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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Endokrin aktive Chemikalien und Endokrine Disruptoren

,.Bei den Endokrinen Disruptoren handelt es sich um koérperfremde Verbindungen, die in das
endokrine System eines gesunden Organismus oder das seiner Nachkommen eingreifen und zu
signifikanten Gesundheitsstérungen fiihren.* Diese Definition war eines der Ergebnisse der
1996 in Weybridge abgehaltenen Konferenz ,,The Impact of Endocrine Disrupters on Human
Health and Wildlife" unter der Leitung der EU-Kommission DG XII, der European
Environment Agency und dem European Center for Environmental Health der WHO (Bruhn
etal. 1999, s.S. 6). Ein paar Jahre zuvor hatte Theo Colborn 1996 mit ihrem Buch ,,Our stolen
future” (Colborn et al. 1996) weltweit oOffentliches Aufsehen erregt mit einem Thema,
welches in der Wissenschaft schon langer diskutiert wurde: Besteht ein Zusammenhang
zwischen den Fortpflanzungsstérungen bei Mensch und Tier und der Belastung durch
anthropogene Umweltchemikalien?

1.1.1  Historische Entwicklung des Themengebiets

Seit dem zweiten Weltkrieg ist die weltweite Verbreitung von synthetischen Chemikalien
durch die sogenannte ,,Griine Revolution“ sprunghaft angestiegen. Neue Errungenschaften in
der Nuklear-, Chemie- und Agrarindustrie, deren Abfallprodukte unkontrolliert in die Umwelt
gelangten, wurden bedenkenlos angewendet. Derzeit werden jahrlich 75.000 verschiedene
Chemikalien in den USA produziert (Markey et al. 2003). Etwa seit Mitte der 80-er Jahre
nahmen die Berichte in der Literatur Uber Hormon- und Reproduktionsprobleme bei
wildlebenden Tierpopulationen zu (Daxenberger 2002). Konkrete Zusammenhéange zwischen
diesen Beobachtungen und der Verbreitung von Umweltchemikalien konnten erstmals am
Beispiel der aquatischen Verseuchung mit Dichlordiphenyldichlorethen - einem
Abbauprodukt des Insektizids DDT - hergestellt werden. Diese fiihrte beispielsweise bei
jungen mannlichen Alligatoren im Apopka-See in Florida zu einer abnormen sexuellen
Entwicklung und nachfolgender Zeugungsunféhigkeit (Guillette et al. 1994). Ein
Populationsriickgang von fischfressenden Vogeln der Great Lakes in den USA - durch
erhdhte Vulnerabilitat der Eierschalen - erholte sich nach dem Verbot von DDT (Grier 1982).
Der initiale Anstoll zu wissenschaftlichen Studien uber ,,Endokrine Disruptoren® (EDs)
entstand wahrend der Wingspread Conference 1991 unter dem Vorsitz von Colborn
1



1. Einleitung

(Hotchkiss et al. 2008), welche mit diesem Begriff auch die englischsprachige
wissenschaftliche Literatur des Themengebiets prégte (Colborn et al. 1993). Anders als die
sonst tbliche Bezeichnung der ,,Endokrin aktiven Chemikalien* (EACs) impliziert dieser die
schadigenden Auswirkungen auf das endokrine System eines Organismus wahrend der
Entwicklung und spateren Adoleszenz. Die Definitionen der EDs unterscheiden sich je nach
Institution. Wéhrend die ,,Weybridge-Definition“ eine nachweisbar schadigende Wirkung auf
einen intakten Organismus voraussetzt, reicht der US-Umweltschutzbehdrde (EPA) der
Nachweis der Beeinflussung eines oder mehrerer endokriner Systeme, um eine Substanz als
endokrin wirksam einzustufen. Ein endokriner Disruptor wird hier definiert als korperfremder
Stoff, der Synthese, Sekretion, Transport, Metabolismus, Bindung, Wirkung oder Elimination
von natlrlichen Hormonen im Korper beeinflusst, welche verantwortlich sind fir die
Aufrechterhaltung der Homoostase, der Reproduktion und der Regulation von Entwicklungs-
prozessen und des Verhaltens (Bruhn et al. 1999).

Die Gruppe der Substanzen, die inzwischen als endokrin wirksam anerkannt sind, ist sehr
heterogen und umfasst neben synthetischen Chemikalien auch naturliche Substanzen wie
Phyto- und Mykoestrogene. Unter den exogenen Substanzen anthropogenen Ursprungs
(Xenobiotika) finden sich industrielle Lése- und Schmiermittel und deren Nebenprodukte
(z.B. PCBs, PBBs, Dioxine sowie Kunststoffe (Bisphenol A), Weichmacher (Phthalate),
Pestizide (z.B. DDT), Fungizide und pharmazeutische Produkte (DES) (Diamanti-Kandarakis
et al. 2009). Obwohl die Verwendung vieler dieser Substanzen (z.B. DDT und PCBs) schon
seit den 70-er Jahren verboten ist, fihren die erhebliche Biopersistenz und die langen
Halbwertszeiten dieser Verbindungen zu einer Akkumulation in der Nahrungskette (Markey
et al. 2002).

1.1.2 Mdgliche Auswirkungen der EDs auf die Gesundheit des Menschen

Durch das grofe wissenschaftliche und Offentliche Interesse an den mdglichen Auswirkungen
der latenten Exposition gegenuber EDs auf das endokrine System des Menschen existieren
uber dieses Thema inzwischen zahlreiche Studien, doch flr die meisten Substanzen konnte
bisher keine sichere Aussage Uber deren endokrines Potential bzw. das Risiko fur den
Menschen getroffen werden (Safe 2004; Hotchkiss et al. 2008). Dass die Sorge um die
adversen Folgen der den Menschen ubiquitdar umgebenden Umweltchemikalien fur die
Gesundheit durchaus ihre Berechtigung hat, zeigen beispielsweise Beobachtungen erhéhter

Krebsraten nach Expositionen gegentber Chemikalien wie DDT oder synthetischen

2



1. Einleitung

Estrogenen wie Diethylstilbestrol (DES), welches in den 50-er bis 70-er Jahren zur Prévention

von Fehlgeburten sowie zur Empfangnisverhitung verabreicht wurde.

Im Folgenden werden einige der derzeit diskutierten Beeintrachtigungen der menschlichen
Gesundheit dargestellt, fir welche die Endokrinen Disruptoren mitverantwortlich gemacht

werden:

Spermienqualitat: Der von Carlsen et al. beobachtete Riickgang der durchschnittlichen
Spermienanzahl um bis zu 50% wahrend der letzten 50 Jahre in den westlichen
Industrienationen (Carlsen et al. 1992) fuhrte zu der umstrittenen Hypothese, dass dieser als
mdogliche Auswirkung der Belastung durch oOstrogen wirksame Chemikalien angesehen
werden kann (Sharpe und Skakkebaek 1993). Die pré- und postnatale Exposition gegeniber
PCB-kontaminiertem ReisOl in Taiwan fiihrte zu einer signifikanten Verschlechterung der
Spermienqualitét bezliglich Morphologie und Motilitat (Guo et al. 2000; Hsu et al. 2003).
Hodenkarzinome: Die Hodenkrebsinzidenz hat in den westlichen Industrienationen wéhrend
der letzten 30 Jahre signifikant zugenommen (Huyghe et al. 2003). Die pranatale Exposition
gegenuber DES fuhrte zu einem erhéhten Erkrankungsrisiko (Toppari et al. 1996).
Prostatakarzinom: Epidemiologische Studien zeigen eine signifikant erhdhte Inzidenz von
Prostatakarzinomen bei Farmern, die hormonell aktive Pestizide einsetzten (Morrison et al.
1993; Alavanja et al. 2003; Van Maele-Fabry et al. 2006; Meyer et al. 2007).

Brustkrebs: Die altersstandardisierte Brustkrebsinzidenz in Deutschland stieg von 1980 bis
2004 stetig von 69 auf 104 Félle pro 100.000 Einwohner (Batzler et al. 2008). Es ist bekannt,
dass Estrogene grossen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko haben (Katalinic et al. 2009).
Auch die Exposition gegenuber Organochloriden und DDT zeigte in prospektiven Studien
einen positiven Zusammenhang mit der Inzidenz des Mamma-Karzinoms (Hoyer et al. 1998;
Cohn et al. 2007).

Teratogenese weiblicher Genitalien: Bei Tochtern der mit DES wéhrend der
Schwangerschaft behandelten Mdtter konnte ein drastischer Anstieg in der Inzidenz des sonst
sehr seltenen vaginalen Adenokarzinoms festgestellt werden (Herbst et al. 1971).

Diskutiert werden zudem Assoziationen von endokrin aktiven Substanzen unter anderem mit
dem Auftreten von Hypospadie (Baskin et al. 2001), Endometriose (Yang et al. 2000; Rier
und Foster 2003), polyzystischem Ovarialsyndrom (Takeuchi et al. 2004), Adipositas und
metabolischen Stoérungen (Grun und Blumberg 2006; Newbold et al. 2007) sowie
Auswirkungen auf das neuroendokrine System (Gore 2001), Schilddrisenfunktion (Brucker-

Davis 1998), und das Immunsystem (Selgrade 2007).
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1.1.3  Mechanismen der endokrinen Disruption

Folgende Mechanismen kommen als Mdglichkeiten fir eine Stérung des hormonellen

Systems durch Endokrine Disruptoren in Betracht:

e Durch die Bindung an die Hormonrezeptoren der Erfolgsorgane kdnnen EDs als
Agonisten bzw. Antagonisten fungieren und damit hormonelle Wirkungen induzieren
bzw. diese hemmen (Gulden et al. 1997).

o Die Rezeptorfunktion und somit die hormonelle Wirkung kann durch Blockade des
Rezeptors und dessen Kofaktoren sowie durch Stérung der Bindung an das Genom
inhibiert werden (Kelce et al. 1995; Swedenborg et al. 2009). Auch die Induktion des
Rezeptorabbaus mittels Ubiquitinierung wurde beschrieben (Wormke et al. 2003).

o Die Verflgbarkeit von endogenen Hormonen kann durch Veranderung von Produktion,
Sekretion, Transport oder Metabolismus gestort werden (Thierfelder et al. 1995; Gllden et
al. 1997).

Fir die Mdoglichkeit eines Eingriffs von chemischen Substanzen in das hormonelle System
wird bei den beiden erstgenannten Mechanismen die Interaktion mit nukledren Rezeptoren
bzw. auch eine Interaktion dieser untereinander vorausgesetzt (Swedenborg et al. 2009). Die
derzeit am ausfiihrlichsten untersuchte Interaktion von nukledren Rezeptoren ist die der
Interaktion des Estrogen-Rezeptors alpha (ERa) mit dem Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR),
die in Abschnitt 1.4 n&her beschrieben wird.

1.2 Estrogen-Rezeptoren und ihre Liganden

1.2.1 Endogene Estrogene

Estrogene gehdren neben den Glukokortikoiden, Mineralokortikoiden, Androgenen und
Gestagenen zur Gruppe der Steroidhormone, denen das Cholesterin-Grundgeriist sowie die
Wirkungsentfaltung Gber Bindung an spezifische Rezeptoren gemein sind. Die Gruppe der
endogenen Estrogene umfasst dabei Estradiol, das hauptséachlich in Ovarien und Hoden
gebildet wird sowie dessen Metaboliten Estron und Estriol, welche trotz ebenso hoher
Bindungsaffinitdt an die Estrogen-Rezeptoren eine schwéchere agonistische Aktivitat als
Estradiol besitzen (Kuiper et al. 1997). Estrogene spielen eine Schlisselrolle in Wachstum,
Entwicklung und Funktion von weiblichen und mannlichen reproduktiven Organen,

Brustdriise, ZNS, Skelett und kardiovaskularem System (Kuiper et al. 1997; Couse und
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Korach 1999). GroRen Einfluss haben sie auch auf pathologische Prozesse wie die
Entwicklung von Mamma- und Endometriumkarzinomen (Henderson et al. 1988), Osteoporo-
se und Thrombophilie (Henderson et al. 1988; Miller und Duckles 2008).

1.2.2 Estrogen-Rezeptoren

Estrogene entfalten ihre Wirkung durch Bindung an die intrazelluldr gelegenen Estrogen-
Rezeptoren (ERs), welche als Liganden-induzierbare Transkriptionsfaktoren die zellulare
Proteinsynthese aktivieren. ERs gehdren zu der Klasse der Steroidhormonrezeptoren (SHR),
die wiederum zusammen mit Schilddrisen-, Vitamin D- und Retinolsaure-Rezeptoren sowie
einer wachsenden Anzahl von Orphan-Rezeptoren (Rezeptoren ohne bisher bekannte
endogene Liganden) die Superfamilie der Kernrezeptoren bilden, die eine gemeinsame
Grundstruktur aufweisen (Evans 1988; Mangelsdorf et al. 1995; Gronemeyer et al. 2004). Die
Bindung von Estradiol an einen ER konnte erstmals von Jensen und Gorski nachgewiesen
werden (Toft und Gorski 1966; Jensen und DeSombre 1973). Lange wurde vom Bestehen nur
eines Estrogen-Rezeptors (ER, spiter ERa) ausgegangen, welcher 1986 fur den Menschen
Kloniert werden konnte (Green S et al. 1986). Ein zweiter Estrogen-Rezeptor (ERp) wurde
erst 1996 in den Ovarien und der Prostata von Ratten entdeckt (Kuiper et al. 1996). Dabei ist
ERp keine Isoform von ERa, auch die kodierenden Gene liegen auf zwei verschiedenen
Chromosomen (Enmark et al. 1997). Inzwischen sind von den mRNA beider Subtypen
zahlreiche natlrlich vorkommende Varianten und Mutationen bekannt (Murphy et al. 1997;
Petersen et al. 1998).

Der ungebundene Estrogen-Rezeptor liegt im Zytoplasma in einem Heterokomplex mit Heat
shock-Proteinen und immunophilin chaperones vor, die eine richtige Proteinfaltung der
Hormonbindungsstelle und damit die Ligandenbindung erleichtern (Welshons et al. 1984;
Pratt und Toft 1997). Dieser Komplex dissoziiert als Reaktion auf die Bindung von Estrogen
oder einem anderen Liganden an die sog. ligand-binding domain des ER, welcher durch eine
Konformationsénderung in einen aktiven Zustand versetzt wird (Swope und Korach 2003).
Nachfolgend kann der Rezeptor als Homo- (ERo/ERa) oder Heterodimer (ERo/ERP) an
Estrogen-Rezeptor-spezifische DNA-Sequenzen (estrogen-response element, ERE) in der
Promotorregion der Zielgene binden (White und Parker 1998). Die Transkription des Zielgens
wird dabei durch die Rekrutierung von Kofaktoren zur Bildung eines Transkriptions-
komplexes induziert bzw. gehemmt: Koaktivatoren (wie SRC-1) konnen Uber die sog.

activation function-2 domain (AF-2) mit dem ER interagieren, welche als Teil der Helix 12

5
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nur bei Bindung eines ER-Agonisten (wie E2 oder DES) die passende Konformation aufweist.
Durch die Bindung eines antagonistischen Liganden (wie Raloxifen oder ICI 182,780) wird
die Konformation der Helix 12 gestort und Korepressoren (wie N-CoR oder SMRT) binden
stattdessen an den ER (White und Parker 1998; Nilsson et al. 2001).

Neben diesem klassischen Modell der rezeptorvermittelten Genexpression werden inzwischen

weitere molekulare Mechanismen der estrogenen Signalvermittlung diskutiert:

« Liganden-unabhangige Aktivierung von ERs mittels Phosphorylierung durch cAMP- und
Wachstumsfaktor-induzierte Kinasen (Kato et al. 1995; Cenni und Picard 1999).

o ERE-unabhangige Aktivierung der Transkription durch Interaktion des Liganden-
gebundenen ERa mit DNA-gebundenen Transkriptionsfaktoren Sp-1 sowie Fos/Jun (an
Ap-1 Bindungsstellen) (Kushner et al. 2000; Saville et al. 2000).

e Mogliche Vermittelung nicht-genomischer schneller Wirkungen von Estradiol Uber
intrazellulare Signalkaskaden durch Estrogen-Rezeptoren in der Zellmembran (Razandi et
al. 2000; Hall et al. 2001; Cheskis et al. 2007).

1.2.3 Der UV-Filter 4MBC als Xenodstrogen

Als Schutz vor den Folgen von akuter und chronischer Sonnenexposition fur die Haut durch
UVA (320 — 400 nm)- und UVB (290 — 320 nm)-Strahlung wird von Fachgesellschaften die
Anwendung von Sonnencremes mit UV-Filtern empfohlen, welche auch in steigendem MaRe
in anderen Kosmetika und Kunststoffen eingesetzt werden (Schlumpf et al. 2001; Elsner et al.
2006). Wahrend die Prdvention von Sonnenbrand, Hautalterung und Nicht-Melanom-
Hauttumoren hierflr weitgehend belegt werden konnte (Gasparro et al. 1998; Green A et al.
1999), bleibt der Effekt im Hinblick auf das maligne Melanom Gegenstand kontroverser
Diskussionen (Bigby 1999; Gefeller und Pfahlberg 2002). Neben den rein physikalisch tiber
Reflexion wirksamen UV-Filtern wie Zinkoxid bestehen Sonnencremes aus kosmetisch
weniger storenden chemischen UV-Filtern, die in die Haut eindringen und die energiereiche
kurzwellige UVA- und UVB-Strahlung absorbieren und in Form von Warme wieder abgeben
sollen. Schlumpf et al. konnten einige dieser chemischen UV-Filter als estrogen wirksam
identifizieren, wobei das 4-Methylbenzylidene Camphor (4MBC) die groRte Potenz aufweist
(Schlumpf et al. 2001). Die Estrogenitat in vitro und in vivo konnte bestétigt (Tinwell et al.
2002; Seidlova-Wuttke et al. 2006b) sowie ferner die Induktion der Transkription tber die
ER-Rezeptoren gezeigt werden (Schreurs et al. 2002; Mueller et al. 2003). Desweiteren

werden Einfliisse von 4MBC auf die Entwicklung und die Schilddrisenfunktion diskutiert
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(Schlumpf et al. 2004; Seidlova-Wuttke et al. 2006a). Die Aufnahme von UV-
Filtersubstanzen durch den Menschen erfolgt Uber die Haut und aufgrund der
Bioakkumulation auch Uber die Nahrungskette (Nagtegaal et al. 1997). Nach der topischen
Anwendung von Sonnencremes kénnen UV-Filter in Blut, Urin und Muttermilch nachge-

wiesen werden (Hany und Nagel 1995; Janjua et al. 2004).

1.3 Der Arylhydrocarbon-Rezeptor und seine Liganden

1.3.1 Der Arylhydrocarbon-Rezeptor

Der Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR, auch ,Dioxin-Rezeptor”) gehort wie die
Estrogenrezeptoren zu der Superfamilie der Kernrezeptoren (Gronemeyer et al. 2004). Seine
hohe Bindungsaffinitdt zum 2,3,7,8-Tetrachlordibenzodioxin (TCDD), dem potentesten
Induktor des CYP1Al-Enzyms (zuvor als Arylhydrocarbon Hydroxylase bekannt), flihrte
1976 zu seiner Entdeckung durch Poland et al. (Poland et al. 1976). Die Beobachtung, dass
die Bindung von TCDD und vielen anderen organischen Verbindungen (s. 1.3.2) an den AhR
primér fur deren Toxizitat verantwortlich ist (Fernandez-Salguero et al. 1996), machte diesen
zu einem Schlusselfaktor fiur die zellulare Antwort auf Umweltchemikalien und zu einem der
am intensivsten untersuchten Orphan-Rezeptoren, dessen genaue physiologische Funktion
und hochspezifischer endogener Ligand bisher nicht bekannt sind (Beischlag et al. 2008).
Aufgrund seiner charakteristischen Struktur zéhlt der AhR zu den basic Helix-Loop-
Helix/Per-Arnt-Sim (bHLH/PAS)-Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren, welche als
Homo- oder Heterodimere an die DNA binden. Die bHLH-Doméane vermittelt dabei die
DNA-Bindung und primare Dimerisation, die PAS-Domane die sekunddre Dimerisation mit
einem speziellen bHLH/PAS-Partnerprotein (Pongratz et al. 1998). Bei dem AhR fungiert als
solcher der Aryl Hydrocarbon Nuclear Translocator (ARNT), der in fast allen Geweben
exprimiert wird, stets im Zellkern lokalisiert ist und sowohl Homodimere als auch
Heterodimere mit anderen bHLH/PAS-Proteinen bildet (Kewley et al. 2004). In der Ratte
findet sich die hochste AhR-Expression in Lunge, Thymus, Niere und Leber (Carver et al.
1994).
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Abbildung 1:  Funktionelle Domé&nen des Arylhydrocarbon-Rezeptors (mod. nach Kewley et al. 2004,
s. S.191)

1.3.2 Der AhR-Signalweg

Unter der Abwesenheit von Liganden liegt der AhR im Zytoplasma in einem Heterokomplex
aus dem Chaperon Heat shock-Protein 90 (HSP90) und dem Phosphoprotein p23 sowie dem
Hepatitis B Virus-assoziierten Protein 2 (XAP2) vor, die zusammen den Erhalt der korrekten
Proteinfaltung und des Ligandenbindungsvermdgens des AhRs bewirken (Beischlag et al.
2008). Nach der Bindung eines Liganden an den AhR transloziert dieser in den Zellkern und
bildet dort mit seinem Partnerprotein ARNT einen Heterodimer und DNA-Bindungskomplex.
Da das HSP90 an den AhR tber die bHLH- und PAS B-Domanen bindet, diese jedoch fir die
Dimerisierung mit dem ARNT zur Verfigung stehen mussen, dissoziiert zuvor der
AhR/HSP90-Komplex (Heid et al. 2000). Hierbei wird ebenso das N-terminal nuclear
localisation signal (NLS) exponiert, welches den Transport in den Nukleus vermittelt
(Pongratz et al. 1992; Ikuta et al. 1998). Dort bindet der Liganden-gebundene AhR/ARNT-
Heterodimer an xenobiotic responsive elements (XREs, auch dioxin responsive elements,
DREs), welche sich in der Promotor-Region der TCDD-responsiven Gene befinden. Nach der
Rekrutierung von Transkriptionskofaktoren wird die Transkription der AhR-Zielgene, wie
beispielsweise die des Xenobiotika metabolisierenden Enzyms CYP1A1, initiiert (Israel und
Whitlock 1983). Durch die Induzierung von verschiedenen Enzymen der Phase | und Il der
Biotransformation, der ,,AhR gene battery* (u.a. CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1), wird die
Elimination der AhR-Liganden erleichtert. Auf dieses Weise wird allerdings auch die
Produktion toxischer Metabolite gefordert und letztlich die schwere Toxizitat der

Vergiftungen mit Dioxinen und polychlorierte Biphenylen vermittelt (Shimizu et al. 2000).



1. Einleitung

und andere

Proteine
VI

Abbildung 2: Der AhR-Signalweg (mod. nach: Kewley et al. 2004, s.S. 193; Swedenborg et al. 2009, s.S.
2-3) Transkriptionsinduktion von AhR-Zielgenen unter Anwesenheit von Liganden. Unter Abwesenheit
von AhR-Liganden liegt der AhR im Zytoplasma in einem Heterokomplex mit den Chaperonen Hsp90 sowie
XAP2 und p23 vor (1). Nach der Bindung eines durch die Zellmembran diffundierten Liganden (11) dissoziiert
der Multiproteinkomplex. In den Zellkern transloziert, bildet der AhR mit seinem Partnerprotein ARNT einen
Heterodimer (I11), welcher zusammen mit Coaktivatoren an xenobiotic response elements in der Promotor-
Region der AhR-Zielgene bindet und dort deren Transkription initiiert (IV, V). Enzyme der ,,AhR gene battery*
wie beispielsweise CYP1A1 werden induziert (V1).

1.3.3 Liganden des AhR

Als potentester Ligand des AhR gilt das 2,3,7,8-Tetrachlordibenzodioxin (TCDD), welches
als bekanntester Vertreter der polychlorierten Dibenzo-p-Dioxine und Dibenzofurane
(PCDDs/PCDFs) zusammen mit den polychlorierten Biphenylen (PCBs) die Klasse der
polyhalogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffe (PHAKS) bildet (Poland und Knutson
1982). Ebenso gehdren die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAKS) zu den
Induktoren der AhR-Zielgene. Zu den PAKSs zahlen unter anderem 3-Methylcholanthren
(3MC), Benzo[a]pyren (BaP) und Benzoflavone. Wahrend die PHAKSs eine sehr hohe
Bindungsaffinitdt zum AhR aufweisen (im Bereich von pM bis nM), ist die Affinitat der
PAKSs signifikant geringer (nM bis pM) (Denison et al. 2002). Als ,,Modell-Dioxin* wurde

TCDD am intensivsten untersucht, so dass dessen Toxizitat als Referenzwert fir die akute
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Toxizitat der anderen Mitglieder der PHAKS gilt. Stoffgemische aus verschiedenen PHAKS
werden Uber das System der Toxizitatsdquivalente (TEQ) zu TCDD in Relation gesetzt (Safe
1990; Ahlborg et al. 1992). Es muss allerdings der Umstand berucksichtigt werden, dass
PHAKS h&ufig in sehr geringen Konzentrationen und fast ausschlieflich in Stoffgemischen
vorkommen und damit die Risikoabschitzung fir den Menschen und das Okosystem
wesentlich erschwert wird (Safe 1998; Van den Berg et al. 1998).

Neben der Bindung des AhR an Xenobiotika konnten zahlreiche Studien auch die Interaktion
von natirlich vorkommenden Chemikalien und deren Metaboliten wie Indol-3-Carbinol,
Curcumin und Quercetin mit dem AhR nachweisen (Beischlag et al. 2008).

Die Beobachtungen an AhR-Knockoutmdusen mit ausgepragten Stérungen der Leber- und
Immunsystementwicklung (Fernandez-Salguero et al. 1995) sowie die Beeinflussung der Ex-
pression zahlreicher Gene inklusive des ERa weisen auf eine weitreichende Funktion des
AhR in der normalen Physiologie auch in Abwesenheit exogener Liganden hin (Tijet et al.
2006).

1.34 TCDD

TCDD wird als einer der giftigsten je vom Menschen hergestellten Stoffe angesehen, welcher
als Verunreiniger im Entlaubungsmittel Agent Orange wéhrend des Vietnamkriegs sowie bei
einem Chemieunfall im italienischen Seveso 1976 mit seinen dramatischen Folgen fir
Mensch und Tier allgemeine Bekanntheit erlangte (Bertazzi et al. 1998; Schecter et al. 2002).
Seit der industriellen Revolution werden PHAKSs als Nebenprodukte bei Verbrennungs-
reaktionen (insbesondere Abfallverbrennung), bei der Papierherstellung mit chlorhaltigen
Bleichprozessen, Herstellung von Pflanzenschutzmitteln, metallurgischen Prozessen und
durch Abgase von Benzinmotoren in groBem Umfang freigesetzt. Natlrliche Prozesse wie
Waldbrande oder mikrobieller Abbau tragen neben den anthropogenen Emissionen nur mit
einem minimalen Anteil zur Dioxinbelastung der Umwelt bei (Schecter et al. 2006). Obwohl
seit den 80-er Jahren die industrielle Emission von PHAKS drastisch reduziert wurde,
gelangen diese nach wie vor Uber Verbrennungen, kontaminierte Sedimente und PCB-haltige
Materialien in das Okosystem (Ahlborg et al. 1992). Desweiteren fiihrt die fast vollkommen
planare hydrophobe Struktur zu einer sehr hohen Langlebigkeit und Biopersistenz dieser
Stoffe, die sich ubiquitar im aquatischen und terrestrischen Okosystem finden lassen. Vom
Menschen werden sie wegen ihrer Ansammlung im Fettgewebe U(ber die tierische

Nahrungskette, hierunter besonders Fische und Muttermilch, aber auch Gber das Trinkwasser
10
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und durch Zigarettenrauch aufgenommen (Muto und Takizawa 1989; Lofroth und Zebuhr
1992; Schecter et al. 2001).

1.4 Interaktion von ERa und AhR

1.4.1 Hypothesenbildung/Entdeckung

Die akute, letztendlich auch letale, Exposition eines Lebewesens gegenuber TCDD und
verwandten Stoffe zeigt eine Reihe von sehr charakteristischen Reaktionen wie Gewichts-
verlust, Chlorakne, Immunsuppression und Reduktion des lymphatischen Gewebes, Porphyrie
und Hepatotoxizitat, Karzinogenitat und reproduktive Toxizitat (Poland und Knutson 1982).
Dabei variieren das dosisabhdngige Auftreten der Reaktionen und die letale Dosis unter den
verschiedenen Spezies in sehr unterschiedlichem Malie. Die Beobachtungen von signifikanten
Unterschieden zwischen mannlichen und weiblichen Ratten bei chronischer Exposition
gegenuber TCDD beziglich des Auftretens von Tumoren sowie die deutlich reduzierte
Inzidenz von den estrogensensiblen Mamma- und Endometriumkarzinomen unter TCDD-
Behandlung bildeten die Grundlage fur zahlreiche Studien Uber die Gewebespezifitat eines
inhibitorischen ,,AhR-ER crosstalks”“ und die Mechanismen dieser Reaktion (Kociba et al.
1978; Safe und Wormke 2003).

1.4.2 Mechanismen der Interaktion

Folgende Mechanismen der Inhibition der ER-Zielgene durch TCDD und dessen Aktivierung
des AhR (inhibitorische AhR-ERa-Interaktion) wurden beschrieben:

= Gesteigerter Metabolismus von Estradiol durch TCDD-induzierte Expression von

CYP1A1 und CYP1B1 (Spink et al. 1992)

=  TCDD-induzierte Degradation von endogenem ERa durch Proteasomen mittels

Ubiquitinierung (Wormke et al. 2003; Ohtake et al. 2007)

= Kompetition von AhR und ERa um gemeinsame Coaktivatoren und um ARNT (Reen et

al. 2002; Ruegg et al. 2008)

= |nhibition der ER-Genaktivitat Uber Bindung des aktivierten AhR an inhibitory XRES
(iXREs), welche den ER-Promotorregionen benachbart sind (Safe und Wormke 2003)

11
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Abbildung 3:  Mdgliche Mechanismen einer inhibitorischen AhR-ERa-Interaktion (mod. nach Matthews
und Gustafsson 2006, s.S. 2).
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15 Ziel der Arbeit und Methodenwahl

Da die bisherigen weitreichenden Untersuchungen zu einer AhR-ERa-Interaktion
hauptsachlich die Auswirkungen der AhR-Aktivierung durch Xenobiotika auf den ERa-
Signalweg fokussierten, soll in dieser Arbeit die Wirkung von Estradiol und dem
Xenoostrogen 4MBC sowie anderen Steroidhormonen auf den AhR-Signalweg untersucht
werden. Die bislang durchgefiihrten Untersuchungen beziiglich dieser Fragestellung weisen
auf eine Hemmung der durch AhR-Liganden induzierten CYP1A1-Genexpression durch
Estradiol und estrogene Substanzen hin. Dabei werden direkte Interaktionen des aktivierten
ERa mit dem AhR auf transkriptioneller Ebene als urséchlich fur eine Hemmung der AhR-
Zielgene angesehen (Beischlag und Perdew 2005). Diese Beobachtung konnte jedoch unter
unterschiedlichen Untersuchungsbedingungen nicht grundsétzlich gezeigt werden (Wormke et
al. 2000). Die Hypothese der Estradiol-induzierten Hemmung der AhR-Zielgene auf
transkriptioneller Ebene bleibt daher weiter Gegenstand der aktuellen Disskussion und soll
hier mittels der im Folgenden aufgefiihrten Testmethoden verifiziert werden. Dabei wird

12
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zusédtzlich das Xenoostrogen 4MBC als weiterer moglicher Aktivator des ERa Verwendung

finden.

Die Ausgangsmethode in dieser Arbeit ist ein weit verbreiteter und als valide Testmethode
verwendeter Enzym-Assay, der EROD-Assay, bei dem die Induktion des CYP1A1-Enzyms
als Endpunkt des AhR-Signalweges ausgewertet wird. Um die Wirkung des Estradiols
aufzuheben, wird eine Kontrolle mit dem Estrogenrezeptor-Antagonisten ICI 182,780 durch-
geflihrt. Zur Diskrimination zwischen einer Verdnderung der Genexpression und einer
mdoglichen Verdnderung der posttranslationalen Modifikation des ,,AhR-Signalweg-End-
produktes* CYP1A1 werden PCR-Untersuchungen in vitro sowie auch in einem Tierversuch
in vivo vorgenommen. AnschlieBend wird der EROD-Assay an einem Proteinkonzentrat der
verwendeten Zellkultur wiederholt. Im Folgenden werden die Grundlagen der verwendeten

Methoden dargestellt.
1.5.1 EROD-Assay

Der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase-(EROD)-Assay dient als In-Vitro-Screening-Assay der
schnellen und einfachen Identifizierung von xenobiotisch wirksamen Substanzen, welche wie
Dioxin an den AhR-Rezeptor binden und Uber den nachfolgenden Signalweg eine erhohte
Genexpression der CYP1A-lsoformen (CYP1Al, CYP1A2) und damit Enzyminduktion
bewirken (Kennedy und Jones 1994; Whyte et al. 2000). Die durch 3MC (einem haufig
verwendeten Standard-Karzinogen und AhR-Ligand) induzierte Aktivitait des CYP1A1l-
Enzyms in einer intakten Hepatom-Zelllinie soll hier als Positivkontrolle fungieren. Die
Wirkung des zusétzlich zugefugten Estradiols, des Xenodstrogens 4MBC sowie anderer

estrogener Substanzen soll dagegen verglichen werden.
1.5.2 Auswirkung von Estradiol und 4 MBC auf die In-Vitro-Genexpression

Da die Fragestellung der Arbeit auf die Interaktion zwischen dem AhR- und ERa -Rezeptor
zielt, wird die mogliche Verénderung der Genexpression des AhR-Zielgens CYP1ALl sowie
die der nukledren Rezeptoren selbst durch den Zusatz von Estrogen und dem Xenodstrogen
4MBC untersucht. Dabei wird ebenso wie beim EROD-Assay die induzierte Genexpression

der Zelllinie durch 3MC als Positivkontrolle herangezogen.
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1.5.3 Auswirkungen von Estradiol und 4MC auf die In-Vivo-Genexpression

In einem Tierexperiment soll ein moglicher Effekt von Estradiol und 4MBC auf die
Genexpression von CYP1A1, AhR und ARNT zu den Ergebnissen der In-Vitro-Testreihe
verglichen werden. Dazu werden Wildtyp-Mé&usen 3MC sowie Kombinationen mit Estradiol
und 4MBC oral appliziert und nach drei Tagen die hepatische Genexpression gemessen.
Anhand von Serumwerten wird die dabei die orale Bioverfligbarkeit des applizierten

Estradiols kontrolliert.
1.5.4 EROD-Assays am Zellhomogenat

Die urspringlich entwickelte Methode von Burke und Mayer umfasste den EROD-Assay an
Mikrosomen von Ratten- und Hamsterlebern, um eine Induktion des AhR-Signalweges und
des CYP1Al nachzuweisen. Bei Mikrosomen handelt es sich um Fragmente des
endoplasmatischen Retikulums, welche bei Homogenisierung von Gewebe entstehen. Im
abzentrifugierten Anteil sind so insbesondere die CYP-Enzyme gebunden. Um die Reaktion
des CYP1ALl-Enzyms mit den zugefligten Substanzen (Estradiol, 4MBC und andere estrogene
Substanzen) mdoglichst isoliert betrachten zu kdénnen, soll nach Induktion der CYP1Al-
Aktivitat in der Zellkultur ein Zellhomogenat hergestellt, dann die Substanzen hinzugefiigt
und abschlielend der EROD-Assay durchgefihrt werden. Die Ergebnisse sollen nachfolgend
mit denen des EROD-Assays an den intakten Zellen verglichen werden und somit eine engere
Eingrenzung der mdglichen Interaktionspunkte von Estradiol und 4MBC auf die AhR-

Signalkaskade maoglich machen.
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2 Material und Methoden

2.1 Testsubstanzen

17 p-Estradiol (E2)

Substanzname: 1,3,5-Estratriene-3,17p-diol

Summenformel: C1sH2402
Molare Masse: 272.38 g/mol
CAS-Nummer: 50-28-2

bezogen von: Sigma, Schnelldorf

CH; OH

HO

Abbildung 4:  Strukturformel von 17R3-Estradiol

p-Estradiol 17-valerat (E2V)
E2-Depot-Derivat fir die orale Applikation

Substanzname: Estra-1,3,5(10)-trien-3,

17Rk-diol, 17-pentanoat CH, o—</\/
Summenformel: C23H3203 CHs

Molare Masse: 356.50 g/mol
CAS-Nummer: 979-32-8

bezogen von: Sigma, Schnelldorf HO

Abbildung 5:  Strukturformel von [3-Estradiol 17-valerat

3-Methylcholanthren (3MC)

Substanzname : 3-Methylcholanthren

Summenformel: C21H1e

Molekulargewicht: 268.35 g/mol '
CAS-Nummer: 56-49-5 OO
bezogen von: Sigma, Schnelldorf O

Abbildung 6:  Strukturformel von 3-Methylcholanthren
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4-Methylbenzylidene Camphor (4MBC)

Substanzname: (3E)-1,7,7-Trimethyl-3-[(4-methyl-
phenyl)methylene]-2-norbornanone

Summenformel: Ci1sH220

Molekulargewicht: 254.37 g/mol

CAS-Nummer: 36861-47-9

bezogen von: Merck, Darmstadt

Abbildung 7:  Strukturformel von 4-Methylbenzylidene Camphor

2.2 Chemikalien und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle aufgefiihrten Chemikalien in der hdchsten
erhaltlichen Reinheitsstufe verwendet.

17a-Estradiol Sigma, Schnelldorf
7-Ethoxyresorufin Fluka, Neu Ulm
Bradford Reagenz, Protein Assay BioRad, Miinchen
Corticosteron Serva, Heidelberg
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt
Dicumarol Sigma, Schnelldorf
D-Isocitrat, Monokaliumsalz Fluka, Schnelldorf
DMEM Gibco, Karlsruhe
dNTP-Mix Invitrogen, Karlsruhe
Fetales Kélberserum (FKS) Biochrom, Berlin
EDTA, 0.5M Gibco, Karlsuhe
Estriol Merck, Darmstadt
Estron Sigma, Schnelldorf
Genistein Roth, Karlsruhe
Glutaraldehyd, 25 % in H,O, ;. Sigma, Schnelldorf
ICI 182,780 (ICI) Tocris, Avonmouth, UK
Isocitrat-Dehydrogenase Sigma, Schnelldorf
Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck, Darmstadt
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MEM Sodium Pyruvat, 100 mM

M-MLYV Reverse Transcriptase RNase H Minus

NADP*
PBS, 10x
Pen/Strep-Losung, 1%,
10.000 U Penicillin/ml,
10 mg Streptomycin/ml
in 0,85 % Kochsalzldsung
Plasma-Gammaglobulin, Std |
Progesteron
Protease Inhibitor Cocktail,
Complete Mini, EDTA frei
Raloxifenhydrochlorid
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor
Resorufin
Salzséure (HCI)
Saccharose
Succhrose
Tagman-PCR-Mastermix, gPCR™ Core Kit
Testosteron
Tris
Trypsin-EDTA, 0.05%
Uracil-N-glycosylase
Velcorin® (Dimethylpyrocarbonat/DMDC)

2.3 Verbrauchsmaterialien

96 Well Multiply®-PCR-Plate
Deckelketten, Biosphere® 0.2 ml
Fluoreszenzplatten, FluoroNunc F96
RNeasy® Minikit

Zellschaber, Falcon

Gibco, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Sigma, Schnelldorf
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

BioRad, Miinchen
Sigma, Schnelldorf

Roche, Mannheim

Sigma, Schnelldorf
Promega, Mannheim

Sigma, Schnelldorf

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Schnelldorf
Eurogentec, Seraing, Belgien
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe
Eurogentec, Seraing, Belgien

Bayer, Leverkusen

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Wiesbaden
Qiagen, Hilden

Omnilab, Mettmenstetten
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2.4 Losungen

241 Zellkultur

Permanentkultur-Medium (PKM): 500 ml DMEM
50 ml FKS
5 ml Pyruvat (100mM)
Lagerung bei 4°C

Tris-Succhrose-Puffer: 10 mM Tris
250 mM Succhrose
ad 100 ml H20Opidest
1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail pro 10 ml
pH 7,4
Lagerung bei 4°C

2.4.2  Molekularbiologische Arbeiten

H20velc (Velcorinwasser): 0,1 ml Velcorin®
ad 100 ml H20Opidest
4 h bei RT inkubieren lassen
autoklavieren

2.5 Zellkultur

2.5.1 Kultivierung

Die Zelllinie H41IE (ATCC, Manassas, VA, USA) wurde in 75 cm?-Flaschen auf
Permanentkultur-Medium (PKM) bei 37°C, 10% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 95% inkubiert. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde das Kulturmedium mit einer
1% Pen/Strep-Losung versetzt und die Zellkultur taglich mikroskopisch kontrolliert. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle 3 Tage. Im Abstand von 7 Tagen wurden die Zellen passagiert.
Dazu wurde das Medium vorsichtig vom Zellrasen abgesaugt, dieser zweimal mit PBS
gewaschen und mit ca. 6 ml Trypsin-EDTA-L6sung bedeckt. Nach 5 min Inkubation bei 37°C
wurde der Fortschritt der Trypsinierung lichtmikroskopisch verfolgt und bei stark anhaftenden
Zellen die Ablésung mit leichten St6Ren an die Kulturflasche unterstutzt. Die Trypsin-Ldsung
mit den abgeltsten Zellen wurde zur Inaktivierung des Trypsins in 10 ml serumhaltiges PKM
gegeben und die Flasche einmal mit Medium nachgespult. Anschliefend wurde die
Zellsuspension bei 1200 Upm (300g) fur 10 min bei RT zentrifugiert (Labofuge GL, Heraeus
Christ, Hanau). Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde die Zellzahl mit einer Neubauer-

Zahlkammer (Brand, Wertheim) bestimmt. Die Aussaat der Zellen erfolgte mit 20 000 Zellen
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pro ml Medium. Dabei wurde die Kultur bis maximal Passage 20 benutzt, um Verénderungen
der Zelleigenschaften im Verlauf der Assays auszuschlieRen (Whyte et al. 2004). Aufgrund
dessen wurden friihe Passagen der Zelllinie als Kryokulturen mit 1*10° Zellen in 1 ml 10%
DMSO in FKS zunéchst in einem Styroporbehalter bei -70°C Uber Nacht eingefroren und

danach in einem Tank mit flissigem Stickstoff gelagert.

Zum Anlegen einer neuen Zellkultur wurden diese Aliquots in einem 37°C warmen
Wasserbad angetaut und der Inhalt sofort in 15 ml PKM (berfuhrt. Nach zweimaligem

Waschen mit PKM wurden die Zellen in 75 cm?2-Flaschen ausgesét.
252 EROD-Assay

Die Bestimmung der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)-Aktivitét dient als Mal3 fir die
CYP1Al-Induktion durch Dioxin verwandte Xenobiotika 0ber die Bindung an den
cytosolischen Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR). Die Substratreaktion nach Burke und Mayer
(Burke MD wund Mayer 1974) bestent aus der CYP1Al-katalysierten oxidativen
Desalkylierung von 7-Ethoxyresorufin zu Resorufin (Whyte et al. 2004). Durch den Zusatz
von Dicumarol wird die Reduktion des gebildeten Resorufins durch Oxidoreduktasen
inhibiert (Lubet et al. 1985), so dass die Resorufinmenge bei der anschliefenden

fluorometrischen Messung als der CYP1A1-Aktivitat proportional angesehen werden kann.

HsC,0 o) 0 HO o) 0
| CYP1Al |
_ B _
N N

7-Ethoxyresorufin Resorufin

Abbildung 8:  Oxidative Desalkylierung von 7-Ethoxyresorufin zu Resorufin

Fur den EROD-Assay wurde die Rattenhepatom-Zelllinie H4IIE verwendet, da sich diese
durch gute Kultivierungseigenschaften und eine niedrige basale CYP1Al-Aktivitat bei
gleichzeitiger hoher Empfindlichkeit auf PAKs auszeichnet (Benedict et al. 1973). Pitot

etablierte sie als kontinuierliche Zelllinie aus dem Reuber H-35 Hepatom (Pitot et al. 1964).

Der EROD-Assay wurde nach Clemons (Clemons et al. 1997) durchgefuhrt. Dazu wurden die
H411E-Zellen in PKM mit 10 000 Zellen pro well in 96-well-Platten ausgesat und fir 48 h bei

37°C, 10% COz2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% inkubiert. Zur Belastung der
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Zellen wurde das Medium durch frisches ersetzt, dem die in DMSO geldsten Testsubstanzen
in Verdunnungsreihen mit Medium zugeben wurden. Zusétzlich enthielt jeder Assay eine
Lésungsmittelkontrolle von DMSO (,,Basal) in der niedrigsten Verdiinnung der Substanzen
E2 und 4MBC sowie eine Positivkontrolle mit 3-Methylcholanthren (3MC) 1*10°M. Zudem
wurden Assays mit dem Estrogen-Rezeptor-Antagonisten ICl 182,780 1*10°M in
Koinkubation durchgefuihrt. Nach 48-stlindiger Inkubation wurde das Medium abgesaugt und
die Zellen pro well mit 50 pl 10 uM Dicumarol (aus einer 1 mM Stammldsung, in Ethanol)
und 50 pl 4 uM Ethoxyresorufin (aus einer 400 uM Stammlésung, in Ethanol), jeweils in
PBS verdunnt, versetzt. Die Reaktion wurde nach 30 min Inkubation bei 37°C mit 200 pl
96% Ethanol/well gestoppt. Jeweils 200 pl der Lésungen wurden in schwarze 96-well-
Fluoreszenzplatten Oberfihrt und bei 530 nm Anregung und 590 nm Emission in einem
Fluorometer (Synergy HT, BioTek, Bad Friedrichshall mit Kineticalc4 Ver. 3.4, BioTek, Bad
Friedrichshall) gemessen. Zur Bestimmung der Produktkonzentrationen wurde eine
Standardkurve aus sechs Standardpunkten verwendet, welche aus einer 25 uM

Resorufinlésung in 70% Ethanol in 1:2-Verdiunnungen in PBS erstellt wurden.
2.5.3 Homogenatgewinnung aus H4l1E-Zellen

Zur Homogenatgewinnung wurde die H411E-Zelllinie mit 20 000 Zellen/ml PKM in 75 cm?-
Flaschen ausgesat. Nach 7 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, wobei das neue Medium mit
10°M 3MC zur CYP1A1l-Induktion versetzt wurde. AnschlieRend wurde nach 48 h das
Medium abgesaugt, die Flaschen zweimal mit gekiihltem PBS gewaschen und der Zellrasen
in 5 ml gekihltem PBS mit Hilfe eines Einmal-Zellschabers suspendiert. Zusammen mit
weiteren 5 ml PBS zum Nachspiilen der Flaschen wurden die Zellsuspensionen jeweils aus
zwei Kulturflaschen in einem Falcon sofort auf Eis gelagert. Nach 5 min Kihlung erfolgte die
Abzentrifugation der Zellen bei 2600 Upm (1000g) fiir 10 min bei RT (Labofuge GL, Heraeus
Christ, Hanau), der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 1600 pl 10 mM Tris-
Succhrose-Puffer mit Protease Inhibitor erneut suspendiert. Auf Eis gelagert wurde die
Suspension zweimal 10 sec mit einer Ultraschallsonde (Cell Disruptor Micro Tip, Sonifier®
B12, Branson Instruments, Danbury, CT; USA) beschallt. Die Zellaufbrechung wurde im
Lichtmikroskop kontrolliert und die Zelltrimmer anschlieRend mit 8500 Upm (6000g) 10 min
bei 4°C abzentrifugiert (RC-5 Superspeed Refrigerated Centrifuge mit SS34 Rotor, Sorvall

Instruments, Bad Homburg). Der Uberstand wurde bei -20°C eingefroren.
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2.5.4 Protein-Bestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration der Zellhomogenate wurde anhand des Bradford-Assays (Bradford
1976) bestimmt. Hierzu wurden Verdiinnungen einer Uberstandsprobe von 1:2, 1:10 und 1:20
mit Hz2Ovidest erstellt und jeweils 10 pl in Duplets in einer 96-well-Platte mit 200 pl einer 1:5
Verdinnung des Bradford Reagenzes in H2Ovidest Versetzt. Nach 5 min Inkubation bei RT
wurde die Extinktion bei 590 nm mit einem Spectra ELISA Reader gemessen. Eine
Standardkurve zur Konzentrationsbestimmung wurde mit 100, 200, 400, 600, 800 und 1000
ug/ml bovinem Plasma-Gammaglobulin erstelit.

2.5.5 EROD-Assay mit Zellhomogenat

Bei der Bestimmung der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)-Aktivitat (s. 2.5.2) im
H411E-Zellhomogenat wurde zur kontinuierlichen Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten
fur die EROD-Reaktion ein Isocitrat-Dehydrogenase/lsocitrat-System eingesetzt, welches das
gebildete NADP* zu NADPH regenerierte.

0, H,0
H5C,0 0 o HO 0 0
N N

7-Ethoxyresorufin Resorufin

Cyplal
P NADP*
NADPH
NADP*
COOH COOH
, COOH Co, )
Hz(:\CH oo \ / H2C\ ] H2C\CH
P o /CH—COO /CHa
HO—CH - o=c 0o=cC
N\
COOH Isocitrat- COOH Isocitrat- COCH
Dehydrogenase Dehydrogenase
Isocitrat Oxalsuccinat a-Ketoglutarat

Abbildung 9: Isocitrat-Dehydrogenase/lsocitrat-Redoxsystem fiir EROD-Assay mit Zellhomogenat

Die Zusammensetzung eines Inkubationsansatzes fiir eine Probe (1,5 ml-Eppendorf-Cup)
lautete wie folgt:

25 pl 1M Tris-HCI pH 7,4

25ul - 50 mM MgCl2

25ul 50 mM Isocitrat
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25ul 0,6 MM EDTA

5ul  Isocitrat-Dehydrogenase ( 1 mg/ml & 5,5 U/mg)
140ul Zellhomogenat (1 mg/ml)

25ul 5 mM NADP?

Alle Losungen wurden mit H2Odest angesetzt und bei 4°C und NADP*-Aliquots bei -20°C
gelagert. Das Homogenat wurde auf Eis aufgetaut und auf 1 mg/ml Konzentration mit H2Ogest
verdunnt. Um Fehler zu minimieren, wurde ein Mix aus Tris-HCI, MgClz, Isocitrat und
EDTA hergestellt und vorgelegt, erst dann die Isocitrat-Dehydrogenase, das Zellhomogenat
und NADP* einzeln hinzugefiigt. Zudem wurde fiir alle Proben eines Versuchsansatzes die
gleiche Homogenatverdinnung verwendet. Als Leerkontrollen wurden bei jedem
Versuchsansatz jeweils eine Probe anstatt Homogenat mit 140 ul Tris-Succhrose Puffer (im
gleichen Verhaltnis wie das Homogenat mit H2Odest verdiinnt) und eine Probe anstatt NADP*
mit 25 pl H20dest mitgefiihrt.

Die Ansatze wurden bei 37°C im Thermomixer (5436, Eppendorf, Hamburg) 2 min
vorinkubiert und anschlielend jeweils mit 2,7 pl der Testsubstanzen in Verdinnungsreihen
versetzt. Nach 10 min Inkubation bei 37°C im Thermomixer wurden pro Probe 5ul 100uM
Dicumarol und 5 pl 75 puM Ethoxyresorufin, jeweils in PBS verdinnt, zum Starten der
Reaktion hinzugefligt. Diese wurde nach 60 min bei 37°C im Thermomixer und unter
Lichtausschluss (Aluminiumfolie) mit 500 pl 96%igem EtOH gestoppt. Um das denaturierte
Protein zu sedimentieren, wurden die Proben mit 9490 Upm (8000g) 5 min bei 4°C
zentrifugiert (Centrifuge 4515R, Eppendorf, Hamburg). Je 200 pl aus dem Uberstand wurden
in schwarze 96-well-Fluoreszenzplatten berfihrt und bei 530 nm Anregung und 590 nm
Emission (s. 2.5.2) gemessen. Anhand einer Standardkurve aus 6 Standardpunkten von einer
312,5 nM Resorufinlésung in 70% Ethanol in 1:2 Verdinnungen in PBS wurden die

Produktkonzentrationen bestimmt.

2.6 Tierversuch

Fur den durchgefuhrten Tierversuch lag eine Genehmigung des Landesamts fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit mit dem Aktenzeichen 33.11.42502-04-01-
30.05 vor.
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2.6.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fur den Tierversuch wurden 3 Monate alte mannliche Mause (C57 BI/6N) aus eigener Zucht
mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von 28 g verwendet. Die Tiere wurden in
Makrolon™-Kafigen (Typ 1V) bei 23°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55% in
Gruppen von 7 Tieren pro Ké&fig gehalten. Der Haltungsraum war taglich 12 h/d beleuchtet
und den Tieren stand sojafreies Futter (Spezialanfertigung, Ssniff, Soest) sowie Trinkwasser

ad libitum zur Verfligung.
2.6.2 Subakute Applikation von Testsubstanzen

Die folgenden Testsubstanzen wurden fiir die angegebenen Gruppen in reinem Olivendl

suspendiert:

1. Vehikel Olivendl (EuAB/DAB)

2. PB-Estradiol 17-Valerat (E2V) 600 ug/kg Korpergewicht (Kg)

3. 4MBC 600 mg/kg Kg

4. 3-Methylcholanthren (3MC) 40 mg/kg Kg

5. E2V 600 pug/kg plus 3MC 40 mg/kg Kg

6. 4 MBC 600 mg/kg plus 3MC 40 mg/kg Kg
Zur Berechnung des Ansatzprotokolls der Testsubstanzen wurden die Tiere kurz vor
Versuchsbeginn gewogen und das mittlere Korpergewicht berechnet. Zur Homogenisierung
wurden die 3MC-Kristalle in Suspension mit einem Ultra Turrax (TP18/10, Janke & Kunkel,
Staufen) zerkleinert sowie alle Suspensionen vor der Applikation 10 min gerihrt. Flr die

Behandlungsgruppen mit Estradiol wurde ein Depotpréparat in Form des B-Estradiol 17-

Valerats verwendet.

Die Mé&use wurden zu Gruppen von je 10 Tieren zusammengefasst. Die Applikation erfolgte
an 3 Tagen morgens in 24 h Intervallen. Dabei wurde jeweils 0,1 ml der suspendierten

Testsubstanzen, beziehungsweise des reinen Olivendls, tber eine Magensonde verabreicht.
2.6.3  Sektion

Unter einer tiefen CO2-Narkose wurden die Tiere 4 h nach der letzten Substanzapplikation

durch Dekapitation getdtet. Dabei wurde das Blut aufgefangen und die Leber herausprapa-
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riert. Die Leber wurde sofort in flissigem Stickstoff tiefgefroren und nachfolgend bei -70°C
gelagert. Das Blut wurde auf Eis gelagert, anschliefend abzentrifugiert (2000 g fur 30
Minuten) und das Serum bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.6.4 Messparameter

Wahrend des Versuches wurden die Tiere taglich auf Anzeichen einer toxischen Wirkung der
Testsubstanzen hin untersucht und das Korpergewicht erneut am Totungstag gemessen.

Folgende Parameter wurden bestimmt:

= | eber: Gewicht,
MRNA-Expression von CYP1A1, ERa, AhR und ARNT
= Serum: Serumkonzentration von Estradiol

2.6.5 Serumanalyse durch Radioimmunoassay

Im Radioimmunoassay (Yalow und Berson 1959) wird das im Serum befindliche Hormon
sowie ein radioaktiv markiertes Hormon (Tracer) bekannter Aktivitdat mit einem primaren
Antikorper zur Reaktion gebracht. Dabei konkurrieren das markierte und das zu messenden
Substrat um die Bindungsstelle des Antikorpers. Der ungebundene Tracer wird durch eine
sich anschlieRende Fallung der Primarantikorperkomplexe entfernt. Die in der Probe erhaltene
Radioaktivitét ist umgekehrt proportional zu dem Hormongehalt der entsprechenden Probe,

dessen Konzentration Uber eine Standardkurve bestimmt werden kann.

Fur die Messung der Serumkonzentration wurde ein kommerziell erhdltliches Kit nach

Herstellerangaben verwendet:

Estradiol: Human Estradiol RIA-Kit, 39100, DSL, Sinsheim

2.7 Molekularbiologische Arbeiten

2.7.1 Arbeiten mit Nukleinsauren

Um Kontaminationen der in Losung befindlichen RNA mit Ribonukleasen (RNasen) zu
vermeiden, wurden alle Arbeiten mit Ethanol-gewaschenen Handschuhen durchgefihrt.
Losungen wurden entweder als sterile und RNase-freie Stammldsungen erstanden oder mit
Velcorin behandeltem Wasser (H20veic) angesetzt. Alle Plastikwaren wurden fir 20 min bei
120°C autoklaviert und Glaswaren fiir 12 Stunden bei 240°C sterilisiert. Proben wurden auf

Eis aufgetaut und jedes weitere Einfrieren und wiederholtes Auftauen vermieden.
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2.7.2 RNA-Extraktion
3.4.3.1 Aus Zellkultur

Zum Extrahieren der RNA aus H4IIE-Zellen wurden 100 000 Zellen in 2 ml PKM pro well
einer 24-well-Platte ausplattiert und 48 h bei 37°C, 5% CO2z und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 96% inkubiert. Zur Belastung wurde das Medium durch frisches ersetzt,
dem die in DMSO gel6sten Testsubstanzen zugeben wurden. Zusétzlich enthielt jeder Assay
eine Losungsmittelkontrolle von DMSO in der niedrigsten Verdinnung sowie eine
Positivkontrolle mit 3-Methylcholanthrene (3MC) 1*10°M. Nach 48 h Inkubation wurde das
Medium abgesaugt und der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen.

Zur Isolation der Gesamt-RNA wurde der RNeasy® Minikit (Qiagen, Hilden) benutzt. Daflr
wurden jeweils 350 ul Lysispuffer auf die Zellen pro well gegeben und die 24-well-Platte
anschlieBend fir 10 sec in ein Ultraschallbad (Bransonic 32 Sonicator Bath, Branson
Instruments, Danbury, CT, USA) gestellt. Zu dem Homogenat wurde 350 pl 70% Ethanol
pipettiert und die nun 700 ul Suspension nach guter Durchmischung mit der Pipettenspitze
auf die Extraktionssdule des RNeasy Kits gegeben. Die Aufreinigung wurde den
Herstellerangaben entsprechend durchgefiihrt und die gereinigte RNA mit 50 pl H20verc

eluiert.
3.4.3.2 Aus Méauselebergewebe

Die Mauselebern wurden bis zur Probenaufbereitung bei -70°C gelagert. Bei dieser wurden
Stiicke des gefrorenen Organs in einem stickstoffgekiihlten Teflongefal? in einem Gewebe-
Homogenisator (Micro-dismembranator™, Braun, Melsungen) fur 20 sec bei 2500 UpM
zerkleinert. Ca. 50 mg des Gewebepulvers wurden in 600 pl Lysispuffer aufgenommen und
15 sec im Ultraschallbad (Sonifier B12, Branson Instruments, Danbury, CT, USA)
homogenisiert. Das Homogenat wurde anschlieend auf QIAShredder™-Sdulen (Quiagen,
Hilden) gegeben, um es von groben Gewebestiickchen zu befreien. Das Eluat wurde
anschlieBend mit 500 ul 70% EtOH versetzt und auf die Extraktionssédule des RNeasy® Kits
(Qiagen) gegeben. Die Gesamt-RNA wurde nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit
50 pl H20velc eluiert.
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2.7.3 Konzentrationsbestimmung der RNA

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 5 pl der RNA mit 75 pl H2Ovelc verdinnt und in einer
Quarzkuvette (Suprasil®, Hellma, Millheim) in einem Photometer (Biophotometer,
Eppendorf, Hamburg) die Extinktion bei 260 nm und 280 nm gegen den Leerwert gemessen.
Eine optische Dichte (OD) von 1 bei 260 nm entspricht dabei einer RNA-Konzentration von
ca. 40 pg/ml. Die Reinheit der RNA 1aBt sich aus dem Quotienten von OD2sonm zU OD2gonm
bestimmen, der bei 1,8 bis 2 die Annahme der Reinheit erlaubt (Sambrook 1989). Bei
niedrigeren Werten kann dies aufgrund der Absorptionseigenschaften aromatischer
Aminosauren bei 280 nm ein Hinweis auf eine Verunreinigung der Losung durch Proteine

sein.
2.7.4 Reverse Transskription (RT)

Durch die reverse Transkription wird die gewonnene RNA in eine komplementdre DNA
(cDNA) umgeschrieben und so eine Vorlage (Template) fiir die nachfolgende realtime-PCR
(RT-PCR) erstellt. Dazu wurde ein Kit einer murinen retroviralen reversen Transskriptase
ohne RNase-Aktivitat eingesetzt. Die RNA-Ldsungen wurden auf 90 ng/ul (H411E-Zell-RNA)
bzw. 20 ng/ul (Mduseleber-RNA) mit H20velc eingestellt, danach pro Ansatz 10 pl RNA-
Losung mit 3l H20veic und 1 pl Random-Primer (Invitrogen, Karlsruhe, 1:30 verdunnt in
H20velc) versetzt und 10 min bei 70°C inkubiert, um Sekundarstrukturen zu denaturieren.

Anschlieend wurde zu jedem Ansatz ein Mastermix aus folgenden Bestandteilen pipettiert:

Mastermix: 4 ul RT-Kit-Puffer
1 ul Reverse Transkriptase (RT)
1 ul 10 mM dNTP-Mix
0,1 ul RNasin

Bei einer Inkubation von 10 min bei 22°C erfolgte die Anlagerung der Primer. Darauf folgend
wurden die Gegenstrdnge wéhrend der sich anschlieBenden 50 min bei 42°C synthetisiert.
Nach einem Enzymdenaturierungsschritt bei 95°C fur 10 min wurden die Ansétze kurz
abzentrifugiert und die gewonnene cDNA bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

eingefroren.
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2.7.5 Real-Time Detection PCR (RTD-PCR)
3.4.3.1 Methode

Anders als bei der klassischen PCR (Mullis und Faloona 1987) mit nachfolgender
Endpunktanalyse ist bei der RT-PCR eine gleichzeitige Amplifizierung und Quantifizierung
der Konzentration der Ziel-DNA mittels Fluoreszenzmessung méglich (Higuchi et al. 1992).
Bei dem Tagman™-Prinzip (Livak et al. 1995; Heid CA et al. 1996) wird die zusétzlich zur
Polymeraseaktivitat bestehende 5°-, 3°- Exonucleaseaktivitdt der Tag-Polymerase zur
Spaltung einer genspezifischen Sonde (Tagman™-Probe) benutzt (Holland et al. 1991). Diese
liegt zwischen den beiden spezifischen Oligonucleotid-Primern auf der Zielsequenz und trégt
am 5°-Ende einen Reporterfluoreszenzfarbstoff (6-Carboxy-fluorescein, FAM) und am 3’-
Ende einen Quencherfarbstoff (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin, TAMRA). Wird der
Reporterfluoreszenzstoff mit Licht der Wellenldnge 488 nm angeregt, strahlt dieser Licht mit
der Wellenlange 518 nm ab, das bei intakter Sonde vom rdumlich benachbarten
Quencherfarbstoff aufgenommen wird (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, FRET). Bei
der PCR wird im Verlauf der Neustrangsynthese die an die DNA gebundene Sonde durch die
Tag-Polymerase abgebaut. Aufgrund der nun rdumlichen Trennung der beiden Farbstoff-
molekille wird der Energietransfer unterbrochen und die Reporterfluoreszenzemission
detektierbar. Die Messung des Fluoreszenzsignals findet am Ende der Elongation nach jedem

Zyklus statt. Die Signalstérke ist dabei proportional zur Konzentration des DNA-Templates.

Die PCR wird durch die Berechnung des Fluoreszenzschwellenwertes (threshold cycle, Cr-
Wert) quantifiziert. Dieser beschreibt denjenigen Zyklus der PCR, an dem die
Reporterfluoreszenzemission erstmalig signifikant tber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.
Durch seine Lage am Anfang der exponentiellen Phase der Amplifizierung steht der Ct-Wert
in einer linearen, umgekehrt proportionalen Beziehung zum Logarithmus der Template-
ausgangsmenge. Anhand einer Standardkurve, erstellt aus einer parallel amplifizierten
Verdlinnungsreihe einer bekannten Templatemenge, kénnen so bestimmten Cr-Werten

Templateausgangsmengen zugeordnet werden.
3.4.3.2 Durchfiihrung

Fur die Messung der Genexpression von AhR, ARNT und CYP1Al in den H4IIE-Zellen

sowie CYP1A1 im Tierversuch wurden bereits im Labor vorhandene und validierte Systeme
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verwendet. Alle Primer und Sonden (Sequenzen im Anhang, siehe Tabelle 7.1) wurden von
Eurogentec (Seraing, Belgien) bezogen.
Reaktionsansatz: 12,5 pl Tagman™-PCR-Mastermix mit 3,5 mM MgCl,

0,25 U Uracil-N-glycosylase

0,75 pl 300 nM jedes Primers

0,56 pl 225 nM Sonde

2-4 ul cDNA

ad 25 pl H20velc

Fur die Messung der Genexpression von AhR, ARNT und ERa im Tierversuch wurden
folgende murine Kits verwendet:
e AhR: TagMan™ Gene Expression Assays, ID Mm00478932_m1
(Applied Biosystems, Darmstadt)
e ARNT: TagMan™ Gene Expression Assays, ID Mm00507836_m1
(Applied Biosystems, Darmstadt)
Reaktionsansatz (nach Herstellerangaben):
12,5 pl Tagman™-PCR-Mastermix mit 3,5 mM MgCl,
0,25 U Uracil-N-glycosylase
1,25 pl 20x Assay Mix
2-4 ul cDNA
ad 25 pl H20velc

e ER-a: Quanti Tect Primer Assay, ID Mm_Esrl 1 SG

Die Ansétze fur jeweils ein Zielgen wurden in 96-well-Platten pipettiert und diese mit
optischen Deckelketten verschlossen. Bei jedem Ansatz wurde dabei eine Standardkurve aus
6 bis 8 Standardpunkten in Doppelbestimmung sowie 6 Kontrollen ohne cDNA mitgefiihrt,

um Kontaminationen auszuschlieRRen.

Die RTD-PCR wurde in einem ABI PRISM™ 7700 Sequence detector (Perkin Elmer,
Rodgau-Jigesheim) tiber 40 Zyklen mit folgendem Programm durchgefiihrt:
PCR Programm:
1. 94°C-180s
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2. 94°C-30s
3. 60°C-90s

Schritte 2-3 39-mal wiederholt
4, 72°C —10 min

Die Daten wurden mit dem Programm Sequence Detection Systems (Ver. 1.9.1) von Applied

Biosystems (Darmstadt) ausgewertet.

2.8 Statistische Auswertung

Zunachst wurden die Rohdaten anhand des Grubbs-Tests (Burke S 2001) auf AusreiRer hin
untersucht. Dabei wurde folgende Formel verwendet:

X x|
s

G =

wobei X den Mittelwert der Gruppe, xi den Einzelwert und s die Standardabweichung
darstellen. Wenn der erhaltene Wert dabei groRer war als der kritische Wert flr das 95% -
Konfidenzintervall, wurde der entsprechende Messwert als Ausreifl3er betrachtet und entfernt.
AnschlieRend wurden die Messwerte mit dem Programm Prism® (Ver.4, GraphPad, San
Diego CA, USA) ausgewertet. Bei zwei Gruppen wurde der student’s t-Test, bei drei oder
mehr Gruppen eine ANOVA (One-way analysis of variance) sowie ein Dunnett’s Multiple
Comparison Post-Test verwendet. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant betrachtet (in
den Abbildungen mit * oder # markiert).

Die Ergebnisse sind jeweils als Mittelwert sowie als Standardfehler des Mittelwertes (Mean +
SEM) aufgetragen. Soweit in den Graphen nicht abweichende Einheiten angegeben sind,
wurden die Messwerte der einzelnen Gruppen auf die Mittelwerte der Kontrollgruppe
(=100%) prozentrelativiert (% rel).
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3 Ergebnisse

3.1 EROD-Assay mit Zellkultur

3.1.1 EROD-Assay mit 3MC

In diesem EROD-Assay wurde der Einfluss von Estradiol, 4MBC und anderen Substanzen
auf die EROD-AKktivitat der H411E-Zellkultur untersucht. Dabei wurden die Mdglichkeiten
der Induktion sowie der Hemmung der Induktion berlicksichtigt. Die maximale Induktion der
EROD-AKktivitat durch die Positivkontrolle 3MC (Abbildung 10) wurde bei einer
Konzentration von 1*10%M erreicht, welches eine 120fache Steigerung gegeniiber der
Kontrollgruppe darstellt. Auch niedrigere Konzentrationen von 1*10'M bis 5*10'M wiesen
eine signifikante dosisabhangige Steigerung der EROD-Aktivitdt auf. Hohere Konzen-
trationen tiber 1*10°M erh6hten dagegen die EROD-AKtivitat nicht.

EROD-Assay
3MC
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Abbildung 10: Induktion der EROD-AKktivitat in der Zellkultur durch 3MC. Die Werte (n = 24, 4
Experimente mit 6 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal = Ldsungsmittelkontrolle mit DMSO)
relativiert. * = signifikant gegen die Gruppe ,,Basal“. In dieser und allen folgenden Graphiken sind Mittelwerte
sowie die Standardfehler des Mittelwertes (SEM) abgebildet. Als signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1.2 EROD-Assay mit Estradiol

Bei der Testung auf eine mdgliche Induktion der EROD-Aktivitat durch Estradiol
(Abbildung 11) konnte bei keiner der getesteten Konzentrationen ein signifikanter Unter-
schied zur Kontrolle festgestellt werden. Im Hinblick auf eine potentielle Hemmung der
Induktion zeigte die Koinkubation von Estradiol und 3MC im EROD-Assay (Abbildung 12)
eine deutlich signifikante Reduktion der EROD-Aktivitat ab einer Konzentration von

2,5%10°M. Die maximale Hemmung der Induktion durch Estradiol um 62% wurde bei einer
Konzentration von 5*10°M erreicht.
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Abbildung 11: EROD-Assay in der Zellkultur mit Estradiol. Die Werte (n = 18, 3 Experimente mit 6
Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert. * = signifikant gegen die Gruppe ,,Basal*.
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Abbildung 12: EROD-Assay in der Zellkultur bei Koinkubation von Estradiol mit 3MC (1*10°M). Die
Werte (n = 18, 3 Experimente mit 6 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert. # =
signifikant gegen die Gruppe ,,3MC (1*105M)“.

3.1.3 EROD-Assay mit 4AMBC

Im EROD-Assay mit 4MBC als mdglichen Induktor der EROD-Aktivitat (Abbildung 13)
zeigte sich bei allen getesteten Konzentrationen keine signifikante Steigerung der EROD-
Aktivitat gegenuber der Kontrolle. Bei der Koinkubation von 4MBC mit dem Induktor 3MC
lieR sich eine deutlich signifikante Hemmung der Induktion ab einer Konzentration von
2,5*10°M durch 4MBC feststellen. Die maximale Reduktion der EROD-AKtivitat bei einer
Konzentration von 5*10°M lag bei ca. 57%.
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Abbildung 13: EROD-Assay in der Zellkultur mit 4MBC und in Koinkubation mit 3MC. Die Werte
(n = 18, 3 Experimente mit 6 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert. Oben ist die
Inkubation mit 4MBC in den angegebenen Konzentrationen dargestellt. * = signifikant gegen die Gruppe

»Basal“. Unten ist die Koinkubation mit 3MC (1*10°M) dargestellt. # = signifikant gegen die Gruppe ,,3MC
(1*10°M)*,
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3. Ergebnisse

3.14 EROD-Assay mit Estradiol und ICI

Bei beiden Testsubstanzen, Estradiol und 4MBC, wurde versucht, die hemmende Wirkung
auf die Induktion der EROD-AKktivitat mit 3MC durch den Estrogenrezeptor-Antagonisten ICI
182,780 (1*10°M) zu blockieren. ICI 182,780 hatte dabei selbst, ebenso wenig wie Estradiol
und 4MBC, keinen induzierenden Einfluss auf die EROD-AKktivitat.

Bei der Koinkubation von Estradiol und 3MC (Abbildung 14) wurde erneut ein hemmender
Effekt von ca. 68% auf die Induktion gemessen, die Zugabe von ICI 182,780 hatte hierauf

keinen Einfluss. Beide Gruppen unterschieden sich in einem student’s t-test nicht signifikant
voneinander.
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Abbildung 14: EROD-Assay in der Zellkultur mit ICI 182,780 und in Koinkubation mit 3MC und
Estradiol. Die Werte (n = 18, 3 Experimente mit 6 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal)
relativiert. # = signifikant gegen die Gruppe ,,3MC (1*10M)“, n.s.= nicht signifikant.

34
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3.1.5 EROD-Assay mit 4AMBC und ICI

Ebenso zeigte sich bei der Koinkubation von 4MBC und 3MC (Abbildung 15) erneut eine
signifikante hemmende Wirkung von 4MBC auf die EROD-AKktivitat von ca. 46%. Bei dem
Versuch, durch die Zugabe von ICI 182,780 die Hemmung zu blockieren, konnte kein Effekt

festgestellt werden. Ein student’s t-test wies keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen mit und ohne ICI 182,780 auf.
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Abbildung 15: EROD-Assay in der Zellkultur mit ICI 182,780 und in Koinkubation mit 3MC und
4MBC. Die Werte (n = 18, 3 Experimente mit 6 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert.
# = signifikant gegen die Gruppee ,,3MC* (1*10-°M), n.s.= nicht signifikant.
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3.1.6 EROD-Assay mit E2-dhnlichen Substanzen

Um Hinweise darauf zu erhalten, inwiefern die molekulare Struktur der Testsubstanz Einfluss
auf deren Wirkung im EROD-Assay aufweist, wurden, neben den zuvor untersuchten
Substanzen, strukturell &hnliche Substanzen im EROD-Assay der H4IIE-Zellkultur bei einer
Konzentration von 5*10°M getestet (Abbildung 16). Als Testsubstanz mit induzierender
Wirkung auf die EROD-AKktivitat erwies sich neben der Positivkontrolle 3MC lediglich das
Phytoestrogen Genistein, bei der eine 2,5fache Induktion gegentber der Kontrolle gemessen
wurde. Die zuvor getesteten Substanzen 17p-Estradiol, 4MBC und ICI 182,780 (1*10°M)
zeigten erneut keine Stimulation der EROD-Aktivitat. Ebenso hatten das Stereoisomer
17a-Estradiol, das Estrogen Estron sowie das estrogene Stoffwechselprodukt Estriol in der
gemessenen Konzentration keinen induzierenden Effekt. Auch bei der Inkubation mit
Testosteron konnte keine Steigerung der EROD-AKktivitat gegenliber der Kontrolle festgestellt

werden.
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Abbildung 16: Induktion der EROD-AKktivitat in der Zellkultur durch Estradiol &hnliche Substanzen.
Die Werte (n = 18, 3 Experimente mit 6 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert. * =
signifikant gegen die Gruppe ,,Basal*.
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3.1.7 EROD-Assay mit E2-4hnlichen Substanzen und 3MC

Die Koinkubation mit dem Induktor 3MC wurde zur Untersuchung maéglicher inhibitorischer
Effekte der Testsubstanzen auf die EROD-AKktivitat (Abbildung 17) in der Konzentration
5*10°M durchgefiihrt. Dabei zeigten neben 17B-Estradiol und 4MBC auch die strukturell
dhnlichen Substanzen 17a-Estradiol, Estron und Estriol eine unterschiedlich ausgeprégte
Hemmung der Induktion. Die Reduktion der EROD-AKktivitat gegeniiber der Positivkontrolle
3MC betrug bei 17B-Estradiol ca. 74%, bei 4MBC ca. 56%, bei 17a-Estradiol ca. 36%, bei
Estron ca. 56% und bei Estriol ca. 29%. Bei Testosteron, Genistein und ICl 182,780
(1*10-°M) war kein signifikanter Einfluss auf die induzierte EROD-AKtivitat festzustellen.
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Abbildung 17: EROD-Assay in der Zellkultur mit Estradiol dhnlichen Substanzen in Koinkubation mit
3MC. Die Werte (n = 24, 3 Experimente mit 8 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert.
# = signifikant gegen die Gruppe ,,3MC* (1*10°M).
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3.2 Genexpressionsdaten der Zellkultur

Um eine Induktion durch Ligandenbindung am AhR direkt nachweisen zu kdénnen, wurde
zusatzlich zur CYP1AL-Aktivitat die Genexpression (MRNA nach RT-PCR) des Zielgens
CYP1A1 aus der H4IIE-Zellkultur bestimmt, welche Gber 48h mit 3MC, Estradiol und 4MBC
in unterschiedlicher Kombination inkubiert wurde. Eine Aussage Uber eine mogliche
Beeinflussung der nukledren Rezeptoren sollte (iber die Bestimmung der mRNA von AhR

und ARNT getroffen werden kénnen.
3.2.1 Genexpression von CYP1Al

Die Expression der CYPLAL-mRNA (Abbildung 18) wurde dabei durch den bekannten
Induktor und Positivkontrolle 3MC um das ca. 108fache gegenuber der Kontrolle gesteigert.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen des EROD-Assays konnte in der Koinkubation mit 3MC
auf der Ebene der Genexpression sowohl bei Estradiol als auch bei 4MBC in der
Konzentration 5*10°M kein signifikanter Einfluss der beiden Testsubstanzen auf die
Induktion durch die Positivkontrolle 3MC festgestellt werden. Bei der alleinigen Inkubation
von Estradiol sowie 4MBC in der Konzentration 5*10°M erwies sich die erhohte
Genexpression von Estradiol um ca. 130% bzw. von 4MBC um ca. 170% in einem
zusétzlichen ANOVA als nicht signifikant gegenuber der Kontrolle.
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Abbildung 18: CYPA1-Genexpression (RT-PCR) in der H4lIIE-Zellkultur nach 48h Inkubation. Die
Werte (n = 12, 3 Experimente mit 4 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert.
# = signifikant gegen die Gruppe ,,3MC* (1*10-°M), n.s.= nicht signifikant.

3.2.2  Genexpression von AhR

Die Genexpression des Arylhydrocarbon-Rezeptors (AhR) (Abbildung 19) wurde durch
seinen exogenen Liganden 3MC in der Konzentration 1*10°M um ca. 30% gesteigert, jedoch
nicht signifikant zur Kontrolle. Auch in Koinkubation mit Estradiol sowie 4MBC in der
Konzentration 5*10°M war die Erhéhung der mRNA-Expression, bei Estradiol um ca. 48%
bzw. bei 4MBC um 61%, nicht signifikant. Die Inkubation der Zellkultur mit Estradiol sowie
4AMBC alleine hatte keinen Effekt auf die Genexpression des AhR.
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Abbildung 19: AhR-Genexpression (RT-PCR) in der H4lI1E-Zellkultur nach 48h Inkubation. Die Werte
(n =12, 3 Experimente mit 4 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert.

3.2.3 Genexpression ARNT

Die Genexpression des AhR-Dimerisierungspartners ARNT (aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator) (Abbildung 20) wurde durch die Inkubation mit dem Liganden 3MC

sowie den Testsubstanzen Estradiol und 4MBC sowohl einzeln als auch in Kombination nicht
signifikant beeinflusst.

H4lIE-Genexpression
ARNT

1504

1254

100

754

%rel

50

25

Abbildung 20: ARNT-Genexpression (RT-PCR) in der H411E-Zellkultur nach 48h-Inkubation. Die Werte
(n =12, 3 Experimente mit 4 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert.
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3.3 Tierversuchsdaten

Da Untersuchungsergebnisse in vitro in besonderem Male abhdngig sind von den gewéhlten
Begleitumstanden wie der Zellkultur, der Konzentration der Substanzen oder dem Testsystem,
wurde in einem Tierversuch mit Wildtyp-Mausen uberprift, ob die zusatzliche Behandlung
mit Estradiol bzw. 4MBC die Induktion des AhR-Signalweges durch 3MC moduliert.

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus dem Tierversuch ,,Subakute Applikation von

Testsubstanzen* dargestellt.
3.3.1 Tier-und Organgewichte
3.4.3.1 Tiergewichte

Vor Beginn der Behandlung lag das durchschnittliche Kérpergewicht der 3-4 Monate alten
mannlichen Méuse bei 28,46 + 1,2 g. In allen Behandlungsgruppen konnte bei Versuchsende
am dritten Behandlungstag im Hinblick auf die Tiergewichte kein signifikanter Unterschied
zur Kontrollgruppe festgestellt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Tiergewichte der Behandlungsgruppen bei Versuchende (Behandlungstag 3). Eine
Behandlungsgruppe umfasste 10 Tiere.
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3.4.3.2 Lebergewichte

Als Umweltkontaminant induziert 3MC in besonders ausgepragtem MaRe den
Fremdstoffmetabolismus der Leber. Wie in Abbildung 22 dargestellt, resultierte die alleinige
Applikation von 3MC im Verlauf von drei Behandlungstagen aber nicht in einer signifikanten
Abweichung des relativen Lebergewichts in Bezug auf die Kontrollgruppe, bei der das
Lebergewicht ca. 5,1 % vom Kdorpergewicht betrug. Mit Ausnahme der Behandlungsgruppe
4MBC/3MC wiesen auch alle anderen Gruppen keine signifikante Anderung des relativen
Lebergewichtes in Bezug zu der Kontrollgruppe auf. Die kombinierte Applikation von 4MBC
und 3MC flhrte in dieser Gruppe zu einer signifikanten Reduktion des relativen
Lebergewichtes um ca. 15 %.
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Abbildung 22: Relative Lebergewichte der Behandlungsgruppen bei Versuchsende (Behandlungstag 3).
Das Lebergewicht wurde auf das Kdrpergewicht (BW) der einzelnen Tiere bezogen. * = signifikant gegen die
Kontrollgruppe.
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3.3.2 Serumanalyse

Die Serumspiegel von Estradiol wurden im Radioimmunoassay ermittelt. Wie in Abbildung
23 dargestellt, konnten nur die Serumspiegel der Behandlungsgruppen Estradiol (E2) und der
Kombination E2 mit 3MC quantifiziert werden. Die dreitdgige Behandlung mit E2 fuhrte im
Serum der ménnlichen Versuchstiere zu einer mittleren Serumkonzentration 646 + 365 pg/ml.
Auch die kombinierte Behandlung mit E2 und 3MC resultierte in einem Anstieg des
Estradiolspiegels auf 427 + 330 pg/ml. Die durchschnittliche Serumkonzentration bei der
Gruppe E2/3MC war dementsprechend geringer als die der Gruppe E2 trotz gleicher Zufuhr
von E2 bei beiden Behandlungsgruppen. Dieser Unterschied wies jedoch in einem separaten

student’s t-test keine Signifikanz auf.
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Abbildung 23: Serumspiegel von Estradiol nach 3tégiger Behandlung. Pro Tier konnten ca. 150 pl Serum
gewonnen werden, allerdings wurden fir den vorliegenden Radioimmuniassay in Doppelbestimmung 200 pl
Serum benétigt, weshalb die Werte der Behandlungsgruppen ohne E2-Gabe unterhalb der Detektionslinie des
Assays lagen (o). Eine Behandlungsgruppe umfasste 10 Tiere.

3.3.3 Genexpressionsdaten der Leber

Um Auswirkungen der Applikationsbehandlung auf die Genexpression der Leber in den
Behandlungsgruppen darzustellen, wurde die mMRNA-Expression von CYP1Al, AhR, ARNT
und ERa nach der dreitdgigen Behandlung mittels RT-PCR analysiert.
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3.4.3.1 Genepression von CyplAl

Abbildung 24 zeigt die CYP1Al-Genexpression in der Leber. Wie von dem CYP1Al-
Induktor 3MC zu erwarten war, fuhrte die dreitdgige Behandlung mit 3MC bei dieser Gruppe
zu einer ca. 1000fachen Steigerung der CYP1A1-Expression. Die kombinierte Gabe von E2
und 3MC fiihrte zu einer ca. 1600fachen Induktion der CYP1AL1-mRNA, die Kombination
von 4MBC und 3MC wies einen ca. 2900fachen Anstieg in Bezug auf die Kontrollgruppe auf.
Die deutlich starkeren CYP1A1-Induktionen durch die kombinierten Behandlungen stellten
sich in einem zusatzlichen ANOVA jedoch als nicht signifikant gegentiber der alleinigen
Gabe von 3MC heraus. Die alleinige Applikation von E2 sowie 4MBC fihrte zu keiner
signifikanten Anderung der CYP1A1-Genexpression.
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Abbildung 24: CYP1A1-Genexpression (RT-PCR) in der Leber nach 3tdgiger Behandlung. Die Werte
(n = 10) wurden auf die Kontrollgruppe relativiert. * = signifikant gegen die Kontrollgruppe.

3.3.4 Genexpression von AhR und ARNT

Die  Genexpressionen des  Arylhydrocarbon-Rezeptors  (AhR)  sowie  dessen
Dimerisierungspartners ARNT in der Leber der Behandlungsgruppen sind in Abbildung 25
dargestellt. Diese zeigt sowohl bei der Gabe von dem AhR-Liganden 3MC als auch bei der
Behandlungsgruppe E2 eine Reduktion der AhR-Genexpression auf ca. 70% bzw. ca. 75% der

Kontrolle, die sich jedoch in beiden Fallen als nicht signifikant herausstellte. Ebenso wies die
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leichte Steigerung der AhR-Expression in der Kombinationsgruppe 4MBC/3MC von 22%
keine Signifikanz auf. Die AhR-Genexpression in den Gruppen 4MBC und E2/3MC blieb
unverdndert. Die mRNA-Expression von ARNT zeigte in allen Behandlungsgruppen, mit
Ausnahme der kombinierten Gruppe 4MBC/3MC, keine signifikante Anderung. In dieser
Gruppe steigerte die Behandlung die ARNT-Genexpression um ca. 38%.
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Abbildung 25: AhR- und ARNT-Genexpression (RT-PCR) in der Leber nach 3tdgiger Behandlung. Die
Werte (n = 10) wurden auf die Kontrollgruppe relativiert. * = signifikant gegen die Kontrollgruppe.
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3.4.3.1 Genexpression von ERa

Auch die mRNA-Expression von ERa in der Leber der Behandlungsgruppen wurde mittels
RT-PCR analysiert (Abbildung 26). Dabei wies keine der Behandlungsgruppen eine
signifikante Anderung der Genexpression auf. Die Behandlungsgruppen E2 und 4AMBC/3MC
zeigten zwar eine reduzierte Expression von ERa auf ca. 78 % bzw. ca. 65%, diese blieb
jedoch unterhalb des Signifikanzniveaus.
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Abbildung 26: ERa-Genexpression (RT-PCR) in der Leber nach 3tégiger Behandlung. Die Werte (h= 10)
wurden auf die Kontrollgruppe relativiert.
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3.4 EROD-Assay mit Zellhomogenat

Um Aufschluss Gber mogliche direkte Effekte der Testsubstanzen auf die Reaktion des
EROD-Assays unter Ausschluss der Genexpression zu erhalten, wurde dieser mit einem
Zellhomogenat durchgefiihrt. Das Homogenat wurde aus der H4IIE-Zellkultur gewonnen,
deren CYP1A1-Genexpression zuvor durch 3MC (1*10°M) induziert worden war, um eine
mdoglichst hohe Enzymausbeute zu erreichen. Parallel mitgefiihrte Kontrollen ohne NADP
bzw. Homogenat gaben Aufschluss Uber die Funktionsfahigkeit des eingesetzten Isocitrat-
Dehydrogenase/Isocitrat-Redoxsystems bzw. tber die Abhdngigkeit der Enzymreaktion von
vorhandenem Zellhomogenat.

3.4.1 Resorufinzeitprodukt

Eine Analyse im Hinblick auf die Abhangigkeit des Reaktionsproduktes Resorufin von der
Reaktionszeit des EROD-Assays (Abbildung 27) zeigte eine streng lineare Beziehung mit
einem BestimmtheitsmaR von r? = 0,992 und einer Steigung von y = 1,48*x.
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Abbildung 27: Abhangigkeit des Reaktionsproduktes Resorufin von der Reaktionszeit im EROD-Assay
mit dem Zellhomogenat aus der H4l1E-Zellkultur. Die Proteinkonzentration des Zellhomogenats wurde auf
1mg/ml festgelegt und die Reaktion mit 5 pl 75 uM Ethoxyresorufin gestartet.

47



3. Ergebnisse

3.4.2 EROD-Assay mit 3aMC

In einer Verdunnungsreihe des CYP1Al-Induktors 3MC (Abbildung 28) wurde dessen
direkte Wirkung auf die Enzymreaktion des EROD-Assays untersucht. Der Zusatz von 3MC
fiihrte dabei ab einer Konzentration von 1*10®M zu einer sehr deutlichen Hemmung der

EROD-AKktivitat. Die maximale Reduktion betrug innerhalb der getesteten Konzentrationen
(1*1071°M bis 1*10*M) ca. 94% bei 1*10°M.
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Abbildung 28: Hemmung der EROD-Aktivitdt im EROD-Assay mit Zellhomogenat durch 3MC.
Die Werte (n = 6, 3 Experimente mit 2 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert. NADP

CTL = Reaktionsansatz ohne Zusatz von NADP. Puffer CTL = Reaktionsansatz mit Puffer ohne Homogenat.
* = signifikant gegen die Gruppe ,,Basal*.
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3.4.3 EROD-Assay mit Estradiol und 4AMBC

In Abbildung 29 ist die Wirkung von Estradiol sowie 4AMBC auf die Reaktion des EROD-
Assays dargestellt. Beide Testsubstanzen hemmten die EROD-Aktivitat deutlich
dosisabhé&ngig und in allen getesteten Konzentrationen signifikant. Die Reduktion durch den
Zusatz von Estradiol steigerte sich graduell von 19% bei 1*10°M zu maximal 80% bei

1*10*M, die Reduktion durch 4MBC von 16% bei 1*10°M zu maximal 87% bei 1*10“M.
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Abbildung 29: Hemmung der EROD-Aktivitat im EROD-Assay mit Zellhomogenat durch Estradiol und
4MBC. Die Werte (n = 6, 3 Experimente mit 2 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe (Basal) relativiert.
NADP CTL = Reaktionsansatz ohne Zusatz von NADP. Puffer CTL = Reaktionsansatz mit Puffer ohne

Homogenat. Homogenat CTL = Reaktionsansatz mit Zellhomogenat von nicht vorbehandelter Zellkultur.
* = signifikant gegen die Gruppe ,,Basal®.
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3. Ergebnisse

3.4.4 EROD-Assay mit E2-verwandten Substanzen

Um die (strukturellen) Eigenschaften der Substanzen einzugrenzen, die fur einen direkten
Einfluss auf die Enzymreaktion des EROD-Assays mafgebend sein konnten, wurde die
EROD-AKktivitat unter Zusatz von verschiedenen Substanzen, unter anderem aus dem Bereich
der Steroidhormone, in der Konzentration 1*10°M gemessen. Dabei zeigte sich bei den schon
zuvor getesteten Substanzen 3MC, 17p-Estradiol und 4MBC erneut eine starke Hemmung der
EROD-AKktivitat. Der CYP1A1l-Induktor 3MC reduzierte die gemessene Enzymaktivitat auf
7% der Kontrolle, 17B-Estradiol auf 46% und 4MBC auf 49%. Eine signifikante
Erniedrigung zeigte ebenso der Zusatz von dem Stereoisomer 17a-Estradiol auf 84% sowie
von dem Estrogen Estron auf 58%. Das estrogene Stoffwechselprodukt Estriol als auch die
Vertreter anderer Steroidhormone - Progesteron, Testosteron und Corticosteron - wiesen
dagegen keine direkte Wirkung auf die Reaktion des EROD-Assays auf. Das Phytoestrogen
Genistein senkte die EROD-Aktivitat auf 31% der Kontrolle, auch der Zusatz des SERMs
(Selektiver Estrogenrezeptormodulator) Raloxifen reduzierte diese auf 57%. Der

Estrogenrezeptor-Antagonist ICI 182,780 hatte keinen signifikanten direkten Effekt auf die
Enzymaktivitat.

EROD-Assay mit Zellhomogenat
verschiedene Testsubstanzen
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Abbildung 30: Einfluss von verschiedenen Testsubstanzen (1*10°°M) auf die EROD-Aktivitit im EROD-
Assay mit Zellhomogenat. Die Werte (n = 6, 3 Experimente mit 2 Replikaten) wurden auf die Kontrollgruppe
relativiert (Basal). NADP CTL = Reaktionsansatz ohne Zusatz von NADP. Puffer CTL = Reaktionsansatz mit
Puffer ohne Homogenat. * = signifikant gegen die Gruppe ,,Basal*.
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4. Diskussion

4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand der durchgefuhrten Methoden die Annahme einer
Hemmung der AhR-Zielgene auf transkriptioneller Ebene durch Estradiol und dem
Xenoostrogen 4MBC nicht bestatigt werden. Die durchgefiihrte Genexpressionsanalyse zeigte
keinen signifikanten inhibitorischen Effekt von Estradiol oder 4AMBC auf die Transktiption
des AhR-Zielgens CYP1AL.

Direkt kontrér hierzu wiesen dagegen die Ergebnisse des EROD-Assays an der H4IIE-
Zellkultur einen sehr starken inhibitorischen Einfluss von Estradiol und 4MCB auf die
CYP1Al-Enzymaktivitdt auf. Als Ursache dieser zundchst widersprichlichen Ergebnisse
konnte ein gravierender Storfaktor in der verwendeten Methode herausgearbeitet werden: Die
kompetitive Inhibition des CYP1Al-Enzyms im EROD-Assay durch Estrogen, estrogen-
ahnliche Substanzen sowie auch den verwendeten AhR-Induktor 3MC reduziert die Validitét

des Testsystems in erheblichem Umfang.

Schlul¥folgernd bedurfen Untersuchungen beziiglich einer AhR-ERa-Interaktion sowie auch
die Einschatzung von Expositionen gegenuber dioxindhnlichen Stoffen mittels EROD-Assay

einer detallierten Kenntnis und den Ausschluss der beschriebenen Storfaktoren.

4.1 Modifikation der induzierten CYP1A1l-Aktivitat im Zellkultur-

EROD-Assay

Der 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase-(EROD)-Assay an einer vitalen Zellkultur soll als
schnell durchfiihrbarer Bioassay als Indikator fur die Exposition gegenuber einem
dioxinahnlichen Stoff fungieren, welcher an den AhR bindet und Uber die beschriebene
Signalkaskade die Aktivitadt des CYP1A1-Enzyms induziert. Entsprechend wird eine erhohte
Enzymaktivitéat einer erh6hten Genexpression und zusétzlich dem AusmaR der Induktion der

Konzentration des induzierenden Stoffes gleichgesetzt (Petrulis und Bunce 1999).
4.1.1 Auswirkung von 3MC

Wie von 3MC als Modell-Ligand des AhR zu erwarten, zeigte sich im EROD-Assay eine
starke, in niedrigeren Konzentrationen dosisabhangige CYP1Al-Induktion mit einem

Maximum einer 120fachen Erhohung bei einer Konzentration von 1*10°M. In hoheren
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Konzentrationen unterschied sich die EROD-Aktivitdt nicht mehr signifikant von der
Basalaktivitat. Dieses Ph&nomen wurde bereits in mehreren Studien mit unterschiedlichen
Studienbedingungen nachgewiesen. Gooch et al. beobachteten in hoheren Konzentrationen in
vivo eine starke Reduktion der durch Polychlorierte Biphenyle induzierten CYP1AL-Aktivitat
im EROD-Assay an Mikrosomen der Meerbrasse (Gooch et al. 1989), Hahn et al. bei h6heren
Konzentrationen von Tetrachlorbiphenyl als 1*107'M in einer Fischhepatom-Zellkultur.
Jedoch stieg die Genexpression bzw. CYP1AL1-Proteinmenge jeweils dosisabhangig weiter an
(Hahn et al. 1993). Eine Zytotoxizitat der verwendeten Xenobiotika in hoherer Dosierung
wurde durch Verhallen et al. bei einer TCDD-Behandlung von Huhner-Primarzellkultur in
1*107'M widerlegt (Verhallen et al. 1997) und kann somit nicht als Erklarung herangezogen

werden.
4.1.2  Auswirkung von Estradiol, 4MBC und ICI

Estradiol allein wies im EROD-Assay der H4l1E-Zellkultur bis zu einer Konzentration von
2.5*10°M keinen Einfluss auf die basale CYP1A1-Aktivitat auf. Lee et al. berichteten
dagegen von einer Erhohung der CYP1AZl-Aktivitit durch 1*10°M Estradiol. Bei
zusatzlicher Induktion der CYP1A1-Genexpression wird dort die Hypothese des Estradiols als
eines moderaten AhR-Liganden vertreten. (Lee SS et al. 1998). Dies lasst sich anhand der hier
erlangten Ergebnisse so nicht bestdtigen. Auch Son et al. konnte keinen Effekt von Estradiol

allein nachweisen (Son et al. 2002).

Desweiteren konnte in dieser Arbeit eine ausgepréagt signifikante und dosisabhangige
Hemmung der 3MC-induzierten CYP1A1-Aktivitat durch Estradiol ab einer Konzentration
von 2,5*10°M gezeigt werden. Diesbeziiglich ist die Datenlage sowie deren Interpretation als
kontrovers zu beschreiben. Wahrend Hoivik et al. sowohl bei MCF-7 (Mammakarzinom)-
sowie auch Hepalclc7 (Maushepatom)-Zellen bei E2 von 1*10°M keinerlei Effekt auf die
induzierte CYP1A1-Aktivitdt nachweisen konnten (Hoivik et al. 1997), war es anderen
Gruppen mdoglich den hemmenden Effekt durch E2 auf MCF-7- und ECC-1
(Endometriumepithel)-Zellen bereits bei Konzentrationen ab 1*10°M (Ricci et al. 1999;
Wormke et al. 2000) zu demonstrieren. Son et al. erreichten durch gleichzeitige Behandlung
mit E2 von 5*10°M und TCDD bei ID8(Mausovar)-Zellen sogar eine starkere Aktivierung
des CYP1ALl als durch TCDD allein (Son et al. 2002).

Ricci et al. sahen eine mogliche Begriindung fur den divergierenden Effekt in der

Abhéngigkeit von der Estrogensensitivitat und ER-Status der Zellkultur. Dies erscheint im
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Hinblick auf die hier verwendete Hepatom-Zellkultur und die fehlende Hemmung in
Ishikawa-Zellen (Endometriumkarzinom) fragwirdig (Wormke et al. 2000). Auch bei Fischen
ist die estrogene Hemmung der induzierten CYP1Al-Aktivitdt in vivo und in vitro
nachweisbar (Kirby et al. 2007; Grans et al. 2010).

Unklar ist bisher die Involvierung des ERa tUberhaupt in die estrogenbedingte Hemmung der
induzierten CYP1AZ1-Aktivitat. In der vorliegenden Arbeit wurde der Estrogenrezeptor-
Antagonist ICI 182,780 (1*10°M), welcher inzwischen als Fulvestrant in der
Brustkrebstherapie Verwendung findet, hinzugezogen, um eine weitere Beschreibung des
Effektes zu ermdglichen. ICI zeigte in der Koinkubation mit 3MC und E2 keinen Einfluss auf
die Hemmung durch E2. Damit scheint die Wirkung des Estradiols nicht iber den typischen
ER-Signalweg zu entstehen, was im Gegensatz zu den erwarteten Ergebnissen einer
Interaktion auf Rezeptorebene steht. Auch diesbeziiglich ist die Datenlage sehr unstimmig.
Sowohl ICI als auch der selektive Estrogantagonist Tamoxifen, welcher kompetitiv an den ER
bindet, konnten teilweise die estradiolbedingte Hemmung aufheben (Ricci et al. 1999;
Wormke et al. 2000). Andere Studien konnten dies jedoch nicht bestatigen (Jeong und Lee
1998; Lai et al. 2004).

Zumindest teilweise gibt das Modell von Wormke et al. fur die kontroversen Ergebnisse eine
Erklarung, welches die unterschiedlichen Expressionsmuster verschiedenster Transkriptions-
faktoren in den Zellkulturen und deren Variabilitdt innerhalb derselben Zelllinie durch
Wachstumsbedingungen und Zellpassagen als urséchlich ansehen (Wormke et al. 2000; Safe
und Wormke 2003).

Das XenoGstrogen 4MBC zeigte bis zu einer Konzentration von 5*10°M im EROD-Assay
ebenso wie Estradiol keinen signifikanten Einfluss auf die basale CYP1A1-Aktivitét, so dass
eine Bindung an den AhR und Induktion des Signalweges damit ausgeschlossen scheinen.
Interessanterweise liefl3 sich auch bei 4MBC der zuvor flr Estradiol beschriebene ausgepragt
hemmende Effekt auf die induzierte CYP1A1-Aktivitat ab einer Konzentration von 2.5*10°M
nachweisen. Fiir das Xenoostrogen wurde zuvor zwar die estrogene Wirksamkeit tber die
Estrogenrezeptoren (ERB vornehmlicher als ERa) bestitigt, allerdings war das estrogene
Potential geringer als von Phytodstrogenen wie beispielsweise Genistein (Mueller et al.
2003). Somit ist die fast agivalente Hemmung der CYP1A1-Aktivitat im EROD-Assay bei

einer Konzentration von 5*10°M von Estradiol und 4MBC nicht zu erwarten gewesen.
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Passend zu dieser Parallelitat wurde auch bei 4MBC die hemmende Wirkung durch zusatzlich

inkubiertes ICI nicht aufgehoben.
4.1.3  Auswirkung durch E2-&hnliche Substanzen

Um Hinweise darauf zu erhalten, inwiefern die molekulare Struktur der Testsubstanz Einfluss
auf deren Wirkung im EROD-Assay aufweist, wurden strukturell ahnliche Substanzen (17a-
Estradiol, Estron, Estriol, Testosteron und Genistein) im EROD-Assay der H4I1E-Zellkultur
bei einer Konzentration von 5*10°M getestet. Dabei wies das Isoflavon und bekannte
Phytodstrogen Genistein eine 2,5fache Induktion der basalen CYP1A1-Aktivitat gegenuber
der Kontrolle auf. Eine leicht induzierende Wirkung wurde bereits durch Shertzer et al.
beschrieben (Shertzer et al. 1999). Das Stereoisomer 17a-Estradiol, das Estrogen Estron
sowie das estrogene Stoffwechselprodukt Estriol hatten in der gemessenen Konzentration
keinen induzierenden Effekt. Auch bei der Inkubation mit Testosteron konnte keine

Steigerung der EROD-AKktivitat gegenuber der Kontrolle festgestellt werden.

Im Hinblick auf einen Einfluss der durch 3MC induzierten EROD-Aktivitat konnte bei allen
Estrogenen eine Hemmung unterschiedlichen Ausmafes nachgewiesen werden. Damit scheint
es einen deutlichen Zusammenhang zwischen der hemmenden Wirkung und der
estradiolahnlichen Molekdlstruktur zu geben. Son et al. hatten diese Beobachtung fiir Estriol
bereits beschrieben (Son et al. 2002). Testosteron sowie Genistein zeigten hingegen keine
Wirkung auf die induzierte CYP1AL-Aktivitat. Fir Testosteron stimmt dieses Ergebnis mit
Lai et al. Uberein (Lai et al. 2004), nicht jedoch mit Jana et al., welche bei einer Konzentration
ab 1*10°M eine Hemmung der TCDD-induzierten Aktivitit bei LNCaP-Prostatakarzinom-
zellen nachgewiesen hatten (Jana et al. 1999). Shertzer et al. schilderten - im Gegensatz zu
den Beobachtungen hier - eine hemmende Wirkung von Genistein auf die induzierte EROD-
Aktivitat (Shertzer et al. 1999). Da Genistein selbst jedoch leicht induzierend wirkt, konnten
sich bei den durchgeflihrten Versuchen beide Effekte gegenseitig aufgehoben haben, so dass

keine signifikante Beeinflussung festgestellt werden konnte.

4.2 Modifikation der Genexpression in der H411E-Zellkultur

4.2.1 Auswirkung auf die Genexpression von CYP1Al

Passend zu den Ergebnissen des EROD-Assays zeigte sich die CYP1AL1-Genexpression nach
der Induktion durch den AhR-Liganden 3MC 108fach erhoht. Die alleinige Inkubation mit
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Estradiol bzw. 4MBC zeigte ebenso entsprechend des EROD-Assays keine Induktion des
AhR-Signalweges in Abwesenheit von 3MC, welches sich mit anderen Studien deckt (Kharat
und Saatcioglu 1996).

Die reduzierte CYP1Al-Aktivitdit im EROD-Assay durch Koinkubation von 3MC mit
Estradiol sollte in der RT-PCR durch eine erniedrigte CYP1Al1-Genexpression bestatigt
werden. Trotz der unter 4.1.2 beschriebenen Divergenz der Studienergebnisse bezuglich der
Modulation des EROD-Assays durch Estradiol waren die Beobachtungen von EROD-Assay
und CYP1A1-Genexpression in den jeweiligen Studien tibereinstimmend gewesen (Lee SS et
al. 1998; Ricci et al. 1999; Lai et al. 2004). Diese Annahme konnte jedoch in den hier
durchgefiihrten Untersuchungen nicht nachgewiesen werden. Sowohl Estradiol als auch
AMBC hatten keinen hemmenden EinfluR auf die 3MC-induzierte Genexpression von
CYP1AlL. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen berichteten Kharat und Saatcioglu nicht nur
uber eine Reduktion der induzierten CYP1A1-Genexpression durch Estradiol, sondern
konnten auch eine durch Estradiol und den ER verstarkte Abschwéchung der TCDD-
induzierten AhR-Aktivitit am CYP1ALl-Promotor zeigen (Kharat und Saatcioglu 1996).
Beischlag und Perdew wiesen eine abgeschwéchte Induzierbarkeit der CYP1lAl-
Genexpression durch Estradiol auch unter Cycloheximid nach, welches die Translation an den
Ribosomen hemmt. Ein posttranskriptioneller Wirkmechanismus wurde hierdurch
ausgeschlossen. Zusétzlich wurde auch die direkte Bindung eines ligandengebundenen ERa
mit dem AhR/ARNT-Rezeptorkomplex dargestellt, so dass Estradiol mit ERa als
Htranskriptioneller Corepressor” fungieren kdnnte (Beischlag und Perdew 2005). Matthews et
al. berichteten Uber eine Verstarkung der TCDD-induzierten CYPL1AZl-Promotoraktivitét
durch Bindung an den ERa, welches durch Estradiol weiter gesteigert werden kdnne. Die
Menge der endogenen CYP1A1-mRNA bliebe jedoch unbeeinflusst (Matthews et al. 2005;
Matthews und Gustafsson 2006).

4.2.2  Auswirkung auf die Genexpression von AhR und ARNT

Die Inkubation der H4IlIE-Zellkultur mit dem exogenen AhR-Liganden 3MC in der
Konzentration 1*10°M erhéhte die Genexpression von AhR in der RT-PCR nicht signifikant.
Eine Tendenz zur Induktion durch 3MC zeigte sich zwar in den entsprechenden Gruppen, es
wurde jedoch kein Signifikanzniveau erreicht. Bei Fitzgerald et al. wurde in Hepatomzellen
(Hepa-1) durch TCDD ebenso keine Anderung der Genexpression nachgewiesen, in anderen

Zelllinien zeigte sich teilweise ein hemmender Einfluss (Fitzgerald et al. 1996). Auch Abbott
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et al. berichteten Uber eine Hemmung der AhR-Genexpression von Embryonalzellen als
Reaktion auf TCDD (Abbott et al. 1994). Mdglicherweise handelt es sich hier um eine sehr
zellspezifische Reaktion mit feedback-Mechanismus auf die Ligandenbindung durch den
AhR.

Auch bezlglich des AhR-Dimerisierungspartners ARNT konnte in keiner der Gruppen eine
signifikante Anderung der Genexpression in der RT-PCR nachgewiesen werden, weder durch
3MC, Estradiol oder 4MBC allein noch in Kombination. Auch bei Jana et al. hatte der AhR-
Ligand TCDD keinen Einfluss auf die Genexpression von AhR und ARNT in verschiedenen
Zellkulturen (Jana et al. 2000).

4.3 Auswirkungen von 3MC, Estradiol und 4MBC im Tierversuch

4.3.1 Gewicht und Serumparameter

Die orale Behandlung der ménnlichen Mause uber 3 Tage hatte keinen signifikanten Einfluss
auf das Korpergewicht der Tiere unabhdngig von der Behandlungsgruppe. Fir einen
signifikanten Gewichtsverlust in den mit 3MC behandelten Gruppen war demnach die Dosis
zu niedrig beziglich des beschriebenen préletalen Gewichtsverlusts bei akuter Toxizitét
(Poland und Knutson 1982). Eine Beeinflussung der Parameter durch 3MC im Sinne einer
chronischen Exposition ist bei der Behandlung tUber 3 Tage nicht zu erwarten gewesen.
Seidlova-Wuttke et al. konnten bei einer dreimonatigen Behandlung von ovarektomierten
Ratten eine reduzierte Gewichtszunahme sowohl durch Estradiol als auch durch 4MBC
beobachten (Seidlova-Wuttke et al. 2006a). In dem vorliegenden Versuch zeigte sich bei
vergleichsweise sehr kurzer Behandlungszeit kein Einfluss durch diese Substanzen auf das

Korpergewicht.

Auch das relative Lebergewicht unterschied sich in den Behandlungsgruppen nicht signifikant
von der Kontrollgruppe mit Ausnahme in der Gruppe der parallelen Behandlung mit 3MC
und 4MBC. Hier zeigte sich eine 15%ige Reduktion des relativen Lebergewichts, obwohl in
den dazugehorigen Gruppen der Einzelbehandlung mit 3MC bzw. 4MBC keine Unterschiede

erkennbar waren.

Eine ausreichende orale Bioverflgbarkeit des applizierten Estradiols wird durch die
Ergebnisse der Serumanalyse belegt. Im Radioimmunoassay zeigte die mittlere Serum-
konzentration von Estradiol bei den E2-behandelten Tieren von 646 pg/ml, verglichen mit den
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427 pg/ml in der Kombinationsgruppe, keinen signifikanten Unterschied. Die niedrigen
Serumkonzentrationen der anderen Behandlungsgruppen sowie die der Kontrollgruppe
konnten im verwendeten Assay nicht dargestellt werden. Die méannlichen Wildtypmé&use
ahnlichen Alters bei Fisher et al. wiesen eine Serumkonzentration von Estradiol bei 2-5 pg/ml
auf (Fisher et al. 1998).

4.3.2  Auswirkung auf die hepatische Genexpression

Die Induktion des AhR-Signalweges sollte - analog zu den Versuchen in der Zellkultur -
anhand der Genexpression des CYP1A1-Enzyms als Endpunkt dieses Signalweges analysiert
werden. Es zeigte sich nach der 3-tdgigen Behandlung im Lebergewebe den Erwartungen
entsprechend eine 1000fach erhdhte Genexpression des CYP1AL durch den AhR-Liganden
3MC. Die Genexpression der Kombinationsgruppen mit Estradiol und 4MBC wiesen sogar
eine noch hohere Enzyminduktion als 3MC allein auf, wobei kein Sigifikanzniveau erreicht

wurde.

Wie schon in der Zellkultur-Genexpression, konnte auch in diesem Versuch eine Hemmung
der 3MC-verursachten Induktion des CYP1ALl - entsprechend den Ergebnissen des EROD-
Assays in der Zellkultur — nicht bestétigt werden. Dagegen berichteten Sarkar et al. tber eine
Verstarkung der TCDD-induzierten CYP1A1-Genexpression durch Estradiol und dies in einer
sehr viel geringeren Dosierung mit 5 pg/kg KG als in diesem Versuchsaufbau (600 pg/kgkKG)
(Sarkar et al. 2000). Eine Einbeziehung von Estradiol in die CYP1A1-Aktivierung neben dem
TCDD-AhR-Komplex wird aus diesem Grund diskutiert. Unter dieser Annahme musste sich
die AhR-Expression durch Estradiol zudem erhdhen, was sich in den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen nicht zeigte. Die Genexpressionen des AhR sowie dessen
Dimerisierungspartners ARNT wurden durch 3MC, Estradiol sowie 4MBC einzeln und in
Kombination nicht signifikant beeinflusst. Eine Ausnahme bildete die Kombination
4AMBC/3MC. Die Genexpression des ARNT wurde durch die Behandlung um 38% gesteigert.
Bezlglich einer diskutierten Kompetition des AhR und ERa um den gemeinsamen
Koaktivator ARNT (Safe und Wormke 2003) scheint dieser Zustand nicht zu einer
Verstarkung von dessen Genexpression zu fuhren, wenn eine erhohte Ligandenbindung durch
3MC an den AhR bzw. Estradiol an den ERa stattfindet.

Kontrédr zu den Erwartungen einer moglichen Regulierung der ERa-Expression durch seinen
Liganden Estradiol wurde die hepatische Genexpression von ERa durch keine Behandlung

signifikant veréndert. Auch die Behandlung mit 3MC zeigte keinen Einfluss auf die ERa-
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Expression, so dass ein antiestrogener Effekt des AhR-Liganden wohl nicht durch eine
gehemmte Transkription, sondern eher durch die beschriebene Degradation von vorhandenem
ERa verursacht wird (Wormke et al. 2003). Passend hierzu konnten Kharat und Saatcioglu
ebenso keine Anderung der ER-Expression durch TCDD in MCF-7-Zellen nachweisen
(Kharat und Saatcioglu 1996).

4.4 Effekte auf die CYP1A1-Aktivitat des EROD-Assays im

Zellhomogenat

Um die bisher erlduterten Versuchsergebnisse besser erklaren zu kénnen, wurde nachfolgend
der EROD-Assay mit Zellhomogenat von HA4IIE-Kulturen durchgefuhrt. Um die
Beeinflussung der Aktivitdat des CYP1Al-Enzyms im EROD-Assay messbar zu machen,
wurde die CYP1ALl-Aktivitat in den Zellen vor der Homogenatgewinnung mittels 3MC-
Behandlung induziert. Erst kurz vor Durchfiihrung des EROD-Assays wurde das gewonnene
Homogenat mit den verschiedenen Substanzen versetzt. Da es sich beim Zellhomogenat nur
noch um Zellfragmente mit gebundenen Enzymen handelt, konnten durch diese Methode
transkriptionelle und posttranskriptionelle Prozesse in der intakten Zelle als Ursache der

beobachteten Effekte ausgeschlossen werden.
4.4.1 Einfluss von 3MC

In dem unter 4.1.1 beschriebenen EROD-Assay an der intakten Zellkultur zeigte sich ein
paradoxer Effekt des CYP1A1-Induktors 3MC in Konzentrationen tiber 1*10°M, da die
CYP1A1-Aktivitat entgegen einer Dosis-Wirkungs-Beziehung nicht weiter anstieg, sondern
sich nicht mehr von der Basalaktivitat unterschied. Aufgrund &hnlicher Beobachtungen dieses
Effekts in anderen Studien wurde eine direkte Hemmung des CYP1A1-Enzyms durch 3MC
vermutet. Dies konnte anhand der Ergebnisse des EROD-Assays am Zellhomogenat
eindriicklich bestatigt werden, denn bereits ab einer Konzentration von 1*10®M reduzierte
der Zusatz von 3MC die gemessene EROD-AKktivitat deutlich und dosisabhangig, sogar um
94% bei einer Konzentration von 1*10°M. Dass es sich hierbei ausschlieRlich um eine
kompetitive Hemmung zwischen dem Induktor 3MC und dem Testsubstrat 7-Ethoxyresorufin
um das CYP1Al-Enzym in der EROD-Reaktion handelt - welches zu einem reduzierten
Resorufinzeitprodukt fuhrt und mit einer reduzierten CYP1A1-Aktivitat gleichgesetzt wird -
konnten Petrulis und Bunce Uberzeugend darstellen (Petrulis und Bunce 1999). Passend

hierzu wurde eine dosisabhangige weiterhin erhéhte CYP1A1-Genexpression auch in hdheren
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Dosierungen unterschiedlichster AhR-Liganden beschrieben. Auch Besselink et al. fanden
eine fast aquivalente Affinitat vom 7-Ethoxyresorufin und getesteter PCBs zum CYP1Al-
Enzym (Besselink et al. 1998). Dabei ist die Potenz der kompetitiven Hemmung auch
abhangig von der Molekdlstruktur des eingesetzten AhR-Liganden (Gooch et al. 1989). Da
TCDD im Gegensatz zu anderen AhR-Liganden vom CYP1Al1-Enzym nicht metabolisiert
werden kann, wird die beschriebene Hemmung der EROD-Aktivitdt bei TCDD nicht
beobachtet (Verhallen et al. 1997). Dass der eingesetzte AhR-Ligand und CYP1A1-Induktor
im Gegensatz zu friheren Annahmen in der Testsuspension weiterhin vorhanden ist, konnte
sowohl flr in-vivo- als auch hier in in-vitro-Versuchen gezeigt werden (Petrulis und Bunce
1999).

4.4.2 Einfluss von Estradiol und 4MBC

Anders als in einigen, unter 4.1.2 genannten, Studien waren die Ergebnisse in dieser Arbeit
beziglich eines Einflusses von Estradiol auf die induzierte CYP1A1-Aktivitat im EROD-
Assay und in der Genexpression nicht Ubereinstimmend. Im EROD-Assay zeigte sich eine
reduzierte EROD-Aktivitat, wohingegen die Genexpression des CYP1A1-Enzyms durch die
Koinkubation mit Estradiol unbeeinflusst blieb. Um Hinweise auf einen direkten Effekt von
Estradiol auf die CYP1A1-Aktivitat innerhalb der EROD-Assay-Reaktion zu erhalten, wurde
dieser mit dem H4IlIE-Zellhomogenat durchgefuhrt. Hier zeigte sich eine streng
dosisabhdngige Hemmung der CYP1Al-Aktivitat durch Estradiol bereits ab einer
Konzentration von 1*10°M. Fast génzlich (bereinstimmend wirkte sich der Zusatz von
4AMBC in denselben Konzentrationen ebenso hemmend auf die Enzymaktivitat im EROD-
Assay aus, obwohl das Xenodstrogen eine wesentlich niedrigere estrogene Potenz aufweist.
Entsprechend den Ergebnissen aus 4.1.1 ist auch bei diesem Effekt von einer kompetitiven
Hemmung von Estradiol bzw. 4MBC und 7-Ethoxyresorufin um das CYP1Al-Enzym
auszugehen, welches zu einer vermeintlichen Hemmung des Enzyms fiihrt, da weniger

Resorufin pro Zeiteinheit gebildet wird.

Dass das CYP1A1-Enzym fir die oxidative Metabolisierung von Estradiol mitverantwortlich
ist, ist schon seit langerem bekannt. Lee et al. konnten zudem eine besonders hohe Aktivitét
fur die 2-Hydroxylierung nachweisen (Lee AJ et al. 2003). Spink et al. wiesen eine erhohte
Metabolisierungsrate von Estradiol in einer Zellkultur nach, die zuvor mit TCDD behandelt
wurde (Spink et al. 1990). Interessanterweise konnte dabei auch eine 86%ige Hemmung der

CYP1Al-bedingten Hydroxylierung von Estradiol durch das spezifische Substrat 7-
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Ethoxyresorufin gezeigt werden (Spink et al. 1992), welches ebenso klar auf eine kompetitive
Hemmung hinweist. Dass es sich bei dem mit 4MBC versetzten Zellhomogenat um denselben
Effekt im EROD-Assay handelt, deuten die Untersuchungen von Volkel et al an. Hier wurden
die Metaboliten des 4MBCs nach oraler Aufnahme von Ratten untersucht, welche auf eine
sehr hohe Biotransformation durch oxidierende CYP450-Enzyme hindeuten (Volkel et al.
2006).

4.4.3 Einfluss von estrogenen Stoffen sowie anderen Substanzen

Aus der Beobachtung heraus, dass auch 4AMBC kompetitiv als Substrat fir das CYP1Al-
Enzym im EROD-Assay fungieren konnte, sollte anschlielend untersucht werden, welche
estrogenen Stoffe und bekannte ER-Liganden ebenso diesen Effekt (jeweils bei einer
Konzentration von 1*10°M) verursachten. Hierzu gehoren u.a. auch das Phytodstrogen
Genistein, der selektive Estrogenrezeptormodulator (SERM) Raloxifen sowie auch der
Estrogenrezeptorantagonist ICI. Zusétzlich wurden auch die anderen Steroidhormone

Progesteron, Testosteron und Corticosteron auf deren Einfluss im EROD-Assay getestet.

Bei den estrogenen Substanzen zeigte sich besonders bei dem Estrogen Estron eine Hemmung
des CYP1Al-Enzyms auf 58%, wohingegen bei dem Stoffwechselprodukt Estriol kein
signifikanter Einfluss auftrat und beim Stereoisomer 17a-Estradiol die gemessene CYP1Al-
Aktivitat auf 84% sank. Diese Ergebnisse aus dem EROD-Assay an der vitalen Zellinie unter
4.1.3 zeigten ein sehr ahnliches Bild. Lediglich bezlglich des Estriols stimmten die
Ergebnisse nicht Uberein, da sich im EROD-Assay im Homogenat eine Hemmung des
Enzyms nicht wie erwartet nachweisen lie3. Auch Klinger et al. konnten fur das 17a- und
17B-Estradiol in der Konzentration von 1*10°M eine Hemmung der EROD-Aktivitat bei dem
Zusatz zu Mikrosomen um 82% bzw. 61% feststellen. Estron verringerte die Aktivitat bei den
geschilderten Versuchen um 38%, Estriol um 11% (Klinger et al. 2002), was eine Klare
Abhangigkeit von der Molekulstruktur fiir die Fahigkeit der eingesetzten Substanz vom

CYP1A1-Enzym gebunden zu werden unterstitzt.

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit akquirierten Ergebnissen, wo keines der anderen
Steroidhormone einen Effekt auf die EROD-Aktivitat zeigte, konnten Klinger et al. eine
Hemmung der Aktivitat durch 1*10°M Testosteron um 34% nachweisen (Klinger et al.
2002).
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Das Phytodstrogen Genistein verfligte als Zugabe im EROD-Assay U(ber eine starke
inhibitorische Potenz gegeniiber dem CYP1Al-Enzym, so dass die gebildete Resorufinmenge
auf 31% gegeniber der Kontrolle gesenkt wurde, wohingegen im EROD-Assay an der
lebenden Zellkultur kein Einfluss auf die induzierte EROD-AKktivitat nachgewiesen werden
konnte. Hier hatte sich jedoch auch eine signifikante Induktion des CYP1A1 durch Genistein
allein herausgestellt, weshalb sich beide Effekte mdglicherweise aufheben. Dies wiirde die
Ergebnisse von Shertzer et al. bestétigen, welche ebenso eine erhohte CYP1A1-Aktivitat nach
Behandlung mit Genistein allein beobachteten, aber im Mikrosomen-Assay eine starke
nichtkompetitive Inhibition des CYP1A1-Enzyms nachweisen konnten (Shertzer et al. 1999).

Raloxifen besitzt ebenso ein signifikantes Potential fir eine Hemmung der EROD-AKktivitét,
obwohl der Metabolisierungsweg hauptsachlich tber Glukuronidierung verlduft und nicht -
wie bei den Estrogenen - tber Oxidation durch CYP450-Enzyme (Hochner-Celnikier 1999;
Kemp et al. 2002).

Der ER-Antagonist ICI zeigte in dieser Arbeit keine eigene Funktion als Substrat fir das
CYP1A1-Enzym im EROD-Assay. Dies stimmt tUberein mit den Ergebnissen aus dem EROD-
Assay der Zellkultur, wo fur hinzugefiigtes ICI kein Effekt nachgewiesen werden konnte. Im
Gegensatz dazu berichteten Grans et al. (ber die Substanz als potenten Inhibitor des
CYP1Al-Enzyms (Grans et al. 2010). Mdoglicherweise spielt hierbei der unterschiedliche
Ursprung der Lebermikrosomen eine entscheidende Rolle (Rattenhepatomzellen vs.

Primarzellkultur aus Fischen).

4.5 Bewertung und Methodenkritik

In der dargestellten Arbeit sollte eine AhR-ERa-Interaktion im Hinblick auf die Wirkung von
Estradiol und 4MBC auf den AhR-Signalweg mit Hilfe des EROD-Assays sowie der
Messung der dazugehorigen Genexpression in vitro und in vivo untersucht werden. Die hier
erlangten Ergebnisse zeigten keinen Einfluss von Estradiol oder 4MBC auf die AhR-
Signalkaskade, aber auf die Enzymaktivitat des Endproduktes CYP1AL selbst. Eine Aussage
bezlglich einer AhR-ERa-Interaktion ist hiermit nicht méglich. Es konnte jedoch in dieser
Arbeit sehr deutlich ein bedeutender Storfaktor beim Gebrauch des EROD-Assays als
Testmethode nachgewiesen und naher eingegrenzt werden, der zwar bekannt war (Petrulis
und Bunce 1999), zuvor aber nur sehr gering bzw. auch in den zitierten Studien vielfach
uberhaupt nicht beachtet wurde: Es handelt sich um die kompetitive Inhibition des CYP1A1l-
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Enzyms im EROD-Assay durch Induktoren wie 3MC sowie auch durch Estrogen und
estrogenahnliche Substanzen. Da der EROD-Assay weiterhin als weltweit ginstige und
schnell durchfiinrbare Testmethode verwendet wird, um eine Exposition gegentiber TCDD
und dioxinahnlichen Substanzen nachzuweisen (Hestermann et al. 2000), besteht hierin eine
besondere Gefahr der Unterschétzung und Akquirierung von falsch negativen Ergebnissen bei
der Untersuchung von Umwelt- bzw. Nahrungsmittelproben. Bereits Petrulis und Bunce
forderten eine vorherige Untersuchung des zu untersuchenden Stoffes auf seine kompetitiven
Eigenschaften im EROD-Assay bevor eine Einschatzung auf sein Gefahrdungspotential
getroffen werden konne, da diese sehr haufig auf den Ergebnissen des Assays im Vergleich zu
TCDD beruhe. Insbesondere eine in der Umwelt héaufig anzutreffende Mischung aus
verschiedenen AhR-Induktoren filhrt im EROD-Assay zu einer ernstzunehmenden
Unterschatzung des Gefahrdungspotentials (Petrulis und Bunce 1999; Petrulis et al. 2001). In
dieser Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass auch der Zusatz von Estrogen sowie
estrogenahnlichen Substanzen die Ergebnisse des EROD-Assays in erheblichem Male
beeinflusst. Fur das Xenodstrogen 4MBC konnte dies erstmalig nachgewiesen werden. Dass
das inzwischen geh&uft in den Abwassern befindliche synthetische 17a-Ethinylestradiol aus
oralen Kontrazeptiva die CYP1A1-Aktivitat im EROD-Assay hemmt, konnte ebenso bereits
aufgezeigt werden (Kirby et al. 2007; Grans et al. 2010). Eine genaue Kenntnis dieser
Storfaktoren erscheint bei zunehmender Belastung der Umwelt mit bioaktiven Stoffen
beispielsweise aus Medikamenten somit abschlieBend unabdingbar bei der Verwendung des
EROD-Assays als Screeningtest fur Umweltchemikalien.
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3) Zusammenfassung

Im Zuge der zahlreichen Studien beziglich der gesundheitlichen Auswirkungen von
Umweltchemikalien und insbesondere endokrinen Disruptoren auf den Menschen wurden
unterschiedliche Mechanismen einer Interaktion vom ERa- und AhR-Signalweg im Sinne
eines ,,AhR-ERa crosstalks diskutiert. Ein mdglicher Einfluss von Estrogen auf die AhR-
Signalkaskade wurde, im Gegensatz zu den Auswirkungen von ED auf den ER-Signalweg,
kaum untersucht. Die vorhandenen Studien deuteten auf eine inhibitorische Wirkung von
Estradiol auf die durch Dioxin induzierte CYP1ALl-Aktivitat und damit auf einen direkten
Einfluss auf die AhR-Signalkaskade hin. Diese Beobachtungen wurden in dieser Arbeit néher
Uberpruft:

e Im weit verbreiteten EROD-Assay zeigte sowohl Estradiol als auch das in
Sonnenschutzmitteln enthaltene Xenodstrogen 4MBC eine signifikante und deutlich
dosisabhéngige Inhibierung der induzierten CYP1Al-Enzymaktivitat einer H4IIE-
Zellkultur. Auch fur estrogenahnliche Substanzen konnte dieser Effekt nachgewiesen
werden, welcher durch Zugabe des Estrogenrezeptor-Antagonisten ICI nicht verhindert
wurde. Der verwendete CYPL1Al-Induktor und AhR-Modellligand 3MC allein fiihrte
kontrar zu den Erwartungen in hoheren Dosierungen zu keiner signifikanten Anderung
der Enzymaktivitét.

e In der mit 3MC, Estradiol und 4MBC behandelten H4IIE-Zellkultur konnte der im
EROD-Assay beobachtete Effekt in der Genexpression von CYP1AL nicht nachgewiesen
werden. Auch die Genexpression von AhR und seinem Dimerisierungspartner ARNT
wurde nicht verandert.

e In einem Tierversuch mit mannlichen Wildtyp-Mdusen hatte die orale Applikation von
Estradiol und 4MBC Uber 3 Tage keinen Einfluss auf die durch 3MC induzierte CYP1A1-
Genexpression. Die Genexpression von AhR und ARNT blieb ebenfalls konstant.

e An Zellhomogenat aus der H4IIE-Zellkultur mit 3MC induziertem CYP1Al-Enzym
konnten die zuvor im EROD-Assay nachgewiesenen hemmenden Effekte auf die
CYP1A1-Aktivitadt durch Estradiol, 4MBC und 3MC (uberdeutlich und dosisabhéngig
dargestellt werden. Auch Estron, 17a-Estradiol, Genistein und Raloxifen wiesen eine

inhibitorische Wirkung auf.

Die durch Estradiol, 4MBC und estrogenahnliche Substanzen reduzierte EROD-Aktivitét in

der Zellkultur stellte sich durch die Durchfiihrung im Zellhomogenat als Resultat einer
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kompetitiven Inhibition des CYP1Al-Enzyms und damit als gravierender Storfaktor im
EROD-Assay heraus. Auch der verwendete Induktor 3MC fungierte durch die mdgliche
Metabolisierung durch CYP1A1l als kompetitives Substrat in hoheren Dosierungen. Eine
inhibitiorische Wirkung von Estradiol oder 4MBC auf die CYP1A1-Genexpression mittels
Einfluss auf den AhR-Signalweg konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Damit
muss die weitlaufig praktizierte und vom Testsystem vorgesehene Gleichsetzung von
Veranderungen der EROD-Aktivitat mit der CYP1A1-Genexpression in Frage gestellt
werden. Die deutlichen Auswirkungen des Storfaktors der kompetitiven Inhibition des
CYP1Al-Enzyms im EROD-Assay durch die beschriebenen, durch CYP1Al
metabolisierbaren, Stoffe konnen als Mitverursacher kontrarer Studienergebnisse angesehen
werden. Desweiteren kann die Unkenntnis dieser Storfaktoren im EROD-Assay zu einer
ernstzunehmenden Unterschatzung des Gefahrdungspotentials von Umweltchemikalien
fiihren, besonders im Hinblick auf die zunehmende Belastung der Umwelt durch Gemische

von bioaktiven Stoffen wie beispielsweise hormonell aktiven Medikamenten.
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