der Ratte intakt sf vs orx sf

Die Epitheldicke der Azini ist bei intakten Tieren signifikant grofRer als bei
orchidektomierten Tieren. Die Abbildungen 23 und 24 zeigen die entsprechenden

histologischen Praparate.
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Abb. 23: Samenblase einer intakten Ratte (HE-Farbung, VergroRerung: 40x)

Abb. 24: Samenblase einer orchidektomierten Ratte (HE-Farbung, Vergrof3erung: 40x)
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Im Praparat des intakten Tieres sind die hochprismatischen Epithelzellen der Azini
mit l&nglich konfigurierten Kernen zu erkennen. Die Epithelien der orchidektomierten
Ratte erscheinen dagegen isoprismatisch und enthalten runde Kerne. Ebenfalls
auffallig ist die deutliche Bindegewebskomponente beim orchidektomierten Tier.

3.3.2.2 Epitheldicke der Samenblasen orchidektomierter Ratten nach ED-

Exposition
Die Graphik zeigt die Veradnderungen der HOhe des Epithels der Samenblasen

orchidektomierter Ratten nach Stimulation mit den untersuchten Substanzen.
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Abb. 25: Epitheldicke der Samenblase-Azini orchidektomierter Ratten nach 3-monatiger ED-

Exposition

Signifikante Hohenveranderungen des Epithels im Sinne einer Zunahme finden sich
bei testosteronexponierten Tieren. Nach 8-PN-Exposition zeigt sich eine signifikante
Verringerung der Epitheldicke. Die restlichen Substanzen weisen keine signifikanten
Effekte auf das Epithel auf. Entsprechende histomorphologische Korrelate stellen die
Abbildungen 26 und 27 dar.
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Abb. 26: Samenblase einer orchidektomierten Ratte nach 3-monatiger T-Exposition
(HE-Farbung, VergréRerung: 40x)

Abb. 27: Samenblase einer orchidektomierten Ratte nach 3-monatiger 8-PN-Exposition

(HE-Farbung, VergréRerung: 40x)
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3.3.2.3 Epitheldicke der Samenblasen intakter Ratten nhach ED-Exposition
Die Abbildung 28 stellt die Effekte der untersuchten Substanzen auf das Epithel

intakter Ratten dar.
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Abb. 28: Epitheldicke der Samenblase-Azini intakter Ratten nach 3-monatiger ED-Exposition (per
Futter)

Es konnen signifikante Effekte auf die Epithelproliferation nach 3-monatiger
Procymidon- und Linuron-Exposition festgestellt werden und zwar im Sinne einer
Abnahme der Epitheldicke geneniber der Kontrollgruppe. Genistein und Resveratrol
zeigen keinen signifikanten Einfluss auf die Epitheldicke.

Die Abbildungen 29 und 30 zeigen die entsprechenden histologischen Korrelate.
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Abb. 29: Samenblase einer intakten Ratte nach 3-monatiger Procymidon-Exposition

(HE-Farbung, VergréRerung: 40x)

Abb. 30: Samenblase einer intakten Ratte nach 3-monatiger Linuron-Exposition

(HE-Farbung, VergréRerung: 40x)
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Bei beiden Préparaten zeigt sich insgesamt eine der Samenblase eines Kontrolltieres

ahnliche Histomorphologie.
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4. Diskussion
Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Wirkungen

ausgewahlter endokriner Disruptoren auf Prostata und Samenblase der Ratte. Dabei
wurden Verdnderungen der Organgewichte und der Histoarchitektur (unter
besonderer Berlcksichtigung des Epithels) dieser Organe untersucht.

Endokrine Disruptoren sind chemische Substanzen sowohl synthetischer als auch
natirlicher Herkunft, die biologische Effekte in Organismen auslésen kénnen, die
denen der natirlichen Hormone (in erster Linie der Sexualhormone) ahnlich sind.
Aufgrund ihres ubiquitaren Vorkommens ist die Exposition gegentber endokrinen
Disruptoren, sei es direkt oder Uber die Nahrungskette, praktisch bei jedem
Menschen nachweisbar. Von besonderem Interesse sind mogliche, sowohl negative
als auch positive, Effekte von endokrinen Disruptoren auf den menschlichen
Organismus.

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit den Sexualsteroiden kénnen endokrine
Disruptoren durch Bindung an entsprechende Hormonrezeptoren direkte
rezeptorvermittelte hormonelle Wirkungen (agonistische oder antagonistische)
auslosen. Daruber hinaus sind sie in der Lage, durch Hemmung der Synthese von
Hormonen oder deren Rezeptoren, Storung der Sekretion oder des Transports,
Veranderungen im Hormonmetabolismus oder durch Hemmung von Enzymen ihre
Wirkung zu entfalten.

Die untersuchten Organe stellen hormonabhéngige Gewebe dar und exprimieren
sowohl Androgen- als auch Ostrogenrezeptoren, so dass die verwendeten
Verbindungen mit ihrer antiandrogenen bzw. 0Ostrogenen Wirkung zu

morphologischen Veranderungen in diesen Geweben fihren kénnen.

4.1 Korpergewichte der Tiere am Ende der Untersuchung
Am Ende der Untersuchung konnte bei allen Tieren eine Zunahme des

Korpergewichtes festgestellt werden. Die gro3te Gewichtszunahme fand bei sojafrei
ernahrten intakten Ratten statt, die niedrigste bei E2-exponierten orchidektomierten

Tieren.

4.2 Verdnderungen der Organgewichte
4.2.1 Prostata

a. Erwartungsgemal weisen Prostatae intakter Tiere aufgrund des physiologischen
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Androgeneinflusses ein signifikant htheres Gewicht auf als die der orchidektomierten

Ratten.

b. Nach Exposition der orchidektomierten Ratten gegenuber Testosteron, BP2, OMC,
4-MBC, 8-PN, E2, Genistein und Resveratrol zeigten nur testosteronstimulierte Tiere
deutlich héhere Organgewichte. Zwischen den restlichen Tieren lasst sich kein
signifikanter Unterschied feststellen. Ursachlich fiur fehlende Gewichtsverdnderungen
nach Exposition gegenuber oOstrogen wirkenden BP2, OMC, 4-MBC, 8-PN, E2,
Genistein und Resveratrol im Vergleich zu den sojafrei gefitterten Tieren kénnte hier
die fehlende ER-Expression im Stroma der Rattenprostata sein. Bei hypogonadalen
Mausen, die in den Stromazellen der Prostata ER-a aufweisen, konnten jedoch
Wachstum und Expansion der epithelialen, stromalen, und luminalen Kompartimente
nach E2-Exposition beobachtet werden (Bianco et al. 2002). Auch in der Prostata
des Mannes werden ER-a im Stroma exprimiert, so dass eine ahnliche Wirkung (im
Sinne einer benignen Prostatahyperplasie?) auf die Prostata andropausaler Manner
angenommen werden kann.

Insgesamt scheinen die Wirkungen der getesteten Substanzen artspezifisch zu sein.

c. Nach Exposition intakter Ratten gegeniber Procymidon und Linuron
(antiandrogene Wirkungen) sowie Genistein (0strogene Wirkungen) zeigten sich
keine signifikanten Gewichtsunterschiede im Vergleich zu den nicht exponierten
Tieren, obwohl tendenzielle (jedoch statistisch nicht signifikante) Gewichtszunahme
bei stimulierten Tieren zu erkennen ist.

Vor dem Hintergrund der bekannten antiandrogenen Eigenschaften von Procymidon
und Linuron waren bei den mit diesen Substanzen stimulierten Tieren geringere
Prostatagewichte zu erwarten. Procymidon und Linuron inhibieren die physiologische
Testosteronwirkung und wirden bei intakten Tieren zu einer Gewichtsreduktion des
Organs fuhren. Solche Effekte von Linuron und Procymidon sind in der Studie von
Kang et al. (2004) beobachtet worden. Allerdings betrug das Alter der in der Studie
untersuchten Ratten 4 Wochen. Tinwell et al. (2007) berichten tGber eine minimale
Gewichtsreduktion der Prostata bei 20 Tage alten Ratten nach Linuronexposition.
Dies lasst den Schluss zu, dass die Effekte von endokrinen Disruptoren vom Alter
und somit vom Entwicklungstadium der exponierten Spezies abh&ngig sind. Auch

muss Uber die verschiedenen Effekte bei unterschiedlicher Dosierung diskutiert
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werden, da es bekannt ist, dass einige Substanzen nur in einem bestimmten
Dosisbereich ihre Wirkungen entfalten.

Nach der Stimulation der Tiere mit dem Phytodstrogen Genistein konnten keine
signifikanten Gewichtsunterschiede im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt
werden, obwohl Zunahme des Prostatagewichts nach pranataler xenodstrogener
Stimulation 2000 von Gupta beschrieben wurde (allerdings bei Mausen).

Die fehlende Gewichtszunahme der Rattenprostata nach Genisteinstimulation konnte
die Folge der anderen Rezeptorbesetzung als bei Mausen sein, denn in den
Stromazellen der Rattenprostata werden keine ER exprimiert (Pelletier et al. 2000,
Yamashita 2004). Gleichwohl lassen sich aber ER-a im Stroma der humanen
Prostata nachweisen, so dass beim Menschen ahnliche Wirkungen wie bei Mausen
moglich sind.

Dartber hinaus konnte in der Untersuchung von Gupta gezeigt werden, dass
Substanzen mit dstrogener Wirkung (z. B. Bisphenol A, eine Substanz, die bei der
Herstellung von Verpackungen breite Anwendung findet und eine 6strogene Potenz
aufweist) die Bindungsaktivitat der AR erhéhen und somit die Funktion der AR direkt
modulieren kdnnen. Ein &hnlicher Mechanismus ist auch bei Resveratrol vorstellbar,
das in der vorliegenden Untersuchung als einzige Substanz zu einer signifikanten
Zunahme des Prostatagewichtes bei intakten Ratten gegenidber den sojafrei

ernahrten Kontrolltieren fihrte.

4.2.2 Samenblase
a. Die Samenblasen orchidektomierter Tiere wiesen ein signifikant niedrigeres

Gewicht auf als die der intakten Tiere. Das erwartungsgemafR hdhere Gewicht bei

intakten Ratten ist als Ausdruck der physiologischen Androgenwirkung zu werten.

b. Bei den orchidektomierten Tieren fuhrte die Testosteronstimulation zu einer
deutlichen Zunahme des Samenblasengewichts im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Auch hier ist von bekannten physiologischen Testosteronwirkungen auszugehen.

Dagegen konnte nach Genisteinexposition, also unter Odstrogenem Einfluss, eine
signifikante Abnahme des Samenblasengewichtes festgestellt werden. Die Ubrigen

Substanzen zeigten keinen messbaren Effekt auf das Organ.
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c. Nach der jeweiligen Stimulation der gesunden Tiere mit zwei antiandrogenen
(Procymidon und Linuron) und zwei dstrogen wirkenden Substanzen (Genistein und
Resveratrol) konnten lediglich bei mit Procymidon stimulierten Tieren signifikante
Veradnderungen des Samenblasengewichtes beobachtet werden, und zwar im Sinne
einer Gewichtszunahme. Linuron, Genistein und Resveratrol zeigten keinen
wesentlichen Effekt auf das Organ.

Die Effekte von Procymidon sind somit diskrepant zu den Untersuchungen von Kang
et al. (2004), der gezeigt hat, dass Procymidon und Linuron (&hnlich wie bei der
Prostata) zu Gewichtsreduktion der Samenblasen bei Ratten fihren.

Nur eine marginale Gewichtsreduktion der Samenblase bei 20 Tage alten Ratten
nach Linuronexposition beschreiben Tinwell et al. (2007). Auch hier scheint das Alter
der exponierten Tiere eine wesentliche Rolle zu spielen.

Die ausgebliebene Gewichtszunahme durch 6strogene Stimulation kénnte durch
fehlende ER-Expression in der Samenblase der Ratte (Pelletier et al. 2000) erklart

werden.

4.3 Veranderungen am Epithel

4.3.1 Prostata
a. Bei der histologischen Auswertung der Prostata und einem Vergleich zwischen

nicht stimulierten intakten und orchidektomierten Tieren lie3 sich eine signifikant
grolRere Epitheldicke in den Prostatae der orchidektomierten gegentuber den intakten
Ratten feststellen. Die sehr weiten Azini der intakten Tiere sind dabei mit einer
schmalen Epithelschicht ausgekleidet und mit viel Sekret gefillt. Dagegen prasentiert
die Prostata der orchidektomierten Ratte kleinere, jedoch mit dickerer Schicht
mehrreihigen Epithels ausgekleidete Azini.

Trotz der fehlenden Androgenwirkung scheint die Proliferation der Epithelzellen
stimuliert zu werden. Es ist anzunehmen, dass diese Wirkungen durch Ostradiol
mittels ER-B, welche in den Epithelzellen der Rattenprostata zu identifizieren sind,
vermittelt werden. Diese Befunde stimmen mit denen anderer Studien tberein. Leav
et al. (1978), Pelletier (2002) und Bianco et al. (2002) konnten Nachweise
stimulierender Effekte von Ostradiol auf die Zellproliferation des Prostataepithels bei
kastrierten Tieren erbringen.

Im Epithel der gesunden Prostata eines Mannes lassen sich ebenfalls ER-B

nachweisen (Royuela et al. 2001, Leav et al. 2001). Dies lasst ahnliche Wirkungen
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bei andropausalen Mannern vermuten. Zwar sind maligne Veranderungen der
Prostata in keiner der oben erwahnten Studien beschrieben worden. Allerdings
scheint fehlender Testosteroneinfluss alleine noch kein protektiver Faktor fir die
erhohte Proliferationsrate, und damit die prinzipielle Moglichkeit einer malignen

Entartung des Gewebes zu sein.

b. Bei den orchidektomierten Tieren konnte eine signifikante Zunahme der
Epitheldicke nach Exposition gegenuber BP2, 4-MBC, E2, Testosteron und 8-PN
beobachtet werden.

Bis auf das Testosteron handelt es sich dabei um Substanzen mit bekannter
ostrogener Potenz. Auf die Rolle der Ostrogene beim Wachstum und bei der
Induktion von proliferativen Veranderungen in der mannlichen Prostata ist bereits
eingegangen worden. Hier lassen sich nun Wirkungen 0dstrogen aktiver Substanzen
bei orchidektomierten Tieren, also bei fehlendem Androgeneinfluss, beobachten.

Es ist bekannt, dass Ostradiol zum Wachstum der Prostatazellen bei hypogonadalen
Mausen fuhrt, und zwar sowohl im epithelialen als auch im stromalen Kompartiment
(Bianco et al. 2002). Eine vergleichbare Wirkung von E2, BP2, 4-MBC, und 8-PN
kann nun auch an orchidektomierten Ratten beobachtet werden. Die 6strogenen
Effekte konnten dabei durch die in den Epithelien der Rattenprostata exprimierten
ER-p vermittelt werden. Vom 8-PN ist allerdings bekannt, dass es hauptsachlich tber
den ER-a wirkt. Hier ist zu vermuten, dass auch andere Wirkmechanismen eine Rolle
spielen.

Ahnliche Wirkungen sind auch in der mannlichen Prostata (auch dort ER-p-
Expression in den Epithelien) vorstellbar. Dies wirde bedeuten, dass vor allem
andropausale Manner mit einem niedrigen Androgenspiegel bei Exposition
gegenuber den erwdhnten Substanzen gefahrdet waren. Bei gegebenen
proliferativen Wirkungen dieser Substanzen besteht zumindest hypothetisch die
Gefahr maligner Zelltransformation. Trotz der Hinweise auf eine antikanzerogene
Wirkung von 8-PN beim Prostatakarzinom in der Zellkultur (Delmulle et al. 2008) ist
dessen Einsatz als mogliches Therapeutikum beim Prostatakarzinom kritisch zu
betrachten.

Auch die Testosteronstimulation flhrte zu signifikant breiteren Epithelschichten. Zwar
konnte bis jetzt nicht gezeigt werden, dass die Testosteronsubstitutionstherapie bei

hypogonadalen Mannern das Risiko fir das Prostatakarzinom erhoht (Morales et al.
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2000). Jedoch lassen sich bei orchidektomierten Ratten deutliche proliferative Effekte
am Epithel dokumentieren.

Bei den orchidektomierten Tieren fallen recht wuniforme histologische
Erscheinungsbilder auf, die dem eines orchidektomierten Kontrolltieres sehr ahneln.
Eine Ausnahme stellt hier lediglich das Praparat des testosteronstimulierten Tieres
dar. Hier fallt ein morphologisches Muster auf, das dem eines intakten Kontrolltieres
sehr nahe kommt: weite, mit relativ schmalen Epithelschichten ausgekleidete Azini.
Allerdings liegt die Epitheldicke bei intakten Kontrolltieren im Schnitt bei 10,6 pm,
wahrend sie bei orchidektomierten testosteronstimulierten Ratten 19,13 um, also fast
das Doppelte, betragt.

Anders als bei intakten Tieren konnten bei orchidektomierten Ratten keine
signifikanten Veranderungen des Epithels nach Resveratrol- und Genisteinexposition
festgestellt werden.

Auch nach Stimulation mit OMC, einer UV-Filter-Substanz, von der bekannt ist, dass
sie zur Zunahme des Uterusgewichtes bei Ratten und zur Proliferation der MCF-7-

Zellen fuhrt, lassen sich hier keine Veranderungen des Epithels feststellen.

c. Bei den intakten Tieren fiihrte die Exposition gegentber Procymidon, Linuron,
Genistein und Resveratrol zu signifikant breiteren Epithelschichten als bei nicht
exponierten Tieren. Zuséatzlich weisen Azini von linuron -und resveratrolstimulierten
Ratten deutlich groRere Sekretmengen auf als die restlichen Tiere.

Bis auf die Zunahme der Epitheldicke zeigt sich bei allen intakten Tieren ein
insgesamt  identisches  histomorphologisches Bild. Grobe Stdérungen der

Histoarchitektur oder dysplastische Veranderungen lassen sich nicht nachweisen.

In Bezug auf das Linuron stehen diese Befunde durchaus im Einklang mit den
Ergebnissen von Tinwell et al. (2007). Diese Arbeitsgruppe konnte insgesamt nur
schwache Wirkungen von Linuron auf die Rattenprostata feststellen, die
Histomorphologie blieb unveréndert im Vergleich zur Kontrolllgruppe. Die Tiere
waren 20 tage alt und die Expositionsdauer betrug 10 Tage.

Prinzipiell ist die in der vorliegenden Arbeit festgestellte isolierte Zunahme der
Epitheldicke bereits als Ausdruck der proliferativen Wirkung von Procymidon und
Linuron zu werten. Somit erscheinen hohergradige Stérungen der Histomorphologie
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bei langfristiger Exposition bis hin zu dysplastischen und malignen Veranderungen
maglich.

Der Mechanismus, der zu den beschriebenen Veradnderungen fuhrt ist unklar. Bei
bekannter Antiandrogenitdt von Procymidon und Linuron waren eher
proliferationshemmende Wirkungen zu erwarten. Ob hierbei andere als reiner AR-

Antagonismus, bis jetzt unbekannte Wirkmechanismen eine Rolle spielen, ist unklar.

Auch die beiden zu den Phytodstrogenen gehérenden Substanzen Resveratrol und

Genistein fuhrten zur im Vergleich mit den Kontrolltieren breiteren Epithelschicht.

Genistein gehort zu der am meisten verbreiteten Gruppe der Phytodstrogene, den
Isoflavonoiden, und bindet an ER-B mit héherer Affinitat als an ER-a (Kuiper et al.
1997, Kuiper et al. 1998, Morito et al. 2001, Morito et al. 2002, Schmitt et al. 2001).
Die Ergebnisse der Studien Uber das biologische Verhalten von Genistein sind
widersprichlich. Es gibt Hinweise auf sowohl proliferationshemmende als auch
proliferationsfordernde Wirkungen von Genistein.

Neben den Berichten Uber antiproliferative Wirkungen von Genistein (Lamartiniere et
al. 1995, Hilakivi-Clarke et al. 1999,) wurden auch Daten Uber stimulierende Effekte
an malignen Zellen geliefert (Hsieh et al. 1998, Newbold et al. 2001).

Mehrere Studien dokumentierten hemmende Effekte von Genistein auf
karzinomatdse Zelllinien (Naik et al. 1994, Barnes 1995, Santibanez et al. 1997).

In Zusammenschau mit epidemiologischen Untersuchungen, die kanzeroprotektive
Wirkungen der Phytotstrogene nahe legten, kam Genistein als mogliches
Praventionsmittel oder gar Therapeutikum beim Prostatakarzinom in Betracht. Bei
diesen Untersuchungen wurden jedoch pharmakologische Konzentrationen von
Genistein eingesetzt, die selbst im Rahmen einer sojareichen Diat niemals erreicht
wirden.

Chau et al. berichteten Uber Effekte von Genistein, die bei physiologischen, also
unter einer speziellen Diat erreichbaren Konzentrationen auftreten. Es konnte nicht
nur eine Erhéhung der Telomerase-Aktivitat festgestellt werden, sondern auch eine
Wachstumsférderung der humanen Prostatakarzinomzellen, sowie eine
Tumorprogression bei Mausen mit der prostatischen intraepithelialen Neoplasie
(Chau et al. 2007).
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Es konnte eine signifikante Zunahme der Epitheldicke bei intakten Tieren nach
Genistein- und Resveratrolstimulation festgestellt werden. Dies ist zunéchst als
proliferationsfordernde Wirkung zu werten.

Vor dem Hintergrund der bekannten Wirkungen von Ostrogenen auf die
Prostatazellen und der wahrscheinlichen Beteiligung der Ostrogene an der
Pathogenese des Prostatakarzinoms (Harkénen und Makela 2004) kdnnen die
beschriebenen Veranderungen als Ausdruck des Agonismus von Genistein und
Resveratrol an den ER interpretiert werden. Ein Mechanismus zur Induktion des
Zellwachstums konnte der von Richter et al. beschriebene Anstieg der AR-
Expression nach Stimulation des fetalen Prostatagewebes bei Mausen mit
physiologischen Dosen von Ostradiol sein (Richter et al. 2007). Daraus ergibt sich
eine erhohte Sensibilitit des Gewebes gegeniber androgenen Einflissen mit
erhéhtem Zellwachstum.

In Anbetracht der Befunde an den Epithelien nach Genistein- und Resveratrol-
Stimulation und der Ergebnisse von Chau et al. (2007) ist die oft beschriebene
proliferationshemmende Wirkung dieser Substanzen kritisch zu hinterfragen. Ein
Einsatz von Genistein und Resveratrol im Rahmen der Chemopravention oder der

Therapie von Krebserkrankungen erscheint problematisch.

4.3.2 Samenblase
a. Die Epitheldicke der Azini der Samenblase ist bei intakten Tieren signifikant grof3er

als bei orchidektomierten Tieren. Anders als in der Prostata resultierte aus dem
fehlenden  Androgeneinfluss  bei  orchidektomierten  Tieren auch eine
(erwartungsgemalfd) geringere Epithelproliferation. Zusétzlich bestehen Unterschiede
im Hinblick auf den Epitheltyp. Wahrend bei intakten Tieren hochprismatische Zellen
zu finden sind, ist das Epithel bei orchidektomierten Ratten durch isoprismatische

Zellen repréasentiert.

b. Signifikante Effekte am Epithel der Samenblase orchidektomierter Ratten konnten
bei testosteron- und 8-PN-stimulierten Tieren festgestellt werden.

Die Testosteronexposition fuhrte dabei zu einer Zunahme der Epitheldicke, analog
dem Prostatagewebe orchidektomierter Tiere. Diese Beobachtung lasst das
Auftreten von epithelialen Veranderungen in der Samenblase z. B. im Rahmen einer

Testosteronsubstitutionstherapie bei andropausalen Mannern maoglich erscheinen.
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Anders als bei der Prostata, fuhrte die 8-PN-Exposition nicht zu einer Zunahme,
sondern zu einer Abnahme der Epitheldicke der Samenblasen. Hier kénnte die
unterschiedliche Rezeptorverteilung eine Rolle spielen: ER-B im Epithel der Prostata
und ER-a im Epithel der Samenblase.

Die Substanzen BP2, OMC, 4-MBC, E2, Genistein, und Resveratrol fuhrten zu

keinen signifikanten Veranderungen am Samenblasenepithel orchidektomierter Tiere.

c. Die Stimulation der intakten Tiere mit Procymidon und Linuron fuhrte in beiden
Fallen zu einer signifikanten Abnahme der Epitheldicke. Dies ist durch die bekannten
antiandrogenen Wirkungen der Substanzen zu erklaren. Im Gegensatz dazu ldsten
diese Substanzen in der Prostata entgegengerichtete Effekte aus: dort war eine
proliferationsfordernde Wirkung festzustellen.

Inhibierende Effekte von Procymidon und Linuron auf die Samenblasen von M&ause
konnten auch von Kang et al. (2004) beobachtet werden. Vergleichbare Effekte auf
die Samenblasen von Menschen kénnen angenommen werden. Schadigende
Wirkung der Substanzen auf die Hoden sind bereits bekannt (Mcintyre 2000, 2002,
Ostby et al. 1999).

Ebenfalls andere Effekte als bei der Prostata konnten bei genistein- und
resveratrolstimulierten Tieren dokumentiert werden. In der Samenblase fuhrten diese
Verbindungen zu keinen signifikanten Veranderungen des Epithels, wahrend in der
Prostata Zunahme der Epitheldicke festzustellen war.

Der fehlende Effekt von Genistein ist moglicherweise dadurch zu erklaren, dass ER-
B, Uber die Genistein seine Wirkungen vermittelt, im Epithel der Samenblase der
Ratte nicht exprimiert werden. Anders ist der Rezeptorbesatz bei Mannern: die
Epithelzellen der Samenblase besitzen ER-B, so dass die Befunde bei Ratten nicht
direkt auf die menschliche Samenblase zu ubertragen sind. Beim Menschen sind
also Effekte von Genistein durch seine Affinitat zum ER-B nicht auszuschliel3en.
Resveratrol bindet mit vergleichbarer Affinitat an beide ER-Typen. Trotz der
bekannten ER-a-Expression in epithelialen Zellen der Samenblase bei Ratten, blieb
die Resveratrol-Exposition ohne einen messbaren Effekt, obwohl in der Prostata
Veranderungen feststellbar waren. Ob hier gewebsspezifische
Signaltransduktionswege existieren und so zu verschiedenen Ergebnissen fuhren, ist

unklar.
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5. Zusammenfassung
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirkungen ausgewahlter endokriner

Disruptoren auf das Gewicht und die Histomorphologie (vor allem Veranderungen am
Epithel) der Prostata und Samenblase der Ratte zu untersuchen.

Unter dem Begriff ,endokrine Disruptoren“ werden sowohl nattrlich vorkommende als
auch synthetisch hergestellte Substanzen zusammengefasst, die biologische Effekte
in Organismen auslésen konnen. Wegen der strukturellen Ahnlichkeit der endokrinen
Disruptoren mit den Steroidhormonen sind es vor allem Wirkungen, die denen der
naturlichen Steroide ahnlich sind. Aufgrund des ubiquitaren Vorkommens der
endokrinen Disruptoren besteht eine Exposition der Tiere und der Menschen
gegenuber endokrinen Disruptoren, entweder direkt oder Uber die Nahrungskette.
Von besonderem Interesse sind mogliche, sowohl negative als auch positive Effekte
von endokrinen Disruptoren auf den menschlichen Organismus.

Die Wirkungen der endokrinen Disruptoren sind entweder rezeptorvermittelt (durch
Bindung an entsprechende Hormonrezeptoren) oder werden durch Hemmung der
Synthese von Hormonen oder deren Rezeptoren, Stérung der Sekretion oder des
Transports, Veranderungen im Hormonmetabolismus, sowie durch Hemmung von
Enzymen entfaltet.

Die Prostata und die Samenblase stellen hormonabhangige Gewebe dar und
exprimieren sowohl Androgen-, als auch Ostrogenrezeptoren, so dass die in der
Untersuchung verwendeten Substanzen zu antiandrogenen, bzw. 06strogenen
Wirkungen mit entsprechenden morphologischen Veranderungen in diesen Geweben
fuhren kdnnen.

Fur die Untersuchung dieser Wirkungen wurden mannliche (intakte und
orchidektomierte) Sprague-Dawley-Ratten per Futter einigen ausgewahlten
endokrinen Disruptoren Uber einen Zeitraum von 3 Monaten exponiert. Danach
wurden die Prostatae und die Samenblasen der Tiere histologisch untersucht.

Es konnte festgestellt werden, dass einige der eingesetzten endokrinen Disruptoren

Wirkungen auf diese Organe haben.

So fuhrte Resveratrol, eine Substanz mit 06strogener Wirkung, zu einer
Gewichtszunahme der Prostata bei intakten Ratten. Dieser Effekt ist moglicherweise
auf eine Erh6hung der Bindungsaktivitdt des Androgen-Rezeptors durch Resveratrol
zurtckzufiihren (dieser Mechanismus ist z. B. bei Bisphenol A, ebenfalls dstrogen
potent, beschrieben worden).

59



Es ist zu vermuten, dass endokrine Effekte auch vom Alter der Spezies abhéangig
sind, da antiandrogene Substanzen Procymidon und Linuron in der vorliegenden
Untersuchung zu keinen signifikanten Gewichtsabnahmen der Prostata flhrten,
obwohl in der Literatur solche Effekte bei 20 und 28 Tage alten Ratten beschrieben

sind.

Die Exposition der orchidektomierten Ratten gegenuber BP2, OMC, 4-MBC, 8-PN,
E2, Genistein und Resveratrol flihrte zu keiner signifikanten Gewichtszunahme. Die
fehlende 0Ostrogene Wirkung dieser Substanzen konnte auf die fehlende ER-
Expression im Stroma der Rattenprostata zurtickzufihren sein. Bei bekannter ER-a-
Expression im Stroma der humanen Prostata kann jedoch Wachstum und Expansion
der epithelialen und stromalen Komponente im Sinne einer benignen
Prostatahyperplasie bei alteren Mannern nicht ausgeschlossen werden, da solche
Effekte bei hypogonadalen Mausen (hier bekannte stromale ER-a-Expression)

beobachtet wurden.

Die Antiandrogene Procymidon und Linuron vermochten eine Zunahme des
Samenblasengewichtes bei intakten Ratten herbeizuflihren, wobei diese Ergebnisse
diskrepant zu denen von Kang et al. (2004) erscheinen, der eine Gewichtsreduktion
der Samenblasen beobachtet hatte. Bei orchidektomierten Tieren konnte lediglich
nach Genisteinstimulation eine Gewichtsreduktion der Samenblasen festgestellt

werden.

Im Einklang mit den in der vorliegenden Arbeit zitierten Studien wiesen die
orchidektomierten Tiere eine grof3ere Epitheldicke der Prostata auf als die intakten.
Dies zeigt, dass trotz der fehlenden Androgenwirkung die Proliferation der
Epithelzellen stimuliert wird, wobei diese Wirkungen moglicherweise durch Ostradiol
vermitelt werden. Somit scheint der fehlende Testosteroneinfluss alleine noch kein
protektiver Faktor gegen die erhohte Proliferationsrate, und damit die prinzipielle

Maglichkeit einer malignen Entartung des Gewebes zu sein.

Procymidon, Linuron, Genistein und Resveratrol fiihrten bei intakten Tieren zu
signifikant dickeren Epithelschichten. Obwohl grobe Stérungen der Histoarchitektur

oder dysplastische Veranderungen nicht registriert werden konnten, sind die
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beobachteten Effekte prinzipiell als Ausdruck der proliferativen Wirkung von
Procymidon, Linuron, Genistein und Resveratrol zu werten, so dass hdhergradige
Storungen der Histomorphologie bei langfristiger Exposition bis hin zu dysplastischen
und malignen Veranderungen zumindest nicht auszuschlie3en sind.

Vor diesem Hintergrund und trotz der in der Literatur beschriebenen Hinweise auf
kanzeroprotektive Wirkungen der Phytodstrogene Genistein und Resveratrol
erscheint deren Einsatz im Rahmen der Chemoprévention oder der Therapie von

Krebserkrankungen problematisch.

Bei fehlendem Androgeneinfluss, also bei den orchidektomierten Tieren, konnte eine
signifikante Zunahme der Epitheldicke nach Exposition mit BP2, 4-MBC, EZ2,
Testosteron und 8-PN beobachtet werden. Dies untermauert die Vermutung, dass
Ostrogene Wachstum und Induktion von proliferativen Veranderungen in der
mannlichen Prostata induzieren kénnen, und dass langfristige Exposition gegenuber
diesen Substanzen prinzipiell Zu hyperplastischen und malignen
Prostataveranderungen filhren kann. Der Einsatz von 8-PN als mdgliches

Therapeutikum beim Prostatakarzinom ist kritisch zu betrachten.

Anders als in der Prostata resultierte aus dem fehlenden Androgeneinfluss bei
orchidektomierten Tieren eine geringere Epithelproliferation in der Samenblase.
Im Gegensatz zur Prostata war bei procymidon- und linuronstimulierten Tieren

eine signifikante Abnahme der Epitheldicke festzustellen.

Ebenfalls andere Effekte als bei der Prostata konnten bei genistein- und resveratrol-
stimulierten Tieren dokumentiert werden. In der Samenblase fuhrten diese
Verbindungen zu keinen signifikanten Verdnderungen des Epithels. Wegen des
unterschiedlichen Rezeptorbesatzes sind diese Beobachtungen jedoch nicht direkt
auf die menschliche Samenblase zu Ubertragen. Beim Menschen sind Effekte von
Genistein durch seine Affinitdit zum ER-B, welcher in der ménnlichen Samenblase

exprimiert wird, nicht auszuschlieRen.
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