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1. Einleitung

1. Einleitung

Die unterschiedliche Inzidenz und die Ursachen von Schilddriisenerkrankungen,
kardiovaskuldrer-, neurologischer- und maligner Erkrankungen, sowie Stérungen
metabolischer Prozesse, sind Gegenstand vielseitiger Untersuchungen. Genetische
Eigenschaften und Exposition widhrend der Entwicklung spielen eine wesentliche Rolle,
Verdnderungen der Inzidenz von Erkrankungen nach Migration und damit einhergehende
Verdnderungen der Lebensgewohnheiten zeigten, dass auch Umweltfaktoren und Erndhrung
Einfluss haben (Adlercreutz 1998; Stephens 1997; Tominaga et al. 1995, Ziegler et al. 1993).
Daher sind gesundheitsfordernde und -schidliche Eigenschaften von Pflanzen, Lebensmitteln
und deren Inhaltsstoffe, Chemikalien sowie Konsumprodukte und ihr Einfluss
auf den Organismus immer mehr in den Blickpunkt der Forschung geriickt (Colborn et al.

1993, Gray et al. 2001, Kloas et al. 2002, Toppari et al. 2002).

Beeinflussende Effekte exogener Substanzen, wie zum Beispiel Verdnderungen der Synthese,
der Freisetzung, des Transportes, des Metabolismus, der Bindung, der Aktivitdt oder der
Elimination natiirlicher Hormone werden als endokrine Disruption bezeichnet (Kavlock et al.
1996). Teilweise tdglich kommt der Korper mit Industrieprodukten und Chemikalien wie z.B.
Verpackungen, Insektiziden und Pflanzenschutzmitteln, Kosmetika und vielen anderen
chemischen Verbindungen, aber auch pflanzlichen Inhaltstoffen in Kontakt. Auf oralem Weg
oder wihrend des Kontakts der verschiedenen Substanzen mit der Haut, Schleimhaut oder den
Atemwegen, konnen Anteile davon aufgenommen werden. Es ist nachgewiesen, dass diese
nicht nur im Korper, hier vor allem im Fettgewebe, akkumulieren kdnnen, sondern auch in der
Lage sind, mit korpereigenen Prozessen und Bestandteilen zu interagieren, daher ist der
Umgang nicht unbedenklich (Kloas et al. 2002, Colborn 1993, Cos et al. 2003, Doerge und
Chang 2002).

In dieser Arbeit wurden drei Pflanzeninhaltsstoffe und fiinf chemische Substanzen, mit denen
wir teilweise tiglich in Kontakt kommen, beziiglich ihres Einflusses auf T3-regulierte
Endpunkte der der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse (HPT-Achse) untersucht.
Eingebettet in das EU-geforderte Projekt CREDO, ging es um die weiterfithrende

Untersuchung des Einflusses von exogenen Substanzen auf korpereigene Hormonsysteme.
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Sowohl fiir Genistein, eine der beiden biologischen Hauptkomponenten in Soja, als auch fiir
Resveratrol und 8-Prenylnaringenin wurden bereits Ostrogene Eigenschaften nachgewiesen
(Kuiper et al 1997, Bowers et al. 2000, Bovee et al. 2004); sie werden aufgrund ihrer
Fihigkeit zur Interaktion mit Ostrogenrezeptoren als Phytodstrogene bezeichnet.
Phytodstrogene werden z. Zt. vor allem im Bereich der Hormonersatztherapie zur Linderung
postmenopausaler Erscheinungen, aber auch auf dem Anti-Aging-Sektor und zur
Brustvergroerung (Coldham et al. 2001) teilweise als hochkonzentrierte Pridparate
angeboten, ohne dass die endokrinen Eigenschaften dieser Pflanzenderivate vollstindig

erfasst sind (Christoffel 2004).

Neben diesen hochwirksamen pflanzlichen Substanzen spielen auch chemisch hergestellte
Substanzen wie beispielsweise Bisphenol A (BPA) und Benzophenon-2 (BP-2) eine grofle
Rolle. BPA ist eine Substanz, die vor allem zur Herstellung von Kunststoffen dient, die u.a.
fiir Zahnfillungen, Trinkverpackungen und Plastikbauteile verwendet werden. BP-2 wirkt in
vielen kosmetischen Produkten zum Produktschutz als UV-Lichtabsorber. Beide Substanzen
haben 0strogene Eigenschaften (Calafat et al. 2004, Schlecht 2004). Dibuthylphthalat (DBP)
ist ein (Plastik-)Weichmacher und wird besonders in Verpackungen von Nahrungsmitteln
verwendet. Fiir DBP(-Metabolite) sind neben schwachen Ostrogenen auch antiandrogene
Eigenschaften bekannt (Yamasaki et al. 2002). Die Pflanzenschutzmittel Linuron (LIN) und
Procymidon (Proc) sind in der Lage, androgen-regulierte Prozesse storend zu beeinflussen; sie
wirken also antiandrogen (Lambright et al. 2000, Ostby et al. 1999). Ob ostrogenbeeinflusste
Parameter, wie Lipidmetabolismus und/oder Hormonstatus, oder die Schilddriisenachse

ebenfalls beeinflusst werden, ist bei diesen Substanzen bis jetzt nicht vollstindig geklart.

1.1. CREDO (Cluster of Research on Endocrine Disruption in
Europe)

Mit wachsendem Wissen iiber endokrine Disruption steigt die Notwendigkeit gesetzlicher
Verwendungsvorschriften. Aus diesem Grund legte die EU 1999 eine Strategie zum weiteren
Verfahren mit endokrinen Disruptoren fest, wobei zunédchst weitere Substanzen und ihre

Aktivititen identifiziert werden sollten, um eine Priorititenliste zur Risikobewertung zu
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erstellen. In mittel- und langfristiger Sicht sollten diese ausfiihrlich getestet werden, um

schlieBlich ggf. die ndtigen gemeinschaftlichen Rechtsgrundlagen anzupassen.

CREDO wurde durch das 5. Rahmenprogramm der EU finanziert und bildet das Dach von
vier verschiedenen Ansdtzen, alle die endokrinen Disruptoren betreffend: EDEN,
COMPRENDO, EURISKED und FIRE. Mit einem Budget von iiber 20 Millionen Euro
wurde von Mai 2002 bis September 2005 unter diesem Namen in 64 Laboren in allen Teilen
Europas unterschiedlichste Projekte bearbeitet. Die verschiedenen Gruppen suchten nach
potentiell schiddlichen Substanzen und untersuchten die Wirkung bei Fischen (EDEN),
analysierten halogenorganische Produkte, die die Industrie bei der Herstellung von Mdbeln,
Elektrogerdten,  Baustoffen = und  Textilien  (FIRE)  verwendet,  analysierten
Nahrungsbestandteile und / oder Nahrungsmittelzusitze, sowie Konsumprodukte, z.B.

Kosmetik (EURISKED).

Diese Doktorarbeit wurde im Rahmen von EURISKED (http://www.eurisked.org), in

Zusammenarbeit mit der Universitit Gottingen (Arbeitsgruppe Prof. W. Wauttke)
durchgefiihrt. In ihr soll die Wirkung ausgewihlter endokriner Disruptoren auf die
Schilddriisenhormonachse und verschiedene periphere T3-regulierte Proteine auf

Transkriptions- und Aktivititsebene beurteilt werden.

1.2. Die Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse

Die von der Schilddriise produzierten Hormone Thyroxin (T4) und Triiodthyronin (T3)
spielen eine zentrale Rolle im Wirbeltierorganismus. Sie beeinflussen Entwicklung,
Differenzierung und Wachstum und regulieren den Grundumsatz, Stoffwechselprozesse und
Korpertemperatur. In jeder Phase der Entwicklung, aber auch in der Erwachsenenperiode, hat
ein Mangel (Hypothyreose) oder ein Uberangebot (Hyperthyreose) der Schilddriisenhormone
erheblichen Einfluss auf den Organismus. Ein kongenitales Fehlen kann zu schweren
Entwicklungsstorungen (Kretinismus) fithren, es kommt zu Wachstumsstdrungen, die mentale
Retardierung sowie eine allgemeine Verlangsamung von Stoffwechselprozessen nach sich
ziechen. Bernal et al. 1995 beschriecben die u. a. durch T3 beeinflusste neuronale
Differenzierung und Genexpression in Rattengehirnen. Durch frilhe Erkennung

(Neugeborenen-Screening) und kontinuierliche Schilddriisenhormonsubstitution kann diese
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Erkrankung gut behandelt werden (Grueters et al. 2003). Ein Uberangebot von
Schilddriisenhormonen ~ fiihrt zu  einer  Steigerung des  Grundumsatzes, des
Sauerstoffverbrauchs und der Thermogenese. Patienten mit Hyperthyreose klagen u. a. iiber
eine generelle Nervositdt, Hitzegefiilhl und Herzrasen. Da der Leidensdruck in beiden
Richtungen der Fehlregulation hoch ist, ist die Homoostase der Schilddriisenhormone sehr
wichtig. Sie wird iiber einen Feedbackmechanismus, die sog. Hypothalamus-Hypophysen-

Schilddriisen-Achse (HPT-Achse), reguliert (Kohrle 2004).

Im Hypothalamus wird, unter dem Einfluss verschiedener neuronaler und humoraler Stimuli,
eine Tripeptid (Pyroglutamyl-histidyl-prolinamid), das als Thyreotropin-Releasing-Hormon
(TRH) bezeichnet wird, hergestellt. Dieses gelangt iiber das hypophysdre Pfortadersystem
direkt in den Hypophysenvorderlappen (HVL, Adenohypophyse) und bewirkt dort eine
Freisetzung des Thyroidea-stimulierenden-Hormons (TSH). Dieses glandotrope Hormon
stimuliert in der Schilddriise die Hormonbiosynthese und —freisetzung. Ein Anstieg von T4
und T3 im Blut, fiihrt zu einer negativen Riickkopplung auf der hypothalamischen und der
hypophyséren Ebene (Leonard und Kohrle 1996).

T3 und T4 sind iodierte Derivate des Tyrosins. lod wird als Iodid mit der Nahrung
aufgenommen und an der basolateralen Schilddriisenzellenmembran {iber den Natrium-Iodid-
Symporter (NIS) in die Thyreozyten aufgenommen und dort angereichert. An der apikalen
Membran der Thyreozyten wird es in das Kolloid des Follikellumens abgegeben. Nach der
Aufnahme wird das angereicherte lodid oxidiert, um dann auf Tyrosinreste im Thyreoglobulin
ibertragen zu werden, wobei Monoiod- und Diiodtyrosin entstehen. Beide sind hormonell
inaktiv. Zwei iodierte Tyrosylreste werden verkniipft, wobei Tri- bzw. Tetraiodthyronin
gebildet werden. Beide Schritte werden durch die Thyreoperoxidase katalysiert, die als
Kofaktor H,O, benétigt. An Thyreoglobulin gebunden werden sie gespeichert. Zur
Ausschiittung von Schilddriisenhormonen ins Blut, wird Thyreoglobulin rezeptorvermittelt
endozytotisch in den Thyreozyten aufgenommen. In Phagolysosomen wird es durch Proteasen
hydrolysiert, so dass T3 und T4 freigesetzt werden konnen, wobei das Prohormon T4 das
Hauptsekretionsprodukt darstellt. In der Peripherie ist T3 jedoch das einzige aktive
thyromimetische =~ Hormon, das in der Zielzelle an die  spezifischen
Schilddriisenhormonenrezeptoren (TR, thyroid hormone receptor) bindet. Die
Schilddriisenhormone sind nicht wasserloslich. Sie liegen im zirkulierenden Blut zum gréften

Teil gebunden an drei Proteinen vor: Thyroxinbindendes Globulin (TBG), Thyroxin
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bindendes Prdaalbumin (TTR, auch Transthyretin) und Albumin. Obwohl die
Transportkapazitit vom Albumin sehr viel grofBer ist, wird der groBte Anteil der
Schilddriisenhormone durch das TBG transportiert. Die Affinitét der Schilddriisenhormone
zum TBG ist mit Abstand am hochsten, und beim TTR etwas hoher ist als beim Albumin

(Loffler 2003).

Der wesentlich kleinere, aber biologisch aktive Anteil der Schilddriisenhormone liegt nicht an
Proteine gebunden vor, sondern zirkuliert frei im Blut. Sie werden als freies Triiodthyronin
(freies Tz, fT3) beziehungsweise freies Thyroxin (freies Ts, fT4) bezeichnet. Die freien
Schilddriisenhormone machen jeweils nur einen Anteil von etwa 0,3% aller

Schilddriisenhormone aus.

Durch Monodeiodierung am dufleren Ring wird aus der Vorstufe T4 das rezeptorbindende T3
gebildet, eine Reaktion, die durch die Deiodasen Typ 1 (DIO1) und 2 (DIO2) katalysiert wird.
Diese sequentielle, enzymgesteuerte Deiodierung erfolgt in 70-90% der tdglichen T3
Produktion (Kohrle 1999, Leonard und Kohrle 1996). Insgesamt sind drei verschiedene
Deiodaseisoenzyme (DIO 1-3) bekannt, sie werden entwicklungs- und gewebespezifisch
exprimiert und unterscheiden sich in ihren biochemischen und regulatorischen Eigenschaften,
der Substratspezifitit und Inhibition (Bianco et al 2002). Sowohl die Deiodasen, als auch die
TPO, sind u.a. TSH-abhéngig reguliert (Dunn et al. 2001).

1.3. Endokrine Disruptoren (ED’s)

Als ,,Endokrine Disruptoren (engl. ,endocrine disruptors“ (ED’s)) werden exogene
Agenzien, Umwelt -oder auch Okosubstanzen und deren Metabolite gezihlt, die Bildung,
Freisetzung, Transport, Metabolismus, Bindung, Aktivitit oder Elimination endogener,
natiirlicher Hormone beeinflussen, die im Korper fiir die Aufrechterhaltung der Homdostase

und der Regulation von Entwicklungsprozessen verantwortlich sind. (Kavlock et al. 1996).

Die endokrine Aktivitdt von Substanzen aus der Umwelt geriet ins Interesse von Wissenschaft
und  Offentlichkeit, nachdem Stérungen des Reproduktionstraktes und  der
Embryonalentwicklung an Wildtierpopulationen xenobiotisch belasteter Lebensrdume
entdeckt wurden. Diese &duflerten sich in Form von Verdnderungen primérer

Geschlechtsorgane,  Verschiebungen des  Geschlechtergleichgewichtes und  einer
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Beeintrachtigung der Fertilitit (Colborn and Clement, 1992; Colborn et al, 1993;
Miljeproject, 1995; Toppari et al, 1996). Schon zu Beginn der 60iger Jahre beschrieben Van
Wyk et al. (1959) und Shepard et al. 1960 die Induktion von Strumen nach Gabe von
Sojamilch an Siuglinge mit Jodmangel. In den folgenden Jahren konnte, im Wesentlichen
aufgrund der Arbeit von Doerge et al. 2002, nachgewiesen werden, dass die Isoflavonoide des
Soja, insbesondere das Genistein, fiir die kindlichen Strumen verantwortlich sein konnten. Im
weiteren Verlauf zeigte sich, dass verschiedene pflanzliche Bestandteile in der Lage sind,
essentielle Enzyme des Schilddriisensystems, z.B. die Thyreoperoxidase (TPO) (Doerge und
Chang 2002) oder die DIO 1 (Auf'mkolk et al. 1996, Ferreira et al. 2002, Kohrle et al. 1988)
zu hemmen. Wie bereits beschrieben fiihrt eine Stérung des Schilddriisensystems zu fatalen
Verdnderungen der Entwicklung und Funktion von Organen des Herz-Kreislauf-Systems, des
ZNS, und des Immun- und Fortpflanzungssystems. Den grofften Einfluss endokriner
Disruptoren vermutet man in der sensiblen Phase der Embryonalentwicklung von Organen,
zentralem Nervensystem und in bestimmten neonatalen und pubertdren Phasen, in denen
(Steroid-)Hormone und verschiedene Enzyme an feinregulierten Prozessen beteiligt sind.
Folgen dieser Einfliisse konnen sich moglicherweise in Form von Reproduktionsstorungen,
Stoffwechselstérungen und geistiger Retardierung viel spiter zeigen (Ardies and Dees, 1998;

Danzo, 1998; Ferguson et al. 2000).

Pflanzliche Substanzen, welche selbst oder nach Verstoffwechselung in der Lage sind, im
tierischen/menschlichen  Organismus die Wirkungen von endogenen Ostrogenen
nachzuahmen oder diese zu modulieren, zumeist — aber nicht ausschliefflich — iiber eine
Bindung an die Ostrogenrezeptoren in den tierischen/menschlichen Geweben, werden als
Phytodstrogene bezeichnet. In der Natur dienen sie der Pflanze meist als Gerb- und
Farbstoffe, sowie der Abwehr von Mikroben- und Pilzbefall (Tahara et al. 1994). Anhand der
chemischen Struktur werden verschiedene Gruppen der Phytodstrogene unterschieden.
Flavonoide, Isoflavonoide, Stilben, Coumestane und Lignane gehdren zu den Phytdstrogenen
mit phenolischer Grundstruktur und Ostrogenen Eigenschaften (Cos et al. 2003). Die
ausgesuchten Testsubstanzen Resveratrol, Genistein und 8-PN gehoren jeweils einer dieser
genannten Untergruppen an. Entsprechend ihrer Wirkung werden den Phytodstrogenen aber
auch protektive FEigenschaften im kardiovaskuldren System durch antioxidative
Eigenschaften, Senkung der LDL- und Steigerung der HDL-Konzentration, hormonabhéngige

Senkung der Inzidenz von malignen Neoplasien und Linderung postmenopausaler
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Beschwerden, wie Osteoporose, zugeschrieben (Adlerkreutz 1998; Cassidy et al. 1995, Beck
et al. 2005, Tominaga et al. 1995, Anthony et al 1996).

Als Xenobiotika bezeichnet man einerseits die exogenen (Steroid-)Hormone, die ihren Einsatz
vor allem in der Hormonersatztherapie oder Empfangnisverhiitung haben. Dariiber hinaus
besitzen eine Vielzahl anthropogener Substanzen, genauso wie die Phytodstrogene, die
unerwiinschte Fihigkeit, verschiedene Hormonsysteme des Menschen zu beeinflussen. Dazu
gehoren auch Insektizide, Pflanzenschutzmittel und Industriechemikalien, die u. a. bei der
Synthese von Kunststoffen Verwendung finden. Bei vielen von ihnen sind &strogene
Eigenschaften bereits nachgewiesen. Dazu gehdéren auch BPA und BP-2. Sie reichern sich
aufgrund ihrer lipophilen Struktur und ihrer hohen Halbwertszeit in bestimmten
Lebensrdumen oder Geweben an und weisen dementsprechend eine erhohte Bioverfiigbarkeit

und Konzentration auf (Bolt und Degen, 2000; Colborn et al. 1993).

Die beeinflussenden Eigenschaften einer Substanz lassen sich u. a. an klassischen Parametern,
mit in vivo- und in vitro-Tests untersuchen. Bei einer vergleichenden Bewertung des
Expositionsrisikos gegeniiber endokrin aktiven Substanzen miissen zusitzlich verschiedene
Expositionsfaktoren beriicksichtigt werden: Quellen und Vorkommen in der Umwelt,
Expositionswege, Aufnahmemengen, Konzentrationen in der Umwelt, Konzentrationen in
Organismen, Abbauverhalten, Bioakkumulation und Geoakkumulation. Wirkungsseitig sind
die Bereiche: Wirkungsmechanismus, Bioverfiigbarkeit, Metabolisierung,
Ausscheidungswege und  -geschwindigkeit,  Speicherung,  Toxikodynamik  und

Wirkungsstéirken zu untersuchen (Gies et al. 2001).

1.4. Physiologische Interaktion der Reproduktions-und
Schilddrisenachse

Koérpereigene Ostrogene sind u. a. fiir die Ausprigung und Aufrechterhaltung der sekundéren
weiblichen Geschlechtsmerkmale und des Menstruationszyklus verantwortlich, dariiber
hinaus haben sie eine schwache proteinanabole Wirkung (Loffler 2001). Die Literatur iiber
den Einfluss der Ostrogene auf die Schilddriise ist widerspriichlich. Teilweise wird die
Aktivierung der HPT-Achse nach E2-Behandlung beschrieben (D’Angelo and Fisher 1969;

Chen and Walfish 1978), teilweise konnen keine Verdnderungen der Schilddriisenhormon-
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Serumlevel festgestellt werden (Carlson et al. 1973). Einen suppressiven Effekt des E2
zeigten Fisher und D’Angelo 1971 sowie Sosic-Jurjevic et al. 2005. Donda et al. 1990, Lima
et al. 2006 und Boéttner et al. 2006 beschrieben erhohte TRH- und TSH-Level unter
Ostrogeneinfluss. Weibliche Ratten zeigen ein anderes Profil in der Konzentration der TRH-
Rezeptoren in der Hypophyse und auch in der DIO 1 Aktivitdt (Donda et al. 1990). Die TRH,
TSH und TT3/TT4-Serumkonzentrationen verédndern sich vor allem unter oraler Applikation
von Ostrogenen, hingegen hat s.c. E2-Applikation keinen Einfluss auf die HPT-Achse
(Bottner et al. 2006). Banu et al. 2002 dokumentierten die Verdnderung der
SchilddriisengroBe unter Ostrogeneinfluss. ER-Rezeptoren konnten 1992 in den Calcitonin-
produzierenden C-Zellen der Schilddriise nachgewiesen werden (Naveh-Many et al. 1992).
Lima et al. 2006 vermuten einen direkten Einfluss von Ostrogenen auf die Schilddriise,
abhingig vom vorherigen gonadalen Hormonstatus. E2-Einfluss wurde schon mehrfach als
begiinstigender Faktor fiir die Entstehung von malignen Erkrankungen der Schilddriise

beschrieben (Mori et al. 1990, Takagi et al. 2002, Thiruvengadam et al. 2003).

Bei den korpereigenen Androgenen handelt es sich um C19-Steroidhormone. Die médnnlichen
Sexualhormone haben androgene- und anabole- Wirkungen im Korper aller Wirbeltiere,
Fische und Amphibien. Dazu gehdren unter anderem die Stimulation von
Stoffwechselvorgidngen in den Zielorganen und Muskelgeweben (Eiweillsynthese,
Muskelaufbau), Differenzierung der ménnlichen Geschlechtsorgane im Mutterleib und
wihrend der Pubertit, Steuerung der Spermatogenese, Aufrechterhaltung der Libido beider
Geschlechter, Forderung des Langenwachstums wihrend der Pubertit, sowie eine zentrale
Wirkung auf das Gehirn, d.h. direkte Einfliisse auf die Psyche (Loffler 2001). Antiandrogene
kommen im menschlichen Koérper nicht vor. Therapeutisch werden sie beim Mann zur
palliativen Therapie des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms, bei frithzeitiger sexueller
Reifung und bei Hypersexualitit verwendet. Bei der Frau fiihrt eine {ibermifige
Androgenproduktion zu einer ,,Verménnlichung® hinsichtlich des Behaarungstyps, der
Stimme, des Muskelaufbaus usw. (Herold et al. 2004). Wihrend der Embryonalentwicklung
ist die médnnliche Differenzierung extrem abhingig vom Vorhandensein und der normalen
Wirkung von Androgenen. Verschiedenen antiandrogenen Substanzen wurde in
Tierversuchen die Fahigkeit der Storung der sexuellen Differenzierung nachgewiesen. Eine
zunehmende Zahl von Hodentumoren, extragenitalen und genitalen Malformationen, sowie
eine abnehmende Samenzahl wird seit den 90iger Jahren immer wieder durch den

zunehmenden Einfluss von endokrinen Disruptoren erklért (Toppari 2002).
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Hinsichtlich der Wirkung von Sexualhormonen auf die Schilddriise, wiesen Sheridan et al.
1984 Androgenrezeptoren in gesunden humanen Schilddriisen nach. Die Konzentration von
AR im Zytosol und im Nukleus der Ménner war dabei signifikant hoher als die in den
Schilddriisen der Frauen. In pathologisch noduldr verdndertem Schilddriisengewebe ist die
Konzentration der Androgenrezeptoren niedriger als im Gesunden. Die hdhere Priavalenz von
malignen Schilddriisenerkrankungen bei Frauen wurde ebenfalls auf diese Unterschiede

zuriickgefiihrt (Marugo et al. 1991).

1.5. Schilddrisenhormon-regulierte Endpunkte der HPT-Achse

Die in dieser Arbeit untersuchten, die Homoostase der HPT-Achse u.a. bestimmenden und
beeinflussenden Enzyme sind die Deiodasen und die Glutathionperoxidasefamilie.
Schilddriisenhormone spielen in verschiedenen Stoffwechselprozessen eine permissive oder
induktive Rolle, so auch im Lipidstoffwechsel. Das Malatenzym (ME) ist ein wichtiges T3-
beeinflusstes Enzym des Lipidstoffwechsels. Ist die Schilddriisenfunktion verdndert, z.B.,
durch den Einfluss endokriner Disruptoren, kann man die Verdnderung u. a. an der Aktivitét

des ME nachweisen.

1.5.1. lodothyronine-Deiodasen (DIO)

Gross und Pitt-Rivers postulierten nach der Entdeckung von T3 im Jahr 1952 die Existenz von
Deiodasen, T4 war zu diesem Zeitpunkt bereits seit fast 50 Jahren bekannt. Aber erst 1970
konnte durch Braverman et al. der Beweis fiir eine extrathyroidale Deiodierung erbracht
werden, als bei athyreoten Patienten, denen T4 verabreicht worden war, T3 im Serum

gefunden wurde.

Bisher sind drei verschiedenen Deiodaseisoenzyme (DIO) bekannt: 5’-Deiodase Typ 1 (DIO
1), die 5’-Deiodase Typ 2 (DIO 2) und die 5-Deiodase Typ 3 (DIO 3). Sie werden
entwicklungs- und gewebespezifisch exprimiert und unterscheiden sich in ihren
biochemischen und regulatorischen Eigenschaften, der Substratspezifitit und Inhibition

(Bianco et al. 2002).

Jede der Deiodasen beeinflusst die lokale und/oder systemische T3-Produktion, d.h. die
Konzentration aktiven Schilddriisenhormons (Kohrle et al. 2000). Wahrend die DIO 1 und die
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DIO 2 die Aktivierung von T4 zu T3 katalysieren, ist die DIO 3 ausschlieBlich fiir die
Inaktivierung von T4 zu rT3 zustindig. Allen drei Enzymen ist gemeinsam, dass sie
physiologische Kofaktoren benétigen, die in vivo bisher noch nicht bekannt sind. In vitro
iibernehmen reduzierte Dithiole (z.B. DTT, Dithiothreitol) diese Funktion. Zusétzlich haben
alle drei Enzyme ein Selenocystein in ihrem aktiven Zentrum, das durch ein UGA-Codon

kodiert wird (Kohrle 1999).

Die DIO 1 ist am stirksten in Leber, Nieren, Schilddriise und Hypophyse exprimiert (Kohrle
et al. 2002). Sie hat in diesen reich durchbluteten Geweben die Aufgabe der systemischen T3—
Bildung und -Konzentrationskontrolle, aber auch des weiterfithrenden Abbaus von T3 zu T2
durch AuBlenringdeiodierung (Leonard und Kohrle 1996). Als Substrat favorisiert das Enzym
T3 vor T4. Bei hyperthyreotem Stoffwechselzustand ist eine erhohte Aktivitidt, im
hypothyreoten Zustand eine verringerte Aktivitdt nachweisbar. Sie ist sehr empfindlich
gegeniiber einer Hemmung durch PTU, wohingegen die DIO 2 und DIO 3 diesem Inhibitor
gegeniiber ginzlich unsensibel sind (Bianco et al. 2002), sie wurde 1990 erstmals als ein

Selonoprotein identifiziert (Behne et al. 1990, Arthur et al. 1990).

Die DIO 2 wurde als letzte der drei Deiodasen entdeckt und charakterisiert, die Aktivitat kann
in Schilddriise, Herz, ZNS, braunem Fettgewebe und Skelettmuskulatur nachgewiesen
werden. Thre Funktion liegt, unter physiologischen Zustdnden, in der lokalen T3—Produktion
im Gehirn (Kalsbeek et al. 2004) durch AuBenringdeiodierung. Die im Skelettmuskel
exprimierte DIO 2 des Menschen soll auch fiir die Bereitstellung der extrathyroidalen T3
Serumkonzentration im euthyreoten Zustand verantwortlich sein (Maia et al. 2005). Im
Gegensatz zur DIO 1 ist die Aktivitit der DIO 2 im hypothyreoten Stoffwechselzustand
erhoht, im hyperthyreoten aber verringert.

Wihrend der Entwicklung édndert sich das Expressionsmuster der DIO 3: Wihrend der
Embryonalentwicklung hélt sie den T3-Spiegel in einer fiir den Embryo physiologischen
Hohe (Kohrle 1999). Bei adulten Menschen kann man sie in ZNS, Haut und Plazenta
nachweisen. Genau wie bei den anderen Isoformen reguliert der Schilddriisenhormonstatus
die Enzymaktivitit: wie bei der DIO 1 ist die Aktivitdt im hyperthyreoten Zustand erhéht und
im hypothyreoten Zustand erniedrigt.

10
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Zuséatzlich wird die Aktivitdt, Expression und Funktion der Deiodasen durch verschiedene
Systeme beeinflusst, wobei die Schilddriisenhormone selbst eine Schliisselfunktion haben.
Aber auch der zirkadiane Rhythmus, die Erndhrung, pharmakologische Substanzen, schwere
Krankheitszustdnde, Geschlechtshormone, verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren und

Glukokortikoide haben Einfluss auf die Deiodasen. (Bianco et al. 2002, Kohrle 2002).

1.5.2. Malatenzym (ME)

Das NADP-abhiingige ME katalysiert die reversible oxidative Decarboxylierung von Malat.
Es stellt das benotigte NADPH fiir die Bildung langkettiger Fettsduren bereit. Es gibt zwei
NADP -abhingige Malatenzymformen, eine zytosolische (ME1) und eine mitochondriale
(ME23), sie werden als Malatdehydrogenasen bezeichnet. Die dritte Variante des Malatenzyms
ist NAD -abhiingig.

Alle drei katalysieren folgende Reaktion:

Mn ¥
L-Malat + NAD(P)™ ——* CO,;*Pymuvat- NADP(H)+ H™

Die Reaktion ist abhéingig von einem zweiwertigen Metallion (Mn®" oder Mg*"). Die Bindung
eines Metallions hilft bei der Stabilisierung der quartdren Struktur des Enzyms (Chang et al.
2003).

Die Tatsache, dass Menschen mit Schilddriisenunterfunktion fiir gewo6hnlich auch eine
verdnderte Lipogenese haben, fiihrte zu der Frage, welche Enzyme der Lipogenese durch
Schilddriisenhormone beeinflusst sind. Eine 3-4fache Erhéhung der Transkriptionsrate des
ME nach zehntdgiger T3-Behandlung konnte bei in vitro-Versuchen von Song et al. 1988
dokumentiert werden. Der 10-15fach erhohte nukledre RNA-Level, zusammen mit einer
gleichwertigen Erhohung der zytoplasmatischen mRNA, lieBen einen zusétzlichen
Mechanismus vermuten: T3 beeinflusst nicht nur die Translation sondern verringert in der

Leber auch die Abbaurate der pre-mRNA, die fiir das ME kodiert (Song et al. 1988).

Neben den Schilddriisenhormonen beeinflusst auch die Erndhrung die ME-Aktivitit. Sowohl
eine glukose- als auch eine kohlenhydratreiche Erndhrung fithren zu einer erhdhten ME-
Enzymaktivitit. Eine kohlenhydratreiche Didt bewirkt eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber T3.

Die T3-Dosis, die bendtigt wird, um eine halbmaximale Wirkung zu erzielen, ist 3-7fach

11
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reduziert. Auch in kompletter Abwesenheit von T3 ist Glukose in der Lage eine ME-
Induktion zu bewirken, wobei Insulin eine permissive Eigenschaft hat. T3 moduliert die
Induktion weiter (Mariash et al. 1980 und 1981), so dass die Verdnderung der ME-Aktivitit

auch in Bezug auf den metabolischen Zustand zu bewerten ist.

Weiterhin nimmt das Prohormon Dehydroandrosteron (DHEA), ein androgenes 17-
Ketosteroid aus der Zona retikularis der Nebennierenrinde und eines der stirksten wirksamen
Androgene, Einfluss auf die Aktivitit des ME. In Anwesenheit von Schilddriisenhormonen ist
DHEA in der Lage, dosisabhiingig in der Leber die Transkriptionsrate des ME zu steigern
(Song et al. 1989).

1.5.3. Glutathionperoxidase (GPx)

Die Glutathionperoxidasen stellen eine Familie von Proteinen dar, die in der Lage sind,
oxidative Schiden durch reaktive Sauerstoffspezies oder Peroxide zu verhindern. Sie
katalysieren die Reduktion von Wasserstoffperoxid und organischen Hydroperoxiden zu
deren analogen Alkoholen in Gegenwart von Glutathion oder alternativen Thiolen als
Elektronendonatoren. Diese antioxidativen Eigenschaften der Enzyme spielen bei diversen
zelluldren Prozessen, wie inflammatorischen Reaktionen und Apoptose, Krebs oder dem

Alterungsprozess (Gértner et al. 2001; Sinitsyna et al. 2006) eine wichtige Rolle.

Den Glutathionperoxidasen (GPx1, 2, 3, 4, 6) und den lodothyronine-Deiodasen (DIOI1, 2, 3)
ist gemeinsam, dass sie beide zu den insgesamt 25 bekannten humanen Genen gehoren, die
fiir SeCys haltige Selenoproteine kodieren (Kryukov et al. 2003). Bei der GPx-Familie ist seit
Kryukov et al. 2003 bekannt, dass Selenocystein ein essentieller Bestandteil ist.

Es sind verschiedene Glutathionperoxidasen bekannt: Man unterscheidet zurzeit die
zytosolische-GPx (cGPx; GPx1), die gastrointestinale-GPx (GiGPx; GPx2), die Plasma-GPx
(pGPx; GPx3), die Phospholipidhydroperoxid-GPx (PHGPx; GPx4) und die GPx-6 (Kryukov
et al. 2003).

Die Glutathionperoxidasen konnen in allen Geweben nachgewiesen werden, in denen
oxidative Prozesse ablaufen, in der Schilddriise wird diese Enzymfamilie besonders stark

exprimiert. Entsprechend der hohen H,0,-Konzentration, die fur die

12
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Schilddriisenhormonsynthese von der TPO bendtigt wird, bendtigen die Zellen auch ein

effektives antioxidatives Membranschutzsystem (Kohrle et al. 1996).

Die zytosolische GPx

Die zytosolische GPx wird nahezu ubiquitdr exprimiert, wobei Leber und Erythrozyten der
Ratte die hochsten Konzentrationen aufweisen (Behne et al. 1983). Sie ist das erste
identifizierte Selenoprotein und besteht aus vier 22 kDa schweren Untereinheiten. Wie die
anderen Familienmitglieder katalysiert die zytosolische GPx die Reduktion von Peroxiden mit
Hilfe von Glutathion zu stabilen Alkoholderivaten bzw. Wasser (Flohé et al.1973; Rotruck et
al. 1973). GPx1-KO-Méuse zeigten keine pathologischen Verdnderungen gegeniiber der
Kontrollgruppe (Ho et al. 1997; Sunde et al. 1997). Erst unter extremen Zustinden oxidativen
Stresses zeigten die GPx1-KO-Tiere pathologische Verdnderungen (Beck et al. 1998; Cheng
et al. 1998).

1.6. Hintergrundinformationen zu den Testsubstanzen

1.6.1. Genistein (GEN)

Genistein ist neben Daidzein der wichtigste Vertreter der Isoflavonoide. Die Sojabohne ist die
groBte Quelle. Man kann es auch in tropischen Hiilsenfriichten, Besenginsterkraut,
Farbeginsterkraut, und verschiedenen Kleearten nachweisen (Setchell et al. 1987; Liu et al.

2001).

Wie die Substanz selbst, sind auch die Ostrogenen Eigenschaften des GEN schon lange
bekannt. GEN ist in der Lage, sowohl den Ostrogenrezeptor ERa als auch ERB zu binden, hat
aber eine groflere Affinitidt zu ERP (Kupier et al. 1997). Da es vornehmlich in der Sojabohne
und ihren Folgeprodukten vorkommt, wird es dementsprechend auch in verschiedenen
Bevolkerungsgruppen in unterschiedlichen Mengen konsumiert. Besonders im asiatischen
Raum decken die Menschen einen Grofiteil des Proteinbedarfs durch Sojaprodukte. Eine
verringerte Priavalenz von Brustkrebs und kardiovaskuldren Erkrankungen in dieser Region,
lieBen einen Zusammenhang zwischen den Erndhrungsunterschieden wund der

unterschiedlichen Prdvalenz von malignen Erkrankungen vermuten (Stephens 1997,

13
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Adlerkreutz 1998). Die erndhrungskonzentrierte Hypothese wurde gefestigt durch die
Beobachtung, dass die in den USA lebende Tochtergeneration der Emigrantinnen, eine héhere

Inzidenz von Brustkrebs aufwies (Ziegeler et al. 1993).

Die Perimenopause der Frau ist gekennzeichnet durch die stetige Abnahme der ovariellen
Ostrogenproduktion und der gleichzeitig verminderten Ansprechbarkeit der Ovarien auf die
vermehrt produzierten hypophyséren Gonadotropine, wodurch oftmals vasomotorische
(Hitzewallungen), psychische (Stimmungsschwankungen, Libidoverlust) und somatische
(urogenitale Verdanderungen) Symptome bedingt sind. Die schwerwiegendste, mit der
Abnahme der Ostrogenproduktion einhergehende, Erkrankung ist jedoch die Osteoporose
(Herold et al. 2004). Bis zum Abbruch der WHI-Studie (women'’s health initiative) im Jahr
2002, bei der vor allem ein erhohtes Brustkrebs- und Herzinfarktrisiko nach der Einnahme
von Ostrogen-/Progesteronpriparaten festgestellt wurde (Rossouw et al. 2002), wurden diese
peri- und postmenopausalen Beschwerden (PMS) hiufig durch synthetische
Ostrogenpriparate behandelt. Daher suchen heute immer mehr Frauen nach Alternativen zu
synthetischen Hormonen und nehmen pflanzliche Préparate, wie Sojaprodukte ein, mit
teilweise hohen Konzentrationen von Isoflavonoiden, um ihre Beschwerden zu lindern. Dabei
ist nicht gekldrt, ob GEN eine sichere und Erfolg versprechende Substanz zur
Supplementierung darstellt, denn GEN hat uterotrophe Effekte (Diel et al. 2001), stimuliert
das Wachstum von menschlichen Mamma-Karzinomzellen (in vitro und bei transplantierten
Tieren) und reduziert die Hitzewallung gar nicht, oder nur ganz leicht (Ju et al. 2001,

Maggiolini et al. 2001, Van Patten et al. 2002).

In Hinsicht auf diese multidimensionale Wirkung, wird diskutiert ob GEN als gefdhrlich
betrachtet werden muss (Wuttke et al. 2007). Dementsprechend ist z.B. auch der Einfluss auf
das Schilddriisenhormonsystem nicht vollstindig geklart: Chang et al. 2000 konnten zeigen,
dass Genistein die Schilddriisenhormonsynthese durch Stérung der lodidaufnahme und
Inhibition der TPO becinflusst - ein Effekt, der nicht auftritt, wenn ausreichend Iod vorhanden
ist (Schmutzler et al. 2006). In Hinsicht auf den immer noch weit verbreiteten lodmangel, ist

das Risiko einer Hypothyreose nicht zu ignorieren.

14



1. Einleitung

1.6.2. Resveratrol (RES)

Resveratrol (RES) gehort zu der Gruppe der Stilbene. Fiir Menschen sind wichtige Quellen
v.a. Niisse und Weintrauben (Vitis vinifera, Vitis lambrusca) mit ihren Folgeprodukten wie
beispielsweise Rotwein. Allgemein kann es in mehr als 70 gewohnlich verbreiteten
Pflanzenspezies nachgewiesen werden (Turner et al. 1999). Es ist es ein Teil des pflanzlichen

Abwehrsystems.

Aufmerksamkeit in der Wissenschaft hat es erst seit wenigen Jahren, seit es fiir das ,,French
Paradox“ -also der niedrigen Inzidenz von kardiovaskuldren FErkrankungen in der
franzosischen Bevolkerung, die sich vergleichsweise fettreich erndhrt- verantwortlich
gemacht wird (Soleas et al. 1997, Kopp et al. 1998). In verschiedenen in vitro Studien konnte
eine antioxidative (Frankel et al. 1993), antimutagene (Jang et al.1997) und antikanzerogene
Potenz (Chun et al. 1999) von Resveratrol gezeigt werden. Es ist in der Lage, die Lebensdauer
von Miusen unter hochkalorischer Erndhrung, entgegen dem vergroBertem kardiovaskulidren
Risiko, zu verldngern (Baur et al. 2006). Eine verringerte Plattchenaggregationsfiahigkeit und
die antioxidativen Eigenschaften sind zusitzliche Griinde fiir die hdufig beschriebenen
kardioprotektiven Effekte. Resveratrol bindet, im Unterschied zu vielen anderen
Phytodstrogenen, gleich stark an beiden Ostrogenrezeptoren, aber mit geringerer Affinitit als
Ostradiol. Viele der genannten Effekte konnten bis jetzt nur in vitro gezeigt werden. Der
Einfluss auf die Schilddriisenachse ist noch weitestgehend unbekannt, jedoch konnten

Schmutzler et al. 2006 die Hemmung der TPO auch fiir RES nachweisen.

1.6.3. 8-Prenylnaringenin (8-PN)

8- Prenylnaringenin (8-PN) wurde erstmals 1979 als Bestandteil von Compositae (Korbbiitler)
beschrieben (Bohlmann et al. 1979). Erst 1999 zeigte Milligan, dass 8-PN die Ostrogene
Substanz in den Bliiten weiblicher Hopfenpflanzen ist, anschlieBend wurde es auch im Bier
nachgewiesen.

Sowohl mit Hilfe von in vitro- als auch in vivo-Studien konnte gezeigt werden, dass 8-PN das
Phytodstrogen mit der bis jetzt bekannten hochsten endokrinen Aktivitit ist (Kitaoka et al.
1998). Im Gegensatz zu Genistein und Resveratrol ist das Wissen iiber 8-PN aber noch
gering. Es bindet mit gleicher Affinitdt an ERa als auch ERp, entwickelt jedoch am ERa-
Rezeptor eine wesentlich stirkere Aktivitdt (Bovee et al. 2004). Mit der Zeit konnte man fiir
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8-PN weitere Effekte nachweisen: So zeigten Pepper et al. 2002 und 2004, sowohl in vivo als
auch in vitro, antiangiogene und antithrombotische Effekte. Die antioxidativen Eigenschaften
(Miranda et al. 2000b, Shirataki et al. 2001, Toda und Shirataki 2000), die vielen
Phytodstrogen gemeinsam sind, werden unter anderem auch im Zusammenhang mit einer
neuroprotektiven Wirkung diskutiert (Youdim et al. 2002). Bei in vivo-Studien hatte 8-PN
einen uterotrophen Effekt, gleichzeitig konnte man auch eine Knochendichteerhohung
nachweisen, dabei zeichnete sich eine Gewebespezifitit ab (Knochen>Uterus) (Miyamoto et
al. 1998). Entsprechend der hohen dstrogenen Wirkung ist die Substanz 8-PN sehr interessant

fiir den Einsatz als pflanzliches Ostrogen, z.B. bei der Hormonersatztherapie.

Der Einfluss von 8-PN auf die HPT-Achse ist bis jetzt noch wenig untersucht. Christoffel et
al. 2004 zeigten, dass der hormonelle Status und die Genexpression (IGF1, ERa, ERpB) der
Schilddriise weit weniger anfillig gegeniiber der starken dstrogenen Potenz von 8-PN sind, als
die Reproduktionsachse. Jedoch zeigte sich das Gewicht der Schilddriise in vivo nach Kurz-
und Langzeitbehandlung signifikant erhoht, entsprechend einem 6strogenen Einfluss auf das

Schilddriisengewebe.

1.6.4. Bisphenol A (BPA)

Bisphenol A (BPA) gehort weltweit zu den meistproduzierten Chemikalien. Allein in der
Bundesrepublik Deutschland werden jahrlich iiber 200.000 t synthetisiert. Es ist die
strukturelle Grundlage der Polykarbonate und Epoxidharze, wird fiir Zahnfiillungen und
Thermopapier, sowie CDs, Armaturen und Plastikteile im Auto, Haushaltsgegenstinde,
transparente Babyplastikflaschen, Nahrungs- und Getrankeverpackungen u.v.m. verwendet.
Auch Klebstoffe und viele Do-it-yourself-Produkte enthalten BPA, Nahrungsmittel- und
Getrdankedosen werden in der Regel innen mit einem BPA-haltigen Epoxidharz {iberzogen. In
der breiten Offentlichkeit wurde BPA durch Pressemitteilungen iiber seine Migration aus
Kronkorken von Bierflaschen oder Auskleidungen von Konservendosen (Brotons et al. 1995)
bekannt. Freies BPA ist in unserer Umwelt, z.B. im Trinkwasser, in abgefiillten Getridnken,
sogar in Milchflaschen, nachweisbar. Daher ist es nicht verwunderlich, dass Spuren im Blut
und Urin von Erwachsenen sowie in Geweben von Feten nachweisbar sind (Calafat et al.

2004).
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Die Kenntnis des dstrogenen Potentials der Bisphenole ist schon iiber 60 Jahre alt (Reid et al.
1944). Weitere Untersuchungen von BPA zeigten seine proliferationsfordernde Wirkung auf
menschliche MCF-7-Brustkrebszellen (Brotons et al. 1995); bei in vitro-Versuchen
konkurriert BPA mit Ostradiol um die Bindung an den ERa—Rezeptor und induziert die
Expression von Progesteronrezeptoren (Krishnan et al. 1993). Somit konnte gezeigt werden,
dass BPA sowohl in vivo also auch in vitro als Xenodstrogen wirkt, wobei die Ostrogene
Potenz in vitro teilweise bis zu 10.000fach geringer als die von 17B-Ostradiol ist (Kim et al.
2001; Kupier et al. 1998), und dass sie in vivo abhéngig ist von Versuchstierspezies bzw.-

stamm (Milligan et al. 1998; Steinmetz et al. 1997,1998).

Mit anderen Versuchen wurde festgestellt, dass die Exposition mit BPA zu morphologischen
und funktionellen Anomalititen im Reproduktionssystem fiihrt: Die Exposition von
Nagetierfeten gegeniiber niedrigen BPA Dosen von 20-40 pg/kg/Tag fiihrte zu
schwerwiegenden postnatalen Effekten, wie z.B. reduzierter tdglicher Spermienproduktion
und erhohtem Prostatagewicht bei méannlichen Tieren. Es konnte eine Verdnderung in der
Entwicklung und der Gewebeorganisation der Brustdiisen nachgewiesen werden, Storungen
der sexuellen Differenzierung im Gehirn, schidliche Langzeiteffekte auf die Zellen der
Vagina, sowie ein beschleunigtes Wachstum und geschlechtliche Differenzierung bei
weiblichen Tieren (Howdeshell et al. 1999; Kubo et al. 2003; Markey et al. 2001; Nagel et al.
1997; Schonfelder et al. 2002; vom Saal et al. 1998; Welshons et al. 1998; White et al. 1994).

Bei Méusen, die eine mit dem menschlichen Expositionsniveau vergleichbare orale Dosis (20-
100 ng/kg/KG/Tag) erhielten, zeigte sich, dass BPA ein potenter Disruptor der Meiose, des
Zellteilungsprozesses, ist. Die als ,,congression failure* bezeichnete meiotische Verdnderung
stellt keine Mutation dar, sondern ist ein Fehler im Aufbau des Spindelapparates und kann zu
Aneuploiden fiihren, welche wiederum als der Grund fiir mentale Retardierung, sowie als
genetische Hauptursache von Fehlgeburten bei Menschen gesehen werden (Hassold and Hunt

2001).

In transienten Genexpressionstests, konnte gezeigt werden, dass BPA dosisabhingig die durch
T3- induzierte Transkription hemmt (Moriyama et al. 2002). Dabei war die T3 Konzentration
in physiologischer Hohe. Schmutzler et al. 2006 beschrieben den inhibierenden Einfluss von

BPA auf die TPO.
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1.6.5. Benzophenon-2 (BP-2)

Die Benzophenone sind eine heterogene Gruppe. Sie sind sog. Photosensibilisatoren, d. h. sie
sind in der Lage, Licht primér zu absorbieren und anschlieend die Energie strahlungslos auf
andere Molekiile oder Atome zu iibertragen, wodurch diese zur Reaktion gebracht werden.
Sie werden als Hilfsmittel in der Fotographie, in der Photochemie, in der Photodynamischen
Therapie, sowie also Schutz vor UV-A und UV-B Strahlen eingesetzt. Sie ziehen in die Haut
ein und absorbieren aufgrund ihrer kondensierten und héufig aromatischen
n-Bindungssysteme die hochenergetische UV-Strahlung, um sie in Form von Warme wieder
abzugeben. Um Schédden durch Sonnenlicht vorzubeugen, werden sie in Plastik zur Erh6hung
der Produktstabilitdt, aber auch in Sonnenlotionen, sowie zunechmend in anderen Kosmetika

wie Lippenstiften, Cremes und Haarpflegemitteln verwendet (Schlecht 2006).

Durch neuere Untersuchungen ist BP-2 als mogliche EAC in Verdacht geraten. BP-2 wurde
positiv im ERa-Reportergenassay sowie im uterotrophen Assay getestet (Yamasaki et al.
2002). Dementsprechend konnte eine E2-&hnliche Wirkung in vivo an Lipid- (Erniedrigung
von LDH, HDL, Cholesterol) und Ostrogenkonzentration nach 5-tigiger Akut- und einer 3
Monate andauernden Langzeitbehandlung beobachtet werden (Jarry et al. 2004; Seidlova-
Wuttke et al. 2005). Nicht-0strogene Effekte von BP-2 auf die GH- und LH-Sekretion,

wurden durch teilweise antiandrogene Eigenschaften von BP-2 erklért.

Besonderes Augenmerk muss auf die HPT-Achse gelegt werden, denn BP-2 ist in
Konzentrationen von 333 und 1000 mg/kg Korpergewicht (KG) in der Lage, TT4 und TSH-
Serumlevel signifikant im Sinne einer Hypothyreose zu verdndern (Schlecht 2006). Genau
wie Genistein hemmt BP-2, besonders in lodmangelsituationen, die Aktivitit der TPO und
dadurch die Schilddriisenhormonsynthese (Schmutzler et al. 2006). Das kann schwere Folgen
fir die Gesundheit haben, besonders in Hinsicht auf die immer noch herrschenden
Iodmangelsituationen vieler Menschen in weiten Bereichen der Welt. Mittlerweile ist es in der
Europdischen Union nicht mehr fiir die Verwendung in Sonnenlotionen zugelassen, dennoch
wird es noch immer in vielen kosmetischen Produkten zum Produktschutz verwendet. In
diesen Produkten ist die BP-2-Konzentration wesentlich geringer, da aber eine Vielzahl von
Gegenstinden Anteile beinhalten, muss man von einem tiglichen Kontakt mit der

menschlichen Haut ausgehen.
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1.6.6. Dibuthylphthalat (DBP)

Diester der Phthalsdure gehoren ebenfalls zu jenen Industriechemikalien, die in groBten
Mengen hergestellt und verbreitet werden. Allein in Deutschland werden jdhrlich etwa
400.000 t produziert. Sie dienen als Hilfsstoffe, sog. ,,Weichmacher®, fiir verschiedene
Kunststoffe, Ole, Lacke und Klebstoffe, sind ubiquitér verbreitet, auch als Bestandteil von
Kosmetik oder Korperpflegemitteln und pharmazeutischen Produkten kommen sie zum

Einsatz (Kuch und Ballschmiter 1999).

Die Ergebnisse beziiglich der endokrinen Wirkung sind widerspriichlich. Mittels
Reinsubstanzen konnten Harris et al. 1997, und Jobling et al. 1995 in vitro Ostrogene
Aktivititen des DBP nachweisen. Nach einer Mehrgenerationenstudie von Mylchreest 1998
scheinen, im Gegensatz zur Arbeit von Harris, besonders die antiandrogenen Eigenschaften

des DBP eine wesentliche Rolle zu spielen.

Es antagonisiert vermutlich wéahrend der Gonadendifferenzierung bei in utero exponierten
miannlichen Ratten die Testosteronwirkung, die zur Entwicklung des Wolff'schen Ganges
essentiell ist. Die Entwicklung der primédren Geschlechtsteile wie Nebenhodengingen,
Samenleiter und Blidschendriise wird dadurch sensibel gestort. Gray et al. 2001 beschreiben
gleichzeitig eine inhibitorische Wirkung von Phthalatsdureestern auf die fotale
Testosteronsynthese. In Anbetracht der Kenntnisse iiber die fein austarierte zelluldre
Hormonhomdostase, gerade wihrend frither Differenzierungsphasen in der Entwicklung eines
Organismus, kompliziert sich die Bewertung des Risikos durch Kontakt mit DBP. Swan et al.
2005 beschrieben die Ubereinstimmung der inkompletten Ausbildung der priméren und
sekunddren minnlichen Geschlechtsteile beim Menschen und bei Nagetieren im Sinne eines
,Phthalatsyndroms® bei préinataler Phthalatexposition. Ein mogliches Szenario ist eine
verstirkte Aktivierung des Ostrogenrezeptors durch die potentiellen dstrogenen Eigenschaften
und die gleichzeitige Repression der Aktivitidt des Androgenrezeptors. Da sich diese beiden
ligandenabhéngigen Transkriptionsfaktoren in einigen Geweben und Zellen als Gegenspieler
gegeniiberstehen, kann moglicherweise eine schwache Verschiebung des Gleichgewichts
fatale Folgen nach sich ziehen. Exponierte ménnliche Ratten zeigten nach der Geburt
reduzierte anogenitale Distanz (AGD), Nippelretention, reduziertes Gewicht der
akzessorischen Geschlechtsdriisen, reduziertes Gewicht der Hoden und Nebenhoden, sowie

vermehrte Fliissigkeitsfiillung der Hoden und reduzierte Spermienzahl (Mylchreest et al.
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1998, 1999, 2000; Gray et al. 2001). Uber den Einfluss auf die HPT-Achse ist bis jetzt wenig

bekannt.

1.6.7. Linuron (LIN)

Das Unkrautvernichtungsmittel Linuron ist als krebsverdéchtig, reproduktionstoxisch und
hormonell antiandrogen wirksam eingestuft (Cook et al. 1993, Lambright et al. 2000). Dieser
Problemstoff ist fiir die Anwendung in der deutschen Landwirtschaft eigentlich nicht
zugelassen. Er kann nur eingesetzt werden, wenn das Bundesamt fiir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) eine Ausnahmegenehmigung erteilt. Im Jahr 2003 wurden in
Deutschland 1-2,5 t im Mohren- und Porreeanbau angewendet, im Jahr 2004 waren es bereits

2,5-10 t (Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit).

Lambright et al. 2000 zeigten die schwache Bindung von LIN an den humanen
Androgenrezeptor (AR) und den AR der Ratte. In vivo-Versuche mit adulten und juvenilen
mannlichen Ratten, die mit 200 mg/kg Linuron behandelt wurden, fiihrten nach zwei Wochen
zu einer Abnahme des Gewichts der Geschlechtsorgane. Die Serumspiegel von Testosteron,
E2 und luteinisierendem Hormon waren dabei, vermutlich aufgrund der fehlenden negativen
Riickkopplung, erhoht (Cook et al. 1993). Beim Hershberger-Assay wird die Entwicklung
androgenabhéngig wachsender Gewebe wie Samenblase und Prostata durch 100 mg
Linuron/kg KG/Tag im Vergleich zur Kontrollgruppe kastrierter und ausschlielich mit
Testosteron behandelter unreifer ménnlicher Ratten reduziert. Eine Multigenerationsstudie
beschreibt bei Dosierungen von 40 mg Linuron/kg KG/Tag in der FI-Generation
vermindertes Hodengewicht, verringerte Spermien- und Nachkommenzahl sowie die
Ausbildung von Brustwarzen bei minnlichen Ratten (Gray et al. 1999; Gray et al. 2001;
Lambright et al. 2000). Bei der kombinierten Exposition von LIN und einem zweiten
antiandrogenem ED, z.B. eines Phthalatesters (BBP), zeigte sich eine kumulative Wirkung
mit einer noch stirker verringerten Testosteronkonzentration (Hotchkiss et al. 2004). Die
Reduzierung von Serumtriglyzeriden nach Langzeitbehandlung mit LIN (Seidlova-Wuttke et
al. 2005) ist, hinsichtlich des folglich reduzierten atherogenem Risikos, ein interessanter

Effekt.
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1.6.8. Procymidon (Proc)

Procymidon wird als Kontaktfungizid bezeichnet. Es wird in der Landwirtschaft besonders
hiufig fiir den Schutz von Porree und Mohren vor Pilzbefall verwendet. Der
Wirkungsmechanismus der Dicarboximidfungizide ist noch nicht vollstindig aufgeklért; es
werden u.a. Interferenzen mit der Zellteilung, dem Nukleinsdurestoffwechsel, der Lipid- und
der Steroidbildung diskutiert (Hoffmann et al. 1994). Bei der Nahrungsmittelanalyse, gehoren
sie mittlerweile zu den wichtigsten Substanzen, da sie auch in tierischen Geweben
nachgewiesen werden konnten (Lott and Baker 1993), wodurch sich ihr potentieller Einfluss
auf den Menschen erhoht. Erhebliche Mengen dieses Pestizids wurden in Saaten als Folge des
haufigen Gebrauchs oder zu kurzer Gebrauchsabstinde nachgewiesen (Vanni et al. 2000a).

Schon seit den neunziger Jahren ist bekannt, dass Proc auch antiandrogene Eigenschaften
besitzt und dass es sowohl in vivo als auch in auch in vitro in der Lage ist, die AR-abhéngige
Genexpression zu inhibieren und damit die sexuelle Differenzierung zu verdndern (Ostby et
al. 1999). Eine Ostrogene Aktivitit beschrieben Radice et al. 2005 an MCF-7 Zellen. 1l Hyun
Kang et al. 2004 zeigten, dass es nach zehntigiger oraler Aufnahme von Proc in
verschiedenen Konzentrationen zu einer signifikanten Abnahme des Gewichts von
androgenregulierten Organen und Driisen kommt, wiahrend die Testosteronkonzentration und
die LH-Serumspiegel unverdndert bleiben. Perinataler Kontakt mit Proc in unterschiedlicher
Dosis (50-200 mg/kg/Tag) induzierten bei ménnlichen Ratten einen verringerten anogenitalen
Abstand und Hypospadiasis, ein reduziertes Gewicht des ventralen Prostatalappens, sowie der
restlichen androgenregulierten Gewebe (Ostby et al. 1999). In Bezug auf die
Schilddriisenachse konnte bereits gezeigt werden, dass Proc, ebenso wie LIN, in der Lage ist,

die Serumkonzentration von T4 und T3 zu reduzieren (Seidlova-Wuttke et al. 2005).

1.7. Zielsetzung und Methodik

Seit Anfang der 90er Jahre besteht ein grofles 6ffentliches und wissenschaftliches Interesse
am Einfluss von Phytodstrogenen und Xenobiotika auf den menschlichen Hormonhaushalt
(Colborn et al. 1993). Eine Beeintrachtigung der Gesundheit muss vor dem Hintergrund der

Belastung des Menschen mit einer grolen Anzahl von EDs diskutiert werden.

Hinsichtlich der Interaktion zwischen Gonaden- und Schilddriisenhormonen ist es wichtig zu

iiberpriifen, inwieweit exogene Substanzen mit bekannten Ostrogenen Eigenschaften in der
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Lage sind, auch mit schilddriisenspezifischen Rezeptoren zu interagieren, Enzyme zu

beeinflussen und Transportsysteme zu storen.

Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die bereits bekannten EDs mit Ostrogener,
androgener und/oder antiandrogener Aktivitit auch in der Lage sind, Einfluss auf die HPT-
Achse zu nehmen. Dazu wurden enzymatische und molekularbiologische Methoden
verwendet, wobei der Fokus auf Verdnderungen in Leber und Niere gelegt wurde,

entsprechend der wichtigen metabolischen Funktion dieser Organe
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Gerate

2.1.1. Chemikalien

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den
Firmen Merck (Darmstadt), Roth GmbH (Karlsruhe), Roche Diagnostik GmbH (Mannheim),
Sigma-Aldrich  GmbH (Miinchen) und Sarstaedt (Niimbrecht) bezogen. Es wurden

Chemikalien der hochsten erhiltlichen Reinheitsstufe verwendet. Verbrauchsmaterialien

wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Eppendorf (Hamburg) und Sarstedt

(Niimbrecht) bezogen.

2.1.2. Gerate

Tabelle 1: Geriteverzeichnis

Dismembrator

Braun, Melsungen

Gamma Counter

1277 Gammamaster, Turku, Finnland

Gel-Apparatur

Elektrophoresis Power Supply, GibCo BRL ST 504

iCycler iQ™, Optical Tape

Bio-Rad Laboratories Hercules, CA

iCycler iQ™

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

Kamera

LTF Labortechnik, Vilber Louromat

Mikro-Dismembrator

B. Brau Biote ch International GmbH, Melsungen

pH-Meter inoLab, Laboratory Equipment
Photometer 8,5 mm light center height, Eppendorf, Hamburg
Spectrophotometer U-2001 HITACHI Scientific Instruments 6 Cell Positioner

Sonifizierer Ultraschall

Ultraschallstab, LaBsonic ®M; Braun, Melsungen

Thermocycler MWG Biotech Primus 25
Waagen Sartorius AG, Gottingen
Zentrifugen Eppendorf, Hamburg und Heraeus
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2.2. Ubersicht Gber die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente

Die Aufzucht und Behandlung der Ratten, sowie die Organextraktion der im Folgenden
beschriebenen Tierversuche fand in Géttingen (Institut fiir experimentelle Endokrinologie,
Universitdt Gottingen, Leiter: Prof. Dr. W. Wuttke) statt. Nachstehend befindet sich eine
Ubersicht iiber die fiir diese Arbeit durchgefiihrten Versuche.

Tabelle 2: Phytodstrogenversuch

Leber Niere
Deiodase-Assay X --
rt-PCR (DIO 1, ME) X --
Malatenzym-Assay X X
Glutathionperoxidase Assay X X
Tabelle 3: Xenobiotikaversuch

Leber Niere
rt-PCR (DIO 1, ME) X --

2.3. Tierexperimente

Alle Versuche wurden entsprechend den allgemeinen deutschen Richtlinien bei Tierversuchen
durchgefiihrt. Es lag eine Genehmigung durch die Bezirksregierung Braunschweig vor, die
Aktenzeichen lauten fiir den Phytoostrogenversuch 509.42502/01-36.03 bzw. 509.42502/01-
13.00 fiir den Xenobiotikaversuch. Diese Arbeit entstand im Rahmen des von der EU
geforderten Verbundprojektes EURISKED wobei alle beschriebenen Tierversuche durch die
AG Prof. Dr. W. Wuttke durchgefiihrt wurden. Dort wurde im Zuge dieser
Fiitterungsversuche die Wirkung der Substanzen auf die Reproduktionsachse untersucht. Aus
dieser Zusammenarbeit ergibt sich der in den folgenden Abschnitten beschriebene

Versuchsaufbau.
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2.3.1. Versuchstiere und Tierhaltung

Fiir beide Experimente wurden weibliche Sprague Dawley Ratten verwendet. Die P-
Generation wurde von der Firma Winkelmann (Borchen, Deutschland) im Alter von 2
Monaten erworben und durchgingig, mindestens fiir 4 Wochen, sojafrei (Firma Ssniff, Futter
»ssniff SM R/M,10mm*) erndhrt, bevor die Paarung stattfand. Die weiblichen Tiere der F-
Generation wurden den Langzeitexperimenten zugeteilt, die jeweils nach dem Absetzen, im

Alter von vier Monaten begannen.

Tabelle 4: Umgebungsbedingungen

Einrichtung Versuchstierstall der Universitit Gottingen

Tiere weibliche Sprague Dawley-Ratten,
Durchschnittsgewicht: ca. 280g (Phytodstrogenversuch)
ca. 260 g (Xenobiotikaversuch)

Umgebung 20°C Raumtemperatur, 55% rel. Luftfeuchtigkeit,
12-stiindiger Tag/Nacht-Rhythmus
Autbewahrung 5-6 Tiere/Kifig (Makrolon®IV),
Reinigung alle drei Tage
Trinken Leitungswasser ad libitum
Futter sojafreie Rezeptur (Sniff Spezialdidten GmbH Soest, Deutschland

»SM R/M, 10mm*)

2.3.2. Ernahrung

Die Tiere wurden konstant mit sojafreiem Futter der Firma Sniff (Soest, Deutschland) ,,SM
R/M, 10mm* gefiittert, wobei die Sojaproteine durch Kartoffelproteine ersetzt waren. Die
Nahrung war isokalorisch und wurde in verschiedenen Versuchen bereits verwendet
(Seidlova-Wauttke et al. 2003). Eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung des Futters befindet

sich im Anhang.
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2.3.3. Ovarektomie

Die Behandlung der Tiere begann im Alter von vier Monaten. Zu diesem Zeitpunkt wurden
alle Tiere bis zum Eintreten von Bewusstlosigkeit gegeniiber CO, exponiert und anschlieend
unter Andsthesie mit intraperitoneal injiziertem Ketamin (Hostaket®, Hoechst) und Xylazin
(Rompun®,Bayer) ovarektomiert. Dabei lag die verabreichte Dosis’kg KG bei 7,5 mg
Xylazin und 62,5 mg Ketamin. Reichte diese Dosis nicht aus, wurden 100 mg/kg KG Ketamin
nachtriglich appliziert. Vor der abdominellen Inzision wurden die Flanken rasiert und
desinfiziert. Nach Préparation der Ovarien wurden die Tuben mit resorbierbarem Catgut (3
metric Ethicon) legiert und mit Hilfe eines Skalpells die Ovarien entnommen. Nach
Reposition des Uterus wurde die Tunica muscularis zugenéht (Catgut) und anschlieBend die
Haut mit Hilfe von Michel Naht-Klammern® verschlossen (Martin Medizintechnik). Einer
Dehydratation vorbeugend erhielten die Tiere 5 ml isotonische NaCl-Losung s.c. (Braun). Um
die Erholung von der Operation zu beschleunigen, erhielten die Tiere einmalig 0,5 mg/kg KG

Atipamezol-HCl i.p.; bis zum Erwachen wurden die Tiere am Monitor iiberwacht.

2.3.4. Sektion

Die Tiere wurden nach CO,-Narkose mit Hilfe einer Guillotine dekapitiert. Um mdgliche
zirkadiane und psychologische Einfliisse zu vermeiden, wurden diese Dekaptierungen
zwischen 8 und 12 Uhr mittags durchgefiihrt, wobei die Tiere der einzelnen Gruppen
gleichmidfBig gemischt wurden. Folgende Organe wurden entnommen und innerhalb von 3-5
Minuten mit Hilfe von fliissigem N, schockgefrohren und anschlieBend bei -80 °C
aufbewahrt: Blut, Hypophyse, Schilddriise, Herz, Lungen, Leber, Nieren, Darm, Uterus,
Vagina.

2.3.5. Aufarbeitung und Aufbewahrung des Futters

Um den Einfluss der verschiedenen Substanzen auf die Schilddriisenachse zu untersuchen,
wurden die Tiere liber einen Zeitraum von drei Monaten oral exponiert, so dass ein konstanter

hormoneller Expositionsdruck bestand.

Das Futter wurde mit den jeweiligen Testsubstanzen nach Rezept erginzt, so dass ein

homogenes Gemisch vorlag, das in kleinen Pellets verabreicht wurde. Das gesamte Futter
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wurde eine Woche vor Beginn der Experimente fertiggestellt, beschriftet und eingelagert.
Dabei wurden die verschiedenen Substanzgruppen separat aufbewahrt, bei Kontakt wurden

Einmalhandschuhe, Mund- und Haarschutz, sowie Laborkittel getragen.

Das aufgearbeitete Futter wurde bei beiden Versuchen in zwei Teilen aufbewahrt: Ein Anteil
wurde bei -20°C gelagert, der 2. Teil wurde bei Raumtemperatur gehalten und fiir das Fiittern
verwendet. Die Stabilitit der Testsubstanzen wurde mittels HPLC-UV (High-Performance-
Liquid-Chromatographie Ultra Violette) kontrolliert.

2.3.6. Konzentration und Reinheitsgrad der Testsubstanzen

Mittels analytischer RP-HPLC (Reverse-Phase-High-Performance-Liquid-Chromatographie)
wurden die Testsubstanzen vor Verwendung getrennt und gereinigt. In der ersten
Versuchswoche wurde der Gehalt der zugesetzten Substanzen im Futter kontrolliert. Die
Tabellen 5 und 6 zeigen eine Ubersicht iiber die angestrebte und die tatsichlich erzielte

Konzentration der Testsubstanzen.

a) Phytodstrogenversuch: Die erreichte Konzentration von 8-PN im Futter stand im Einklang

mit dem erwarteten Wert. Demgegeniiber waren die Konzentrationen von GEN und RES
geringer als veranschlagt, was auf die Umgebungsbedingungen bei der Verarbeitung
zuriickgefiihrt wurde, denn beide Substanzen sind sehr empfindlich gegeniiber Temperaturen

bzw. UV-Licht (Xu et al. 2002, Wang et al. 2002).

Tabelle 5: Phytoostrogenversuch, Analyse der Konzentration der Substanzen

Substanzen Konzentration der Substanzen im Futter
E2B
o [ow 17,3 mg/kg
e Minimal 4,3 mg/kg
AND
e Low 0,075g/kg
e High 0,3 glkg
GEN
e Low 0,1 g/kg
e High 1 g/kg
RES
e Low 0,084 g/kg
e High 0,84 g/kg
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8-PN
e Low
e High

0,126 g/kg
1,26 g/kg

b) Xenobiotikaversuch:

Tabelle 6: Xenobiotikaversuch: Konzentration der Substanzen /20 g Futter

Substanzen Konzentration in pg/20g Futter
BPA
e Low 10
° High 100
DBP
e Low 25
° High 125
BP-2
e Low 50
° High 250
Proc
e Low 20
e High 200
LIN
e Low 20
° High 200
E2 500 entspricht 325 ng 17 B-Estradiol

(gegeben als 17B-Estradiol)

2.4. Versuchsaufbau der Tierexperimente

Zeitachse

Die Behandlung begann bei beiden Versuchen am Tag nach der Ovarektomie. Diese wurde

durchgefiihrt, um den Einfluss der Phytodstrogene auf die Reproduktionsachse, unter

Ausschluss interner Hormonproduktion, zu untersuchen (Gottingen).
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Grafik 1: Zeitachse

2.4.1. Dosierung

Jede Substanz wurde in 2 verschiedenen Konzentrationen getestet, um einen genauere
Aussage iiber die dosisabhdngige Wirkung machen zu konnen. Die Konzentrationen wurden
so ausgewdhlt, dass sie mit menschlicher Exposition vergleichbar sind. Bei der Planung der
Versuche wurde die zu verwendende Dosis einer jeden Substanz basierend auf Ergebnissen
von Vorexperimenten definiert, ausgehend von einer tiglichen Futteraufnahme von 15-
20g/Tag.

Enddosis; Um eine endgiiltige Aussage iiber die Wirkung der Phytoostrogene und

Xenobiotika machen zu konnen und eine Dosis-Wirkungsbeziehung aufstellen zu konnen,
muss neben der verabreichten Substanzmenge auch die schlieBlich erreichte Dosis bekannt
sein. Dabei spielen einerseits Gehalt und Stabilitit der Substanzen, anderseits die
Futteraufnahme und das Korpergewicht der Tiere eine wichtige Rolle. Weiterhin beeinflussen
Bioverfiigbarkeit, Metabolismus und Gewebeverteilung die endgiiltige Serumkonzentration.
Die exakte Dosisbestimmung gestaltet sich mitunter schwierig, da die tégliche
Aufnahmemenge alteriert. Da in diesem Versuch der Langzeitkontakt untersucht werden
sollte, wurden die Durchschnittswerte des Korpergewichts und der Substanzaufnahme aus den
Wochen 4-11 verwendet. Zweimal die Woche wurde die Futteraufnahme gemessen um die

Aufnahme der Substanzen pro Tier nachvollziehen zu konnen.
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Tabelle 7: Phytoostrogenversuch, Dosis

Versuchsgruppen erreicht in mg erreicht in mg
pro Tier pro kg-KG

Kontrollgruppe | mmemmemmmmeeeeeee | e
E2

e Low 0,16 0,70

e Minimal 0,05 0,17
AND

e Low 1,8 45,8

e High 16,3 55,0
GEN

e Low 1,9 5,4

° High 15,5 53,0
RES

e Low 1,6 4.5

e High 15,3 45,0
8-PN

e Low 2,1 6.8

e High 18,4 68,4
Tabelle 8: Xenobiotikaversuch, mittlere tdgliche Aufhahme

Versuchsgruppen Pro Tier pro kg-KG

Kontrollgruppe @ | smemmrmmemeeee e
BPA

e Low 8,88 ug 33 ug

e High 87.8 ug 333 pg
DBP

e Low 22,1 mg 82 mg

e High 106,3 mg 393 mg
BP-2

e Low 41,4 mg 153 mg

e High 183,1 mg 677 mg
LIN

e Low 4,4 mg 16,3 ng

e High 17,7 mg 65,5 mg
Proc

o Low 5,6 mg 21 mg

e High 22,4 mg 84 mg
E2
(gegeben als 17B-Estradiol) 327 ug 1,2 mg
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2.4.2. Messungen wahrend der Versuche

Korpergewicht

Das Korpergewicht eines jeden Tieres wurde regelméBig kontrolliert: Messungen fanden
gleichzeitig mit dem Anfangs-CT, nach Ovarektomie, in der vierten und achten
Behandlungswoche, sowie in der 11. Woche nach Durchfiihrung der urodynamischen Studie,

beim End-CT und nach 12 Wochen Behandlung direkt vor der Totung statt.

Wasser- und Nahrungsaufnahme

Die tdgliche Nahrungsaufnahme wurde berechnet, indem die fiir jeden Kéfig (d.h. fiir die 5-6
Tiere/Kéfig)

¢ Die Futteraufnahme 2x/Woche

e Die Wasseraufnahme 3x/Woche kontrolliert wurde.
Die Futteraufnahme ist also nicht das Mittel eines jeden Tieres, sondern berechnet in Bezug
auf die Tieranzahl. Nach der Ovarektomie und dem Beginn des Versuchs stabilisierte sich die

Futterautnahme durchschnittlich nach drei Wochen.

a)Phytodstrogenversuch: Zum Ende des Experiments zeigte sich eine Abnahme der

Nahrungsaufnahme, die mit der urodynamischen Studie, die in der elften Woche unter
Isoflurane-Anésthesie durchgefiihrt wurde, in Verbindung gebracht wird (Christoffel 2004).
Die Wasseraufnahme variierte ebenfalls. Wéhrend der 4.-11. Woche waren die Mengen
jedoch relativ konstant, in den RES-Gruppen war die Wasseraufnahme gesteigert, gleichzeitig
war das Futterverhalten nicht wesentlich verdndert. Bei den Gruppen GEN, 8-PN und E2
zeigte sich eine deutliche dosisabhingige Abnahme der Futter- und Wasseraufnahme, im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

b)Xenobiotikaversuch: Die Futteraufnahme war am niedrigsten in der Estradiolgruppe und

nahm dosisabhéngig in allen Gruppen, auer den Proc-Gruppen, ab. Die Wasseraufnahme war

in den Proc und LIN-Gruppen gesteigert.
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Computer Tomographie (CT)

Es wurde vor Beginn der Experimente, in der vierten und achten Woche, sowie zum Ende der
Experimente ein CT durchgefiihrt. Diese Untersuchung wurde zur Bestimmung der
Knochendichte und anderer geometrischer Parameter genutzt. Hierfiir wurden die Tiere mit

Hilfe von Isoflurane (Forene®, Abbott) narkotisiert.

Urodynamische Studie

In der 11. Woche wurden, unter Isoflavon- Anésthesie, urodynamische Parameter untersucht.

Vaginales Sekret

Wihrend der Narkose fiir die CT-Untersuchung (12. Behandlungswoche) wurden mit Hilfe

von Wattestéibchen Proben des vaginalen Sekrets entnommen.

2.4.3. Bestimmung der Serumlevel der Schilddrisenhormone

Die Serumkonzentrationen von TSH, T4 und T3 wurden bei beiden Versuchen mit Hilfe von
Radioimmunassays (RIA) von unseren Kooperationspartnern bestimmt.

TSH wurde mit Hilfe von einem spezifischen RIA, etabliert im Goéttinger Labor, gemessen,
fiir den die Gebrauchssubstanzen (Referenzsubstanzen fiir die Standardkurve,
Iodierungsbedarf und Antiserum) vom National Hormone and Pituitary Program der NIH
bezogen wurden. Fiir die Bestimmung der TT3 und TT4 Menge wurden kommerzielle Kits,
entsprechend den Instruktionen des Herstellers, der Firma Sinsheim, Deutschland, verwendet
(Active ™T3/ Active T™T4). Das fT3 und fT4 wurde mit RIAZENcoFT3 und RIAZENcoFT4
von ZenTech (Angleur, Belgien) analysiert.
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2.5. Vorbereitung der Proben

2.5.1. Probenaufarbeitung fiir enzymatische Versuche

Die Lagerung der Proben erfolgte bei minus 80°C, wihrend der Pulverisierung und
Homogenisierung wurden sie mit fliissigem Stickstoff kiihl gehalten. Die Pulverisierung der

Proben erfolgte mit Hilfe eines Dismembrators (Braun, Melsungen).

Weiterverarbeitung fir den Deiodase-Assay und den GPx-Assay:

Das Gewebepulver wurde in 500ul Homogenisationspuffer mit 1 mM Dithiothreitol (DTT,
Kofaktor im Deiodase-Assay) auf Eis gelost, mit einem Glashomogenisator homogenisiert
und anschlieBend mit einem Ultraschallgeréit (LaBsonic ®M; Braun, Melsungen) beschallt.
Die Zelltriimmer wurden mit 10.000 rpm bei 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde bei -20°C gelagert und diente der Bestimmung der Glutathionperoxidase-Aktivitit. Das
entstandene Pellet wurde erneut mit Homogenisationspuffer suspendiert, sonifiziert, wodurch
die restlichen intakten Zellmembranen aufgebrochen wurden und die membranstindige DIO 1
ausgelost wurde. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration mit Hilfe der Methode nach
Bradford bestimmt. Die aufgearbeiteten Homogenate wurden bei -80°C aufbewahrt.
e Homogenisationspuffer: 250 mM Saccharose, 20 mM HEPES,
ImM EDTA, ImM Dithiothreitol (DTT, vor
Versuchsbeginn frisch zugegeben); pH 7.4.

Weiterverarbeitung fiir den Malatenzym-Assay:

Nach Suspension des Gewebepulvers in 300 pl S-Tris-EDTA-Puffer, wurde der Uberstand,
nach Zentrifugation, aliquotiert und fiir den Assay verwendet. Auch hier wurde zunichst eine
Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford durchgefiihrt.
e S- Tris- EDTA-Puffer: 0,25 M Saccherose, 50,00 mM Tris-HCIl, pH 7,4 +
0,10 mM EDTA.
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2.5.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in der Zellhomogenaten wurden Bio-Rad-

Proteinassays verwendet (Bradford, 1976).

Es wurden jeweils 15ul aus der 1:10 Verdiinnung des Zellhomogenats verwendet, mit 1ml
Bio-Rad Losung (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) vermischt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Kontrolle diente eine Verdiinnungsreihe mit bovinem IgG-
Standard (Bio-Rad, Miinchen) definierter Konzentration von 2,0 ul, 5,0 pul, 10,0 pl, 20,0 ul,
30,0 ul, die auch jeweils mit 1 ml Bio-Rad Losung gemischt wurden. Die photometrische
Messung wurde mit einem Eppendorf- Photometer bei der Wellenldnge 595 nm durchgefiihrt.
Die Berechnungen der Proteinkonzentration und die enzymatische Bestimmungen der GPx-

und ME- Aktivitdt erfolgten anhand der Lambert-Beer’schen Formel.

2.5.3. Probenaufarbeitung fir molekularbiologische Versuche

Die RNA-Extraktion fand in Kooperationslabor in Gottingen statt.
Aufgrund der Instabilitdt von RNA in Losung wurden besondere Vorsichtsmaflnahmen beim
Umgang mit RNA getroffen. Es wurde mit Dimethylpyrocarbonat (Roth) behandeltes Wasser

zum Ansetzen der Loésungen benutzt. Dazu wurde 1 ml Dimethylpyrocarbonat auf 1 1 H,O,.,

gegeben, fiir 4 h inkubiert und autoklaviert.

Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentration jeder Probe wurde photometrisch in einer 1:100 Verdiinnung mit
DEPC- Wasser bestimmt. Die Extinktion bei 260 nm wurde in Quarzkiivetten (Suprasil,

Hellma, Miillheim) in einem Biophotometer gemessen. Eine OD, von 1 entspricht, bei einer

Schichtdicke von 1 cm, einer RNA-Konzentration von ca. 40 pg/ml. Da organische
Verunreinigungen wie z.B. Aminosduren bei einer Wellenldnge von 280 nm absorbieren,

kann durch den Quotienten OD, ., zu OD,,  der Grad der Verunreinigung durch

Aminoséduren bestimmt werden. Bei einem Quotienten von 1,8 bis 2 kann die RNA als rein

angesehen werden (Sambrook et al. 1989). AnschlieBend wurde der RNA-Gehalt berechnet.
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2.6. Enzymatische Versuche

2.6.1. Deiodase-Assay

Die Aktivitit der Deiodaseisoenzyme wird durch einen Test bestimmt, der die enzymatische
Freisetzung von 1251 aus radioaktiv markiertem Substrat beruht (Leonard et al. 1980). Als
Substrat fiir die in der Zellhomogenaten nachzuweisenden Enzyme wurde radioaktiv

markiertes 3,3",5"-[ 1251 ]-reverses T3 (PerkinElmer, MA, U.S.) verwendet.

Durchflihrung des Deiodase-Assays

Um die, moglicherweise wihrend der Lagerung, spontan angefallenen Abfallprodukte und
gespaltenes Jod zu entfernen, wurde der Tracer vor jeder Messung durch
Absorptionschromatographie gereinigt. Dies erfolgte mit Hilfe von Sephadex-LH20-Siule
(Sigma-Aldrich, Miinchen): Die Sidule wurde mit einem Filter (Filter MoBiTec, 10umPore)
vorbereitet. In diesen Filter wurden 600ul Sephadex gegeben und mit 3 ml 0,1 N HCI (Firma
Merck, Darmstadt) gespiilt. Die bendtigte Menge Tracer, berechnet nach Probenmenge und
Aktivitit, wurde direkt auf die Siule gegeben und sukzessiv wurde mit 3,0 ml 0,1 N HCI und
3,0 ml ddH,0 gewaschen. Die angestrebte Aktivitit des Substratmixes sollte bei 1000 cpm/pl
liegen. AnschlieBend wurde der Tracer mit 1 ml einer Ethanol-NHs;—Losung, im Verhéltnis
49:1, in ein Glasrohrchen eluiert, durch Zentrifugation (10.000 rpm {iber 5 min, 4°C, Hereaus
Cryofuge 5000) wurde dieser Vorgang beschleunigt. Der Tracer wurde in einem auf 70°C

vorgeheizten Wasserbad unter leichter Stickstoffzufuhr eingedampft.

Entsprechend der Probenanzahl wurde der Substratmix hergestellt:
x 10ul 1M KPOy-Puffer + 10 mM EDTA, pH 6,8

x2,0ul 1 M DTT

x 0,41 pl 40 mM NaOH

x 1,00 ul 0,1 mM rT3 (DuPont, Nemours, Belgien)

x 36,59 ul ddH,0.

Der eingedampfte Tracer und der Substratmix wurden zusammenpipettiert, anschlieend
wurden 50 pl in 2 ml 10% Essigsdure (Firma Merck) in einem vy-Counters (1277
Gammamaster, Turku, Finnland) iiber 10 min gemessen und auf die gewlinschte Aktivitit von

55.000 cpm/50ul iiberpriift.
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Das Endvolumen jeder Probe betrug 100 pl, es wurden immer Triplikate gemessen. 50 pl
jeder Probe bestanden aus 10 ul H,O oder 10 pul PTU (MP Biomedicals, Irvine, USA) und 40
ul der resuspendierten Membranpelletfraktion mit Proteinkonzentrationen von 25 pg des
Lebergewebes, die vorgelegt wurden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50ul Tracer-
Substratmix gestartet, und 60 Minuten lang bei 37°C inkubiert. 50ul der Stopp-Losung
beendeten die Reaktion durch Abfangen der lodthyronine bzw. Hemmung der DIOI1-
Aktivitdit. Dem Leerwert wurden erst nach Abstoppen der Reaktion 40 pl Homogenat
zupipettiert. 400ul eiskalter TCA flihrten zu einer Ausfillung der Proteine. Nach
Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 5 Minuten konnten 480 ul des Uberstandes abpipettiert
werden und auf die Dowex 50 WX 2-Séulen (BioRad Laboratories, Hercules, CA) gegeben
werden, die vorher zweimal mit jeweils 2 ml 10%iger Essigsdure gewaschen wurden. Das
freie 125-lod wurde jetzt mit 2 ml 10%iger Essigsdure eluiert und mit Hilfe eines y-Counters

iiber 10 min gemessen.

e Tracer: spezifische Aktivitdt lag zwischen 27.8- 46.3 MBq/ul,
800uCi/pg, PerkinElmer, MA, U.S..

e Stopp-Losung: 1 g BSA
1 ml 0,1 M PTU-L6sung
auffiillen auf 10 ml mit H,O

2~ dest

e KPO 4—Puffer A: 43,55 g K;HPO,

0,93 g EDTA-Na-Dihydrat
auffillen auf 250 ml mit H.O

2 ~dest
B: 34,03 g KH2P04
0,93 g EDTA-Na-Dihydrat
auffiillen auf 250 ml mit H,O dest

Losung A mit Losung B titrieren auf pH 6,8

Um die spezifische Aktivitit zu berechnen, muss der Wert bestimmt werden, der bei 100%
Umsatz theoretisch erreicht werden konnte. Dazu wurden, wie oben beschrieben, 50ul des
Tracers-Substratmixes in 2 ml 10%iger Essigsdure ebenfalls im y-Counter gezdhlt. Die
Berechnung ergibt sich aus den gemessenen Aktivititen wie folgt und ist in pmol/(min*mg

Protein) angegeben.

36



2. Material und Methoden

Berechnung der spezifischen Enzym-Aktivitat fur DIO 1 und DIO 2:

Spez Deiodase- 2% T3 [nmol]*1000(cpmg -cpmy,,, 4)

Aktrvitat =

[mol/mg/min] Cpm(100%)*Proteinmenge[mg]* Zeit[min | *480/330
(DIO 1+ DIO2)

nmol rT3 = Stoffmenge an nicht-radioaktivem rT3 im Reaktionsansatz

cpmg.i= Mittelwert der im Triplikat gemessenen Probe

cpmyjing= Mittelwert der Kontrollen (niedrigerer Wert: entweder K 1-3 oder K 4-6)
min= Reaktionszeit = 60 min

cpm100% = Mittelwert des Tracers

Erliuterungen zur Berechnung:

Aufgrund der freien Drehbarkeit von rT; um die Diphenylether-O-Cl’-Bindung wird bei der
Reaktion mit gleicher Wahrscheinlichkeit sowohl nicht radioaktives Iodid als auch '*I-
freigesetzt, daher steht im Zihler der Faktor 2. Es werden nur 480ul von den 550ul des
Uberstandes iiber die Sdule gereinigt, es muss auch dieser Faktor in der Formel beriicksichtigt
werden. In die Berechnung geht nur die Menge an kaltem rT3, die dem Substratmix
zugegeben wurde, da die Menge an radioaktiv markiertem rT3, im Vergleich, verschwindend
gering ist und daher vernachlédssigt werden kann. Die spezifische Aktivitit der ungehemmten
Ansitze entspricht der Summe aus DIO 1 und DIO 2 Aktivitdt, die der gechemmten Ansitze
der DIO 2-Aktivitdt. Erst durch die Differenzbildung der spezifischen Aktivititen von

ungehemmten und gehemmten Ansitzen erhélt man die spezifische Aktivitit der DIO 1.

2.6.2. Malatenzym-Assay

Die Malatenzymaktivitdt wird nach der Methode von Ochoa (1955) bestimmt. Die Reaktion

lduft in 2 Teilschritten ab, wobei die Aktivitatsbestimmung tiber die erste Teilreaktion erfolgt:
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ME

L Malat+NAD(P)" ———=  COy*PyruvatNADP(H)+H"

Die friihe Reduktionsrate von NADP" zu NADPH im Beisein des ME, zweiwertigen Mangans
und eines L-Malatiiberschusses, ist bis zu einem bestimmten Grad proportional der
Enzymkonzentration. Mit einem Photometer kann bei der Wellenlinge 340 nm die Bildung

von reduziertem NADPH verfolgt werden.

Durchfihrung des Malatenzym-Assays

Die Proteinbestimmung nach Bradford (2.5.2.) ermoéglichte die Verwendung definierter

Proteinkonzentrationen (Leber: 500 pg Protein; Niere von 450 pg Protein).

Die Malatenzymaktivitit wurde bestimmt bei Raumtemperatur, nach Zusatz des
Substratmixes. Mit aqua bidest wurde der Proben-Substratmix-Mix jeweils auf 1000 pl
aufgefiillt. Jede Probe wurde als Triplikat gemessen, die Verdnderung der Absorption bei 340

nm Wellenldnge wurde im Spektralphotometer (U-2100 Hitachi) tiber 10 min gemessen.

e Substratmix/Probe: 67 mmol/L Triethanolamine (pH 7.4), 4 mmol/L, MnCl,,
1.5mmol/L, L-Malat and 680 mol/L NADP /Probe

Berechnung der Malatenzymaktivitat

Die ME-Aktivitdt wird dargestellt als Menge NADPH in nmol, das in Abhéngigkeit von

Proteinkonzentration und Zeit entsteht.

AE 5 p[mol*min?] * V , . [mi]
Ac =

[mol NADPH* £149 [M*em]*d [em]*m Protein [mg]
min *mg1]

AEs40:  Extinktionsédnderung pro min bei 340 nm
d: Kiivettendurchmesser (1 cm)
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2.6.3. Glutathionperoxidase (GPx)-Assay

Mit Hilfe eines gekoppelten enzymatischen Tests nach Flohé kann die Aktivitit der
Glutathionperoxidase bestimmt werden (Floh¢ et al.1984).

Die GPx ist in der Lage, ein Hydroperoxid (R-OOH; R= organischer bzw. anorganischer
Rest) zum analogen Alkohol (R-OH) und Wasser (H,O) zu reduzieren, wobei Glutathion
(GSH) zu Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert wird.

GPx
R-O0H+2GSH ——— R-OH+ H,0+GS5G

Die Glutathion-Reduktase (GR) ist darauthin in der Lage, das gebildete GSSG unter
Oxidation von NADPH-H" zu NADP" wieder zu regenerieren.
GE
GSS5G-NADPHH™ = 2GSH+NADP™

Diese Oxidation kann mit Hilfe eines Spektralphotometers bei 340 nm Wellenldnge verfolgt

werden und entspricht der umgesetzten Substratstoffmenge durch die Glutathionperoxidasen.

Durchfihrung des GPx-Assay

Fiir diesen Assay wurde der zytosolische Uberstand, der iiberwiegend ldsliche Proteine
enthélt, aus der Probenaufarbeitung des Deiodase-Assays verwendet. Die Proben und der
Reaktionsmix wurden die ganze Zeit auf Eis gehalten. Bei jeder Probe wurde zunichst eine

Proteinbestimmung analog zu 2.5.2. durchgefiihrt.

Die Enzymaktivitit wurde bei Raumtemperatur in einem Puffer aus 0,2 M Tris (Firma
Merck); 1 mM EDTA (Roth); 4,6 mM GSH (Sigma-Aldrich, Miinchen); 0,33 mg/ml
NADPH+H" (Roche Diagnostik GmbH, Mannheim) und 2 U/ml GR (Calbiochem,
Darmstadt) bestimmt. Zundchst wurden 500 pl Puffer vorgelegt, das optimierte Volumen an
Zellhomogenat (mit 20ug Leberprotein) zugegeben und mit ddH,O auf 1000 ml aufgefiillt.
Nach dreiminiitiger Inkubation bei RT wurde durch die Zugabe des Substrates Tertidr-
Butylhydroperoxid (Endkonzentration: 1 mM, Firma Merck) die Reaktion gestartet und {iber

3 min die Extinktionsverdnderung bei 340 nm gemessen. Zur Bestimmung der unspezifischen
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Oxidation von NADPH+H" wurde die GPx Aktivitdt durch Zugabe von Mercaptosuccinat
(Endkonzentration: 10 mM) inhibiert und anschlieBend dieser Wert von den ermittelten

Aktivitatswerten subtrahiert.

Berechnung der spezifischen Aktivitat der GPx:

Unter Verwendung des molaren Extinktionskoeffizienten ldsst sich die GPx Aktivitét (¢ von
NADPH+H" €= 6200 M'*cm™) nach folgender Gleichung errechnen und wurde in

nmol/(min*mg Protein) fiir Gewebe angegeben:

AE yyymin ¥V,
GPx —

[nmol/{min"mg™)] ey[M *cm!]*d [cm]*Protein [mg]

V Ansatz= Gesamtvolumen (1 ml= 1 cm3)
AE 340 = Extinktionsédnderung pro min bei 340 nm Wellenlidnge
d= Kiivettendurchmesser (1cm)

2.7. Molekularbiologische Methoden

2.7.1. Real Time-PCR (rt-PCR)

Einen Durchbruch in der Gentechnik stellte das 1984 von Kary Mullis entwickelte Verfahren
der PCR—Methode (Polymerase Chain Reaktion) dar, 1993 erhielt er dafiir einen Nobelpreis.
Kleinste Mengen von DNA bzw. RNA konnen in mehreren Reaktionsschritten amplifiziert,

charakterisiert und quantifiziert werden.

Die sog. real-time-PCR ist das weiterentwickelte schnellere und vollautomatisierte Verfahren,
das zur Quantifizierung des mRNA-Expressionsniveau entwickelt wurde. In einem
geschlossenen System werden in einem Schritt Amplifikation, PCR-Produkt-Detektion und -
Quantifizierung kombiniert, ohne dass weitere Arbeitsschritte nach der PCR erforderlich sind
(Higuchi et al. 1993; Gibson et al. 1996; Heid et al. 1996). Die Methode erlaubt die direkte
Detektion der PCR-Produkt-Akkumulation wéihrend der log-linearen Phase der Reaktion {iber

Fluoreszenzfarbstoffe oder Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sonden. Diese binden in
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bestimmten Schritten des PCR-Zyklus an die Ziel-DNA. Das Signal der durch eine
Lichtquelle angeregten Fluoreszenzfarbstoffe korreliert dabei quantitativ mit der Menge an
PCR-Produkt und kann {iiber eine Software in Echtzeit (real-time) dargestellt werden.
Verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe und Sonden kénnen zum Einsatz kommen: SYBR Green
[ ist ein nicht-gekoppelter Fluoreszenzfarbstoff und bindet generell an jede DNA (Morrison et
al. 1998). Bei TagMan-Sonden (Holland et al. 1991) und Hybridisierungs-Sonden (Wittwer et
al. 1997b) handelt es sich hingegen um sequenzspezifische Oligonukleotide, die mit

Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind.

2.7.2. Denaturierendes Gel zur Qualitatskontrolle der RNA

Zur Kontrolle der Unversehrtheit der RNA wurden Formaldehydgele (1,9 g Agarose, 90 ml
aqua dest., 12,5 ml MOPS(10*) und 10,5ml Formaldehydlosung (32%-ig) und 2,5ul

Ethidiumbromid) gegossen.

Ein Mastermix (3 Teile Probenpuffer und 1 Teil Blue Juice) mit gleichem Volumenanteil wie
die RNA-Proben wurde angesetzt und vorgelegt, dann jeweils 2ul RNA in die Geltasche
pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 2 Minuten bei 60°. Das Gel lief fiir 3 Stunden bei 80V.

Unter UV-Licht waren bei allen Proben zwei Banden zu erkennen: Diese entsprachen den
beiden Untereinheiten der RNA: 18S und 28S. Die RNA war also nicht beschidigt und konnte

weiterverwendet werden.

e Blue juice, Farbpuffer: 20 ml Glycerol; 20 ml H,O; 0,1 ml EDTA; 0,5 M
Bromphenolblau.

¢ RNA Probenpuffer: 250 ul 10x MOPS, 1125 ul Formamid, 425 pl
Formaldehyd.

2.7.3. Reverse Transkription

Als reverse Transkription bezeichnet man die Ubersetzung einer RNA-Sequenz in cDNA mit
komplementérer Basensequenz, die als Vorlage fiir die anschlieBende rt-PCR dient. Es wurde

ein Mastermix hergestellt, bestehend aus 1 pl iScript Reverse Transcriptase und 4 pl des
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5*iScript Reaction Mix, beides Produkte der Firma Bio-Rad (Miinchen). Das Gesamtvolumen
des Ansatzes betrug 20 pl, fiir diesen Versuch wurden also 5 pul Mastermix und 1 pg RNA auf
DEPC-Wasser aufgefiillt. Die reverse Transkription erfolgte mit Hilfe eines Thermocylers
(MWG Biotech, Primus 25) bei folgendem Programm: 5 min bei 25° C, 30 min bei 42° C, 5

min bei 85° C und oo min bei 4° C.

Aus der cDNA wurde direkt nach Fertigstellung eine 1:3 und 1: 9 Verdiinnung hergestellt, die
beide bei -20°C aufbewahrt wurden.

2.7.4. TagMan®-rtPCR-Assay

Zusitzlich zu den beiden Primern befindet sich bei der TagMan™-Real Time-PCR eine
sequenzspezifische Sonde im Ansatz, die an die zu amplifizierende DNA zwischen den
beiden Primern bindet. Diese Sonde ist am 5’ Ende mit einem fluoreszierenden
Reporterfarbstoff (6-Carboxy-Flureszein, FAM) markiert und am 3’ Ende mit einem
Quencherfarbstoff  (6-Carboxy-Tetramethyl-Rodamin, TAMRA). (TagMan™-Prinzip)
(Cardullo et al. 1988; Livak et al. 1995). Wenn der Reporterfarbstoff durch Licht einer
bestimmten Wellenldnge angeregt wird, strahlt er Licht einer anderen Wellenldnge ab,
welches wiederum von einem rdumlich benachbarten Quencherfarbstoff-Molekiil
aufgenommen werden kann. Durch die rdumliche Nihe des Reporterfarbstoffes zum
Quencherfarbstoff wird eine Fluoreszenz-Emission zundchst unterdriickt. Trifft die TagMan-
Polymerase bei der Amplifikation auf die DNA-gebundene Sonde, wird diese aufgrund der
5’-3’-Exonucleaseaktivitit (Holland et al. 1991) abgebaut. Jetzt ist die ,,flurescence resonance
emission transfer (FRET) zwischen Reporter und Quencher unterbrochen und der
Fluoreszenzfarbstoff wird freigesetzt. Er kann Licht emittieren, welches wiederum gemessen
werden kann. Entsprechend der PCR-Methode wird der Vorgang von Denaturierung durch
schnelle Erwidrmung, Hybridisierung und Polymerisation vielfach wiederholt. Die Zunahme
des  Fluoreszenzsignals des  Reporterfarbstoffes ist proportional der DNA-
Konzentrationszunahme und ermdglicht die Berechnung der Ausgangskonzentration.

Der 25 pl Gesamtreaktionsansatz pro Probe bestand aus 12,5 pl iQ™ Supermix, 5 pl einer
cDNA (1:9 Verhiltnis) und 20 nmol der jeweiligen vorwérts (F) und riickwiérts (R) Primer
(Tab.9). Die rt-PCR wurde im 96 Wellformat als Duplikatmessung mit Hilfe des I-Cyclers
(BioRad Laboratories, Herucles, CA, USA.) unter folgender Programmierung durchgefiihrt:
Taq Aktivierung und cDNA Denaturierung 15 min bei 95° C, 40 Zyklen: 95° C fiir 3 s, 56° C
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fiir 45 s und 72° C fiir 30 s. Die verwendeten Produkte stammen von der Firma Bio-Rad (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA)

Tabelle 9: Sequenzen von Primern und Sonden, die verwendet wurden

Gen Sequenzen der forward (F) und Sequenz der Sonde
reverse (R)Primer
F: 5- TTT AAG AAC AAC GTG | 5'- AGC ACC GAA GCC TCC AGG
GAC ATC AGG- 3’ ACC GC -3’
rDIO 1
R: 5- GGT TTA CCC TTG TAG
CAG ATC CT-3’
F: 5- ATC CAC AAC AGT GTC |5- TCA CTC GAA CT GCC GCA
rMalatenzym | TAC CCA TC- 3’ GCC- 3
R: 5- AAA CGC ATC ATA TTC
AGGGCCT-3'
F: 5- TTA TGG ACA GGA CTG | 5'- CCT TCA GCA CAC AGA GGG
AAA GAC TTG- 3’ CCA CAA-3
rHPRT
R: 5'- CAG CAG GTC AGC AAA
GAA CTT ATA-3’

Dabei wurden immer cDNA Proben mit definierter cDNA-Konzentration als Duplikate
mitgefiihrt, so dass eine Standardkurve entwickelt werden konnte. AuBerdem wurde immer
eine negativ—Kontrolle mit RNAse freiem Wasser (DEPC) gemessen, um eine
Verunreinigung auszuschliefen. Die jeweiligen Transkript Konzentrationen wurden auf das
,Housekeeping“-Gen rHPRT normalisiert. Vor der Messung wurden die Platten mit

Klebefolien (iCycler iQ™, Optical Tape) verschlossen.

2.8. Statistik

Bei den enzymatischen Versuchen wurden die Werte sowohl in den Grafiken als auch im Text
als Mittelwerte = Standardabweichung (SD) angegeben. Zundchst wurden die Daten auf
Normalverteilung getestet. Alle Messwerte wurden mit SYSTAT 10® (SPSS Inc., Chicago,
llinois, USA) ausgewertet. Die Signifikanzermittlung erfolgte mittels Varianzanalyse
(ANOVA) bei Normalverteilung mit anschlieBenden Bonferroni’s post-hoc Test. Als nicht-
parametrische Tests wurden der Kruskal-Wallis-Test und der Man-Whithney-U-Test
durchgefiihrt. Als statistisch signifikant wurden Werte mit einem p-Wert kleiner 0,05
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bezeichnet (p<0,05* vs. CON). Bei den molekularbiologischen Versuchen erfolgte die
statistische Auswertung mittels des REST (relative expression software tool)(Pfaffl et al.

2002a).
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3. Ergebnisse

Im Folgenden sind die Verdnderungen des Gewichts, der Serumkonzentration der
Schilddriisenhormone, des Deiodase-Assays, des Malatenzym-Assays, des

Glutathionperoxidase-Assays und der rt-PCRs aufgefiihrt.

In allen Grafiken, sind auf der X-Achse die Versuchsgruppen und auf der Y-Achse die
gemessene Variable dargestellt. Die Sdulenhdhe entspricht dem arithmetischen Mittelwerte
einer jeden Gruppe. Der Fehlerbalken entspricht der Standardabweichung. Als signifikant
(*) wurden Mittelwertabweichungen p< 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe

gekennzeichnet.

3.1. Phyto6strogenversuch

3.1.1. Korpergewichtsentwicklung

Das Korpergewicht eines jeden Tieres wurde von den Betreuern des Gottinger
Kooperationspartners regelmiBig wihrend der 3 Monate kontrolliert. Zum Ende der
Behandlung war das Gewicht der Tiere aus den Gruppen E2B high, GEN high und 8-PN high
signifikant (*p<0,05 vs. CON) erniedrigt. Dieses verringerte Gewicht korreliert mit der
beschriebenen verminderten Futteraufnahme dieser Tiere. Allen Gruppen gemeinsam war
eine verminderte Nahrungsaufnahme und damit eine verminderte Korpergewichtszunahme in

der letzten Woche.
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Mittleres Gewicht nach 12 Wochen

—— CON

400 1 —m—E2 low
150 AMND low
—— AMD high
= 200 4 GEM low
25 - —&— SEM high
RES low
200 T T T T T T 1 ———RES high

1 0 4 8 11 12 13
Zeit in Wochen 8PN low
Grafik 2: a) Korpergewicht nach 12 Wochen Behandlung mit Testsubstanzen;

(*p< 0,05 vs. CON ovx) und
b) Mittlere Korpergewichtsentwicklung iiber 13 Wochen

3.1.2. Lebergewicht

Das Lebergewicht zeigt in keiner Gruppe eine signifikante Verdnderung. Ein leichter Anstieg

konnte in den Gruppen AND high, RES low und RES high, sowie in der E2-low Gruppe

nachgewiesen werden.
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Lebergewicht

Grafik 3: Mittleres Lebergewicht in g, post mortem. (*p<0,05 vs. CON ovx).

3.1.3. Schilddrisenhormonkonzentration

Nach der 12-wochigen Behandlung zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der TSH-
Konzentrationen im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Ein nicht-signifikanter Anstieg der
TSH-Konzentration war nur in der Gruppe E2 low zu vermerken. Die TSH—Konzentration
unter 8-PN war am stirksten reduziert. Unter AND, RES und 8-PN sind die TSH-
Konzentrationen bei den Tieren, die mit der niedrigen Konzentration behandelt wurden
geringer, als bei den Tieren, mit der hoheren Behandlungsdosis. Nur bei GEN wiesen die

Tiere der GEN low Gruppe einen hoheren TSH-Wert aus, als die Tiere der GEN high Gruppe.

TSH-Serumkonzentration

0,40

0,30 4

0,20 4

paiml

0,10 4

Grafik 4: Mittlere Serumkonzentration von TSH (*p<0,05 vs. CON ovx) nach 12-wdchiger
Behandlung

Die TT3 Serumkonzentrationen zeigten in manchen Gruppen nach 12-wdchiger Behandlung
signifikante Verdanderungen. Unter RES high, sowie unter 8-PN low und high war das TT3-

Niveau signifikant erhoht. Verringert war das TT3 nur unter E2 low-Behandlung.
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Die TT4-Konzentrationen zeigten keine signifikanten Verdnderungen: Ein leichter Anstieg
konnte unter GEN high, RES high und 8-PN high gemessen werden, wihrend die niedrigen
Konzentrationen der jeweiligen Gruppe eher eine Abnahme des TT4 zeigten, im Sinne einer
nicht-kontinuierlichen Dosis-Wirkungsbeziehung, Auch unter E2 min waren die TT4 Werte
verringert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unter AND waren die Verdnderungen insgesamt

gering, das TT3 war unter beiden Konzentrationen erhoht.

Unter RES high und 8-PN high waren also TT4 und TT3 erho6ht, unter GEN high war nur eine

Erhohung von TT4 ohne Verdnderung der TT3 Konzentration zu messen.

Totales T3
6000
E 4000
2 2000
|:| .
(v
Totales T4
E
g

Grafik 5: Mittlere Serumkonzentration von TT3 und TT4 nach 12 Wochen Behandlung
(*p<0,05 vs. CON ovx).

Beim fT4 gab es ebenfalls keine signifikanten (*p<0,05 vs. CON ovx)Verdnderungen, wie in
Grafik 6 dargestellt. Ein leichter Anstieg konnte unter RES low und 8-PN high verzeichnet
werden. Hingegen waren die Serumkonzentrationen vom fT3 unter GEN high und E2 min

signifikant verringert. Einen Anstieg von fT3 gab es gar nicht.
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Insgesamt verdnderte E2 min die Schilddriisenhormonkonzentration deutlich im Gegensatz zu
E2 low: Unter E2 min nahm die Konzentration von fT3 (signifikant) und TT3 ab, ein TT4-
Anstieg konnte gleichzeitig gemessen werden. Die Behandlung mit GEN high fiihrte ebenfalls
zu signifikant reduzierten fT3 Mengen, messbare TSH, TT4 und fT4-Verdnderung gab es
nicht. GEN low bewirkte keine Verdnderungen.RES high und beide Testkonzentrationen von
8-PN fiihrten hingegen zu einem signifikanten Anstieg des totalen T3 Spiegels im Serum, alle

anderen Hormone waren unveridndert im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Freies T3

&
nicht sicher

verwendbar l

paimi

Grafik 6: Mittlere Serumkonzentration von fT3 und fT4 nach 12 Wochen Behandlung
(*p<0,05 vs. CON ovx).
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Folgend befindet sich eine Ubersicht iiber die Schilddriisenhormonverinderungen im Serum
(10 Tabelle).

TSH fT3 T4 T3 174
CON
E2 min +',' A
EZ low & v A
AND low
AND high A
GEN low
GEN high v A
RES low
RES high 4 A
8-PN low 1
8-PN high 4+ 4

Tabelle 10: Ubersicht iiber Einfluss der Testsubstanzen auf die HPT-Achse im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Signifikante Verdnderungen sind als Pfeile mit Sternchen
dargestellt; nicht-signifikante Verdnderungen (Trend) als Pfeilkopfe.

3.1.4. Deiodase-Assay

Auf der x-Achse der Grafik 7 sind, wie oben beschrieben, die einzelnen Versuchsgruppen
aufgetragen, wobei von jeder Substanz die Aktivitit der DIO 1 (1.Sdule) und die der DIO 2
(2.S4ule) nebeneinander dargestellt sind. Auf der y-Achse ist die Aktivitit der beiden
Deiodasen in pmol/mg/min dargestellt, d.h. die Freisetzung von markiertem I' 125 an
5'Position. Die basale DIO 1 Aktivitdt der Kontrollgruppe lag bei 8,9 pmol I- freigesetzt pro

mg Protein und pro Minute.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die DIO 1-Aktivitdt nach Fiitterung mit GEN low und
RES in beiden Konzentrationen, signifikant erhoht ist. Unter GEN low und RES low lag der
Unterscheid bei ca. 0,25facher- und unter RES high bei 0,3facher Aktivititszunahme. Nach
Fiitterung mit 8-PN und E2 min und low konnte eine verringerte Aktivitit der DIO 1
gemessen werden. Die Aktivitit ist bei allen getesteten Substanzen in der niedrigen
Konzentration hoher, als bei den Tieren der Gruppe, die mit einer hdheren Konzentration

behandelt wurden.
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Aktivitit der DIO 1 und DIO 2
pmcl mgdmin
20 - * "

15 |

10

Akttt

Grafik 7: Aktivitit der DIO 1 und DIO 2 nach 12 wochiger Behandlung, (*p<0,05 vs. CON
OVX)

3.1.5. Genexpression der Deiodase 1 in der Leber

Mit Hilfe der rt-Genexpressionsanalyse wurde der Einfluss der ED auf das Expressionslevel
der DIO 1 in der Leber untersucht. Unter den meisten gefiitterten Substanzen, auer unter E2
low, bei dem sich eine Abnahme der mRNA Konzentration auf 1/3 zeigte, war eine
gesteigerte mRNA-Konzentration der DIO 1 im Vergleich zur Kontrollgruppe zu messen.
Diese Zunahme war in den Gruppen AND low, AND high, GEN low, RES high, 8-PN low
und 8-PN high signifikant. Bei den Tieren der Gruppen AND high RES high und 8-PN low
war die Expression ca. 15fach erhoht. Unter GEN und bei 8-PN hatte die niedrigere Dosis

einen stirkeren Einfluss auf die Expression als die hohere Konzentration.

Genexpression DIO 1 in der Leber

Fakl changs

e
Ls 139 ':}' .;3{1"'\ q;sf:! q‘gﬁl q;r' U‘?} <&

Grafik 8: Genexpression der DIO 1 in der Leber.
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3.1.6. Malatenzym-Aktivitat

Die Malatenzymaktivitdt wurde sowohl in der Leber, als auch in der Niere bestimmt. Die
Malatenzymaktivitdt wird beschrieben iiber die Zunahme der Absorption bei 340 nm
Wellenldnge und wird in mmol/min*g*ml angegeben. In der Leber ist die Aktivitidt des

Malatenzyms in der Kontrollgruppe niedriger als in der Niere.

Hinsichtlich der ME-Aktivitit in der Leber gab es mehrere signifikante Verdnderungen,
wobei es sich immer um eine Abnahme der Aktivitdt handelt: Unter AND low, RES low und
high, sowie unter 8-PN war die Aktivitit jeweils auf ungefdhr die Hélfte reduziert. Eine nicht-
signifikante Verminderung der Malatenzym Aktivitdt in der Niere konnte in den Gruppen
AND, GEN und RES, gemessen werden. Eine Aktivitidtszunahme konnte unter 8-PN low und
EB min nachgewiesen werden, wobei er unter EB min signifikant war (*p<0,05 vs. CON

OoVX).

Malatenzymaktivitiat Leber

mmaiiminmi*c
7.0 -
.0
5.0
4,0 1
3,0 1
2,0 1
1,0 1
0,0+

Aktivitat

Malatenzymaktivitat Niere

mmelimin*ml*g

Q-

Aktivitat
21— P Ju £ O =

Grafik 9: Malatenzymaktivitét in der Leber und der Niere nach 12-wochiger Behandlung im
Vergleich zur Kontrollgruppe. (*p<0,05 vs. CON ovx)

52



3. Ergebnisse

3.1.7. Genexpression des Malatenzyms in der Leber

Mit Hilfe der rt-PCR wurde der Status der Malatenzymaktivitit auf der Ebene der mRNA
untersucht. Zudem wurde der Einfluss der Testsubstanz auf die Expression von Markergenen

untersucht.

Die mRNA Konzentration zeigt unter E2 low, AND low, AND high, GEN low, GEN high
keine ausgepriagten Verdanderungen. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe konnten lediglich
unter 8-PN low, 8-PN high und E2 min signifikante Erhhungen der mRNA Konzentration
gemessen werden. In den Gruppen AND, GEN, RES und 8-PN war konnte jeweils in der

hoheren Konzentration eine erhohte mRNA-Konzentration gemessen werden.

Genexpression ME in der Leber

Fold Change

i A .‘.‘:‘,J{"'
le::\ "E-" "E—"' |
o & & & & ©

Grafik 10: Genexpression des ME in der Leber.

3.1.8. Glutathionperoxidase-Aktivitat

Mit Hilfe des gekoppelten enzymatischen Tests konnte die Aktivitdt der Glutathionperoxidase
anhand der Zunahme der Absorption bei 340nm Wellenlédnge bestimmt werden. Sie wird in
nmol/(mg*min) auf der y-Achse angegeben. In Grafik 11 ist zundchst die Aktivitdt in der
Leber, anschlieend in der Niere, dargestellt. Sie ist in der Leber ungefahr 10fach hoher, als in

der Niere.

In den Gruppen, die mit Ostrogenen (Leber: low; Niere: min und low) und AND low

behandelt wurden, zeigte sich in beiden Organen eine Steigerung der GPx-Aktivitit.
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Gleichzeitig war in beiden Organen eine Verringerung durch AND high und GEN, RES und
8-PN (Leber: low und high; Niere: low) zu beobachten. Jedoch war die Aktivitit in keinem
Fall signifikant veréndert. Klare dosisabhidngige Tendenzen waren ebenfalls nicht zu
erkennen.

GPx-Aktivitat Leber

nmali{mg*min
4000 -

3000 4

2000 -

GPx-Aktivitat

1000

.-

nmol{mg*min} GPx-Aktivitit Niere
200

G00

400 I
: IIII

GPx-Aktivitat

Grafik 11: GPx Aktivitdt in der Leber und Niere nach 12-wochiger Behandlung im Vergleich
zur Kontrollgruppe (*p<0,05 vs. CON ovx)

3.2. Xenobiotikaversuch

3.2.1. Kdrpergewichtsentwicklung

Im Verlauf des 12-wdchigen Experiments war die Gewichtszunahme in den Gruppen E2, BP-
2, Proc und LIN, im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant reduziert. Wichtig ist die
signifikant verringerte Gewichtszunahme in den Procymidongruppen bei vergleichsweise

normaler Futteraufnahme wéhrend des Experiments.
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Mittleres Korpergewicht nach 12 Wochen
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Grafik 12:  a) Korpergewicht nach 12 Wochen Behandlung mit Testsubstanzen (*p< 0,05

vs. CON ovx) und
b) Mittlere Korpergewichtsentwicklung tiber 12 Wochen

3.2.2. Lebergewicht

Das Lebergewicht zeigt in keiner Gruppe eine signifikante Verdanderung. Ein leichter Anstieg

konnte in der Gruppe Proc high verzeichnet werden. das Lebergewicht war unter E2B nicht-

signifikant reduziert.
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Lebergewicht

Grafik 13: Mittleres Lebergewicht post mortem nach 12-wochiger Behandlung (*p<0,05 vs.
CON ovx).

3.2.3. Schilddrisenhormonkonzentrationen

Die Langzeitbehandlung mit ausgewéhlten Xenobiotika bewirkte keine Verdnderung der
TSH-Konzentration, es gab jedoch in der E2-Gruppe eine Tendenz zur Erhohung. Wichtig
sind die TT3- und TT4- Werte, die teilweise auch signifikant verdndert sind: TT4 ist
reduziert bei BP2, Proc und LIN. Es wurde eine signifikante Reduzierung der TT3-
Serumkonzentration gemessen bei den E2-behandelten Tieren, aber auch bei den Gruppen, die

einer hohen Dosis von DBP, BP2, Proc und beiden Konzentrationen von LIN ausgesetzt

waren.
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2.
TT3- Serumkonzentration
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Grafiken 14: (1-3): Mittlere Serumkonzentration der Schilddriisenhormone (TSH, TT3, TT4)
nach 12 Wochen Behandlung (*p<0,05 vs. CON ovx)
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Die Verdnderungen der Schilddriisenhormonkonzentrationen im Serum sind im Folgenden
tabellarisch dargestellt (Tabelle 13).

TSH

TT4 1713

CON

BPA low
BPA high

DBP low
DBP high

>
s —
i

BP-2 low
BP-2 high

Proc low
Proc high

LIN low
LIN high

E2

Tabelle 11: Ubersicht iiber Einfluss der Testsubstanzen auf die HPT-Achse: signifikante

Verdnderungen: Pfeile mit Sternchen; Trend: Pfeilkopf

3.2.4. Genexpression der DIO 1 in der Leber

Mit Hilfe der rt-PCR wurde die Stimulierung der fiir die DIO 1 kodierenden Gene auf der

Ebene der mRNA untersucht und auf die Expression des HPRT-Gens normiert.

Unter BPA high, DBP low, Proc low, Proc high, LIN low konnte eine signifikante Zunahme

der Expression gefunden werden. In den anderen Gruppen (BPA low, DBP high, BP-2 low,

BP-2 high und ES) wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe niedrigere mRNA-

Konzentrationen festgestellt, eine Abhéngigkeit von der Substanzdosis kann nicht festgestellt

werden.
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Grafik 15: Genexpression der DIO 1 in der Leber
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3.2.5. Genexpression des Malatenzyms in der Leber

Mit Hilfe der rt-PCR wurde die Stimulierung der fiir das Malatenzym kodierenden Gene auf
der Ebene der mRNA untersucht und auf die Expression des HPRT-Gens normiert.

Signifikante Verringerung der mRNA Konzentration konnte unter BPA high, DBP low, Proc
high, LIN low, LIN high und ES gemessen werden. Unter DBP high, BP-2 low und BP-2
high, sowie Proc low zeigte sich eine Zunahme der mRNA Konzentration im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die jedoch nicht signifikant war. In den Gruppen BPA, DBP, BP-2 und LIN
waren die Verdnderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe in der niedrigeren Konzentration

geringer als in der hheren Konzentration.
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Grafik 16: Genexpression des ME in der Leber.
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4. Diskussion

4. Diskussion

Es ist unstrittig, dass viele Chemikalien und in der Natur vorkommende Substanzen in
hormonell gesteuerte Prozesse eingreifen konnen mit der Moglichkeit, Entwicklung und
Reproduktion zu stéren oder einen malignen Prozess zu fordern (Degen et al. 1999). Fiir eine
abschlieBende Bewertung ist jedoch eine quantitative Betrachtung erforderlich. Dazu ist u. a.
wichtig zu wissen, in welchen Konzentrationen und mit welcher Wahrscheinlichkeit derartige
Substanzen in Lebensmitteln, Trinkwasser oder Umweltkompartimenten vorkommen oder
vorgekommen sind, ob sie also unter realistischen Expositionsbedingungen tatséchlich
schiddigende Wirkungen bei Mensch und Tier auslosen konnen. Um diese Frage beantworten
zu konnen, miissen fiir eine relevante Substanz Informationen vorliegen, die einerseits
Aussagen tiiber ihre Wirkungsstérke, d. h. die Dosis- bzw. Konzentrationsabhingigkeit, und
Synergismus erlauben und andererseits vorkommende Konzentrationen und damit die

Belastung von Mensch und Tier beschreiben (Gies et al. 2001).

Oftmals ist die Reproduktionsachse durch endokrin aktive Substanzen beeinflusst,
mittlerweile konnte jedoch verschiedenen ED’s auch ein Einfluss auf die HPT-Achse
nachgewiesen werden. Diese Interaktion ist nicht auf ein bestimmtes Ziel begrenzt, sondern es
kann die Schilddriisenhormonsynthese, der -metabolismus, die —verteilung, und damit jede
Stufe des Riickkopplungskreises betroffen sein: die Thyreotropinrezeptoren (Auf'mkolk et al.
1985a, 1985b; Santini et al. 2003), die DIO 1- Aktivitdt (Auf’mkolk et al. 1986; Ferreira et
al. 2002; Schmutzler et al. 2004), das Transthyretin (TTR) (Kohrle et al. 1988; van den Berg
1990; Yamauchi et al. 2003), die Schilddriisenhormonrezeptoren (TR) (Bogazzi et al. 2003;
Moriyama et al. 2002) und das schilddriisenhormonabhéngige Wachstum der
Hypophysenzellen (Ghisari and Bonefeld-Jorgensen 2005) sind nachgewiesen beeinflusste
Ziele der HPT-Achse. Insgesamt ist das Wissen iiber die Wirkung von ED’s auf die HPT-
Achse jedoch noch gering.

In dieser Arbeit wurden weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit verschiedenen Substanzen oral
behandelt. Die auf einer oralen Exposition basierte Serumkonzentration ist u.a. von Faktoren
wie tatsidchliche Futteraufnahme, oder auch Verdnderungen der Stabilitdt der Substanzen im

Futter abhéngig (Christoffel, 2004).
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4.1. Metabolismus und Kinetik der Phytodstrogene und Xenobiotika

Die Absorption der Testsubstanz nach der oralen Applikation kann anhand der Serumspiegel
verfolgt werden. Substanzen, die oral verabreicht werden, gelangen nach der Absorption im
Magen-Darm-Trakt iiber die Pfortader in die Leber. Dort kommt hiufig der first-pass-Effekt
zum Tragen (Whitehead et al. 1980). Die Leber ist neben Darm und Niere das zentrale Organ,
welches Xenobiotika und Phytoostrogene degradieren kann (Mutschler et al. 2001).
Substanzen, die von den Stoffwechselwegen des Organismus nicht verwertet oder abgebaut
werden konnen, werden {iber die Biotransformation in den Phase-I-Reaktionen umgewandelt
und aktiviert. AnschlieBend werden diese aktivierten Substanzen in den Phase-II-Reaktionen
mit polaren Resten gekoppelt und konnen dann in der Regel ausgeschieden werden

(Mutschler et al. 2001).

In diesem Versuch erreichten GEN und RES in der niedrigen Dosis ungeféhr eine 1uM, in der
hohen Dosis eine 10uM, Konzentration, wohingegen die Serumkonzentration von 8-PN
ungefdhr 10fach hoher war, also 10uM und 100 uM, obwohl die Substanzen &quimolar
dargereicht wurden. Faktoren, die diese unterschiedlichen Serumkonzentrationen
beeinflussen, sind die Gewebeverteilung, die Bioverfligbarkeit und die Metabolisierung

(Christoffel 2004).

Es gibt bereits verschiedene Studien, die fiir GEN und RES die Kinetik und Dynamik
untersucht haben: Coldham et al. 2002 zeigten bei weiblichen Ratten, dass die
Bioverfiigbarkeit (BV) von GEN nach oraler Aufnahme bei 15% liegt. Fiir RES beschrieben
Marier et al. 2002 eine BV von 38%. Bei 8-PN ging man von einer BV von 10%-15% aus,
entsprechend den Messungen von Mallis et al 2003. Die Metabolisierung und Halbwertszeit
(HWZ) der Substanzen unterscheidet sich deutlich: Nach Aufnahme wird GEN schnell in
Phase I in einen polaren Metabolit umgewandelt (Kulling et al. 2000), bevor es durch
Glukuronidierung und Sulfatierung in Phase II komplett inaktiviert wird. RES wird sofort
glukuronidiert und sulfatiert (Yu et al. 2002; Kaldas et al. 2003). Die HWZ von GEN und
seinen Metaboliten betrdgt durchschnittlich 8,5h (Coldham et al. 2000), die von RES ca. 1,5
h, wobei eine enterohepatische Resorption mit Rezirkulation nach 4-8h (Marier et al. 2002)
nachgewiesen werden konnte. Nikolic et al. veroffentlichen 2004 eine Studie, in der sie die
vielen verschiedenen Metabolite von 8-PN, die wihrend der Phase I und II-Metabolisierung

entstehen, beschrieben, von denen mindestens zwei selbst Ostrogene Eigenschaften haben.
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Signifikante Verdnderungen des Lebergewichts unter GEN, 8-PN oder RES wurden bis jetzt

noch nicht beschrieben und konnten hier auch nicht nachgewiesen werden.

Pottenger et al. 1999 untersuchten die BV und Pharmakokinetik von BPA und konnten
nachweisen, dass die BV von oral aufgenommenem BPA sehr viel niedriger ist als die
Aufnahme nach i.p.- oder s.c.-Darreichung, wobei insgesamt keine Akkumulation nach
einwOchiger Gabe festgestellt werden konnte. Trotzdem konnten signifikante Verédnderungen
der ME und DIO 1 Expression unter der hohen BPA-Dosis festgestellt werden. Aufgrund des
multimodalen Kontakts sind die Aufnahmemenge und ein Schwellenwert nicht abschétzbar.
Die Ausscheidung von BPA erfolgt sowohl iiber die Niere, aber insbesondere auch iiber die
Faeces: dabei zeigte sich, dass die hormonell inaktive (Fennell et al. 2000; Matthews et al.
2001) monoglucoronidierte Form des BPA der wichtigste Metabolit ist. Pritchett et al. 2002
zeigten, dass die gewonnenen Daten auch auf Menschen iibertragen werden konnen, so dass
nach Aufnahme von BPA von einer schnellen Metabolisierung, Inaktivierung und
Ausscheidung ausgegangen werden kann (Fennell et al. 2000; Matthews et al. 2001; Pottenger
et al. 2000). Geschlechtsabhingige Absorption beschrieben Schonfelder et al. 2002 und
wiesen zusdtzlich BPA im Serum von schwangeren Frauen und anschlieBend auch im
Nabelschnurblut nach. Takahashi und Oishi hatten bereit im Jahr 2000 gezeigt, dass BPA die
Blut-Placenta-Schranke passiert. Die Daten von Takeuchi und Tsutsumi (2002) beschrieben
zusitzlich eine Akkumulation von BPA bei Menschen und die Geschlechtsunterschiede.
Volkel et al. 2002 untersuchten den Metabolismus von 5mg BPA bei freiwilligen
Testpersonen nach oraler Aufnahme. Hier bestétigte sich die glucuronidierte Form des BPA
als einzig nachweisbarer Metabolit im Urin und Blut mit einer HWZ von weniger als 6
Stunden. Die von der Arbeitsgruppe vom Saal (1998) beschrieben Niedrigdosiseffekte von
BPA im Bereich weniger pg/kg KG sind kontrovers diskutiert (Nagel et al. 1997, Howdeshell
et al. 1999, Welshons et al. 1999). Die Arbeitsgruppe von Chahoud (Fialkowski et al. 2000)
sowie eine US-Forschungsgruppe (Gupta 2000) konnten jedoch ebenfalls Effekte im
Niedrigdosisbereich (20 bis 100 pg/kg KG) bei Ratten und deren ménnlichen und weiblichen
Nachkommen zeigen. In diesem Versuch wurde die dreimonatige orale Exposition gut
vertragen, wobei die verabreichte Dosis etwas hoher war, als die effektive Dosis in Mausen,
jedoch wesentlich niedriger als die uterusstimulierende Dosis bei Ratten (Ashby 2001,
Witorsch 2002). Verdnderungen der Genexpression der DIO 1 und der ME scheinen nicht im

Niedrigdosisbereich zu erfolgen. Seidlova-Wuttke et al. 2005 beschrieben unter oraler
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Behandlung mit dieser mittleren Dosis allerdings Einfluss auf die Wasseraufnahme und

Verdnderungen der Serumleptinkonzentration.

Schlecht 2006 beschiftigte sich mit der Pharmakokinetik von BP-2 und dokumentierte, dass
die Resorption im Magen-Darm-Trakt nach oraler Aufnahme, durch einen hohen first-pass-
Effekt in der Leber, sehr gering ist und nur ca. 2 % des oral aufgenommenen BP2 das Serum
erreicht. Trotzdem zeigten sich nach oraler Behandlung mit BP-2 in diesem Versuch
weitreichende Verdnderungen der Serumspiegel der HPT-Achsen-Hormone. DBP hingegen
wurde von Ratten zu mehr als 90% nach oralem oder i.v. Kontakt aufgenommen und erst nach
ca. 48h wieder ausgeschieden, wobei es nach Aufnahme schnell zu Monobuthylphthalate
(MBP), dem aktiven Hauptmetabolit, hydrolysiert wird. AnschlieBend wird MBP in MBP-
Glucoronide und Phthalatester umgewandelt und im Wesentlichen iiber die Niere
ausgeschieden (Foster et al. 1983, Tanaka et al. 1978). Bei schwangeren Ratten wurde MBP
im Plasma, Embryo und Amnionfliissigkeit nachgewiesen. Foster et al. 1981 konnten
vermehrt Hodenatrophien nach MBP-Kontakt nachweisen. Bei hoher BV und langer HWZ
des aktiven Metabolit zeigte DBP zwar keinen Einfluss auf die Reproduktionsachse und auf
den Lipidstoffwechsel, es konnte jedoch eine Interaktion mit der HPT-Achse nachgewiesen

werden.

Nagahori et al. 1997 untersuchten die Pharmakokinetik von Proc an weiblichen weillen
Neuseelandhasen und konnten die Exkretion von Proc-Metaboliten nach 3 Tagen im
Wesentlichen {iber die Niere nachweisen, wobei die glucuronidierten Metabolite sich von
denen der Ratten und Miuse unterschieden. Die Serum-HWZ lag bei 1-6h. Auch LIN wurde
weiblichen weillen Neuseelandhasen oral und i.v. verabreicht. Nach i.v.-Gabe verteilte sich
LIN schnell im peripheren Gewebe und wurde auch schnell, genauso wie das oral
verabreichte LIN, aufgrund eines hohen first-pass- Metabolismus, eliminiert. Es konnten drei
Metabolite von LIN in vivo und in vitro nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass LIN in der
Lage ist, Leberenzyme zu induzieren macht es wahrscheinlich, dass es auch mit der
Cytochromfamilie interagiert, so dass man davon ausgehen muss, das LIN den Abbau von
korpereigenen Substanzen, aber auch Medikamenten, verdandert und damit wesentlichen

Einfluss auch beim Menschen haben kann (Anfossi 1993).

Neumann duflerte 1976 die Vermutung, dass Menschen aufgrund der GroBe viel sensitiver
gegeniiber endokrinen Disruptoren sein konnten als Nagetiere, da diese eine hohere

Metabolisierungsrate pro Zeiteinheit im Vergleich zum Menschen hitten und die

63



4. Diskussion

Inaktivierung von potentiell schidlichen Substanzen schneller erfolgte (White and Seymour

2005).

4.2. Beeinflussung der HPT-Achse durch Phytodstrogene

Die Interpretation der Effekte der Testsubstanzen auf die HPT-Achse ist schwierig, da
wiahrend TSH pulsatil und entsprechend des circadianen Rhythmus abgegeben wird, zeigen
die peripheren Schilddriisenhormone kein eindeutiges entsprechendes Profil, vermutlich
wegen der hohen Proteinbildung (Russel et al. 2008), zusidtzlich erschweren vielseitige
Regulationsmechanismen der essentiellen Homoostase (Ostrowska et al. 2003) die

Interpretation.

Nur das freie Hormon (fT4/fT3) ist biologisch aktiv, kann die Membran der Zielzelle
passieren und im Allgemeinen die Stoffwechselrate und Entwicklungsvorgéinge
beschleunigen. Eine erhohte Stoffwechselrate des Organismus kann zu einem reduzierten
Korpergewicht fiihren. Signifikant verringertes Korpergewicht konnte bei den Tieren der
Gruppen E2 low und min, GEN high und 8-PN high gefunden werden. E2 erhoht die
Stoffwechselrate und senkt die Nahrungsaufnahme (Young 1986). Verdnderungen in diesen
Gruppen konnen also nach Fiitterung von Substanzen mit hoher dstrogener Potenz oder durch

Beeinflussung der HPT-Achse auftreten.

Effekte von Phytodstrogenen auf die Schilddrisenhormonkonzentration im
Serum

Donda et al. 1990, Lima et al. 2006 und Bottner et al. 2006 beschrieben erhohte TRH- und
TSH-Level unter Ostrogeneinfluss. Auch Chen und Walfish 1978 dokumentierten den
stimulierenden Einfluss von Ostrogenen auf die TRH-abhingige TSH-Freisetzung,
womoglich durch eine steigende Anzahl von TRH-Rezeptoren in der Hypophyse. Die TRH,
TSH und TT3/TT4- Serumkonzentrationen verénderten sich bei Bottner et al. 2006 vor allem
unter oraler Applikation von Ostrogenen, entsprechende Applikation wurde in diesem
Versuch gewihlt. Den Einfluss von Ostrogenen auf die HPT-Achse fanden Lisboa et al. 1997

dosisabhingig. Entsprechende Ergebnisse wurden in dieser Arbeit gezeigt, denn unter E2 low-
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Einfluss zeigte sich eine Erhohung der TSH-Serumkonzentration. Da es unter E2 min und die
anderen Testsubstanzen, mit nachgewiesener, dstrogener Potenz jedoch keinen, oder sogar
einen reduzierenden, Einfluss auf die TSH-Serumkonzentration gab, ist von einer
andersartigen- nicht ostrogenen - Beeinflussung der HPT-Achse auszugehen. Weiterhin kann
die verringerte Konzentration von TT3 unter E2 low Ursache fiir das leicht erhohte TSH sein,

entsprechend des klassischen Feedbackmeachanimus.

Die nicht-signifikant erhohten TT4-Werte unter GEN high, RES high und 8-PN high kénnen
Zeichen einer verminderten Umwandlung in T3 oder eines vermehrten Sekretion der
Schilddriise sein. Die signifikant erhdhten Konzentrationen von TT3 unter 8-PN (low und
high), sowie unter RES high kdnnen mit dem klassischen Feedbackmechanismus bei
unverdnderten TSH und leicht erhohten TT4-Konzentrationen nicht erklirt werden. In
Hinsicht auf Verdnderungen der freien und totalen Schilddriisenhormonkonzentrationen im
Serum ist die Serumkonzentration der drei Transportproteinsyteme (Albumin,
Thyroxinbindenende Globulin (TBG) und vor allem Transthyretin (TTR)-System) und deren
Bindung zu bedenken. Es sind Verdnderungen unter ED Einfluss bekannt, z. B. sind
polyhalogenierte Phenole in der Lage, T4 von TTR zu verdrdngen und damit die Serum-T4-
Konzentration zu verringern (Koéhrle 2000, Hallgren and Darnerud 2002). Radovic et al.2006
konnte eine vollstindige Verdringung von radioaktiv markiertem T4 vom TTR im Serum von
Menschen und Ratten nach einer Inkubation mit >10 uM GEN feststellen. Eine
kompensatorisch vermehrte Bindung von TT4 an andere Transportproteine, wie Albumin
wurde hier nicht untersucht. Ebenfalls kann keine Aussage tiber die Serumkonzentration von
TTR, TBG und Albumin in diesem Versuch gemacht werden, so dass eine unverdnderte fT4
Konzentration auch durch eine verdnderte Transportproteinkonzentration hervorgerufen sein
kann. Eine verringerte Konzentration an Transportproteinen, nach Stérung der Biosynthese
oder des Abbaus (Robbins, 1996) von Schilddriisenhormonen kann ebenfalls zu einer
normalen oder verringerten Konzentration an fT3 fiihren. Die in diesem Versuch gemessene
signifikant verringerte Konzentration des fT3 unter GEN high, bei unverdnderten TT3-Werten
kann einerseits an einer verdnderten Bindungsverhalten, anderseits an einer Verédnderung der
Transportproteinkonzentration liegen. Ursache fiir einen rapiden Anstieg von TBG im Serum
und damit eine erhdht Bindungskapazitit, kann eine direkte Stimulation durch Ostrogene sein,
wie z.B. auch im ersten Trimenon einer Schwangerschaft. Ostrogene verlingern u.a. die

Zirkulationshalbwertszeit von TBG, nehmen Einfluss auf die Synthese und den Abbau von
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TBG und fiihren zu einer Abnahme der Bindungskapazitit von Tranthyretin im Vergleich zu

TBG (Glinoer et al. 1977, 1993 und Premachandra et al. 1977).

Die Beeinflussung der HPT-Achse durch 8-PN scheint geringer zu sein, als die Beeinflussung
der Reproduktionsachse. TSH Anstiege im Kurzzeitexperiment, in erster Linie
ostrogenbedingt (Christoffel 2004), konnten hier nicht mehr gezeigt werden. Verdnderungen
des Schilddriisengewichts (Christoffel 2004) und erhohte Konzentrationen der gebundenen

Fraktion von T3 kann hier weiterhin nicht erklart werden.

Effekte von Ostrogenen und Phytodstrogenen auf die DIO 1 in der Leber

Uber die Effekte von E2 an der DIO 1 in der Leber gibt es ebenfalls verschiedene publizierte
Daten: Lisboa et al. 2001 beschrieben einen stimulierenden Einfluss auf die hepatische DIO 1,
Schmutzler et al. 2004 einen hemmenden. Die Ergebnisse dieses Versuches stimmen mit den

Ergebnissen von Schmutzler et al. 2004 iiberein.

Die signifikant herabgesetzte mRNA-Konzentration der DIO 1 in der Leber unter E2 low
bzw. verachtfachte mRNA-Konzentration der hepatischen DIO 1 unter EB min entspricht
nicht den Daten von Miyashita et al. 1995, die keinerlei Verdnderungen der DIO 1 und der
mRNA Konzentration unter Ostrogenbehandlung bei ovarektomierten Ratten beobachten

konnten und konnen nicht tiber den physiologischen Feedbackmechanismus erklirt werden.

Durch die langdauerende GEN-Behandlung in niedriger Konzentration konnten, im Vergleich
zu den Effekten unter der hohen Konzentration, stirkere Verdnderungen in der HPT-Achse
nachgewiesen werden. Die signifikante Steigerung der DIO 1-Aktivitdt und die signifikante,
zehnfache Erhohung der mRNA-Konzentration unter GEN low zeigen erneut den
ausgeprigten Einfluss auf die HPT-Achse. Diesen haben Doerge und Sheehan 2002 bereits
durch den Nachweis der Strumainduktion durch GEN, bei starker Hemmung der TPO
erkannt. Schmutzler et al. 2004 und 2006 zeigten, dass die TPO-Hemmung durch GEN in
Abhéngigkeit vom lodstatus stattfindet. Entsprechend der Zusammensetzung des Futters
(siche Appendix) kann man in diesem Fiitterungsversuch von einem euthyreoten Zustand der
Ratten ausgehen, so dass eine Beeinflussung der TPO-Aktivitit fiir Verdnderungen der
Serumspiegel der Schilddriisenhormone in allen Gruppen nicht zu vermuten ist. Nach diesem

Versuch muss davon ausgegangen werden, dass neben der TPO und den Transportproteinen
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auch auf der Ebene der Genexpression und der DIO 1-Aktivitidt Verdnderungen stattfinden,

die die Homoostase der Schilddriisenhormone beeinflussen.

Christoffel (2004) konnte weder nach Kurzzeit- noch nach Langzeit-RES-Behandlung eine
histologische Verdnderung der Schilddriise oder des Korpergewichts nachweisen. Schmutzler
et al. 2004 beschrieben eine RES-bedingte Hemmung der TPO. In diesem Versuch fiihrte der
Kontakt mit RES high zu einem signifikanten Anstieg des TT3 im Serum, sowie zu einem
signifikanten Anstieg der DIO 1-Aktivitét in der Leber, so dass hier weitere Untersuchungen

beziiglich der Beeinflussung der endokrinen Disruption der HPT-Achse nétig sind.

Verdnderungen der Serum-T3 und -T4 Werte diirfen nicht als ausschlieBlich von der DIO 1
der Leber bedingt gesehen werden, gewebespezifische Anderungen oder Verinderungen der
Konjugation (siche u.a. 4.1.) koénnen nicht ausgeschlossen werden und miissen untersucht

werden.

Die Aktivitdt der DIO 2 war, entsprechend den Ergebnissen von Bianco et al. 2002, in der
Leber sehr nicht nachzuweisen, die dargestellte geringe Aktivitdt kann auch durch einen

initialen Iodidfreisetzung vor PTU-Gabe entstanden sein (Bianco et al. 2002, Kohrle 2002).

In der niedrigeren AND, GEN, RES und 8-PN-Dosis ist die Beeinflussung der DIO 1-
Aktivitdt jeweils stirker, als in hoher Dosis. Daher kann man eine U-formige Dosis-
Wirkungsbeziehung vermuten, d.h. dass kleinere Mengen der Substanzen einen groferen
Einfluss haben. Derartige Beziehungen werden in der Pharmakologie zuweilen beobachtet. Es
wird vermutet, dass solche Kurven multiple Wirkungsmechanismen wie Homdoostase oder die
Aktivierung von kompensatorischen oder schiitzenden Reaktionen zugrunde liegen (David et
al. 1990). Daher kann man nicht davon ausgehen, dass hormonelle Wirkmechanismen nur

durch Uberschreitung einer Schwellendosis ausgeldst werden.

Wie bereits in 1.5.1. beschrieben, sind eine Reihe von endokrinen Signalen, wie z.B. T3, T4,
das Wachstumshormon (GH) aber auch die Insulin-like Growth Factors (IGFs) (Baur et al.
1997), in der Lage, die DIO 1 Expression gewebespezifisch zu stimulieren. Die DIO 1
Aktivitdt in Leber und Schilddriise gilt seit langem als wichtige Quelle fiir die Bereitstellung
von Serum T3 im euthyreoten Organismus und damit fiir die systemische Versorgung mit

aktivem Schilddriisenhormon (Bianco et al. 2002; Kohrle 1999). Allerdings deuten
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neuerdings Knock-out Mausmodelle (KO) mit totaler oder nur lokaler hepatischer DIO 1-
Defizienz auf eine echer untergeordnete Beteiligung derselben an der systemischen
Versorgung mit T3 (Schneider et al. 2006, Streckfuss et al. 2005). DIO 1-KO Tiere sind
gesund und fertil, weisen zwar erhdhte T4 und rT3 Spiegel im Serum auf, die T3 und TSH-
Konzentrationen sind aber unverdndert. Unter diesem Aspekt miissen die verschiedenen
gemessenen unspezifischen Verdnderungen der Serumschilddriisenwerte betrachtet werden
und die u.a. signifikant verdnderte DIO 1 Aktivitdt vielleicht auf die intrazelluldre

Aktivierung von T4 in T3 bezogen werden.

4.3. Beeinflussung T3 regulierter Endpunkte der HPT-Achse

Beeinflussung der ME-Aktivitat

Wie in 1.6.2. dargestellt, ist das ME einer der am besten charakterisierten T3-regulierten
Endpunkte der HPT-Achse. Mariash et al. beschrieben bereits 1981 das hohe Expressionslevel
in der Leber und die Beteiligung am Lipidhaushalt, denn ME stellt das benétigte NADPH fiir
die Fettsduresynthese bereit. T3-beeinflusste Elemente des ME-Promoters konnten in
verschiedenen Vertebraten nachgewiesen werden, u. a. auch beim Menschen und der Ratte
(Gonzalez-Manchon et al. 1997, Petty et al. 1990). Dementsprechend findet man in der Leber
von T3-behandelten vs. unbehandelten Ratten einerseits eine um das 10fache erhohte
Enzymaktivitit, als auch ein um das 15fache angehobene mRNA-Expressionsniveau.
Allerdings ist die T3-getriggerte Stimulation in anderen Organen nicht so stark wie in der
Leber. Dozin et al. 1985 beschrieben einen Anstieg der mRNA Konzentration und der
Enzymaktivitit im Herzen um das 1,7fache und das in der Niere auf das 3,4 fache. Die
Schilddriisenhormone spielen, also im Lipidstoffwechsel eine wichtige Rolle. Ist die
Schilddriisenfunktion durch den Einfluss endokriner Disruptoren verdndert, kann man den
Effekt u. a. an der Aktivitit des ME nachweisen, allerdings ist die Aussage auch unter
Betrachtung des metabolischen Zustandes zu bewerten, denn auch Glukosestoffwechsel und

Insulin spielen eine wichtige Rolle.

In der Leber und Niere ist die ME-Aktivitdt unter AND low nicht dosisabhédngig vermindert.
Die Aktivititsabnahme unter AND low kann durch andere Fiitterungsexperimente von
Kovacs et al. 2004 und Schmutzler et al. 2004 nicht bestétigt werden. Sie fanden einen 1,5-

2fachen Anstieg in der Leber, der in der Niere etwas geringer ausfiel. In einem
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Fiitterungsexperiment von Schmutzler et al. 2004 zeigte sich eine signifikante Reduzierung
der ME-Aktivitit in der Leber unter GEN, RES und 8-PN um 50-76%. Diese Verdnderung
konnte in diesem Versuch fiir RES und 8-PN bestitigt werden. Entsprechend den Daten von
Kovacs et al. 2004 haben Ostrogene einen ausgepriigten Einfluss auf die ME-Aktivitit und
auf die Transkriptmenge in der Leber. Eine kausale Schlussfolgerung iiber die Ursache der
Aktivitdtsdnderung ist, solange keine Kontrollexperimente, die aufwendiger Tierexperimente

bediirfen, nicht moglich.

Obwohl das ME eines der am besten charakterisierten metabolischen Endpunkte der
Schilddriise, besonders in der Leber, ist, muss man die metabolisch-, Ostrogen- und
androgenabhéngige Regulation des ME und des Lipidhaushalts immer mit in die Beurteilung
der Verdnderungen einbeziehen, so dass die ME-Aktivitdit nicht unbedingt ein
aussagekriftiger Marker fiir die endokrine Disruption der HPT-Achse ist. (Mariash et al.
1980 und 1981; Song et al. 1989, Cho und Park 1990, Sissan and Leelamma 1996).

Die vielseitige Abhdngigkeit macht es nicht mdglich, (anti-)0strogene, androgene oder T3-
abhingige Effekte voneinander zu diskriminieren. Damit kann man zwar eine generelle
Aussage Ulber die Fidhigkeit einer Substanz zur endokrinen Disruption machen, die
Klassifikation und Abklarung des genauen Mechanismus ist auf diese Weise jedoch nicht

moglich.

Beeinflussung der GPx-Aktivitat

Die ausreichende GPx-Aktivitdt ist unentbehrlich fiir den Schutz der Schilddriise und anderer
enzymaktiver Organe, wie der Leber und der Niere. Die Beeinflussung der Aktivitdt im
Vergleich zur Kontrollgruppe ist in keinem Fall signifikant, jedoch konnten dosisabhingige
und gewebeabhingige Verdnderungen nachgewiesen werden. Bis jetzt gibt keine
Literaturdaten iiber den Einfluss von Phytodstrogenen auf die GPx-Aktivitit, da sie jedoch
redox-aktiv sind, ist so ein Einfluss nicht vollig auszuschlieBen. Riese 2007 beschrieb

geschlechtsspezifische Unterschiede in der GPx-Aktivitit (s.u.)
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4.4. Beeinflussung der HPT-Achse durch Xenobiotika

Die ovarektomierten Ratten nahmen enorm schnell an Gewicht zu, was bei den Tieren, die
mit E2 behandelt wurden, komplett kompensiert wurde. Partiell, aber nicht dosisabhingig,
geschah das auch in den Gruppen BP-2, LIN und Proc. Da die 6strogenen Eigenschaften von
BP-2 bereits bekannt sind, ist die Gewichtsabnahme sehr wahrscheinlich auf diese
zuriickzufiihren. Jedoch hatte weder LIN noch Proc in fritheren Experimenten (Vinggaard et
al. 1999 a, 1999b, Seidlova-Wuttke et al. 2005) ostrogene Eigenschaften, sondern nur
antiandrogene (Gray et al. 1999, Lambright et al. 2000). O’Connor et al. 2002 wiesen bei
gesunden minnlichen Ratten, die mit dem in der Klinik verwendeten Cyproteronacetat
behandelt wurden, ebenfalls ein reduziertes Korpergewicht nach, so dass die Wirkung von
LIN und Proc auf dem Mechanismus der Hemmung des anabolen Hormons Testosteron

beruhen kann.

Entsprechend der physiologischen Stimulation durch Ostrogene und/oder durch den
Feedbackmechanismus ist der nicht nicht-signifikante Anstieg der TSH-Serumkonzentration
in der E2-Gruppe, bei signifikant erniedrigter TT3-Konzentration, zu sehen.

Die Testsubstanz BP-2 zeigte bei Schlecht 2006 eine deutliche Induktion der TSH-Sekretion,
Dies konnte in diesem Versuch nicht nachvollzogen werden. Schmutzler et al. 2007
beschrieben, dass BP-2 in der Lage ist, das TPO-Enzymsystem zu hemmen. Da die TPO
zentrale Schritte der Schilddriisenhormonsynthese (Taurog 2005) katalysiert, wird die
gesamte Schilddriisenhormonsynthese gehemmt. In einem in vitro-TPO-Assay mit
rekombinantem humanem Protein inhibierte BP-2 bei einer Konzentration von 0,4 uM die
TPO-Aktivitdt signifikant (Schmutzler et al. 2007). Damit ist BP-2 ein stirkerer Inhibitor der
TPO-Aktivitit als das GEN. In vivo kann die Administration von BP-2, aufgrund
zellspezifischer Effekte, jedoch auch ein anderes Bild hervorrufen: Bei in-vivo Versuchen
induziert BP-2 die TPO-Aktivitéit, wobei die gleichen effektiven Konzentrationen nétig sind.
Entgegen diesen Ergebnissen zeigen sich die Serumkonzentrationen von TT3 und TT4
signifikant reduziert, Verdnderungen des TSH-Spiegels konnten nicht nachgewiesen werden,
so dass man einer Beeinflussung des Feedbackmechanismus oder einer physiologischen
Anpassung der Deiodaseaktivitdt ausgehen muss. Betrachtet man das Deiodasesystem, stellte
Schlecht 2006 keine signifikante Anderung der Aktivitit der DIO 1 durch BP-2 fest. Mittels
rt-PCR zeigt sich hier ein nicht-signifikanter Trend zu einem verringerten Expressionsniveau

der DIO 1 in der Leber unter BP-2. Physiologischerweise ist in hypothyreoten Zustinden die
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Aktivitdit der DIO 1 herabgesetzt, eine Abnahme des DIO 1-Expressionsniveaus stellt die
Grundlage fiir eine verminderte Bildung von DIO 1 dar. Die verminderte Genexpression der

DIO 1 konnte Folge der signifikanten Erniedrigung des TT3 und TT4 sein.

Das ME-Expressionsniveau zeigte eine deutliche, nicht-signifikante, 8 (low)- und 5 (high)-
fache Herunterregulierung unter BP-2, so dass auch der Lipidhaushalt beeinflusst scheint,
entweder durch die Substanz selbst, oder infolge der Verdnderungen in der HPT-Achse. BP-2
présentiert sich als eine Chemikalie, die in der Lage ist, mit verschiedenen Hormonachsen zu

interagieren, so dass die Folgen einer hdufigen Exposition schwer beurteilbar sind.

Auch fiir BPA ist eine dosisabhidngige TPO-Inhibierung nachwiesen worden (Schmutzler et
al. 2006). Weiterhin ist bekannt, dass BPA in der Lage ist, TR-induzierte Transkription
antagonistisch zu verhindern. Mittels des Vergleichs der Schilddriisenhormonkonzentrationen
konnte in diesem Versuch keine Beeinflussung der HPT-Achse festgestellt werden. Der
signifikante Anstieg der Genexpression der DIO 1 unter BPA-high zeigt jedoch, dass eine
Beeinflussung noch nicht auszuschlieBen ist. Der Lipidhaushalt scheint beeinflusst, denn
unter BPA-high war auch die Genexpression des ME signifikant verringert. Die von der
Arbeitsgruppe vom Saal 1998 gefundenen Niedrigdosiseffekte von BPA mit verfriihter
Pubertdt, verringerter Spermaproduktion, Vergroerung der Prostata, und einem verdnderten
Verhalten von Mausen im Bereich weniger ug/kg KG zeigen, dass auch der minimale Kontakt
mit BPA nicht unterschitzt werden darf. Hier zeigten sich lediglich in der hohen
Konzentration signifikante Effekte. Mori et al. 1990 wiesen BPA u.a. in fetalem Gewebe
nach, ein Hinweis auf das gro3e Risiko mentaler Retardierung und neurologischer Defekte bei

Kontakt wihrend der Schwangerschaft durch Beeinflussung der HPT-Achse.

Die 6strogenen und antiandrogenen Eigenschaften von DBP (Harris et al. 1997, Jobling et al.
1995 und Mylchreest 1998) haben einerseits Einfluss auf die Gonadendifferenzierung,
anderseits auch auf die HPT-Achse. Verdnderungen der Schilddriisenhormonkonzentration
zeigten sich in dieser Versuchsreihe vor allem unter der hohen DBP-Behandlung.
Verdnderungen der Genexpression der DIO 1 und des ME in der Leber konnten hingegen
jeweils in der Gruppe DBP low gefunden. Daten iiber die DIO 1- und TPO-Aktivitit unter
DBP Einfluss liegen in der Literatur noch nicht vor. Ein Einfluss besonders auf den

Lipidmetabolismus muss jedoch vermutet werden, insbesondere da Seidlova-Wuttke et al.
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2005 eine signifikante Reduzierung von LDL unter DBP high und eine Abnahme der

Serumtriglyceride, von HDL und Cholesterol nachweisen konnten.

Die beiden Pestizide LIN und Proc wurden im ER-Rezeptorbindungsassay von Seidlova-
Wuttke et al. 2005 getestet. Keine der beiden Substanzen ging eine Bindung ein, so dass
keiner der beschriebenen Effekte durch ostrogene Eigenschaften erkldrt werden kann. Bei der
Untersuchung des Korpergewichts der Ratten nach 3 Monaten Behandlung hatten die Tiere
der beiden Gruppen eine verringerte Gewichtszunahme. Eine signifikante Reduktion war
lediglich unter LIN high zu verzeichnen, entsprechend der beschriebenen verminderten
Futteraufhahme. O ’Connor et al. 2002 erkldren dhnliche Ergebnisse durch die antiandrogenen
Eigenschaften der Substanzen. Da die Tiere der Gruppen LIN und Proc in diesem Versuch
jedoch eine massiv erhohte Wasseraufnahme hatten, ist es zu vermuten, dass die gestorte
Gewichtszunahme durch hohe Detoxifikationsprozesse verursacht wird. Dramatischer
verhielten sich die Verdnderungen von T3 und T4, die dosisabhédngig unter LIN und Proc
reduziert waren. Unter den hohen Konzentrationen beider Substanzen waren die Effekte
statistisch signifikant. Beide Substanzen stehen im Verdacht, die TPO zu inhibieren
(Schmutzler et al. 2004). Trotzdem ist die unverdnderte TSH-Serumkonzentration, bei
signifikant reduzierten TT3-Konzentrationen, zurzeit nicht zu erkldren. Man muss zusétzliche
Effekte der beiden Pestizide auf die HPT-Achse vermuten. Die rt-PCR zeigte eine deutliche
Erhohung der DIO 1 und ME Genexpression in der Leber unter LIN high, so dass entweder
ein physiologischer Effekt zur Erh6éhung der T3 Serumkonzentration fiihrt, oder die
Substanzen u. a. an dieser Stelle einen regulierenden Einfluss auf die HPT-Achse und den
Lipidhaushalt einnehmen. Insgesamt scheint das Risiko, das von den beiden Pestiziden

ausgeht, nicht unterschitzt werden darf.

4 5. Geschlechtseinfluss auf die DIO 1 und GPx

Ein Geschlechtseinfluss auf die Selenoprotein-Expression konnte fiir die GPx3, teilweise flr
die GPx 1 und die DIO 1 gezeigt werden. Das Wissen iiber die geschlechtsspezifische DIO 1
Genexpression stammt im Wesentlichen von Ratten, so dass hier eine gute Vergleichbarkeit
besteht. Die Literaturdaten zur geschlechtsabhdngigen hepatischen und renalen DIO 1

Expression im Rattenmodell sind heterogen.
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Deiodase 1

Unter Behandlung mit AND low und high(low>high) war zeigte sich die hepatische mRNA
Konzentration der DIO 1 signifikant erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch der
iiberwiegende Anteil der vorliegenden Arbeiten stellt eine hohere hepatische DIO 1
Expression in den ménnlichen Tieren fest, wobei eine Kastration die hepatische DIO 1
Aktivitdt reduzierte. Eine Behandlung mit Testosteron ldsst die Aktivitit wieder in den
Bereich der Kontrollgruppe ansteigen (Lisboa et al. 2001; Harris et al. 1979; Miyashita et al.
1995; Ogawa et al. 1999). Trotzdem zeigte sich hier keine signifikante Aktivititsdnderung der
DIO 1.

Lisboa et al. 2001 beschrieben eine Reduzierung der hepatischen DIO 1-Aktivitidt nach
Ovariektomie, die Injektionen von Estradiolbenzoat wirkte signifikant erhohend auf die
Aktivitdt, was in diesem Versuch nachvollziehbar war, denn unter E2 low war die Aktivitét
nach Ovarektomie hdher als unter E2 min. Die Aktivitit der DIO 1 unter Ostrogensubstitution
war im Vergleich niedriger als unter der Behandlung mit AND low und high, so dass hier die
starkere Wirkung des Testosterons auf die hepatische DIO 1 bestitigt ist. Altersabhéngige

Verianderungen wie bei der AG Rosenthal wurden hier nicht untersucht (da Costa et al. 2001).

In der Niere gab es bei Ogawa et al. 1999 keine geschlechtsspezifischen Unterschiede der
DIO 1-Expression. Riese 2007 dokumentierte eine gegenldufige geschlechtsspezifische
Expression der DIO 1 in Leber und Niere. Die Ménnchen hatten in der Leber eine hohere, in
der Niere indes eine niedrigere DIO 1 Aktivitit im Vergleich zu den Weibchen. In Wistar und
Sprague-Dawley Ratten wurde ebenfalls eine hohere hepatische DIO 1 Aktivitdt und
entsprechend dieses Versuches eine hohere DIO 1 Transkriptmenge in Ménnchen beobachtet
(Harris et al. 1979; Lisboa et al. 2001, Ogawa et al. 1999; Miyashita et al. 1995; Santini et al.
1994). Andererseits fanden da Costa et al. 2001, entgegen den Beobachtungen von Riese
2007, eine hohere hepatische DIO 1 Aktivitét in weiblichen Dutch-Miranda Ratten. Bei der

der Untersuchung der DIO 1-Aktivitit und der Transkriptmenge muss man von spezies-,

geschlechts- und gewebeabhingigen Unterschieden ausgehen.

Glutathionperoxidase

Bei der Suche nach geschlechtsabhingigen Verdnderungen des Expressionsmuster und der

Aktivitit der Glutathionperoxidasen am Beispiel der GPx1 zeigte Riese 2007, dass nicht alle
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Glutathionperoxidasen geschlechtsspezifisch exprimiert werden: wihrend klare Unterschiede
z.B. bei der GPx 3 vorliegen, scheint die zytosolische GPx 1 teilweise unabhingig vom
Geschlecht zu sein. Alter, Spezies, gewebespezifische Selen-Bioverfiigbarkeit (Riese 2007,
Bermano et al. 1995; Lei et al. 1995; Sunde et al. 1997, Banos et al. 2005; Pinto et al. 1969;
Yamamoto et al. 2002) und Umgebungsfaktoren scheinen die Aktivitit und Expression

hingegen wesentlich zu beeinflussen.

Obwohl es keine signifikanten Verdnderungen der GPx 1 Aktivitdt gab, scheint trotzdem eine
dosis- und geschlechtsabhingige Beeinflussung moglich zu sein. Sowohl in der Leber, als
auch in der Niere war die Aktivitidt der GPx 1 in der AND low Gruppe hoéher, als in der AND
high Gruppe.

4.6. Vergleich der Ergebnisse mit verschiedenen toxikologischen
Studien

Zur Beurteilung der Wirkung der Phytoostrogene und Xenobiotika miissen neben
endokrinologischen auch toxikologische Ursachen fiir die Verdnderungen der HPT-Achse
diskutiert werden. Exemplarisch wurden aus diesen Langzeitexperimenten drei Substanzen
(GEN, RES, BP-2) ausgewihlt, bei denen eine Beeinflussung der HPT-Achse durch andere,
nicht hormonell disruptive, Eigenschaften vermutet werden muss. Als Vergleichssubstanzen
dienen hier einerseits das seit dem frithen 20. Jahrhundert zur Narkosevorbereitung und heute
insbesondere in der Epilepsiebehandlung verschriebene Phenobarbital (PB; urspriinglicher
Handelsname: Luminal®; Hersteller: Desitin), auf der anderen Seite PTU (6-n-propyl-2-
thiouracil), ein seit langem bekannter Hemmer der Schilddriisenhormonsynthese (Dijkstra et

al. 1996; Hardy et al. 1996; Kirby et al. 1997; Marty et al. 1999; O"Conner et al. 1999).

Nach ihrem Kurzzeitexperiment, in dem GEN und RES {iber 6 h weiblichen Sprague-Dawley
per Sonde verabreicht wurde, beschrieb Christoffel 2004 einen signifikanten Abfall der TT3,
TT4, T3 und fT4 Serumkonzentration unter RES. Das TSH zeigte sich in ihrem Experiment
zum Messzeitpunkt unverdndert. Unter GEN-Behandlung konnte sie keine signifikanten
Verianderungen der Schilddriisenhormone im Serum feststellen. Schlecht 2006 konnte in

ihrem flinftigigen BP-2 subakut-Versuch nachweisen, dass die freien T3-Werte in den
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Gruppen, die mit 100 mg/kg KG und 333 mg/kg KG behandelt wurden, signifikant gesenkt
waren. Der gesamt-T4-Spiegel wurde deutlich dosisabhéngig durch die Behandlung mit BP2
gesenkt. Die Serumkonzentration von freiem T4 wurde nur durch die hochste BP2-Dosis
(1000 mg/kg KG) signifikant gesenkt, so dass die Verdnderungen unter Kurzzeit- und
Langzeitexperimenten nicht von einander abweichen. Hingegen konnten in diesen
Langzeitversuchen die Verdnderungen der Kurzzeitexperimente unter RES nicht mehr
nachgewiesen werden. Lediglich das TT3 war unter RES high noch signifikant erh6ht. Die
unverdnderten TSH-Werte zeigen, dass die Verdnderungen nicht iiber den

Feedbackmechanismus kompensiert werden.

McClain et al. 1989 beschrieben nach einer zweiwdchigen Behandlung von méannlichen und
weiblichen Ratten mit PB eine signifikante Abnahme der Serum-T3, -T4, -r'T3 Werte, einen
signifikanten Anstieg des TSH im Serum, sowie eine signifikante Zunahme des
Schilddriisengewichts. Die Verdnderungen waren nach dreimonatiger Exposition bei ithm
nicht mehr nachweisbar, zum Ende des Versuchs zeigten sich die
Schilddriisenhormonkonzentrationen wieder im Normalbereich, jedoch konnten erhdhte
Leber- und Schilddriisengewichte gemessen werden. T3 und T4 konnen iiber das
Biotransformationssystem in der Leber abgebaut werden. T4 wird glucuronidiert, eine
Reaktion, die von der UDP-Glucuronyltransferase katalysiert wird (Barter und Klaassen 1992;
Capen 1996). T3 wird hingegen mit Sulfat durch das Sulfotransferasesystem konjugiert
(Capen 1996). AnschlieBend erfolgt die biliire Exkretion (Hill et al. 1989). Uber den
vermehrten Abbau der Schilddriisenhormone erfolgte die Kompensation nach vermehrter
Bildung, denn McClain 1989 mal} eine um ca. 40% erhohte Enzymaktivitidt der Thyroxin-
Glucuronyltransferase und eine um 42% erhohte bilidre Exkretionsrate. In den mit RES low
und high behandelten Gruppen dieses Langzeitexperiments wurden erhohte Lebergewichte
post mortem gemessen, jedoch nicht in der Hohe einer Verdreifachung. Entgegengesetzte
Verdanderungen unter GEN low und GEN high stellen in Frage ob der erhohte Abbau wirklich
die Ursache fiir die Lebergewichtverdnderungen sind. Betrachtet man die absoluten
Lebergewichte unter BP-2 im Verhiltnis zum Korpergewicht, kann jedoch die Zunahme
vermutet werden, denn das Korpergewicht war unter BP-2 signifikant erniedrigt bei
normalem Lebergewicht. Gleiches gilt fiir die Gruppen RES (low und high) und GEN low.
Unter GEN high waren sowohl das Leber- als auch das Korpergewicht signifikant reduziert.
Eine verringerte Zunahme von Korper- und Lebergewicht kann mit der breiten Partizipation

der  Schilddriisenhormone an  verschiedenen  metabolischen  Stoffwechselwegen
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zusammenhéngen. Die Verschiebung des Verhiltnisses zwischen Leber- und Korpergewicht
spricht fiir eine Verdnderung der Stoffwechselprozesse. Mellert et al. 2003 beschrieben in den
Gruppen, die mit einer hohen Dosis an PTU behandelt wurden, eine Verschlechterung des
Verhiltnis zwischen Futteraufnahme und Gewichtszunahme, beginnend ab dem 14. Tag der
Behandlung, so dass bei Fiitterungsversuchen Veridnderungen teilweise auch erst ab dem 14.
Behandlungstag erscheinen. Die EMSG (The Endocrine Modulator Study Group) und das
CEFIC (Council of European Chemical Industry) sprechen sich dafiir aus, den 28 tigige
Nagetierfiitterungsversuche entsprechend des Protokolls der OECD (Test Guideline 407
OECD 1995) zu verwenden (Mellert et al. 2003). In diesem Versuch zeigen sich jedoch
Verdanderungen des Schilddriisenhaushaltes, die in Kurzzeitversuchen nicht nachgewiesen
werden konnten. Entsprechend kénnen Versuche, die sich lediglich iiber eine Dauer von
einem Monat erstrecken nur unvollstindige Aussage iiber die disruptiven Eigenschaften einer

Substanz geben.

McClain 1989 und O’Connor et al. 1999 sahen eine deutliche Geschlechtsabhingigkeit der
Wirkung von PB, denn bei weiblichen Ratten waren die Effekte deutlich geringer als bei den
méannlichen Tieren. Weibchen hatten eine reduzierte T3 und T4 Serumkonzentration unter PB,
Minnchen hatten zusitzlich auch einen erhohten TSH-Wert und es konnten histologische
Verdnderungen nachgewiesen werden. Christoffel 2004 sah nach der dreimonatigen
Behandlung mit GEN und RES dementsprechend keine gewichts- oder histologischen
Veranderungen der Schilddriise bei  weiblichen Sprague-Dawley-Ratten. Diese
geschlechtsabhingigen Verdnderungen konnen auch nach PTU-Behandlung nachgewiesen
werden. Verdnderungen der Konzentration der Schilddriisenhormone, sowie der
Schilddriisenhistologie nach 28-tidgiger Behandlung mit PTU, waren, wie es bei einer
Hemmung der TPO zu erwarten ist, im Sinne einer manifesten Hypothyreose (Mellert et al.
2003). BP2 ist ein stirkerer Inhibitor der TPO-Aktivitdt als das Goitrogen Genistein
(Schmutzler et al. 2006). Fiir PTU und BP-2 wurden Unterschiede in der Modulation der
TPO-Aktivitdt in vivo und in vitro gefunden (Davidson et al. 1978, Schlecht 2006), so dass
hier eine Versuchsreihe lediglich mit weiblichen Ratten, trotz der Ovarektomie, nicht
ausreicht. Die erniedrigten Serumkonzentrationen der Schilddriisenhormone ohne konsekutive
Erhohung der TSH-Werte in diesem Langzeitversuch deuten darauf hin, dass die
Verdnderungen nicht ausschlieBlich durch die Modulation der TPO-Aktivitit entstanden sind.
Wie bereits beschrieben ist die regelrechte Aktivitdt der TPO bei Menschen vom euthyreoten

Zustand abhéngig, der in vielen Orten der Welt nicht gesichert ist. In diesem Versuchen kann
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man von einem euthyreoten Ausgangsstatus der Ratten ausgehen, so dass eine abschlieBende

Beurteilung des Risikos fiir den Menschen nicht moglich ist.
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5. Zusammenfassung

Der Korper kommt, teilweise unbemerkt, tdglich mit pflanzlichen Inhaltsstoffen,
Industrieprodukten und Chemikalien in Form von z.B. Plastikverpackungen, mit Insektiziden
und Pflanzenschutzmitteln, sowie Kosmetika in Kontakt. Phytodstrogene und Xenobiotika
sind pflanzliche bzw. anthropogene Substanzen, die in der Lage sind, korpereigene Prozesse
zu beeinflussen. Sie werden als endokrin aktive Substanzen, oder als endokrine Disruptoren
bezeichnet. Einigen Substanzen ist bereits nachgewiesen, dass sie in Prozesse der
Entwicklung, Homdostase oder Reproduktion eingreifen und sogar die Entstehung und
Proliferation von Karzinomen férdern kénnen, man ist jedoch noch weit davon entfernt, das

AusmaB der Verdnderungen vollstindig erfassen zu konnen.

In dieser Arbeit wurden drei Pflanzeninhaltsstoffe und fiinf chemische Substanzen unseres
Alltags, denen disruptive Fiahigkeiten, insbesondere in der Reproduktionsachse, bereits
nachgewiesen wurden, auf ihren Einfluss auf T3-regulierte Endpunkte in der Peripherie der

Schilddriisen-Achse (HPT-Achse= engl. Hypothalamus-Pituitary-Thyroid-Axis) untersucht.

Genistein(GEN) ist in Soja enthalten und wird in den westlichen Landern u. a. als Alternative
zur klassischen Hormonersatztherapie und sogar zur Krebsvorsorge auf dem Markt
angeboten. Resveratrol (RES) kommt natiirlicherweise im Rotwein vor und wird, aufgrund
seiner vermeintlichen antioxidativen Eigenschaften, als Protektor des Herz-Kreislaufs-
Systems angepriesen. Das bis jetzt stirkste bekannte Phytodstrogen 8-Prenylnaryngenin

(8-PN) ist Bestandteil von weiblichem Hopfen, kommt daher in Bier vor und ist
Hauptkomponente von pflanzlichen Prédparaten, die mit dem Versprechen auf eine
Brustvergroflerung verkauft werden. Bisphenol A (BPA) ist eine Substanz, die vor allem zur
Herstellung von Kunststoffen dient, die u. a. fiir Zahnfiillungen und Trinkverpackungen
verwendet werden. Benzophenon-2 (BP-2) wirkt in vielen kosmetischen Produkten als UV-
Lichtabsorber. Dibuthylphthalat (DBP) ist ein (Plastik-)Weichmacher und wird besonders in
Verpackungen von Nahrungsmitteln verwendet. Die Pflanzenschutzmittel Linuron (LIN) und
Procymidon (Proc) werden auch in Deutschland zum Schutz von Porree und Mohren

eingesetzt.

Entsprechend dem allgemeinen Expositionsrisiko wurden Ratten iiber drei Monate oral mit

diesen Substanzen behandelt und der dosisabhéngige Einfluss auf Enzyme der HPT-Achse
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und  T3-regulierter Endpunkte untersucht. Dazu wurden enzymatische und
molekularbiologische Versuche durchgefiihrt, wobei nach Verdnderungen in der Leber und

teilweise in der Niere gesucht wurde, um eine mogliche Organselektivitét zu erkennen.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die HPT-Achse ein relevantes Ziel fiir
endokrin aktive Substanzen ist. Z.B. verursachte RES hier signifikante Verdnderung der
totalen T3-Serumkonzentration, der DIO 1-Aktivitdt, der DIO 1-mRNA Expression in der
Leber, sowie eine signifikante Verdnderung der Malatenzymaktivitit. Die meisten
Verdnderungen in allen Versuchsgruppen sind nicht durch das Muster der klassischen
hormonabhingigen Feedbackregulation zu erkldren, man muss also von einer multimodalen

Interaktion von endokrinen Disruptoren in der HPT-Achse ausgehen.

Es =zeigten sich unter der Dauermedikation Effekte, die in vorausgegangenen
Kurzzeitversuchen nicht zu erkennen waren. Die komplexen Effekte verlangen in Zukunft
also eine breit gefiacherte Annéherung in Hinsicht auf die Screeningmethoden, die Evaluation
und die Risikoabschitzung von moglichen anti-thyroidal-wirkenden Substanzen. Die
Anwendung in Therapien, in der Privention oder als Konsumprodukt birgt unbekannte, noch

nicht abschétzbare, Risiken.
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Appendix

Appendix

Zusammensetzung der Nahrung

ssniff® SM R/M, phytostrogenarm (Soja-frel)

$8585-S010 Latten

Néhrstoffgehalt
Rohnédhrstoffe [%] Mineralstoffe %]
Trockensubstanz 88,0 Calcium 1,00
Rohprotein (N x 6,25) 19,1 Phosphor 0,70
Rohfett il Matrium 0,20
Rohfaser 4,1 Magnesium DAT
Starke 40,0
Zucker 3.1
Energie MU kg] Fettsduren [%& Im Futter]
Bruttoenergie, GE 16,2 ci16:0 0,33
Umsetzbare Energie, ME 12,9 EAS0 f,0a
Ci18:1n9 0,32
Vertellung der ME C18:2 nG 118
C18:3n3 0,17
Vitamine [pro kg]
Vitamin A 15.000 IE
Vitamin D, 1.000 IE
Vitamin E 110 mg
Vitamin K 5 mg
Vitamin B, (Thiamin) 19 mg
vitamin B, (Riboflavin) 21 mg
x Vitamin B, (Pyridoxin} 18 mg
Aminoséauren vitamin B,, (Cobalamin} 100 pg
Lysin 104 % Biotin 480 pg
Methionin 0,35 % Pantothensaure 35 mg
Met+Cys 0,70 % Folséure 6 mg
Threonin 0,78 % Nicotinsgure 105 mg
Tryptophan 0,25 % Cholinchlorid 2480 mg
Arginin 0,95 %
Histidin 0,42 % Spurenelemente [pro kg]
Valin 1032 % Eisen 145 mg
Izalaucin 0,85 % Mangan BO mg
Leucin 148 % Zink 100 mg
Phenylalanin 0,97 % Kupfer 14 mg
Phe+Tyr 174 % lod 21 mg
Glycin 0,88 % Selen 04 mg
Glutaminsaura 3,756 % Cobalt 21 mg
Zusammensetzung: Getreide, Pflanzliche Nebenerzeugnisse, Pflanzliche EiweiBextrakte, Pflanz-
liche Fette, Mineralstoffe, Vitamine und Spurenelemente.
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Eidestaatliche Erklarung

»Ich, Inga Nobis, erklédre, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,Wirkung
ausgewdhlter endokriner Disruptoren auf T3-regulierte Endpunkte in der Hypothalamus-
Hypophysen-Schilddriisenhormon-Achse und verschiedene von ihr regulierte Enzyme* selbst
verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die
(unzuléssige) Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen keine Kopien anderer Arbeiten
dargestellt habe.*

Desweiteren versichere ich, dass die vorliegende Dissertation weder ganz, noch zum Teil, bei

einer anderen Stelle im Rahmen eines Priifungsverfahrens vorgelegen hat.

Berlin, den
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