Aus der Arbeitsgruppe fir Endokrinologie
(Prof. Dr. med W. Wuttke)

der Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen

Auswirkungen von Ostradiol, Bisphenol A und Octyl-
methoxycinnamat in ostrogen sensitiven Organen im

Langzeitversuch an ovarektomierten Mausen

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat

der Georg-August-Universitat zu Gottingen

vorgelegt von
Carl Christian Opitz

aus Gottingen

Gottingen 2011



Dekan: Prof. Dr. med. C. Fréommel

1. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. H. Jarry

2. Berichterstatter/in: Prof. Dr. med. H. Siggelkow

Tag der mundlichen Prifung: 28.08.2013



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

1 EINIEITUNG ..ottt bbbt 1
1.1 ENAOKIINE DISTUPLOTEN ..ottt ittt 1
111 DETINITION ...t 1
1.1.2 Exposition, Gefahrdung und Wirkmechanismus............ccoovevviennicsin e 2
1.2 Steroidhormone und deren REZEPIOIEN ........coviiviiiiiiiriiicee e 5
1.2.1 Steroidhormone im UBErbBICK ...........cooviuevricveiieeicceeeee s 5
1.2.2  OSIOGENE .......ceeeeeeieeeeeeeee ettt ettt es s et sen ettt s 5
1.2.3 Steroidrezeptoren im UDEMDICK. ..........c.cccveicveiieeieicee e 5
1.2.4 OStrogenrezeptor oL UNA P........c.ceveervevcreiiecieiieee et 6
1.2.5 Ostrogene Wirkung auf biologische Marker .............ccccooceveeueiecvereecsiesie s 7
1.3 TESISUDSTANZEN......uiiiiiiieee bbb 7
131 BISPNENOI A .. 8
1.3.2 Octyl-methoxycinnamat (OMC).........cooiiiiiiiiieie e, 9
1.4 Uterotropher Assay der OECD .........ccocciiiiiiiiieiiseeee e 9
15 ZHEISBIZUNG .. .ot 11
2 Material und MEethOOEN .........ccooiiiiiii e 12
2.1 MAEIIAL ... 12
2.1.1 IN-VIVO-VEISUCKE ...ttt 12
2.1.1.1  Versuchstiere und ihre Haltungsbedingungen ..........ccocoeiininninnienenn 12
2.1.1.2  OVarEKIOMI ..ottt bbbt 13
2.1.1.3  Gewinnung des biologischen Probenmaterials ............ccooierinininiciennenn 13

2.2 MEINOTEN ... 14
2.2.1 Molekularbiologische Methoden.............cocoiiiiiiiiiiiii e, 14
2.2.1.1 Extraktion der Gesamt-RNA aus GEWEDE ...........ccccvvveiiiiieiinisiniee 14
2.2.1.2 Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der RNA............cccoeeee. 14
2.2.1.3  ReVerse TransKription ... 14
2.2.1.4  Real-TIME-PCR ..o e 15
22141 TAGMAN® PCR ..o 15
2.2.1.4.2 ICYCIEI® PCR ...t e 17

2.2.1.5  Primer und SONUEN........couiiiiiiiiecieee et 18
2.2.1.6  Auswertung der Real-Time-PCR........ccociiiiiiiiiiineee e 19
2.2.2 SeruMAIAGNOSTIK ......oviiiiiiiiieee s 19
2.2.3 Quantitative Computertomographie ..........cocoovviririeieese e 19
2.2.4 Statistische MethOdeN ..........coiiiiiiee s 20

S EINQEDNISSE .o 21
3.1 TiergewiChtSENtWICKIUNG .......ccooiiiiiiiiiiieee s 21
3.1.1 Korpergewichtsverlauf Uber 3 MONate ........c.ccveveiievveie e, 21



Inhaltsverzeichnis

3.1.2 Korpergewicht am Tag der ObduKtion ..........cccoevvvieiicic i, 22
3.1.3 FULEraUTNANME ... s 23

3.2 Untersuchte Veranderungen im ULEIUS..........cccvovveiierieiiieiecse e e 24
3.2.1 Absolutes und relatives UterusgewiCht ..........cccccevvevinieieeie e, 24
3.2.2 Genexpressionsanalyse iM ULEIUS .........coiveieiieie e 25
3221  IGF =21 UNd C3 M ULBIUS....ceeiiiiieiiesie ettt 25
3.22.2 ER0UNA ERB 1M ULEIUS.....ccieiiiiecieeie et 26

3.3 Untersuchte Veranderungen in der LEDEr.........covvvveiiiie i, 28
3.3.1 Absolutes und relatives Lebergewicht...........cccoooviieiiieici e, 28
3.3.2 IGF — 1- und ERo—EXxpression in der Leber ........ccccovvveviveiiiecece e 29

3.4 Untersuchte Veranderungen im HErzZen..........cccooeveeieiieiecse e, 30
34.1 Absolutes und relatives HErzgewicht ............cccoovevveiiiiciiece e, 30
3.4.2 ERo— und ERB— EXPression im HEerzen .........cccccovveiiinineiseneee e 31
3.4.3 IGF-1-EXPression im HErZeN.........ccocvieieiieie et 32

3.5  Untersuchte Veranderungen in der HYpOPhYSE .........ccooviiiiniiiene i 32
3.5.1 LHB-Expression in der HYPOPNYSE .......ccvviiiiiiiiiieieese e, 32
3.5.2 ERa— und ERB—Expression in der HYpophySe........ccccooviiieniieninineeieieen 33

3.6 Untersuchte Veranderungen an der TiDia........ccccoveiiiininiininieicse e 34
3.6.1 Knochendichte in der Spongiosa und Kortikalis ..........c.ccccocvviviiieeviccccienen, 35
3.6.1.1  SPONGIOSAAICNLE .......eevieieiicce e e 35
3.6.1.2  KOrtiKaliSUICNTE .......ocviiviiiiiicieieee e e 35
3.6.1.3  Gesamtdichte von Tibia-Metaphyse und -Diaphyse............ccccovveieeieiiennenn 36

3.7  Gemessene Veranderungen im SEIUM . .......ccecoeiieieerieiie e sre et 37
3.7.1 Cholesterol, Triglyceride, LDL und HDL im Serum .........ccccocovvvevveieeieeiiennnnn 37
3.7.2  OStradiol iM SEIUM......c.cocvieieeieieieeeee e, 37

O B 1] (U 11 [0 o SRS PR PSSR 38
4.1  Die Ostradiolwirkung im Langzeit-Mausmodell............c.cccoovvvevivereverirereeieeeeeerenenens 38
4.2  Die Wirkung von BPA und OMC im Langzeit-Mausmodell ................cccovererinenn. 40
421 B P A ettt bbbt ens 40
4.2.2 OO ettt bt R ettt b ettt e e 42
ZUSAMIMENTASSUNG ... veetieiie sttt sttt ettt st e e bt et e bt e bt ese e e beebeaneesreesbeeneesbeenbeans 44
5  LIteraturVerzZeiChNIS ..o e 46
6 AbDIAUNGSVEIZEICNNIS .. ..o e 54
7 TabellenVerzeiChNIS ... ... s 56



Abkirzungsverzeichnis

AbklUrzungsverzeichnis

o/ ERKO
Abb.

BPA
C3
cDNA
Ci

DES
DNA

dNTP
dsDNA

El

E2

E3

ED
EFSA
EPA
ERa
ERB
EU
FSH
GH
HDL
HPG
HRT
HSP 90
le.
IGF-1
KG

KO
LDL

Ostrogenrezeptor(o/p)-Knock-out
Abbildung

Bisphenol A

Komplementfaktor 3

Komplementére Desoxyribonucleinsaure
Threshold-Zyklus

Diethyilstilbostrol
Desoxyribonucleinséure
desoxyNucleosidtriphosphat
Doppelstrang DNA

Ostron

Ostradiol

Ostriol

Endokrine Disruptoren

European Food Safety Autority

US Environmental Protection Agency
Ostrogenrezeptor alpha
Ostrogenrezeptor beta

Européische Union

Follikel stimulierendes Hormon
Growth Hormon

High Density Lipoproteine
Hypothalamus — Hypophysen — Gonaden — Regelkreis
Hormonersatztherapie
Hitzeschockprotein 90

id est ,,das ist, mit anderen Worten*
Insulin-like growth factor 1
Kdrpergewicht

Knock out

Low Density Lipoproteine


http://de.wikipedia.org/wiki/Diethylstilbestrol

Abkirzungsverzeichnis

LH Luteinisierendes Hormon

MCE-7 Human breast adenocarcinoma cell line
MRNA messenger Ribonucleinacid

NO Nitric Oxide (Stickstoffmonoxid)
NOAEL No observed adverse effect level

oD Optical Density

OECD Organisation for Economic Co-operation and Development
OMC Octyl-methoxycinnamat

OVX ovarektomiert

OVX Ovarektomie

PCR Polymerase Chain Reaction

PET Polyethylene terephthalate

qCT Quantitativer Computertomograph

RT Reverse Transkriptase

S.C. subkutan

SERM Selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator
T3 Triiodthyronin

T4 Thyroxin

Tab. Tabelle

DI tolerable daily intake

TG Triglyceride

TSH Thyreotropin Releasing Hormon

UNG Uracil-N-Glycosylase

upm Umdrehung pro Minute

uv Ultraviolett

WHO World Health Organization

7.B. zum Beispiel



1 Einleitung

1 Einleitung

Die potentiellen negativen gesundheitlichen Wirkungen von Produkten, die wir tagtaglich
konsumieren, werden vor allem in Bezug auf Lebensmittel kritisch diskutiert. Doch auch
Kosmetika, wie z. B. Sonnencreme oder kunststoffhaltige Gegenstdnde, mit denen wir
beispielsweise in Form von PET-Wasserflaschen in Berlihrung kommen, enthalten Stoffe,
deren Auswirkung auf den menschlichen Korper nicht abschlieBend geklart ist. Welchen
Effekt diese Substanzen, Bisphenol A (BPA) und Octyl-methoxycinnamat (OMC), auf den
Organismus und im Speziellen auf das endokrine System von Mé&usen haben, soll in der

vorliegenden Arbeit genauer untersucht werden.

1.1 Endokrine Disruptoren

Endokrinen Disruptoren (ED) werden inshesondere dstrogenartige Effekte an verschiedenen
Erfolgsorganen zugeschrieben (Bergeron et al. 1994). Um das Gefahrdungspotential von ED
einschatzen zu koénnen, muss deren mogliche Wirkungsweise untersucht werden. Im

Folgenden ist ein Uberblick tiber ED mit deren Wirkungsspektrum gegeben.

1.1.1  Definition

Im Jahre 1962 machte die Autorin Rachel Carson mit ihrem Buch ,,Silent Spring* (Carson
1962) zum ersten Mal auf die Verbreitung von hormonell wirksamen Umweltgiften, die vom
Menschen produziert werden (sogenannte Xenobiotika), aufmerksam und legte damit den

Grundstein zur Umweltbewegung.

Spétestens nach der Verdffentlichung von ,,Our stolen future® (Colborn et al. 1996) sind
derartige Umweltchemikalien, die als endokrine Disruptoren bezeichnet werden, stark in den
Blickpunkt von Medien, Politik und offentlichem Interesse gerlckt. Diesen wird
vorgeworfen, das endokrine System zu beeinflussen und so weitreichende

Gesundheitsschaden hervorzurufen.

Viele Beobachtungen, die zu diesen Bedenken geflihrt haben, wurden an wild lebenden
Tieren oder bei Versuchstieren aufgezeigt (LeBlanc 1995, Daston et al. 1997); Effekte auf

den menschlichen Organismus konnten bisher nach Exposition mit hohen Dosen einiger



1 Einleitung

weniger Chemikalien (Diethylstilbostrol und polychlorierten Biphenylen) nachgewiesen
werden (Giusti et al. 1995, Mittendorf 1995).

Das breite mediale und wissenschaftliche Interesse flihrte zur Initiierung von internationalen
Forschungsprogrammen, Workshops und zur Installation von Expertengremien, die das
Gefahrdungspotential der einzelnen Substanzen einschatzen sollten. Es wurden verschiedene

Definitionen fiir endokrine Disruptoren publiziert:

So definierte die US-Umweltschutzbehdrde (EPA) im Jahre 1995 endokrine Disruptoren als
exogene Substanzen, welche Synthese, Freisetzung, Transport, Metabolismus, Bindung,
Aktivitat oder Elimination natirlicher Hormone, die im Korper fir die Aufrechterhaltung der
Homd@ostase, der Reproduktion und der Regulation von Entwicklungsprozessen und des

Verhaltens verantwortlich sind, beeinflussen (Kavlock et al. 1996).

Auf der im Jahre 1996 stattgefundenen Konferenz "European Workshop on the Impact of
Endocrine Disruptors on Human Health and Wildlife” unter Federfihrung der EU-
Kommission DG XII, der European Environment Agency und des European Center for
Environmental Health der WHO in Weybridge hat man sich auf folgende Definition fir
endokrine Disruptoren geeinigt: ,,Bei den endokrinen Disruptoren handelt es sich um
korperfremde Verbindungen, die in das endokrine System eines gesunden Organismus oder

das seiner Nachkommen eingreifen und zu signifikanten Gesundheitsstorungen fithren.*.

Die Definition der OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) fir
ED lautet: Endokrine Disruptoren sind Fremdstoffe mit schadlichen Wirkungen auf die
Gesundheit in einem unversehrten Organismus oder seiner Nachkommenschaft, die auf

Anderungen von endokrinen Funktionen zuriickgefiihrt werden kénnen (nach OECD 1996)°.

1.1.2  Exposition, Gefahrdung und Wirkmechanismus
Menschen wie auch Tiere sind Umweltchemikalien durch dermale, ingestitative oder
inhalative Aufnahme z.B. in Kosmetika, Nahrungsmitteln, Wasser oder Staub ausgesetzt.

Diese konnen sowohl zu einer Akkumulation im Fettgewebe des Menschen fiihren (Smeds
and Saukko 2001, Mullerova and Kopecky 2007), als auch in die Regulationsvorgénge des

Hormonsystems eingreifen und fur verschiedene Krankheiten verantwortlich sein.

! http://ec.europa.eu/environment/endocrine/documents/reports_conclusions_en.htm
2 www.oecd.org/dataoecd/39/12/2350385.pdf
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Als Indiz fir diese Hypothese, die kontrovers diskutiert wird, spricht unter anderem eine
positive Korrelation von pranataler Exposition mit DES und einem signifikanten Anstieg der
Inzidenz von Hodenkarzinomen (Toppari et al. 1996). Einige epidemiologische Studien
zeigen eine deutlich hohere Prostatakrebsrate bei Anwendern von hormonell aktiven
Pestiziden (Keller-Byrne et al. 1997, Dich and Wiklund 1998, Fleming et al. 1999) sowie
gehduft auftretende Fehlbildung ménnlicher Genitalien (Toppari et al. 1996).

Grolle Metaanalysen Uber den Zeitraum von 1934 bis 1996 beweisen einen drastischen
Rickgang der Spermiendichte bei Mé&nnern aus westlichen Industrielandern im Vergleich zu
denen aus anderen Léandern. Die Beobachtungen waren unabhangig von statistischen
Storgroflen, so dass diskutiert werden muss, ob eine Exposition des Mannes gegenuber
Umweltchemikalien, als Folge der Industralisierung, eventuell ursdchlich fur dieses
Phanomen ist (Carlsen et al. 1992, Swan et al. 2000).

Ein weiterer Befund, der mit Umwelthormonen in Verbindung gebracht wird, ist eine
mogliche Erhohung des Brustkrebsrisikos (Wolff et al. 1993, Krieger et al. 1994, Charlier et
al. 2003). AuRerdem ist sowohl ein direkter als auch indirekter Einfluss auf das Immunsystem

beschrieben worden (Sweeney 2002).

In der Tierwelt wurden vor allem Veranderungen an den Fortpflanzungsorganen beobachtet.
So kam es beispielsweise zu einer Feminisierung der Alligatoren im Lake Apopka in Florida
(Semenza et al. 1997) und zu einer Fortpflanzungsstorung des Florida-Panthers aufgrund von
verringerter Spermienanzahl und —qualitat (Facemire et al. 1995).

Endokrine Disruptoren haben unterschiedliche Angriffspunkte im endokrinen System:

e Als Antagonist oder Agonist des Hormonrezeptors durch Imitation einer
hormonellen Wirkung, wobei die antagonistische/agonistische Aktivitat einer
Verbindung  beeinflusst wird durch  Metabolismus, Bindungsaffinitat,
Assoziations- und Dissoziationsrate (Kemppainen et al. 1999). Endokrine
Disruptoren entwickeln ihre Wirkung dabei nicht nur spezifisch am
Ostrogenrezeptor, sondern zeigen auch antagonistische/agonistische Effekte durch
an anderen nukleére Rezeptoren wie z.B. am Androgenrezeptor. (Fang et al. 2003)
(Hu et al. 2012).

o Es kann eine Verstarkung der Produktion, der Freisetzung oder des Transportes
sowie eine Verénderung der Metabolisierung eines endogenen Hormons moduliert
werden (Morinaga et al. 2004). So zeigt zum Beispiel DES als ED dieselbe
Bindungsaffinitit an Transthyretin, dem T3- und T4-Plasmatransportprotein, wie
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Triiodthyronin. Unter einer DES Exposition wiirde es damit zu einem Anstieg des
freien T3-Spiegels kommen und letz'endlich eine Reaktion an den Erfolgsorganen
hervorrufen. Yamauchi et al. schlussfolgerten, dass neben den Plasmaproteinen,
die hauptsdchlich Sexualhormone transportieren, auch diejenigen untersucht
werden sollten, die die Ubrigen Steriodhormone binden, um mdgliche indirekte
Wirkungen zu detektieren (Yamauchi et al. 2000).

o Beeinflussung der Aktivitat und Expression von hormonregulierenden Enzymen
(Whitehead and Rice 2006). Auch hier ein Beispiel aus dem endokrinen System
Schilddriise. Deren Hormone haben Rezeptoren an beinahe jeder Zelle des
Organismus. Eine Verénderung der euthyreoden Situation kann mit gravierenden
Folgen einhergehen. Das Enzym Thyreoperoxidase ist in der apikalen Wand der
Schilddriisenzelle gelegen und ist fur die Oxidation des lodids verantwortlich.
Schmutzler et al. untersuchten eine mogliche Beeinflussung des sensiblen Systems
und konnten zeigten, dass vor allem der UV- Filter Benzophenon 2 zur einer
Inhibition der Thyreoperoxidase fiihrte und damit einen Abfall der zirkulierenden
Hormone auslést. Die exponierten Ratten zeigten schon nach 5 Tagen den Beginn

eines hypothyreoden Status (Schmutzler et al. 2007a).

o Bestandteil aktueller Forschung und mittlerweile von den Printmedien
aufgegriffen® ist der Einfluss einer epigenetischen Pragung. Dabei wird die DNA-
Sequenz nicht verandert, sondern nur der Aktivitatszustand von Genen. So kann
z..B. eine Veranderung des Methylierungsgrades der DNA oder auch der Histone
ein An- bzw. Ausschalten des Gens bewirken. Am Beispiel des ,,Agouti
Mausmodells* erfolgt eine Verdnderung des Methylierungsgrades im Bereich des
Agouti-Gens, was eine vermehrte Expression des Agouti Signal Proteins zur Folge
hat. Augenscheinliche Auswirkungen sind nicht nur in einer Verdnderung des
Phénotyps im Sinne einer gelben Fellfarbe zu dokumentieren, sondern gehen
einher mit einem gehduften Risiko an Diabetes, Fettleibigkeit und
Krebserkrankungen. (Bultman et al. 1992, Duhl et al. 1994, Morgan et al. 1999,
Dolinoy et al. 2006). Interessanterweise flihrt die orale Subsitution von Methyl-
Gruppen-Donatoren in der Schwangerschaft bei diesen gelben, dicken
Muttertieren wieder zu mehrheitlich braunen, schlanken Jungtieren (Cropley et al.
2006).

® http://www.faz.net/themenarchiv/2.1151/wirkung/epigenetik-dna-ist-nicht-alles-1759709.html
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1.2  Steroidhormone und deren Rezeptoren

1.2.1  Steroidhormone im Uberblick

Cholesterin ist die Basis der Biosynthese fur Steroidhormone. Sie lassen sich in funf Gruppen
unterteilen: Ostrogene, Gestagene, Androgene, Kortikosteroide und Mineralkortikoide.
Aufgrund ihrer hohen Lipophilie kénnen sie problemlos Zellmembranen Gberwinden, miissen
daftir aber im Blut an Tragerproteine, wie z.B. Albumin, gebunden werden (Loffler and
Petrides 2003). Steroidhormone werden meist in der Leber im Rahmen der Biotransformation

inaktiviert und dann Uber die Niere oder den Darm ausgeschieden (Cheng et al. 1998).

1.2.2  Ostrogene

Ostrogene werden primar in den Granulosazellen des Ovars, in einem geringen MaR in der
Nebennierenrinde und wahrend der Schwangerschaft auch in der Plazenta gebildet. Weiterhin
besteht die Moglichkeit einer peripheren Synthese in Fett, Muskel und Leber (Gruber et al.
2002).

Die Produktion wird gesteuert durch einen feinjustierten Regelkreis zwischen Hypothalamus,
Hypophyse und Ovar im Rahmen eines Feedbackmechanismus. Im Zusammenspiel mit den
anderen Steroidhormonen sind Ostrogene an zahlreichen Prozessen im Korper beteiligt. Sie
regulieren Wachstum und Entwicklung und haben einen Einfluss auf das Nerven- und
Immunsystem. Dartiber hinaus wird die Reproduktion geregelt und die hormonelle
Homdostase aufrechterhalten (Reid et al. 2002).

Ostrogene binden an die beiden bekannten Ostrogenrezeptoren o. und B. Es wurden aber auch

Ostrogene Wirkungen unabhéngig von einer Rezeptorbindung beschrieben (Yue et al. 2010).

1.2.3  Steroidrezeptoren im Uberblick

Steroidhormonrezeptoren gehdren zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren und befinden
sich zusammen mit Schilddriisen-, Retinolsaure- und Vitamin - D - Rezeptoren und einer
Reihe von Rezeptoren ohne bekannte physiologische Liganden (Orphan - Rezeptoren) im
Zellinneren. Dabei entfalten sie ihre Wirkung direkt durch ihre DNA - Bindungsfahigkeit
tiber eine Anderung der Transkription verschiedener Gene.
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Steroidrezeptoren bestehen aus einer variablen N — terminalen Region, die an die DNA —
Bindungsstelle andockt, und einer C — terminalen Region, an welche die Steroidhormone
binden (Brinkmann 1994).

In ihrer inaktiven Form wird die DNA — Bindungsdomdne durch beispielsweise das

Hitzeschockprotein HSP 90 sowie weitere Proteine blockiert (Landel et al. 1995).

Bindet ein Hormon an den intrazelluldren Rezeptor, fuhrt dies zur Dissoziation der
Hitzeschockproteine, der Hormon - Rezeptor - Komplex erfahrt eine Konformationsanderung
und kann an das entsprechende ,,Hormon — Response — Element® des jeweiligen Gens auf

dem entsprechenden DNA - Abschnitt binden (Brinkmann 1994).

1.2.4  Ostrogenrezeptor o und p

Im Jahre 1986 ist die Gensequenz des Ostrogenrezeptors (ER) alpha von Greene et al.
entschliisselt worden (Greene et al. 1986). Die Entdeckung des ER beta, der erstmals in der
Prostata von Ratten nachgewiesen wurde, erfolgte spater (Kuiper et al. 1996).

Die Ostrogenrezeptoren gehdren zu den nukledren Rezeptoren, die als Ligand-induzierbare
Transkriptionsfaktoren eine Schlisselrolle in der endokrinen Signaltransduktion spielen, aber
auch auBerhalb des Zellkerns im Zytoplasma und der Plasmamembran ihren Einfluss ausiiben
kénnen (Deroo and Korach 2006).

Es kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beiden Rezeptoren um Spleivarianten

handelt (Enmark et al. 1997), da sie auf unterschiedlichen Genloci zu finden sind.
Beide Rezeptoren sind in unterschiedlicher Menge in verschiedensten Geweben exprimiert.
ERa ist vor allem in Hypophyse, Niere, Nebenniere und Nebenhoden vertreten und ERB in

Prostata, Lunge, Harnblase und Gehirn; beide sind ungeféhr zu gleichen Anteilen in Uterus,

Ovar und Hoden vorhanden (Kuiper et al. 1997).

Im Knochen sind beide Ostrogenrezeptoren exprimiert (Arts et al. 1997), wobei in der
Kortikalis tberwiegend ERa und in der Spongiosa ERp [Ivorherrscht (Bord et al. 2001).
Grohe et al. beschreiben eine Expression von beiden Rezeptoren im Herzen (Grohe et al.
1998).

Man geht davon aus, dass es zu einem Zusammenspiel der beiden Rezeptoren in der Zelle
kommt. Vereinfacht kann gesagt werden, dass ER alpha die Transkription aktiviert, wéhrend
ER beta modulierend als Co-Regulator eingreift. Diese Interaktion wird als Ying — Yang —
Theorie beschrieben (Lindberg et al. 2003).
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Neben diesen beiden Ostrogenrezeptoren gibt es weitere Subklassenrezeptoren so genannte
. estrogen receptor-related receptors®, die eine 0Ostrogene Wirkung auf eine noch nicht
gesicherte Weise beeinflussen koénnen, da die Molekiule kein E2 binden und bereits
beschrieben worden sind (Giguere 2002, Horard and Vanacker 2003).

1.2.5  Ostrogene Wirkung auf biologische Marker

Eine groRe Zahl von Genen wird in ihrer Transkription durch Ostrogene direkt oder indirekt
beeinflusst. Sie kénnen somit als biologische Marker fiir die Ostrogenwirkung dienen. Die
Expression von Komplementfaktor C3, des Luteinisierenden Hormon 3 und des Insulin-like
growth factor 1 wurden in dieser Arbeit daraufhin untersucht.

Komplement C3, als zentraler Baustein im Komplementsystem, gehort zur angeborenen, nicht
adaptiven Immunabwehr.Die Synthese von Komplementfaktor C3 als Reaktion auf einen
Ostrogenen Stimulus ist typisch fur das Uterusgewebe. C3 ist somit ein verlasslicher Marker

flr eine 6strogene Wirkung (Komm et al. 1986, Sundstrom et al. 1990).

Das Luteinisierende Hormon (LH) wird in der Hypophyse produziert und durch Ostradiol
supprimiert im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus, daher kann die LH-Expression
als biologischer Marker fiir die Ostradiolwirkung an der Hypophyse benutzt werden
(Wolinska-Witort et al. 2000).

Ein weiterer geeigneter biologischer Parameter fiir den Nachweis eines Ostradioleinflusses ist
der Insulin-like growth factor 1 (IGF-1). Dieser wird normalerweise stimuliert durch das
Growth Hormons (GH) und vermittelt eine anabole Wirkung in fast allen Geweben des
Organismus. Die Wirkung des Proteins kann endokrin, parakrin oder autokrin sein (Bondy
and Cheng 2004). Im Uterus wird durch einen membranstdndigen IGF-Rezeptor ein
stimulierender Effekt auf die Proliferation und Differenzierung des Gewebes ausgeubt.
Ostrogen stimuliert die Genexpression von IGF-1 im Endometrium und dieses vermittelt

daraufhin die 6strogen- spezifische Wirkung (Rutanen 1998).

1.3  Testsubstanzen
In der vorliegenden Arbeit wurden Bisphenol A und Octyl-methoxycinnamat auf ihre

endokrine Aktivitat untersucht.
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1.3.1  Bisphenol A
Bisphenol A (BPA) ist ein wichtiger Bestandteil in der Herstellung von Kunststoffen. In

beinahe allen kunststoffhaltigen Plastikmaterialien ist dieser nachweisbar, so auch in
Kinderspielzeug, Lebensmittelverpackungen und Zahnfillungen.

Im Jahre 2006 sind weltweit ungefahr 4 Millionen Tonnen BPA produziert worden mit einer
jahrlich steigenden Tendenz von 6-10%*. 2003 detektierte eine amerikanische Arbeitsgruppe
Bisphenol A in ca. 90% aller Urinproben, die aus einem representativen Kollektiv der US-
Bevolkerung gesammelt wurden. Damit wurde deutlich, dass bereits ein endokriner Disruptor

im menschlichen Organismus zweifelsfrei nachweisbar ist (Calafat et al. 2008).

Wie groR die offentliche Furcht vor Chemikalien wie BPA ist und welcher Druck auf
Konzernen lastet, zeigen Pressemitteilungen, in denen mitgeteilt wird, dass z.B. Philips
zukiinftig kein BPA mehr in Babyflaschen verwenden wird®. Auch der Drogeriemarkt
Schlecker und der Supermarktkonzern Kaufland® geben an, ab jetzt nur noch BPA-freie
Babyschnuller  anbieten zu wollen, obwohl die europaische Behorde fir
Lebensmittelsicherheit (EFSA) am 23.07.2008 ihren Beschluss’ unterstrich, die Hohe des
festgesetzten TDI-Wertes (tolerable daily intake) von 2006 bei 0,05mg/kg Korpergewicht
vom Jahre 2006 aufgrund des unveranderten Risikopotentials (EFSA-Q-2008-382) nicht zu

andern.

BPA besitzt eine wesentlich hohere Bindungsaffinitat zum Ostrogenrezeptor beta als zum
Alpha-Rezeptor (Seidlova-Wuttke et al. 2004). Weiterhin ist bekannt, dass die Substanz am
ERp als Agonist und am ERa gewebespezifisch entweder als Agonist oder Antagonist
(Kurosawa et al. 2002) wirkt, weswegen die Behauptung aufgestellt worden ist, dass BPA
SERM-Eigenschaften (selective dstrogen receptor modulator) besitzt (Seidlova-Wuttke et al.
2004).

Antiandrogene Effekte (Xu et al. 2005) und eine mdgliche Stérung der Entwicklung des
Gehirns beim Feten durch Bindung an den Schilddrisenrezeptor sind ebenfalls beschrieben
worden (Zoeller 2007).

* http://www.iehn.org/publications.reports.bpa.php.
® http://medienservice.philips.de/apps/p_dir/e3700001.nsf/0/8827BC1D01663D79C1257465003C57AA?0pen
document

® http://www.premiumpresse.de/kaufland-und-schlecker-nehmen-bisphenol-a-belastete-babyschnuller-aus-ihren-
regalen-hersteller-von-nuk-babylove-und-baby-nova-schnullern-kuendigen-umstellung-der-produktion-an-
PR614941.html)

" http://www.efsa.europa.eu/de/efsajournal/pub/759.htm
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Ein Hauptmetabolit von Bisphenol A, 4-Methyl Benzophenon (MBP), durch
Verstoffwechselung in der Leber produziert, zeigt in einem in-vitro-Versuch mit MCF-7-
Zellen eine stérkere oOstrogene Wirkung als das noch nicht verstoffwechselte Produkt
(Yoshihara et al. 2004).

1.3.2  Octyl-methoxycinnamat (OMC)

Die hohere Belastung mit UV — Strahlung und die damit verbundenen gesundheitlichen
Folgeschaden flhren zu einer Sensibilisierung in der Bevolkerung in Bezug auf den
individuellen Sonnenschutz. Das die bestehenden Beflirchtungen nicht unbegrindet sind,
bestatigten Schlumpf et al., indem sie unter anderem UV-Filter in 85,2% aller gesammelten
Muttermilchproben nachweisen konnten (Schlumpf et al. 2010). Das Zimtsdurederivat Octyl-
methoxycinnamat kann kurzwellige Strahlung (UVA und UVB) absorbieren und wird deshalb
als UV — Filter in vielen Sonnencremes eingesetzt. Zudem ist es auch in anderen

Kosmetikartikeln wie Waschlotionen zu finden.

Laut Verordnung tber kosmetische Mittel in der Bundesrepublik und EU (Council Directive
76/768/EECP) ist im europaischen Raum ein Gehalt an OMC in Kosmetikprodukten von bis

zu 10 % zugelassen.

Eine 6strogene Wirkung von OMC wurde sowohl in vivo bei immaturen Ratten im Rahmen
eines uterotrophen Assays als auch bei in vitro Versuchen an der dstrogen sensitiven Zellreihe
MCF-7 nachgewiesen (Schlumpf et al. 2001). In einem in-vitro-Transaktivierungsassay

induziert OMC die ER alpha-vermittelte Genexpression (Schreurs et al. 2002).

In einer neueren Studie konnte eine Modifizierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Schilddriisen-Achse beschrieben werden. Hier zeigte E2 allerdings keinerlei Effekte
(Klammer et al. 2007), wahrend OMC genauso wie Ostradiol eine immunmodulatorische
Fahigkeit besitzt (Rachon et al. 2006).

1.4 Uterotropher Assay der OECD
Der Uterus ist ein fiir Ostrogene hochempfindliches Organ und wird deshalb haufig als
Zielorgan im Rahmen toxikologischer Tests benutzt, um eine dstrogene Wirkung einzelner

Pharmaka zu bestatigen oder auszuschlieRen (Diel et al. 2000).

® http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CONSLEG:1976L.0768:20100301:en:PDF
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Die OECD setzt als etabliertes und validiertes Modell zur Erforschung von &strogenen
Effekten in-vivo die immature oder ovarektomierte Ratte ein, weil die Aufnahme, Verteilung,
Metabolisierung und Akkumulation des zu untersuchenden Stoffes in vitro nicht erfasst
werden konnen.

Der normale Zyklus einer Ratte, der das Uteruswachstum bestimmt, betrdgt 4 Tage. Im
Rahmen des uterotrophen Assays wird denovarektomierten Tieren dreitdgig oral oder
subkutan die Testsubstanz verabreicht. Am vierten Tag, nach To6tung der Tiere, weist ein
signifikant gesteigertes Uterusfeuchtgewicht eine 6strogene Wirkung nach (Kanno et al.
2001).

Somit ist die ovarektomierte Ratte ein geeignetes Tiermodell, um zu evaluieren, ob eine
Testsubstanz eine Ostrogenitat in vivo besitzt.

Fur weitergehende Forschung zu den molekularen Mechanismen der hormonellen Wirkung
einer Substanz ist es wichtig, bestimmte Gene mittels Klonverfahren auszuschalten oder
artfremde Gene einzuschleusen. Ein Beispiel sind ERa- und ERB-Knock-out (KO) -Tiere,
auch aERKO und BERKO genannt (Couse et al. 1995). Aufgrund der hohen technischen
Schwierigkeit, Knock-out-Ratten herzustellen, ist es einfacher KO-Mause zu verwenden.

Die an Mdausen generierten Ergebnisse lassen sich nicht mit an Ratten gewonnenen Resultaten
vergleichen, deswegen ist es notig, die Effekte von Ostradiol und endokrinen Disruptoren an
Wildtyp-Méausen zu erforschen, um sie spater als Vergleichspruppe fur Daten von KO-
Mausen heranzuziehen.

Drei Schwachpunkte des uterotrophen Assays der OECD sind:

e Die kurze Behandlungsdauer von drei Tagen. Im Falle von
Umweltchemikalien ist der Mensch diesen lebenslang ausgesetzt und somit
bietet es sich an, eine Langzeituntersuchung von drei Monaten durchzufiihren,
um positive wie auch negative Einfllisse aufzudecken.

e Das eventuelle Auftreten von Effekten einer Testsubstanz auBer im Uterus
auch in weiteren Zielorganen von E2 wie z.B. Hypophyse oder Knochen, wird
bei dem OECD Testmodell nicht beriicksichtigt.

e Nicht-Ostrogen-ahnliche bzw. nicht-ER-vermittelte Effekte, wie z.B. die
Beeinflussung des TSH-, T3- und T4- Spiegels, kdnnen unbemerkt bleiben
(Klammer et al. 2007)

10



1 Einleitung

1.5  Zielsetzung

Unsere hochindustrielle Welt entwickelt immer neue Chemikalien, die zum Einsatz in der
Fertigung von Alltagsgegenstdnden benutzt werden und denen man somit ungewollt
ausgesetzt ist. Auch der verénderte Lebensstil des Menschen erhoht die Exposition gegentiber
Chemikalien, wie die Benutzung verschiedenster Hygieneprodukte.

Ziele dieser Arbeit sind:

e Im Rahmen des uterotrophen Assays der OECD konnte durch Studien in

Ratten ein ostrogener Einfluss von Bisphenol A und OMC auf den Uterus
nachgewiesen werden (s. Seite 12).
Ein Ziel dieser Arbeit ist, einen eventuell bestehenden Multi-Organ-Effekt zu
untersuchen, indem Herz, Leber, Hypophyse, Knochen, Kdrpergewicht und
Serumlipide auf einen mdglichen 6strogenen Stimulus nach Applikation der
Testsubstanzen analysiert werden.

e Es gibt schon viele Studien Uber endokrine Disruptoren im Kurzzeitversuch
von mehreren Tagen, in denen eine Langzeitbeobachtung gefordert wird, um
mogliche Langzeiteffekte nicht zu tibersehen (Bernanke and Kohler 2009). Der
hier vorliegende Versuchsaufbau beinhaltet eine dreimonatige orale Exposition

von zwei endokrinen Disruptoren und Ostradiol.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich in-vivo-Versuche durchgefihrt.

2.1.1  In-vivo-Versuche
Fur die Tierexperimente lag eine Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig vor:
Aktenzeichen 33.42502/01-30.05.

2.1.1.1 Versuchstiere und ihre Haltungsbedingungen

Die Wildtyp-Mause wurden von der Firma Winkelmann (Borchen) bezogen. Bei den Tieren
handelte es sich um weibliche M&use (C 57 BL/6J) im Alter von zwei Monaten mit einem
durchschnittlichen Kérpergewicht von 19 g. Sie wurden in Makrolon-Typ-I1V-Kéfigen in
Gruppen von sieben bis acht Médusen pro Kafig gehalten. Die durchschnittliche Temperatur
betrug 23°C, die durchschnittliche Luftfeuchtigkeit 55 %. Der Haltungsraum wurde téglich
von 6:00 bis 18:00 Uhr beleuchtet. Futter und Trinkwasser standen ad libitum zur Verfugung.
Das Futter war eine sojafreie Spezialanfertigung (Ssniff, Soest), welche zusatzlich die
Testsubstanzen in der vorgegebenen Konzentration enthielt (s. Tabelle 1, Seite 13). Die

Kontrollgruppe, als Negativ-Kontrolle, erhielt das gleiche sojafreie Futter ohne Zusétze.

Es wurde eine tagliche Futteraufnahme von ca. 3g pro Tier und Tag angenommen.

Hierbei enthielt ein Kilo sojafreies Futter 4,32mg 17p-0stradiolbenzoat, bzw. 1000mg Octyl-
methoxycinnamat (Octylmethoxycinnamat, OMC) oder 500mg Bisphenol A. Es wurde genau
diese Menge an OMC und BPA gewadhlt, da in vorangegangenen Studien bei einer ahnlichen
Futterkonzentration 6strogenartige Veranderungen an Ratten hervorgerufen werden konnten
(Seidlova-Wuttke et al. 2006a).

Im Verlauf wurden regelméRig Vergiftungen oder andere Missstdnde der Tiere
ausgeschlossen. Daruber hinaus wurden wochentlich Koérpergewicht und Futteraufnahme der
Versuchstiere bestimmt. Die durchschnittliche effektive Substanzaufnahme pro Tier und pro

Tag zeigt Tabelle 1.

Nach einer dreimonatigen Behandlung mit den Testsubstanzen wurden die Tiere unter tiefer

CO,-Narkose dekapitiert und seziert.
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Tabelle 1: Konzentrationen der untersuchten Substanzen im Futter und ihre Aufnahme pro Tier und Tag
und die Anzahl der Versuchstiere pro Substanzgruppe (Kontroll- und Ostradioldaten bereits
veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

Testsubstanz Konzentration der Quantitative Aufnahme der | Anzahl der
Substanz im Futter in Substanzen pro Tier und Versuchstiere pro
mg/kg Tag in mg Substanzgruppen

Soja Frei 15

OMC 1000 3,54 15

2.1.1.2 Ovarektomie

Die Tiere wurden im Alter von 8 Wochen beidseits ovarektomiert. Hierzu wurde eine
Ketamin- (90 mg/kg) und Rompun- (7,5 mg/kg) Narkose durchgefihrt (ip-Applikation). Nach
Entferung des Felles und Desinfektion des Operationsgebietes erfolgte eine Er6ffnung der
Bauchhohle und Darstellung des Ovars durch sorgféltige Praparation. Dieses wurde dann per
Naht ligiert und scharf abgesetzt. Darauthin Verschluss der Muskulatur und der Cutis mittels
resorbierbarer Naht (Supramid, B.Braun).

Die Mause erhielten post operationem 1ml isotone NaCl-Lésung (Braun) subkutan (s.c.), um
eine Dehydratation zu vermeiden und eine einmalige Schmerzprophylaxe mit Rimadyl s.c (5

mg/kg). Bis zum vollstandigen Erwachen wurden die Tiere iberwacht.

2.1.1.3 Gewinnung des biologischen Probenmaterials

Unter CO,-Narkose wurden die Tiere dekapitiert und ausgeblutet. Das Blut wurde bis zur

Abtrennung des Serums auf Eis gelagert. Die Hypophyse wurde aus der Sella turcica
herausgehoben. Mit einer spitzen Pinzette wurde die Neurohypophyse entfernt und verworfen.
Das Herz wurde freiprapariert und in den rechten und linken Ventrikel getrennt. Der Uterus
wurde am Uterushals abgetrennt. Ein Teil eines Leberlappens wurde entnommen. Weiterhin
wurde am linken Bein die Tibia frei von Muskel und Bindegewebe dargestellt und unterhalb
der Kondylen und oberhalb des Tarsus abgetrennt. Die L&nge der Tibiae wurde anschliel3end
per Schublehre bestimmt und danach bei -20° C verwahrt. Alle Organe wurden sofort in

fltissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80° C aufbewahrt.
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2.2 Methoden

2.2.1  Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Extraktion der Gesamt-RNA aus Gewebe

Die entnommenen Organe wurden bis zur Probenaufbereitung bei -70°C gelagert. Mit Hilfe
des RNeasy Minikits (Cat. No. 74106, der Firma Qiagen, Hilden) wurde die Gesamt-RNA
isoliert. Dazu wurden die Leber und ein Fragment des Uterus in einem stickstoffgekihlten
TeflongefaR in einem Mikro-Dismembrator (Braun, Melsungen) fir 15s bei 2500Upm
zerkleinert. Das Gewebepulver wurde in 600ul RT-Lysis-Puffer suspendiert. Das Herz und
die Adenohypophyse wurden komplett in 600ul RT-Lysis-Puffer mit einem Ultra Turrax
(TP18/10, Janke & Kunkel, Staufen) in ca. 30s zerkleinert. Danach wurden die Suspensionen
fur 15s in einem Ultraschallbad (Bransonic 32 Sonicator Bath, Branson Instruments, Danbury,
CT, USA) homogenisiert. Das Homogenat wurde tber QIAshredder Saulen (Qiagen, Hilden)
von groben Gewebestiickchen befreit und Gber 3 Waschzyklen (1. 700 ul RW1 Puffer, 15
sec., 10.000 rpm; 2. und 3. je 500 ul RPE Puffer, 15 sec. bzw. 2 min, 10.000 rpm) mit Hilfe
des RNeasy Kits gemé&ll den Angaben des Herstellers aufgearbeitet. Die getrocknete RNA in

der Kieselgelmembran-Saule wurde durch Gabe mittels 50ul RNase-freien Wassers eluiert.

2.2.1.2 Bestimmung der Konzentration und der Reinheit der RNA

Zur Bestimmung der Konzentration der RNA wurde diese im Verhaltnis von 1:16 mit H,0O,__.

verdunnt. Die Extinktion bei 260 nm wurde in Quarzkivetten (Suprasil, Hellma, Millheim) in
einem Biophotometer (Eppendorf, Hamburg) gemessen. Aufgrund der Tatsache, dass
Aminoséuren bei einer Wellenldange von 280 nm absorbieren, kann durch den Quotienten

OD,qy,m 2U OD,,  der Grad der Verunreinigung durch Aminosauren bestimmt werden. Als

,rein“ gilt RNA bei einem Quotienten von 1,8 bis 2.
Die Proben wurden mittels Verdiinnung mit RNAse-freiem Wasser auf eine einheitliche
RNA-Konzentration von 20ng/ml eingestellt, um spéater einen quantitativen Vergleich der

Ergebnisse zu ermdglichen.

2.2.1.3 Reverse Transkription
Mit Hilfe der Reversen Transkription wurde die isolierte mRNA in amplifizierbare cDNA im

Thermocycler (Fa. Biometra, Gottingen) umgeschrieben. Dazu wurde ein Kit mit einer
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murinen, retroviralen RT ohne RNase-Aktivitat eingesetzt. Das Reaktionsvolumen von 20 pl
setzte sich wie folgt zusammen:

3 W H0,,,
1 ul Random-Primer (Invitrogen, Karlsruhe; 1:30)

10 ul RNA Losung mit einer Konzentration von 20 ng/ul.

Zur Denaturierung von Sekundarstrukturen wurde der Ansatz fur 10 min bei 70°C inkubiert
und mit folgendem Mix versetzt:
1 ul Reverse Transkriptase M-MLV Reverse Transcriptase RNase H Minus,
Point Mutant, Promega, Mannheim
4 ul M-MLV RT 5x Reaction Buffer
1 ul 10 mM dNTP-Mix Invitrogen, Karlsruhe
0,1 ul RNasin Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor, Promega,

Mannheim.

Zur Anlagerung der Primer wurde der Ansatz fiir 10 min bei 22°C inkubiert und die darauf
folgende Gegenstrangsynthese erfolgte fur 50 min bei 42°C. Nach der Denaturierung fur 10
Minuten bei 95°C wurden die Ansétze abzentrifugiert und bei -20°C eingefroren.

2.2.1.4 Real-Time-PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit zwei verschiedenen PCR-Methoden zur Bestimmung der
Genexpresion gearbeitet. IGF-1- und ERa-Expression wurde im TagMan® -PCR-Assay (Fa.
Applied Biosystems GmbH, Darmstadt) gemesssen, wihrend die Analysen von ERB, LH3
und C3 auf dem iCycler® (BioRad iCycler, Hercules, CA, USA) vorgenommen wurden.

22141 TagMan® PCR

Zuerst wurde ein 2x Tagman-PCR-Puffer aus Eurogentec-Reagenzien (Eurogentec, Kdéln)

angesetzt. Er bestand aus folgenden Reagenzien:
2500 pl 10 x Reaction Buffer
1750 pl 50 nM MgCl,
1000 pl 5,0 mM dNTP-Mix
125 pl PCR Enzym
250 ul UNG
6875 ul Ampuwa.
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Fur die Tagman-PCR wurde eine 96-Well-Mikrotiter-Platte (MicroAmp Optical 96-Well
reaction Plate, PE Applied Biosystems, Weiterstadt) mit folgender Mischung (je 25 pl pro
Well) gefullt und danach mit optischen Deckelketten (MicroAmp Optical Caps, PE Applied

Biosystems, Weiterstadt) verschlossen:

Tabelle 2: Reaktionslgsung Tagman

ERa / IGF-1
CDNA der Probe 2 ul
Tagman-PCR-Puffer (2x) 12,5 ul
Primer sense (300 uM) 0,75 ul
Primer antisense (300 uM) 0,75 ul
Sonde (225 uM) 0,5 ul
Ampuwa 8,5 ul

Die Standardkurve wurde als Doppelbestimmung angelegt, sowie mehrere Negativkontrollen
ohne cDNA. Zur Analyse wurde die geflllte 96-Well-Mikrotiter-Platte in das ABI PRISM
7700 Sequence Detection System verbracht. Die Zyklen eins und zwei wurden einmal, die

Zyklen drei und vier 40mal durchlaufen:

2 min - 50°C

10 min - 95°C
15 sec - 95°C
1 min - 60°C.

M WD

Uber jedem Well befand sich eine Linse, welche den Strahl eines Argon-Lasers (488 nm) zur
Fluoreszenzanregung weiterleitete. Auch die Fluoreszenzemission wurde auf diesem Weg

gemessen und von einem Power Macintosh 4400 aufgezeichnet.
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2.2.1.4.2 iCycler® PCR

Im iCycler® System erfolgt die Detektierung des PCR-Produktes mittels SYBRGreen-
Markierung. Dies ist ein unspezifischer Fluoreszenzfarbstoff, der sich direkt in die dSDNA
einlagert. Dadurch kommt es zu einem Anstieg der zu messenden Fluoreszenz dieses
Farbstoffes. Es besteht, genau wie beim Tagman-Assay, eine direkte Korrelation zwischen der
Zunahme der Fluoreszenz und der Zunahme der DNA. Die so gewonnenen Ergebnisse
werden zur Quantifizierung des DNA-Gehaltes der Proben mit einer relativen Standardkurve
verglichen. Die Berechnung der Standardkurve erfolgt aus acht doppelt bestimmten
Verdlnnungsreihen, die im Verhaltnis von 1:2 aus einem cDNA-Pool der Proben erzeugt
wird. Einzig die Standardkurve fur IGF-1 wird in Verdinnungsreihen von 1:10 angesetzt.

Jeder untersuchte Probenansatz hat aul’erdem Negativkontrollen, die frei von cDNA sind.

Fur die Real-Time-PCR im iCycler-System wurde ein Mastermix aus 2x Supermix (1Q
BioRad SYBR Green Supermix, Hercules, CA, USA), Ampuwa und den beiden Primerpaaren
hergestellt.

Fur die Durchfuhrung der PCR wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte (96 Multiply PCR plate,
Sarstedt, Niimbrecht) mit folgender Mischung (je 22 pul pro Well) gefiillt und danach mit einer
optischen Klebefolie (Adhé&siv Folie, Sarstedt, Numbrecht) verschlossen. Es wurde eine
Standardkurve und Negativkontrollen ohne cDNA hinzupipettiert.

Tabelle 3: Reaktionsansatz iCycler

C3/ERB LHpB

2 pl (1:10 verdinnt
cDNA der Probe 2 ul ]
mit Ampuwa )

BioRad-iQ-SYBR-Green-

Supermix (2x) 10w 10w
Primer sense 1ul 1ul
Primer antisense 1l 1l
Ampuwa 8 ul 8 ul

Zur Analyse wurde die geflllte 96-Well-Mikrotiter-Platte in das iCycler-1Q-real-time-
Detection-System (BioRad, Hercules, CA, USA) verbracht. Nach einmaliger Erhitzung des
Reaktionsgemisches auf 95°C fir 15 Minuten (1. Reaktionsschritt) wurden die folgenden

Zyklen 50mal durchlaufen:
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Tabelle 4: Temperaturzyklen, iCycler

C3/ERB LHB
1. 15min-95°C 1. 10 min - 95°C
2. 30sec-95°C 2. 30sec-95°C
3. 30sec-60°C 3. 1min-60°C
4. 30sec-72°C 4. 10 sec - 55°C
5. 10sec-55°C

Die Auswertung erfolgte tber die iCycler-Optical-System-Software (BioRad, Hercules, CA,
USA).

2.2.1.5 Primer und Sonden

Folgende Sonden und Primer wurden fiir diese Arbeit verwendet:

ERa [1(Gen Bank Accession No.: X61098, vom eigenen Labor entworfen):

Sense Primer: 5-AAGCTGGCCTGACTCTGCAG-3'

Antisense Primer: 5-GCAGGTCATAGAGAGGCACGA-3'

TagMan Sonde: 5'-CGTCTGGCCCAGCTCCTCCTCATC-3' (5'-FAM—3'TAMRA)

IGF-1 (Gen Bank Accession No.: NM_12754, vom eigenen Labor entworfen):
Sense Primer: 5 -CTTCAACAAGCCCACAGGCTA-3"

Antisense Primer: 5-GCTCCGGAAGCAACACTCAT-3

TagMan Sonde: 5’ FAM-CTCCAGCATTCGGAGGGCACCTC-TAMRA3"

LHp (QuantiTect Primer Assay, Qiagen Kat. Nr. QT00262829):
Sonde: SYBR Green

C3 (QuantiTect Primer Assay, Qiagen Kat. Nr. QT00109270):
Sonde: SYBR Green

ERp (QuantiTect Primer Assay, Qiagen Kat. Nr. QT00096222)

Sonde: SYBR Green
18
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2.2.1.6  Auswertung der Real-Time-PCR

Die Analyse der PCR lieferte digitale, wahrend der Reaktion aufgenommene Daten. Aus
einem Diagramm, in dem die Fluoreszenz (abgeglichen gegen die Hintergrundfluoreszenz)
uber die Zeit (in PCR-Zyklen) aufgetragen wurde, l&sst sich der Threshold-Zyklus (Cy)
bestimmen. Der Ci-Wert gibt an, in welchem Zyklus die Fluoreszenz einer Probe erstmalig
deutlich Uber der Hintergrundfluoreszenz liegt. Es gilt: Je mehr Ziel-Gen in der

Ausgangsprobe vorhanden ist, desto kleiner ist der Ci-Wert.

Von den Ci-Werten der Kontrolltiere wird ein Mittelwert gebildet, gegen den die C-Werte der
Testsubstanztiere relativiert und statistisch ausgewertet werden.

2.2.2  Serumdiagnostik

Nach erfolgter Dekapitation der Tiere wurde das isolierte Blut bei 2800 Upm fiir 30 min
zentrifugiert (Rotixa RP, Hettich, Tuttlingen). Das Serum wurde fir die Zeit bis zur weiteren
Analyse bei —20 °C eingefroren.

Die zu untersuchenden Lipoproteine (Triglyceride, Cholesterol, HDL und LDL) wurden mit
kommerziell erhéltlichen Kits der Firma Roche (Mannheim) auf einem Hitachi 902

Automatic Analyzer gemessen. Folgende Kits wurden dafiir verwendet:

Triglyceride: Triglycerides GPO-PAP.
Cholesterin: Cholesterin CHOD-PAP.
HDL: HDL-Cholesterin 2" Generation.
LDL: LDL-Cholesterin 2"® Generation.

2.2.3  Quantitative Computertomographie

Zur Bestimmung der Knochendichte wurde ein spezieller Computertomograph (XCT
Research SA, Stratec, Pforzheim) benutzt. Dieser ist eigens zur Messung der Knochendichte

bei experimentell verwendeten Kleintieren entwickelt worden.

Die einzelne Messung wurde wie folgt vorgenommen: Die Tibiae der Versuchstiere wurden
nach der Pré&paration ex-vivo im Querdurchschnitt an drei Stellen gemessen. Hierzu wurde die
Referenzlinie auf die proximalen Kondylen festgelegt, so dass zwei Messungen in der

metaphysdren Spongiosa (1,75mm und 2mm von der Referenzlienie entfernt) und eine
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Messung in der diaphyséren Kortikalis bei 7,5mm Abstand von der Referenzlinie erfolgte.

Die Referenzlinie selbst galt es hierbei manuell einzustellen.

Die Knochendichte wird im Rahmen der Messung farblich kodiert und in mg/cm?® angegeben.
Die Dichte der Spongiosa muss im Bereich von 280 — 400 mg/cm?® und die der Kortikalis ab
700 mg/cm3 liegen, um zur Auswertung zugelassen zu werden.

Ausgewertet wurde mit einem mitgelieferten Programm. Nach Beendigung des Versuches

wurden die Werte der Testsubstanztiere auf die Werte der Kontrolltiere prozentrelativiert.

2.2.4  Statistische Methoden

Fur die statistische Auswertung wird das Computerprogramm PRISM® (GraphPad, San
Diego, USA) benutzt.

Bei der Auswertung der Genanalysen und der Knochendichtemessungen ist mit
Prozentwerten gearbeitet worden, um labortechnisch bedingte Schwankungen zwischen den
absoluten Messwerten der verschiedenen Aufarbeitungsgruppen zu verhindern. Die
ovarektomierten Tiere in der Kontrollgruppe dienen als Vergleichstiere, gleichgesetzt mit

100% und alle anderen Behandlungsgruppen sind dazu in Relation gesetzt.

Aus den Werten aller Proben einer Behandlungsgruppe ist der Mittelwert und der
Standardfehler des arithmetischen Mittelwerts (SEM) bestimmt und graphisch in
Sdulendiagrammen dargestellt worden. Die Signifikanz wurde mit einer einfachen
Varianzanalyse fur wiederholte Messungen eines Faktors (ANOVA) und anschlielendem
Dunnett's-Comparison-Test festgestellt. Hierbei wurde jeweils die Kontrollgruppe mit den

substanzgefutterten Gruppen verglichen.

Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von kleiner 0,05 festgelegt und in den Graphen mit *

gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse stammen aus einer tierexperimentellen Studie, in
der neben den beiden endokrinen Disruptoren OMC und Bisphenol A die Phytodstrogene
Genistein, Equol und Resveratrol untersucht wurden. Als Referenzsubstanz wurde Ostradiol
verwendet. Ovariektomierte, unbehandelte Tiere dienten als Bezugsgruppe. Die Daten Uber
die Phytodstrogene wurden fur die Doktorarbeit von Frau Dr. Sandra Mahlmeyer
(Maehlmeyer 2010) ausgewertet. Die Ergebnisse beziiglich der ED sind Gegenstand der

vorliegenden Schrift.

Es sei an dieser Stelle betont, dass die Fragestellung von Frau Dr. Mahlmeyer die
Abschatzung einer Multiorganwirkung von Phytodstrogenen, die als Alternative zur
klassischen Hormonersatztherapie in Erwéagung gezogen werden, war. Diese genannten
Substanzen sind somit potentielle Arzneimittel. In der vorliegenden Dissertation hingegen
werden mogliche Auswirkungen von zwei Industriechemikalien untersucht, die in zahlreichen
Produkten des Alltags enthalten sind und somit ist der Anwender einer unfreiwilligen

Exposition ausgesetzt.

Um dem Gedanken des Tierschutzes gerecht zu werden, wurden fir beide Fragestellungen,
i.e. Phytodstrogene und endokrine Disruptoren zwei gemeinsame Kontrollgruppen gewidhlt,
namlich unbehandelte ovariektomierte Mause sowie die Positivkontrolle von OV X-Ostradiol-
substituierten Tieren. Daher sind in der Dissertation von Frau Dr. Mahlmeyer als auch in der
hier vorliegenden Arbeit die Daten zur Kontrolle und zu Ostradiol identisch, da sie in einem
gemeinsamen Tierexperiment erhoben wurden.

Bei den Graphiken des Ergebnisteils (auler bei Abbildung 1) sind Standardfehler des
Mittelwertes in Form von Fehlerbalken dargestellt. Das Symbol * kennzeichnet p<0,05 vs.

Kontrolle.

3.1  Tiergewichtsentwicklung

3.1.1 Kdrpergewichtsverlauf Giber 3 Monate

Das Korpergewicht (KG) nimmt weitgehend konstant tiber den Behandlungszeitraum von drei

Monaten, wie in Abbildung 1 dargestellt, zu.
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3 Ergebnisse

Die E2-substituierten Tiere nahmen weniger an Gewicht zu als die der Kontrollgruppe. Dies
zeigte sich bereits innerhalb des ersten Monats nach Versuchsbeginn. Die Endokrinen
Disruptoren erzeugten im Gegensatz dazu eine Uberproportionale Gewichtszunahme bei den

Versuchstieren ber die gesamte Versuchslaufzeit.
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Abbildung 1: Koérpergewichtsverlauf Gber 3 Monate. Dargestellt sind die Mittelwerte (Kontroll- und
Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.1.2  Kdorpergewicht am Tag der Obduktion

Wird am Tag der Obduktion das durchschnittliche Tiergewicht der verschiedenen Gruppen
mit der Kontrolle (30.35g) verglichen, ist das KG der mit OMC- (34,25g) und BPA-
behandelten Tiere (34,11g) signifikant erhoht, in der Ostradiolgruppe (25,12g) signifikant
erniedrigt (s. Abb. 2).
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Abbildung 2: Korpergewicht am Tag der Obduktion in g (Kontroll- und Ostradioldaten bereits
veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.1.3 Futteraufnahme

Zur Ubersicht wird in Tabelle 5 die durchschnittliche tigliche Futteraufnahme der einzelnen

Gruppen dargestellt und hieraus die tagliche Aufnahme der jeweiligen Substanz ermittelt.

Die mit Ostradiol substituierten Mause haben die hichste Futteraufnahme mit 3,77g.

Tabelle 5: Futter- und quantitative Substanzaufnahme (Kontroll- und Ostradioldaten bereits
verdffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

Tégliche Quantitative Aufnahme
Testsubstanz Futteraufnahme | der Substanzen pro Tier
pro Tiering und Tag in mg
Kontrolle 2,84
Octyl-methoxycinnamat 3,35 3,54
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3.2 Untersuchte Veranderungen im Uterus

3.2.1  Absolutes und relatives Uterusgewicht

Der Uterus reagiert auf Ostrogene mit einer sehr starken Proliferation, demzufolge ist das
Uterusgewicht absolut und relativ gegentiber der Kontrollgruppe auf 977 % bzw. auf 1181 %

erhoht (s. Abb. 3). Die anderen Substanzen haben einen vernachléssigbaren Einfluss.

0.144 *
0.12+
0.10+
0.08+
0.06+

0.04+

Uterusgewicht in g

0.02+

0.00-

0.6 *

0.5+

0.4+

0.3+

0.2+

0.1+

relatives Uterusgewichtin g

0.0-

Abbildung 3: Wirkungen von Ostradiol , OMC und BPA auf das absolute und relative Uterusgewicht
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).
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3.2.2  Genexpressionsanalyse im Uterus

Der Einfluss der Testsubstanzen auf die Genexpression von IGF - 1, C3 und die beiden

Ostrogenrezeptoren wird auf Ebene der mRNA untersucht.

3.221 IGF-1und C3im Uterus
Wie Abbildung 4 zeigt, induziert nur Ostradiol einen signifikanten Anstieg der IGF-1-

Expression um das vierfache im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Signifikant ist auch der Anstieg der C3-mRNA-Expression um 1433 % bei Gabe von
ostradiolhaltigem Futter (s. Abbildung 5).

Die Gruppen OMC und BPA zeigen sowohl fur die Expression fir IGF — 1 als auch fur C3

keine Verénderung.

IGF-1 im Uterus
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Abbildung 4: Einfluss von Ostradiol , OMC und BPA auf die Expression von IGF-1 und C3 im Uterus
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).
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C3im Uterus
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Abbildung 5: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Expression von IGF-1 und C3 im Uterus
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veréffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.22.2 ERaund ERB im Uterus

Die Expression des Ostrogenrezeptors alpha in den Zellen des Uterus ist unter
Ostradiolsubstitution nicht signifikant, aber auf 166,8 % erhoht. Die Gruppen OMC und BPA
flhren zu einer leichten Steigerung der Genexpression.

Im Falle des Ostrogenrezeptor beta fiihrt die Ostradiol Behandlung zu einem signifikanten
Anstieg um 413 %. OMC hat einen leichten induktiven Einfluss, wéhrend BPA zu einer
Hemmung der Expression fiihrte (s. Abb.6).
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ERa im Uterus
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Abbildung 6: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Expression von ERa und ERB im Uterus
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).
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3.3 Untersuchte Veranderungen in der Leber

3.3.1  Absolutes und relatives Lebergewicht

In allen drei Testsubstanzgruppen war das absolute Lebergewicht am Ende des Versuchs
signifikant gleich stark (1,3g) gegenuber der Kontrollgruppe angestiegen (s. Abb.7). In der

Substanzgruppe BPA ist der deutlichste Anstieg von 19% zu verzeichnen.

In Relation zum Kaérpergewicht ist nur eine Signifikanz in der Ostradiolgruppe um einen
Anstieg von 41% zu beobachten. Ein geringer positiver Effekt kann bei den endokrinen

Disruptoren belegt werden.
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Abbildung 7: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf das absolute und relative Lebergewicht
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).
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3.3.2 IGF -1- und ERo—Expression in der Leber

Eine Tendenz zum Anstieg der Expression des IGF-1 Proteins in der Leber lasst sich bei
Ostradiol, OMC und BPA nachweisen, aber ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (Abb.8).
Ein Trend zur Steigerung des Genproduktes des Ostrogenrezeptors alpha in der Leber ist in
den Gruppen Ostradiol und OMC festzustellen, wahrend in der Gruppe BPA das Produkt um

6,9 % niedriger ausfallt als bei der Kontrolle. Hingewiesen sei auf die groRe Streuung der
Werte.
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Abbildung 8: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Expression von IGF-1 und ERa. in der Leber
der Versuchstiere (Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).
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3.4 Untersuchte Veranderungen im Herzen

3.4.1  Absolutes und relatives Herzgewicht

Eine signifikante Erhéhung des absoluten Herzgewichts ist bei den E2 (0,1131g), wie auch
bei den BPA (0,1138g) Mé&usen nachzuweisen (s. Abb.9). Zum Vergleich liegt das Gewicht
bei der Kontrollgruppe um 0,1024g. OMC zeigte nur marginale Veranderungen. Bei
Betrachtung des relativen Herzgewichts hat nur Ostradiol zu einer signifikanten Erhéhung um
32,5% gefuhrt, wéhrend fir OMC und BPA eine minimal hemmende Tendenz auszumachen

ist.
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Abbildung 9: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf das absolute und relative Herzgewicht
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veréffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

30



3 Ergebnisse

3.42 ERo- und ERB- Expression im Herzen

Der Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die ERo— und ERB-Expression im linken
Ventrikel wird in Abbildung 10 graphisch abgebildet.

Der mRNA-Spiegel des ER beta wird durch die Behandlung von Ostradiol und BPA auf 79 %
sowie 85 % des Ausgangwertes der Kontrollgruppe gesenkt. Die Testsubstanz OMC hat einen
Anstieg um 13 % zur Folge. Anders verhalt es sich jedoch mit ER alpha. Hier kommt es
alleinig unter BPA-Einfluss zu einem Anstieg der Expression, wahrend die anderen beiden

Substanzen zu einer Abnahme fihren. Keine dieser Verdnderungen erreicht das
Signifikanzniveau.
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Abbildung 10: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Expression von ERe und ERB im
Herzgewebe (Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).
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3.4.3 IGF-1-Expression im Herzen

In Abbildung 11 ist die gemessene Genexpression von IGF — 1 im linken Ventrikel unter dem
Einfluss der applizierten Substanzen graphisch veranschaulicht.

Die Expression des IGF — 1 ist signifikant durch die Ostradiol Gabe gesteigert. Die Tendenz

der endokrinen Disruptoren lasst auf einen induktiven Effekt dieser Stoffe schliel3en.

IGF-1im Herzen
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Abbildung 11: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Expression von IGF-1 im Herzgewebe
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veréffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.5 Untersuchte Veranderungen in der Hypophyse

3.5.1  LHpB-Expression in der Hypophyse

Auf Ebene der mRNA ist die Expression von LH beta in der Adenohypophyse durch die
Testsubstanzen nicht signifikant verdndert worden (s. Abb.12). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe hat BPA die grofite Steigerung der Expression (129,1%) von allen

Testsubstanzen zur Folge. Die Genexpression von LHB wird durch Ostradiol- und OMC-
haltiges Futter gesenkt.
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LHB in der Hypophyse
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Abbildung 12: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Expression von LHp in der Hypophyse
(Kontroll- und Ostradioldaten bereits veréffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.5.2 ERa~ und ERB—Expression in der Hypophyse

In Abbildung 13 ist der Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf Ebene der mRNA

Konzentration des a— und f—Rezeptors in den Zellen der Hypophyse dargestellt.

Sowohl die endokrinen Disruptoren, als auch Ostradiol haben eine leicht induzierende

Wirkung auf die ERa-Expression, wobei OMC noch die grote Steigerung von 40% zur
Kontrollgruppe aufweist.

Im Gegensatz dazu ist bei der Auswertung der ERB-Expression ein signifikanter Anstieg
unter Ostradiol auf das Sechsfache zu verzeichnen.

BPA (304%) und OMC (235%) fuhren auch zu einer deutlichen Induktion der Genexpression,
aber ohne statistische Signifikanz.
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ERa in der Hypophyse
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Abbildung 13: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Expression von ERa und ERp in der
Hypophyse (Kontroll- und Ostradioldaten bereits verdffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.6 Untersuchte Veranderungen an der Tibia

Als ossarer Parameter wird in diesem Versuchsaufbau die linke Tibia im Bereich der
Spongiosa und Kortikalis untersucht.
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3.6.1  Knochendichte in der Spongiosa und Kortikalis

3.6.1.1 Spongiosadichte

Die im Kleintier-CT gemessene Spongiosadichte unter dem Einfluss der Testsubstanzen ist in
Abbildung 14 dargestellt.

In diesem Versuch kann ein signifikanter Erhalt der Spongiosadichte nach Ovarektomie nur
unter Gabe von Ostradiol bestitigt werden. So wird durchschnittlich ein Wert von 153,3
mg/cm?®, im Vergleich zu 119,9 mg/cm? in der Kontrollgruppe erreicht. BPA verhindert einen
Substanzverlust bei 133,2 mg/cm®, wahrend OMC mit 117,8 mg/cm® noch unter dem Wert

der Kontrollgruppe liegt.
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Abbildung 14: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Knochendichte in der Spongiosa (gemessen
in der Metaphyse) der Tibia (Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.6.1.2 Kortikalisdichte
Im Versuchsaufbau wird die Kortikalisdichte unter dem Einfluss der drei Substanzen in der
Tibiadiaphyse gemessen (s. Abb.15).

Ahnlich wie in der Spongiosa kann nur bei den Tieren der Ostradiolgruppe eine signifikante
Verhinderung der Ovarektomie-induzierten Knochendichteabnahme nachwiesen werden. Die

endokrinen Disruptoren haben keinen signifikanten Einfluss.
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Abbildung 15: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Knochendichte in der Kortikalis (gemessen
in der Diaphyse) der Tibia (Kontroll- und Ostradioldaten bereits verdffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

3.6.1.3 Gesamtdichte von Tibia-Metaphyse und -Diaphyse

Aus den oben beschriebenen Parametern kann die Gesamtdichte in Meta- und Diaphyse
berechnet werden. Es ergibt sich auch hier nur eine signifikante Verzogerung des
Knochensubstanzverlustes fir die Mause, die als Futterbeimischung Ostradiol bekommen
haben. OMC und BPA fiihren zu keinem signifikanten Ergebnis (s. Abb. 16).

Gesamtdichte von Tibia- Metaphyse und -Diaphyse
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Abbildung 16: Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Knochendichte in Tibia-Metaphyse und
-Diaphyse (Kontroll- und Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).
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3.7  Gemessene Veranderungen im Serum
Das bei der Obduktion gewonnene Serum wird zur Analyse von Cholesterol, Triglyceriden,
HDL und LDL benutzt. Der Blutspiegel von Ostradiol wird ebenso bestimmit.

3.7.1  Cholesterol, Triglyceride, LDL und HDL im Serum

Keiner der Werte zeigt im Serum signifikante Abweichungen von denen der Kontrollgruppe.
Es lassen sich lediglich Tendenzen feststellen (s. Tab.6).

Tabelle 6 : Einfluss von Ostradiol, OMC und BPA auf die Serumwerte von Cholesterol, Triglyceriden,
LDL und HDL in mg/dl. Zuséatzlich angegeben ist die jeweilige Standardabweichung (Kontroll- und
Ostradioldaten bereits veroffentlicht (Maehlmeyer 2010)).

Cholesterol in Triglyceride in LDL in mg/di HDL in mg/dl

Testsubstanz mgdl mg/dl

Kontrolle 97,2 +/-14,33 |103,1 +/-11,51|20,3 +/- 3,85 | 84,7 +/-14,87

ggz,o +/-28,90 | 92,6 +/-24,76 | 17,8 +/- 2,99 | 77,2 +/-28,65

oMC 1056 +/- 6,80 | 108,0 +/-18,96 | 18,8 +/- 1,48 | 96,1 +/- 6,77

109,8 +/-19,02 | 96,4 +/- 8,72 | 21,8 +/- 514 | 100,0 +/- 17,96

3.7.2  Ostradiol im Serum

Ebenfalls ausgewertet, jedoch nicht graphisch dargestellt, wurde der Serum Ostradiolspiegel
und der Einfluss der Versuchssubstanzen auf diesen.

In der mit Ostradiol behandelten Mausegruppe kann eine signifikante Erhéhung des Wertes
fiir Ostradiol im Serum (30,1pg/ml) auf das Fiinffache belegt werden.

Die anderen Tiergruppen zeigten einen dem Kontrollwert dhnlichen Ostradiolspiegel.
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4 Diskussion

4.1 Die Ostradiolwirkung im Langzeit-Mausmodell

Die ovarektomierte Ratte ist ein etabliertes Modell fir die in-vivo Prifung von Substanzen
auf eine ostrogen-agonistische Wirkung. In der gemeinsamen Arbeitsgruppe mit Frau Dr.
Mahlmeyer konnte analog dazu das Tiermodell Maus ebenfalls als funktionierendes Modell
flir 6strogene Effekte beschrieben werden. Dieses wurde erstmals in der Dissertation von Frau
Dr. Mahlmeyer veroffentlicht (Maehlmeyer 2010).

Ein Standardtest ist der Uterotrophieassay. Nach VVorgaben der OECD wird in diesem Test die
Priifsubstanz fiir drei Tage appliziert um eine Aussage iiber deren ,,Ostrogenitit* treffen zu
kdénnen. In Abbildung 17 wird jedoch deutlich, wie (beraus unterschiedlich, je nach
Versuchsdauer, die erhobenen Resultate ausfallen kénnen. Die Applikationsdauer einer
Ostrogen-agonistisch wirkenden Substanz ist von grundlegender Bedeutung fur ihre
pharmakologisch/endokrinologische Wirkung wie dies anhand von drei typischen, durch
ostrogen-regulierten Genen in adulten ovx-Ratten exemplarisch verdeutlicht werden soll. Die
Expression vom Transformin growth factor R im Knochen wird akut, d.h. 6 Stunden nach
Applikation von E2 deutlich gesteigert. Eine langere Gabe des Hormons bleibt dagegen ohne
jeden Effekt auf die Expression des Wachstumsfaktors. Ein anderer Wachstumsfaktor,
epidermal growth factor wird hingegen nur nach siebentdgiger E2-Substitution, d.h. etwa
analog der Behandlungsdauer der OECD-Vorgabe, hochreguliert. Ein drittes ,,Beispiel” der
Ostrogenwirkung zeigt sich bei der Expression von Osteocalcin im Knochen. Eine deutliche
Steigerung der Expression erfolgt nach akuter Gabe, hingegen sind die mRNA-Spiegel nach 7
Tagen Behandlung gegeniber der Kontrolle unverandert. Wird E2 fiir 3 Monate verabreicht,
ist die Expression hingegen signifikant reduziert. Diese Ergebnisse lassen nur den Schluss zu,
dass es flr Priifsubstanzen, die moglicherweise ,0strogenartig® wirken, kein
allgemeingultiges Protokoll gibt, um deren endokrinologischen Eigenschaften zweifelsfrei zu
beschreiben.

Bei einer langanhaltenden Exposition, wie im Falle von Umweltchemikalien, ist daher die
Durchfuhrung einer Langzeituntersuchung (3 Monate) somit zwingend indiziert, um positive
wie auch negative Einflisse aufzudecken. Deshalb wurde fir die vorliegende Studie eine

Expositionsdauer von drei Monaten gewabhlt.
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TGF im Knochen
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Abbildung 17: Expression von Ostrogen-regulierten Proteinen in Abhangigkeit von der Versuchsdauer

Ein weiterer Schwachpunkt im Versuchsaufbau des OECD-Modells zur 6strogenen Wirkung
ist die alleinige Betrachtung von Veranderungen im Uterus. Ostrogene besitzen schlieBlich
nicht nur dieses eine Zielorgan, sondern wirken auf verschiedene Organsysteme im
Organismus. Diesem Aspekt wurde in der vorliegenden Studie Rechnung getragen, indem in
drei weiteren Zielorganen des Ostrogens, Hypophyse, Leber und Knochen, die Expression
bekannter E2-regulierten Gene, bzw. die Verédnderungen der Knochenmorphologie untersucht

wurde.

Weiterfuhrend kann diskutiert werden, dass E2 signifikant den ovarektomie-bedingten
Anstieg des Korpergewichts der Tiere verhindert hat. Mogliche Erklarungen fur diese
Beobachtung, sind die gesteigerte Fettsaureoxidation und das Eingreifen in die
Energiehomdostase. Ein moglicher weiterer Erklarungsansatz ist das deutlich erhéhte
Aktivitatsniveau der Mduse und der damit einhergehende erh6hte Grundumsatz. Dies deckt
sich mit publizierten Studienergebnissen (Hertrampf et al. 2006).

In der Dissertation von Frau Dr. Mahlmeyer ist erstmals ein hypertropher Effekt im Myokard,
ausgeldst durch Ostradiol beschrieben worden. Dieser wird auf eine mogliche direkte
Wirkung zuriickgefiihrt, untermauert auch durch eine Steigerung der Expression von IGF-1,
und nicht auf indirekte Mechanismen wie eine NO-Freisetzung im Endothel, oder durch
Effekte auf die Atherogenese und den Serumlipidspiegel (Saltiki and Alevizaki 2007, Miller
and Duckles 2008). Unter pathologischen Bedingungen hat E2 eine Kkardioprotektive
Wirkung, indem unter anderem eine Herzhypertrophie verhindert wird. (Pelzer et al. 2005,
Skavdahl et al. 2005, Harris 2007).
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Die beiden EDs OMC und BPA haben in der applizierten Dosis keinen Effekt auf das relative
Herzgewicht. Somit kann unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen Kkein

pharmakologischer Effekt dieser Substanzen im Herzen beobachtet werden.

4.2 Die Wirkung von BPA und OMC im Langzeit-Mausmodell

42.1 BPA

Die Studienlage zu akuten in-vivo-Wirkungen von BPA ist umfassend, doch es gibt bisher
keine Erkenntnisse in Bezug auf eine Langzeitbehandlung von Mé&usen. Sowohl in-vitro-
Versuche als auch Kurzzeitversuche in-vivo an Nagern zeigten Ostrogenartige Effekte von
BPA. Vor allem bei einer prapartalen Exposition bis hin zur Pubertat wurden Interaktionen
beschrieben, die schon bei geringer Wirkstoffkonzentration auftraten. (Markey et al. 2005).
Dabei sind 6strogenartige Effekte im weiblichen und méannlichen Reproduktionstrakt, in
Brustdrisengewebe und im Gehirn, sowie in Bezug auf das Verhalten gefunden worden
(Colerangle and Roy 1997, Markey et al. 2001, Richter et al. 2007). Weiter wird Bisphenol A
als ein stimulierender Faktor in der Entstehung von Ubergewicht diskutiert (Newbold 2010).
Um dieselben ostrogenen Effekte wie Ostradiol zu erzeugen, muss Bisphenol A in einer um
das 10 bis 1.000fach hoheren Konzentration als E2 vorliegen (Richter et al. 2007). In dem
hier beschriebenem Experiment ist die Dosis von 1,6 mg/kg/Tag gewahlt worden, welche in
friheren Studien an der Ratte zu multiplen, éstrogenartigen Effekten gefuhrt hatte (Seidlova-
Wouttke et al. 2006a).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Auswertung der Ergebnisse ein signifikanter
Anstieg des Kdrpergewichts unter BPA-Substitution. Dieses Phanomen wurde in anderen
Studien fiir die gleiche Dosis berichtet (Miyawaki et al. 2007), wahrend neuere Daten eine
Abnahme des Korpergewichts bei Konzentrationen ab 50mg/kg/Tag zeigten (Tyl 2009).

Eine herabgesetzte Insulinsensitivitdt durch Suppression von Aponektin Uber Bisphenol A
und eine dadurch resultierende Gewichtssteigerung kann als Erklarungsversuch herangezogen
werden (Hugo et al. 2008), wie aber auch der bereits durch Grun und Blumberg beschriebene
direkte Einfluss von BPA durch Stimulation nukleédrer Rezeptoren des Fettgewebes (Grun and
Blumberg 2007).

Eine mdgliche Erklarung fur das Ausbleiben von Effekten bei Applikation von 1,6mg/kg/Tag

in den anderen Zielorganen des Versuchsaufbaus konnte an der zu gering gewahlten Dosis der
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Substanz liegen. Dabei ist die verabreichte Konzentration immer noch 32fach hoher als der
festgelegte Grenzwert der EFSA (EFSA-Q-2008-382). Rochelle Tyl verweist in seinen
Arbeiten auf eine minimale Dosis von Uber 5mg/kg/Tag um systemische Effekte in der
adulten Maus zu erzeugen (Tyl 2009).

Die gewahlte Dosis basierend auf publizierten Daten zu einer
endokrinologisch/pharmakologischen Wirkung von BPA in der adulten ovx-Ratte (Seidlova-
Wuttke et al. 2004) zeigte Bisphenol A in der adulten ovx-Maus schwache dstrogene Effekte.
Signifikant ist ein Anstieg des Korpergewichts im Vergleich zur éstrogendefizienten Maus.
Grinde fur die Unterschiede zwischen den Wirkungen von BPA in Ratten vs. Maus kdnnten
in einem hoherem First-pass Effekt im Vergleich zum Rattenmodell begriindet sein.

Eine Unbedenklichkeit gegenliber BPA aufgrund der hier vorgestellten und in der Literatur
veroffentlichten Ergebnisse kann jedoch nicht ausgesprochen werden, denn es ist unbestritten,
dass die Substanz im Menschen nachweislich aufgenommen wird und somit potentiell
Interaktionen moglich sind (Calafat et al. 2008).

AuRerdem zeigten Studien mit Wirkdosen im Bereich von unter 1 pg/kg/Tag bei perinataler
Exposition eindeutige Effekte in Zielorganen von Ostrogenen (Markey et al. 2005, Richter et
al. 2007). Wie genau der dstrogene Wirkmechanismus von Bisphenol A zustande kommt, ob
primdr singuldr oder im Zusammenwirken mit anderen Endokrinen Disruptoren, die der
Mensch téglich resorbiert, ist noch nicht abschlieRend geklart. Auch die Mdglichkeit eines
adversen Effekts auf die Wirkung von endogenen Ostrogenen wird diskutiert (Rajapakse et al.
2002). Letztendlich beschéaftigen sich deshalb neuere Arbeiten zunehmend mit der Frage, ob
eine Mixtur von endokrinen Substanzen eine klare endokrine Wirkung in vivo erzielt,
wahrend die einzelnen Stoffe bei isolierter Substitution unterhalb des ,,No observed adverse
effect level“ (NOAEL) keine Effekte auslésen kdnnen. Ein solcher Studienaufbau versucht
ein moglichst realitdtsnahes Szenario widerzuspiegeln. Auch hier wird auf die besondere
Situation von Risiokogruppen wie Schwangere, Feten und S&uglingen hingewiesen
(Christiansen et al. 2012, Jacobsen et al. 2012). Bereits in der Einleitung angesprochen und in
mehrfachen Studien inzwischen belegt, ist die Méglichkeit einer BPA-induzierte Verédnderung
des Genoms durch eine Alteration der Methylierung im Sinne einer epigenetischen Pragung
(Bernal and Jirtle 2010, Kundakovic and Champagne 2011).

Die positive Korrelation zwischen BPA-Konzentration im Urin und Anstieg der Prévalenz
von Diabetes und Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Lang et al. 2008) kénnte in Zusammenschau
mit dem Risikofaktor ,,Ubergewicht* Anlass zur weiteren Vertiefung der Forschung in diesem

Bereich sein.
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422 OMC

UV-Filtern wird ein hohes Bioakkumulationspotenzial aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaft
zugeschrieben. Im Jahre 1997 zeigte sich erstmals eine Belastung von Fischen in kleinen
Badeseen durch OMC (Nagtegaal et al. 1997). Somit stellte sich die Frage einer fraglichen
Akkumulation auch im menschlichen Organismus. Nachdem erste Studien zeigten, dass OMC
nach dermaler Applikation von Sonnenschutzcremes beim Menschen in Urin und Serum
nachzuweisen ist und somit resorbiert wird (Janjua et al. 2004), schlossen sich auch weitere
in-vivo-Studien an, die OMC auf seine Eigenschaft als ED in mutiplen Zielorganen hin
untersuchten.

Ostrogene Wirkungen von OMC wurden sowohl in-vitro an der Ostrogen-sensitiven-Zellreihe
MCF-7, als auch in-vivo bei immaturen ovarektomierten Ratten im Rahmen eines
uterotrophen Assays Uber 5 Tage bei einer mittleren Wirkdosis von 935 mg/kg/Tag
nachgewiesen (Schlumpf et al. 2001). In einem Langzeitversuch konnte an ovx — Ratten mit
einer Dosis unter 250mg/kg/Tag keine uterotrophe Wirkung erzielt werden, wohl aber die
signifikante Hochregulierung von Markerproteinen bei einer Tagesdosis von 57,5 mg/kg
(Seidlova-Wuttke et al. 2006a, Seidlova-Wuttke et al. 2006b). In weiteren in-vivo-
Experimenten bestétigten sich milde 6strogene Effekte auf den Hypothalamus - Hypophysen -
Schilddrisen - Regelkreislauf, auf die Vagina, auf Serumlipide, Fettgewebe und die LH-
Sekretion (Schmutzler et al. 2007b).

Wie auch unter dem Einfluss von BPA zeigte sich flir OMC in der vorliegenden Studie eine
signifikante Zunahme des Korpergewichts. Eine 6strogene Wirkung an Uterus, Knochen,
Hypophyse, Leber und Herz konnte in diesem Versuchsaufbau nicht beobachtet werden.

Wird allein die taglich konsumierte Futtermenge der OMC-Tiere betrachtet, liegt diese 18%
uber der aufgenommenen Futtermenge der Kontrollgruppe. Somit kdénnte das erhohte
Korpergewicht als ein OMC - unabhangiger Effekt gedeutet werden, der allein der
gesteigerten Futteraufnahme geschuldet ist. Seidlova-Wuttke et al. beschrieben, kontrar zu
den hier erhobenen Ergebnissen, eine Gewichtsabnahme im Rattenmodell bei gleicher
Versuchsdauer jedoch zwanzigfach hoheren OMC-Konzentration. Die Autoren mutmaliten,
dass es sich dabei um eine bekannte ovarektomie-bedingte Gewichtsabnahme bei Ratten
handele (Seidlova-Wuttke et al. 2006a). In dieser hohen Dosis kann aber ein unspezifischer

toxischer Effekt von OMC nicht ausgeschlossen werden.

Wird OMC transdermal Gberhaupt in entsprechend grofier Menge resorbiert, um in die

Hormonhomaostase eingreifen zu kdnnen? Dies ist die entscheidende Frage, welche ebenso
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die Basis flur die Risikoeinschatzung darstellt bei eher zu vernachldssigender oraler
Exposition durch OMC. Bisher konnte nur eine Studie diesen Nachweis erbringen (Janjua et
al. 2004). Wobei die Methodik in dieser Arbeit diskussionswiirdig erscheint, da eine eigens
hergestellte Sonnencreme fur die durchgefuhrten Versuche verwendet wurde. Diese Creme
besal3 unter anderem keine Resorptionshemmer und beinhaltete eine héhere Dosis an OMC,
als gesetzlich erlaubt ist (Gilchrest 2004). Es wdare demnach wiinschenswert, kommerzielle
Sonnencremes fir Folgeversuche zu verwenden und deren transdermale Absorption zu
untersuchen.

Eine Erklarung fiir die fehlenden 6strogenen Wirkungen von OMC an Ostrogen-sensiblen
Organen in der vorliegenden Arbeit kdnnte in der zu gering gewéhlten Dosis begriindet sein.
In anderen Studien mit Ratten mit wesentlich hoheren Substanzkonzentrationen konnten
schliellich dstrogene Effekte beobachtet werden. Ob derart hohe Dosen, die in keinster Weise
dem Gebrauch von OMC in Kosmetikprodukten entsprechen, relevant fiir eine toxikologische
Bewertung sind, muss bezweifelt werden. Die wahrscheinlichste Erkl&rung fiir die Diskrepanz
beziglich der endokrinen Wirkung von OMC in Ratte und Maus konnte die schnellere
Metabolisierung der Substanz in der Maus als in der Ratte sein.

Zusammenfassend kann in der vorliegenden Arbeit flir OMC und BPA unter den gewéhlten
Bedingungen kein negativer Effekt in den Zielorganen von Ostrogenen festgestellt werden.
Da der Goldstandard E2 die erwarteten Effekte hervorgerufen hat, ist das gewaéhlte

Tiermodell grundsatzlich geeignet, potentiell éstrogenartig wirkende Stoffe zu identifizieren.
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Zusammenfassung

Bei der Betrachtung, dass Nahrungsmittel, Getrdnke usw. heutzutage immer mehr mit
Verpackungsmaterialien in Kontakt kommen, die zu ihrer Herstellung Chemikalien bendtigen
und die moglicherweise bei langfristiger Exposition zu gravierenden Gesundheitsschaden
fihren konnen, verunsichert zunehmend viele Verbraucher. Es konnte noch nicht
abschlieBend geklart werden, ob diese Stoffe zu einer Akkumulation im Organismus flihren
und damit ein Gefahrdungspotential fur den Menschen darstellen. Auch der vermehrte
Gebrauch von Pflegeprodukten erhoht die Exposition gegeniber synthetisch hergestellten
Inhaltsstoffen mit potentiellen Nebenwirkungen insbesondere im endokrinen System.

Vor allem Stérungen der Fortpflanzungsorgane, als sensibler Indikator fir ein gestortes
Gleichgewicht in der Hormonhomdostase durch interferierende Substanzen, sind, wenn sie
auftreten, frih zu beobachten. Ob beobachtete Veranderungen nur durch einen sich
wandelnden Lebensstil der Menschen oder durch Substanzen, die in den Hormonhaushalt
eingreifen, hervorgerufen werden, muss geklart werden.

Ein validiertes Modell der OECD zur Untersuchung von Substanzen auf eine Ostrogene
Wirkung ist die ovarektomierte Ratte. Dabei wurde eine Testdauer von drei Tagen gewahlt,
was ungefédhr der Zykluslange einer Ratte entspricht. Um weitere Erkenntnisse zu
molekularen Mechanismen der potentiellen Wirksubstanzen zu erlangen, verwenden neuere
Studien KO-Méuse in ihren Arbeiten. Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit das Modell der ovarektomierten Maus gewéhit.

Um mogliche Langzeiteffekte zu erfassen, wurde ein Versuchsaufbau mit den Testsubstanzen
Ostradiol, Bisphenol A und Octyl-methoxycinnamat (OMC) iiber drei Monate gewahlt und
deren Wirkung auf Ostrogen-sensitive Organe und Parameter hin untersucht.

Das Studiendesign beinhaltete 60 zwei Monate alte C-57-BL/6J-Mduse, die nach
Ovarektomie in 4 Gruppen aufgeteilt wurden. Uber einen Zeitraum von drei Monaten stand
der Kontrollgruppe sojafreies Futter zu Verfugung, die anderen Gruppen erhielten entweder
Ostradiol (4,32mg/kg sojafreies Futter), Bisphenol A (500mg/kg sojafreies Futter) oder OMC
(1000mg/kg sojafreies Futter) versetzte Nahrung. Nach Toétung der Tiere wurde das
Feuchtgewicht von Uterus, Leber und Herz sowie das Korpergewicht bestimmt. Die
Genexpression von ERa (Uterus, Leber, Herz und Hypophyse) und ERB (Uterus, Herz und
Hypophyse) wurde per PCR analysiert. Die Expression der biologischen Marker flr eine
Ostrogene Wirkung, C3 (Uterus), IGF-1 (Uterus, Leber und Herz) und LHB (Hypophyse),
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wurde untersucht und die Serumspiegel fur Cholesterol, Triglyceride, HDL und LDL
bestimmt. Zusétzlich wurde mittels Kleintier-CT eine Messung der Spongiosa- und
Kortikalisdichte in der linken Tibia durchgefuhrt.

Auch im Modell der ovx-Maus konnen die erwarteten Effekte des Goldstandards E2
nachgewiesen werden. So kann z.B. eine ausgepragte uterotrophe Wirkung, sowie eine
signifikante Verbesserung der Knochenstrukturen im Vergleich zu den Steroid-depletierten
ovx-Mé&usen beobachtet werden. Solche Effekte wurden nicht durch OMC oder BPA
hervorgerufen. Ob dieser fehlende endokrinologische Effekt der beiden getesteten
Industriechemikalien auf eine zu geringe Dosierung und/oder einer unzureichenden
Applikationsdauer beruht, muss in weiteren Studien gepruft werden, bevor OMC und BPA

beziglich einer dstrogenartigen Wirkung in-vivo als unbedenklich eingestuft werden kénnen.
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