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Einleitung

Im Zuge der Industrialisierung kam es in den letzten Jahrzehnten zu einem zuneh-
menden Einsatz von Pestiziden zum Schutz von Ernteertrdgen (Swedenborg et al.
2009). Die Pestizide gelangen Uber die Pflanzen und das Grundwasser in die
Nahrungskette von Mensch und Tier, wodurch sie sich nachteilig auf die Gesundheit
auswirken konnen. Die amerikanische Umweltorganisation U.S. Environmental
Protection Agency (EPA) schreibt auf ihrer Internetseite, dass bereits in den 1990er
Jahren einige Wissenschaftler vermuteten, dass gewisse chemische Substanzen das
Hormon-system von Lebewesen beeinflussen und so gesundheitliche Schéden
hervorrufen kdnnten (http://www.epa.gov/endo/). Hormone sind Botenstoffe, die von
endokrinen Drusen gebildet werden und Uber den Blutweg an ihr Zielorgan gelangen.
Sie dienen in den verschiedenen Organsystemen als Signalubermittler, koordinieren
die ver-schiedenen Korperfunktionen und erlauben dem Organismus so, auf &ullere

Reize zu reagieren.

Wissenschaftler zeigten sich zunehmend besorgt tiber die mdglichen gesundheitlichen
Folgen und auch in der Offentlichkeit und den Medien gewannen Endokrine Dis-
ruptoren (ED) erhohtes Interesse. Bei ED handelt es sich um Substanzen, die in zahl-
reichen Dingen des alltdglichen Lebens vorkommen und in der Lage sind, in das
Hormonsystem einzugreifen (Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Seit Mitte der 1990er
Jahre treffen sich internationale Gesundheits- und Umweltorganisationen, um sich
Uber den neuesten Forschungsstand und neue Erkenntnisse auszutauschen. Zahlreiche
Studien flhrten bereits zu dem Ergebnis, dass ED eine erhebliche Gefahr fur die
Gesundheit der Gesamtbevolkerung darstellen (Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Bei
einem internationalen Treffen der Europédischen Kommission 1996 in Weybridge/UK
wurden die ED sinngeméR als exogene Substanzen oder ein Gemisch aus Substanzen
definiert, das die Funktion der Hormone verdndert und folglich un-glinstige
Auswirkungen auf die Gesundheit eines intakten Organismus und dessen
Nachkommen hat (Damstra et al. 2002). Dabei kénnen ED natirlicherweise vor-
kommen oder kunstlich hergestellt sein (Patisaul und Adewale 2009). 1998 wurde von
der Europdischen Kommision eine ,,Endocrine Disruptor Testing and Assessment

Task Force™ (EDTA) eingerichtet mit dem Ziel, einheitliche Testmethoden fur ED zu
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entwickeln. Zwischen 2000 und 2006 wurden insgesamt knapp 600 Substanzen auf
ihre Wirkung hin untersucht, wovon sich etwa die Halfte der Substanzen als ED
bestatigten (Commission Staff Working Document 2007). Sie kommen in vielféltigen
Bereichen des alltaglichen Lebens vor und kénnen unterteilt werden in zwei Gruppen.
Es gibt zum einen die kunstlich hergestellten Chemikalien, wie beispielsweise
Losungs- und Gleitmittel, die hdufig in der Industrie verwendet werden. Auflerdem
kommen sie in Kosmetika, Plastikverpackungen und Weichmachern vor sowie in
Pestiziden und Fungiziden. Zum anderen gibt es die ED, die natirlicherweise in
Nahrungsmitteln und pflanzlichen Stoffen wie zum Beispiel in Sojabohnen, aber auch
in Rotwein und Bier vorkommen (Diamanti-Kandarakis et al. 2009, Loizzo et al.
2011, Izzo et al. 2010, Zhang et al. 2011).

ED sind in der Lage, auf verschiedene Art und Weise das Hormonsystem zu
beeinflussen. So gibt es ED, die die Hormonwirkung imitieren und beispielsweise
ostrogenédhnliche Wirkung haben oder aber den Hormonrezeptor blockieren, ohne eine
Antwort in der Zielzelle hervorzurufen, wie es bei den ED mit antiandrogener
Wirkung der Fall ist. Daneben existieren noch etliche weitere Wirkmechanismen, zum
Beispiel Uber andere nukledre Rezeptoren wie den Thyroidhormon-Rezeptor (TSHR)
oder den Retinoid-X-Rezeptor (RXR) und Peroxisom-Proliferator-aktivierte
Rezeptoren (PPAR) (Swedenborg et al. 2009).

Andropause

Der Begrift ,,Andropause® entstand als Anlehnung an den Begriff der Menopause bei
der Frau. Neben dem Begriff ,,Andropause existieren weitere Bezeichnungen, wie
beispielsweise ,,Ménnliche Menopause®, ,,Partielle Androgen-Defizienz des alternden
Mannes* oder ,,Late-onset-Hypogonadismus®, die alle die Beschwerden des Mannes
beschreiben sollen, die im Alter hdaufig auftreten (Pines 2011). In den letzten Jahren
beschaftigten sich zahlreiche Wissenschaftler mit der Frage, ob die Andropause als
Aquivalent zur Menopause anzusehen ist. Fest steht, dass es bei Mannern wie auch bei
Frauen mit zunehmendem Alter zu einer Abnahme der Gonadenfunktion und damit zu
einem Absinken des Androgen- bzw. Ostrogenspiegels kommt. Allerdings geschieht
dies bei der Frau relativ abrupt mit einem volligen Verlust der ovariellen Funktion und
damit der Fertilitdit. Beim Mann dagegen nimmt die Funktion der Keimdriisen
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allméhlich Uber einen langeren Zeitraum ab und unterliegt interindividuellen
Schwankungen, die Fertilitdt bleibt hdufig bis ins hohe Alter erhalten (Vermeulen
2000). Dennoch treten beim Mann im Alter gewisse Symptome auf, die auch junge
Méanner mit Gonadenunterfunktion zeigen, wie beispielsweise Libidoverlust,
Abnahme der Muskelmasse und der Muskelkraft, Antriebsarmut, Zunahme des
Bauchfetts und Insulinresistenz, Veranderungen des Lipidstoffwechsels und
Atherosklerose sowie Abnahme der Knochendichte und Impotenz. Dies lasst einen
Zusammenhang der Symptome mit der Abnahme des Testosteron (T)-Spiegels im

Alter vermuten (Vermeulen 2000).

Vermeulen beschéftigte sich in zahlreichen Studien mit der Andropause und kam zu
dem Schluss, dass die Symptome, unter denen der Mann im Alter leidet, wenig
spezifisch fur die Abnahme der T-Produktion, sondern multifaktoriell bedingt seien
(Vermeulen 2000). Einen direkten und signifikanten Zusammenhang fanden
Vermeulen et al. zwischen der Muskelmasse und der Konzentration an freiem T: Hier
erzeugte T eine Hypertrophie der Muskelzellen einhergehend mit einer Zunahme des
Muskelzelldurchmessers (Vermeulen et al. 1999). Vermeulen et al. fanden bereits
1996 heraus, dass weniger das Gesamt-Plasma-T im Alter abnimmt (35 % zwischen
dem 25. und dem 75. Lebensjahr), als vielmehr das freie T, namlich von 430+100 auf
22080 pmol/l, was eine Abnahme von 50-60 % darstellt. Grund dafiir ist ein Anstieg
des Sexualhormon-bindenden Globulins (SHBG), welches das freie T bindet
(Vermeulen et al. 1996). Zu direkten Auswirkungen der Andropause auf den
Herzmuskel findet man nur sehr wenig in der Literatur. Ein T-Defizit wird haufig bei
einer chronischen Herzinsuffizienz beobachtet (Malkin et al. 2010, Volterrani et al.
2012, Kang et al. 2012, Guder et al. 2011). Allerdings ist bislang ungeklart, ob der
niedrigere T-Spiegel Ursache oder Folge der Herzinsuffizienz ist (Malkin et al. 2010,
Guder et al. 2011). Hewitson et al. fanden heraus, dass die Kastration vor
altersbedingter Fibrosierung des Herzmuskels schiitzt, wahrend von aulRen zugefiihrtes
T diese beglnstigt (Hewitson et al. 2012). Gegenwadrtig wird die
Hormonersatztherapie der Manner kontrovers diskutiert. So vermuten Kang et al.
einen gunstigen Effekt einer Androgentherapie bei der Behandlung einer
Herzinsuffizienz (Kang et al. 2012), Urhausen et al. dagegen beschreiben einen
schadlichen Effekt einer Androgensubstitution bei Kampfsportlern durch Hypertrophie
des Herzmuskels (Urhausen et al. 2004).



1.2

Hypertrophie und Hyperplasie des Herzmuskels

Die kardiale Hypertrophie ist einer der Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung eines
Herzversagens und gilt selbst als prognostisch ungiinstig (Regitz-Zagrosek et al.2010).
Da es auch bei der Entstehung und Auspragung der Herzhypertrophie Unterschiede
zwischen den Geschlechtern gibt, liegt der Einfluss von Sexualhormonen nahe
(Carroll et al. 1992, Krumholz et al. 1993, Regitz-Zagrosek et al. 2010). Diese
Vermutung konnte in Tiermodellen bestétigt werden. So wiesen beispielsweise Pelzer
et al. spezifische, d.h. 0Ostrogenrezeptorvermittelte Ostrogenwirkungen im
Rattenmodell nach (Pelzer et al. 2002). Van Eickels et al. zeigten im Mausmodell eine
Abschwéchung der Myokardhypertrophie nach Druckbelastung durch die Gabe von
Ostradiol (E) (van Eickels et al. 2001). Neben den Ostrogenrezeptoren (ER) ERo und
ERP konnte auch der Androgenrezeptor (AR) in Kardiomyozyten und kardialen
Fibroblasten nachgewiesen werden. Somit ist auch die direkte Wirkung des Androgens
T auf den Herzmuskel mdéglich. Sowohl die beiden ER als auch der AR kommen bei
beiden Geschlechtern vor (Grohé et al. 1997, Meyer et al. 1998, Marsh et al. 1998). Es
wird vermutet, dass die ER Einfluss auf die kardiale Hypertrophie und die
Herzinsuffizienz haben. Beide ER werden in diesen Féllen hochreguliert
(Mahmoodzadeh et al. 2006, Nordmeyer et al. 2004). Es ist bekannt, dass die beiden
ER-Subtypen ERa und ERf in verschiedenen Organen und Geweben unterschiedliche
Funktionen und Wirkungen besitzen (Zhu et al. 2002, Krege et al. 1998, Dupont et al.
2000, Hall et al. 2001). Der unselektive ER-Agonist 17p-Ostradiol bewirkte im
Tiermodell am Herzen eine Abschwdachung der Hypertrophie (van Eickels et al. 2001,
Babiker et al. 2004). Einige Arbeitsgruppen haben sich in den letzten Jahren mit der
Frage beschaftigt, durch welchen der beiden Rezeptoren es zu diesem Effekt kommt
oder ob es einer Aktivierung beider Rezeptoren bedarf. Pelzer et al. fanden heraus,
dass die Gabe des selektiven ERa-Agonisten 16a-LE2 zu einer absoluten
Verminderung des Herzgewichts sowie zu einer relativen Verminderung des
Herzgewichts im Verhéltnis zum Korpergewicht fuhrt. Damit ware die alleinige
Aktivierung des ERa ausreichend, um eine Abschwichung der Herzhypertrophie zu
erzielen. Da 16a-LE2 keine Auswirkung auf den Blutdruck aufweist, ist anzunehmen,
dass die Wirkung auf die Herzhypertrophie direkt tber die Myokardzellen erfolgt
(Pelzer et al. 2005). Der selektive ERPB-Agonist 83-VE2 dagegen wirkt einer
Herzhypertrophie zwar ebenfalls entgegen, indem er allerdings - hauptsachlich - den
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Blutdruck und damit die Nachlast des Herzens senkt (Jazbutyte et al. 2008).

Anders als die pathologische Herzhypertrophie, die in Folge mechanischer Belastung
durch z.B. erhdhten Blutdruck oder durch neuronale oder humorale Faktoren entsteht
(Ritter und Neyses 2003), wird die physiologische Hypertrophie durch korperliches
Training oder im Rahmen einer Schwangerschaft hervorgerufen (Regitz-Zagrosek et
al. 2010). Sie unterscheidet sich von der pathologischen Hypertrophie durch die
vorwiegend konzentrische Hypertrophie des Herzmuskels, die fehlende Fibrose und
die Reversibilitdt. Auch bei der physiologischen Hypertrophie treten Unterschiede
zwischen den Geschlechtern auf, was den Einfluss von Sexualhormonen
wahrscheinlich macht. So entwickelt sich aus der physiologischen Hypertrophie bei
Vorhandensein pathologischer Stimuli bei Mannern héaufiger eine pathologische
Herzhypertrophie als bei Frauen. Im Mausmodell fiihrte kdrperliches Training bei den
Weibchen zu einer starkeren Auspragung der physiologischen Hypertrophie als bei
den Mannchen (Regitz-Zagrosek et al. 2010). Generell zeichnet sich die kardiale
Hypertrophie durch eine anormale VergroBerung des Zellvolumens der
Kardiomyozyten aus (Ritter und Neyses 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde als
MaR fur die Auspragung einer Hypertrophie die Muskelfaserflache im Querschnitt der

einzelnen Herzmuskelzellen herangezogen.

Im Gegensatz dazu kommt es bei der Hyperplasie zu einer VergrélRerung der
Herzmuskelmasse durch Vermehrung der Kardiomyozyten mittels mitotischer
Zellteilung. Diese Proliferation der Herzmuskelzellen wurde in der vorliegenden
Arbeit mittels der Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)-Féarbung erfasst.
Mithilfe dieser Farbung lassen sich diejenigen Zellen anfarben, die sich gerade in
Zellteilung befinden. So kann der Anteil der in Proliferation befindlichen Zellen
ausgezéhlt und eine Aussage uber die Proliferationsaktivitdt des Herzmuskels
getroffen werden. Adulte Herzmuskelzellen sind hochspezialisierte, ausdifferenzierte
Zellen. In der fetalen Phase vermehren sie sich rasch, bis sie perinatal ihre
Proliferationsfahigkeit verlieren. Danach finden zwar weiterhin Zellkernteilungen
statt, allerdings ohne dass es zur kompletten Zellteilung kommt (azytokinetische
Mitose). So weist ein Grofiteil der adulten Kardiomyozyten zwei Zellkerne auf (Li et
al. 1997). Normalerweise sind die adulten Herzmuskelzellen nicht in der Lage, wieder

in den Zellzyklus einzutreten und sich zu vermehren (Dimmeler et al. 2005). Auf
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Wachstumsstimuli wie Druck- oder VVolumenbelastung reagieren sie typischerweise
mit Zellhypertrophie (Ahuja et al. 2007). Vor einigen Jahren wurden allerdings
kardiale Stammzellen entdeckt, also Vorlduferzellen, die sich vermehren und zu
Kardiomyozyten ausdifferenzieren konnen (Dimmeler et al. 2005, Anversa et al. 2006,
Engel et al. 2005). Dies flhrte zu einem grofl3en Interesse bei Forschern und Klinikern
im Hinblick auf neue Therapiemdglichkeiten bei akuter oder chronischer ischamischer
Herzerkrankung (Leri et al. 2011, Centola et al. 2008, Srivastava und Ivey 2006,
Dimmeler et al. 2005). Bis heute bleibt allerdings unklar, inwieweit diese kardialen
Vorlauferzellen therapeutisch genutzt werden koénnen. Das Herz bleibt auch nach
neuesten Erkenntnissen ein Organ mit geringem Regenerationspotenzial nach
ischamischen Schéden und reagiert auf pathologische Stimuli wie Druck- oder
Volumenbelastung vorwiegend mit Hypertrophie der Kardiomyozyten (Ahuja et al.
2007).

Substanzen

Die untersuchten Testsubstanzen konnen unterteilt werden in die beiden
Steroidhormone Testosteron und Ostradiol sowie Phytodstrogene, UV-Filtersubstanzen

und Pestizide.

Steroidhormone

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Substanzen greifen alle in das Steroid-
hormonsystem ein. Sie wurden auf ihre dstrogene bzw. antiandrogene Wirkung hin

untersucht.

Wirkungsweise

Hormone gelangen von ihrem Bildungsort Gber den Blutweg zu ihrem Zielorgan. Auf
Grund ihrer hydrophoben Eigenschaften werden Steroidhormone mit Hilfe von
spezifischen Trégerproteinen im Blut transportiert und kdnnen wegen ihrer geringen
GroRe und ihrer Lipophilie ungehindert durch die Plasmamembran diffundieren. Im
Zytosol der Zielzelle angekommen, binden die Steroidhormone an ein im Zytosol
befindliches spezifisches Rezeptorprotein. Daraufhin  kommt es zu einer
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Konformationsédnderung des Rezeptorproteins, wodurch der Transport des Hormon-
Rezeptor-Komplexes in den Zellkern ermdglicht wird. Dort bindet dieser Komplex an
hoch spezifische Desoxyribonukleinsaure (DNS)-Sequenzen, sogenannte Hormon-
Response-Elemente (HRE), und verandert so die Genexpression, wobei die Expression
entweder aktiviert oder reprimiert werden kann (Nelson und Cox 2009).

Steroidhormone konnen demnach die Bildung neuer Proteine hervorrufen,
wohingegen Peptidhormone schon vorhandene inaktive Proteine aktivieren kdnnen.
Die Proteinaktivierung ist ein sehr viel schnellerer Prozess als die Neusynthese von
Proteinen, weshalb Peptidhormone bereits innerhalb von Minuten wirken, wohingegen
Steroidhormone eher auf langsame, aber bestdndige Stoffwechselveranderungen

ausgelegt sind (Crapo 1988).

Androgene und Ostrogene

Als wichtigstes Androgen gilt das Testosteron (T), das wichtigste Ostrogen ist das
Ostradiol (E»).

Testosteron (T)

O

Abbildung 1: Strukturformel Testosteron

T wird - wie alle Steroidhormone - aus Cholesterin gebildet. Beim Mann findet die
Produktion von T hauptséchlich in den Leydigzellen der Hoden statt. Daneben werden
Androgene aber auch in der Zona reticularis der Nebennierenrinde synthetisiert. Diese
Androgene spielen beim Mann allerdings eine untergeordnete Rolle (Herold 2011).
Beim erwachsenen Mann betragt die tdgliche T-Bildungsrate 5-10 mg, die tagliche
Androstendion-Bildungsrate liegt bei 2-4 mg (Schweikert 2003). Aus T, dessen
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1.3.2.2

Synthese ab Beginn der Pubertét der Steuerung des Luteinisierenden Hormons (LH)
aus dem Hypophysenvorderlappen unterliegt, kann einerseits durch die 5-a-Reduktase
Dihydrotestosteron (DHT), andererseits mit Hilfe der Aromatase Estradiol gebildet
werden. Da der Metabolit DHT sehr viel starker wirksam ist als T, gilt er als der aktive
Metabolit des T. T selbst ist u.a. fur die Zunahme der Muskelmasse zustandig (Fauci
et al. 2009).

1 Androgenrezeptor (AR) und Wirkung

AR kommen im Zytoplasma und im Zellkern vor. Nach Bindung eines Androgens an
das Rezeptorprotein gelangt der Hormon-Rezeptor-Komplex in den Zellkern, wo er als
Transkriptionsfaktor ~ entweder direkt an die DNS oder an andere
Transkriptionsfaktoren, die bereits an der DNS lagern, bindet (Fauci et al. 2009).

AR werden in vielen Organen, u.a. in Herzmuskelzellen, exprimiert (McGill et al.
1980, Marsh et al. 1998).

Ostrogene

HO

Abbildung 2: Strukturformel Ostradiol (E2)

Ostrogene werden mit Hilfe der Aromatase, einem Enzym aus der Cytochrom P 450-
Familie, aus T bzw. Androstendion gebildet. Dabei kommt es durch Entfernen einer
Methylgruppe zur Bildung des fiir Ostrogene typischen aromatischen A-Ringes
(O’Donnell 2003). Es entsteht E, aus T, wohingegen das Ostrogen Ostron aus
Androstendion abgeleitet wird (Berg et al. 2007). Besonders viel Aromatase kommt
bei den weiblichen Individuen in den Granulosazellen der Ovarien vor, wo unter der
Steuerung des Gonadotropins Follikelstimulierendes Hormon (FSH) Ostradiol (E,) fiir

die Follikelreifung gebildet wird (Fauci et al. 2009). AulRerdem kommt die Aromatase
8



in vielen weiteren Geweben vor, beim Mann unter anderem auch im Hoden
(O Donnell 2003).

13221 Ostrogenrezeptoren (ER) und Wirkung

Wie alle Steroidhormonrezeptoren gehdren auch die ER zu den nukleéren Rezeptoren
(O'Donnell 2003). Nach Bindung eines Liganden heftet sich der Ligand-Rezeptor-
Komplex an spezifische Stellen der DNS, die sogenannten Ostrogen-Response-
Elemente (EREs) und reguliert somit mit Hilfe von Koaktivatoren die Transkription
verschiedener Gene (Berg et al. 2007). Lange Zeit kannte man nur einen ER (ERa),
bevor man in den 90'er Jahren eine zweite Form des Rezeptors, ERP, entdeckte
(Kuiper et al. 1996). Beide ER, ERa und ERpB, kommen sowohl bei der Frau als auch
beim Mann [z.B. in der Prostata (Ekman et al. 1983, Kuiper et al. 1996)] vor und sind
in der Lage, E; mit hoher Affinitat zu binden. Sie unterscheiden sich aber in ihrem
Vorkommen in verschiedenen Geweben bzw. Organen und in ihrer Affinitat zu
anderen 6strogenen Liganden (O Donnell 2003, Dahlman-Wright et al. 2003). So ist
im Uterus beispielsweise vor allem ERa zu finden, wohingegen in den
Granulosazellen der Ovarien hauptsédchlich ERB vorkommt. In anderen Geweben, wie
zum Beispiel dem Gehirn und im Kkardiovaskuldaren System, kommen beide
Rezeptoren vor (Wintermantel et al. 2007, Murphy und Korach 2007), vermitteln aber
unterschiedliche Effekte (Wintermantel et al. 2007). So kénnen die Ostrogene in
verschiedenen Geweben ganz spezifische und unterschiedliche Wirkungen
hervorrufen, eine Eigenschaft, die sich die Medizin zu therapeutischen Zwecken in
Form von Selektiven Ostrogenrezeptor-Modulatoren, den sogenannten SERMs, zu
Nutze gemacht hat (O Donnell 2003).

13222 Die Rolle der Ostrogene bei mannlichen Individuen

Auch wenn Ostrogene typischerweise als weibliche Sexualhormone betrachtet werden,
spielen sie bei méannlichen Individuen vor allem bei der Knochenneubildung und der
Knochendichte eine entscheidende Rolle (Schweikert 2003). Aufllerdem hemmen
Ostrogene die Bildung von Wachstumsfaktoren in der Leber, wodurch die
Epiphysenfugen geschlossen werden und das Langenwachstum eingestellt wird

(Goretzlehner et al. 2007). Die Ostrogene beim Mann werden hauptsachlich mit Hilfe
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der Aromatase aus T und Androstendion in peripheren Geweben gebildet. Nur etwa
15% des E, werden von den Hoden sezerniert. So waren Manner mit Aromatase-
Defizienz infolge nicht geschlossener Epiphysenfugen tberdurchschnittlich grof3 und
zeigten eine Osteopenie (Schweikert 2003). Aufgrund des Vorkommens von
Ostrogenen und ER bei mannlichen Individuen haben auch ED mit dstrogenéhnlicher
Wirkung, wie sie in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, Auswirkungen auf

den Mann und sind von besonderem Interesse.

Phytodstrogene

Als Phytoostrogene werden chemische Verbindungen bezeichnet, die in Pflanzen
enthalten sind und in ihrer biologischen Aktivitat sowie in ihrer chemischen Struktur
den Ostrogenen dhneln (Cos et al. 2003). Somit greifen sie in das Hormonsystem ein
und konnen als ED wirken. Entdeckt wurden die Phytodstrogene, als man auf der
Suche nach einer nebenwirkungsdrmeren Alternative zur Hormonersatztherapie zur
Linderung postmenopausaler Beschwerden war. Man kann die Phytodstrogene anhand
ihrer chemischen Struktur in vier Gruppen einteilen: Isoflavonoide, Flavonoide,
Stilbene und Lignane (Cos et al. 2003).

Genistein (Gen)

HO 0

HO (0]
OH

Abbildung 3: Strukturformel Genistein

Gen gehort zu den Isoflavonen und kommt hauptséchlich in Soja und Sojaprodukten
sowie in Rotklee vor (Rimoldi et al. 2007). Grundsétzlich ist Gen in der Lage, an beide
ER, also ERa und ERp, zu binden, jedoch mit einer etwas hoheren Affinitdt zu ERf
(Manas et al. 2004, Sullivan et al. 2011).
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Die Sojapflanze ist eine der am besten untersuchten Pflanzen in Hinblick auf die
Therapie von postmenopausalen Beschwerden. Beispielsweise konnte gezeigt werden,
dass Isoflavone protektiv hinsichtlich der Entstehung einer Osteoporose wirken
(Messina et al. 2004, Alekel et al. 2000), um nur einen der zahlreichen Effekte in der

Postmenopause zu nennen.

1.3.3.2 Resveratrol (Res)
OH
OH

Abbildung 4: Strukturformel Resveratrol

Res gehort zu der Gruppe der Stilbene und kommt in der Haut von Weintrauben,
Rotwein, Beeren und Erdniissen vor (Bottner et al. 2006, Bagchi et al. 2001).
Aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu E; ist Res in der Lage, an beide ER zu

binden und so die 6strogene Aktivitat im Korper zu erhéhen (Bagchi et al. 2001).

Auch Res wurde hinsichtlich seiner Wirkung auf postmenopausale Beschwerden hin
untersucht. So vermag es beispielsweise Hitzewallungen und Stimmungs-
schwankungen zu lindern (Bottner et al. 2006). Weiterhin wirkt Res als Antioxidans
(Bhat und Pezzuto 2002, Cadenas und Barja 1999, Lin und Tsai 1999) und besitzt
antikarzinogene (ElAttar und Virji 1999, Bhat et al. 2001) sowie antiinflammatorische
(Donnelly et al. 2004) Eigenschaften.
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1.34

8-Prenylnaringenin (8-PN)

Abbildung 5: Strukturformel 8-Prenylnaringenin

8-PN ist ein Flavonoid und in einem thail&ndischen Naturheilmittel enthalten, das aus
Annonengewéchsen hergestellt wird (Kitaoka et al. 1998) sowie in den weiblichen
Bluten des Hopfens und damit in geringen Mengen auch in Bier (Milligan et al. 1999)
zu finden ist. 8-PN wirkt als Ostrogen-Agonist und besitzt eine um ein Vielfaches
hohere Aktivitat als andere Phytodstrogene wie beispielsweise Gen (Kitaoka et al.
1998). In Hinblick auf die Pravention von Osteoporose zeigte 8-PN einen dhnlich
hohen protektiven Effekt wie E,. Im Vergleich zu anderen Phytodstrogenen wie Gen
und Res wurde die Knochendichte durch 8-PN deutlich starker erhoht (Sehmisch et al.
2008).

UV-Filter-Substanzen

Neben den Phytodstrogenen sind auch einige UV-Filter-Stoffe wie Benzophenon-2
(BP2), 4-Methylbenzyliden-Camphor (4-MBC) und Octylmethoxycinnamat (OMC) in
der Lage, als ED in das Hormonsystem einzugreifen. Auch den UV-Filter-Substanzen
werden 6strogene Wirkungen zugeschrieben. Sie kommen in diversen Kosmetika wie
Sonnencremes und Anti-Aging-Produkten vor, aber auch in Verpackungsmaterial zum
Schutz gegen lichtinduzierte Schaden (Schmutzler et al. 2007). Die ED werden
transkutan oder (ber die Nahrung aufgenommen und konnen so Einfluss auf das
Hormonsystem nehmen (Seidlova-Wauttke et al. 2006a, Schlecht et al. 2006).
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1.34.2

Benzophenon-2 (BP2)

O

Abbildung 6: Strukturformel Benzophenon-2

In verschiedenen Studien konnte die Wirkung von BP2 als ED gezeigt werden. So
fuhrte die Gabe von BP2 in Versuchen mit weiblichen Ratten in verschiedenen
Organen zu o6strogenagonistischen Effekten wie beispielsweise einem Anstieg des
Uterusgewichts, einer verminderten LH-Synthese in der Hypophyse und der Senkung
der Lipoproteine (Jarry et al. 2004, Schlecht et al. 2006). Weiterhin wird beschrieben,
dass BP2 in den Thyroidhormon-Regelkreis eingreift und eine Hypothyreose zur Folge
hat (Schmutzler et al. 2007, Jarry et al. 2004). Aufgrund seiner gesundheitsschadlichen
Wirkungen ist BP2 in der Européischen Union nicht mehr als UV-Filter in Cremes
und anderen Kosmetika zugelassen. Allerdings ist BP2 immer noch in vielen
Packungsmaterialien zum Schutz gegen Lichtschaden vorhanden, wenn auch in viel

geringerer Konzentration als in Sonnencremes (Schmutzler et al. 2007).

4-Methylbenzyliden-Camphor (4-MBC) und Octylmethoxycinnamat
(OMC)

O

Abbildung 7: Strukturformel 4-Methylbenzyliden-Camphor
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H;CO

Abbildung 8: Strukturformel Octylmethoxycinnamat

Wie BP2 greifen auch 4-MBC und OMC in das Hormonsystem ein. So wirken 4-MBC
und OMC am Uterus und der Vagina als schwache Ostrogen-Agonisten und wirken
dort stimulatorisch auf das Zellwachstum. Weiterhin zeigen beide Substanzen
Wirkungen auf Organsysteme, die nicht denen des E, entsprechen, weshalb
anzunehmen ist, dass sie tber andere Wirkmechanismen ablaufen als tber die ER
(Seidlova-Wuttke et al. 2006b, Klammer et al. 2007).

Pestizide

Pestizide werden grof¥flachig in der Landwirtschaft zum Schutz der Pflanzen vor
Mikroorganismen eingesetzt. Mittlerweile ist bekannt, dass bestimmte Pestizide als
ED Einfluss auf das Hormonsystem von Mensch und Tier nehmen kdnnen, wenn sie
uber das Trinkwasser oder die Nahrung aufgenommen werden. Die meisten Pestizide
besitzen — nicht wie die bisher besprochenen ED - Ostrogene Wirkung, sondern
antiandrogene Wirkung, weshalb sie vor allem bei mannlichen Individuen von

Bedeutung sind.

Linuron (Lin)
N”’D
H“N 0
Cl
Cl

Abbildung 9: Strukturformel Linuron
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Lin ist ein Herbizid und wirkt als schwacher AR-Antagonist, indem es den AR
kompetitiv.hemmt und somit die Androgeninduzierte Genexpression unterdriickt
(Lambright et al. 2000). Méannliche Feten, die in utero Lin ausgesetzt wurden, zeigten
u.a. ein verringertes Gewicht von Prostata, Samenblase und Nebenhoden sowie

Malformationen von Nebenhoden und Hoden (Hotchkiss et al. 2004).

Procymidon (Pro)
0 Cl
N
@] Cl

Abbildung 10: Strukturformel Procymidon

Pro wird zum Schutz von Obst und Gemduse vor Pilzbefall eingesetzt und konnte in
verschiedenen Frichten nachgewiesen werden (Gebara et al. 2011, Rodriguez et al.
2001). Pro besitzt im Vergleich zu Lin eine grof3ere Affinitdt zum AR und wirkt daher
als starkerer AR-Antagonist (Lambright et al. 2000).

Die orchidektomierte Ratte als Modell fur den Mann in der Andropause

Als Modell fir den Mann in der Andropause wurden in der vorliegenden Arbeit
orchidektomierte Ratten verwendet. Es wird vorrausgesetzt, dass der T-Spiegel durch
die Orchidektomie in &hnlichem Malie gesenkt wird wie beim Mann durch Reduktion
der T-Syntese im Alter. Ratten eignen sich besonders gut als Tiermodell, da ihre
Anatomie und Physiologie weitgehend bekannt ist. Seit mehr als einem Jahrhundert
dienen sie als Tiermodell fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, in den letzten zehn
Jahren konnten sogar mit Hilfe transgener Technologien die Gene identifiziert werden,
die bei der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen eine Rolle spielen (Bader
2010). Desweiteren sind Ratten als Tiermodell relativ kosteneffektiv und ihre kurze
Gestationsdauer bietet den Vorteil, dass ein groRer Umfang an Versuchstieren in

kurzer Zeit produziert werden kann (Hasenfu3 1998).
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1.5

Ziel der vorliegenden Arbeit

Aus der Einleitung ist klar geworden, dass ED im alltaglichen Leben in vielen
Bereichen vorkommen und deshalb von groliem 6ffentlichem Interesse sind. Es konnte
gezeigt werden, dass es ED gibt, die an ER und AR binden kdnnen und somit
Ostrogene bzw. antiandrogene Wirkung hervorrufen. Bislang hat sich die Wissenschaft
hauptsachlich mit den Auswirkungen der ED auf die Reproduktion von Mensch und
Tier auseinandergesetzt (Swedenborg et al. 2009). Insgesamt ist bisher wenig Uber die
Wirkung von Sexualhormonen, v.a. von Ostrogenen, auf den Herzmuskel mannlicher
Individuen bekannt. Da ER und AR aber auch am Herzen nachgewiesen werden
konnten (McGill et al. 1980, Marsh et al. 1998), war es Ziel der vorliegenden Arbeit,
die Wirkungen der ED auf den Herzmuskel zu untersuchen. Gibt es womdglich auch
positive Auswirkungen auf die Gesundheit, die bei der Therapie bestimmter
Erkrankungen oder prophylaktisch genutzt werden kodnnen? Bei der Therapie
postmenopausaler Beschwerden bei der Frau beispielsweise wurden bereits einige
Phytoostrogene, also pflanzliche Substanzen mit 6strogendhnlicher Wirkung, als
Alternative zur chemisch hergestellten Hormonersatztherapie untersucht (Wuttke et al.
2008). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob und inwieweit die
untersuchten ED schadlichen Einfluss auf den Herzmuskel haben und somit eine
Gefahrdung fir den Menschen darstellen konnten. Andererseits wird untersucht, ob es,
ahnlich wie bei der Therapie von postmenopausalen Beschwerden, auch Substanzen
unter den untersuchten Disruptoren gibt, die einen gunstigen Effekt auf den
Herzmuskel haben und so protektiv in der Therapie des Mannes in der Andropause

eingesetzt werden kénnten.
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2.1

Material und Methoden

Fur die vorliegende Arbeit wurden die fixierten und in Paraffin konservierten Organe
sowie die Daten des zeitlichen Ablaufs, der Versuchstiere, der Korper- und
Herzgewichte, des Tierfutters und der Futteraufnahme von einer Mitarbeitergruppe des
Department fur Endokrinologie zur Verfligung gestellt. Die Daten entstammen
folglich dem Datenpool dieser Abteilung und wurden auch von Anderen genutzt.
Diese Daten sind fir die Interpretation der Ergebnisse und das Verstandnis der
vorliegenden Arbeit zwingend notwendig, da sie die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Groflen ,,Herzmuskelfaserfliche* und ,,Anzahl der proliferierenden
Zellen des Herzmuskels* beeinflussen bzw. von diesen beiden Grofen beeinflusst

werden.

Zeitlicher Versuchsablauf

Fur den Tierversuch lag eine Genehmigung der Bezirksregierung Braunschweig vor
(Az  509.42502/01-36.03). Der  Versuch insgesamt, von der ersten
Computertomographie (CT)-Messung bis zur Obduktion des letzten Versuchstieres,
dauerte ca. vier Monate vom 16.02.2004 bis zum 07.06.2004 (vgl. Abb. 11). Wie alle
Versuche des Departments fur Endokrinologie der Universitdtsmedizin Gottingen

wurde er nach einem standardisierten Schema durchgefiihrt.

Den Beginn der Studie stellte die erste CT-Messung dar. Anhand dieser konnten die
Ausgangswerte der Knochendichte von Tibia und Vertebra gemessen und so eine
Aussage Uber den Zustand des Skeletts gemacht werden. Zu diesem Zeitpunkt waren
die Versuchstiere dieser Studie ca. drei Monate alt. Vor der CT-Aufnahme wurden die
Versuchstiere zur Wiedererkennung in einer kurzzeitigen Vollnarkose mit einem
Transponder (UNO MICRO-ID System, ISO-Transponder (12 mm), UNO
ROESVASTSTAAL BV Zerenaar) ausgestattet, der mithilfe eines Applikators in den
Nackenbereich injiziert wurde. AuBerdem wurden die Tiere zum ersten Mal gewogen
(Waage basic lite BL3, Sartorius). Nach Messung aller Tiere wurden die Tiere drei
Wochen lang ausschlieBlich mit sojafreiem Pelletfutter ohne Substanzzusatz (V1355,

sniff, Spezilititen GmbH, Soest) gefiittert, um den Kontakt mit Ostrogenaktiven

17



2.2

Substanzen auszuschlieBen. AnschlieBend erfolgte die Entfernung der Hoden der
Ratten (08.-11.03.2004), bevor direkt nach der Orchidektomie (orx) die Fitterung mit
substanzhaltigem Futter gemaR der vor dem Versuch vorgenommenen Einteilung in
Substanzgruppen startete. Jede Substanzgruppe umfasste zwischen zehn und zwolf
Tiere. Der Futterverbrauch eines jeden Kafigs wurde einmal pro Woche bestimmt und
das Futter in den einzelnen Kafigen einmal in der Woche auf 1500 g pro Kaéfig
aufgefiillt. Des Weiteren wurden die Tiere in regelmaligen Abstanden gewogen. Nach
drei Monaten erfolgte die zweite und gleichzeitig letzte CT-Messung jeder einzelnen
Ratte, wobei erneut das jeweilige Korpergewicht bestimmt wurde (KG). Etwa 13
Wochen nach Beginn der Futterung mit den Testsubstanzen wurde die Tétung der
Tiere durch Dekapitation vorgenommen. Bei der anschliefenden Obduktion wurden
Blut und verschiedene Organe zur Konservierung und spéteren Untersuchung
entnommen. Fur die vorliegende Dissertation wurde das Herz der Ratten von einer
Mitarbeitergruppe entnommen, prépariert und zur Verfugung gestellt. Weiterhin
wurden verschiedene Blutparameter (z.B. Leptin und Osteocalcin) zur Beurteilung des
Einflusses der Testsubstanzen auf die Knochendichte und das Fettgwebe durch das

technische Personal bestimmt.

1.CT, KG orx, KG KG KG 2.CT,KG Obduktion
>
[ Jl’ Jf J|7 JI7 JI7 >
0 Beginn 3 Wochen 7 Wochen 10 Wochen 12 Wochen 16 Wochen

Abbildung 11: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs (die Daten wurden vom
Department fiir Endkrinologie der Universitat Gottingen zur Verflgung gestellt) (0=Geburt der
Ratten, CT=Computertomographie-Messung, KG=Kdérpergewichts-Messung, orx=0rchidekto-
mie)

Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelt es sich um 164 selbstgezogene, mannliche Sprague-
Dawley (SD)-Ratten, die in der vierten Generation sojafrei geziichtet wurden. Die
urspriinglichen Mutter- und Vatertiere wurden von der Firma Winkelmann (Borchen,
Deutschland) bezogen. Zu Versuchsbeginn waren die Tiere ca. drei Monate alt
(Geburt der Tiere zwischen dem 03. und 18.11.2003) und wurden bis zu diesem
Zeitpunkt in Gruppen von sechs Tieren pro K&fig gehalten. Das Korpergewicht zu
Beginn des Versuchs betrug 375+26 g. Die Ratten hatten in den Kafigen jederzeit
Zugang zu sojafreiem Pellet-Futter [Pellet-Futter V 1354-000 sniff R-Z, 10 mm
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2.3

Phytoestrogenarm, Maus/Ratte (mit 21,7 % von Rohprotein)] und frischem
Trinkwasser (ad libitum). Bei den Kafigen handelte es sich um Makrolonkafige Typ
IV der Firma Techniplast Deutschland GmbH aus Hohenpreifienberg. Der Raum, in
dem die Kafige standen, war 12 Stunden pro Tag von 6 bis 18 Uhr beleuchtet (12h-
dark-light-cyclus) und hatte eine Raumtemperatur von ca. 23°C, sowie eine relative
Luftfeuchtigkeit von 55 %.

Orchidektomie (orx) der Ratten

Nach Aufteilung der Kafige in die jeweiligen Substanzgruppen wurden die drei
Monate alten Ratten ausgewahlter Kafige orchidektomiert (orx). Dieser Eingriff
erfolgte unter kurzzeitiger Vollnarkose durch CO,—Inhalation und anschlie3ender
intraperitonealer Injektion von Xylozin (Rompun®, Firma Bayer, Leverkusen) 2,5
mg/Tier, entsprechend 10 mg/kg Korpergewicht, und Ketamin (Hostaket®, Hoechst,
Bad Soden) 11 mg/Tier, entsprechend 45 mg/kg Korpergewicht, im Verhaltnis 4:5.
Die Dauer der Vollnarkose betrug zwischen 10 und 15 Minuten. Zum Schutz der
Augen vor Austrocknung wahrend der Operation wurde den Ratten ein

Feuchtigkeitsgel (Thilo-Tears®, Alcon) appliziert.

Fur die Entfernung der Hoden wurden zundchst durch Palpieren der Bauchhohle
beidseits die Hoden des Tieres aufgesucht. Nach medialer Inzision der Skrotalhaut
wurde das viszerale Peritoneum durchtrennt, um den Hoden praparieren und darstellen
zu konnen. Als Nachstes wurde der Ductus epididymidis mit seinen GefaRen zur
Unterbindung der Blutversorgung mithilfe von Vicrylfaden ligiert und anschlief3end
entfernt. SchlieBlich erfolgte eine Kontrolle des Operationsfeldes auf Blutungsfreiheit.
Nach Durchfuhrung des Prozederes auf der kontralateralen Seite wurde die
Skrotalhaut mittels Vicrylfaden wieder verschlossen. Zur Vermeidung einer
postoperativen Dehydratation wurde den Tieren 5 ml isotoner Kochsalzlésung der
Firma Braun subkutan verabreicht. Um die Narkose nach der Operation auszuleiten,
wurde den Versuchstieren Antisedan® (Antipamezolhydrochlorid, 10 ml, Pfizer)
intraperitoneal injiziert, wobei 0,3 bis 0,5 ml einer 10-prozentigen (%) LOsung mit
NaCl Verwendung fanden. Wahrend der Aufwachphase standen die Ratten unter

stdndiger Beobachtung.
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2.4

Tierfutter

Den Versuchstieren wurde ber einen Zeitraum von drei Monaten sojafreies Pellet-
Futter verabreicht. Die Firma sniff Spezialitditen GmbH (Soest, Deutschland) flgte
diesem Futter die zu untersuchenden Testsubstanzen zu (siehe Tabelle 1). Die
Dosierungen der Testsubstanzen wurden wie folgt gewdhlt, da in Voruntersuchungen
in diesen Dosierungen flr die jeweiligen Testsubstanzen 6strogene Wirkungen am

Uterus bzw. antiandrogene Wirkungen am Hoden nachgewiesen werden konnten.

Tabelle 1: Konzentration der einzelnen Testsubstanzen im sojafreien Basisfutter (die Daten
wurden vom Department fur Endkrinologie der Universitat Gottingen zur Verflgung gestellt),
[E,=Ostradiol; T=Testosteron; Gen=Genistein; Res=Resveratrol; 8-PN=8-Prenylnaringenin;
BP2=Benzophenon-2; 4-MBC=4-Methylbenzyliden-Camphor; OMC=0ctylmethoxycinnamat;
Lin=Linuron; Pro=Procymidon]

Testsubstanz Konzentration

Sojafreies und testsubstanzfreies

Kontrollfutter [Pellet-Futter V 1354-

000 sniff R-Z, 10 mm

Phytoestrogenarm, Maus/Ratte (mit

21,7 % von Rohprotein)]

E,-haltiges Futter ~ 4,3 mg E,-benzoat (entsprechend 2,5 mg
freies 17p-Estradiol)/kg Futter auf sojafreier
Basis

T-haltiges Futter 2,986 g T/kg Futter auf sojafreier Basis

Gen-haltiges Futter 1 g Gen/kg Futter auf sojafreier Basis

Res-haltiges Futter 0,84 g Res/kg Futter auf sojafreier Basis

8-PN-haltiges Futter 0,126 g 8-PN/kg Futter auf sojafreier Basis

BP2-haltiges Futter 2,5 g BP2/kg Futter auf sojafreier Basis

4-MBC-haltiges Futter 2,5 g 4-MBCl/kg Futter auf sojafreier Basis

OMC-haltiges Futter 12,5 g OMC/kg Futter auf sojafreier Basis

Lin-haltiges Futter 0,25 g Lin/kg Futter auf sojafreier Basis

Pro-haltiges Futter 1,25 g Pro/kg Futter auf sojafreier Basis

Die ungedffneten Tierfuttersdcke wurden in einem abgeschlossenen Kuhlraum bei -
20°C gelagert, die gedffneten Futterséacke fir die einmalige Fitterung pro Woche
durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe bei Raumtemperatur (ca. 20-23 °C) aufbewahrt.
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2.5

Ein Futtersack (15 kg) reichte, abh&ngig von der aufgenommenen Futtermenge, tber

einen Zeitraum von vier bis sechs Wochen.

Zum Schutz vor perkutaner Absorption und Inhalation trugen die Mitarbeiter beim

Umgang mit dem Futter Kittel, Einmal-Latexhandschuhe sowie Mund-Nasenmasken.

Organhistologie

Nach Abschluss des Versuches und Totung der Tiere wurden verschiedene Organe zur
Konservierung und weiteren Untersuchung entnommen. Dabei ging man fiir die
einzelnen Organe in gleicher Weise vor. Flr die vorliegende Arbeit wurde durch eine

Mitarbeitergruppe das Herz entnommen und prépariert.

Die Herzen wurden direkt nach der Entnahme flir maximal 72 Stunden in 10-%igem
Formalin (Firma Sigma®) aufbewahrt. Flir den weiteren Gebrauch mussten die
histologischen Préparate entwéssert und fixiert werden. Dazu wurden von den
technischen Mitarbeitern der Abteilung zunéchst Schnitte der einzelnen Organe
angefertigt, die in Einbettkasten aufbewahrt wurden. Mit Hilfe einer Zitadelle (Leica
TP 1020, V 2,0, Ordernummer: 070430101, Herstellung 03/98) wurden diese Schnitte
nacheinander in verschiedene Alkohol-, Xylol- und Paraffinlésungen getaucht und
anschlieRend verwahrt. Dabei diente die aufsteigende Alkoholreihe der Entwasserung,
das Paraffin der Stabilisierung der Organschnitte (Schema siehe Tabelle 2 im
Anhang).

Die Einbettk&sten wurden nach Entnahme aus der Zitadelle bis zur endgiltigen
Fixierung in einem Warmeschrank (Firma Schiitt Labortechnik, GFL 7601) bei 56-62
°C gelagert und nacheinander in einen Paraffinblock (Gerét: Leica EG 11404)
gegossen, welche anschlieBend eingefroren wurden. Spéter wurden die
paraffinfixierten, noch eingefrorenen Organschnitte in eigener Arbeit mithilfe eines
Mikrotoms (Leica Modell RM 2135, Fabriknummer: 2794/10.2000, Kat.-Nummer:
050029802) in Schichten von 3-5 pum Dicke geschnitten und auf einen Objekttréager
(Firma Menzel Superfrost Plus) aufgebracht. Zur Anfertigung der Herzpréparate
wurden insgesamt je zwei Tiere pro Substanzgruppe verwendet. Pro Organ wurden
jeweils zehn Schnitte von proximal nach distal aus dem Bereich der Herzapex
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2.7

angefertigt, so dass insgesamt 280 Préparate verwendet werden konnten (vgl. Abb.
12).

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Schnittfihrung zur Herstellung histologischer
Praparate im Bereich der Herzapex

Die eigene wissenschaftliche Arbeit umfasste weiterhin die Farbung der Préparate mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) sowie die immunzytologische Farbung mittels PCNA und

die mikroskopische Auswertung der histologischen Schnitte.

Héamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Bei jeweils vier Prdparaten einer Substanzgruppe wurde eine HE-Farbung der
histologischen Schnitte durchgefiihrt. Diese bestand aus einer absteigenden
Alkoholreihe, der eigentlichen Farbung und einer aufsteigenden Alkoholreihe

(Schema der HE-Farbung siehe Tabelle 3 im Anhang).

Die gefarbten Praparate konnten nun mithilfe eines Zeiss Axiophot-Mikroskops (Zeiss
Axiophot® Fotomikroskop, Fa. Zeiss, Carl Zeiss AG, Oberkochen), welches tber eine
digitale Fotokamera (ColorView, Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Minster) an ein Rechnersystem angeschlossen war, beurteilt und
ausgemessen werden. Das Softwareprogramm analySIS® der Firma Olympus (Soft

Imaging System, Miinster) wurde zur Messung und Evaluierung verwendet.

Immunzytologische Farbung mittels Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)

Fur die PCNA-Farbung mussten die histologischen Schnitte zuerst entparaffiniert

werden, bevor sie in absteigenden Alkoholkonzentrationen rehydriert werden konnten.
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Im Anschluss daran mussten die Epitope aufgefunden und die Préparate in
aufsteigenden Alkoholkonzentrationen wieder dehydriert werden. Daraufhin wurde die
Peroxidaseaktivitat der Zellen geblockt. Anschliefend wurden die Préparate erneut
rehydriert. Nach dem Blocken der nicht spezifischen Immunglobuline mit
Normalserum der Ziege wurde zundchst der Primérantikorper, dann der
Sekundéarantikorper aufgetragen und das Diaminobenzidine (DAB)-Reagenz
hergestellt. Im Anschluss daran wurde eine Gegenfarbung durchgefihrt, bevor die
Préparate wieder dehydriert und schliellich eingedeckt wurden (Schema der PCNA-
Féarbung siehe Tabelle 4 im Anhang).

Mikroskopie der Hadmatoxylin-Eosin (HE)-angeféarbten Praparate

Nach Féarbung der Herzpréparate mit HE (Verfahren siehe oben) wurden die Flachen
der Herzmuskelfasern im Querschnitt mithilfe des Axiophot-Mikroskops beurteilt.
Dazu wurde das Préparat in vier Quadranten (Q) unterteilt und nummeriert (siehe Abb.
13).

v

III I

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Objekttragers mit Unterteilung des histologischen
Schnittes der Herzapex in 4 Quadranten

In jedem Quadrant wurden zehn Myokardfaserflachen im Querschnitt bei einer 40,0-
fachen VergroRerung (Objektiv 20-fach, Okular 2,0-fach vergrofRert) mithilfe der
digitalen Fotokamera am Bildschirm des Computers gemessen. Dafiir wurde das
Programm analySIS® (Soft Imaging System, Olympus Soft Imaging Solutions,
Miinster) verwendet und die Werte anschlieBend in Excel®-Tabellen (Microsoft®)
Ubertragen. Um sicher zu gehen, dass die Muskelfaser im Querschnitt getroffen wurde,
wurde darauf geachtet, dass der Zellkern mdoglichst zentral liegt. Zur Dokumentation

wurden Fotos angefertigt (siehe Abb. 14).

23



2.9

Abbildung 14: Umrandung der quergeschnittenen Zellen, deren Flache zur Auswertung gemessen
wurde (Préaparat 1-4, 3. Q) (Q=Quadrant)

Mikroskopie der Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)-angefarbten Préparate

Zur Beurteilung der Proliferations-Aktivitat der Herzmuskelfaserzellen wurden pro
Préparat drei bis finf Gesichtfelder (in den nachfolgenden Abbildungen auch als Q
bezeichnet) eingestellt und fotografiert (Fotokamera: ColorView, Soft Imaging
System, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Minster). Bei einer 25,0-fachen
VergrolRerung (Objektiv  10-fach, Okular 2,5-fach vergroBert) und einem
WeilRabgleich von 850 pus wurden am Bildschirm des Rechners insgesamt 500 Zellen
pro Praparat mittels Zahlgerat abgezahlt (siehe Abb. 15) und die Anzahl der positiv
angefarbten Zellen in den jeweiligen Gesichtsfeldern notiert und in Excel®-Tabellen
Ubertragen (siehe Tabelle 5). Da fir die jeweiligen Substanzgruppen unterschiedlich
viele Préaparate zur Verfligung standen, wurden nach Auszahlung aller Praparate einer
Substanzgruppe die proliferationspositiven Zellen addiert und in Verhéltnis zur

Gesamtzahl der ausgezéhlten Zellen, also x mal 500 Zellen gesetzt (siehe Tabelle 6).
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Abbildung 15: VergrofRRerter Ausschnitt einer Gesichtsfeldeinstellung, proliferationspositive
Zellen Dbeispielhaft mit Pfeilen markiert (Praparat 1-10, 1.Q.) (Q=Quadrant, hier
Gesichtsfeldeinstellung)

Tabelle 5: Beispiel einer verwendeten Excel-Tabelle zur Ermittlung der gesamten Anzahl
proliferationspositiver Zellen: 1. Spalte: Proliferationspositive Zellen in den einzelnen
Gesichtsfeldern (Q), 2. Spalte: Gezahlte Zellen insgesamt, 3. Spalte: Gezahlte Zellen pro
Gesichtsfeld, 4.Spalte: Anteil der proliferationspositiven Zellen pro Gesichtsfeld. Gesamtzahl der
positiven Zellen und entsprechend der Anteil an positiven Zellen bezogen auf die insgesamt
gezéhlten 500 Zellen. (Préaparat 1-10) (Q=Quadrant, hier Gesichtsfeld)

1-10
Positiv Gesamt Einzeln Zellen im Q. |Anteil pos. Zellen im Q.

. Q. 25 142 142 17,61%
. Q. 4 264 122 3,28%
. Q. 15 385 121 12,40%
V. Q. 12 500 115 10,43%
Gesamt pos. 56

Entspr. % 0,11

Tabelle 6: Beispiel einer verwendeten Excel-Tabelle zur Berechnung des Anteils pro-
liferationspositiver Zellen an der Gesamtzahl gezahlter Zellen einer Substanzgruppe: 1. Spalte:
Alle Praparate einer Substanzgruppe; 2. Spalte: Anzahl proliferationspositiver Zellen; 3. Spalte:

insgesamt gezahlte Zellen; 4. Spalte: Anteil der proliferationspositiven Zellen an Gesamtzahl ge-
zéhlter Zellen

Anzahl positiver Zellen ge- Anteil der positiven Zellen an Zel-
Praparat Zellen zahlt len insgesamt
1,6 40 500
1,1 56 500
12,6 9 500
12,8 24 500
Gesamt 129 2000 0,0645



2.10 Statistische Methoden

Die Berechnung der Werte fiir die Statistik wurde mit dem Computerprogramm
GraphPad Prism 4® (Fa. GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) vorgenommen.
Dabei wurde das Signifikanzniveau auf p<0,05 festgelegt. Die statistische Auswertung
erfolgte durch die Anwendung einer Varianzanalyse fur wiederholte Messungen eines
Faktors (ANOVA) und anschlieBendem t-Tests nach Dunnett.
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3.1

Ergebnisse

Da die Tierversuche nicht selbst durchgefuhrt wurden, wurden alle Daten zu
Futterverbrauch, Gewichtsentwicklung und Herzgewichten vom Department flr
Endokrinologie zur Verfligung gestellt. Diese Daten sind fur die Interpretation und das

Verstandnis der Ergebnisse notwendig.

Futterverbrauch

Der Futterverbrauch pro Kafig wurde einmal in der Woche von Mitarbeitern der
Arbeitsgruppe gemessen und daraus der Verbrauch jeder einzelnen Ratte in dem Kéfig
pro Tag berechnet. So konnte die durchschnittlich von jedem Tier pro Tag
aufgenommene Substanzmenge ermittelt werden (siehe Tabelle 7 im Anhang). Die

Werte entstammen dem Versuchsprotokoll.

In den ersten drei Wochen des Versuchs bekamen alle Tiere das gleiche sojafreie
Pellet-Futter ~ ohne  Testsubstanzzusatz, um  fur alle Tiere dieselben
Ausgangsbedingungen zu schaffen. In dieser Zeit nahm jedes Tier durchschnittlich
20,13 g Futter pro Tag auf. Nach dieser Zeit wurden die Ratten orchidektomiert und
anschlieBend mit der jeweiligen Testsubstanz gefuttert. Es zeigte sich, dass T-haltiges
Futter mit 24,78 g pro Tag und Tier am meisten verbraucht wurde, wohingegen das
Futter, dem E; zugefligt war, am wenigsten aufgenommen wurde (18,89 g pro Tag und
Tier) (siehe auch Tabelle 7 im Anhang).

Insgesamt machte es keinen signifikanten Unterschied im Fressverhalten, ob die Tiere
orchidektomiert (orx) waren oder nicht. Dazu wurden die orchidektomierten und die
intakten, also unbehandelten Tiere verglichen, die keine Testsubstanzen erhalten
haben (Ko,orx vs. Tf,intakt) (vgl. Abb. 16).
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Abbildung 16: Durchschnittliche Futteraufnahme in drei Monaten (post-orx) in g/Tier/Tag (die
Daten wurden vom Department fur Endkrinologie der Universitdt Goéttingen zur Verflgung
gestellt), [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Grup-
pe; Ko=Kontrollgruppe; T=Testosteron-Gruppe; E,=Ostradiol-Gruppe; Gen=Genistein-Gruppe;
Res=Resveratrol-Gruppe; 8-PN=8-Prenylnaringenin-Gruppe; BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-
MBC=4-Methylbenzyliden-Camphor-Gruppe; OMC=0ctylmethoxycinnamat-Gruppe; Lin=Li-
nuron-Gruppe; Pro=Procymidon-Gruppe]

Gewichtsentwicklung

Der Versuch dauerte insgesamt ca. 16 Wochen. Wahrend dieser Zeit wurde das
Korpergewicht der Versuchstiere insgesamt sechsmal zu bestimmten Zeitpunkten
gemessen: Die erste Messung erfolgte wahrend des ersten CT-Scans und stellt den
Beginn des Versuchs dar. Die zweite Messung wurde drei Wochen spater nach der
Orchidektomie (orx) durchgefiihrt, in den darauffolgenden Monaten wurden die Ratten
jeweils einmal pro Monat gewogen. Eine weitere Gewichtsbestimmung erfolgte
wahrend des zweiten CT-Scans nach ca. zwolf Wochen, bevor die Tiere ein letztes
Mal unmittelbar vor der Obduktion 13 Wochen nach orx und Zufutterung der

Testsubstanzen gewogen wurden.
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Das durchschnittliche Kdrpergewicht der Ratten zu Versuchsbeginn betrug 374+11 g.
Da alle Tiere bis zur orx alle soja- und testsubstanzfreies Pellet-Futter erhalten hatten,
verlief die Gewichtszunahme bei den verschiedenen Substanzgruppen in den ersten
drei Versuchswochen bis zu diesem Zeitpunkt ohne signifikante Unterschiede. Erst
nach Zugabe der verschiedenen Testsubstanzen konnten unterschiedliche
Gewichtsentwicklungen entsprechend der verschiedenen Substanzgruppen festgestellt
werden. Dabei zeigte sich, dass die Tiere, die E,-haltiges Futter erhalten hatten, eine
im Vergleich zu den anderen Substanzgruppen geringere Gewichtszunahme
aufwiesen. Ihr mittleres Gewicht gegen Ende des Versuchs betrug ca. 410 g, was eine
durchschnittliche Gewichtszunahme von etwa 25 g darstellt. Die Ratten dagegen, die
Futter mit Res-Zusatz aufgenommen, sowie diejenigen Ratten, die Gen-haltiges Futter
zu sich genommen hatten, wiesen jeweils mit einer durchschnittlichen
Gewichtszunahme von ca. 89 g die im Vergleich zu den anderen Substanzgruppen
starkste Gewichtszunahme auf. Das mittlere Kérpergewicht der Res-Gruppe betrug am
Ende des Versuchs knapp 480 g. Das mittlere Gewicht der Gen-Gruppe lag bei knapp
450 ¢g. Das Korpergewicht der Ratten der Ubrigen Substanzgruppen lag am
Versuchsende zwischen 431 g und 455 g.

Beim Vergleich der nicht behandelten, intakten Tiere untereinander konnte festgestellt
werden, dass sowohl die Tiere, die Lin bekommen hatten als auch die Tiere, die Pro
erhalten hatten, signifikant weniger an Gewicht zunahmen als die Ubrigen, intakten

Tiere.

Die orx der Tiere bewirkte mit 66,36 g eine signifikant geringere Gewichtszunahme
im Vergleich zu den intakten Tieren mit einer Gewichtszunahme von durchschnittlich
94,75 g. Hierbei wurden nur die Tiere verglichen, die keine Testsubstanzen erhalten
hatten (Ko,orx vs. Tf,intakt) (vgl. Abb. 17).
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Abbildung 17: Verénderung des Korpergewichts nach drei Monaten Futter- und
Substanzaufnahme (die Daten wurden vom Department fiur Endkrinologie der Universitat
Gottingen zur Verfiigung gestellt), [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere;
Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko= Kontrollgruppe; T=Testosteron-Gruppe; E,=Ostradiol-
Gruppe; Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resveratrol-Gruppe; 8-PN=8-Prenylnaringenin-Gruppe;
BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC=4-Me-thylbenzyliden-Camphor-Gruppe; OMC=0Octyl-
methoxycinnamate-Gruppe; Lin=Linuron-Gruppe; Pro=Procymidon-Gruppe]
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Herzgewichte nach drei Monaten

Tabelle 8 zeigt die absoluten mittleren Herzgewichte nach drei Monaten Futtergabe.
Die Werte variieren um Werte zwischen 12,06 g (8-PN,orx) und 17,71 g (Pro,intakt).
Das Herzgewicht der orchidektomierten Kontrollgruppe Ko,orx betrug im Mittel
12,10 g.

Tabelle 8: Absolute mittlere Herzgewichte nach drei Monaten Futtergabe (die Daten wurden vom
Department fiur Endkrinologie der Universitat Gottingen zur Verfugung gestellt), [intakt=nicht
orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko=Kontroll-
gruppe; T=Testosteron-Gruppe; E,=Ostradiol-Gruppe; Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resvera-
trol-Gruppe; 8-PN=8-Prenylnaringenin-Gruppe; BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC=4-Me-
thylbenzyliden-Camphor-Gruppe; OMC=0ctylmethoxycinnamat-Gruppe; Lin=Linuron-Grup-
pe; Pro=Procymidon-Gruppe]

Substanzgruppe Herzgewicht (g) Substanzgruppe  Herzgewicht (g)
Ko,orx 12,10 8-PN,orx 12,06
Tf,intakt 14,73 BP2,0rx 14,07
T,orx 15,70 4-MBC,orx 14,24
E,,orx 13,43 OMC,orx 14,23
Gen,orx 13,38 Lin,intakt 14,72
Res,orx 13,95 Pro,intakt 17,71

In Abbildung 18 ist das Herzgewicht in Relation zum Kérpergewicht der jeweiligen
Substanzgruppe dargestellt. Die orchidektomierten Tiere, die 8-PN bekommen hatten
(8-PN,orx), zeigten hier mit einem Mittelwert von 2,69 % das prozentual geringste
Herzgewicht im Verhaltnis zum Koérpergewicht. Dieser Wert kommt dem relativen
Herzgewicht der orchidektomierten Kontrollgruppe mit 2,74 % sehr nahe. Das grofite
Herzgewicht in Relation zum Korpergewicht hat die Pro-Substanzgruppe mit 4,13 %
im Mittel. Die relativen Herzgewichte der (brigen Substanzgruppen variieren
zwischen 2,92 % (Res,orx) und 3,46 % (T,orx).
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil der mittleren Herzgewichte zum mittleren
Korpergewicht der einzelnen Substanzgruppen (nach drei Monaten Futter- und
Substanzaufnahme) [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=test-
substanzfreie Gruppe; Ko=Kontrollgruppe; T=Testosteron-Gruppe; E,=Ostradiol-Grup-
pe; Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resveratrol-Gruppe; 8-PN=8-Prenylnaringenin-Grup-
pe; BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC =4-Methylbenzyliden-Camphor-Gruppe;
OMC=0ctylmethoxycinnamat-Gruppe; Lin =Linuron-Gruppe; Pro=Procymidon-Grup-
pe]

Ubersicht tiber die Effekte der zu untersuchenden Testsubstanzen auf die
Muskelfaserflache und den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzmuskels

Die Effekte auf die Herzmuskelfaserflache

Als Kontrollgruppe dienten diejenigen Ratten, die orchidektomiert wurden und
sojafreies Futter ohne Testsubstanz erhalten hatten. Bei diesen Kontrolltieren betrug
die mittlere Myokardfaserflache der Herzmuskelfasern 194,6 umz2.  Signifikant
vergrollert waren die Faserflichen bei den orchidektomierten Ratten, die die
Testsubstanzen T, E,, Gen, Res, 8-PN und BP2 aufgenommen hatten, bei den intakten
Ratten ohne Substanzzusatz sowie den intakten Ratten der Substanzgruppen Lin und
Pro. Dabei war die mittlere Myokardfaserflache der intakten Lin-Gruppe mit 254,6
um2 am groBten. Insgesamt variierten die signifikant vergroRerten Faserflachen in

einem Bereich zwischen 218,4 pum? (Ezorx) und 254,6 pm?2 (Lin,intakt). Die
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Muskelfaserflachen der orchidektomierten Ratten, die 4-MBC und OMC erhalten
hatten, waren nicht signifikant veréndert (vgl. Abb. 19).
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Abbildung 19: Die Effekte der Testsubstanzen (nach dreimonatiger Zufuhrung tber das Futter)
auf die Muskelfaserflache des Herzens [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte
Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko=Kontrollgruppe; T=Testosteron-Gruppe; E,=Ostradiol-
Gruppe; Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resveratrol-Gruppe; 8-PN=8-Prenylnaringenin-Gruppe;
BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC=4-Methylbenzyliden-Camphor-Gruppe; OMC=0Octylme-
thoxycinnamate-Gruppe; Lin=Linuron-Gruppe; Pro=Procymidon-Gruppe]

Die Effekte auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzens

Bei der Messung des Anteils der proliferativen Zellen des Herzmuskels zeigte sich,
dass alle Testsubstanzgruppen bis auf die 8-PN-Gruppe einen erheblich geringeren
Anteil an proliferativen Zellen aufwiesen als die orchidektomierte Kontrollgruppe mit
einem Anteil von 6,5 %. Mit der Ausnahme der 8-PN-Substanzgruppe, deren Anteil an
proliferativen Herzmuskelzellen sich nur sehr wenig verringerte (6,2 %), sank der
Anteil an proliferativen Zellen bei den anderen Testsubstanzgruppen auf Werte
zwischen 1,6 % (4-MBC-Gruppe) und 3,0 % (Gen,orx-Gruppe) ab (vgl. Abb. 20).
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Abbildung 20: Die Effekte der Testsubstanzen (nach dreimonatiger Zufihrung Gber das Futter)
auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzmuskels [intakt=nicht orchidektomiert;
orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko=Kontrollgruppe; T=Tes-tosteron-
Gruppe; E,=Ostradiol-Gruppe; Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resveratrol-Gruppe; 8-PN=8-
Prenylnaringenin-Gruppe; BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC=4-Methylbenzyliden-Cam-
phor-Gruppe; OMC=0ctylmethoxycinnamat-Gruppe; Lin=Linuron-Gruppe; Pro=Procymi-don-
Gruppe]
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3.5

3.5.1

Im Folgenden wird dieselbe Abbildung mehrfach gezeigt, die relevanten

Substanzgruppen sind jeweils farblich hervorgehoben.

Die Effekte der Orchidektomie (orx) sowie von Testosteron (T) und Resveratrol (Res)

Die Effekte auf die Herzmuskelfaserflache

Es zeigte sich, dass im Vergleich zur orchidektomierten Kontrollgruppe (Ko,orx) die
Myokardfaserflache der intakten Tiere der Tf,intakt-Gruppe mit 227,7 um2 signifikant
vergroRert waren. Die Zufutterung sowohl mit T-haltigem als auch mit Res-haltigem
Futter fuhrte ebenfalls zu einer signifikanten VergroRerung der Muskelfaserflache. Die
Faserflache der mit T gefutterten Tiere betrug 232,9 um?, die der Res-Gruppe sogar
252,7 um2, Die Gabe von Res bewirkte also auch eine signifikante Vergro3erung der

Herzmuskelfaserflache im Vergleich zur intakten Gruppe Tf,intakt (vgl. Abb. 21).
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Abbildung 21: Die Effekte der Orchidektomie sowie von Testosteron und Resveratrol (nach
dreimonatiger Zufuhrung Gber das Futter) auf die Muskelfaserflache des Herzens [intakt=nicht
orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko=Kontrollgruppe;

T=Testosteron-Gruppe; Res= Resveratrol-Gruppe]
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3.5.2 Die Effekte auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzens

Die orx bewirkte einen Anstieg der Anzahl an proliferativen Zellen von einem
prozentualen Wert von 2,7 % der intakten Gruppe Tf,intakt auf 6,5 % (Ko,orx). Die
Zufutterung von T fiihrte zu einem Rickgang des Anteils an proliferativen Zellen auf
einen Wert von 1,9 %. Ahnlich wie T verhalt sich auch Res: Diese Substanzgruppe

weist eine Verringerung der proliferativen Zellen auf 1,9 % auf (vgl. Abb. 22).
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Abbildung 22: Die Effekte der Orchidektomie sowie von Testosteron und Resveratrol (nach
dreimonatiger Zufihrung Uber das Futter) auf den Anteil der proliferierenden Zellen des
Herzmuskels [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf testsubstanzfreie
Gruppe; Ko=Kontrollgruppe; T=Testosteron-Gruppe; Res=Resveratrol-Gruppe]
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3.6

3.6.1

Die Effekte der Orchidektomie (orx) sowie von Ostradiol (E2) und Genistein (Gen)

Die Effekte auf die Herzmuskelfaserflache

Die orx bewirkte eine signifikante Verringerung der Herzmuskelfaserflache von einem

Ausgangswert von 227,7 pum? (Tf,intakt) auf 194,6 umz2. Die Zufitterung von E; und

Gen fihrte zu einem Wiederanstieg der Myokardfaserflache auf Werte von 218,4 pm?

(Ez2) und 228,4 umz2 (Gen) (vgl. Abb. 23).
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Abbildung 23: Die Effekte der Orchidektomie sowie von Ostradiol und Genistein (nach
dreimonatiger Zufilhrung dber das Futter) auf die Muskelfaserflache des Herzens
[intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe;
Ko=Kontrollgruppe; E,=Ostradiol-Gruppe; Gen= Genistein-Gruppe]
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3.6.2 Die Effekte auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzens

Auch bei Betrachtung der proliferierenden Herzmuskelzellen zeigte sich, dass sowohl
E, als auch Gen den Effekt der orx, also die Vermehrung der proliferativen Zellen
(Ko,orx: 6,5 %), wieder riickgangig machten. E, senkte den Anteil an proliferativen
Zellen auf 2,6 %, Gen auf 3,0 % (vgl. Abb. 24).
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Abbildung 24: Die Effekte der Orchidektomie sowie von Ostradiol und Genistein (nach
dreimonatiger Zufuihrung Uber das Futter) auf den Anteil der proliferierenden Zellen des
Herzmuskels [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie
Gruppe; Ko=Kontrollgruppe; E,=Ostradiol-Gruppe; Gen= Genistein-Gruppe]
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3.7

3.7.1

Die Effekte der Phytotstrogene Genistein (Gen), Resveratrol (Res) und 8-
Prenylnaringenin (8-PN)

Die Effekte auf die Herzmuskelfaserflache

Die drei Testsubstanzen Gen, Res und 8-PN flihrten alle zu einer signifikanten
VergrolRerung der Herzmuskelfaserflache bei den jeweiligen Substanzgruppen im
Vergleich zur orchidektomierten Kontrollgruppe (Ko,orx). Dabei hat Res den grofiten
Effekt unter den drei Testsubstanzen. Hier betrug die mittlere Muskelfaserflache nach
drei Monaten Zufiitterung mit Res 252,7 um?. Gen bewirkte eine VergroRerung auf
228,4 um?, 8-PN eine VergroBerung auf 224,9 um?. Der Kontrollwert betragt 194,6
um? (vgl. Abb. 25).
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Abbildung 25: Die Effekte von Genistein, Resveratrol und 8-Prenylnaringenin (nach
dreimonatiger Zufihrung Uber das Futter) auf die Muskelfaserflache des Herzens [intakt=nicht
orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Ko=Kontrollgruppe; E,=Ostradiol-Gruppe;
Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resveratrol-Gruppe; 8-PN =8-Prenylnaringenin-Gruppe]
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3.7.2 Die Effekte auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzens

Die beiden Testsubstanzen Gen und Res senkten mit Werten von 3,0 % (Gen) und 1,9
% (Res) den Anteil der proliferierenden Zellen tendenziell, wohingegen 8-PN im
Vergleich dazu nur eine sehr geringe Wirkung auf den Anteil der proliferierenden
Herzmuskelzellen hatte. Die Tiere, die mit 8-PN-haltigem Futter gefiittert worden
waren, hatten am Ende des Versuchs einen Anteil an proliferierenden
Herzmuskelzellen von 6,2 %. Die orchidektomierte Kontrollgruppe zeigte einen Anteil
an proliferierenden Zellen von 6,5 % (vgl. Abb. 26).
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Abbildung 26: Die Effekte von Genistein, Resveratrol und 8-Prenylnaringenin (nach drei-
monatiger Zufuhrung Uber das Futter) auf den Anteil der proliferierenden Zellen des
Herzmuskels [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Ko=Kontrollgruppe;
E,=Ostradiol-Gruppe; Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resveratrol-Gruppe; 8-PN=8-Prenylnarin-
genin-Gruppe]

40



3.8

3.8.1

Die Effekte der UV-Filter-Substanzen Benzophenon-2 (BP2), 4-Methyl- benzyliden-
Camphor (4-MBC) und Octylmethoxycinnamat (OMC)

Die Effekte auf die Herzmuskelfaserflache

Die Messung des Effekts dieser drei Testsubstanzen zeigte, dass 4-MBC und OMC
keine signifikante Wirkung auf die Faserflache des Herzmuskels verglichen mit der
Kontrollgruppe Ko,orx hatten. Sie verringerten die Faserfliche von 194,6 pm?
(Ko,orx) auf 184,2 um? (4-MBC) bzw. 188,4 um? (OMC). Lediglich die Zufiitterung
mit BP2 fuhrte bei den jeweiligen Versuchstieren zu einer signifikanten Vergrofierung

der Myokardfaserflache auf 239,1 um? (vgl. Abb. 27).
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Abbildung 27: Die Effekte von Benzophenon-2, 4-Methylbenzyliden-Camphor und Octyl-
methoxycinnamate (nach dreimonatiger Zufiihrung Uber das Futter) auf die Muskelfaserflache
des Herzens [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Ko=Kontrollgruppe;
BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC=4-Methylbenzyliden-Camphor-Gruppe; OMC=0Octylme-
thoxvcinnamate-Gruppel
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3.8.2 Die Effekte auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzens

Bei der Untersuchung des Anteils der proliferierenden Zellen des Herzmuskels fiihrten
alle drei Testsubstanzen zu einer Verringerung der proliferierenden Zellen im
Vergleich zur orchidektomierten Kontrollgruppe. Dabei senkte 4-MBC den Anteil an
proliferierenden Zellen mit 1,6 % am Ende des Versuchs am stdrksten, gefolgt von
BP2 mit 2,6 % und OMC mit 2,5 % (vgl. Abb. 28).
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Abbildung 28: Die Effekte von Benzophenon-2, 4-Methylbenzyliden-Camphor und Octyl-
methoxycinnamate (nach dreimonatiger Zufiihrung tber das Futter) auf den Anteil der pro-
liferierenden Zellen des Herzmuskels [intakt=nicht orchidektomiert; orx=orchidektomierte
Tiere; Ko=Kontrollgruppe; BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC=4-Methylbenzyliden-
Camphor-Gruppe; OMC=0ctylmethoxycinnamat-Gruppe]
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3.9

3.9.1

Die Effekte der Pestizide Linuron (Lin) und Procymidon (Pro)

Zur Untersuchung des Effekts der Testsubstanzen Lin und Pro wurden nur intakte
Tiere verwendet. Als Kontrollgruppe dienen hier die intakten Tiere der Tf,intakt-

Gruppe mit einer mittleren Myokardfaserflache von 227,7 um?.

Die Effekte auf die Herzmuskelfaserflache

Die Testsubstanz Lin bewirkte im Vergleich dazu eine signifikante VergroRerung der
Myokardfaserflache des Herzens. Nach drei Monaten Substanzzufutterung betrug in
dieser Gruppe die Muskelfaserflache im Mittel 254,6 pm?. Pro dagegen hatte keinen
wesentlichen Einfluss auf die Faserflache des Herzmuskels. Vergleicht man jedoch die
beiden intakten Substanzgruppen Lin,intakt und Pro,intakt mit der orchidektomierten
Kontrollgruppe Ko,orx (194,6 um?), dann wiesen beide Gruppen eine signifikante

VergrolRerung der Herzmuskelfaserflache auf (vgl. Abb. 29).

*p < 0,05 vs. Ko,orx
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Abbildung 29: Die Effekte von Linuron und Procymidon (nach dreimonatiger Zufiihrung tber
das Futter) auf die Muskelfaserflaiche des Herzens [intakt=nicht orchidektomiert;
orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko=Kontrollgruppe; Lin=Linuron-
Gruppe; Pro=Procymidon-Gruppe]
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3.9.2 Die Effekte auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzens

Bei der Auszahlung der proliferierenden Herzmuskelzellen zeigte sich, dass die Werte
der beiden Substanzgruppen mit 2,6 % (Lin,intakt) bzw. 2,9 % (Pro,intakt) nur
geringfugig vom Kontrollwert der intakten Gruppe Tf,intakt abwichen (2,7 %). Die
orchidektomierte Kontrollgruppe (Ko,orx) wies mit 6,5 % einen sehr viel héheren

Anteil an proliferierenden Zellen auf (vgl. Abb. 30).
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Abbildung 30: Die Effekte von Linuron und Procymidon (nach dreimonatiger Zufiihrung tiber
das Futter) auf den Anteil der proliferierenden Zellen des Herzmuskels [intakt=nicht orchid-
ektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko=Kontrollgruppe;
Lin=Linuron-Gruppe; Pro=Procymidon-Gruppe]
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Diskussion

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde u.a. die Frage gestellt, ob und wenn ja, in
welchem AusmaR ED Auswirkungen auf den Herzmuskel haben. Untersucht wurde
einerseits der Effekt der ED auf die Herzgewichte sowie Faserflache des Herzmuskels,
andererseits auf die Anzahl der proliferierenden Zellen des Herzmuskels. Dabei ist
eine  Vergroerung der  Muskelfaserflache  gleichbedeutend mit  einer
Herzhypertrophie, welche als Hauptrisikofaktor fiir Herzversagen gilt, aber auch
physiologisch bei Sportlern durch korperliches Training auftreten kann. Eine
Erhohung der Anzahl an proliferierenden Zellen steht dagegen fiir eine
Herzhyperplasie, also die Zunahme der Herzmasse durch Zellvermehrung, welche eine
gewisse Regenerationsféhigkeit der Herzmuskelzellen annehmen lasst. Die Daten der
einzelnen Herzgewichte sowie der Korpergewichte und die Futteraufnahme der
jeweiligen Testsubstanzgruppen, die fur die Interpretation und das Verstandnis der
Ergebnisse notwendig sind, wurden von einer Mitarbeitergruppe des Departments fir

Endokrinologie der Universitat Gottingen erhoben und zur Verfligung gestellt.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass sich die untersuchten ED, wie erwartet, auf
den Herzmuskel der orchidektomierten Ratte ausgewirkt und Verdnderungen am
Herzmuskel hervorgerufen haben. Im Hinblick auf die mdglichen Auswirkungen auf
das Herz, wie die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Variablen Hypertrophie
(,,Zunahme der Muskelfaserflache*) und Hyperplasie (,,Zunahme der proliferierenden
Zellen*) und der jeweiligen Folgen bzw. Risiken, ist diese Erkenntnis von zentraler

Bedeutung.

Um jedoch die Wirkung der ED auf die beiden Zielvariablen diskutieren zu kénnen,
werden im Folgenden zundchst der Einfluss der ED auf den Futterverbrauch und der
mit dem Futter aufgenommenen Testsubstanzmenge sowie die Gewichtsentwicklung
und die Herzgewichte besprochen, da die beiden untersuchten Zielvariablen Grof3e der
Muskelfaserflache und Anzahl der proliferierenden Zellen von diesen drei Grofien

beeinflusst werden.
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4.1

Futterverbrauch

Da die Testsubstanzen in festgelegten Dosen nicht injiziert, sondern von den Tieren
selbst Gber die Nahrung aufgenommen werden mussen, stellt sich zundchst die Frage,
ob die verschiedenen Testsubstanzen auch Einfluss auf das Fressverhalten und damit
den Futterverbrauch und die Gewichtsentwicklung haben. Ein Tier, dessen Appetit
durch eine im Futter vorhandene Testsubstanz gesteigert wird, frisst mehr von dem

Futter und nimmt folglich auch mehr von der Substanz zu sich.

Soja ist aufgrund seines relativ hohen Eiweillgehaltes hadufig Bestandteil von
Tierfutter. Da Soja aber nachweislich auch hohe Konzentrationen an Phytodstrogenen,
insbesondere Isoflavonen, enthélt (Geller und Studee 2005) und somit Gstrogene
Wirkungen hervorrufen koénnte, wurden alle Tiere mit sojafreiem Pellet-Futter
gefittert. So konnten gleiche Ausgangsbedingungen fur alle Versuchstiere geschaffen
werden. Nach der Zugabe der verschiedenen Testsubstanzen zu dem sojafreien
Basisfutter stellte sich heraus, dass das T-haltige Futter mit Abstand am meisten
verbraucht wurde. Dies lasst eine appetitsteigernde Wirkung des T vermuten.
Tatsachlich wird T und sein aktiver Metabolit DHT in der Therapie der Kachexie
eingesetzt (Thum und Springer 2011, Gullet et al. 2010). Beide Substanzen binden an
den AR und rufen anabole Wirkungen in vielen Organen, u.a. in Herz, Leber, Knochen
und im Skelettmuskel hervor (Lee und MaclLean 2011, Thum und Springer 2011,
Mulligan und Schambelan 2002). Ein appetitsteigernder Effekt der Androgene wird
nicht beschrieben.

Die Tiere dagegen, die E,-haltiges Futter bekamen, nahmen am wenigsten Futter zu
sich. In einigen Nagetier-Modellen konnte gezeigt werden, dass Ostrogene den Appetit
uber verschiedene Mechanismen senken (Palmer und Gray 1986, McCaffrey und
Czaja 1989, Santollo et al. 2007, Gao et al. 2007, Butera und Czaja 1984). Bei Frauen
ist die Energieaufnahme v.a. in Form von Fetten um den Eisprung herum am
niedrigsten. In diesem Zeitraum ist der Ostrogenspiegel am hdchsten (Johnson et al.
1994). Die Effekte von E, auf das Futterverhalten ménnlicher Versuchstiere oder

Menschen werden dagegen in der Literatur nicht beschrieben.
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4.2

Gewichtsentwicklung

Die erste Messung des Gewichts erfolgte wéhrend des ersten CT-Scans und betrug im
Mittel 374+11 g. Da alle Tiere bis zur orx soja- und testsubstanzfreies Pellet-Futter
erhalten hatten, verlief die Gewichtszunahme in den ersten drei Versuchswochen bis
zu diesem Zeitpunkt ohne signifikante Unterschiede. Erst nach Zugabe der
verschiedenen Testsubstanzen zum sojafreien Basisfutter konnten unterschiedliche
Gewichtsentwicklungen bei den Tieren der unterschiedlichen Testgruppen festgestellt
werden. Dabei fiel auf, dass die Tiere, die Ej-haltiges Futter erhalten hatten,
signifikant weniger an Gewicht zunahmen als die Tiere der anderen Gruppen. Diese
Beobachtung korreliert mit der signifikant geringeren Futteraufnahme der E,-
Substanzgruppe. Die Tiere, die am stérksten an Gewicht zunahmen, sind die Res- und
die Gen-Testgruppe. Beide Substanzen gehdren zu den Phytodstrogenen und sind in
der Lage, an die ER zu binden. Dadurch rufen sie dstrogenéhnliche Wirkungen hervor
und es ist auf den ersten Blick unverstandlich, dass sie die Gewichtsentwicklung
betreffend so stark von der Wirkung des E, abweichen. Eine Studie konnte allerdings
zeigen, dass sich Gen erstens geschlechtsspezifisch und zweitens dosisabhéngig auf
das Fettgewebe auswirkt. So verhinderten im Mausmodell hohe Dosen von Gen das
Ansetzen von Fettgewebe, wahrend geringe Dosen — vor allem bei den Mannchen - die
Fettablagerung begunstigten (Penza et al. 2006). Ob die Gewichtszunahme bei den fur
die vorliegende Arbeit untersuchten Tieren tatsachlich durch eine Zunahme des
Fettgewebes zustande kam, wurde allerdings nicht geklért. Beziiglich des Res wird in
der Literatur die Verringerung der Gewichtszunahme durch Eingriff in die
Adipogenese beschrieben. Allerdings wurden die Versuche lediglich bei
ovariektomierten weiblichen Tieren durchgefiihrt (Lai et al. 2011, Rayalam et al.
2011, Kim et al. 2011, Baile et al. 2011). Studien zum Einfluss von Res auf das
Gewicht bei mannlichen Tieren liegen nicht vor. Die orx der Tiere bewirkte eine
signifikant geringere Gewichtszunahme im Vergleich zu den intakten Tieren Tf,intakt.
Dieses Ergebnis ist vereinbar mit der Tatsache, dass T anabole Wirkungen besitzt und
infolge der orx in erheblich geringerem Malle gebildet wird als bei den intakten
Tieren. Die Zugabe von T zu dem Basisfutter flihrte bei den orx-Tieren zwar zu einer
stérkeren Gewichtszunahme als bei den orx-Tieren ohne T-Zugabe, eine Zunahme wie

bei den intakten Tieren der Tf,intakt-Gruppe konnte allerdings nicht erzielt werden.
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4.3

4.4

Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit liegt jedoch auf den Auswirkungen der ED
auf den Herzmuskel orchidektomierter Ratten. Durch das Vorhandensein der ER und
AR in kardialen Myozyten und Fibroblasten kann davon ausgegangen werden, dass
auch ED prinzipiell in der Lage sind, direkt auf den Herzmuskel Einfluss zu nehmen.
Inwiefern sie Einfluss auf den Herzmuskel nehmen und welche Auswirkungen das auf
die Gesundheit des Menschen haben kann, ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
Desweiteren soll geklart werden, ob die Wirkungen der ED in bestimmten
Lebensphasen, wie der Andropause des Mannes, in positiver Weise genutzt werden

kdnnen.

Herzgewichte nach drei Monaten

Drei Monate nach Zugabe der Testsubstanzen wurde das Herzgewicht der Tiere
gemessen. Aussagekraftiger als das absolute Herzgewicht ist das relative Herzgewicht,
also das Herzgewicht im Verhdltnis zum Koérpergewicht der Ratten. Da das
Herzgewicht in engem Zusammenhang mit einer Herzhypertrophie oder -hyperplasie
steht, werden die Ergebnisse der Messung des Herzgewichts weiter unten im Kontext
mit den Ergebnissen der Messung der Myokardfaserfliche und der

Proliferationsaktivitat besprochen.

Die Effekte der verschiedenen Testsubstanzen auf die Muskelfaserflache des Herzens

Als Kontrollgruppe dienten die orchidektomierten Ratten, denen lediglich das sojafreie
Basisfutter ohne Zugabe einer Testsubstanz zur Verfugung stand. Diese Gruppe stellt
das Modell fir den Mann in der Andropause dar. Durch die orx wird den Tieren der
Hauptbildungsort des ménnlichen Sexualhormons T entfernt. Beim Mann in der sog.
»Andropause* kommt es ebenfalls zu einer Abnahme der Gonadenfunktion und damit

zu einem Absinken des T-Spiegels (Vermeulen 2000).

Es féllt auf, dass fast alle Testgruppen sowie die intakten Tiere der Tf,intakt-Gruppe
eine signifikante VergroRerung der Herzmuskelfaserflache im Vergleich zur
orchidektomierten Kontrollgruppe (Ko,orx) zeigten. Lediglich bei der 4-MBC- und die
OMC-Testgruppe waren die Myokardfaserflachen nicht signifikant verandert. Bei

beiden Substanzgruppen lagen die Muskelfaserflaichen im Mittel etwas unter der
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mittleren Faserflache der Kontrollgruppe. Dies lasst darauf schliel3en, dass sich bis auf
die beiden Testgruppen, die keine signifikante Wirkung am Herzen erzielten, alle
Substanzen auf die Muskelfaserflache des Herzens auswirken und potenziell in der
Lage sind, eine Hypertrophie des Herzmuskels zu bewirken. Vergleicht man die
intakte, unbehandelte und die orchidektomierte Kontrollgruppe miteinander, so stellt
man fest, dass die orx bei den Tieren zu einer Verkleinerung der
Herzmuskelfaserflache gefuhrt hat. Dieser Effekt blieb nur bei den 4-MBC- und
OMC-Testgruppen unbeeinflusst. Alle anderen Substanzen flhrten zu einer

signifikanten VergroRerung der Herzmuskelfaserflachen.

Die Effekte der verschiedenen Testsubstanzen auf den Anteil der proliferierenden
Zellen des Herzens

Auch bei der Messung des Anteils an proliferierenden Zellen erzielen fast alle
Substanzen einen Effekt am Herzen. Bis auf die 8-PN-Substanzgruppe zeigen alle
Gruppen sowie die Tf,intakt-Gruppe einen erheblich geringeren Anteil an
proliferierenden Zellen als die orchidektomierte Kontrollgruppe. Auch dieses Ergebnis
spricht dafir, dass bis auf 8-PN alle Substanzen eine Wirkung auf die
Proliferationsaktivitat des Herzmuskels haben. Die orx der Tiere fiihrte also zu einem
Anstieg der proliferierenden Zellen. Dieser Effekt wurde ausschlie3lich von 8-PN
nicht verandert. Durch alle anderen Substanzen wurde nach orx der Tiere die Anzahl
an proliferierenden Zellen verringert. 8-PN hat bekanntermalien eine starke dstrogene
Wirkung (s. 1.4.3.3). Diese konnte in der vorliegenden Arbeit bezliglich der Anzahl
der proliferierenden Zellen der Herzmuskelfaser nicht nachgewiesen werden. Weitere
Arbeiten (ber die Wirkung von 8-PN auf die Proliferationsfahigkeit von

Herzmuskelfaserzellen sind bislang nicht veroffentlicht.

Die Effekte der Orchidektomie (orx) sowie von Testosteron (T) und Resveratrol (Res)
auf das Herz

Die orchidektomierte Kontrollgruppe (Ko,orx) zeigte im Mittel signifikant kleinere
Herzmuskelfaserflachen im Vergleich zur intakten, nicht behandelten Gruppe
(Tf,intakt). Die orx fuhrt also zu einer signifikanten Verkleinerung der
Muskelfaserflache. Passend zu diesem Ergebnis lag das mittlere relative Herzgewicht

(Herzgewicht/Kdrpergewicht) der Ko,orx mit 2,74 % zwar nicht signifikant, aber
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deutlich unter dem relativen Herzgewicht der Tf,intakt (3,26 %). Es ist also
anzunehmen, dass es durch die orx zu einer Abnahme des relativen Herzgewichtes
durch Verkleinerung der Muskelfaserfliche kommt. Dieser Effekt kann durch die
Zugabe von T aufgehoben werden. T ist in der Lage, Uber den AR direkt auf die
Herzmuskelzellen einzuwirken und so einer Hypotrophie am Herzmuskel
entgegenzuwirken (Marsh et al. 1998). Die Zugabe von T zum Basisfutter fiihrte zu
einer dhnlich groflen Muskelfaserflache wie die der intakten Gruppe Tf,intakt (T,orx
232,9 um?, Tfintakt 227,7 um?) und damit auch zu einem ahnlich hohen relativen
Herzgewicht (T,orx 3,46 %, Tf,intakt 3,26 %). Aus diesem Ergebnis l&sst sich
schlieBen, dass die orx tatsachlich zu einem Absinken des T-Spiegels gefiihrt hat und
die orchidektomierte Kontrollgruppe als Modell fur den Mann in der Andropause

geeignet ist.

Fraglich bleibt, ob eine VergroRerung der Herzmuskelfaserflache erstrebenswert ist
oder ein Risiko fur das Entstehen einer Herzinsuffizienz darstellt. Die
Herzhypertrophie ist dann erstrebenswert, wenn sie unter physiologischen
Bedingungen zustande kommt, beispielsweise durch korperliches Training. In diesem
Falle kommt es zu einer konzentrischen Hypertrophie und damit zu einer Zunahme der
Herzkraft, ohne Merkmale einer pathologischen Herzhypertrophie wie fibrotische
Veranderungen im Herzmuskelgewebe hervorzurufen. In dieser Studie wurden
allerdings lediglich die Muskelfaserflachen der Herzmuskelzellen gemessen. Eine
Aussage darliber, ob es sich um eine pathologische oder physiologische, also
gewilinschte Herzhypertrophie handelt, ist deshalb nicht eindeutig zu treffen.
Allerdings kommt die Herzmuskelfaserflache im Mittel bei Zugabe von T dem Wert
der intakten Tiere der Tf,intakt-Gruppe sehr nahe und es ist davon auszugehen, dass
die Myokardfaserflachen der intakten Gruppe im physiologischen Bereich liegen.
Folglich fuhrt die Zugabe von T zu einer VergroRerung der Herzmuskelfasern, die als
physiologisch anzusehen ist. Diese Erkenntnis deckt sich mit den Ergebnissen einer
friiheren Studie, bei der der Effekt von T auf den Herzmuskel mannlicher Ratten nach
Myokardinfarkt untersucht wurde (Nahrendorf et al. 2003). Ubertragen auf den
Menschen wirde dies bedeuten, dass eine Hormonersatztherapie in der Andropause zu
einer physiologischen Herzhypertrophie und damit einer Steigerung der Herzkraft des
Mannes beitragen konnte. In Kombination mit starkem kdrperlichen Training konnte

allerdings beobachtet werden, dass die exogene Zufuhr anabolisch-androgener
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Steroide zu einer pathologischen Herzhypertrophie und pldtzlichem Herztod fuhren
kann (Riezzo et al. 2011, Nascimento und Medei 2011, Sullivan et al. 1998).

Auch bezlglich der Proliferationsaktivitat der Herzmuskelzellen ist T in der Lage, die
Wirkung der orx wieder ruckgangig zu machen. Die orx der Ratten flihrt zu einer
starken Erhohung der Anzahl an proliferierenden Herzmuskelzellen. Ein Effekt, der
prinzipiell als positiv anzusehen ist, da diese Zellen potenziell in der Lage sind, sich
im Falle eines Herzmuskelschadens zu erneuern. Die Erhohung der Anzahl an
proliferierenden Zellen durch die orx hat allerdings nicht zu einer Zunahme des
prozentualen Anteils des Herzgewichts am Korpergewicht gefuhrt. Dieser ist durch die
gleichzeitige Verkleinerung der Muskelfaserflache des Herzens durch die orx deutlich
geringer als der der Tf,intakt. Durch Zugabe von T zum Basisfutter konnte mit einem
Anteil von 1,9 % an proliferierenden Zellen ein der intakten Gruppe Tf,intakt
ahnlicher Wert hergestellt werden (Tf,intakt 2,72 %). Dies zeigt wieder, dass die orx
tatsachlich zu einer Absenkung des T-Spiegels gefiihrt und die T-Gabe von aufRen die
Wiederherstellung der Ausgangsbedingungen (Tf,intakt) bewirkt hat. ES muss
allerdings geklart werden, ob die groRere Anzahl an proliferierenden Zellen tatséchlich
zu einer besseren Regenerationsfahigkeit des Herzmuskelgewebes fuhrt, d.h. ob es
sich bei den proliferierenden Zellen um Herzmuskelzellen handelt, die sich z.B. bei
einer Schadigung des Herzmuskels zu hochspezialisierten Herzmuskelzellen
ausdifferenzieren kdnnen. Denn dies wiirde bedeuten, dass sich das Herz des alternden
Mannes mit einem niedrigeren T-Spiegel bei ischdmischem Stress besser regenerieren
kann als das Herz eines jungen Mannes mit héherem T-Spiegel. In diesem Falle hatte
auch die Hormonersatztherapie in der Andropause eher negative Wirkungen auf das

Herz.

Ahnlich wie T bewirkte die Zugabe von Res zum Basisfutter eine signifikante
VergroRerung der Herzmuskelfaserflachen. Allerdings zeigte die Zugabe von Res mit
einem Wert von 252,7 % eine starkere VergrolRerung der Muskelfaserflachen als T
(232,9 %). Ob diese VergroRerung als physiologisch oder pathologisch anzusehen ist,
musste Uberprift werden, indem man den Herzmuskel auf weitere pathologische
Zeichen hin untersucht. Betrachtet man die proliferierenden Zellen, so wirkt sich Res
auch hier &hnlich auf den Herzmuskel aus wie T. Interessanterweise weist die Res-
Gruppe trotz der erkennbar starkeren VergrofRerung der Myokardfaserflache ein im

Vergleich zur T-Gruppe geringeres relatives Herzgewicht (T,orx 3,46 %, Res,orx 2,92
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%) auf. Dieses Ergebnis passt zu der groReren Gewichtszunahme der Res-Gruppe im
Vergleich zur T-Gruppe. Res beeinflusst also in stdrkerem Ausmal} als T auch das
Korpergewicht, wohingegen T hauptséchlich zu einer Zunahme des Herzgewichts
fuhrt.

Die Effekte der Orchidektomie (orx) sowie von Ostradiol (E2) und Genistein (Gen)
auf das Herz

Ebenso wie T und Res stellen auch E; und Gen nach orx der Ratten den Ausgangswert
der intakten Tiere der Tf intakt-Gruppe weitgehend wieder her. Die
Herzmuskelfaserflachen beider Gruppen sind im Mittel mit Werten von 218,4 um?
(E,) und 228,4 um? (Gen) signifikant gegeniiber der orx-Kontrollgruppe (194,6 um?)
vergroRert. Da beide Substanzen nicht zu einer signifikant gréReren mittleren
Muskelfaserflache filhrten als die Tf,intakt-Gruppe (227,7 um?), kann davon
ausgegangen werden, dass es sich hierbei auch um eine physiologische Hypertrophie

des Herzmuskels handelt.

Aufgrund des Vorhandenseins beider Rezeptoren ERa und ERP sind sowohl E; als
auch Gen in der Lage, direkt auf die Kardiomyozyten Einfluss zu nehmen (Grohé et al.
1998). In mehreren Studien mit weiblichen Nagetieren konnte gezeigt werden, dass
Ostrogene eine Herzhypertrophie vermindern (van Eickels et al. 2001, Cabral et al.
1988). Dabei scheint der Ostrogenrezeptor ERB bei druckbelasteten Herzen fiir den
antihypertrophen Effekt verantwortlich zu sein. Interessanterweise konnte diese
antihypertrophe Wirkung nicht bei ménnlichen Tieren beobachtet werden (Skavdahl et
al. 2005). Im vorliegenden Versuch fiihrte die Gabe von E; bei den orchidektomierten
Ratten auch zu einer erkennbar geringeren VergroRerung der Herzmuskelfaserflache
als T, aber eben trotzdem zu einer signifikant gréfReren Muskelfaserflache im
Vergleich zur orchidektomierten Kontrollgruppe. Die antihypertrophe Wirkung von E;
konnte demzufolge bei den hier untersuchten ménnlichen Tieren nicht bestétigt
werden. Die Gabe von E, an mannliche Individuen birgt weiterhin gewisse
kardiovaskulare Risiken. So kam es bei Mannern, die mit hohen Dosen Ostrogen
behandelt wurden, zu Gyndkomastie, Impotenz und vendsen thromembolischen
Ereignissen sowie zu einem hoheren Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen durch

ein ungunstigeres Cholesterinprofil (The Coronary Drug Project 1973, Tomaszewski
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et al. 2009). Nutzen und Risiko einer exogenen Ostrogenzufuhr sind daher sorgfaltig

abzuwégen.

Das Phytoostrogen Gen ist in der Lage, an beide ER zu binden und so
ostrogenahnliche Wirkungen hervorzurufen. Im Zuge der Suche nach einer Alternative
zur Hormonersatztherapie wurde in den letzten Jahren die Wirkung von Gen auf viele
kardiovaskuldre Risikofaktoren untersucht. So wirkt sich Gen gunstig auf die
Blutfette, den BMI und den Glukose- und Insulinhaushalt aus (Anderson et al. 1995,
Welty et al. 2007, Maskarinec et al. 2008, Azadbakht et al. 2007, Cheng et al. 2004).
In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von Gen auf die Herzmuskelzellen selbst
eruiert. Wie erwartet, kommt es durch die Gabe von Gen, genau wie bei der Gabe von
E,, zu einer signifikanten VergroRerung der Herzmuskelfaserflache im Vergleich zur
orx-Kontrollgruppe, allerdings in einem groReren Ausmal? als bei E,. Gen hat also im
Vergleich zu E; eine starkere Wirkung auf die VergroBerung der Herzmuskelzellen.
Trotzdem fallt das relative Herzgewicht der Gen-Gruppe geringer aus als bei der E,-
Gruppe (Ezorx 3,28 %, Gen,orx 2,96 %). Auch hier liegt der Grund in der
gleichzeitigen Zunahme des Gesamtkdrpergewichts der Tiere, die mit Gen gefittert
wurden, im Vergleich zu den Tieren, die E; erhalten haben, was zu einer signifikanten
Abnahme des Korpergewichts gefiihrt hat. Der zellvergréRernde Effekt von E, und
Gen konnte auch in einer kurzlich durchgefiihrten Studie an ovarektomierten
weiblichen Ma&usen beobachtet werden. Beide Substanzen induzierten in
Herzmuskelzellen den Wachstumsfaktor Insulin-like growth factor 1 (IGF1) (Nguyen
etal. 2011).

Auch bei Betrachtung der proliferierenden Zellen des Herzmuskels haben das
Ostrogen und das Phytodstrogen erwartungsgeman eine gleichsinnige Wirkung. Beide
Substanzen fuihren zu einer erkennbaren Verringerung der proliferierenden Zellen und
es ist davon auszugehen, dass somit auch die Regenerationsfédhigkeit der

Herzmuskelzellen herabgesetzt wird.

Diese Ergebnisse bestatigen Gen als Substanz mit dstrogendahnlicher Wirkung. Neben
ihren glinstigen Eigenschaften beziiglich der kardiovaskuldren Risikofaktoren bei der
Frau konnte im Rahmen dieser Studie an mannlichen Ratten in Hinblick auf die

Regenerationsfahigkeit der Herzmuskelzellen ein eher ungunstiger Effekt festgestellt
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werden. Zu Kklaren bleibt, ob neben der Vergrolerung der Herzmuskelzellen
pathologische Hypertrophiezeichen zu finden sind oder ob es sich tatsdchlich um eine

physiologische Hypertrophie handelt.

Die Effekte der Phytodstrogene Genistein (Gen), Resveratrol (Res) und
8-Prenylnaringenin (8-PN) auf das Herz

Phytoostrogene sind in der Natur vorkommende Substanzen, die in der Lage sind, in
das endokrine System einzugreifen und die Entwicklung und die Funktion der
Hormone zu verdndern. Die Wirkung der Phytodstrogene auf die
Fortpflanzungsorgane wurde in den letzten Jahren intensiv untersucht. Obwohl schon
lange bekannt ist, dass das Geschlecht und die Sexualhormone bei der Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen eine groRRe Rolle spielen, haben sich bisher nur wenige
Wissenschaftler mit der Wirkung von Phytodstrogenen auf den Herzmuskel
beschéftigt. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Phytodstrogene Gen, Res und
8-PN sind in der Lage, Uber die Bindung an ER direkt Einfluss auf die

Herzmuskelzellen zu nehmen.

Bei der Messung der Muskelfaserflache zeigten alle drei Testsubstanzen eine
signifikante VergroRerung der Herzmuskelfaserflachen. Dabei fallt auf, dass Res mit
einem Wert von 252,7 um? die Faserflachen im Vergleich zu den anderen beiden
Phytoodstrogenen im Mittel am starksten vergroBert. Auch beziglich der
proliferierenden Zellen hat Res den starksten Effekt unter den Phytodstrogenen und
senkt den Anteil der proliferierenden Zellen auf 1,9 %. Im Vergleich dazu wird der
Anteil der proliferierenden Zellen durch die Gabe von Gen auf 3,0 % und durch die
Gabe von 8-PN auf lediglich 6,2 % gesenkt. Res stellt also im Hinblick auf die
Veranderungen am Herzmuskel das potenteste der drei untersuchten Phytodstrogene
dar. Es qilt als kardioprotektive Substanz, wobei seine kardioprotektive Eigenschaft in
erster Linie auf antiatherosklerotischen und gefalerweiternden Effekten beruhen.
(Azorin-Ortufio et al. 2011, Simoncini et al. 2011, Takahashi und Nakashima 2011).

Im vorliegenden Versuch hat sich herausgestellt, dass Res auch direkt auf die
Herzmuskelzellen einwirkt und, in stdrkerem AusmaR als Gen und 8-PN, eine

VergroRerung der Herzmuskelzellen herbeifiihrt sowie die Proliferation der Zellen
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hemmt. Die Gabe von Res birgt also trotz seiner protektiven Eigenschaften beztglich
kardiovaskularer Erkrankungen die Gefahr einer Herzhypertrophie und folglich einer
Herzinsuffizienz ~ sowie  einer  verminderten  Regenerationsfahigkeit  der

Herzmuskelzellen.

Betrachtet man die Proliferationsrate des Herzens, so féllt auf, dass 8-PN im Vergleich
zu den beiden anderen Phytoodstrogenen den Anteil der proliferierenden Zellen nur
geringfugig absenkt. Dies wirde bedeuten, dass 8-PN die Regenerationsfahigkeit der
Herzmuskelzellen weniger stark herabsetzt als die beiden anderen Phytodstrogene.
Auch im Vergleich zu allen anderen Testsubstanzen und zur orx bei der intakten
Gruppe, die keine Testsubstanzen aufgenommen hat (Tf,intakt), reduziert 8-PN die
Regenrationsfahigkeit der Herzmuskelzellen weniger stark. Folglich wirden die
Herzmuskelzellen der Tiere, die 8-PN zu sich genommen haben, auf zum Beispiel
ischamischen Stress eher mit einer Zellerneuerung reagieren, anstatt zu
hypertrophieren und so das Risiko einer Herzinsuffizienz herabsetzen. Da 8-PN aber
als starker Ostrogen-Agonist gilt und in anderen Organen sehr dhnliche Effekte erzielt
wie E; (Kitaoka et al. 1998, Christoffel et al. 2006), hier allerdings einen deutlich vom
E, abweichenden Effekt hat, kann der hohe Anteil an proliferierenden Zellen bei der
8-PN-Gruppe als Messfehler interpretiert werden. Ein weiterer Wirkmechanismus von
8-PN, unabhangig von ER, der dieses Ergebnis erklaren konnte, ist bisher nicht

bekannt.

Die Effekte der UV-Filter-Substanzen Benzophenon-2 (BP2), 4-Methyl- benzyliden-
Camphor (4-MBC) und Octylmethoxycinnamat (OMC) auf das Herz
UV-Filter-Substanzen sind hdufig in Kosmetika, aber auch in Verpackungsmaterial
enthalten, um lichtinduzierte Schéaden zu verhindern (Schmutzler et al. 2007, Seidlova-
Wuttke et al. 2006a). So kommen wir tagtaglich in Kontakt mit diesen Substanzen, die
transkutan oder (ber die Nahrung in den Korper gelangen und dort in das endokrine
System eingreifen kdénnen (Seidlova-Wuttke et al. 2006a, Schlecht et al. 2006). Alle
drei der hier untersuchten UV-Filter-Stoffe besitzen in verschiedenen Organsystemen
in unterschiedlichem Ausmal 06strogen-agonistische Wirkung. Die Auswirkungen
dieser ED auf das Herz sind bisher weitgehend unklar und wurden in der vorliegenden
Arbeit betrachtet.
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Bei der Messung der Herzmuskelfaserflache féallt zundchst einmal auf, dass die
Zufutterung der beiden UV-Filter-Substanzen 4-MBC und OMC als einzige aller
untersuchten Testsubstanzen nicht zu einer VergroRerung der Myokardfaserflache
gefiihrt hat. Die Faserflache war sogar geringfligig reduziert im Vergleich zur orx-
Kontrollgruppe (Ko,orx: 194,6 um?; 4-MBC,orx: 184,2 um?; OMC,orx: 188,4 um?). 4-
MBC und OMC haben also im orchidektomierten Zustand keinen hypertrophischen
Effekt auf den Herzmuskel. Dieses Ergebnis bestatigt die 0Ostrogenagonistische
Wirkung der beiden Substanzen, da in friheren Studien mit weiblichen Méusen die
antihypertrophe Wirkung von E, am Herzen gezeigt werden konnte (van Eickels et al.
2001). Bei diesem Versuch mit mannlichen Ratten fuhrte die Zufltterung von E;
allerdings zu einer signifikanten VergroRerung der Muskelfaserflachen, weshalb
andere Wirkmechanismen als die Bindung von 4-MBC und OMC an die ER in
Betracht kommen und untersucht werden mussten. Aus der Literatur ist bereits
bekannt, dass 4-MBC und OMC zwar am Uterus und der Vagina als schwache
Ostrogen-Agonisten wirken (Seidlova-Wuttke et al. 2006a), hinsichtlich der Wirkung
auf Lipoproteine, der LH-Synthese und der Thyroidhormon-Produktion aber nicht den
Wirkungen von E; entsprechen (Seidlova-Wuttke et al. 2006b, Klammer et al. 2007).
Auch hier wurden andere Wirkmechanismen als der Weg tiber die ER angenommen.
BP2 dagegen bewirkt eine signifikante VergrofRerung der Myokardfaserflachen bei
den orchidektomierten Ratten und ist in der Lage, eine Hypertrophie der
Herzmuskelzellen auszulésen. Dadurch wird zunéchst die Herzmuskelkraft erhoht.
Auf Dauer und mit zunehmendem Ausmaf der Hypertrophie besteht allerdings die
Gefahr, dass sich eine Herzinsuffizienz entwickelt. Daher ist das Verwenden von BP2
als UV-Filter in Verpackungsmaterial durchaus als kritisch zu betrachten und sollte

vor allem auch aufgrund seiner Wirkungen auf das Herz neu tberdacht werden.

Ahnliche Wirkungen zeigen die untersuchten UV-Filter-Substanzen bei der PCNA-
Messung. Hier zeigen alle drei Substanzen eine erkennbare Reduktion der
proliferierenden Zellen, wobei 4-MBC den Anteil der proliferierenden Zellen von
allen untersuchten Testsubstanzen am stérksten absenkt. Die Regenrationsfahigkeit

wird demnach durch alle UV-Filter-Substanzen herabgesetzt.

Insgesamt  werden die  UV-Filter-Substanzen durch dieses Ergebnis als

Ostrogenagonisten hinsichtlich der Proliferationsrate bestatigt. Im Hinblick auf die
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zellvergroRernden Eigenschaften dagegen muss Uberprift werden, ob 4-MBC und
OMC bei méannlichen Individuen eine andere Wirkung erzielen als bei weiblichen
Individuen und ob sie in der Lage sind, Uber andere Wirkmechanismen auf die

Herzmuskelzelle einzuwirken als E,.

Die Effekte der Pestizide Linuron (Lin) und Procymidon (Pro) auf das Herz

Pestizid ist ein Sammelbegriff fir chemische Substanzen zur Beka&mpfung von
schadlichen Tieren und Pflanzen. Weltweit werden Pestizide in der Landwirtschaft
eingesetzt, um die Pflanzen vor Schéadlingen zu schitzen und die Ernteertrage
sicherzustellen. Doch trotz der Vorteile, die die Pestizide der Landwirtschaft bieten,
stellen sie eine Gefahr fir Mensch und Tier dar. Durch ihre Anwendung in der
Landwirtschaft gelangen die Pestizide ins Grundwasser und persistieren im Erdboden.
So werden sie Uber die Nahrung von Mensch und Tier aufgenommen. Man fand
heraus, dass einige der Pestizide in der Lage sind, als ED in das Hormonsystem
einzugreifen (Mnif et al. 2011). Die Pestizide Lin und Pro wirken als Androgen-
Antagonisten, indem sie an den AR binden und ihn hemmen (Lambright et al. 2000).
AR kommen neben vielen anderen Organen auch am Herzen vor (Marsh et al. 1998),
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass Lin und Pro eine Wirkung am Herzen
hervorrufen. Es wurde bereits gezeigt, dass T Auswirkungen auf die
Muskelfaserflache sowie die Anzahl der proliferierenden Zellen des Herzmuskels hat.
Interessant ist deshalb nun zu sehen, welche Wirkung antiandrogene Substanzen am
Herzmuskel erzielen. Um die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Substanzen Lin
und Pro auf ihre antiandrogene Wirkung hin zu untersuchen, missen im Vergleich
intakte, d.h. androgenproduzierende Tiere untersucht werden. Deshalb dient bei der
Betrachtung dieser beiden Substanzen Tf,intakt als Kontrollgruppe. Es wird
vorausgesetzt, dass bei den intakten Tieren, die keine Testsubstanz erhalten haben, ein
physiologischer T-Spiegel vorliegt. Die Substanzen wurden auf ihre antiandrogene

Wirkung beziiglich des Herzmuskels hin untersucht.

Die Messung der Muskelfaserflache ergab eine Vergréllerung der Faserflache
lediglich bei der Lin-Gruppe, Pro hatte keine signifikante Wirkung auf die
Herzmuskelfasern bezogen auf Tf,intakt. Auch der Anteil der proliferierenden Zellen
zeigte keinen wesentlichen Unterschied zwischen den beiden Testsubstanzen und der
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intakten Gruppe Tf,intakt. Daraus lasst sich schliel}en, dass die postnatale Gabe der
beiden Pestizide nur geringfugige Wirkungen auf das Herz besitzt. Eine pranatale
Exposition durch Behandlung des Muttertieres mit den Chemikalien dagegen erzeugt
bei den Nachkommen zahlreiche Missbildungen im Urogenitalbereich und
Veranderungen im Hormonsystem (Hotchkiss et al. 2004, Ostby et al. 1999,
Svechnikov et al. 2005). Interessant ware es zu untersuchen, ob eine pranatale
Exposition mit Lin oder Pro auch zu Veranderungen am Herzmuskel fuhrt. Das
uberdurchschnittlich groRe relative Herzmuskelgewicht der Pro-Gruppe nach
dreimonatiger Futteraufnahme ist demnach nicht mit einer Herzmuskelhypertrophie zu
erklaren. Vielmehr ist davon auszugehen, dass diese Tiere schon vor der

Substanzaufnahme im Schnitt groRere Herzgewichte besallen als die anderen Gruppen.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen verschiedener ED sowie der
Sexualhormone Testosteron (T) und Ostradiol (E,), die drei Monate lang Uber das
Futter oral aufgenommen wurden, auf den Herzmuskel orchidektomierter Ratten
untersucht. Mit Hilfe der Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung sowie der
immunzytologischen Farbung mittels Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
konnten einerseits die Myokardfaserflache im Querschnitt der Herzmuskelfaser
gemessen, andererseits die proliferationspositiven Zellen gezéhlt und der Anteil der
proliferierenden Zellen berechnet werden. Anhand der Ergebnisse konnten Aussagen
uber die hypertrophe und hyperplastische Wirkung der ED getroffen werden. Die in
der vorliegenden Arbeit untersuchten ED Genistein (Gen), Resveratrol (Res), 8-
Prenylnaringenin (8-PN), Benzophenon-2 (BP2), 4-Methylbenzyliden-Camphor (4-
MBC), Octylmethoxycinnamat (OMC), Linuron (Lin) und Procymidon (Pro) kommen
in verschiedenen Dingen des Alltags vor und sind daher von groflem

wissenschaftlichen und offentlichen Interesse.

Die orchidektomierte Ratte steht als Modell fir den Mann in der Andropause. In der
vorliegenden Arbeit wurde deshalb eruiert, welche Auswirkungen eine Orchidektomie
auf das Herz hat und ob unter den ED Substanzen zu finden sind, die sich glnstig auf
das Herz auswirken. Die vorliegende Arbeit hat zu folgenden Ergebnissen gefuhrt:

1. Wie erwartet hatten die untersuchten ED Auswirkungen auf den Herzmuskel der

orchidektomierten Ratte und haben Veranderungen hervorgerufen.

2. Die Orchidektomie (orx) fuhrte zu einer signifikanten Verkleinerung der
Myokardfaserflache im Vergleich zur intakten, nicht orchidektomierten Gruppe
(Tf,intakt). Sowohl die Tiere, die nach der orx T-haltiges Futter (T,orx) als auch
die Tiere, die E,-haltiges Futter (E,,orx) erhalten hatten, zeigten allerdings ahnlich
groBe  Myokardfaserflaichen wie die intakten Tiere der Tf,intakt-Gruppe.
Weiterhin fuhrt die orx zu einer Erhéhung der Anzahl der proliferierenden Zellen
des Herzmuskels. Auch hier fiihrte die Zufitterung sowohl von T-haltigen als
auch des E,-haltigen Futters zu dhnlichen Werten wie denen der intakten Gruppe

Tf,intakt. Daraus lasst sich schlieRen, dass die orx offensichtlich zu einer
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hormonellen Umstellung gefuhrt und sich diese hormonelle Umstellung
tatséchlich auf den Herzmuskel ausgewirkt hat. Damit ist die orchidektomierte

Ratte als Modell fiir den Mann in der Andropause geeignet.

Die Zuflutterung von T fuhrt zu einer signifikanten VergroRerung der
Herzmuskelfaserflache im Vergleich zur orchidektomierten Kontrollgruppe.
Damit ist T in der Lage, die Herzkraft des Mannes in der Andropause im Sinne
einer physiologischen Herzhypertrophie zu steigern. Zu kléren bleibt, ob es sich
tatsdchlich um eine physiologische VergroRerung der Herzmuskelzellen handelt
oder ob Zeichen einer pathologischen Herzhypertrophie vorhanden sind. T
bewirkt des Weiteren eine erkennbare Senkung der Anzahl an proliferierenden

Zellen des Herzmuskels.

Auch die Gabe von E; nach der orx der Ratten flhrte zu einer signifikanten
VergroRBerung der Myokardfaserflichen im Vergleich zur orchidektomierten
Kontrollgruppe, allerdings in geringerem MalRe als T. Eine antihypertrophe
Wirkung von E; wie sie in der Literatur iber Studien mit weiblichen Nagetieren
beobachtet wurde, konnte bei den hier untersuchten mannlichen Tieren nicht
bestatigt werden. Der Anteil der proliferierenden Zellen wurde durch die
Zufutterung von E, erkennbar gesenkt. Deshalb ist davon auszugehen, dass die

Regenerationsfahigkeit des Myokards durch E, herabgesetzt wird.

Die untersuchten Phytodstrogene Gen, Res und 8-PN bewirken alle eine
signifikante VergréRerung der Herzmuskelfaserflachen im Vergleich zur
Kontrollgruppe Ko,orx. Alle drei Phytodstrogene sind in der Lage, an ER zu
binden und so direkt Einfluss auf die Herzmuskelzellen zu nehmen. Dabei hat Res
sowohl auf die VergroRerung der Myokardfaserflachen als auch auf den Anteil der
proliferierenden Zellen den starksten Effekt. Hier senken sowohl Gen als auch
Res im Vergleich zur Kontrollgruppe die Proliferationsrate der Herzmuskelzellen
signifikant ab, wohingegen 8-PN den Anteil an proliferierenden Zellen nur
geringfiigig absenkt. Aufgrund der Tatsache, dass 8-PN als starker Ostrogen-
Agonist gilt und auch bei der Messung der Myokardfaserflache einen dhnlichen
Effekt erzielt wie E,, ist bei diesem Ergebnis davon auszugehen, dass es sich um

einen Messfehler handelt.
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Ebenso wie die Phytodstrogene haben auch die drei UV-Filter-Substanzen BP2, 4-
MBC sowie OMC o6strogenagonistische Eigenschaften. Bei der Untersuchung der
Myokardfaserflache fallt allerdings auf, dass 4-MBC und OMC als einzige aller
untersuchten Testsubstanzen die Faserflache nicht signifikant vergroRert, sondern
sie sogar geringfiigig reduziert haben. Es wurde bei diesen beiden Substanzen also
eine tendenziell antihypertrophe Wirkung festgestellt. Die Ostrogenagonistische
Wirkung konnte hier somit nicht bestatigt werden, da die Gabe von Ostrodiol zu
einer signifikanten VergroRerung der Myokardfaserflachen gefuhrt hat. BP2
dagegen bewirkt erwartungsgemall eine signifikante VergroRerung der
Herzmuskelfaserflaiche im Vergleich zur Kontrollgruppe. Beziglich der
Proliferationsfahigkeit der Herzmuskelzellen zeigten alle drei Substanzen eine
erkennbare Senkung des Anteils an proliferierenden Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe.  Dies  bestatigt die drei  UV-Filtersubstanzen  als
Ostrogenagonisten.

Die beiden Substanzen Lin und Pro kommen in Pestiziden vor und gelten als
Androgen-Antagonisten. Als Kontrollgruppe gilt hier deshalb die intakte Gruppe,
die nur sojafreies Basisfutter ohne Testsubstanz-Zusatz bekommen hatte
(Tf,intakt). Lediglich Lin bewirkte eine VergroRerung der Myokardfaserflache.
Die Zzufutterung von Pro bewirkte Kkeine signifikante Veranderung der
Herzmuskelfaserflache. Auch den Anteil an proliferierenden Zellen verdnderten
die beiden Substanzen nicht wesentlich im Vergleich zur intakten Gruppe
Tf,intakt. Die beiden Substanzen Lin und Pro haben somit nur geringfligige
Auswirkungen auf den Herzmuskel. Abzugrenzen hiervon sind mdogliche
Auswirkungen bei pranataler Exposition des Muttertieres mit den Chemikalien,

die in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden.
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Anhang

Tabelle 2: Schema der Organentwasserung und —stabilisierung (zur Verflgung gestellt

vom Department fiir Endokrinologie der Universitatmedizin Géttingen)

Substanz Einwirkzeit

50 %-iger Alkohol 1 Std.

75 %-iger Alkohol 1 Std. 20 Min.
75 %-iger Alkohol 1 Std. 20 Min.
96 %-iger Alkohol 1 Std. 20 Min.
96 %-iger Alkohol 1 Std. 20 Min.
100 %-iger Alkohol 1 Std. 20 Min.
100 %-iger Alkohol 1 Std. 20 Min.
100 %-iger Alkohol 1 Std. 20 Min.
Xylol 1 Std. 20 Min.
Xylol 1 Std. 20 Min.
Paraffin 1 Std.

Paraffin 1 Std.
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Tabelle 3: Schema der H&matoxylin-Eosin (HE)-Farbung (zur Verfugung gestellt vom
Department fur Endokrinologie der Universitatsmedizin Gottingen, angelehnt an ein Stan-

dardschema)
Substanz Einwirkzeit
Xylene 10 Min.
Xylene 10 Min.
Xylene 10 Min.
Ethanol 100 % 2 Min.
Ethanol 100 % 2 Min.
Ethanol 100 % 2 Min.
Ethanol 96 % 2 Min.
Ethanol 96 % 2 Min.
Ethanol 75 % 2 Min.
Agua dest. 2 Min.
H&matoxylin 20 Sek.
Waéssern unter kihlem, flieBendem | 10 Min.
H,O
Aqua dest. 1-2 Min.
Eosin 20 Sek.
Agqua bidest. 10-15-maliges Eintauchen des

Objekttragers in Aqua bidest.

Ethanol 75 %

30 Sek.

Ethanol 96 % 30 Sek.
Ethanol 96 % 30 Sek.
Ethanol 100 % 1 Min.
Ethanol 100 % 1 Min.
Ethanol 100 % 2 Min.
Xylene 5 Min.
Xylene 5 Min.
Xylene 5 Min.
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Tabelle 4: Schema der Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)-Farbung (zur
Verfligung gestellt vom Department fur Endokrinologie der Universitatsmedizin Géttingen,
basierend auf dem Basisprotokoll fir Immunzytologische Farbungen. Im Department fir
Endokrinologie der Universitatsmedizin Gottingen modifiziert von Dr. Guillermon Rimoldi

und Uberarbeitet von Panida Louchanwoot)

Substanz Einwirkzeit

Xylol 5 Min. Entparaffinierung

Xylol 5 Min.

Xylol 5 Min.

Ethanol 100 % 3 Min. Rehydratation in

Ethanol 100 % 3 Min. E??]taeri]%iﬂgﬁgentration

Ethanol 100 % 3 Min.

Ethanol 96 % 2 Min.

Ethanol 96 % 2 Min.

Ethanol 75 % 2 Min.

Agqua bidest. 5 Min.

Schnitte in ein Platikgefal mit 0,01 M Epitop-Auffindung

Zitratpuffer pH 6,0 in die Mikrowelle

stellen

Kochen bei 750 Watt 5 Min.

Mit Zitratpuffer auffullen

Abkunhlen lassen bei Raumtemperatur 1 Min.

Kochen bei 750 Watt 5 Min.

Mit Zitratpuffer auffiillen

Abkuhlen lassen bei Raumtemperatur 20 Min.

Ethanol 75 % 2 Min. Dehydratation in

Ethanol 96 % 2 Min. EIiEl:rflsz‘;relioglIig(iezrentration

Ethanol 96 % 2 Min.

Ethanol 100 % 2 Min.

3 % H,0; in Methanol 30 Min. Blocken der
Peroxidaseaktivitat

Ethanol 100 % 2 Min. Rehydratation in

Ethanol 96 % 2 Min. E?Et;%elﬂgreéentration

Ethanol 96 % 2 Min.
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Fortsetzung Tabelle 4

Substanz Einwirkzeit
Ethanol 75 % 2 Min.
Agua bidest. 3 Min.
Schnitte in 1 x PBS auf dem Schdittler 5 Min.
waschen
Schnitte in 1 x PBS auf dem Schuttler 5 Min.
waschen
Bedecken der Schnitte 30 Min. Blocken der nicht
o , . spezifischen
Schn_ltte in 1 x PBS auf dem Schiittler 5 Min. Immunglobuline mit
Schnitte in 1 x PBS auf dem Schiittler |5 Min, Normalserum der
waschen Ziege
PCNA (PC 10) mouse monoclonal IgG 2a, Auftragen des
200 pg/ml (Santa Cruz Biotechnology, Priméarantikdrpers
Cat# sc- 56, Lot# 11902) mit der
Arbeitsverdinnung 1:800. Verdlnnt mit
DakoCytomation Antibody Diluent with
Background Reducing Components
Ready-to-use Code S3022
Bedecken der Schnitte mit Losung 30 Min.
Schnitte in 1 x PBS auf dem Schuttler 5 Min.
waschen
Schnitte in 1 x PBS auf dem Schuttler 5 Min.
waschen
DakoCytomation EnVision+ Dual Link Auftragen des
System-HRP (DAB+) Code K4065, fiir Sekundarantikorpers
Primar-antikdrper rabbit und mouse. Der
Antikorper ist ohne Verdunnung zu
benutzen
Bedecken der Schnitte mit Losung 30 Min.
Schnitte in 1 x PBS auf dem Schuttler 5 Min.
waschen
Schnitte in 1 x PBS auf dem Schuttler 5 Min.
waschen
Bedecken der Schnitte mit Losung 10-15 Min. | DAB-Reagenz
(je nach
Farbum-
schlag in
Braun)
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Fortsetzung Tabelle 4

Substanz Einwirkzeit
Mit Aqua bidest. aus Spriihflasche
absptilen
Mit Aqua bidest. auf Schittler waschen |3 Min.
Eintauchen in Hadmatoxylin 5-10 Sek. Gegenfarbung
Waéssern unter kiihlem, flieRendem H,O |3 Min.
Schnitte in Gefall mit H,O stehen lassen |8 Min.
Ethanol 75 % 2 Min. Dehyd.ratation in
Ethanol 96 % 2 Min.
Ethanol 100 % 2 Min.
Ethanol 100 % 2 Min.
Ethanol 100 % 2 Min.
Xylol 5 Min.
Xylol 5 Min.
Xylol 5 Min.

Eindecken der Schnitte mit DePex.
Mounting medium und Deckgléasern der
Fa. Menzel 24 x 40

Eindecken der
Schnitte
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Tabelle 7: Téagliche Futter- und Substanzaufnahme pro Tier (die Daten wurden vom Department
fur Endkrinologie der Universitdt Gottingen zur Verfugung gestellt) [intakt=nicht
orchidektomiert; orx=orchidektomierte Tiere; Tf=testsubstanzfreie Gruppe; Ko=Kontroll-
gruppe; T=Testosteron-Gruppe; E,=Ostradiol-Gruppe; Gen=Genistein-Gruppe; Res=Resvera-
trol-Gruppe; 8-PN=8-Prenylnaringenin-Gruppe; BP2=Benzophenon-2-Gruppe; 4-MBC=4-Me-
thylbenzyliden-Cam-phor-Gruppe; OMC=0ctylmethoxycinnamat-Gruppe; Lin=Linuron-Grup-

e; Pro=Procymidon-Gruppe

Substanzgruppe Durchschnittlicher Aufgenommene

Verbrauch (post-orx) Substanzmenge

Tf,intakt 21,06 g/Tag/Tier 0
Ko,orx 20,88 g/Tag/Tier 0
T,0rx 24,78 g/Tag/Tier 73,993 mg
E,,orx 18,89 g/Tag/Tier 81,23 ug
Gen,orx 20,95 g/Tag/Tier 20,95 mg
Res,orx 21,48 g/Tag/Tier 18,04 mg
8-PN,orx 20,80 g/Tag/Tier 2,62 mg
BP2,0rx 20,75 g/Tag/Tier 51,88 mg
4-MBC,orx 22,18 g/Tag/Tier 55,45 mg
OMC,orx 22,72 g/Tag/Tier 284,00 mg
Lin,intakt 22,68 g/Tag/Tier 5,67 mg
Pro,intakt 21,71 g/Tag/Tier 27,14 mg
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