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1 Einleitung

1.1 Hormone als Signaltbertrager

Hormone regulieren, koordinieren und modifizieren viele Funktionen und Prozesse des
menschlichen Kdrpers. Sie werden von endokrinen Zellen produziert und sind extrazellulére
Botenstoffe, die eine Signalubermittlung von Zelle zu Zelle ermdglichen. Die Voraussetzung
fir eine Hormonwirkung in der Zielzelle ist, dass diese Uber einen entsprechenden
spezifischen Rezeptor verfugt. Bei den Hormonrezeptoren wird prinzipiell unterschieden, ob
sich der Rezeptor auf der Zelloberflache (Plasmamembranrezeptoren) oder in der Zelle
(Kernrezeptoren) befindet. Intrazellulare Hormonrezeptoren stellen ligandenaktivierte
Transkriptionsfaktoren dar, die ihre Wirkung Gber Anderungen der Genexpression entfalten.
Der Wirkeintritt dieser genomischen Effekte dauert Stunden bis Tage, wéahrend bei Hormonen

mit zellmembranstédndigen Rezeptoren schon nach Sekunden eine Wirkung auftreten kann.

1.2 Endokrinologie des Ostrogens

1.2.1 Synthese, Regulation und Metabolisierung

Ostrogene gehdren zur Familie der Steroidhormone, die sich vom Cholesterin ableiten und
durch Demethylierung (Cio-Atom) und Aromatisierung (A-Ring) mittels des Cytochrom-
P450-Aromatasekomplexes aus Androgenen gebildet werden. Von den natirlich
vorkommenden Ostrogenen ist Ostradiol (E2) die biologisch aktivste Form. Neben dem Ovar
besitzen auch andere Gewebe eine Aromataseaktivitdt, wodurch sie beféhigt sind, aus den
androgenen Vorstufen Ostrogene zu bilden. Ostrogene agieren dann als parakrine Faktoren,
z.B. in Knochen, Brustdrise und Fettgewebe (Simpson 2003).

Der Abbau der Ostrogene erfolgt in der Leber durch Konjugation an Schwefel- und
Glukuronsaure, wodurch sie bilidr oder renal ausgeschieden werden kdnnen (Gruber et al.
2002).

In der geschlechtsreifen Frau variiert die Ostrogenproduktion in Abhangigkeit vom
Menstruationszyklus. Dabei finden sich die hochsten Serumkonzentrationen von Ostrogen
praovulatorisch (bis 500pg/ml), die niedrigsten pramenstruell (bis 50pg/ml). Die Steuerung
der Ostrogenproduktion und Sekretion erfolgt durch den Regelkreis Hypothalamus-
Hypophyse-Ovar: Der im Hypothalamus lokalisierte Gonadotropin-Releasing-Hormon

(GnRH)-Pulsgenerator erzeugt eine pulsatile Abgabe von GnRH in das Pfortadersystem der
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Hypophyse (Orddg und Knobil 1995). GnRH bewirkt in der Adenohypophyse via GnRH-
Rezeptoren die Produktion und ebenfalls stolweise Sekretion der Gonadotropine LH und FSH
(Knobil 1980). Diese beiden Proteohormone bewirken die ovarielle Ostrogensynthese: FSH
uber eine Proliferation der Granulosazellen sowie die Induktion des Aromatasekomplexes in
diesen Zellen, LH uber eine Stimulation der Androgensynthese in den Theka-interna-Zellen.
Ostrogen reguliert wiederum die Gonadotropinsekretion zum einen auf hypothalamischer
Ebene uiber Anderungen von Amplitude und Frequenz der GnRH-Sekretion und zum anderen
mit direkter Wirkung auf die Hypophysenzellen, wobei sowohl negative als auch positive
Feedback-Mechanismen bestehen. Fallt die Ostrogenproduktion des Ovars im Rahmen einer
Kastration weg, kommt es zu einer ungehemmten Sekretion der Gonadotropine aufgrund des
uberaktiven GnRH-Pulsgenerators (Wuttke et al. 1996).

1.2.2 Ostrogenrezeptoren

Ostrogene vermitteln ihre Funktion Gber Steroidhormonrezeptoren, die zur GroRfamilie der
nukledren Rezeptoren gezéhlt werden. Steroidhormonrezeptoren sind Proteine, die als
ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren agieren und aus strukturell ahnlichen Doménen (A
bis F) aufgebaut sind. Dabei werden funktionelle Doménen unterschieden. Die N-terminale
Doméne (A/B) enthélt die ligandenunabhéngige Aktivierungsfunktion (AF1) des Rezeptors.
Die DNA-Bindungsdoméne (C) beinhaltet zwei Zinkfingerstrukturen, die an sog. responsive
elements der DNA binden kénnen. Die Ligandenbindungsdomane (E) liegt C-terminal und
vermittelt neben der Ligandenbindung die ligandenabhangige Aktivierungsfunktion (AF2)
(Nilsson et al. 2001). Die beiden Aktivierungsfunktionen AF1 und AF2 interagieren mit dem
Transkriptionsapparat  via  Protein-Protein-Kontakte und  rekrutieren  synergistisch
verschiedene Koaktivatoren.

Inaktiviert liegen die Rezeptoren zytoplasmatisch oder nukledr in einem Verbund mit
Proteinen (Hitzeschockproteine) vor, die als sog. chaperones die DNA-Bindungsdomaéne
maskieren und den inaktiven Zustand stabilisieren (Smith und Toft 1993). Wenn ein Ligand
an den Rezeptor bindet, wird eine Konformationsanderung ausgel6st, wodurch die Proteine
abdissoziieren und eine Dimerisierung des Rezeptors erfolgt. Daraufhin wird der Hormon-
Rezeptor-Komplex im Falle einer zytoplasmatischen Lokalisation in den Zellkern transloziert,
wo er an spezifische Promotorsequenzen der DNA (hormone-responsive elements) bindet und
mit Koaktivatoren, Korepressoren und Modulatoren der Genexpression interagiert. Dies fuhrt
zu einer Anderung der Transkription der entsprechend regulierten Gene.

Von dieser klassischen ligandenabhangigen Aktivierung der Rezeptoren ist fur die

Ostrogenrezeptoren ein alternativer Signalweg beschrieben, bei dem diese Rezeptoren auch
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ohne ihre physiologischen Liganden aktiviert werden kénnen (Cenni und Picard 1999). Die
Funktion der Rezeptoren wird dabei Uber Anderungen ihres Phosphorylierungsstatus
moduliert (Shao und Lazar 1999). Dadurch kdnnen z.B. Wachstumsfaktoren wie EGF oder
IGF1 Einfluss auf dstrogenregulierte Gene nehmen. Andererseits konnen auch Ostrogene die
Transkription von Genen ohne sog. estrogen-responsive elements (ERE) regulieren, indem sie
die Aktivitat von anderen Transkriptionsfaktoren verandern. Ungefahr ein Drittel aller
bekannten 0strogenregulierten Gene verflgt nicht Uber estrogen-responsive elements
(Bjornstrom und Sjoberg 2005). Es sei hier darauf hingewiesen, dass Ostrogene auch sehr
kurzfristige Effekte, wie z.B. die NO-vermittelte VVasodilatation der uterinen Arterien haben
(Chen et al. 2004), die vermuten lassen, dass Ostrogene auch eine nicht-genomische
Wirkungsweise besitzen, die Uber Rezeptoren der Zellmembran erfolgen kénnte. Die daraus
resultierenden zytoplasmatischen Veranderungen kénnen dann jedoch auch wieder zu einer
veranderten Genexpression fuhren. Von den membranéren Rezeptoren wird vermutet, dass sie
Membranversionen ihrer intrazelluldren Pendants darstellen (Norfleet et al. 1999).

Von den nukleiren Ostrogenrezeptoren sind inzwischen zwei Subtypen, ERa und ERP,
bekannt, von denen auch verschiedene Isoformen (Spleivarianten) beschrieben wurden. 1986
gelang es, den heutigen ERa zu klonieren (Green et al.1986). Zehn Jahre spater wurde ERp in
der Prostata und den Ovarien von Ratten entdeckt (Kuiper et al. 1996). Strukturelle
Vergleiche der beiden Rezeptoren haben gezeigt, dass die DNA-Bindungsdomanen zu 96%
identisch sind, was die Vermutung nahe legt, dass beide an &hnliche, wenn nicht sogar
identische estrogen-responsive elements binden (Pace et al 1997). Die zum Teil
unterschiedliche Aminoséuresequenz fir die Ligandenbindungsdomane konnte erkléren, dass
die beiden Ostrogenrezeptoren 17p-Ostradiol zwar mit gleicher Affinitat binden (Kuiper et al.
1997), sich aber in ihrer Bindungsaffinitdit zu anderen Liganden unterscheiden
(Katzenellenbogen BS und Katzenellenbogen JA 2000). Wéhrend sich die AF2 sehr &hnelt
(Dechering et al. 2000), finden sich groRere Unterschiede in der die AF1 beinhaltenden N-
terminalen A/B Domane, worauf Unterschiede im Ansprechen auf verschiedene Liganden, im
Aktivierungspotential und der Transkriptionsaktivitat der beiden Ostrogenrezeptoren
zurlickzuftuhren sein kénnten (Mclnerney et al. 1998).

Die relative Expression der beiden Ostrogenrezeptoren variiert zwischen den verschiedenen
Organen. Die hochsten ERa-Expressionen finden sich vorwiegend in Organen des
Reproduktionsgeschehens und deren Ubergeordneten Zentren (Hypothalamus, Hypophyse,
Ovarien, Uterus, Vagina und Mamma), in der Leber und im ZNS. ER ist in ZNS, Ovar

Uterus, Mamma, Knochen, Thymus und im kardiovaskuldren System mit ERa koexprimiert



(Nilsson et al. 2001). Hohe ERp-Level sind neben dem Ovar auch in Prostata und Lunge
beschrieben, andere Organe mit ERB-Expression sind der Nebenhoden, die Niere, die
Darmmukosa, die Speicheldrisen und der Urogenitaltrakt (Diez-Perez 2006, Couse et al.
1997, Dechering et al. 2000). Uber die Funktion dieses Verteilungsmusters, das auch in
Abhangigkeit vom Individuum, Alter und dem Zyklusstand variiert, gibt es keine gesicherten
Erkenntnisse. Eine Mdglichkeit fur das Zusammenspiel der beiden Rezeptoren bietet die
Ying-Yang-Theorie (Lindberg et al. 2003), wonach bei einer Koexprimierung ERf die ERa-
vermittelte Transkription abstimmt oder in Geweben ohne ERa-Exprimierung die
ostrogenregulierte Transkription ersetzt. Auch kdnnte das Verhaltnis der beiden Rezeptoren in
den verschiedenen Organen einen Einfluss auf die Ubersetzung des Signals in Differenzierung
oder Proliferation ausiiben. An Zelllinien zeigte sich, dass ein via ERa vermittelter
Ostrogener Proliferationsreiz durch ERP verhindert wird (Strom et al. 2004). Unterschiede in
gewebeabhangigen Antworten ergeben sich daneben auch durch die Ausstattung der Zielzelle
mit verschiedenen Kofaktoren der Transkription und den Promotorregionen der DNA.
Zusatzliche Regulationsmechanismen im System der 6strogenregulierten Gene sind zum
einen die mogliche Heterodimerbildung zwischen den ERs bzw. zwischen den ERs und ihren
Isoformen einerseits und die gewebespezifische Autoregulation der ER-Expression durch den
Ostrogen-ER-Komplex andererseits (Castles et al. 1997, Li et al. 2004, Tena-Sempere et al.
2004).

Zusammenfassend hangt die 6strogene Wirkung in einer Zelle von dem Liganden, dem
Rezeptortyp und den ausfuhrenden Komponenten der Transkription ab (Katzenellenbogen JA
et al. 1996). Welchen Effekt ein Ligand an den Ostrogenrezeptoren hat (Agonist, Antagonist,
Partialagonist), ist von der induzierten Konformationsanderung und der F&higkeit abhangig,
die AF teilweise bzw. komplett zu aktivieren oder zu blockieren, wodurch Unterschiede in der
Rekrutierung von Kofaktoren entstehen. Gewebespezifische und genspezifische Profile von
Liganden konnen durch die Zellausstattung mit den verschiedenen Rezeptorsubtypen und
deren Isoformen sowie koregulatorischen Proteinen und Promotorregionen erklart werden.
Dies ist die Grundlage zum Verstandnis von selektiven Ostrogenrezeptormodulatoren
(SERMs), wie z.B. Tamoxifen, das in der Mamma antidstrogene, in Knochen und Uterus

jedoch eine dstrogenagonistische Wirkung entfaltet (Hall JM et al. 2001).

1.2.3 Ostrogene Wirkungen

Ostrogene regulieren Wachstum, Differenzierung und Funktionen von diversen Zielgeweben,

sowohl innerhalb als auch auRerhalb des Reproduktionstrakts. Eine wichtige Rolle kommt den



Ostrogenen bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung der primaren und sekundaren
weiblichen Geschlechtsorgane zu. Innerhalb des Menstruationszyklus induzieren sie mittels
Wachstumsfaktoren die Proliferationsphase des Endometriums und bereiten den Uterus auf
die anschlieRende Gestagenwirkung und somit auf eine Schwangerschaft vor. Extragenitale
Zielorgane und Systeme einer Ostrogenwirkung sind ZNS, Knochen, Leber, Darm und Haut
sowie das Immunsystem und das kardiovaskuliare System. Im ZNS beeinflusst Ostrogen
Lernen, Gedéachtnis, Bewusstsein, Feinmotorik, Temperaturregulation, Stimmungslage und
Libido (Nilsson und Gustafsson 2002).

Im Anschluss sind die fur diese Arbeit relevanten dstrogenen Effekte der untersuchten Organe

und Gene ausfuhrlicher dargestellt.

1.2.4 Uterus

Der Uterus entspricht dem klassischen 6strogenen Zielorgan und wird als solches im sog.
Uterotrophie-Test benutzt, um die 0Ostrogenen Eigenschaften einer Substanz anhand des
induzierten uterinen Wachstums zu demonstrieren. Ostrogen wirkt im Uterus als starkes
Mitogen, sowohl am Endo- als auch am Myometrium. Ostrogenrezeptoren finden sich in den
Epithelzellen und in den Bindegewebszellen, wobei letzteren eine zentrale Bedeutung in der
Umsetzung in ein Proliferationssignal zukommt (Cooke et al. 1998): Ostrogene bedienen sich
verschiedener Wachstumsfaktoren, indem sie deren Gen- und Proteinexpression induzieren.
Diese Wachstumsfaktoren wie z.B. IGF1 (Murphy et al. 1987) oder HB-EGF (Zhang et al.
1998) vermitteln in parakriner Weise das Wachstum. Die mitotische Aktivitét erreicht 18-24h
nach Ostrogenapplikation in ovariektomierten Ratten ein Maximum und schlagt sich in
histomorphologischen Veranderungen und einem Anstieg des Uterusgewichts nieder.

Neben diesen Effekten wird durch Ostrogenexposition eine Reihe weiterer
molekularbiologischer Verénderungen hervorgerufen. Fir den physiologischen Ablauf des
Menstruationszyklus ist die Induktion von Progesteronrezeptoren im Endometrium essentiell.
Des Weiteren wird die Immunabwehr aktiviert, um einer periovulatorischen Infektgeféhrdung
(Offnung des Zervikalkanals) des Endometriums entgegen zu wirken. Einen besonderen
Stellenwert hat in diesem Zusammenhang die Hochregulierung der Genexpression des
Komplementfaktors C3 in den luminalen Epithelzellen (Sundstrom et al. 1989).

Das Verhéltnis der beiden ERs ist im Uterus abhéngig von der Geschlechtsreife. Wahrend im
geschlechtsunreifen Uterus ERa und ERP in vergleichbaren Mengen exprimiert werden, wird
durch Zunahme der Ostrogenexposition ERB herunterreguliert, so dass im geschlechtsreifen
Uterus hauptsédchlich ERa vorzufinden ist (Weihua et al. 2000). An ERa-knock-out-Mausen

konnten im Gegensatz zu ERB-knock-out-Mausen bei einer Behandlung mit Ostradiol keine
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ostrogenen Effekte nachgewiesen werden (Couse und Korach 1999, Harris 2007). Zudem ruft
die Applikation des selektiven ERa-Agonisten Propylpyrazoltriol bei ovariektomierten Ratten
die bekannten Ostrogeninduzierten Gewebeantworten hervor (Harris et al. 2002). Der ERa hat
daher in Bezug auf den Uterus vermutlich die dominante Rolle in der Vermittlung des
ostrogenen Signals. ERB wird im Uterus eine der ERa-induzierten Proliferationsanregung
entgegengesetzte Funktion sowie eine Rolle bei den elastischen Ruckstellkraften des uterinen
Halteapparats zugeschrieben (Koehler et al. 2005). Da bei ERp-knock-out-M&usen eine
extrem gesteigerte Ostrogenempfindlichkeit vorliegt, konnte ERP eine Art Ruhefunktion fiir

den Uterus vor Beginn der ovariellen Ostrogensekretion haben (Morani et al. 2008).

1.2.5 Vagina

In der Vagina steht vor allem das auskleidende Plattenepithel unter einem 0Ostrogenen
Einfluss. Ostrogen reguliert hier die Proliferation, die Gliederung der einzelnen Schichten und
die Kornifizierung, was man sich in der Diagnostik zur Erfassung des aktuellen Hormonstatus
im Zyklus mit VVaginalausstrichen zu nutze macht. Aus Studien an ovariektomierten Tieren ist
bekannt, dass das mehrschichtige, unverhornte Plattenepithel unter der Behandlung mit
Ostradiol sich in ein verhorntes Epithel verwandelt. Molekularbiologisches Korrelat dieser
Veranderung ist die erhohte Expression von Cornifin (Jetten et al. 1996). Ahnlich wie in der
Gebérmutter wird das Ostrogene Signal auch in der Vagina durch ERa in Stroma- und

Epithelzellen vermittelt (Buchanan et al. 1998).

1.2.6 Leber

Die Leber beteiligt sich als zentrales Stoffwechselorgan an der Exkretion der endogenen
Ostrogene. Weiterhin kann auch die Leber als endokrines Organ aufgefasst werden, das auf
das in der Adenohypophyse synthetisierte Wachstumshormon (GH) mit einer Produktion des
IGF1 reagiert. Lange hatte man angenommen, dass dieses von der Leber ins Blutsystem
abgegebene IGF1 exklusiv das postnatale Wachstum vermittelt. Neuere Erkenntnisse haben
jedoch gezeigt, dass IGF1 in nahezu allen Geweben exprimiert wird und dass ein normales
Wachstum auch ohne die hepatische IGF1-Produktion mdglich ist, weshalb diese Hypothese

korrigiert wurde (Le Roith et al. 2001). Eine Konzepterweiterung erfolgte durch die GH-
stimulierte lokale, parakrin wirkende IGF1-Produktion und eine direkte Wirkung von GH
ohne den Mediator IGF1. Fiir Ostrogene konnte gezeigt werden, dass sie die Hypophysen-
Leber-Achse beeinflussen, indem sie die hepatische IGF1-Genexpression und somit die IGF1-
Serumkonzentrationen herunterregulieren (Murphy und Friesen 1988, Bottner und Wuttke

2006). Gleichzeitig steigen die GH-Konzentrationen an. Diese 0Ostrogene Wirkung ist
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abhangig von der Dauer der Exposition und der Applikationsweise (Ho et al. 2003).
Hepatozyten exprimieren selektiv ERa (Alvaro et al. 2002), so dass die Verringerung der

IGF1-Produktion wahrscheinlich tber diesen Rezeptor vermittelt ist.

1.2.7 Mamma

Die weibliche Brustdriise besteht aus Fettgewebe, Bindegewebe und dem Funktionsgewebe,
dem Drisenkdrper mit dem dazugehdrigen Milchgangsystem. Die alveoldren Endstiicke und
die Anfangsteile des Gangsystems sind das sekretorische Organ der Mamma. Das
Mammaepithel untersteht einer multihormonalen Kontrolle durch Ostrogen, Progesteron und
Prolaktin. Ostrogen spielt in den zwei Hauptphasen der Brustdriisenentwicklung wahrend
Pubertéat und Schwangerschaft eine entscheidende Rolle (Cheng et al. 2004).

Die von der Brustwarze ausgehenden, sich verzweigenden Milchgange enden in Morphologie
und Differenzierungsgrad sich unterscheidenden Strukturen. Die differenzierteste Form
stellen die alveolaren Endstlicke dar, die undifferenziertesten sind die sog. terminal end buds
(TEBs) (Masso-Welch et al. 2000). TEBs bestehen aus unreifen, haufenférmigen
Epithelzelllagen, die sich unter den hormonalen Einflissen des Zyklus sowohl zu alveolaren
als auch duktalen Vorlduferstrukturen entwickeln kénnen (Russo IH und Russo J 1978). Die
TEBs sind die epithelialen Ressourcen der Brustdrise und erméglichen die Plastizitat dieses
Organs, z.B. in der Schwangerschaft. Da die TEBs eine hohe Proliferationsrate besitzen und
die enthaltenen cap cells als pluripotente Stammzellen interpretiert werden (Hilakivi-Clarke et
al. 2001), wird vermutet, dass die TEBs besonders anfallig fir Karzinogene sind (Russo J und
Russo IH 1980).

Untersuchungen an verschiedenen Knock-out-Tieren haben zu der Annahme gefihrt, dass das
duktale Wachstum vor allem ein o6strogener Effekt ist, wahrend die lobuloalveolére
Differenzierung hauptsachlich unter Progesteroneinfluss stattfindet (Cheng et al. 2004).
Dennoch tragt auch Ostrogen zur lobuloalveolaren Entwicklung bei, indem es im
Mammaepithel die Expression der Progesteronrezeptoren induziert (Bocchinfuso et al. 2000).
Wahrend des Zyklus unterliegt die Brustdruse einer zyklischen Proliferation, Differenzierung
und Involution. Entsprechend der vorwiegenden hormonalen Beeinflussung findet sich in der
Follikularphase eine vorwiegend duktale Histoarchitektur, wéhrend sich die Lutealphase
durch eine berwiegend lobuloalveoldare Morphologie auszeichnet (Schedin et al. 2000).
Diese Veranderungen werden im Gegensatz zum Uterus nicht vom ganzen Epithel, sondern
nur von einigen Epithelzellen durchlaufen, weshalb hier eine asynchrone Antwort der
Epithelzellen auf die ovariellen Hormone postuliert wird. Die hochsten Proliferationsraten

werden zumeist in der Lutealphase beobachtet und von den Autoren als synergistische
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Ostrogen-Progesteron-Wirkung gedeutet (Navarrete et al. 2005, von Schoultz et al. 1996,
Nazario et al. 1995).

Man vermutet, dass die proliferativen Effekte von Ostrogen auf die Brustdriise durch ERa via
Wachstumsfaktoren (EGF) vermittelt werden, weil sie bei ERa-knock-out-Mausen nicht zu
beobachten sind, wohl aber bei ERB-knock-out-Méusen (Hewitt et al. 2000, Couse und
Korach 1999). Trotzdem ist ERP der hiufiger exprimierte Subtyp in den Epithelzellen und
Bindegewebszellen (Saji et al. 2001, Cheng et al. 2004). Die ERa-Expression der
Epithelzellen ist in groRerem MaRe abhangig von der Lebensphase und vom
Menstruationszyklus (Saji et al. 2000, Soderqgvist et al. 1993). Kontrovers wird zurzeit
diskutiert, ob das duktale Wachstum ahnlich den Mechanismen in Uterus und Vagina nur uber
den bindegewebigen ERa oder iiber epithelialen und bindegewebigen ERa vermittelt wird.
Experimente mit Transplantationen von teilweise genetisch verdnderten Mammageweben
zeigen widerspriichliche Ergebnisse (Cunha et al. 1997, Mueller et al. 2002).
Immunhistochemische Untersuchungen ergaben, dass in proliferierenden Epithelzellen kein
ERa nachweisbar ist. Eine mogliche Erkldrung ist die friihe Abdissoziation des ERa aus dem
Zellkern nach Vermittlung des Proliferationssignals (Cheng et al. 2004, Koehler et al. 2005).
Von ERPB wird vermutet, dass er prodifferenzierende und antiproliferative Effekte in der
Mamma besitzt (Kohler et. al 2005). Es gibt jedoch keine gesicherten Erkenntnisse iber die
physiologischen Funktionen des hier hoher exprimierten ERB. Auch die Rolle der zahlreichen
ERp-SpleiBvarianten bleibt bislang unklar.

1.2.8 Hypophyse

Das in der Hypophyse produzierte LH ist ein Heterodimer, wobei die a-Untereinheit identisch
mit Untereinheiten des TSH, FSH und HCG ist und die B-Untereinheit sich durch ihre
Hormonspezifitat auszeichnet. Die Produktion und Sekretion der Gonadotropine LH und FSH
unterliegen einem negativen Rickkopplungsmechanismus durch Ostrogen. Die direkte
Wirkung von E2 auf die LH-Spiegel ist in der Hypophyse durch ERa vermittelt (Hewitt und
Korach 2003, Sanchez-Criado et al. 2004). Fur die indirekte 6strogene Regulation der
Gonadotropinproduktion und Sekretion tber die hypothalamischen GnRH-Neurone sind zwei
Mechanismen beschrieben. Zum einen nehmen mehrere 6strogensensitive, afferente Systeme
Einfluss auf die GnRH-produzierenden Zellen. Zum anderen konnte fiir die GnRH-Neurone
selbst gezeigt werden, dass sie beide Ostrogenrezeptoren, vorwiegend ERP, exprimieren
(Petersen et al. 2003). Eine ERB-Aktivierung konnte dabei das Ansprechverhalten der GnRH-
Neurone auf andere Stimuli verdndern. Der Umstand, dass die Serumkonzentrationen von LH

in ERB-knock-out-Mé&usen nahezu normal erscheint, wihrend hohe Konzentrationen in ERa-

12



knock-out-Mdusen gefunden werden, scheint nahezulegen, dass ERP fiir die Ostrogenen
Ruckkopplungsmechanismen von untergeordneter Bedeutung ist. Unterstiitzung findet diese
Hypothese weiterhin dadurch, dass in den fir die Reproduktionsregulation wichtigen

Strukturen im Gehirn die ERa-Expression tiberwiegt (Scott et al. 2000).

1.3 Endokrine Disruptoren (EDs)

Endokrine Disruptoren sind korperfremde Substanzen, die die normale hormonale Regulation
beeinflussen und verandern und sich somit nachteilig auf die Gesundheit von exponierten
Populationen und Individuen oder ihren Nachkommen auswirken kénnen. Diese Substanzen
kénnen, wie z.B. Phytodstrogene, natirlich vorkommen oder aber als industriell hergestellte
Chemikalien vom Menschen produziert sein. Mdogliche Angriffspunkte der EDs sind
Produktion, Sekretion, Transport, biologische Verfiigbarkeit, Metabolisierung und Exkretion
eines Hormons sowie eine Veranderung der regulatorischen Riickkopplungsmechanismen.
Weiterhin kénnen sie durch Interaktion mit dem Hormonrezeptor diesen vollstandig oder
teilweise aktivieren oder blockieren, in die Synthese oder den Abbau des Rezeptors eingreifen
oder eine Verdnderung des intrazelluldaren Signals hervorrufen, indem sie die an der
Signaltransduktion beteiligten Komponenten, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, verdndern
(Witorsch 2002).

Die Mehrzahl der bisher untersuchten EDs wirkt tiber Interaktionen mit Rezeptoren und agiert
als mehr oder weniger starkes Ostrogen bzw. AntiGstrogen oder Antiandrogen, wodurch die
hormonale Kontrolle des Reproduktionstrakts gestdrt werden kann. Dabei kdnnen Substanzen
ihre Effekte auch tber mehrere Rezeptoren mediieren und an den Rezeptoren unterschiedliche
Auswirkungen haben (Vinggaard et al. 2006).

Durch Induktion bzw. Inhibition der CYP-450-Enzyme koénnen EDs die Hormonsynthese
(Steroidbiosynthese) beeinflussen (Li et al. 2004). Des Weiteren kann die biologische
Verfligbarkeit von Ostrogenen in Zielgeweben gedndert werden, indem die Substanzen das
Sulfotransferase-Sulfatase-System beeinflussen (Kirk et al. 2001), welches durch Sulfatierung
der endogenen Ostrogene deren biologische Aktivitat heruntersetzt bzw. durch Entfernung der
Sulfatreste ein Eindringen der Ostrogene in die Zelle erméglicht. Beschrieben wurde auch die
Induktion des Rezeptorabbaus des ERa durch den Arylhydrocarbon-Rezeptor (Wormke et al.
2003), was als Beispiel fur eine indirekte antidstrogene Wirkung zu deuten ist.
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Neben dem Reproduktionstrakt kénnten auch das Schildriisenhormonsystem, die GH-IGF1-
Achse und das Kortikosteroidsystem mdgliche Ziele von EDs darstellen (Jahnke et al. 2004,
Tabuchi et al. 2006, Filby and Tyler 2007).

1.3.1 Xenodstrogene

Eine grofle Anzahl nichtsteroidaler Chemikalien binden an die ERs und werden als
Xenoostrogene bezeichnet. Durch die Bindung an die Rezeptoren kdnnen die Substanzen
analog zur Signalvermittlung der physiologischen Liganden eine verdnderte Genexpression
der entsprechenden Gene hervorrufen oder die Funktion des Hormons durch
Rezeptorblockade antagonisieren. Die meisten Xeno0Ostrogene besitzen eine schwache
Ostrogene Aktivitat, ca. 1/1000 bis 1/1000000 der Aktivitat des Ostradiols. Im
pharmakologischen Sinne sind sie daher als Partialagonisten bzw. Partialantagonisten zu
bezeichnen (Mueller 2004).

Durch die Vielzahl der ER-exprimierenden Gewebe konnen diese Substanzen u.a. auf den
Stoffwechsel und die Funktion der Reproduktionsorgane (Ovar, Uterus, Hoden, Prostata,
Mamma), der Harnblase, der Leber, der Niere, der Lunge, des Gehirns, des Immunsystems,
des kardiovaskularen Systems, des Fettgewebes und des Knochens Einfluss nehmen.

Da sich z.B. ER und Schilddrusenhormonrezeptor (TR) in ihren Funktionen beeinflussen, ist
auch eine Beeintrachtigung anderer Hormonsysteme denkbar (Vasudevan et al. 2002, Zhao et
al. 2005).

1.3.2 Identifizierung von EDs

Ob eine Substanz ein endokrin aktives Potential besitzt und ob gesundheitliche Risiken durch
eine Exposition mit EDs fur den Menschen entstehen kdnnten, wird versucht durch in-vitro-
und in-vivo-Versuche abzuschétzen. Zundchst kann man mit Hilfe von Computerprogrammen
einen strukturellen Vergleich von einer Chemikalie mit denen von Hormonrezeptorliganden
durchfiihren, um eine Substanz als méglichen Liganden zu identifizieren (Hong et al. 2002).
Durch in-vitro-Testsysteme wie Proliferations- und Transaktivierungs-Assays sowie
Liganden-Bindungs-Assays kann eine Substanz anhand bestimmter Endpunkte (Induktion von
ligandenabhangigem Wachstum, Transaktivierungspotential eines Reportergens mit hormone-
responsive element des Promotors, Konkurrenz einer Substanz mit physiologischem Liganden
um Rezeptorbindung) auf ihre endokrine Aktivitat geprift werden (Soto et al. 1995, Bolger et
al. 1998). Die Unzulanglichkeit dieser Tests ist generell die mangelnde Aussagekraft
beziiglich einer potentiellen Metabolisierung einer Substanz. So konnte die Giftung einer

Substanz tibersehen werden.
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Zur Untersuchung einer potentiellen xenodstrogenen Substanz wird nach den OECD-
Richtlinien (Kanno et al. 2003) in geschlechtsunreifen oder adulten, ovariektomierten Ratten
die Wirkung auf das uterine Wachstum bestimmt (Uterotrophie-Test), wobei sich ein
xenodstrogenes Potential durch die Zunahme des Uterusgewichts zeigen wirde. Da sich aber
ERs in vielen Geweben des Korpers finden, werden gewebeabhéngige Eigenschaften der
Testsubstanz im Sinne eines mdglichen SERM nicht erfasst. Da das uterine Wachstum eine
ERa-vermittelte Funktion darstellt, konnen auch mogliche Effekte durch ERP {ibersehen

werden.

1.3.3 Magliche Gesundheitsrisiken

Eine mdgliche Beteiligung der EDs an Entstehung oder Progression bestimmter
Erkrankungen bezieht sich vorwiegend auf den Reproduktionstrakt. Wichtig erscheinen in
diesem Zusammenhang Zeitfenster, Dauer und Dosis einer Exposition. Besonders
empfindliche Perioden fur hormonelle Dysregulationen sind v.a. die Pra- und Perinatalphase,
in denen eine Exposition permanente Effekte produzieren kdnnte, aber auch die Pubertat und
die reproduktive Phase. Effekte durch EDs konnten sich jedoch auch durch DNA-
Modifizierungen an aufeinander folgenden Generationen manifestieren (Anway und Skinner
2006).

Bei folgenden Erkrankungen wird ein Zusammenhang mit EDs diskutiert (Waring und Harris
2005, Crews und McLachlan 2006, Safe und Papineni 2006):

- Fehlbildungen der Geschlechtsorgane

- Infertilitat

- Hoden- und Prostatakarzinom

- Vaginalkarzinom

- Mammakarzinom.

1.3.4 UV-Filter als EDs

UV-Licht absorbierende Chemikalien werden weit verbreitet in Sonnenschutzmitteln und
anderen Kosmetikprodukten wie Lippenstiften, Korperlotionen, Haarsprays, Haarfarbemitteln
und Shampoos als Schutz gegen UV-Strahlung benutzt. In Abhangigkeit von Umfang und
Faktor des Lichtschutzes werden sie Sonnenschutzprodukten als Einzelkomponente oder aber
in Kombination hinzugeftigt. Zudem werden sie in zunehmendem Ausmall auch anderen
Materialien zugesetzt, um einem Produktverfall durch UV-Strahlung vorzubeugen. Durch die
allgemeine Sorge Uber UV-Strahlen-induzierte Schaden der menschlichen Haut ist der

Gebrauch von UV-Filtern stark angestiegen.

15



UVB-Strahlen (290-320nm) verursachen Sonnenbrand, durch induzierte DNA-Schéaden
prakanzerése Entartungen (aktinischen Keratosen) und letztendlich auch bestimmte
Karzinome der Haut. UV A-Strahlen (320-400nm) kénnen photoallergische und phototoxische
Reaktionen auslésen, weiterhin sollen sie zur Hautalterung beitragen (Schreurs et al. 2002).
UV-Filter schiitzen vor akuten Lichtschdden wie Sonnenbrand, aber reduzieren auch das
Risiko von chronischen Hautschaden wie prakanzergsen L&sionen und dem spinozellularem
Karzinom (Gallagher 2005).

Unterschieden werden anorganische UV-Filter wie Titaniumoxid und Zinkoxid von
organischen Substanzen. Letztere konnen selbst Allergien ausldsen, dennoch ist ihre
Akzeptanz fiir kosmetische Produkte gréfier (Maier und Korting 2005). Die organischen UV-
Filter sind im chemischen Sinne eine sehr heterogene Gruppe. Gemeinsam ist ihnen, dass sie
aufgrund ihrer kondensierten und hdufig aromatischen Bindungssysteme UV-Strahlen
absorbieren und die Energie in Form von Wérme wieder abgeben kénnen.

Im Gegensatz zu den anorganischen Verbindungen kdnnen sie jedoch wegen ihrer lipophilen
Eigenschaften die Haut penetrieren. AuBerdem tendieren sie zur Bioakkumulation in der
aquatischen Umwelt und lassen sich im Wasser von Seen, unbearbeiteten Abwassern und in
Geweben von Fischen nachweisen. Der Mensch kann daher diesen Substanzen zum einen
durch eine dermale Absorption und zum anderen durch die Nahrungskette ausgesetzt sein. Flr
einige dieser Substanzen konnte gezeigt werden, dass sie in nachweisbaren Mengen im
menschlichen Urin oder sogar in menschlicher Muttermilch zu finden sind (Kunz und Fent
2006).

Far mehrere dieser UV-Filter konnte mit in-vitro- und in-vivo-Untersuchungen ein endokrines
Potential nachgewiesen werden, so dass UV-Filter eine neue Klasse endokriner Disruptoren
darstellen. Die Mehrzahl zeichnet sich durch xenodstrogene oder antiandrogene
Eigenschaften aus (Schlumpf et al. 2001, Ma et al. 2003). In Transaktivierungs-Assays konnte
dariiber hinaus gezeigt werden, dass die 6strogenen Eigenschaften der Einzelsubstanzen in

Kombination synergistisch agieren kénnen, um die ERs zu aktivieren (Heneweer et al. 2005).
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1.3.5 4-MBC als endokriner Disruptor

Abb.1 Strukturformel 4-MBC links und E2 rechts (www.pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

4-MBC (Eusolex 6300) ist ein Kampferderivat mit der Summenformel C;sH2,0 und einem
Molekulargewicht von 254,37 g/mol. Es ist wasserunldslich und liegt bei Raumtemperatur als
weil3es Kkristallines Pulver vor.

4-MBC ist ein hdufig benutzter UV-Filter, der in der EU in Konzentrationen bis zu 4%
kosmetischen Produkten zugesetzt werden darf (Positivliste, Council Directive 76/768/EEC).
In-vitro- und in-vivo-Studien zeigten, dass dieses Kampfer-Analogon dstrogene Eigenschaften
besitzt.

Damit eine Substanz mit dem Ostrogenrezeptor interagieren kann, missen gewisse
Voraussetzungen erflllt sein. Zunédchst kann die Bindungstasche der ERs nur Liganden
aufnehmen, die eine des E2 vergleichbare GrolRe (Summenformel CigH240,, MW 272,38
g/mol) aufweisen (Anstead et al. 1997). Zudem ist E2 abgesehen von terminalen
Molekdlstrukturen eine hydrophobe und unpolare Substanz. Analysen von Kristallstrukturen
des E2-ER-Komplexes und strukturelle Vergleiche verschiedener Liganden haben ergeben,
dass flr eine Interaktion mit dem Rezeptor vor allem drei Strukturmerkmale eine besondere
Bedeutung besitzen: der aromatische A-Ring, die phenolische Hydroxyl(OH)-Gruppe am Cs-
Atom sowie die OH-Gruppe am C;7-Atom, wobei die beiden OH-Gruppen Uber die Bildung
von Wasserstoffbriickenbindungen die Konformationsédnderung des ER auslésen (Brzozowski
et al. 1997). 4-MBC erfllt die Attribute eines relativ unpolaren Molekdls, einer etwa dem E2
entsprechenden GroRe sowie eines aromatischen Ringsystems, so dass eine Interaktion mit
dem ER moglich erscheint.

In Bezug auf die beiden ERs zeigt 4-MBC in Liganden-Bindungs-Assays eine Praferenz fir
ERB. Da es nicht in der Lage ist, E2 aus der ERa-Bindung zu verdrangen, wurde ein
selektiver ERB-Agonismus vermutet (Schlumpf et al. 2004a). Trotzdem kann 4-MBC in

17



humanen Endometriumzellen eine ERa-vermittelte Transaktivierung auslésen (Mueller et al.
2003), wobei im Vergleich eine ERp-Transaktivierung bei geringeren Konzentrationen
moglich war. Auch in anderen selektiv ERa- oder ERB-exprimierenden Zelllinien erfolgte
durch 4-MBC bei beiden eine Aktivierung der Transkription (Schreurs et al. 2002).
Kontroverse Ergebnisse liefern Untersuchungen an anderen Steroidhormonrezeptoren.
Wéhrend einige Untersuchungen fir 4-MBC keine antiandrogenen Eigenschaften finden
konnten (Ma et al. 2003), konnen andere einen Androgen- sowie einen
Progesteronantagonismus beobachten (Schreurs et al. 2005).

MCF-7 Zellen (humane Brustkrebszelllinie) wurden von 4-MBC zur Proliferation angeregt.
Im Vergleich zur Negativkontrolle steigerten sie die Proliferation um den Faktor 13, bezogen
auf die Potenz des Ostradiols erreichten sie ca. 80% des maximalen Proliferationseffekts. Die
proliferativen Effekte des 4-MBC konnte durch einen reinen Ostrogenrezeptorantagonisten
aufgehoben werden, so dass hier von einer rezeptorvermittelten Antwort ausgegangen werden
kann. In mehreren Transaktivierungs-Assays zeigte 4-MBC eine Induktion von E2-regulierten
Reportergenen (Schlumpf et al. 2001, Mueller et al. 2003, Schreurs et al. 2002).

In mehreren in-vivo-Versuchen an verschiedenen Rattenstammen fiel der von der OECD
geforderte Uterotrophie-Test positiv aus, wobei auch unterschiedliche Darreichungsformen
wie die orale, subkutane oder dermale Applikation das Uterusgewicht ansteigen lieRen
(Schlumpf et al. 2001, Tinwell et al. 2002). Auch in Fischen konnte eine dstrogene Aktivitat
nachgewiesen werden (Inui et al. 2003).

Etwaige Beeinflussungen der Entwicklung von F1-Generationen wurde mit einem Modell
simuliert, in dem die Elterngeneration mindestens 10 Wochen vor der Paarung bis
einschlieBlich der Stillzeit und die Nachkommenschaft weiterhin einer Behandlung mit 4-
MBC unterzogen wurden (Schlumpf et al. 2004b). 4-MBC verursachte eine geringere
WurfgréRe, eine verringerte postnatale Uberlebensrate sowie die Verzogerung der mannlichen
Pubertét. Des Weiteren wurden in der F1-Generation eine Zunahme des Schilddrisengewichts
und eine Abnahme des Thymusgewichts beobachtet. AulRerdem konnte in diesen Tieren ein
verandertes Ansprechverhalten auf Ostrogen einiger Gstrogenregulierter Gene nachgewiesen
werden (Durrer et al. 2005).
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1.4 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen des von der Européischen Union geforderten EURISKED-Projekts erfolgten eine
systematische Analyse und eine multiorganbezogene Risikostratifizierung endokriner
Disruptoren. Ein standardisiertes Protokoll der OECD zum Test auf endokrine Aktivitat
schloss bisher neben dem Uterotrophie-Test noch den Hershberger-Test sowie Richtlinien fiir
Transaktivierungs-Assays ein. Diese besitzen jedoch eher einen screening-artigen Charakter.
Bislang war noch unklar, ob es durch die mehrheitlich xenodstrogenen Substanzen auch zu
Auswirkungen 0strogenrezeptiver Organe auflerhalb des Uterus kommen kann und ob
Interaktionen mit anderen Steroidhormonrezeptoren existieren.

In dieser Arbeit soll das Ostrogene Potential von 4-MBC weiter charakterisiert werden.
Anhand eines subakuten in-vivo-Versuchs sollen an ovariektomierten Ratten die
xenooOstrogenen Eigenschaften des 4-MBC an mehreren Organen untersucht werden. Die
ovariektomierte Ratte ist ein ideales Modell zur Untersuchung einer dstrogenen Aktivitat, da
der Einfluss der endogenen Ostrogene fast ganzlich entfallt. Im Vergleich zu einer mit E2
behandelten Gruppe soll tUberprift werden, ob sich gewebespezifische und genspezifische
Unterschiede zwischen E2 und 4-MBC finden lassen. Dazu werden in Hypophyse, Uterus,
Vagina, Mamma und Leber mit Hilfe molekularbiologischer und histologischer Methoden die
Auswirkungen von 4-MBC untersucht.

Ein zentraler Aspekt in der Risikobewertung einer Substanz ist das Erstellen einer Dosis-
Wirkungsbeziehung, um Mengen oder Konzentrationen einer Substanz zu ermitteln, bei
denen noch kein Effekt (NOEL) oder bei der gerade erst ein Effekt eintritt (LOEL). Diese in
der Ratte ermittelten Grenzen sollen eine Hilfe in der Risikobewertung fir den Menschen

sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Aufbau und Durchfiihrung des Tierversuchs

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden zwei Monate alte, weibliche Sprague Dawley Ratten verwendet
(Winkelmann, Borchen), die in Gruppen von je 6 Tieren pro Kéfig (Makrolon® Typ 1V) bei
einer Raumtemperatur von 23+1°C, einer Luftfeuchtigkeit von 50-55% und einer Beleuchtung
des Raumes von 06:00-18:00 Uhr gehalten wurden. Als Futter erhielten sie eine sojafreie
Rattendiat (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest), die ihnen genauso wie Leitungswasser zur
freien Verfiigung stand. Fir den Versuch lag eine Genehmigung der Bezirksregierung
Braunschweig (Az.509.42502/01-36.03) vor.

2.1.2 Ovariektomie

17 Tage vor der ersten Verabreichung der Testsubstanzen wurde bei den Ratten eine bilaterale
Ovariektomie unter Isoflurannarkose (Forene, Abbott, Wiesbaden) durchgefiihrt. Nach Rasur
und Desinfektion des rechten Unterbauchs wurde die Bauchdecke er6ffnet und beide Ovarien
nach Ligatur des Gefal3stiels entfernt. Die abdominellen Muskelschichten wurden genéht (3-0
Vicryl, Ethicon, Norderstedt) und durch Klammerung (Michel-Klammern, Martin, Tuttlingen)
der Haut wurde die Bauchhdhle wieder verschlossen. Zur Dehydratationsprophylaxe wurde
den Tieren 5ml isotone Kochsalzlosung subkutan verabreicht. Anschlielend erfolgte bei
jedem Tier die zur Identifizierung notwendige, subkutane Implantation eines Transponders
(Transponder-UNO MICRO-ID-System, ISO-Transponder (12mm), Uno-Roesvaststaal BV,

Zenevaar, Holland) in den Nacken.

2.1.3 Testsubstanzen

Fur alle Testsubstanzen wurde Olivendl (EUAB/DAB) als Vehikel zur Applikation verwendet.
Die Losung des Ostradiol-17p-Valerats (Sigma-Aldrich, Minchen) mit einer Konzentration
von 180ug/ml Olivendl wurde einmalig angesetzt, aliquotiert und bei 4°C im Kihlschrank
aufbewahrt. Mit einer Konzentration von 300mg/ml wurde mit 4-MBC (Merck, Darmstadt)
ca.1lh vor Applikation eine Stammldsung zubereitet, aus der Losungen der Konzentrationen
100mg/ml, 30mg/ml, 10mg/ml und 3mg/ml generiert wurden. Durch stdndiges Vermischen
mit einem Magnetrihrer bis zur Applikation wurden Konzentrationsunterschiede in der

Suspension vermieden.
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2.1.4 Behandlungsgruppen
Die Tiere wurden in 7 Gruppen gleicher Gewichtsverteilung zu je 12 Tieren aufgeteilt, wobei
immer 6 Tiere in einem Kafig gehalten wurden. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick

uber die Behandlungsgruppen und die verabreichten Substanzen:

Gruppenname | Testsubstanz | Konzentration | Masse der
der verabreichten
verabreichten | Testsubstanz
Testlosung

Kontrolle Vehikel

(KO) Olivendl

Ostradiol Ostradiol-17p- | 180 pg/ml 600 pg/kg/d

(E2 0,6) Valerat

4-MBC 10 4-MBC 3 mg/ml 10 mg/kg/d

4-MBC 33 4-MBC 10 mg/ml 33 mg/kg/d

4-MBC 100 4-MBC 30 mg/ml 100 mg/kg/d
4-MBC 333 4-MBC 100 mg/ml 333 mg/kg/d
4-MBC 1000 4-MBC 300 mg/mi 1000 mg/kg/d

Tabellel Behandlungsgruppen und Dosierung der Testsubstanzen

Den ovariektomierten Ratten wurden die Testsubstanzen als Olivenéllosung durch finfmalige
Gavage in einem 24h-Intervall verabreicht. Das applizierte Volumen der Testlésungen betrug
in allen Behandlungsgruppen 1ml pro Tag. Bei den Berechnungen der zu applizierenden
Dosis wurde ein durchschnittliches Korpergewicht von 0,3kg veranschlagt. Wéhrend des
gesamten Behandlungszeitraums erfolgten taglich eine Messung des Kérpergewichts und des

Futterverbrauchs sowie eine Untersuchung der Tiere auf Symptome von Toxizitéat.

2.1.5 Versuchsende

Mindestens vier Stunden nach der letzten Substanzgabe wurden die Tiere unter CO,-Narkose
durch Dekapitation mit einer Guillotine getdtet. Durch Ausbluten der Korper wurden
Blutproben fir Serumanalysen gewonnen. AnschlieBend wurden Vaginalabstriche
genommen. Es folgte die Entnahme von Hypophyse, des funften Brustdriisenpaars, Uterus,
Vagina und Leber. Wenn es erforderlich war, wurde (berschissiges Fett- und Bindegewebe

entfernt. Die Uteri wurden feucht gewogen. AnschlieBend wurden die Brustdrisen fur 24h in
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10%iger Formalinldsung fixiert. Ein Uterushorn wurde wie auch die Vagina, Hypophyse und
Teile der Leber in Eppendorf-Cups in flussigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur
Weiterverarbeitung bei -70°C gelagert.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Zunéchst wurde aus den verschiedenen Geweben die RNA mit Hilfe des RNeasy Mini
Kits (Quiagen, Hilden) isoliert und danach durch reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben. Die Genexpression wurde durch den real-time Tagman™-PCR-Assay
gemessen.

Da nicht alle Proben eines Organs in einem Durchgang verarbeitet werden konnten, wurden
diese in vier Aufarbeitungsgruppen mit jeweils drei Tieren einer Behandlungsgruppe
aufgeteilt. Dadurch wurde vermieden, dass sich zuféllige labortechnische Schwankungen nur
auf bestimmte Behandlungsgruppen auswirken.

Die folgenden MalRangaben von Reaktionsansétzen beziehen sich jeweils auf eine Probe eines

Organs.

2.2.1 Gewebeaufarbeitung und RNA-Isolierung

Die tiefgefrorenen Gewebeproben wurden mit Hilfe eines Gewebehomogenisators (Micro-
dismembrator™, Braun, Melsungen) bei 2500rpm fiir 15sec zerkleinert. Jeweils eine
Spatelspitze des Gewebepulvers wurde in 500ul (Leber, Hypophyse und Uterus) oder 350pl
(Vagina) Lyse-Puffer und 5ul bzw. 3,5ul p-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt) geldst und
fur 15sec im Ultraschallbad (Bransonic 32, Branson Sonic, Branbury, USA) homogenisiert.
Zur weiteren Verarbeitung wurde diese Suspension in QlAshredder-S&ulen (Qiagen, Hilden)
pipettiert und bei 12000 rpm flr 2min zentrifugiert (Microcentrifuge MC13, Amicon). Das
entstandene Filtrat wurde dann zu gleichen Teilen mit 70%igem Ethanol verdinnt und in
RNeasy Spin Séulen (Kit-Bestandteil) nochmals bei 12000rpm fiir 15sec zentrifugiert. Die zu
extrahierende RNA befand sich danach in der Sdulenmembran. Es folgte ein Waschschritt mit
350ul RW1-Waschpuffer und anschlieRender Zentrifugation bei 12000rpm fir 15sec. Es
schloB sich die enzymatische Verdauung der in den Proben verbliebenen DNA durch
Inkubation mit jeweils 80ul DNAse-Losung (RNAse free DNAse Set, Quiagen, Hilden) fir
15min bei Raumtemperatur an. Danach wurde der Waschschritt mit RW1-Waschpuffer
wiederholt und die S&ule in ein neues Collection-Rohrchen Gberfihrt. Es folgten zwei
Waschschritte mit jeweils 500ul RPE-Puffer, zunédchst 15sec dann 2min Zentrifugation bei

9800G. Um die RNA aus der Membran der Saule herauszultsen wurde sie in ein 1,5 ml
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Eppendorf-Cup (Sarstedt, Nimbrecht) Gberfihrt und mit 50ul RNAse-freiem Wasser (Kit-
Bestandteil) bestellt. Durch Zentrifugation bei 7000G fir 60sec erfolgte die Eluierung der
RNA. Um RNAse-Aktivitdten gering zu halten, wurden die Proben wahrend der RNA-
Verdinnung nur auf Eis weiterverarbeitet. Um die RNA-Konzentrationen mit Hilfe eines
Biophotometers (Eppendorf, Hamburg) zu messen, wurden 5ul der RNA-L&sung mit 75pl
Velcorin-Wasser (1ml Velcorin® (Dimethylpyrocarbonat, Bayer, Leverkusen), 11 Aqua dest.)
verdlnnt und nach der Messung verworfen. Durch Verdinnung mit Velcorin-Wasser wurden
die RNA-Losungen auf eine Konzentration von 20ng/ul eingestellt und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -70°C aufbewahrt.

2.2.2 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese mit der RNA-abhangigen DNA-Polymerase Reverse Transkriptase
(M-MLV Reverse Transcriptase (RT), RNAse H Minus, Point Mutant (Set), Promega,
Mannheim) wurden 200ng RNA in einem Reaktionsvolumen von 20ul pro Ansatz eingesetzt.
Um die Random Primer (1l Random Primers (Invitrogen, Karlsruhe), 29ul Velcorin-Wasser)

an die RNA anzulagern, wurde folgender Ansatz hergestellt:

10ul RNA-L6sung [20 ng/ul]
1yl Random Primer [100 ng/ul]

3ul  Velcorin-Wasser.

Dieser Ansatz wurde fiir 10 min bei 70°C inkubiert, um Sekundérstrukturen zu Iésen und die
gewinschte Anlagerung bei Raumtemperatur zu ermdglichen. Dann wurde ein Gemisch aus

folgenden Komponenten hinzugefligt, das zuvor als 25-facher Ansatz vorbereitet worden war:

4ul  M-MLV RT 5x Reaktionspuffer (Setbestandteil)

1ul  dNTP-Mix (Invitrogen) [10 mM]

lul M-MLVRT

0,1ul  RNasin (RNAsin Ribonucleaseinhibitor, Promega, Mannheim).
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Im Thermocycler (TRIO Thermoblock, Biometra, Gottingen) wurden folgende

Inkubationsschritte durchlaufen:

10min bei 22°C Primer-Annealing

50min bei 42°C cDNA-Synthese

10min bei 95°C Inaktivierung der Enzyme und Denaturierung von RNA-cDNA-
Hybriden.

Bis zur Weiterverarbeitung wurden die cDNA-Proben bei -20°C aufbewahrt.

2.2.3 Tagman™-PCR

Durch die Tagman™-PCR ist es mdglich, gleichzeitig Gensequenzen exponentiell zu
amplifizieren und nachzuweisen. Diese quantitative Echtzeitanalyse der PCR basiert auf der
5-3"-Exonuklease-Aktivitdt der AmpliTag DNA-Polymerase, die wahrend der
Extensionsphase Y-formige Sekundarstrukturen durch Hydrolyse entfernt (Schild,
Erscheinungsjahr unbekannt). Das zugrunde liegende Prinzip der Messung ist die
Fluoreszenzemission des Reporter-Farbstoffs (6-carboxy-fluorescein FAM), der, sowie ein
Quencher-Farbstoff  (6-carboxy-tetramethyl-rhodamin ~ TAMRA), Bestandteil  einer
fluorogenen Sonde ist. Diese Sonde wird dem Reaktionsansatz hinzugefugt. Der Reporter-
Farbstoff befindet sich am 5°-Ende der Sonde, wahrend das Quencher-Molekil vom 3’-
Sondenende getragen wird. Durch die raumliche N&he von Reporter- und Quencher-Farbstoff
wird die Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffs durch einen Fluoreszenzenergietransfer
(FET) unterdriickt. Diese spezifische, an die zu amplifizierende Gensequenz angelagerte
Sonde wird waéhrend der Extensionsphase einer PCR hydrolysiert, wodurch der FET vom
Reporter- auf den Quencher-Farbstoff unterbrochen wird und das Fluoreszenzsignal des
Reporter-Farbstoffs gemessen werden kann. Durch Wiederholung der PCR-Zyklen steigt die
Anzahl der DNA-Kopien und des daraus resultierenden Signals an. Die Veranderung der
Fluoreszenz wurde mit dem ABI PRISM 7700 Sequence Detector (PE Applied Biosystems
GmbH, Darmstadt) erfasst. Eine Quantifizierung dieser Anderung war tiber die Berechnung
einer Standardkurve maglich, bei der mindestens 6 bekannte cDNA-Konzentrationen in 1:10
Verdunnungsintervallen eingesetzt wurden. Neben der Standardkurve und den zu
untersuchenden Proben enthielt jeder Tagman™-PCR-Lauf sog. no template controls, um
eventuelle Kontaminationen zu erkennen. Alle Reagenzien wurden in eine 96-well
Microtiterplatte (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, PE Applied Biosystems,
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Weiterstadt) pipettiert und die wells mit optischen Deckeln (MicroAmp® Optical Caps, PE
Applied Biosystems, Weiterstadt) verschlossen.

Folgende Primer und Sonden wurden fir die jeweiligen Gene verwendet:

Ostrogenrezeptor alpha: (Spreafico et al.1992)

Sense Primer: 5-AAG CTG GCC TGA CTC TGC AG-3’
Antisense Primer: 5"-GCA GGT CAT AGA GAG GCA CGA-3
Sonde: 5"-FAM-CGT CTG GCC CAG CTC CTC CTC ATC-TAMRAZ’

Ostrogenrezeptor beta: (GenBank Accession No.:NM_012754)

Sense Primer: 5-CTTAGTTCCCTGCTT CCT-3
Antisense Primer: F-TACTCATGG CGG TTG TCT-3
Sonde: 5-FAM-TAC ATC CCT TCC TCC T-TAMRAJ3’

IGF1: (Schoenfeld et al. 1998)

Sense Primer: 5-TGT CGTCTT CAC ATCTCT TCT ACC TG-3’
Antisense Primer: 5"-CCA CAC ACG AAC TGA AGA GCG T-3°
Sonde. 5-FAM-TTA CCA GCT CGG CCA CAG CCG GAC-TAMRA3’

C3: (Misumi et al. 1990)

Sense Primer: 5-CTG TAC GGC ATA GGG ATA TCA CG-3°
Antisense Primer: 5°-ATG TGG CCT GAC CTT CAA GA-3
Sonde: 5"-FAM-TGC CAT CCT CAC AAC ACT TCC GCA G-3°

LH beta: (Chin et al. 1983)

Sense Primer: 5-ACC TTC ACC ACC AGC ATC TGT-3
Antisense Primer: 5-AGC TCA CGG TAG GTG CAC ACT-3
Sonde: 5"-FAM-CTG CCT TGC CTC CCG TGC CTC A-3°

Cornifin:(Tesfaigzi et al. 1996)

Sense Primer:; 5-CCA ACT GTC ACTCCATCACCATAC-3
Antisense Primer: 5"-GCA ATG GGA CTC ATA AGC AGG AT-3
Sonde: 5"-FAM-CCA AGC CTG AAG ATC TGA TCA CCA GAT GC-3..
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In Abhdngigkeit von der zu amplifizierenden Gensequenz wurden Sense und Antisense

Primer in verschiedenen Verhéltnissen zugesetzt:

Gen

ERa | ERP C3

LHB

IGF1

Cornifin

Sense

nM

Primer in

50 300 900

300

300

300

nM

Antisense | 900 300 900
Primer in

300

300

300

Tabelle2 Eingesetzte Mengen der Primer in Abhangigkeit von der Gensequenz

Der Reaktionsansatz enthielt pro well

zusammensetzten:

2-4ul cDNA (1:100 verdiinnt nur bei LHB, Hypophyse)

12,5l 2x Tagman-PCR-Mastermix

0,5625ul Sonde (entsprechend 225nM)

0,125-2,25ul  Sense Primer (entsprechend 50-900nM)

0,75-2,25ul  Antisense Primer (entsprechend 300-900nM)

Xul Ampuwa H,0 (Aqua ad iniectabilia, Braun, Melsungen).

insgesamt  25pl,

die sich folgendermalien

Da es technisch nicht mdglich ist, diese geringen Mengen zu pipettieren, wurde aus den

Reagenzien (2x Tagman-PCR-Mastermix, Sonde, Primer und H,0) in Abhangigkeit von der

Probenanzahl ein 60- bis 80facher Ansatz hergestellt. Der 2x Tagman-PCR-Mastermix wurde

als 200facher Ansatz vorbereitet.

Der 2x Tagman-PCR-Mastermix enthielt:

2,5ul
1,75ul
1ul
0,125l
0,25ul
6,875ul

10x Reaktionspuffer

50mM MgCl,

5mM dNTP-Mix

PCR-Enzym

UNG (Uracil DNA N-Glykosylase)
Ampuwa H,0.
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Alle Reagenzien fiir den 2x Tagman-PCR-Mastermix sowie die Sonden und Primer wurden
von der Fa. Eurogentec, Kdln, bezogen.
Die real-time PCR wurde dann durch den eingebauten Thermocycler gestartet. Dabei wurden

zunachst zwei Schritte durchlaufen:

2min bei 50°C Schutz vor Carryover-Kontaminationen durch UNG
10min bei 95°C Inaktivierung von UNG, Aktivierung des PCR-Enzyms.

Es folgten 40 Zyklen:

15sec bei 95°C Denaturierung von Doppelstrang-DNA in Einzelstréange
1min bei 60°C Hybridisierung mit Primern, Extension (Enstehung des Reporter-
Signals).

Die Fluoreszenzanregung durch einen Argon-Laser (488nm) wird Uber ein optisches System
in die wells der Microtiterplatte geleitet. Dasselbe System ist in der Lage die entstandene
Fluoreszenzemission (518nm) zu detektieren. Mit Hilfe der Standardkurve kdnnen den
Emissionen der zu untersuchenden Proben Werte zugewiesen werden. Die Standardkurve
entsteht durch Auftragen der bekannten cDNA-Konzentrationen gegen den dazugehdrigen

Zyklus (cycle threshold (Ct)), ab dem ein signifikantes Signal messbar ist.

2.3 Histologische Methoden

2.3.1 Vaginalzytologie

Die Vaginalabstriche wurden durch eine mit Leitungswasser geflllte Pipette (Pipettenspitze
(Biosphere® Filtertips, Sarstedt, Nimbrecht) mit aufgesetztem Peleusball) als Spulzytologie
gewonnen. Die Zelllésung wurde auf einem Objekttrager ausgestrichen und luftgetrocknet.
AnschlieBend wurden sie fir 5 min mit Methanol (J.T. Baker, Deventer, Holland) fixiert und
spater 20 min in einer 3%igen Giemsalosung (3ml Giemsastammldsung (Merck, Darmstadt),
97ml Aqua dest.) gefarbt. Hierbei werden die Zellkerne blau, das Zytoplasma leicht pink bis
blau angefarbt. Danach wurden die Préparate kurz in Agua dest. gewaschen und nach dem

Trocknen mit Deckgléschen beklebt.
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2.3.2 Histologische Aufarbeitung

Nachdem die Brustdrisen in 10%iger Formalinlésung (100ml 37% Formaldehydlésung
(Sigma-Aldrich, Minchen), 900ml Aqua dest., 4g NaH,PO,, 6,59 Na,HPO,, pH 7-7,4) flr
24h fixiert worden waren, wurden sie fur die weitere Aufarbeitung getrimmt. Sie wurden
durch einen vertikalen Schnitt durch die Brustwarze in zwei Hélften unterteilt. AnschlieRend
wurde das Gewebe maschinell (TP1020, Leica, Wetzlar) dehydriert, dabei wurden folgende

Einzelschritte durchlaufen:

2x 1,5h 70% Ethanol
2x 1,5h 96% Ethanol
3x 1,5h 100% Ethanol
2x 1h Xylol

2X 1,5h Paraffin.

Danach erfolgte mit Hilfe eines Automaten (EG 1060, Leica, Wetzlar) die Paraffineinbettung.
In erkaltetem Zustand (-20°C) konnten von den Paraffinblocken 3um dicke Schnitte mit
einem Mikrotom (RM2135, Leica, Wetzlar) angefertigt werden. Diese wurden in einem 50°C
warmen Wasserbad faltenfrei auf einen Objekttrager aufgezogen und danach auf einer

Warmeplatte getrocknet wurden.

2.3.3 HE-Farbung

Die HE-Farbung ist eine der gebrauchlichsten Ubersichtsfarbungen, die eine gute Darstellung
von Geweben und ihrer Architektur ermdglicht. Die Zellkerne werden durch die tberwiegend
basischen Bestandteile blau-violett (Hdmatoxylin), das Zytoplasma durch dort vorwiegend
azidophile Strukturen rosa (Eosin) gefarbt.

Um die Gewebeschnitte anzufarben war es zunéchst erforderlich das Paraffin zu entfernen (3x
5min Xylol) und sie durch eine Alkoholreihe in absteigender Konzentration zu bewdssern (3x
2min 100% Ethanol, 2x 2min 96% Ethanol, 1x 2 in 70% Ethanol, mindestens 1x 3min
destilliertes Wasser). Danach erfolgte die eigentliche Farbung mit Hamatoxylin (Mayers
Hamalaunlésung, Merck, Darmstadt) und Eosin (Eosin gelblich, Merck, Darmstadt). Die
verwendeten Hamatoxylinldsungen wurden dabei vorher auf ihre Farbestérke getestet und die

Féarbedauer ggf. variiert.
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Nach folgendem Protokoll wurde gefarbt:

ca. 2min H&matoxylinldsung (Stammldsung)

5min flieRendes Leitungswasser

1min Aqua dest.

1min 0,25% Eosinlosung (0,5g Eosin in 200ml 80% Ethanol)
1sec Aqua dest..

Danach wurden die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (1x 2min 70% Ethanol, 2x
2min 96% Ethanol, 3x 2min 100% Ethanol, 3x 3min Xylol) dehydriert. Zum Schluss wurden
sie mit Deckglaschen beklebt (1Tropfen DePeX mounting medium (Gurr, BDH, Poole, UK))

und bei Raumtemperatur ausgehartet.

2.3.4 Immunhistochemie (PCNA)
PCNA (proliferating nuclear cell antigen) ist als Kofaktor der DNA-Polymerase & ein

essentieller Bestandteil der DNA-Replikation eukaryoter Zellen und wird wahrend der friihen
G1- und S-Phase des Zellzyklus synthetisiert. AuRerdem ist es Bestandteil der Signalkette bei
Entscheidungen tber das Schicksal der Zelle (Paunesku et al. 2001). Ein hoher Gehalt an
PCNA findet sich wahrend der DNA-Replikation (Abwesenheit von p53) und der DNA-
Reparatur (Anwesenheit von p53). Die Markierung dieses Proteins verbessert die
Maoglichkeiten, sich reproduzierende Zellen zu identifizieren (Hall PA et al. 1990) und findet
daher als Hilfsmittel in der Untersuchung und Prognose von Brustkrebs Verwendung.

Mit Hilfe der Immunhistochemie ist es mdglich, mit spezifischen Antikdrpern bestimmte
Antigene und deren Verteilungsmuster in Gewebeschnitten nachzuweisen. Der an das
darzustellende Antigen angelagerte Antikorper wird als primérer Antikérper bezeichnet. Das
Prinzip der hier verwendeten indirekten Zwei-Schritt-Methode ist der Gebrauch eines sog.
Sekundérantikdrpers, der zum einen an den primaren Antikoérper bindet und zum anderen mit
einem Dextranpolymer konjugiert ist, das wiederum Trager zahlreicher Peroxidasen ist (Two-
step EnVision® System). Diese Peroxidasen setzen Wasserstoffperoxid um. Durch diese
Reaktion wird gleichzeitig vorhandenes DAB (3,3 Diaminobenzidin) zu einem unldslichen
braunen Endprodukt oxidiert, welches am Ort des Zielantigens prazipitiert. Der verwendete
primare monoklonale Antikérper gegen PCNA (PC-10, sc56, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg) der Ratte stammte aus der Maus. Der sekunddre ZiegenantikOrper war

Bestandteil des benutzten Kits REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+,
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Rabbit/Mouse von Dako, Glostrup, Danemark und richtete sich gegen Immunglobuline der
Maus. Es wurden immer 20 Schnitte in einem Arbeitsdurchgang gefarbt.

Die Paraffinschnitte wurden zundchst entparaffinisiert (3x 5min Xylol), durch eine
absteigende Alkoholreihe rehydriert (3x 2min 100% Ethanol, 2x 2min 96% Ethanol, 2min
70% Ethanol) und fur 3min in Aqua dest. gegeben.

Um formalinbedingte Eiweilvernetzungen aufzubrechen, die Antigene maskieren und die
Proben einer immunhistologischen Untersuchung unzugéanglich machen kénnen, wurden die
Schnitte einer Mikrowellenbehandlung unterzogen (Brown und Chirala 1995). Vermutlich
werden dadurch die durch Fixierung in ihrer raumlichen Struktur veranderten Proteine wieder
renaturiert. Die Schnitte wurden hierzu in ein hitzestabiles, mit 0,01M Zitratpuffer (2,94g
NaszCeHsO7 x 2H,0 in 1l Aqua dest., pH 6) aufgefulltes PlastikgefalR gestellt und gekocht.
Wahrend dieser Behandlung mussten die Schnitte jederzeit vollstandig mit Flussigkeit

bedeckt sein. Folgende Schritte wurden fur die Rickgewinnung des Epitops durchgefihrt:

6min bei 750Watt

Ersatz des verlorenen Puffervolumens
1min Abkuhlung bei Raumtemperatur
6min bei 750Watt

Ersatz des verlorenen Puffervolumens

20min Abkuhlung bei Raumtemperatur.

AnschlieBend erfolgte ein Bad fiir 3min in Aqua dest. und eine Dehydrierung mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe (2min 75% Ethanol, 2x 2min 96% Ethanol, 2min 100% Ethanol).
Um falsch-positive Reaktionen durch endogene Peroxidasen zu vermeiden, wurde die
Peroxidaseaktivitdt durch Behandlung mit einer Wasserstoffperoxidldsung (0,9 ml Methanol,
0,1 ml 30% H,0,) gehemmit:

35min Inkubation mit 1ml 3% H,0,-LAsung pro Schnitt.

Danach wurden sie abermals rehydriert (2min 100%, 2x 2min 96% Ethanol, 2min 70%
Ethanol) und zunachst fir 3min in Aqua dest. gewaschen. Eine weitere Reinigung erfolgte
durch zweimaliges Spilen a 5min in 1x PBS-Puffer (8g NaCl, 0,2g KClI, 1,3g Na,HPO,, 0,29
KH,PO, in 1l Aqua dest., pH 7,4) unter sanftem Schitteln. Alle nachfolgenden Schritte

wurden in einer Feuchtigkeitskammer durchgefiihrt. Uberschiissiger Puffer wurde wegen der
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Gefahr einer Verdinnung entfernt. Die Gewebeschnitte waren aber immer mit ausreichend
Flussigkeit bedeckt, um ein Austrocknen zu verhindern. Zur Vermeidung von
Hintergrundfarbungen wurden mit Hilfe einer 1%igen Ziegenserumlésung (400ul 7,5%ige
Rinderalbuminlésung, 30ul Ziegenserum, 2570ul 1x PBS-Puffer) unspezifische Bindungen

des Primérantikorpers abgefangen:
30min Inkubation mit 0,5ml 1% Ziegenserumlosung pro Schnitt.
Es erfolgte eine erneute Reinigung durch Abspilen und 10min in 1x PBS-Puffer mit einem

Schittelinkubator. Folgende Stationen wurden fir die immunhistochemische Markierung

durchlaufen:

30min Inkubation mit 200l PCNA-Antikorper-Lésung pro Schnitt

5min 1x PBS-Puffer im Schittelinkubator

30min Inkubation mit 2-3 Tropfen Sekundérantikérper (EnVision™ Polymer)
Abspulen mit 1x PBS-Puffer

5min 1x PBS-Puffer im Schittelinkubator

10-15min Inkubation mit 200ul Substratlésung (Inkubationszeit nach Farbwechsel)

Abspulen mit Aqua dest.
3min Agua dest..

Der PCNA-Antikorper der Fa. Santa Cruz Biotechnology wurde 1:1000 mit dem
Antikorperlésungsmittel (DakoCytomation Antibody Diluent, Dako, Glostrup) verdinnt.
Dieses Antikdrperlosungsmittel soll Stérungen der Farbung durch zu extreme pH-Werte und
ionische Ladungen vermeiden. Die Substratlosung wurde aus 20ul des Dako Real™ DAB+
Chromogen und 1ml des H,0,-haltigem Dako REAL™ Substrate Buffer generiert (beides
Kitbestandteile).

Zum Abschluss wurde mit Hamatoxylin nach obiger Anleitung eine Gegenfarbung gemacht.
AnschlieBend wurden die Proben dehydriert (2x 3min 75% Ethanol, 2x 3min 96% Ethanol, 3x
3min 100% Ethanol) und 3x 5min in Xylol eingelegt. Danach wurden Deckgléser aufgeklebt.

Nach dem Aushérten erfolgte die Auszéhlung unter dem Mikroskop.
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2.3.5 Mikroskopische Auswertung

Die histologische Beurteilung wurde mit dem Axiophot Mikroskop (Zeiss, Jena)
durchgefuhrt. Mit Hilfe einer angeschlossenen Digitalkamera (Color View 12, Sooft Imaging
System, Miunster) konnten Bilder gemacht werden, die durch das Programm AnalySIS 3.0
(Soft Imaging System GmbH, Munster) an einen Rechner tbertragen wurden und bewertet
werden konnten.

Die Vaginalzytologien wurden mit Hilfe des Handbook of Toxicologic Pathology (Haschek
1991) beurteilt.

Vagina

Der Zyklus der Ratte wird in Proostrus, Ostrus und Diestrus eingeteilt und dauert 4-5 Tage. In
Bezug auf die Vagina ist hauptsachlich das Epithel zyklischen Verédnderungen unterworfen.
Durch E2 werden die Anzahl der vaginalen Epithelschichten erhéht und eine Verhornung der
Zellen induziert. Durch den Ostrogenanstieg im Prodstrus finden sich zunichst mittelgroRe,
kernhaltige Epithelzellen im Abstrich, die teilweise vakuolisiert sind. Diese entwickeln sich
zu sehr groRen, polygonalen, verhornten Zellen (Ostrus), hauptsachlich ohne Zellkern.
Wahrend des Didstrus besteht die vorherrschende Zellpopulation aus Leukozyten, wobei im
frihen Didstrus (Metdstrus) aulerdem noch groRRe verhornte Epithelzellen gefunden werden.
Hingegen zeigen sich im spaten Didstrus neben den Leukozyten mittelgrole, nicht verhornte
Epithelzellen. In Anlehnung an diese zytologischen Bilder des Rattenzyklus wurden die
erhobenen Abstriche befundet.

Mamma

Zur  morphologischen  Beurteilung der HE-gefarbten Brustdrisen wurde ein
Bewertungssystem (Score) entwickelt, dass die Ostrogenabhéngigen Veranderungen an den
terminalen Strukturen des Mammaepithels, d.h. den Drisenendstlicken, beschreiben. Diese
Strukturen werden wahrend Pubertat, Ostruszyklus und der Schwangerschaft von E2

beeinflusst.
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Der Entwicklungsgrad der Endstticke wurde von 0 bis 5 anhand der Entwicklung ihrer Lumen

bewertet:

0: Die meisten terminalen Epithelstrukturen sind dicht gepackt in Haufen,
keine Anzeichen fiir eine Ausbildung der Lumen

1: Der Groliteil der terminalen Strukturen kommt in Haufen vor, wobei bei bis zu 50%
dieser Haufen kleine Azini mit einsetzender oder kleiner luminaler Entwicklung
zeigen. Die Durchmesser der Lumen sind bis zu 1 Epithelzelle groR.

2: Die Uberwiegende Zahl der Epithelstrukturen besteht aus Azini mit kleinem Lumen
(Durchmesser 1-2 Epithelzellen)

3: Die meisten Epithelstrukturen zeigen Azini mit mittlerem Lumen (Durchmesser 2-5
Epithelzellen)

4: Die epithelialen Strukturen bestehen Uberwiegend aus voll entwickelten Azini
(Durchmesser 5-10 Epithelzellen)

5 Das meiste terminale Epithel zeigt voll entwickelte Azini mit groRen Lumen

(Durchmesser mehr als 10 Epithelzellen)

Die Untersuchung erfolgte in einer Einfach-Blind-Studie.
Die Anzahl der PCNA-immunreaktiven Zellen der termialen Alveolarknospen wurde auf
einem Gewebeschnitt von jedem Tier beurteilt. Hierzu wurden in jeder Probe insgesamt 500

Zellen ausgezahlt und anschlieRend der Anteil der PCNA-positiven Zellen bestimmt.

2.4 Statistische Analyse und Darstellungsweise

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Programms PRISM® (San Diego, USA). Mit
Ausnahme des Futterverbrauchs und der Korpergewichte sind bei den mit parametrischen
Tests (ANOVA mit Dunnett’s Test) gepriften Daten die Mittelwerte der verschiedenen
Behandlungsgruppen mit den Standardfehlern der Mittelwerte (SEM) als Saulendiagramme
dargestellt. Daten, die mit verteilungsfreien Tests (Kruskal-Wallis-Test mit Dunns-Test)
ausgewertet wurden, werden als Box-Whisker-Plot mit den Medianen der
Behandlungsgruppen sowie Minimum und Maximum der Messwerte gezeigt. In den Graphen

wurden signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe mit * gekennzeichnet.
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Futterverbrauch, Korper- und Uterusgewicht

Eine statistische Analyse des Futterverbrauchs und der Kdorpergewichte im Verlauf der
Behandlung, der Gewichtsdnderungen sowie der absoluten und relativen Uterusgewichte
wurde mit einer einfachen Varianzanalyse fir wiederholte Messungen eines Faktors
(ANOVA) und anschlieBendem Dunnett's Test als Vergleich der verschiedenen
Behandlungsgruppen zur Kontrollgruppe durchgefiihrt. Als signifikant wurden Unterschiede
im Vergleich zur Kontrollgruppe betrachtet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 war.

Tagman™-PCR

Die Messwerte der quantitativen PCR wurden in Relation zum Mittelwert der Kontrollgruppe
der jeweiligen Aufarbeitungsgruppe gesetzt, wobei dieser Mittelwert als 100% definiert
wurde. Durch diese Prozentrelativierung wurden labortechnische Schwankungen in den
Absolutwerten der zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrten PCRs umgangen und die
Werte konnten miteinander verglichen werden. Statistische Signifikanzen wurden mit
ANOVA und anschliefendem Dunnett’s Test bei p<0,05 berechnet.

Mammahistologie

Da es sich bei den Werten des Scores um dimensionslose Daten handelt, wurde die
statistische Analyse mit einem Kruskal-Wallis-Test und anschlieRendem Dunns Test
durchgefuhrt. Fur die PCNA Expression wurde eine einfache Varianzanalyse (ANOVA) mit
anschlieBendem Dunnett’s Test durchgefiihrt, um Vergleiche zwischen den Gruppen
anzustellen. Auch hier wurde bei beiden Analysen das Signifikanzniveau auf p<0,05

festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Futterverbrauch

25+

—o— KO
(@)]
= 4 MBC 10
3 151 4 MBC 33
S —¥— 4 MBC 100
Q104
= —e— 4 MBC 333 %
5 ¥ ——4MBC 1000 %
L 54
O T T T T * T T
Q N 2 % ™ )
/\?9 /\79 /\’9 /\’9 /@9 /\’9

Abb.2 Zeitlicher Verlauf des durchschnittlichen taglichen Futterverbrauchs in Gramm der verschiedenen
Behandlungsgruppen ohne (Tag 0) und wéhrend Substanzgabe

Mittelwerte, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit keine Abbildung der SEM

Der durchschnittliche Futterverbrauch pro Tier ohne Substanzgabe variierte zwischen 20,79
und 19,8g/Tag und Tier. Anhand der Kontrollgruppe war zu sehen, dass die alleinige Gavage-
Applikation von Olivendl zu einer Reduktion der Futteraufnahme auf 16,5g/Tag und Tier
(funfter Tag) filhrte. Unter der Behandlung mit Ostradiol kam es zu einer kontinuierlichen, ab
dem dritten Tag zu einer signifikanten Abnahme des Futterverbrauchs. Die Futteraufnahme
sank am vierten Tag der Behandlung um 57% auf 8,5g ab. Im Vergleich zu den anderen
Behandlungsgruppen sank unter der Behandlung mit 1000mg/kg KG 4-MBC die
Futteraufnahme am stérksten ab. Zuné&chst fiel sie auf 1,5g/tag und Tier am dritten Tag und
stieg dann auf 6,0g am flinften Tag der Behandlung an. Eine signifikante Reduktion der
Futteraufnahme war neben der 4-MBC-Ho6chstdosis auch durch 4-MBC 333 ab dem dritten
Tag der Behandlung ausldsbar. Jedoch auch die anderen mit 4-MBC behandelten Gruppen
nahmen weniger Futter auf als die Kontrollgruppe. Dabei sank der Futterverbrauch mit
steigender 4-MBC-Dosis.
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3.2 Korpergewichte
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Abb.3 Zeitlicher Verlauf des durchschnittlichen Kérpergewichts der verschiedenen Behandlungsgruppen
wéhrend der Substanzapplikation an den einzelnen Behandlungstagen

Mittelwerte, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit keine Abbildung der SEM
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Abb.4 Gewichtséanderung des Kérpergewichts der verschiedenen Behandlungsgruppen vom 1. auf den
5.Behandlungstag in Gramm
Mittelwerte und SEM, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle

Zu Beginn der Behandlung wog jedes Tier durchschnittlich 315,1g. Im Verlauf der
Behandlung nahmen die Tiere der Kontrollgruppe um durchschnittlich 5,8g zu. Hingegen war
bei allen anderen Behandlungsgruppen eine Gewichtsabnahme zu verzeichnen. Die stérkste
Gewichtsreduktion wurde bei den mit 1000mg/kg KG behandelten Tieren ausgeldst; in den

finf Behandlungstagen sank das durchschnittliche Gewicht um 26,7g, was 8,6% des
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Ausgangsgewichts entsprach. Eine signifikante Abnahme dieser Gruppe konnte ab dem
fiinften Behandlungstag verzeichnet werden. Die Abnahme in der Ostradiol-Gruppe betrug
20,5g9. Bei den Tieren der anderen 4-MBC-Gruppen war der Gewichtsverlust nicht so stark
ausgepragt. Am geringsten fiel er mit 1,2 g bei 4-MBC 10 aus, wéhrend er bei 4-MBC 333
immerhin noch 8,6g betrug. Eine signifikante Anderung des Korpergewichts vom ersten auf
den finften Behandlungstag als Vergleich der verschiedenen Behandlungsgruppen zur
Kontrolle wurde sowohl durch Behandlung mit Ostradiol als auch mit 4-MBC 1000

hervorgerufen.

3.3 Uterus

3.3.1 Uterotrophie-Test
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Abb.5 Absolute (links) und relative (rechts) Uterusgewichte der verschiedenen Behandlungsgruppen nach
Substanzapplikation in Milligramm bzw. in Prozent des K&rpergewichts
Mittelwerte und SEM, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle

Eine signifikante Erhéhung des Uterusfeuchtgewichts im Vergleich zur Kontrollgruppe war
sowohl in der Ostradiol-Gruppe als auch in den héheren 4-MBC-Dosen, 333 und 1000mg/kg
KG, zu sehen. Im Durchschnitt wogen die Uteri der Kontrollgruppe 104mg. Die mit Ostradiol
behandelten Tiere zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe ein um den Faktor drei erhéhtes
Uterusgewicht (325,5mg). Das durchschnittliche Uterusgewicht der Gruppen 4-MBC 333 und
4-MBC 1000 betrug 152,5mg bzw. 157,8mg, was einer Zunahme um den Faktor 1,46 bzw.
1,52 entspricht. Insgesamt stieg unter der Behandlung mit 4-MBC das Uterusgewicht
dosisabhéangig an. Auch bei der Relativierung des Uterusgewichts auf das Koérpergewicht
konnte beobachtet werden, dass die Behandlungen mit Ostradiol und den beiden héchsten

Dosen 4-MBC eine signifikante Erniedrigung des Korpergewichts zur Folge hatte.
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3.3.2 ERo-Genexpression

Die uterine Genexpression von ERa wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe durch Ostradiol
leicht gehemmt, wobei hier aufgrund Streuung der Messwerte keine signifikanten
Unterschiede zur Kontrollgruppe gefunden werden konnten. Zusammenfassend zeigten sich

keine Effekte von 4-MBC auf die ERa-Transkriptmenge des Uterus.
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Abb.6 Uterine ERa-Genexpression der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12 / Gruppe

38



3.3.3 ERB-Genexpression

Alle Behandlungen waren in der Lage, die uterine ERpB-Expression signifikant zu
unterdriicken, wobei Ostradiol der stiarkste Suppressor war. Die geringste Wirkung auf die
Abnahme der Genexpression hatte die niedrigste 4-MBC-Dosis (10mg/kg KG). Von den mit
4-MBC behandelten Tieren fiihrte 4-MBC in der 333mg/kg KG Dosierung zur starksten
Reduktion der ERp-Transkriptmenge, gefolgt von den anderen Dosierungen in der

Reihenfolge 1000 > 33 > 100mg/kg KG.
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Abb.7 Uterine ERS-Genexpression der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12 / Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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3.3.4 IGF1-Genexpression

Die Genexpression von IGF1 im Uterus wurde am starksten und signifikant durch die héchste
4-MBC-Dosis stimuliert. Eine starke, wenn auch nicht signifikante Zunahme der
Transkriptmenge wurde auch unter der Behandlung mit Ostradiol und 4-MBC 333
beobachtet. Bei den drei niedrigeren 4-MBC-Dosierungen zeigte sich keine Wirkung auf die

uterine IGF1-Expression.
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Abb.8 IGF1-Genexpression des Uterus der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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3.3.5 C3-Genexpression

Eine starke Zunahme der uterinen C3-Transkription erfolgte zum einen unter der Behandlung
mit Ostradiol, zum anderen in den beiden hoheren 4-MBC-Dosierungen, 333 und 1000mg/kg
KG. Dabei waren nur die Stimulation der C3-Expression durch Ostradiol und die 4-MBC-
Hochstdosis signifikant. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten die drei niedrigeren 4-

MBC-Dosierungen minimal erhéhte Transkriptmengen von C3.
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Abb.9 Uterine C3-Genexpression der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12 / Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle

3.4 Vagina

3.4.1 Vaginalzytologie

Der zytologische Vaginalbefund der Kontrolltiere zeigte ein Uberwiegend aus Leukozyten
bestehendes Zellbild entsprechend einem spaten Didstrus mit vereinzelten mittelgrof3en,
zellkernhaltigen Epithelzellen. Hingegen wurde durch die Behandlung mit Ostradiol ein
Ostrusartiger Befund mit sehr groRen zellkernlosen, verhornten Epithelzellen hervorgerufen.
In den Behandlungsguppen 4-MBC 10, 33 und 100 fanden sich didstrusartige
Vaginalzytologien. Bei den mit 333 und 1000mg/kg KG behandelten Tieren fanden sich

groRe polygonale Epithelzellen wie durch die Ostrogeneinwirkung im Ostrus.
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der verschiedenen Behandlungsgruppen in

20facher VergréRerung
(Giemsafarbung)

A: KO

B: E20,6

C: 4-MBC 10

D: 4-MBC 33

E: 4-MBC 100

F: 4-MBC 333

G: 4-MBC 1000
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3.4.2 Cornifin-Genexpression

Die vaginale Genexpression von Cornifin wurde im Vergleich zu den Kontrolltieren
signifikant durch Ostradiol stimuliert. Unter jeder Behandlung mit 4-MBC kam es, wenn auch
nicht signifikant, zu einer Zunahme der Cornifin-Transkription. Die stérkste stimulierende
Wirkung wurde dabei von 4-MBC 1000mg/kg KG erzielt, gefolgt von 4-MBC 333mg/kg KG.
Die drei niedrigeren 4-MBC-Dosierungen zeigten eine weniger deutliche Zunahme der
Genexpression, wobei die Gruppen 4-MBC 10 und 33 eine ahnliche Wirkung hatten. Im
Vergleich zu diesen Gruppen kam es in der 100mg/kg KG Gruppe zu einer leichten Abnahme
der Transkriptmenge.
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Abb.11 Vaginale Genexpression von Cornifin der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle,
Mittelwerte und SEM, n=12 / Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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3.5 Leber

3.5.1 IGF1-Genexpression

Unter der Behandlung mit Ostradiol kam es zu einer signifikanten Abnahme der IGF1-
Transkription in der Leber. Auch die beiden héheren 4-MBC-Dosierungen waren in der Lage,
diese Genexpression signifikant zu verringern. Insgesamt zeigte sich eine dosisabhéngige

Reduktion der IGF1-Expression durch 4-MBC.
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Abb.12 Hepatische IGF1-Genexpression der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12 / Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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3.6 Histologie der Mamma

3.6.1 Morphologie

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnten sowohl fiir Ostradiol als auch fiir die drei héheren
4-MBC-Dosierungen signifikante Verdnderungen der luminalen Entwicklung gefunden
werden. Hingegen blieben die zwei niedrigeren 4-MBC-Dosierungen ohne signifikanten
Effekt auf die alveoldren Endstiicke. Es zeigte sich das Bild einer dosisabhangigen
Beeinflussung der Lumen durch 4-MBC. Zu bemerken ist, dass nie Score 5 vergeben wurde.
Sowohl Ostradiol und noch deutlicher 4-MBC 1000 filhrten zu einer Sekreteinlagerung in den

Lumen, wobei bei 4-MBC 1000 ein stark blaschenartiges Erscheinungsbild vorzufinden war.

5_
= « 7
S 4
A 4
(@]
-E * T
H 31 ——a
O
S o ¢
=
=
s 11—
©
ks
50 T T T T T
© Q o O % O
NSRS S S M < S
¢ § ¥ FF O
I N

Abb.13 Morphologie der mammaéren Driisenendstiicke der verschiedenen Behandlungsgruppen anhand des
Entwicklungsgrades als Box-Whisker-Plot
Mediane, obere und untere Quartile, min. und max. Messwert, * p<0,05 versus Kontrolle
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Abb.14 Mamma-Morphologie
Repréasentative Brustdriisenschnitte der
verschiedenen Behandlungsgruppen

in 20facher VergroRerung
(HE-Farbung)

A: Kontrolle

B: E20,6
C:4-MBC 10
D: 4-MBC 33
F: 4-MBC 100
G: 4-MBC 333
H: 4-MBC 1000
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3.6.2 PCNA-Expression

Eine signifikante Zunahme der PCNA-Expression in der Brustdrise konnte nur durch eine
Behandlung mit Ostradiol hervorgerufen werden. Dabei erhohte sich der Anteil der PCNA
positiven Zellen um das vierfache im Vergleich zu den Kontrolltieren. Tendenziell deutete
sich eine dosisabhangige Steigerung der Expression von PCNA durch zunehmende 4-MBC-

Dosen an.

% PCNA-positive Zellen
N
1

Abb.15 Anteil PCNA-positiver Zellen an den Zellen der mammaren Drisenendstlicke der verschiedenen

Behandlungsgruppen in Prozent
Mittelwerte und SEM, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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Abb.16 PCNA Expression der Mamma
Reprasentative Immunhistochemische Farbungen
von PCNA in Brustdrusenschnitten der verschiedenen
Behandlungsgruppen in 80facher Vergroferung

A: Kontrolle

B: E20,6

C: 4-MBC 10
D: 4-MBC 33
E: 4-MBC 100
F: 4-MBC 333
G: 4-MBC 1000
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3.7 Hypophyse

3.7.1 ERa-Genexpression

Die hypophysédre ERa-Genexpression wurde durch alle Behandlungen erhéht, am stérksten
durch 4-MBC 10. Mit Ausnahme der hochsten 4-MBC-Dosis waren diese auch signifikant. Es
zeigte sich mit zunehmender 4-MBC-Dosis eine Abnahme der stimulierenden Wirkung,
wobei die drei niedrigeren 4-MBC-Dosierungen eine hohere Transkriptmenge hervorgerufen

haben als Ostradiol.
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Abb.17 Hypophysdre ERa-Genexpression der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12 / Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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3.7.2 ERB-Genexpression

Alle Behandlungen konnten im Vergleich zu den Kontrolltieren eine stimulierende Wirkung
auf die ERP-Genexpression der Hypophyse entfalten, die fur 4-MBC 10, 33, 100, 333
signifikant war. Die mit 4-MBC 33mg/kg Kg behandelten Tiere zeigten die hochste ERB-
Expression gefolgt von den anderen Behandlungsgruppen in der Reihenfolge 10 > 100 > 333
> 1000 > Ostradiol. Wie auch bei der ERa-Expression nahm die insgesamt erhdhte ERp-

Transkriptmenge dosisabhéngig ab.

700 - *
600 -

500+
400+
300+
200+

% der Kontrolle

1004 ==

S QQQ
O C C N
\§7 Q Q O
™ v@ v@ bo&Q?

Abb. 18 Hypophysdre ERB-Genexpression der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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3.7.3 LHB-Genexpression
Durch Ostradiolbehandlung konnte die hypophysiare LHB-Genexpression signifikant

supprimiert werden. Ohne signifikante Wirkung auf die Expression von LHP war die
Applikation von 33 und 100mg/kg KG 4-MBC, wobei 4-MBC 33 als einziges Regime eine
leicht erhohte LHB-Transkription zeigte. Eine signifikante Verminderung konnte bei den mit
4-MBC 10, 333 wund 1000mg/kg KG behandelten Tieren beobachtet werden.
Zusammenfassend war eine glockenférmige Dosis-Wirkungs-Beziehung erkennbar, bei der 4-
MBC sowohl in der getesteten niedrigsten Dosierung als auch in den hohen Dosen eine
signifikante Suppression der Genexpression von LHf herbeifiihrt, wihrend die mittleren

Dosierungen keine Veranderungen hervorrufen konnten.
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Abb.19 Hypophysdre LHfB-Genexpression der verschiedenen Behandlungsgruppen in Prozent der Kontrolle
Mittelwerte und SEM, n=12/Gruppe, * p<0,05 versus Kontrolle
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4 Diskussion

Die durch diese Arbeit entstandenen Ergebnisse demonstrieren neben den uterotrophen
Effekten das 0strogene Potential von 4-MBC. In allen untersuchten Organen zeigen vor allem
die hoheren 4-MBC-Dosierungen eine dem E2 gleichsinnige Wirkung, so dass der UV-Filter
4-MBC eindeutig xenodstrogene Eigenschaften besitzt. Diese sind aufgrund der Erkenntnisse
aus in-vitro-Versuchen (Mueller et al. 2003) vermutlich rezeptormediiert. Dabei konnte
dargestellt werden, dass 4-MBC nicht nur molekularbiologisch nachweisbare VVerénderungen,
sondern auch zytologische und histomorphologische Effekte hervorruft.

Ein  besonderes Anliegen dieser Untersuchung war eine Aufstellung von
Dosiswirkungsbeziehungen, die letztlich eine Dosis der untersuchten Substanz festlegen
sollte, bei der ein adverser Effekt ausgeschlossen werden kann (NOAEL) bzw. bei der ein
signifikanter Effekt verursacht wird (LOAEL). Daher wurde fir diesen Versuch ein breiter
Dosisbereich des 4-MBC gewihlt.

Neben dem von der OECD gefordertem Uterotrophie-Test sollten dabei auch andere Organe
auf mogliche Beeinflussungen durch die Testsubstanz untersucht werden, um hier
maoglicherweise organabhangige Effekte und Schwellenwerte aufzudecken. In den
ausgewdhlten Organen des Reproduktionstrakts wurden mehrere Gene untersucht, um
genspezifische Antworten eines Organs aufzeigen zu konnen. Auch Verhaltnisanderungen der
beiden Ostrogenrezeptoren zueinander in den jeweiligen Organen kénnen Auswirkungen auf
die hormonelle Homdoostase haben, weshalb auch diese in die Untersuchung miteinbezogen
wurde. Damit wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals Uber die bisher bekannte dstrogene
Wirkung von 4-MBC im Uterus hinaus die hormonelle Aktivitat dieses UV-Filters im Sinne

des Konzepts des multi-organic risk assessment untersucht.

4.1 Effekte auf Stoffwechselparameter

Wahrend der flinftagigen Behandlung wurde durch die Gavage-Applikation mit E2 eine
kontinuierliche, aber nicht signifikante Verringerung des absoluten Kdorpergewichts im
Vergleich zur Kontrolle, wohl aber eine signifikante Anderung des Korpergewichts tiber den
Behandlungszeitraum verursacht. Es ist bekannt, dass eine Ovariektomie eine
Gewichtszunahme bewirkt, wohingegen eine zusatzliche E2-Administration oder aber die

Gabe eines selektiven ERa-Liganden diesen Effekt riickgangig macht (Harris et al. 2002).
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Alle mit 4-MBC behandelten Versuchsgruppen zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
Reduktion des Korpergewichts, dabei sank das Korpergewicht der mit 4-MBC-1000-Gruppe
noch deutlich unter das durchschnittliche Gewicht der E2-Gruppe, so dass hier signifikante
Anderungen sowohl des Korpergewichts als auch der Gewichtsanderung wiéhrend der
Behandlung zu beobachten waren. In Bezug auf die Gewichtsénderung der 4-MBC Gruppen
zeigte sich eine deutliche Dosisabhdngigkeit, d.h. mit zunehmender Dosis kam es zu einer
starkeren Gewichtsabnahme. Eine Ursache hierfur scheint die deutlich reduzierte
Futteraufnahme vor allem bei den hoheren 4-MBC-Dosen zu sein. Auch beim
Futterverbrauch zeigte sich eine dosisabhéngige Reduktion. Hierbei ist anzumerken, dass
beim Futterverbrauch schon eine signifikante Anderung ab 4-MBC 333 zu vermerken war,
wohingegen eine signifikante Reduktion des Gewichts im Vergleich zur Kontrolle bzw. eine
signifikante Gewichtsédnderung erst ab 4-MBC 1000 zu beobachten war.

Durch die in der Leber stattfindenden Stoffwechselprozesse wird die Ausscheidung des
Ostrogens bewerkstelligt, gleichzeitig unterliegt dieses Organ dabei der hormonalen Kontrolle
des Ostrogens. Beispielhaft fiir diese Regulation wurde die Genexpression des IGF1
bestimmt, die durch E2 eine Repression erfahrt (Krattenmacher et al. 1994). Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass es durch eine E2-Exposition nach Ovariektomie oder in der
Postmenopause zu einer Senkung des IGF1-Serumspiegels bei gleichzeitig ansteigender GH-
Sekretion kommt (Bottner und Wuttke 2006, Ho et al. 2003). Auch in diesem Versuch kam es
durch E2 zu einer signifikanten Reduktion der IGF1-Transkriptmenge in der Leber. Die
Behandlung mit 4-MBC fiihrte zu einer dosisabhéngigen Verringerung der IGF1-Expression,
so dass hier ein dem Ostrogen entsprechender Effekt nachgewiesen werden konnte.
Aullerdem kam es in der 4-MBC-1000-Gruppe zu einer noch starkeren Inhibition als durch
E2.

Interessanterweise exprimieren Hepatozyten ausschlieBlich den ERa-Subtyp (Alvaro et al.
2002). Eine Rezeptorvermittlung vorausgesetzt, erscheint in diesem Zusammenhang eine
Signaltransduktion durch den ERa-Subtyp wahrscheinlich. ERp, der sich in der Leber nur in
Zellen des Gallengangsystems und den Kupffer'schen Sternzellen finden ldsst, ist der ERa-
Expression mengenmafig stark unterlegen (Pelletier 2000). Der ERB-Subtyp scheint in der
hepatischen Genexpression Ostrogenregulierter Gene eine ERo modifizierende, wenn nicht

gar entgegengesetzte Wirkung zu haben (Lindberg et al. 2003).
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4.2 Beeinflussung der Reproduktionsorgane und tbergeordneter Zentren

4.2.1 Uterus

Die besondere Bedeutung der Messung des Uterusfeuchtgewichts zur Aufdeckung der
ostrogenen Potenz einer Substanz liegt in der Handhabbarkeit als screening-Methode.
Ostrogene stimulieren bei ovariektomierten oder geschlechtsunreifen Ratten das
Uteruswachstum, welches sich als erhohtes Gewicht messen lasst. Im Gegensatz zu
biochemischen Testsystemen wie Liganden-Bindungs-Assays kann auch eine Aussage zu
einem biologischen Parameter gemacht werden.

Ein positiver Uterotrophie-Test des 4-MBC wurde erstmals 2001 beschrieben (Schlumpf et al.
2001) und ist zwischenzeitlich mehrfach bestatigt worden. Dabei ist ein positives
Testergebnis offenbar unabhéngig von der Darreichungsform (Tinwell et al. 2002). Auch in
dem hier vorliegenden Experiment wurde als Positivkontrolle durch die E2-Behandlung eine
Steigerung des Uterusgewichts um den Faktor drei im Vergleich zur Kontrolle bewirkt. Durch
4-MBC-Gabe kam es zu einer dosisabhangigen Zunahme des uterinen Feuchtgewichts.
Signifikante Ergebnisse zeigten auch hier die beiden h6heren 4-MBC-Dosierungen, wobei 4-
MBC 1000 48,5% des E2-Effektes verursachte.

Untersuchungen an ER-knock-out-Mausen haben den Stellenwert des ERa fiir den Uterus
eindriicklich dargelegt. Der Verlust des ERP resultiert bei einigen Parametern sogar in einer
erhdhten Sensibilitdt des Uterus gegenuber E2 (Weihua et al. 2000) und es ist eine dem
Wildtyp dhnliche Zunahme des Uterusgewichts durch E2 mdglich (Harris 2007). Daher kann
davon ausgegangen werden, dass 4-MBC in Abwesenheit des physiologischen Liganden E2
seine hormonelle Wirkung im Uterus iiber eine Aktivierung des ERa erfiillt.
Molekularbiologisches Korrelat des uterinen Wachstums stellt unter anderem die
Hochregulation des Wachstumsfaktors IGF1 dar. Die Bedeutung dieses Faktors flr eine
Uterushypertrophie ist eindricklich an IGF1-knock-out-M&usen demonstriert worden, bei
denen durch E2-Gabe kein Uteruswachstum erzeugt werden kann (Adesanya et al. 1999).
Erwartungsgemé&l erhdhte E2 die IGF1-Transkription um das 3,5-Fache im Vergleich zur
Kontrolle. Durch 4-MBC konnte eine dosisabhéngige Steigerung der IGF1-Expression
erzeugt werden. Interessanterweise kam es nur durch die hochste 4-MBC-Dosis zu einer
signifikanten Stimulation; diese entsprach einer Verdopplung des E2-Effekts.

In Anbetracht des Uterotrophie-Tests wirde man zumindest auch Signifikanzen der
zweithdchsten 4-MBC-Dosis und des E2 erwarten. Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass

sich hier die molekularbiologischen Veranderungen bereits in makroskopischen
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Verénderungen niedergeschlagen haben. Unterstitzt wird diese Hypothese dadurch, dass es
sich bei der IGF1-Hochregulation durch E2 auch bei Fortfiihrung einer E2-Behandlung um
eine fliichtige Veranderung handelt (Sahlin et al. 1994), d.h. die maximale Expression kdnnte
vor dem Zeitpunkt der Messung bzw. Probengewinnung am Behandlungstag flnf liegen und
wirde daher nicht erfasst.

Die ERa-Genexpression wird sowohl durch E2 als auch durch 4-MBC nicht signifikant
beeinflusst, wohingegen die ERp-Transkriptmenge analog dem E2 durch alle 4-MBC-
Dosierungen, wenn auch nicht eindeutig dosisabhéngig, herunterreguliert wird. Die starkste
Repression durch 4-MBC erfahrt die ERB-Expression durch die Dosierung 333mg/kg und
erreicht damit 95% des E2-Effekts. Dadurch ergibt sich eine Veranderung des uterinen
ERo/ERp-Status zu Gunsten von ERa mit einem maximalen Verhéltnis von 1:5. ER werden
prodifferenzierende Eigenschaften und den ERa-vermittelten mitogenen Wirkmechanismen
entgegengesetzte Funktionen zugeschrieben. Daher konnte eine subakute 4-MBC-Belastung
unter der Voraussetzung eines unveranderten Rezeptorabbaus eine zumindest zeitweise
erhohte ERa-mediierte Ostrogenempfindlichkeit provozieren. Ahnliche Beobachtungen einer
Verschiebung des ERo/ERP-Verhéltnisses wird wéhrend der Pubertdt mit Beginn der
ovariellen Ostrogensynthese beobachtet und wird in diesem Zusammenhang als rezeptive
Reifung des Uterus gewertet (Morani et al. 2008). Zudem beobachteten Murata et al. in den
Uteri ovariektomierter Ratten eine Hochregulation der ERB-Expression, was durch eine E2-
Substitution riickgéngig gemacht wird (Murata et al. 2003). Die ERa-Expression wurde dabei
weder durch Ovariektomie noch durch anschliefende E2-Gabe verdndert. Ausgehend von
einer Ying-Yang-Beziehung der beiden ERs konnte das relative Uberwiegen des ERo. durch
E2-Exposition erst eine uterine Reifung bzw. die Wiederherstellung nach Ovariektomie
ermoglichen.

Eine chronische E2-Exposition hingegen fuhrt im Sinne einer Sensitivitatsverminderung auch
zu einer Down-Regulation des ERa. Vermutlich ist dieser Effekt durch die subakute
Exposition weder durch E2 noch durch 4-MBC auslésbar gewesen. Aus Langzeitstudien ist
bekannt, dass 4-MBC dosisabhéngig auch eine Verringerung der ERa-Genexpression
verursacht (Durrer et al. 2005), interessanterweise blieb in dieser Studie die ER-Expression
auf mMRNA- und Proteinebene nahezu unangetastet.

Der Komplementfaktor C3 ist im Uterus 6strogenreguliert. Die physiologische Funktion
besteht wahrscheinlich in der periovulatorischen Abwehr aszendierender Infektionen bei

leicht ge6ffnetem Muttermund und diinnflissigem Zervikalpfropf.
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Die Aktivierung der Komplementfaktor-C3-Expression durch 4-MBC unterstreicht einen
ostrogenen Effekt des UV-Filters im Uterus. Ab einer Dosierung von 4-MBC 333 stieg sie
sprunghaft an, wobei nur die hochste Dosis mit 75% des E2-Effekts eine signifikante
Anderung hervorrief. Da die Hochregulation der C3-Genexpression durch selektive ERa-
Liganden zwar in einer etwas geringeren Effizienz im Vergleich zu E2 hervorgerufen werden
kann, liegt die Vermutung einer ERa-Mediation nahe (Harris et al. 2002). Im Falle der C3-
Expression ist auch eine iliberspitzte Empfindlichkeit der ERB-knock-out-Mause gegentiber E2
beschrieben (Weihua et al. 2000). Hingegen kann der ERB-Agonist DPN keine C3-Expression

induzieren (Frasor et al. 2003).

4.2.2 Vagina

Die Vaginalwand unterliegt wie auch die Gebarmutterschleimhaut zyklischen Veranderungen
durch den Einfluss der Ovarialhormone. Anhand von zytologischen Abstrichen kdnnen die
einzelnen Phasen des Zyklus verfolgt werden. In diesem Versuch wurden solche
zytologischen Befunde erhoben, wobei in den Kontrolltieren und den 4-MBC-Dosierungen
bis 100 mg/kg im Vaginalabstrich eine dem Didstrus entsprechende Zellpopulation aus
Leukozyten gefunden wurde. Unter Ostrogenbehandlung treten keratinisierte, aufgequollene,
abgeschilferte Epithelzellen in Erscheinung. Auch in dieser zytologischen Analyse
verursachten die beiden hochsten 4-MBC-Dosierungen eine dem Ostradiol entsprechende
Zellbildveranderung, wie sie wahrend des Ostrus vorgefunden wird.

Im Gegensatz zu den Epithelzellen des Uterus wird durch Ostrogen in den vaginalen Zellen
eine Keratinisierung hervorgerufen, wodurch die Zellen Cornifin produzieren (Jetten et al.
1996). Laktobazillen benutzen die verhornten Zellen zur Produktion von Milchséaure, die das
Scheidenmilieu sauer halten und somit einen Schutz vor aszendierenden Infektionen
darstellen (Heinemann und Reid 2005).

Cornifin ist ein prolinreiches Protein, das als Vorladufer der inneren Schutzhille von
Korneozyten wéhrend der Keratinisierung auftritt. Als Ausdruck des vermehrten Zellumsatzes
durch einen 06strogenen Proliferationsreiz stellt die Verhornung der Epithelzellen eine
spezielle Form des programmierten Zelltods dar (Ishida-Yamamoto et al. 1999). Die bekannte
signifikante Steigerung der Cornifin-Expression durch Ostradiol konnte in der vorliegenden
Studie bestatigt werden. Hingegen zeichnet sich bei den mit 4-MBC behandelten Gruppen
zwar eine im oberen Dosisbereich dosisabhdngige Steigerung der Transkription ab,
signifikante Steigerungen konnten jedoch nicht beobachtet werden. Durch 4MBC 1000 wurde

nur ein Drittel im Vergleich zur E2-verursachten Genexpression induziert.
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Der Kornifizierungsprozess des vaginalen Epithels beinhaltet sowohl proliferative als auch
differenzierende Elemente. Die Epithelproliferation wird dabei {iber den ERa im Stroma, die
simultane, funktionelle Differenzierung wie die Expression bestimmter Proteine uber den
ERa im Epithel selbst vermittelt (Cunha et al. 2004)

Fur die vorliegende Diskrepanz zwischen offenkundigem zytologischem Befund und der
Ebene der Genexpression liegt keine direkte Erklarung auf der Hand. Mdglicherweise spielen
auch hier zeitliche Faktoren eine Rolle. Urséchlich kénnte auch eine im Vergleich zum
Ostradiol reduzierte Ostrogenizitat des 4-MBC sein, wodurch der Kornifizierungsprozess

nicht in vollem Umfang getragen wird.

4.2.3 Mamma

Wie alle weiblichen Reproduktionsorgane ist auch die Brustdriise ein dstrogenrezeptives
Organ. Eine besonders lange Exposition durch Ostrogene, z.B. durch friihe Menarche und
spate Menopause, stellt einen etablierten Risikofaktor fur Brustkrebs dar (Safe und Papineni
2006). Zuriickgefuhrt wird dies unter anderem auf die proliferativen Eigenschaften des
Ostrogens, da bei erhohten Proliferationsraten mehr Fehler bei der DNA-Replikation
entstehen konnen (Gadducci et al. 2005). Mit der Entdeckung von 0Ostrogenaktiven
Chemikalien ist die Sorge aufgetreten, dass auch sie das Brustkrebsrisiko beeinflussen
konnten. Daher sollten bei der Evaluierung des 4-MBC auch mdgliche Effekte auf dieses
Organ miteinbezogen werden.

Histomorphologisch erschienen in den Kontrolltieren alle epithelialen Strukturen atrophisch.
Es zeigten sich nur wenige Haufen von dicht gepackten terminalen Strukturen. Entsprechend
des Score-Bewertungssystems konnten neben E2 auch die beiden hdchsten 4-MBC-
Dosierungen eine signifikante Anderung der Lumenausbildung in den terminalen Strukturen
des Mammaepithels ausldsen. Interessanterweise konnten die hohen 4-MBC-Gaben bei
einigen Tieren auch einen Score 4 erreichen, wohingegen Ostrogen maximal Score 3
verursachte. Auch die drei niedrigeren 4-MBC-Dosierungen fiihrten zu leichteren
morphologischen Veranderungen, die aber im Vergleich zur Kontrollgruppe Kkeine
signifikanten Unterschiede ergaben. Zudem konnte in manchen Lumen bei den
ostrogenbehandelten Tieren ein Sekret mit z.T. vesikuldarem Erscheinungsbild festgestellt
werden, das in den Kontrolltieren nicht zu finden war. Durch die Applikation von 4-MBC
1000 kam es zu einer deutlichen Auspragung dieses sekretorischen Effekts.

Diese Beobachtungen decken sich bezlglich der E2-Wirkung mit denen der Arbeitsgruppe
von Gallo et al. (Gallo et al. 2006). Durch Ovariektomie wird in der Mamma in Bezug auf das

Epithel ein regressiver Prozess in Gang gesetzt: die kennzeichnenden Strukturen, terminale
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Duktuli und Alveolarknospen, atrophieren, so dass nur noch schmale Milchgange zu finden
sind und eine lobuloalveolére Morphologie fehlt. Der Niedergang der Histoarchitektur konnte
durch Ostrogensubstitution zum Teil restauriert werden. Hierbei blieb sowohl die ERa- als
auch die ERB-Expression des Epithels unverdndert, wohingegen sowohl ERa und ERfB im
Stroma leicht vermindert waren.

Die erste Beschreibung einer &strogeninduzierten, luminalen Entwicklung im
postmenopausalen Rattenmodell wurde fir eine chronische Applikationsform beschrieben
(Rimoldi et al. 2007). Dabei zeigte die Kontrollgruppe auch ein Fehlen oder nur eine
beginnende Entwicklung der Lumen. Bei beiden gewahlten Ostradioldosierungen kam es zu
vollentwickelten Lumen, wobei die kleinere Dosis keine Sekretion zeigte. Die hohere E2-
Dosis hingegen zeichnete sich hingegen bei ballonartiger Aufweitung der Lumen mit
massiver Sekreteinlagerung durch ein Fehlen von terminalen Strukturen aus. Mit den
Beobachtungen aus dem hier vorliegenden Subakutversuch sind Lumenentwicklung und
Sekretion wahrscheinlich abhangig von Dosis und Dauer der E2-Exposition.

In Gesamtdarstellungen (whole-mount analyses) von Brustdriisen von ovariektomierten
Méusen konnte durch E2 eine begrenzte Dilatation der Milchgénge induziert werden
(Bocchinfuso et al. 2000). Der hier gemessene Effekt der Lumenerweiterung und
Auflockerung der terminalen  Strukturen entspricht daher wahrscheinlich dem
ostrogeninduzierten Wachstum von duktalen Strukturen. Ob die Sekretion dabei durch eine
supraphysiologische Reizung des Epithels entsteht, kann anhand der vorliegenden Daten nicht
abschlieRend beantwortet werden.

Zur proliferationsspezifischen Analyse wurde eine immunhistochemische Farbung mit PCNA
gewdhlt, das in der S-Phase des Zellzyklus exprimiert wird und als Hilfsmittel in der
Prognosebewertung des Mammakarzinoms Anwendung findet (Kurki et al 1986,
Schimmelpenning et al.1993). Entsprechend den morphologischen Veranderungen zeigte sich
auch hier eine dosisabhéngige Expressionssteigerung von PCNA durch 4-MBC, jedoch waren
diese Veranderungen aufgrund der strengen Statistik nicht signifikant. Ostrogen hingegen
fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der PCNA-Expression. Im Vergleich zu den
Kontrolltieren entsprach dies einer Vervierfachung. Die Steigerung der PCNA-Expression
durch Ostrogen deckt sich mit Beobachtungen bei dhnlichen Versuchen (Gallo et al. 2006,
Rimoldi et al. 2007)

Ostrogen mediiert wahrscheinlich dabei seine proliferativen Eigenschaften iiber den ERa-
Subtyp, da ein Fehlen des Rezeptors u.a. mit einer erniedrigten PCNA-EXxpression einhergeht

(Tekmal et al. 2005). Neben direkt genotoxischen Effekten und Aneuploidie-Induktion
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werden dem Ostrogen durch rezeptormediierte Zellproliferation karzinogene Eigenschaften
zugeschrieben (Russo J und Russo IH 2006). Dabei ist die via ERa direkte oder indirekte
Stimulation von Wachstumsfaktoren der bis heute am besten erforschte Mechanismus (Russo
J et al. 2006).

Safe und Papineni postulieren fiir die Verédnderung des Brustkrebsrisikos durch xenodstrogene
Verbindungen eine Abhangigkeit von Dosis, pharmakologischem Charakter und Zeitpunkt
der Exposition (Safe und Papineni 2006). Fetalentwicklung, Pubertdt und Schwangerschaft
stellen dabei kritische Perioden dar. Es wurde sogar vermutet, dass eine Exposition wahrend
der Fetalperiode ein Grund fir die gestiegene Brustkrebsinzidenz in den letzten 50 Jahren sein
konnte (Soto et al. 2008). Eine aufféllige Stérung durch Xenoo6strogene wahrend der
Entwicklungsphasen ist die beschleunigte oder verzogerte Differenzierung der TEBs, also
genau den epithelialen Strukturen, die am meisten anfallig fir Karzinogene sind (Fenton
2006).

Ziel dieser Arbeit war es, moglichst viele dstrogenrezeptive Organe auf eine Beeinflussung
durch 4-MBC zu untersuchen. Das hiernach gewéhlte Modell der ovariektomierten Ratte
entspricht einem postmenopausalen Zustand. Nach der Fentonschen Definition liegt somit
keine entwicklungsbedingte Storanfélligkeit der Mammae gegeniiber Xenodstrogenen vor.
Als Untersuchungsobjekt diente das inguinale Brustdisenpaar, dass von den sechs Paaren das
differenzierteste ist (Masso-Welch et al. 2000). Auch dies spréache fiur eine relative
Unempfindlichkeit. Trotzdem konnte dieser Versuch zeigen, dass 4-MBC in der Lage ist, bei
hoher Dosierung morphologische und zwar éstrogendhnliche Veranderungen der Brustdriisen
hervorzurufen, auch wenn die Zellteilung hierbei nicht signifikant beeinflusst wurde. Daher
sind adverse Effekte von 4-MBC auf die Brustdrise nicht auszuschlieBen. Mdgliche
Veréanderungen des Brustkrebsrisikos durch 4-MBC kann nur eine weitergehende Forschung

zeigen.

4.2.4 Hypophyse

Als wichtiges Steuerungselement des hormonalen Gleichgewichts integriert die Hypophyse
Informationen des Hypothalamus und der zirkulierenden Hormonspiegel. Fir den
physiologischen Ablauf des Zyklus ist ein préovulatorischer LH-Peak notwendig, der uber
einen positiven Feedback-Mechanismus durch fortlaufend ansteigende
Ostrogenkonzentrationen ausgeldst wird. Ansonsten supprimiert Ostrogen die LH-Sekretion
direkt in der Hypophyse sowie indirekt Uber die hypothalamische GnRH-Sekretion.
Inzwischen ist bekannt, dass sowohl positive als auch negative feedbacks durch den ERa-

Subtyp vermittelt werden. Dabei werden wahrscheinlich negative Mechanismen hauptséachlich
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von einem ERE-unabhéngigen Signalweg, positive ber einen ERE-abhdngigen getragen
(Glidewell-Kenney et al. 2007 und 2008). Die genauen zellularen Wirkmechanismen sind
aber bislang unbekannt.

Durch Ovariektomie kommt es aufgrund der fehlenden negativen Rickkopplung durch den
Uberaktiven, hypothalamischen GnRH-Pulsgenerator und die hypertrophen
Hypophysenvorderlappenzellen zu einem Anstieg der LH-Sekretion, die durch exogene
Ostrogenzufuhr aufgehoben werden kann (Sanchez-Criado et al. 2006). Das kann auf Ebene
der hypophysiren Genexpression fiir Ostrogen anhand der B-Untereinheit des LH in diesem
Experiment bestatigt werden. E2 supprimierte im Vergleich zur Kontrollgruppe die
Transkriptmenge auf zwei Finftel. Im Falle des 4-MBC zeigte sich, dass die Ostrogene
Eigenschaft, die LH-Expression zu unterdriicken, dosisabhangig ist. Dabei konnten besonders
hohe und niedrige Dosen diesen Effekt imitieren. Die mittleren Dosierungen fiihrten zu keiner
signifikanten Anderung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ob 4-MBC in diesem Bereich
keine Auswirkungen hat oder ob sich hier verschiedene Wirkungen aufheben, kann anhand
der erhobenen Daten nicht abschlieBend beurteilt werden.

AuBerdem muss hier angemerkt werden, dass 4-MBC bei einer dreimonatigen Applikation
von ca. 59 oder 285 mg 4-MBC als Futterzusatz eine Steigerung des Serum-LHs verursachte
(Seidlova-Wuttke et al. 2006), was von den Autoren als mdglicherweise antiostrogener Effekt
gedeutet wird. Die in diesem Versuch parallel erhobenen LH-Serum-Werte sind Thema einer
separaten Dissertation und zeigten weder fir 4-MBC noch fur E2 signifikante Veranderungen
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es zeigten sich jedoch leicht erhéhte LH-Werte im
niedrigen Dosisbereich, wohingegen bei zunehmender Dosis sich dieser Effekt verkleinerte
und die hochste Dosis sogar einen im Vergleich zur Kontrolle niedrigeren Wert zeigte
(Kirschmeyer 2006). Diese Daten koénnten fiir eine unterschiedliche Beeinflussung von LH-
Sekretion und Produktion in Abhangigkeit der Dosis und dem Behandlungszeitraum sprechen.
Besonders eindricklich sind die Ergebnisse beziiglich ERa- und ERB-Expression. Die ERa-
Expression wird durch Ostrogen verdreifacht, wohingegen die ERP-Transkription nicht
signifikant beeinflusst wird. Die ERa-Expression zeigte fur eine 4-MBC-Behandlung eine
umgekehrt proportionale Dosisabhangigkeit, so dass die niedrigste 4-MBC-Dosierung im
Vergleich zur Kontrolle eine Steigerung der ERa-Transkriptmenge um den Faktor 4,5
verursachte. Ahnliche Ergebnisse lieferten die PCR-Analysen der ERB-Expression, wobei
hier die zweitniedrigste 4-MBC Dosierung die hochsten Transkriptmengen hervorrief und
zwar fast das Sechsfache der Expression in den Kontrolltieren. Im Gegensatz zu Ostradiol, bei

dem sich das Rezeptorverhéltnis zu Gunsten des ERa verschiebt, werden durch 4-MBC beide
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ERs signifikant hochreguliert. Dabei kommt es durch 4-MBC sogar noch zu einer stérkeren
Hochregulation der ERB-Transkription. Somit muss die hypophysére Wirkung in Bezug auf
ER-Expression andere Mechanismen als E2 beinhalten. Denkbar wére eine unterschiedliche
Rekrutierung von Kofaktoren durch 4-MBC und E2, woraus mdoglicherweise eine
genspezifische Regulation durch beide 6strogen wirkenden Stoffe resultieren konnte. 4-MBC
ist in der Lage sowohl ERa als auch ERPB zu induzieren und unterscheidet sich daher
grundlegend in seiner hypophysaren Wirkung von E2. Die gewebeabhangige Fahigkeit die
verschiedenen ERs zu induzieren kénnte eine SERM-Qualitat des 4-MBC aufzeigen.

Von der Ostrogenen Autoregulation der ERs und deren Spleil3varianten in der Hypophyse
wird vermutet, dass dies das Ansprechverhalten auf Ostrogene moduliert und somit das
feedback verédndern konnte (Tena-Sempere et al. 2004). Untersuchungen zur
zyklusabhangigen Expression der Rezeptoren zeigen allerdings bis heute kontroverse
Ergebnisse.

Die Arbeitsgruppe um Sanchez-Criado et al. beobachtete eine erhohte ERa-Expression im
Prodstrus bei zyklusunabhidngigem ERP (Sanchez-Criado et al. 2005). Ahnliche
immunhistochemische Ergebnisse zeigen sich bei Schafen in der Follikularphase, wobei auch
hier eine Ostrogensubstitution nach Ovariektomie erhdhte ERa-Werte in den gonadotropen
Zellen verursachte (Clarke et al. 2005). Hingegen beobachteten Schreihofer et al. auf MRNA-
Ebene proostrisch eine reduzierte ERB-Transkription bei unverdndertem ERa (Schreihofer et
al. 2000). Gemeinsam ist den Ergebnissen jedoch die Verschiebung des ERo/ERp-
Verhaltnisses bei hoher GnRH-Pulsfrequenz und erhohten Ostrogenspiegeln.

Umso erstaunlicher sind daher die Beobachtungen bei ovariektomierten Tieren, die nach E2-
Gabe keine verdnderte ERa- oder ERB-Expression zeigen (Mitchner et al. 1998, Sanchez-
Criado 2005). Andere Untersuchungen hingegen zeigen eine unveranderte ERa-Expression
bei reduzierter ERB-Transkription (Tena-Sempre et al. 2004, Schreihofer et al. 2000). Auch
wirde man nach Ovariektomie durch die fehlende Riickkopplung eine erhohte ERa-
Expression erwarten, jedoch wurde bislang nur eine erhohte ERB-Expression beobachtet
(Tena-Sempere et al. 2004).

61



4.3 Abschliel3ende Bemerkungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass alle untersuchten Organe des weiblichen
Genitaltrakts einer Beeinflussung durch 4-MBC unterliegen und das 4-MBC eine 6strogene
Aktivitat besitzt, die im Vergleich zu Ostradiol aber eine geringere Potenz besitzt. Von 15
erhobenen Parametern zeigte sich am haufigsten (finf Parameter) ein NOEL von 100mg/kg/d
entsprechend einem LOEL von 333 mg/kg/d, drei von 15 Parametern wiesen ein NOEL von
333mg/kg/d auf. Dabei zeigten Stoffwechselparameter, Leber, Uterus, Vagina und Mamma
mindestens einen NOEL von 100 mg/kg/d. Eine Ausnahme besteht bei der Hypophyse sowie
bei der ERB-Genexpression des Uterus, bei denen ein solcher Wert nicht festgelegt werden
kann, da alle getesteten Dosen einen Effekt verursachten. Das Steuerungselement Hypophyse
und die Gebarmutter reagieren offensichtlich empfindlicher als andere Organe. Da jedwede
Beeinflussung eines Organismus durch 4-MBC aufler der gewinschten UV-Absorption als
adverser Effekt zu bewerten ist, kann bei den getesteten Dosierungen kein Wert festgelegt
werden, bei dem eine Storung des hormonellen Gleichgewichts ausgeschlossen werden kann.
Erstaunlicherweise konnten bei Uterus und Vagina makroskopische bzw. zytologische
Verédnderungen schon bei niedrigen Dosen beobachtet werden, obwohl auf
molekularbiologischer Ebene erst bei hoheren Dosierungen oder aber gar Kkeine
Veranderungen zu finden waren. Es erscheint daher sinnvoll, bei der Evaluation endokriner
Disruptoren jedes Organ mit unterschiedlichen Methoden und auf verschiedenen Ebenen zu
untersuchen.

Voruntersuchungen haben gezeigt, dass 4-MBC eine Priferenz fiir ERp zeigt, aber ebenso
eine, wenn auch schwache, ERa-vermittelte Transaktivierung herbeifiihren kann (Schreurs et
al. 2002, Schlumpf et al. 2001 wund 2004a, Muller et al. 2002). In einer
Ostrogenmangelsituation zeigt 4-MBC in vivo einen Agonismus am ERa, wofiir zwei Effekte
in Frage kommen. Zum einen findet sich diese Aktivitat vor allem im héheren Dosisbereich,
so dass ein Selektivitatsverlust in Bezug auf die Rezeptoren stattgefunden haben kénnte, d.h.
es erfolgt auch eine Aktivierung der Genexpression durch beide ER-Subtypen. Zum anderen
kommt im Gegensatz zu in-vitro-Versuchen auch eine Metabolisierung des 4-MBC in Frage.
Die Arbeitsgruppe um Volkel et al. beschreibt nach oraler Administration des 4-MBC
mehrere Metabolite, wobei das 4-MBC einem hepatischen first-pass-Effekt unterliegt und es
selbst nur in verhaltnismaRig geringen Konzentrationen messbar ist (Volkel et al. 2006). Von
den Metaboliten selbst existieren bisher keine Erkenntnisse (iber eine mogliche Ostrogenizitat

oder Rezeptorpraferenz.
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Wichtig fir die Risikoevaluation fur den Menschen ist, ob es durch eine dermale Applikation
von 4-MBC (Uberhaupt zu einer systemischen Exposition kommen kann. Dies konnte die
Arbeitsgruppe um Janjua et al. fur eine einwtchige Applikation einer Hautcreme mit 10% 4-
MBC-Gehalt nachweisen. Dabei liel sich 4-MBC sowohl im Plasma in einer Konzentration
von 20ng/ml und Urin von 5 bzw. 7ng/ml finden, wobei sich keine Interferenzen mit der
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse zeigten (Janjua et al. 2004). Soeborg et al.
vermuten jedoch eine hohere dermale Permeation bei geschéadigter Haut (Soeborg et al. 2007).
Auch Schauer et al. konnten nach dermaler Applikation systemisch messbare Konzentrationen
des 4-MBC oder dessen Metabolite bei Menschen und Ratten finden, sehen aber eine
vergleichsweise ausgedehntere Biotransformation in der Ratte (Schauer et al. 2006).

In dem gewéhlten Versuchsmodell wurde 4-MBC oral appliziert. Eine Exposition des
Menschen Uber eine Akkumulation dieses lipophilen UV-Filters in der Nahrung erscheint
daher moglich, zumal Untersuchungen an Fischen in Schweizer Seen und Fliissen messbhare
Belastungen mit diesem UV-Filter gezeigt haben (Buser et. al 2006). Bedacht werden sollte
an dieser Stelle, dass eine mogliche Akkumulation des Stoffes im Fettgewebe zu hdheren
Expositionswerten und langerer Expositionsdauer fihren kann, als es durch einen
kurzfristigen Kontakt wie z.B. das Auftragen einer Sonnencreme kommen konnte.

Hinweise verdichten sich, dass Gemische von xenodstrogenen Substanzen zu einem
Synergismus ihrer Effekte fuhren konnen. Unléngst wurde in in-vitro-Versuchen dieser
Sachverhalt auch fir 4-MBC dargestellt (Kunz und Fent 2006, Heneweer et al. 2005).
Alarmierend erscheint in diesem Zusammenhang die Vielfalt moglicher oder nachweislicher
endokriner Disruptoren.

Auch wenn in diesem Versuch die getesteten Dosierungen im Vergleich zum E2 sich um den
Faktor 17 (10 mg/kg/d) bis Faktor 1700 (1000 mg/kg/d) unterscheiden, kann dem 4-MBC
eine Unbedenklichkeit in der Verwendung als Lichtabsorber nicht bescheinigt werden.

Zwar ist eine Extrapolation der Ergebnisse im Rattenmodell auf den Menschen nicht ohne
weiteres moglich und als kritisch zu bewerten, jedoch kann bei hoch konserviertem
Hormonsystem ein Risiko fir den Menschen, insbesondere wéhrend hormonempfindlicher
Phasen nicht ausgeschlossen werden. VVon einem weiteren Gebrauch von 4-MBC als UV-

Filter ist daher abzusehen.
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5 Zusammenfassung

UV-Filter reprasentieren eine neue Klasse endokriner Disruptoren mit zumeist
xenoOstrogenen  Eigenschaften, die im  (berwiegenden  Anteil  wahrscheinlich
rezeptorvermittelt sind. Durch mehrere Screening-Verfahren insbesondere den Uterotrophie-
Test wurde dabei der Lichtabsorber 4-MBC als Chemikalie mit 6strogener Potenz
identifiziert.

Im Rahmen des EURISKED-Projekts sollte in diesem Versuch neben dem von der OECD
geforderten screening-artigen Uterotrophie-Test das xenodstrogene Potential des 4-MBC auch
in weiteren Organen charakterisiert werden. Da nahezu alle Organe 6strogenrezeptiv sind, die
Ostrogenwirkung jedoch abhingig von Zellausstattung und Liganden gewebe- und
genspezifisch ausfallen kann, erscheint eine gewissenhafte Risikobewertung eines solchen
Stoffes nur multi-organ bezogen sinnvoll (multi-organic risk assesment). Daher wurden
mehrere Organe des weiblichen Reproduktionstrakts (Uterus, Vagina, Mamma), die
ubergeordnete Hypophyse und die Leber untersucht, um organabhangigen Auswirkungen
Rechnung zu tragen. Zudem wurden sie auf molekularbiologischer und histologischer Ebene
untersucht, um letztlich NOEL und LOEL des 4-MBC benennen zu kénnen.

In einem flinftagigen Versuch wurden hierzu ovariektomierte Sprague-Dawley-Ratten in funf
Dosierungen und einem breiten Dosisbereich (10mg/kg/d bis 2000mg/kg/d) mit 4-MBC durch
Gavage-Applikation behandelt und mit den Kontrollgruppen verglichen. Als Kontrollen
fungierten ovariektomierte Ratten ohne Behandlung (alleinige Gavage mit Olivendl) sowie
eine mit Ostradiol behandelte Gruppe (600pg/mg/d).

In dieser Arbeit konnte 4-MBC eindeutig als xenodstrogene Substanz identifiziert werden,
wenn auch mit einer vielfach schwéacheren Potenz als Ostradiol.

Neben der Bestatigung des positiven Uterotrophie-Tests, bei dem die 4-MBC-Hochstdosis
48,5% des Effekts von E2 ausloste, konnte gezeigt werden, dass 4-MBC auch auf
molekularbiologischer Ebene eine E2-Wirkung imitiert. 4-MBC zeigte dem Ostrogen
entsprechende Eigenschaften wie z.B. im Uterus eine signifikante Expression des
Wachstumsfaktors IGF1 zu induzieren bzw. in der Leber zu reprimieren. Hierbei zeigte sich
eine klare Dosisabhdngigkeit. Entsprechende Ergebnisse zeigten sich fur die uterine
Expression des Komplementfaktors C3.

In der Vagina kam es ab einer Dosierung von 333mg/kg/d zum Nachweis eines Ostrusartigen

Zellbildes mit aufgeqollenen, keratinisierten Epithelzellen. Auch die Cornifinexpression
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erfahrt analog dem Ostradiol zumindest im oberen Dosisbereich eine dosisabhangige, wenn
auch nicht signifikante Steigerung durch 4-MBC.

Aufgrund der Gewebeheterogenitdat der Brustdrise sind PCR-Analysen schwierig zu
beurteilen, weshalb fir xenodstrogene Effekte des 4-MBC auf dieses Organ
histomorphologische und immunhistochemische Methoden gewéhlt wurden. Fir die
morphologische Beurteilung wurde ein Score-Bewertungssystem herangezogen, in dem die
luminale Entwicklung der Endstlicke des Drusenepithels von eins bis finf bewertet wurde. Im
Median erreichten die beiden hoheren 4-MBC Dosierungen einen Score von 3 bzw. 4,
wohingegen Ostradiol nur Score 2 bzw. 3 erreichte. Erwahnenswert ist auch die durch
Ostrogen induzierte Sekreteinlagerung in das Lumen, die in der 4-MBC Hdchstdosis ein
fulminant vesikuldres Erscheinungsbild bekommt.

Aufgrund seiner mitogenen Eigenschaften wird dem Ostrogen eine Rolle in der Entstehung
des Mammakarzinoms zugeschrieben. Durch eine immunhistochemische Farbung konnte eine
klar dosisabhangige Steigerung der Expression des Proliferationsmarkers PCNA durch 4-
MBC nachgewiesen werden, die hingegen zu Ostradiol aber keine Signifikanzen zur
Negativkontrolle erreichte.

Interessante Ergebnisse konnten bei der Expression der B-Untereinheit des luteinisierenden
Hormons (LH) in der Hypophyse gefunden werden, wo sich ein glockenférmiges
Abhangigkeitsverhaltnis abzeichnet. Nur die hohen und niedrigen 4-MBC-Konzentrationen
konnten entsprechend einem 0Ostrogenen Effekt eine signifikante Repression herbeifuihren.
Diese Daten konnten fir eine unterschiedliche Beeinflussung von LH-Sekretion und LH-
Produktion in Abhdangigkeit der Dosis sprechen. Maoglicherweise deuten sich hier
partialagonistische / -antagonistische Effekte an.

Die Expression beider ERs in der Hypophyse, insbesondere des ERf, wurde durch 4-MBC
induziert, wobei diese Fahigkeit mit steigender Dosierung sank. E2 induziert hingegen nur die
ERa-Expression. 4-MBC verursacht somit eine zum Ostrogen komplementire Verschiebung
der Rezeptorverhéltnisse, was Folgen fir die Feedback-Mechanismen in diesem
Steuerungselement haben kénnte. Im Gegensatz hierzu zeigt 4-MBC im Uterus eine dem
Ostrogen analoge Aktionsweise, die ERB-Expression zu reprimieren, wohingegen die ERa-
Expression unangetastet bleibt. Dieser Sachverhalt konnte 4-MBC als SERM identifizieren.
Von 15 erhobenen Parametern zeigte sich am hé&ufigsten (finf Parameter) ein NOEL von
100mg/kg, entsprechend einem LOEL von 333 mg/kg, drei von 15 Parametern wiesen ein
NOEL von 333mg/kg auf. Die Ergebnisse weisen jedoch Hypophyse und Uterus als sensible

Organe aus, bei denen kein NOEL festgelegt werden kann. Da jedwede Beeinflussung eines
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Organismus durch 4-MBC auller der gewinschten UV-Absorption als adverser Effekt zu
bewerten ist, kann bei den getesteten Dosierungen eine Stérung des hormonellen
Gleichgewichts nicht ausgeschlossen werden. VVon einem weiteren Gebrauch des 4-MBC als
Lichtabsorber sollte daher abgesehen werden.
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