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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Etwa 10 bis 20 % aller Paare im reproduktionsfahigen Alter in den westlichen Industrienatio-
nen sind ungewollt kinderlos, die Hélfte aller Embryonen sterben nach der Befruchtung, 15 %
aller Schwangerschaften enden mit einem klinisch manifesten Abort und etwa 2-3 % aller
Neugeborenen kommen mit grobstrukturellen Anomalien auf die Welt, die in einigen Fillen
erst wihrend ihres ersten Lebensjahres erkannt werden (Nieschlag, 2009; Riecke und Stahl-
mann, 2000). Die Prévalenz der Infertilitit des Mannes liegt mit 7 % deutlich iiber der fiir
Diabetes mellitus Typ I und II (Nieschlag, 2009). Epidemiologische Studien mit regionalen
Schwerpunkten in Europa zeigten bei Ménnern Spermienzahlabnahmen bis zu 50 % in einem
Zeitraum von 1940 bis 1990 (Carlsen et al., 1992; Jorgensen et al., 2001; Merzenich et al.,
2010).

Viele Institutionen beschiftigen sich mit der Problematik der Reproduktionstoxizitit
umweltrelevanter Verbindungen. Sie richten ihre Aufmerksamkeit auf Stoffe wie
Weichmacher und schdtzen sie in Bezug auf ihre Risikogruppen als problematisch ein.
Risikogruppen sind ménnliche, ungeborene Foten und Neugeborene, insbesondere Frithchen
und Neugeborene in intensivmedizinischer Behandlung (ATSDR, 2002; CDRH-FDA, 2001;
ECB, 2008; Heudorf et al., 2007; Kavlock et al., 2002; NTP-CERHR, 2006).

1.1 Phthalate

Kunststoffprodukte, die flexibel, dehnbar und leichter verarbeitbar sein sollen, werden mit
Weichmachern versehen. Heute gehoren sie rein synthetischen Stoffgruppen ohne natiirliches
Vorkommen an. Trotz der Produktion vieler unterschiedlicher Weichmacher werden weniger
als 100 kommerziell genutzt. Davon sind Phthalate die hdufigsten und seit iiber 50 Jahren in
Gebrauch. Phthalate sind Dialkyl- bzw. Alkylarylester der 1,2-Benzol-di-carbonséure (Phthal-
sdure) in ortho-Stellung mit Alkoholrest-Kettenldngen von C1 bis C13. Fliichtigkeit, Wasser-
16slichkeit, Wirkungsgrad an Plastifizierung und Einfachheit der Verarbeitung nehmen mit
wachsender Kettenldnge ab, die Fettloslichkeit dagegen zu. Die industriell meist genutzten
haben Restlingen von C8 bis C10. Vorteile der Phthalate sind niedrige Herstellungskosten
und eine hohe Produktionseffizienz (ECPI, 2010). Eine Marktdatenanalyse der Arbeitsge-
meinschaft ,,PVC und Umwelt* zeigt, dass in Westeuropa 2004 etwa eine Million Tonnen

Weichmacher von 30 Unternehmen produziert wurden, wovon 80 - 90 % zur Herstellung von
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Weich-PVC (PVC-Polymere, PVC-P) dienten. Dabei wurden 90 % Phthalate und 10 % ande-
re Weichmacher wie Adipate, Citrate, Sebacate, Phosphate, etc. verwendet (AGPU, 2006).
Reines PVC ist hart und sprode. Durch Auflockerung der molekularen Struktur von polyme-
ren Verbindungen vermdgen Phthalate bei Zusatz in entsprechenden Konzentrationen PVC
weich und elastisch zu machen. Der durchschnittliche Weichmacher-Gehalt betrégt in Weich-
PVC 30 - 35 % (AGPU, 2006). Am Beispiel von DEHP kann gezeigt werden, wie omnipri-
sent Phthalate im Alltag und in der Umwelt sind (ATSDR, 2002; CDRH-FDA, 2001; ECB,
2008; Halden, 2010; Heudorf et al., 2007; NTP-CERHR, 2006).

1.1.1 Di-(2-ethylhexyl)-phthalat

Di-(2-ethylhexyl)-phthalat (DEHP; C4H3304; MW 390,6; CAS Nr. 117-81-7) ist ein Diester
der Phthalsdure und ist als Reinsubstanz bei Raumtemperatur eine farblose olige Fliissigkeit
mit hohem Siedepunkt (230°C bei 5 mmHg), niedrigem Schmelzpunkt (-55°C), niedrigem
Dampfdruck und extrem geringer Wasserldslichkeit. Durch Veresterung von Phthalsidurean-
hydrid mit 2-Ethylhexanol wird DEHP gewonnen. Uber zwei Reaktionsschritte entsteht zuerst
ein Monoester, dann unter Wasserentzug der Diester DEHP (ECB, 2008). Er wird in polyme-
ren (PVC) und in nicht-polymeren Kunststoffen verwendet, wobei 95 % auf die Polymere
entfallen. Als klassischer Weichmacher fiir Weich-PVC und andere Kunststoffe ist DEHP bis
zu 40 % in diesen Produkten enthalten (ECB, 2008; DFG, 2002). 2004 wurden weltweit
knapp zwei Millionen Tonnen DEHP hergestellt, wobei das Marktvolumen in Europa bei
200000 Tonnen lag. Der Anteil von DEHP an den Weichmachern hat sich allerdings zwi-
schen 1999 und 2004 von 42 % auf 22 % absolut reduziert. Gleichzeitig stieg der Anteil ande-
rer Phthalate wie Diisononyl-phthalat (DINP) und Diisodecyl-phthalat (DIDP) von 35 % auf
58 % (AGPU, 2006). Laut dem Herstellerinteressensverband ,,European Council for Plastici-
sers and Intermediates” produzieren mittlerweile nur noch drei Firmen DEHP bzw. dessen
Intermediate (ECPI, 2010). Trotzdem wird DEHP immer noch als Allzweckweichmacher in
Baumaterialien wie Kabel und Bodenbeldgen sowie in Produkten des téglichen Bedarfs wie
Verpackungsmaterial, Behilter, Folien, Einmalhandschuhe und Schuhsohlen eingesetzt. Auch
als Formulierungsmittel in Pestizidanwendungen, als industrielles Losungsmittel, als
Schmierstoff und als Additiv in der Textilindustrie wird es verwendet (ECPI, 2010; Heudorf
et al., 2007; Koch et al., 2006). Mit 20 bis 40 % Anteil in PVC-haltigen Medizinprodukten ist
DEHP nach wie vor noch zulédssig und befindet sich in Schlauch-, Katheter- und Aufbewah-
rungsmaterialien, in Spritzen, in PVC-Handschuhen, in Kontaktlinsen, etc. Da DEHP-haltiges
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PVC sehr flexibel und gleichzeitig sehr stabil, extrem temperaturbestindig, biokompatibel
und lagerungsfahig ist, erfiillt es die hohen Anforderungen der eingesetzten Materialien bei
Sterilisierungen, durch gutes Riickstellungsvermdgen und hohe Kailteelastizitét bei Blutpro-
dukten (ATSDR, 2002; CDRH-FDA, 2001; ECB, 2008; Halden, 2010; Heudorf et al., 2007;
Hildenbrand et al., 2005; Kahl et al., 2003; Kavlock et al., 2002; NTP-CERHR, 2006). Au-
Berdem wird DEHP eine protektive und stabilisierende Wirkung auf Erythrozytenmembranen

in Blutkonserven zugeschrieben (Hildenbrand et al., 2005; Labow et al., 1987).

1.1.2 Exposition und Toxikokinetik

DEHP wie auch andere Phthalate sind duflere Weichmacher, d. h. sie sind nicht kovalent,
sondern physikalisch gebunden. Sie konnen aus den Produkten langsam ausdiinsten, sich
durch Kontakt mit Fliissigkeiten oder Fetten auswaschen oder sich durch Abrieb von Kunst-
stoffpartikeln verteilen und so iiberall in die Umwelt gelangen (Martino-Andrade und Cha-
houd, 2010). Unter anaeroben Bedingungen kann der biologische Abbau iiber Jahre dauern,
aerob nur wenige Wochen (ATSDR, 2002; ECB, 2008; Kavlock el al., 2002). Aufgrund der
geringen Wasserloslichkeit und des niedrigen Dampfdruckes treten in Trinkwasser und Atem-
luft nur geringe Konzentrationen an DEHP auf, allerdings verbindet es sich stark mit Staub-
und Sedimentpartikeln und reichert sich in Fisch, Fleisch, Milch, Olen und Babynahrung an
(Kavlock et al., 2002).

Die Phthalat-Exposition erfolgt iiberwiegend durch Aufnahme der Diester (Boekelheide et al.,
2005), die entweder inhalativ, oral, dermal oder intravends bei medizinischer Versorgung
direkt in den systemischen Kreislauf gelangen konnen, sich schnell im Korper verteilen, ver-
schiedene Organe erreichen und wegen ihrer Lipophilie Zellmembranen leicht passieren.
Normalerweise wird DEHP iiber die Nahrung, das aus dem Verpackungsmaterial ausgewa-
schen wird, aufgenommen (Schmid und Schlatter, 1985). Es wurden in Lebensmitteln Werte
zwischen 0,11 und 0,18 mg DEHP/kg und bei sehr fetthaltigen Produkten Werte zwischen 31
und 150 mg/kg ermittelt (Petersen und Breindahl, 2000; Lyche et al., 2009).

Die Exposition in der Allgemeinbevolkerung liegt schitzungsweise bei 3-30 ug/kg KG/d
(NTP-CERHR, 2006). Kinder erfahren eine zusitzliche Belastung durch Kauen und Saugen
DEHP-haltiger Produkte (Lyche et al., 2009). Auch bei medizinischen Eingriffen wird DEHP
tiber alle vier Pfade in besonders hohem Umfang aufgenommen. Patienten in langem Kontakt
mit medizinischem PVC-Zubehér und Gerdten konnen relativ. hohen Phthalat-

Konzentrationen ausgesetzt sein. Sie werden abhingig von der mechanischen Inanspruch-
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nahme der Materialien, der Kontaktzeit und der Lipophilie der Losungen und Medikamente
(z.B. Ciprofloxacin, Cimetidin, Fentanyl, Metronidazol) aus der Polymermatrix herausgeldst
(CDRH-FDA, 2001; Kahl et al., 2003). Schon durch das tdgliche mehrstiindige Tragen von
Vinyl-Handschuhen kénnen DEHP-Werte zwischen 3 und 119 pg/kg KG/d erreicht werden
(BfR, 2003).

Besonders hoch sind die Belastungen neben Transfusions- und Hdmodialyse-Patienten fiir
Friih- und Neugeborene, die viele medizinische Eingriffe bendtigen und Aufnahmehdhen von
3,3 mg/kg KG/d und mehr erzielen. Schlauchmaterialien fiir Infusionen, Beatmung, Ernih-
rung und extrakorporale Membranoxygenation (ECMO) fiithren bei ihnen zu relativ hohen
Belastungen (CDRH-FDA, 2001; Kahl et al., 2003; Loff et al., 2000, Lyche et al., 2009). Bei
oraler, inhalativer und parenteraler Exposition wird bei Kindern eine systemische DEHP-
Bioverfiigbarkeit von 100 % angeben, wihrend Erwachsene oral etwa 50 % und inhalativ 75
% erreichen. Die dermale Verfiigbarkeit liegt bei 5 % sowohl bei Kindern als auch bei Er-
wachsenen (BfR, 2003; CSTEE, 2004; DFG, 2002; ECB, 2008; Kahl et al., 2003; Koch et al.,
2006; NTP-CERHR, 2006).

Im Diinndarm und in der Leber erfolgt eine schnelle Hydrolyse des Diesters DEHP iiber Lipa-
sen zum korrespondierenden Mono-Ester Mono-(2-ethylhexyl)-phthalat (MEHP, MW 278,3)
und ein weiterer Abbau zu Sekunddrmetaboliten (Boekelheide et al., 2005). Der Metabolis-
mus von DEHP zu MEHP und zu Phthalsdure wird in Abbildung 1 dargestellt. Im Plasma
wurde MEHP als Hauptmetabolit identifiziert, in geringeren Konzentrationen liegen die se-
kundéren oxidativen Metabolite vor (Peck und Albro, 1982). AuBBerdem konnte nachgewiesen
werden, dass der Metabolismus von DEHP zu MEHP altersabhéngig ist, auch auflerhalb des
Korpers stattfindet und MEHP z.B. aus Blutbeutelmaterial direkt aufgenommen werden kann
(Hildenbrand et al., 2005; Labow et al., 1987; Loff et al., 2000).

Bei Menschen und allen untersuchten Spezies bis auf Ratten konnte eine vollstdndige Hydro-
lyse und Glukuronidierung der ausscheidbaren Abbauprodukte festgestellt werden (Albro und
Lavenhar, 1989; BfR, 2003; Koch et al., 2006; Schmid und Schlatter, 1985).
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Abbildung 1: Metabolismus von DEHP zu MEHP und zu Phthalsédure

Im Intestinum und in der Leber erfolgt ein schneller Abbau von DEHP zu MEHP und 2-
Ethylhexanol unter enzymatischer Hydrolyse. In einem weiteren Schritt wird MEHP unter
Abspaltung von 2-Ethylhexanol zu Phthalsdure verstoffwechselt.

1.1.3 Toxizitit

Seit den 40er Jahren des letzten Jahrhunderts erfolgten Studien zum Nachweis von DEHP in
Geweben und Organen von Mensch und Tier (Rhodes et al., 1986; Poon et al., 1997; Shaffer
et al., 1945; Wolfe und Layton, 2003), um das gesundheitliche Risiko und die Toxizitit zu
beurteilen. Im Gegensatz zu seinem aktiven Metaboliten MEHP konnten in Tierversuchen
bislang nur sehr geringe akute toxische Wirkungen von DEHP nachgewiesen werden (BfR,
2003; ECB, 2006; NTP-CEHRHR, 2006). Allerdings zeigten langfristige Aufnahmen vor
allem Beeintrachtigungen der Reproduktionsfahigkeit und der Entwicklung ménnlicher Tiere.
DEHP gehort zusammen mit anderen Phthalaten zu einer Gruppe chemischer Stoffe mit po-
tentiell schiadlicher Wirkung auf die Testes und den darin befindlichen Sertoli-Zellen
(ATSDR, 2002; BfR, 2003; Boekelheide et al., 2005; CSTEE, 2004; NTP-CERHR, 2006).
Morphologische und funktionelle Stérungen des testikuldren Gewebes in Form von tubulérer
Atrophie und Degeneration, Vakuolisierung der Sertoli-Zellen bis hin zur Infertilitdt wurden
nach DEHP-Applikation iiber Trinkwasser, Nahrung oder Muttermilch bei minnlichen Tieren
beobachtet (Arcadi et al., 1998; Poon et al., 1997; Shaffer et al., 1945; Wolfe und Layton,
2003). Auch bei weiblichen Tieren wurden Effekte wie Verlangerung der Zyklusdauer, Ovu-
lationsstorungen, strukturelle Veranderungen der Geschlechtsorgane, Funktionsverlust der
ostrogenproduzierenden Zellen, Entwicklungsstorungen bei Foeten und Nachkommen, ge-
zeigt (Koch et al., 2006; Lyche et al., 2009; Martino-Andrade und Chahoud, 2010). DEHP
und seine Metabolite sind plazentagéingig und fithren zu embryo-fetotoxischen Schiden (Hal-

den, 2010; Lyche et al., 2009; Sharpe, 2001).
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Das endokrine System reagiert ebenfalls empfindlich auf die Phthalat-Exposition (Sharpe,
2006). DEHP kann antidstrogen, antiandrogen, aber auch indirekt dstrogen wirken. Vielfach
werden in diesem Zusammenhang Begriffe wie ,,endokrine Disruptoren®, ,,endokrin wirksame
Substanzen®, ,,Xenohormone* oder ,,Umwelthormone* angewendet. Veridnderte Testosteron-
spiegel, erhdhte Aktivitit der Leydig-Zellen sowie eine erhdhte Ostradiol-Produktion wurden
in Tierversuchen festgestellt (Chauvigné et al., 2009; Koch et al., 2006).

DEHP ist bei Tieren kanzerogen. In Versuchen erschienen histopathologische Verdnderungen
an Nieren und Leber, reversible Lebervergroerungen, Nekrosen, Peroxisomenproliferationen
durch PPARao-Induktion und Stoffwechselverdnderungen in Leberzellen sowie Hepatokarzi-
nome (ATSDR, 2002; BfR, 2003; CSTEE, 2004; Doull et al., 1999; IARC, 2000).
Genotoxische Wirkungen konnten durch diverse Testsysteme nicht belegt werden (BfR, 2003;
CSTEE, 2004; Doull et al., 1999).

Um eine Dosis angeben zu konnen, die vom Menschen lebenslang téglich aufgenommen wer-
den kann, ohne dass eine gesundheitliche Beeintrachtigung zu erwarten wére, gibt die europa-
ische Kommission einen TDI-Wert (folerable daily intake) von 48 ug/kg KG/d fiir Erwachse-
ne an. Grundlage fiir diesen Wert liefert die Studie von Wolfe und Layton mit einem NOAEL
(no observed adverse effect level, hochste Dosis ohne unerwiinschte Effekte) von 4,8 mg/kg
KG/d (CSTEE, 2004; Kommission Human-Biomonitoring, 2007; Wolfe und Layton, 2003).
Nach der EU-Richtlinie ,,67/548 fiir die menschliche Gesundheit wird DEHP mit der Kate-
gorie 2 eingestuft, d. h. es kann die Fortpflanzung gefdhrden und das Kind im Mutterleib
schddigen. Sie stiitzt sich auf tierexperimentelle Nachweise, die hinreichende Anhaltspunkte
ergeben, dass DEHP beim Menschen zu einer Beeintrichtigung der Fortpflanzungsfahigkeit
und bei schwangeren Frauen zu schédlichen Auswirkungen auf die Entwicklung der Nach-
kommenschaft fithren kann. Zusétzlich bestehen verschiedene Gefahren aufgrund schidlicher
Wirkungen fiir Nieren, Hoden, Fortpflanzungsfahigkeit und Entwicklung, insbesondere bei
Kindern (ECB, 2008). Deshalb hat seit 2005 die Kommission der europdischen Union DEHP
und diverse andere Weichmacher in Spielzeug- und Babyartikeln fiir Kinder verboten (Euro-

pean Commission, 2005; Martino-Andrade und Chahoud, 2010).
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1.2 Cadmium

Cadmium (Cd) ist bereits seit dem frithen 20. Jahrhundert als potentiell schiddigende Substanz
mit Effekten an Lunge, Leber, Niere und Hoden bekannt (Alsberg und Schwartz, 1919). Das
in geringen Konzentrationen ubiquitir vorkommende Schwermetall ist als zweiwertige Ver-
bindung héufig mit Phosphaten, Blei oder Zink vergesellschaftet. Elementares Cadmium ist
wasserunldslich. Einige Verbindungen wie das untersuchte Cadmiumchlorid (CdCl,; MW
183,3; CAS Nr. 10108-64-2) sind dagegen wasserloslich. Cadmium und seine Verbindungen
werden z. B. in der Batterie- und Akku-Herstellung (Nickel-Cadmium-Batterien), als Farb-
pigmente fiir Lacke und Kunststoffe, als Stabilisatoren in Kunststoffen, in der Galvanotechnik
als Korrosionsschutz fiir Eisen und Stahl, als Legierungen, in der Halbleitertechnik, in der
Solartechnik und als Regelstébe in der Nukleartechnik eingesetzt (Elmadfa und Burger, 1999;
Schiéfer et al., 2004).

1.2.1 Exposition und Toxikokinetik

Jéhrlich werden weltweit 20000 Tonnen Cadmium produziert, wovon 8000 Tonnen emittie-
ren. Es findet sich in Flusssedimenten und Boden als auch iiber die Nahrungskette in Pflan-
zen, Tieren und Menschen wieder. Durch Verbrennung von Miill und fossilen Brennstoffen
und durch die Metallindustrie gelangen Partikel von Cadmiumverbindungen in die Auf3enluft
(Elmadfa und Burger, 1999).

Die Aufnahme von Cadmium oder seinen Verbindungen erfolgt {iberwiegend enteral {iber die
Nahrung oder inhalativ als Aerosol bei beruflicher Belastung und durch Zigarettenrauch. Sei-
ne biologische Halbwertszeit betréigt zehn bis 30 Jahre. Mit Gehalten von 1-5 ng/m’ in der
AuBenluft ist die Gesamtbelastung sehr gering. In den Alveolen werden Cadmium-haltige
Partikel zuriickgehalten und bis zu 50 % resorbiert. Wasserloslichkeit und Partikelgrof3e
bestimmen den Ubertritt in den systemischen Kreislauf. Uber den Gastrointestinaltrakt wer-
den 2-8 % Cadmium durch belastete Nahrung resorbiert. Laut WHO kann von 0,1 bis 10
ug/kg Cadmium iiber die Nahrung aufgenommen werden. Verschiedene Interaktionen kénnen
die Absorptionsrate beeinflussen. Eisen-, Calcium- und Proteinmangel in der Nahrung férdern
die Cadmium-Aufnahme (Schéfer et al., 2004). Folgende Nahrungsmittel konnen erhdhte
Cadmium-Werte aufweisen: Pilze, Blattgemiise, Vollkornprodukte, Olsaat, Kakao, Fleisch-
produkte, vor allem Innereien wie Niere und Leber, Krebstiere und Muscheln (Elmadfa und

Burger, 1999).
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Mit dem Alter nimmt der Gehalt an Cadmium kontinuierlich zu und hat sein Maximum etwa
im 50. Lebensjahr. Etwa 0,4 mg/kg KG findet man im menschlichen Koérper, davon entfallen
circa 30 % auf die Niere und 20 % auf die Leber. Im Blut liegen die Konzentrationen zwi-
schen 0,2 bis 1,1 ug/l. Gebunden an Albumin oder andere Transportproteine gelangt Cadmi-
um in die Leber und induziert die Synthese von Metallothionin, das als Speicher- und Trans-
portprotein fiir Zink fungiert. In das Plasma abgegeben gelangt Cadmium-Metallothionin
durch glomerulére Filtration in den Nierentubulus. Nur ein geringer Teil wird {iber den Urin
ausgeschieden, der groBere Teil wird von der Tubuluszelle aufgenommen und von Lysoso-
men metabolisiert. Cadmium wird freigesetzt, induziert dort die Metallothionin-Synthese,
akkumuliert in der Tubuluszelle und verursacht Nierenschdden (Elmadfa und Burger, 1999;

Schiéfer et al., 2004).

1.2.2 Toxizitit

Cadmium-Ionen besitzen die Eigenschaft, Proteine zu denaturieren und epitheliale Strukturen
von Grenzflachen wie Kapillaren, Alveolen oder Mucosa zu schddigen. Akute Intoxikationen
konnen oral oder inhalativ erfolgen, sind jedoch sehr selten. 15 mg Cadmium in 1 Liter Was-
ser gelost bedingen Erbrechen. Inhalative Dosen von etwa 1 mg/m’ werden als gefahrlich und
5-6 mg/m’ tiber acht Stunden als todlich angegeben. Cadmium-Dampfe oder -Rauch konnen
zu schweren letal verlaufenden Lungenddemen oder interstitiellen Lungenentziindungen fiih-
ren. Durch chronische Intoxikationen konnen Andmien, Osteomalazien und Nierenschidden
hervorgerufen werden. Tierexperimentelle Studien zeigen seit Jahrzehnten schiadliche Effekte
am Hoden und dem vaskuldren System, Ausbleiben der Spermiation, Keimzellverlust im
Keimepithel, Gewebsnekrosen und -apoptosen, die zum Teil durch Zink verhindert werden

konnen (Elmadfa und Burger, 1999; Schéfer et al., 2004, Thompson und Bannigan, 2008).
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1.3 Testes

Der Hoden als Ort der Synthese diverser Hormone und der Spermatogenese wird von der Tu-
nica albuginea, einer Bindewebskapsel, umgeben, die mit ausstrahlenden Bindegewebssepten
den Hoden in 250 Léppchen mit je ein bis vier Samenkanilchen einteilt. Die funktionelle
Einheit des Hodens ist das Samenkanélchen, der Tubulus seminiferi. Das Keimepithel ist ein
sehr empfindliches und das meist proliferierende Gewebe des Korpers. Es kleidet die Samen-
kanidlchen zum einen mit Keimzellen verschiedener Entwicklungsstufen und zum anderen mit
den dazwischen auf der Basallamina sitzenden Sertoli-Zellen aus. Physikalisch geschiitzt wird
das Keimepithel durch die Basallamina, einer Kollagenfaserschicht und den Peritubulérzellen
bzw. Myofibroblasten (Bart et al., 2002; Dym und Fawcett, 1970). Myofibroblasten sind we-
nig differenzierte Myozyten mit der Fihigkeit zu spontanen Kontraktionen und umhiillen den
Tubulus mit mehreren Lagen. Diese Strukturen zusammen mit der Basallamina und dem
Keimepithel bilden das tubulidre Kompartiment. Das interstitielle Kompartiment beinhaltet
lockeres Bindewebe, Blut- und Lymphgefdfe, Nervenfasern, Leukozyten und die Leydig-
Zellen als Ort der Testosteronproduktion (Weinbauer et al., 2009).

Die Keimzellen miissen in ihrer Entwicklung, der Spermatogenese, das Keimepithel von der
Basalmembran bis zum Tubuluslumen durchwandern. Die Spermatogenese wird in drei Pha-
sen unterteilt: Spermatozytogenese, Meiose und Spermiogenese. Die Spermatozytogenese
beginnt mit der mitotischen Teilung undifferenzierter Keimzellen, den sogenannten Sperma-
togonien, die sich erst nach Erreichen der sexuellen Reife aus Stammzellen entwickeln und
sich teilen. Im erwachsenen Hoden existieren Typ A Spermatogonien als Reservezellen und
Typ B Spermatogonien als Vorlduferzellen. Typ A Spermatogonien bleiben auf der Basalla-
mina, stellen zeitlebens den Bestand an Zellausgangspopulationen durch mitotische Teilung
sicher, wihrend sich Typ B Spermatogonien aus Typ A entwickeln und sich zu priméren
Spermatozyten differenzieren. Nach Uberwindung der Blut-Hodenschranke und zwei meioti-
schen Teilungen entwickeln sich frithmeiotische Spermatozyten zu Spermatiden mit halbem
Chromosomensatz. In der Spermiogenese schlielich findet ein Zelldifferenzierungsprozess
statt, in dem aus runden Spermatiden reife Samenzellen, die Spermatozoen, entstehen und in
das Tubuluslumen des Hodens freigesetzt werden. Die Regulation der Hodenfunktion und der
Spermatogenese unterliegt endokrinen, parakrinen und autokrinen Mechanismen. Sie kdnnen
durch Vorgédnge wie Inhibition der Gonadotropinsekretion, Enzyminhibition der Androgen-

biosynthese, direkte Effekte auf das Keimepithel oder die Sertoli-Zellfunktion, kompetetive
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Hormoninhibition oder Beschddigung der Blut-Hoden-Schranke und andere Vorginge gestort

werden (Griswold, 1998; Hermo et al., 2010a; Junqueira und Carneiro, 2005).

1.3.1 Sertoli-Zellen

Die Sertoli-Zellen, benannt nach ihrem Erstbeschreiber Enrico Sertoli, sitzen im Keimepithel
als prismatischer Zellverband somatischer Zellen breitbasig auf der Basalmembran und rei-
chen mit ihrem Zellkorper, ihren zytoplasmatischen Fortsétzen (Ramifikation) und Taschen
bis in das Lumen der Tubuli seminiferi. Sie dienen als Stiitz- und Schutzgeriist fiir die sich
differenzierenden und reifenden Keimzellen, die sich entlang des gesamten Keimepithels in
konzentrischen Schichten von basal nach luminal authalten (Junqueira und Carneiro, 2005;
Weinbauer et al., 2009). Im basalen Bereich sind die Sertoli-Zellen dicht miteinander verbun-
den, bilden mit der Blut-Hoden-Schranke eine Barriere vor dem systemischen Kreislauf und
werden in ein basales und ein adluminales Kompartiment unterteilt. Sie heilen auch Ammen-
zellen, da die Keimzellen im adluminalen Kompartiment auf ihre erndhrende, metabolische
und endokrine Unterstiitzung iiber Diffusion oder gap junctions angewiesen sind (Junqueira
und Carneiro, 2005).

Durch die Blut-Hoden-Schranke und hodenspezifisch angeordnete Zellkontakte erfolgt die
Versorgung der Keimzellen ausschlieBlich transzelluldr. Spezielle Zellmembranstrukturen wie
ectoplasmic specialisations dienen den Keimzellen zur Orientierung und Ausrichtung wéh-
rend der Entwicklung (Parreira et al., 2002; Weinbauer et al., 2009). Die Sertoli-Zellen sind
70 - 80 um groB, beherrschen etwa 35 bis 40 % des Keimepithelvolumens und ihre Anzahl
begrenzt die Grofe der Hoden (Sharpe et al., 2003). Sie haben meist auf der basalen Seite
einen groflen gelappten euchromatinreichen Kern mit auffilligem Nukleolus (Junqueira und
Carneiro, 2005). Jede einzelne Sertoli-Zelle hat mit einer bestimmten Anzahl von Keimzellen
funktionellen und morphologischen Kontakt. Diese Zahl ist speziesspezifisch und ein limitie-
render Faktor fiir die Spermienproduktion. Die Sertoli-Zellen beenden ihre Teilungsfahigkeit
mit dem ersten Erscheinen meiotischer Keimzellen und werden bei Schiadigung oder Abster-
ben nicht mehr ersetzt (Cheng und Mruk, 2002; Monsees et al., 2000; Hess und Franca,
2005).

Bis zur Pubertit stimulieren Gonadotropine und das Follikel-stimulierende Hormon (FSH) die
Proliferationsrate der Sertoli-Zellen, wohingegen Thyroidhormon sie reduziert (Sharpe et al.,
2003). Ferner kontrolliert FSH mit Testosteron die Sekretion des Androgen-bindenden Prote-

ins (ABP), das zur Konzentration des zur Spermatogenese notwendigen Testosteronmilieus
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im Tubuluslumen wichtig ist. Dort befindet sich ebenfalls ein Sekret der Sertoli-Zellen, das
die Keimzellablosung in das Lumen erleichtert (Junqueira und Carneiro, 2005). Durch die
Blut-Hoden-Schranke wird ein Riickflul dieser Fliissigkeit verhindert, und die Keimzellen
befinden sich im Tubulus in einem einzigartigen Fliissigkeitsmilieu (Weinbauer et al., 2009).

Wihrend der Spermatogenese wird iiberschiissiges Zytoplasma der Keimzellen in Form von
Residualkdrperchen und fehlgebildeten Keimzellen phagozytiert. Auch Keimzellen wirken
ihrerseits auf das Zytoskelett, die Funktion, den Stoffwechsel und Sekrete der Sertoli-Zellen
(Hermo et al., 2010b). Im Zytoplasma der Sertoli-Zellen findet sich viel glattes Endoplasmati-
sches Retikulum fiir die Steroidsynthese, raues Endoplasmatisches Retikulum fiir die Protein-
synthese, viele Mitochondrien als Zeichen hoher Stoffwechselaktivitit, ein prominenter Gol-
gi-Apparat fiir die Verpackung und den Transport sekretorischer Produkte, lysosomale
Granula zur Phagozytose sowie Mikrotubuli und intermedidre Filamente zur Anpassung der
Zellform wéhrend der verschiedenen Phasen der Keimzellentwicklung (Hess und Franca,
2005; Weinbauer et al., 2009). Pyruvat und Laktat werden den Samenzellen wihrend der
Entwicklung als essentielle Energielieferanten bereitgestellt. AuBerdem synthetisieren und
sezernieren Sertoli-Zellen Transportproteine wie die Metalltransportproteine Transferrin und
Coeruloplasmin (Griswold, 1998). Fiir Gewebeumbau und Keimzellpassage werden Proteasen
und Proteaseinhibitoren produziert sowie Strukturproteine fiir Basalmembran und Peritubu-
larzellen (Griswold, 1995). Ferner erzeugen sie auch das Peptidhormon Inhibin, das {iber ne-
gative Riickkopplung die FSH-Sekretion in der Adenohypophyse unterbindet und das Anti-
Miiller-Hormon, das die Riickbildung der Miillergéinge beim mannlichen Fotus bewirkt (Jun-

queira und Carneiro, 2005).

1.3.2 SerWs;- eine Zelllinie aus Sertolizellen der Ratte

Die Sertoli-Zelllinie SerW; wurde aus Sertoli-Zellen 17 Tage alter Wistar Ratten durch Trans-
fektion eines Plasmids, das das SV40 large and small T antigen (Simian Virus) exprimiert,
angelegt und immortalisiert. In einem Kulturmedium mit 5 % FCS bei 35°C im Brutschrank
lassen sie sich unter sterilen Bedingungen kultivieren. Die Zellen verdoppeln sich nach 22
Stunden. Typisch fiir SerW3-Zellen sind funktionelle und morphologische Charakteristika der
Sertoli-Zellen wie Phagozytose, Sekretion von Transferrin und Sensitivitdt auf Cisplatin. Die
Zellkorper sehen lidnglich aus und bilden viele Ausldufer. Der Nukleus zeigt ebenfalls struktu-
relle Eigenschaften der Sertoli-Zellen. Die SerWs-Zellen haben eine hohe Stoffwechselaktivi-
tat. Androgen-bindendes Protein (ABP) und sertoli cell secreted growth factor (SCSGF) wer-
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den stark sezerniert, allerdings fehlen ihnen Rezeptoren fiir FSH und LH (luteinisierendes
Hormon), wodurch sie nicht unter der Kontrolle von Hypophysenhormonen stehen. Auch
SerWs-Zellen suchen den Kontakt zu Nachbarzellen wie die Sertoli-Zellen im Hoden und
bilden tight junctions aus, die ein wesentlicher Bestandteil der Blut-Hoden-Schranke sind und
zeigen eine basale-apikale Orientierung ihres Zytoplamas. Aufgrund dieser Charakteristika
eignen sich SerWs-Zellen fiir in vitro Studien, um Stérungen an spezifischen Strukturprotei-
nen wie z. B. Proteine der Blut-Hoden-Schranke und Eigenschaften diverser Stoffe zu

demonstrieren (Pognan et al., 1997; Hess und Franca, 2005).

1.3.3 Zellkontakte

Fiir die Regulation der Spermatogenese und die Schaffung einer hochspezifischen Mikroum-
gebung fiir die Entwicklung und Differenzierung der Keimzellen spielen Zellverbindungen
zwischen Sertoli- und Keimzellen und zwischen benachbarten Sertoli-Zellen eine herausra-
gende Rolle. Struktur und Morphologie entsprechen iiberwiegend denen tibriger Epithelgewe-
be, jedoch zeigen sich auch hodenspezifische Unterschiede, auf die weiter unten néher einge-
gangen wird. Die Zellkontakte werden von integralen Transmembranproteinen, so genannten
Zelladhdsionsmolekiilen, gebildet, die durch ihre Struktur mit dem extra- und intrazelluldren
Raum in Kontakt stehen. Sie halten das Gewebe zusammen und erméglichen die Zellkommu-
nikation von Zelle zu Zelle und von Zelle zur extrazelluldren Matrix (EZM). Man findet drei
Gruppen von Zellverbindungen, die sich in ihrer Funktion voneinander unterscheiden. Ver-
schlieBende Verbindungen wie tight junctions (TJs) fiihren Sertoli-Zellen so eng aneinander,
dass nur wenige lonen und Molekiile den parazelluldren Zwischenraum passieren konnen.
Haftende Verbindungen dienen dem mechanischen, interzelluldren Zusammenhalt. Funktional
werden sie wiederum in Zell-Zell-Kontakte, Adhdrenzverbindungen (adherens junctions, AJs)
und Desmosomen, und Zell-Matrix-Kontakte, fokale Adhdsionen und Hemidesmosomen,
unterteilt. Kommunizierende Verbindungen in Form von gap junctions (GJs) erlauben den
freien Durchfluss von chemischen oder elektrischen Signalen und stellen den Kontakt zwi-
schen benachbarten Zytoplasmen her (Alberts et al., 2008). Tight junctions (TJs) belegen
tiberwiegend den apikalen Bereich von Epithelzellen, gefolgt von adherens junctions (Als)
und dann einer parallelen Reihe von Desmosomen. Im Hoden allerdings liegt dieser Verbin-
dungskomplex niher an der Basalmembran. Desweiteren sind gap junctions (GJs) und zusitz-
liche Desmosomen iiber das ganze Epithel zur Stiitze und Verankerung mit den benachbarten

Zellen und der extrazelluldren Matrix (EZM) verteilt. TJs und GJs sind die einzigen ver-
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schlieBenden und kommunizierenden Verbindungen. Tight junctions, adherens junctions und
gap junctions unterliegen einem permanenten dynamischen Auf- und Abbau-Prozess, der

durch Medikamente und andere Fremdstoffe gestort werden kann (Fiorini et al., 2004).

1.3.3.1 Tight Junctions

Die einzigen in Sédugetieren bekannten verschlieBenden Zellkontakte in Epithelien sind die
tight junctions (TJs), auch Zonulae occludentes genannt. Durch schmale Bénder von Mem-
branproteinen umgiirten TJs die Epithelzellen. Die Nachbarzellen stehen eng in Verbindung,
so dass der Zellzwischenraum verschlossen wird. Tight junctions verhindern bzw. kontrollie-
ren als Diffusionsbarriere den parazelluliren Transport wasserldslicher Stoffe. Durch TJs
werden die Zellen in basale und apikale Doménen kompartimentiert, was die freie Bewegung
von Membranproteinen verhindert und die Zellpolaritit aufrechterhdlt. Man bezeichnet das als
Zaunfunktion bzw. fence function. TJs sind wichtige Strukturkomponenten der Blut-Hoden-
Schranke. Im Hoden unterscheiden sich TJs von TJs anderer Epithelien. Testikuldre TJs wer-
den erst mit der Pubertdt gebildet, um heranreifende Samenzellen vor dem Korperkreislauf
und dem korpereigenen Immunsystem zu schiitzen und belegen Bereiche nahe der Basal-
membran im Gegensatz zu apikal gelegenen TJs anderer Epithelien.

Auf molekularer Ebene setzen sich TJs aus drei Hauptproteinen zusammen: integralen Mem-
branproteinen, peripheren Adaptern mit ihren assoziierenden Signalmolekiilen und zytoskelet-
talen Proteinen. Die extrazelluliren Doménen der integralen Membranproteine, die in der
basolateralen Region des Epithels liegen, versiegeln den Interzellularspalt {iber identische sich
gegeniiber liegende Proteine und bilden homophile Zellkontakte aus. Zytoplasmatische Do-
ménen der Transmembranproteine sind iiber Adapterproteine und Signalmolekiile, die iiber
Lipasen oder Phosphatasen reguliert werden, mit dem zytoskelettalen Netzwerk verbunden.
Bis jetzt sind die drei tight junctions assoziierten Transmenbranproteine Occludin, Claudin
und junctional adhesion molecules, die liber die Zonulae occludentes Proteine ZO-1, ZO-2
und ZO-3 mit dem Mikrofilament Aktin verbunden sind, bekannt (Cheng und Mruk, 2002;
Mitic et al., 2000).

1.3.3.1.1 Occludin

Occludin ist ein 60 bis 65 kDa groBes Polypeptid und ein Ca*"-unabhingiges interzellulires

Adhésionsmolekiil. Es organisiert zusammen mit Claudin in tight junctions und in der Blut-
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Hoden-Schranke die Barriere- bzw. Zaunfunktion und kontrolliert die Spermatogenese. Oc-
cludin besitzt vier transmembrane Doménen, zwei extrazellulare Schleifen fiir die Zellkontak-
te und eine zytosolische fiir die Verbindung iiber die Adapterproteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3
an die Aktinfilamente. Zwei Aktivititszustinde von Occludin werden durch die Proteinkinase
C und Proteasen reguliert. Im aktiven phosphorylierten Zustand sind die tight junctions dicht
und im dephosphorylierten oder bei Zunahme von Proteasen offen, wobei Occludin in basola-
terale Regionen der Zelle wandert (Balda und Matter, 1998; Fanning et al., 1999; Mitic et al.,
2000).

1.3.3.2 Adhisionsverbindungen

Haftende Verbindungen, auch Adhisionsverbindungen (engl. adhering junctions) oder An-
kerverbindungen (engl. anchoring junctions) genannt, sind in vielen Geweben reichlich vor-
handen, vor allem in solchen, die mechanischem Stress ausgesetzt sind. Adhisionsverbindun-
gen verbinden zytoskelettale Elemente einer Zelle mit einer benachbarten oder der
extrazelluldren Matrix (EZM). Es gibt vier Typen von Adhésionsverbindungen: 1) Adhdrenz-
verbindungen, adherens junctions (AJs) bzw. Zonula adherens, 2) Desmosomen, 3) fokale
Adhésionen bzw. fokale Kontakte und 4) Hemidesmosomen. Adherens junctions (AJs) und
Desmosomen sind Ankerverbindungen, die zwei Zellen miteinander in Kontakt bringen. Fo-
kale Kontakte und Hemidesmosomen verbinden Zellen mit der EZM. Adherens junctions
(AJs) und fokale Adhdsionen sind mit dem Aktin-Zytoskelett, Desmosomen und Hemidesmo-
somen mit Intermediérfilamenten verbunden. AJs belegen im Keimepithel die Doméane direkt
unter den TJs, bilden bei Zell-Zell-Verbindungen einen 30 nm breiten Spalt, verbinden die
externe Umgebung mit dem Aktin-Zytoskelett, dienen als Signaliibertridger extrazelluldrer
Stimuli und konnen Transkriptionsfaktoren induzieren. Ausserdem kontrollieren AlJs die zeit-
gerechte Passage sich entwickelnder Samenzellen durch das Keimepithel vom basalen zum
adluminalen Kompartiment wéihrend der Spermatogenese (Alberts et al., 2008; Cheng und
Mruk, 2002).

Ectoplasmic specializations (ES) und tubulobulbare Komplexe (TBC) sind hodenspezifische
Strukturen der AJs (Cheng und Mruk, 2002; Hess und Franca, 2005; Russel et al., 1977). Die
ectoplasmic specializations sind Verbindungskomplexe, die zwischen benachbarten Sertoli-
Zellen und zwischen Sertoli- und Keimzellen gebildet werden. Sie bestehen aus der Plasma-
membran von zwei benachbarten Zellen, hexagonalen iibereinander gelagerten Aktinfila-

mentbiindeln, die zwischen der Zellmembran der Sertoli-Zellen und den diinnen Zisternen des
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glatten Endoplasmatischen Retikulums gelagert sind. Es gibt apikale und basale ES. Die api-
kalen ES erleichtern die Epitheldurchwanderung der Keimzellen und dienen als Halterung fiir
elongierte Spermatiden, der Translokation von Keimzellen in tiefe Nischen und der Vorberei-
tung zur Spermiation in das Tubuluslumen. Die basalen ES haben Kontakt zu frithen Entwick-
lungsstufen der Keimzellen, den Spermatogonien und sind am Aufbau der Blut-Hoden-
Schranke mitbeteiligt (Hess und Franca, 2005; Mruk et al., 2008; Parreira et al., 2002; Russel,
1977; Salanova et al., 1998; Vogl et al., 2000; Wong et al., 2005).

Tubulobulbare Komplexe sind spezielle Plasmamembranformen zwischen Sertoli-Zellen und
Sertoli- und Keimzellen, die durch diinne réhrenférmige Einbuchtungen in das Zytoplasma
der Sertoli-Zellen hineinragen und bei benachbarten Sertoli-Zellen Vorspriinge bilden. Thre
Aufgaben sind Keimzellen an den Sertoli-Zellen zu verankern, iiberschiissiges Zytoplasma
der Spermatiden zu eliminieren und ES zu regenerieren, um die Sertoli-Zell-Barriere wieder
aufzubauen und die Spermiation zu ermdglichen. Schidigungen haben eine Fehlentwicklung
der Keimzellen zur Folge (Hess und Franca, 2005).

Transmembranproteine in den Adhirenzverbindungen sind iiberwiegend die Ca**-abhingigen
Cadherine und Nectin-2. Catenine verbinden wiederum als Adapterproteine und Ankerprotei-
ne Cadherine mit dem Mikrofilament Aktin und Afadine mit Nectin-2 (Alberts et al., 2008;
Cheng und Mruk, 2002).

Desmosomen sind scheibenférmige Strukturen von etwa 1 um Durchmesser, die benachbarte
Zellen durch Cadherine wie Desmoglein und Desmocollin als Zelladhdsionsmolekiile verbin-
den. Auf der zytoplasmatischen Seite bilden Proteinkomplexe (Plaques) eine Briicke zu den
schleifenformigen intermedidren Filamenten. Diese sind die stabilsten Komponenten des Zy-
toskeletts, wodurch die Desmosomen den mechanischen Zusammenhalt der Sertoli-Zellen
verbessern konnen (Alberts et al., 2008; Junqueira und Carneiro, 2005).

Anders als bei AJs und Desmosomen, bei denen die Zelladhésionen tiber homophile Zellkon-
takte bestehen, liegen bei fokalen Kontakten und Hemidesmosomen heterophile Kontakte vor.
Fokale Adhésionen sind klar abgegrenzte Bereiche, die das Aktin-Zytoskelett mit der extra-
zelluldren Matrix koppeln, einem bedarfsmiBigen dynamischen Auf- und Abbau unterliegen
und ihre Aufgabe als Mechanorezeptoren und Signalvermittler tiber Tyrosinkinasen wie der
fokalen Adhisionskinase (FAK) erfiillen. Je nach Bedarf und Signal konnen fokale Adhisio-
nen dynamisch auf- und abgebaut werden. Hemidesmosomen bilden Verbindungen zwischen
den Zellen und dem Laminin der Basallamina. Sie erscheinen wie halbe Desmosomen, dienen

der Stabilisierung und werden intrazelluldr mit Intermedidrfilamenten verkniipft. Trans-
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membranproteine bei fokalen Ahisionen und Hemidesmosomen sind Integrine (Alberts et al.,

2008).

1.3.3.2.1 N-Cadherin

In adherens junctions und Desmosomen finden sich als mechanische Stabilisatoren der Zell-
Zell-Kontakte und als Signaliibertriger Ca**-abhingiger transmembraner Adhisionsmolekiile,
die Cadherine. Sie gehoren zur Gruppe der CAMs (cell adhesion molecules) und werden nach
Struktur, Vorkommen oder Entdeckungszeitpunkt in mehrere Untergruppen eingeteilt. Struk-
turprotein der AJs im Keimepithel und der basalen ES ist N-Cadherin (Li et al., 2009). Es ist
ein 130 kDa grof3es Transmembranprotein aus der Familie der klassischen Cadherine und aus
fiinf extrazelluldiren Doménen mit repetitiven Aminosiuresequenzen aufgebaut. Zwischen den
Dominen liegen Bindungsstellen fiir Ca**, die fiir die adhésiven Interaktionen der sich gegen-
iberliegenden Cadherinmolekiile von immenser Bedeutung sind. Auch hier liegen proteinspe-
zifische homophile Bindungen vor. Das bedeutet, dass ein Cadherinmolekiil nur mit einem
gleichen Cadherinmolekiil der Nachbarzelle kommunizieren kann. Catenin und Vinculin als
Ankerproteine verbinden Ca®‘-abhingig Cadherin mit intrazelluldren Aktinfilamenten des
Cytoskeletts und vernetzen das Gewebe. Fehlt Ca**, wird Cadherin inaktiv und proteolytisch
abgebaut. In Desmosomem sind Desmogleine und Desmocolline die Strukturproteine, die
tiber Ankerproteine Plakoglobin und Desmoplakin mit intrazelluléren Intermedidrfilamenten
verbunden sind und neben der mechanischen Haltearbeit auch zur transmembranen Signal-
libermittlung iiber die Intermediérfilamente dienen konnen (Alberts et al., 2002; Cheng und

Mruk, 2002; Hess und Franca, 2005).

1.3.3.2.2 B1-Integrine
Im Keimepithel sind fokale Kontakte, Hemidesmosomen und apikale ES mit den PBI-
Integrinen als integrale Transmembranproteine ausgestattet. Integrine gehdren zu einer Grup-
pe von Heterodimeren mit vielen Isoformen, die aus transmembrandren o- und p-Ketten be-
stehen. f1-Integrine binden an Substrate der extrazelluldren Matrix wie z. B. Kollagen, Fibro-
nectin und Laminin. Integrine besitzen zwei Konformationszustinde, die stdndig wechseln.
Wihrend die extra- und intrazelluldren Doménen gleichzeitig umstrukturiert werden, nehmen
die a- und B-Ketten alternative Stellungen ein. So konnen neben der mechanischen Funktion

der Rezeptoren auch Signale bidirektional weitergegeben werden. In fokalen Kontakten bin-
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den PB1-Integrine liber das Ankerprotein Talin an das intrazelluldre Aktinfilament, Hemides-

mosomen iiber Plektin an das intrazelluldre Intermedidrfilament Keratin (Alberts et al., 2008;

Cheng und Mruk, 2002).

1.3.3.3 Gap Junctions

Gap junctions (GJs) sind kanalbildende Proteinkomplexe, die zytoplasmatische Komparti-
mente benachbarter Zellen miteinander verbinden. Im Hoden finden sich GJs zwischen be-
nachbarten Leydig-, Sertoli- und zwischen Sertoli- und Keimzellen. Zu den Aufgaben der GJs
gehoren die direkte elektrische Kommunikation, die direkte chemische Kommunikation iiber
second messenger wie Inositol-(1,4,5)-triphosphat und cAMP, Austausch von Molekiilen bis
1 kDa und das Verhindern von Molekiil- bzw. Ladungsverlusten in den extrazelluldren Raum.
Der AustauschprozeB3 molekularer Signale wird als gap-junctional intercellular communicati-
on (GJIC) bezeichnet. Er ist an der Homdostase, der metabolischen und elektrischen Kopp-
lung, der erweiterten Gewebeantwort, der Embryogenese sowie der Kontrolle von Zellprolife-
ration und -differenzierung beteiligt. Zwei sich gegeniiberliegende Halbkanile (Connexone)
verbinden sich zu einer durchgehenden Pore und fithren benachbarte Zellen bis zu 3 nm an-
einander. Der Spalt wird durch feine Stringe iiberbriickt. Auerdem versorgen sie schwach
durchblutetes Gewebe durch Diffusion von metabolischen Vorstufen, Aminosiduren, Glucose
und Wasser bis in das unterversorgte Gewebezentrum. Sie sind an Driisensekretionen und an
der Kontrolle der Zellproliferation und -differenzierung beteiligt. Auch gap junctions weisen
ein steuerbares Offnungs- und SchlieBverhalten auf. Durch hohe zytosolische Calciumkon-
zentrationen oder niedrige pH-Werte als Zeichen von irreversibler Zellschdadigung schlieBen
sich die im Ruhezustand ge6ffneten gap junctions. So konnen geschidigte Zellen von gesun-

den Nachbarzellen abgekoppelt werden (Lablack et al., 1998; Pointis et al., 2010).

1.3.3.3.1 Connexin 43
Grundbaustein eines Connexons ist das Transmembranprotein Connexin. Je nach Zusammen-
setzung lagern sich hexagonal sechs gleiche, also homomere, oder sechs unterschiedliche he-
teromere Connexine zusammen und verbinden sich mit einem gleich (homotypisch) oder un-
terschiedlich (heterotypisch) aufgebauten Connexon. So kann der Molekiiltransport in den
GJs gerichtet oder auch ungerichtet sein. Connexine sind Transmembranproteine mit vier
Transmembrandoménen und zwei extrazelluldren Schleifen. Connexin 43 (Cx 43) ist das vor-

herrschende Protein im Hoden und an der Regulation der Spermatogenese beteiligt (Lablack
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et al., 1998). Die Halbwertszeit von Connexin betrdgt nur wenige Stunden, so dass Zellen ihr
Vorkommen nach Bedarf dynamisch mit Unterstiitzung von FSH und Thyroidhormonen regu-
lieren kénnen (Hermo et al., 2010b). Man findet Cx 43 zwischen Leydig-Zellen, im basalen
Bereich zwischen Sertoli-Zellen, also in unmittelbarer Nidhe zur Blut-Hoden-Schranke (Dym
und Fawcett, 1970) und zwischen Sertoli- und frithen Keimzellen (Li et al., 2009; Pointis et
al., 2010).

1.3.3.4 Blut-Hoden-Schranke

Die Blut-Hoden-Schranke teilt das Keimepithel in ein basales und in ein apikales bzw. adlu-
minales Kompartiment. Im basalen befinden sich die Spermatogonien und frithen priméren
Spermatozyten, im apikalen die sich weiter entwickelnden und differenzierenden Keimzellen
isoliert vom systemischen Kreislauf (Dym und Fawcett, 1970). Sie schiitzt die sich entwik-
kelnden Samenzellen vor Einfliissen vom systemischen Kreislauf, bildet eine einzigartige
Mikroumgebung fiir die Keimzellentwicklung, reguliert die Passage von Molekiilen in und
aus dem Keimepithel, hdlt die Zellpolaritdt aufrecht und isoliert in der Funktion als immuno-
logische Barriere postmeiotische Keimzell-Antigene von zirkulierenden Antikdrpern (Mruk et
al., 2008; Wong et al., 2005). Bei Dysfunktion der Blut-Hoden-Schranke und bei nicht zyk-
lus- und zeitgerechter Passage bleibt die Differenzierung und Entwicklung der Samenzellen
aus (Cheng und Mruk, 2002).

Die Blut-Hoden-Schranke setzt sich aus tight junctions (TJ), basalen ectoplasmic specializati-
ons (basal ES), basalen tubulobulbaren Komplexen (basal TBC) und desmosomenartigen
Verbindungen zusammen (Wong und Cheng, 2005; Wong et al., 2005). Desmosom-like junc-
tions kombinieren ultrastrukturelle Bestandteile von Desmosomen und Gap junctions. Sie
zeigen Verdichtungen des Zytoplasmas an korrespondierenden Stellen zwischen benachbarten
Sertoli-Zellen oder zwischen Sertoli- und Keimzelle. Thre Funktion und Regulation sind bis
jetzt noch nicht geklért (Russell, 1977; Li et al., 2009). Die Koexistenz dieser Strukturen fin-
det man ausschlieBlich in der Blut-Hoden-Schranke. Sie ist eine dynamische Struktur mit
Offnungs- und SchlieBzyklen, um die Keimzellmigration zu erleichtern, ohne dabei die In-
taktheit und Homoostase der dahinter liegenden Mikroumgebung zu beeintrichtigen. Sertoli-
und Keimzellen sezerniern Zytokine wie TNF-a und TGF-f33, die die Blut-Hoden-Schranken-
Dynamik regulieren, indem sie {iber korrespondierende Rezeptoren ihre Effekte auf TJ- und
AJ-Membranproteine, Proteasen, Proteaseinhibitoren und Proteine der extrazelluldren Matrix

ausiiben. Wihrend reifende Spermatozyten die Blut-Hoden-Schranke durchwandern, senden
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sie iiber die beiden Zytokine Signale zu den Sertoli-Zellen, auf denen sich korrespondierende
Rezeptoren befinden und nachgeschaltete Signalkaskaden {iber Mitogen-aktivierende Protein-
Kinasen (MAPK) aktivieren. Dies reduziert den Gehalt der TJ- und AJ-assoziierten Proteine
wie z. B. von Occludin oder Cadherin, wihrend die Proteaseproduktion wie z. B. von Cathe-
pepsin L im Keimepithel gefordert wird. Somit wird die Disassemblierung, also die Offnung
der Blut-Hoden-Schranke ermoglicht und die Keimzellwanderung erleichtert. on-
Makroglobulin, ein Protease-Inhibitor, limitiert die extensive Offnung der Blut-Hoden-
Schranke durch schnelle Inaktivierung der Zytokine und Hemmung der Proteolyse von TJ-
und AJ-Proteinen. Dies fithrt wiederum zu einem schnellen Wiederzusammenschluf3 der Blut-

Hoden-Schranke (Wong und Cheng, 2005).

1.3.4 Intermediirfilamente und Vimentin

Mikrotubuli, Aktin und Intermediérfilamente sind Proteinstrukturen des Zytoskeletts. Interme-
didrfilamente reihen sich mit einem Durchmesser von 10 nm zwischen Aktinfilamenten mit 7
nm und Mikrotubuli mit 25 nm ein. Sie verleihen den Zellen und mechanisch strapaziertem
Gewebe iiber Zellverbindungen Stabilitdt. Intermedidrfilamente werden in weitere Subtypen
unterteilt. Vimentin gehort mit Desmin, GFAP (glial fibrillary acidic protein) und Peripherin
zu den Typ III Intermediérfilamenten. Vimentin findet sich im Zytoplasma aller Zellen mesen-
chymalen Ursprungs und dient als ihr Marker z. B. bei der Diagnostik von Sarkomen. Das
Vimentin-Monomer hat ein Molekulargewicht von 57 kDa und besitzt eine zentrale a-Helix,
das sich mit einem zweiten Monomer zu einem Dimer und weiter zu einem Tetramer verdrillt.
Vimentin verankert die Zellorganellen wie den Nukleus, die Mitochondrien, das Endoplasma-
tische Retikulum im Zytoplasma und verbindet sich {iber Ankyrin mit der Zellmembran. In
den Sertoli-Zellen erscheint Vimentin entlang der Zellachse, aber liberwiegend als ein Band
um den Nukleus und im basalen Zytoplasma. Es bildet unter anderem auch mit heranreifenden
elongierten Spermatiden eine Verbindung, die durch toxische Stoffe gestort werden kann

(Fuchs und Weber, 1994; Richburg und Boekelheide, 1995; Hess und Franca, 2005).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Der am besten untersuchte Weichmacher ist der Phthalsdure-Ester Di-(2-ethylhexyl)-phthalat
(DEHP). Sertoli-Zellen der Testes wurden als erstes zelluldres Ziel fiir postnatale, DEHP-
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induzierte Schiadigungen identifiziert. Die histopathologischen Verénderungen in diesem Zell-
typ wurden in histologischen Untersuchungen ebenso wie an Zellen in vitro beobachtet. Eben-
falls konnten frithe charakteristische Verdnderungen der Funktion und Biochemie und die
schnelle Unterbrechung physikalischer Interaktionen zwischen Sertoli- und Keimzellen be-
schrieben werden (Boekelheide et al., 2005). Bei 300 Veroffentlichungen in PubMed zu den
Schlagworten ,,Phthalate* und ,,Testis* erhdlt man derzeit weniger als 11 % Treffer zu in vitro
Studien. Dabei sind die Vorteile dieser Testsysteme offensichtlich. Es ist moglich, Effekte mit
kontrollierten Konzentrationen zu erzielen und direkt die Kinetik und die betroffene Struktur
zu untersuchen (Chauvigné et al., 2009). Tendenzen koénnen dann zum Beispiel mit anderen
préiklinischen Untersuchungen verglichen und ergdnzend genutzt werden. Zellen der Sertoli-
Zelllinie SerW3 zeigen charakteristische morphologische und funktionelle Merkmale der nati-
ven Sertoli-Zellen. An ihnen soll im Rahmen dieser Doktorarbeit der Einflu3 von DEHP, von
seinem aktiven Metaboliten MEHP und dem Schwermetall Cadmiumchlorid gepriift werden.
Mit der Etablierung dieser in vitro Methode konnten weitere umweltrelevante Stoffe und Me-
tabolite getestet und Hinweise auf mogliche reproduktionstoxische Effekte erarbeitet werden.
Da die Zellen der Zelllinie auch die charakteristischen Zell-Zellkontakte und Strukturproteine
der Nativ-Zellen ausbilden, sollten Hinweise auf Schidigungen wichtiger Strukturen unter-
sucht werden. Die SerWs-Zellen wurden mit DEHP- und MEHP-Konzentrationen behandelt,
die sich an moglich erreichbaren Plasmakonzentrationen von den Risikogruppen orientierten.
Die moglichen Verdnderungen der Proteine wurden durch verschiedene Methoden untersucht.
Die morphologischen Verénderungen wurden licht- und elektronenmikroskopisch analysiert.
Die mdgliche Abnahme der Strukturproteine sollte durch Western Blot und Immunhistologie
nachgewiesen werden.

In dieser Doktorarbeit soll der Einflu3 von DEHP, MEHP und CdCl, auf die Sertoli-Zelllinie
SerWs, die Unterschiede in ihrer toxischen Potenz, die Auswirkungen auf die Strukturproteine
der Zell-Kontakte und eine mogliche Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit der Wirkungen

untersucht werden.
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2 Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden sollen hier aufgelistet

und erldutert werden.

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite
Analysenwaage Navigator "' Sartorius Gottingen
Aqua-Bidestanlage Millipore, Billerica, USA
Autoklav, Tuttnauer 3870 ELV PV Biomedis, Gieflen
Axiophot Lichtmikroskop Zeiss, Jena
Blotting-Einheiten Bio-Rad, Miinchen
Brutschrank Heraeus, Hanau
Calibrated Densitometer GS-800 Bio-Rad, Miinchen
Cellspin I (1205-14) Thermac, Waldsolms
Cryo Freezing Container (Einfrierbox) Nalgene, Rochster, NY, USA
Dewargefal3 KGW Isotherm, Karlsruhe
Elektrophorese-Einheiten Bio-Rad, Miinchen
Flow bench NU 425-400 NuAire, Plymouth, MN, USA
Heizschrank/Wiarmeschrank Heraeus, Hanau
Magnetriihrer mit Heizplatte Janke und Kunkel, Staufen
Magnetrithrer MR 2002 Brand, Wertheim
Neubauer-Zihlkammer Schott, Jena
pH-Meter Lab 850 Schott, Jena
Photometer, Ultrospec I11 Pharmacia, Wien, Osterreich
Pipetboy IBS Integra, Schweiz
Power PAC 200 (Stromgeber) Bio-Rad, Miinchen
Prizisionswaage 2001 MP2 Sartorius, Gottigen
Research Pipetten Eppendorf, Hamburg
Schiittelwasserbad MGW Lauda CS20, Konigshofen, AUT
Schiittler 3005 Heidolph, Th. Karow, Berlin
Schiittler IKA-VIBRAX-VXR Janke und Kunkel, Staufen
Thermostat 3401 Eppendorf, Hamburg
Tischzentrifuge (Laborfuge A) Heraeus, Hanau
Tischzentrifuge Eppendorf centrifuge 5415 Eppendorf, Hamburg
Trockenschrank Memmert, Schwabach
Vortex (Genie 2) Scientific Industries, Darmstadt

2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

30 % Acrylamid / Bis Solution 37,5:1 (2,6 % C) Bio-Rad, Miinchen

Ammoniumpersulfat Bio-Rad, Miinchen

BC Assay Kit Uptima Interchim, Montlucon,
Frankreich

BCIP / NBT Solution Uptima Interchim, Montlucon,

Frankreich
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Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Miinchen

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Miinchen
Cadmiumchlorid (Cadmium chloride anhydrous)  Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz

Cellclip Thermac, Waldsolms

Cellfunnel Thermac, Waldsolms

Cellspin Filtercards Thermac, Waldsolms

Cryordhrchen Nunc, Wiesbaden

DEHP (Bis-(2-ethylhexyl)-phthalat) Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz
DermaClean Ansell, Bangkok, Thailand
Dimethylsulfoxid, getrocknet max. 0,05 % H,O Merck, Darmstadt

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Biochrom, Berlin

Eppendorf epT.I.P.S., verschiedene Grofen Eppendorf, Hamburg

Ethanol (96 %) reinst Merck, Darmstadt

Falcon Serologische Pipetten 5 und 10 ml Becton Dickinson Labware, Franklin

Fetales Kélberserum (FCS)
Gel-Blotting-Papier

Glukose

L-Glutamin (200 mM)

Glycin

Isopropanol

Kaleidoskope prestained standards
(Kaleidoskopstandard)
Kaliumhydrogenphosphat (KH>POj)
Magnesiumchlorid (MgCl,) min 99,0 %
MEHP (Mono-(2-ethylhexyl)-phthalat)
Methanol

2-Mercaptoethanol
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPO4 X2 HzO)

Natriumchlorid (NaCl)

Natronlauge (NaOH)

Nunc EasyFlaskTM, 25 und 75 cm® (Kulturflaschen)

Nunclon™ Zellkulturschalen 8.8 cm?
Parafilm

Pasteur Pipetten

PBS Dulbecco (1x) mit Ca*", Mg**
Pepstatin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Reagenzgliser

Reaktionsgefille

Salzsdure 1 M (HCI)

Skim Milk Powder (Magermilchpulver)
Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Softa-Man®

Sterile R6hrchen

TEAA (Triethylammonium Acetat)
TEMED

Trispufter Hydrochlorid (Tris-HCI)

Lakes, NJ, USA

Biochrom, Berlin

Schleicher und Schuell, Dassel
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

American National Can, Neenhah, WI,
USA

Brand GmbH & Co, Wertheim
Biochrom, Berlin

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Miinchen
Hecht-Assistent, Sondheim
Brand GmbH & Co, Wertheim
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, Schweiz
Bio-Rad, Miinchen

Braun, Melsungen

Nunc, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
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Triton X 100

Trizma Base®

Trypsin / EDTA Soltion in PBS 0,05 % / 0,02 %
(w/v) ohne Ca*", Mg*"

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin

Tween® 20 Bio-Rad, Miinchen
Zellschaber, steril Nunc, Wiesbaden
Zentrifugengléser Hecht-Assistent, Sondheim

2.1.3 Antikorper fiir Western Blot und Immunbhistologie

In der folgenden Tabelle 1 sind die verwendeten Antikdrper sowohl von der Western Blot

Analyse als auch von der Immunhistologie aufgefiihrt.

Tabelle 1: primére und sekundire Antikorper, die in Western Blot Analysen und immunhisto-

logischen Untersuchungen verwendet wurden

Methode Antikorper Ausrichtung | Katalognummer | Hersteller
Western Blot anti-f3;-Integrin monoklonal 610467 Transduction,
Immunbhistologie Lexington,
Kentucky, USA
Western Blot anti-Connexin 43 | monoklonal 10061 BD
Immunbhistologie Transduction
Laboratories ™
Western Blot anti-N-Cadherin monoklonal 33-3900 Zymed® Labora-
Immunhistologie tories Inc., San
Francisco, USA
Western Blot anti-Occludin monoklonal 33-1500 Zymed® Labora-
Immunbhistologie tories Inc., San
Francisco, USA
Immunbhistologie | anti-Vimentin monoklonal V6630 Sigma®, Saint
Louis, Missouri,
USA
Western Blot Sheep anti-mouse | gegen AP326A Chemicon, Te-
IgG monoklonale mecula, USA
Priméranti-
kdrper
Immunbhistologie | GAM-FITC gegen AP 160F Chemicon, Te-
monoklonale mecula, USA
Priméranti-
kdrper
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2.2 Medien

2.2.1 Zellkulturmedium

Die Kultivierung der SerWs-Zellen wurde in einem Medium aus Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), fetalem Kélberserum (FCS) und Glutamin in folgender Zusammensetzung

vorgenommen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Zusammensetzung des Ndhrmediums zur Zellkultivierung

Bestandteile Anteile in Prozent
DMEM 94 %

FCS 5%

Glutamin 1%

2.2.2 Einfriermedium

Zur Konservierung konnten die Zellen in fliissigem Stickstoff gelagert werden. Vor dem Ein-
frieren wurden sie deshalb in folgendem Medium vorbereitet (Tabelle 3).

Tabelle 3: Zusammensetzung des Einfriermediums

Bestandteile Anteile
DMEM 79 %
FCS 10 %
DMSO 10 %
Glutamin 1%

2.2.3 Losungen und Puffer
2.2.3.1 Losungen und Puffer fiir die Western Blot-Untersuchungen

Lysepuffer

Fiir die Western Blot-Untersuchungen mussten die Proteine aus den Zellen herausgeldst wer-
den. Dies geschah mit dem Lysepuffer, der aus einer Stammldsung und Aqua bidest. bestand
und den Proteaseinhibitoren Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und Pepstatin, die erst kurz

vor der Verwendung des Lysepuffers zugegeben wurden (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Zusammensetzung des Lysepuffers

Bestandteile Anteile
Triton X 100 1%
SDS-Losung (20 %) 0,1 %
NaCl 150 mM
Tris-HCl (1 M, pH 7.,2) 50 mM
PMSF 1 mM
Pepstatin 5 ng/ml

Gele fiir die Elektrophorese

Die Gele fiir die Elektrophorese setzten sich aus zwei Komponenten zusammen. Zuerst wurde

das Trenngel gegossen, das eine Trennung der Proteine nach ihrer GroB3e bewirkt. Dies wurde

mit dem Sammelgel iiberschichtet, in dem die Proteine konzentriert und verdichtet wurden.

Die Gele wurden mit unterschiedlichen Polyacrylamidkonzentrationen angesetzt. Um ein

vorzeitiges Polymerisieren des Gels zu verhindern, wurden die Beschleuniger APS und

TEMED direkt vor Verwendung des noch fliissigen Gels hinzugemischt (Tabelle 5).

Tabelle 5: Zusammensetzung des Sammelgels und der Trenngele

Gel Bestandteile Anteile
Sammelgel 4 % Acrylamid 30 % 0,67 ml
Tris Puffer pH 6,8 1,25 ml
SDS (20 %) 25 ul
Aqua dest. 3 ml
APS (5%) 50 ul
TEMED 10 ul
Trenngel 7,5 % Acrylamid (30 %) 2,5 ml
Tris Puffer pH 8,8 2,5ml
SDS (20%) 50 ul
Aqua dest. 4,85 ml
APS (5%) 100 ul
TEMED 10 ul
Trenngel 10 % Acrylamid (30 %) 3,3ml
Tris Puffer pH 8.8 2,5 ml
SDS (20%) 50 ul
Aqua dest. 4,05 ml
APS (5%) 100 ul
TEMED 10 ul
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Puffer

Puffer Bestandteile Anteile
Tris Puffer pH 6,8 fiir | Tris-HCl IM
Sammelgel in Aqua dest.
Tris Puffer pH 8,8 fiir | Trizma® Base 1M
Trenngel in Aqua dest.
Laufpuffer 10x fiir Trizma® Base 3%
Elektrophorese Glycin 14,42 %
SDS in Aqua dest. 1%
Transferpuffer 2x fiir Trizma® Base 0,25 %
Western Blot Glycin 1,13 %
Methanol in Aqua dest. 5%
Blockpuffer fiir Magermilchpulver 5%
Western Blot Tween 20 in PBS 0,1 %
Tris Puffer pH 9,5 fiir Trizma® Base 0,1 M
Western Blot MgCl, 0,05 M
NaCl in Aqua dest. 0,1M
Probenpuffer 5x pH 6,8 fiir | SDS 10 %
Reduktion Glycerol (87 %) 35%
Ethanol (96 %) 25 %
Bromphenolblau 0,025 %
Tris Puffer HCl in Aqua dest. | 1,5M

Der Probenpuffer dient in der SDS-Gelelektrophorese zur Markierung der Proteine mit dun-

kelblauer Farbe, die durch die pH-Einstellung auf 6,8 mit NaOH entsteht. Zur Vorbereitung

wird in Ethanol und Aqua dest. SDS geldst und nach Zugabe von Natriumhydroxid auf einer

Heizplatte erhitzt. Glycerol und Bromphenolblau farben die Losung griin-rot, die Zugabe von

NaOH andert sie in dunkelblau (Tabelle 6).

2.2.3.2 Losungen und Puffer fiir die Elektronenmikroskopie

Um die Zellen fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung vorzubereiten und bei 4°C

lagern zu kdnnen, wurden sie in Karnowsky’s Losung fixiert (Tabelle 7).

Tabelle 7: Karnowsky’s Losung fiir Elektronenmikroskopie

Bestandteile Anteile
Glutaraldehyd (25 %) 15 ml
Phosphatpuffer (0,2 M) 45 ml
Paraformaldehyd (3 %) 40 ml




2 Material und Methoden 27

Tabelle 8: Phosphatpuffer fiir Elektronenmikroskopie

Bestandteile Anteile
KH,PO4 0,1M
NazHPO4 x 2 HzO 0,1 M

in Aqua dest.

Tabelle 9: Losungen fiir die Kontrastierung nach Reynolds fiir Elektronenmikroskopie

Losungen Bestandteile Anteile

Losung 1 Uranylacetat in Aqua dest. 1 %

Losung 2 Bleinitrat 1,33 ¢
Natriumacetat 1,76 g
Aqua bidest. 30 ml

Danach erfolgte die Zugabe von 8 ml NaOH (1M) und die Auffiillung auf eine Gesamtmenge
von 50 ml mit Aqua bidest, nachdem die Zellen zuerst 15-20 min in Losung 1 vorbereitet, mit
Aqua bidest. gespiilt, anschliefend 3-5 min in Losung 2 getaucht und zuletzt noch einmal mit

Aqua bidest. gespiilt wurden (Tabelle 8 und 9).

2.3 Methoden

2.3.1 Zellpassage

In mehreren Vorversuchen wurde die optimale Einsaatdichte der Zellen ermittelt, um eine
Konfluenz nach der gewiinschten Anzahl der Inkubationstage zu erreichen. Daraus leitete sich
das Verhiltnis ab, in welchem die Zellen auf neue Kulturflaschen verteilt wurden. Das Krite-
rium fiir den richtigen Zeitpunkt einer Zellpassage, war das Erreichen einer konfluenten Mo-
nolayerschicht. Das heil3t, dass der Flaschenboden zu 80-90 % mit einer Zellschicht bewach-
sen war. Dies wurde lichtmikroskopisch tiberpriift. Unter keimarmen Bedingungen unter
einem Laminar Air Flow wurde das alte Nahrmedium aus den Flaschen abgegossen und mit
PBS (ohne Ca**, Mg®") gespiilt. Zum Lésen der Zellen wurden sie mit 2 ml Trypsin behan-
delt. Der Flaschenboden wurde dazu benetzt, die {iberschiissige Fliissigkeit verworfen und die
Zellen 2-3 min im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Zeit hatten die Zellen ihre ldngli-
che Form verloren und sich abgekugelt, was unter dem Mikroskop tiberpriift wurde. Mit 8 ml
Néhrmedium wurde der enzymatische Abloseprozess gestoppt und die Zellsuspension nach
Uberfiihren in ein Zentrifugenrdhrchen 10 min bei 500 U zentrifugiert. Die pelletierten Zellen

wurden in 5 ml Medium wieder geldst und mechanisch durch wiederholtes Aufsaugen und
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Ablassen vereinzelt. Nach Zdhlung in einer Neubauerkammer konnten die Zellen in 10 ml

Kulturmedium erneut inkubiert werden.

2.3.2 Einfrieren von SerW;-Zellen

Uberschiissige Zellen wurden fiir spitere Versuche in fliissigem Stickstoff bei -196°C
konserviert. Dazu wurde das alte Nahrmedium entfernt, die Zellen zweimal mit PBS (ohne
Ca®’, Mg*") gespiilt und mit 2 ml Trypsin enzymatisch vom Flaschenboden geldst. Mit 8 ml
Néhrmedium wurde dieser Vorgang nach 3 min Inkubation im Brutschrank gestoppt und die
Suspension 10 min bei 500 U zentrifugiert. Um die Dichte der Zellen zu ermitteln, wurden sie
nach Resuspension in 5 ml Medium in einer Neubauerkammer gezahlt, erneut zentrifugiert
und mit einem Medium mit DMSO zum Einfrieren versetzt. Die Aufteilung der Suspension
erfolgte zu je 1,5 ml in Cryor6hrchen, die die ersten 24 h bei -85°C in einer mit Isopropanol

gefiillten Box eingefroren und danach in den fliissigen Stickstoff gegeben wurden.

2.3.3 Auftauen von SerW;-Zellen

Zur weiteren Kultivierung der Zellen mussten diese wieder unter warmem Wasser aufgetaut,
mit 8 ml Medium versetzt und anschliefend 10 min bei 500 U zentrifugiert werden. Um die
Zellen moglichst wenig durch DMSO zu schidigen, wurde der Uberstand vollstéindig entfernt
und das Pellet in 10 ml Medium geldst. Die Zellzahl wurde in einer Neubauerkammer iiber-
priift und die Zellen anschlieend inkubiert. Das Absetzen und Anwachsen auf dem Flaschen-
boden wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Bei Erreichen einer konfluenten

Monolayerschicht konnten die Zellen erneut auf mehrere Flaschen gesplittet werden.

2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Um die Versuchsintervalle planen zu kénnen, musste die Zelldichte vor erneuter Einsaat er-
mittelt werden. Dazu wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop mit einer Neubauerkam-
mer gezdhlt. Die Neubauerkammer wurde mit einem fusselfreien Papier vorbereitet und auf
die Stege ein Tropfen Wasser geben. Danach wurde das Deckglas aufgelegt, wobei sich bei
korrekter Lage Newtonsche Ringe bilden sollten. In den entstandenen Kapillarspalt wurden

spater 10 ul Zellsuspension gegeben. Auf der Oberfliche der Neubauerkammer sind vier
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Quadrate mit 16 Unterquadraten eingeritzt, die das Zéhlen unter dem Mikroskop erleichtern.
Die ermittelte Zellzahl ergibt sich aus der Summe der einzelnen Felder in 10>/ ml. Da sich die
Bildung von Zellklumpen kaum vermeiden lie, wurde zur Minimierung des Fehlers mit ei-
nem Dreifachansatz gearbeitet. Von jeder unbehandelten Kontrolle und jeder Testsubstanz-
konzentration wurden drei Flaschen inkubiert und jede Flasche dreimal ausgezahlt. Die Zellen
wurden wie bei der Zellpassage mit 2 ml Trypsin inkubiert, zentrifugiert und pelletiert. An-
schliefend wurden sie in 4 ml Medium resuspendiert und durch Aufsaugen in der Pipette me-
chanisch getrennt, bevor 50 ul entnommen und in ein mit 150 ul Medium gefiilltes Eppen-
dorf-Cup gegeben wurden. Zur Zidhlung wurden nach kurzem Aufschiitteln und guter

Durchmischung auf dem Vortex 10 ul der Suspension in die Neubauerkammer gefiillt.

2.3.5 Inkubation mit den Testsubstanzen

Als Priifsubstanzen dienten in dieser Arbeit das Phthalat DEHP und sein aktiver Metabolit
MEHP, ausserdem das Schwermetall CdCl,. Als Intervalle wurden bei allen Substanzen die
Tage eins, drei und sechs gewéhlt. Fiir den Western Blot wurden Proben zu allen drei Zeit-
punkten gewonnen, fiir die Elektronenmikroskopie und Immunhistologie zum Endzeitpunkt
nach sechs Tagen. Bei den Phthalaten wurden die SerWs;-Zellen mit den Konzentrationen 100,
10, 1, 0,1 und 0,01 uM inkubiert. Dazu war DMSO in einer Konzentration von 0,1 % als Ve-
hikel zum Losen der Phthalate in dem wéssrigen Kulturmedium nétig. In Vorversuchen konn-
te gezeigt werden, dass DMSO in dieser Konzentration keinen Einfluss auf das Zellwachstum
hat. Zum Herstellen einer | M MEHP-Stammlésung wurden 0,278 g, fiir eine 1| M DEHP-
Stammlosung 0,3906 g in 1 ml DMSO geldst. Danach wurde diese Stammldsung in einer
Verdiinnungsreihe bis auf die in den Versuchen verwendeten Konzentrationen herunter ver-
diinnt und auf einem Magnetriithrer in dem Ndhrmedium geldst. Dabei wurde die DMSO-
Konzentration von 0,1 % trotz Verdiinnung durch Zugabe von DMSO konstant gehalten wur-
de. Das wasserlosliche CdCl, (MW 183,3) wurde in den Konzentrationen 1, 0,1 und 0,01 uM
getestet und ebenfalls mittels einer Verdiinnungsreihe verdiinnt. Von jeder Konzentration
wurden drei Kulturflaschen angesetzt, ebenfalls drei Kontrollen nur mit Ndhrmedium und bei
den Phthalaten zusétzlich drei Vehikel-Kontrollen mit 0,1 % DMSO. Vor jeder erneuten Ein-
saat und um eine Wachstumseinschriankung festzustellen, wurde zu jedem Zeitpunkt die Zell-

zahl mit der Neubauer-Kammer ermittelt (Tabelle 10).
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Tabelle 10: Verdiinnungsreihe fiir MEHP, DEHP und CdCl,

Stoff Konzentration Verdiinnungsfaktor
MEHP 1M Stammldsung
1000 uM 1:1000
100 uM 1:10
10 uM 1:10
1 uM 1:10
0,1 uM 1:10
0,01 uM 1:10
DEHP 1M Stammldsung
1000 uM 1:1000
100 uM 1:10
10 uM 1:10
1 uM 1:10
0,1 uM 1:10
0,01 uM 1:10
CdCl, 100 mM Stammldsung
1 uM 1:100000
0,1 uM 1:10
0,01 uM 1:10

2.3.6 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot zur Proteindetektion

Das Ziel der Western Blot Analyse ist es, Proteine aus einer Losung zu vereinzeln, nachzu-
weisen und zu quantifizieren. Dazu miissen zuerst die Proteine in der SDS-Gelelektrophorese
nach ihrer Grésse und ihrem molekularen Gewicht aufgespalten werden, indem sie auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen werden und im elektrischen Feld durch das Gel wandern. Das
Polyacrylamidgel besteht aus zwei Komponenten, dem Sammelgel, in dem eine Verdichtung
der Proteine zur schérferen Bandentrennung stattfindet und dem Trenngel, durch das die Pro-
teine wandern. Danach wird der Strom senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung angelegt
und die Proteine im Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran, an der sie durch hydrophobe
Wechselwirkungen haften, iibertragen. Dabei bleibt das Auftrennungsmuster der Elektropho-
rese erhalten. Bevor die Membran mit dem spezifischen priméren Antikorper gegen das ge-
suchte Protein inkubiert wird, miissen freie Bindungen geblockt werden. AnschlieBend
werden ungebundene Antikdrper durch mehrmaliges Spiilen im Puffer wieder entfernt.

Der sekundére Antikorper mit alkalischer Phosphatase ist gegen Strukturen des primédren An-
tikdrpers gerichtet und dient dem Sichtbarmachen der Proteine. Wéhrend der anschlieBenden
Inkubation in dem Entwicklergemisch BCIP/NBT-Solution bildet die alkalische Phosphatase

einen blauvioletten Farbstoff, der die gesuchte Proteinbande markiert.
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2.3.7 Schritte fiir Western Blot

2.3.7.1 Lysieren

Um das Ausgangsmaterial fiir den Western Blot zu gewinnen, mussten die Zellen nach Ablauf
des Testintervalls lysiert werden. Das alte Kulturmedium wurde verworfen, die Zellen zwei-
mal mit PBS (mit Ca>*, Mg®") gespiilt und auf Eis gelagert, um einen zu schnellen Proteinab-
bau und Denaturierung zu verhindern. In jede Flasche wurde 400 ul Lysepuffer gegeben, der
erst unmittelbar mit den Proteaseinhibitoren PMSF und Pepstatin versetzt wurde. Mit Hilfe
eines sterilen Zellschabers wurden die Zellen nach Ablauf von 15 min und 30 min Inkuba-
tionszeit mechanisch vom Flaschenboden geldst. Durch Aufziehen und Ablassen mit einer
Pipette wurde dieser Vorgang noch unterstiitzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das
Lysat in Eppendorf-Cups iiberfiihrt und in einer vorgekiihlten Zentrifuge bei 4°C 30 min bei
9000 U zentrifugiert. Das Pellet mit den Zelltriimmern wurde verworfen und der Uberstand
mit den geldsten Proteinen in ein neues Gefal tiberfiihrt und bei -80°C bis zur Proteinbestim-

mung eingefroren.

2.3.7.2 Gesamtproteinbestimmung
Chemische Grundlage der Proteinbestimmung sind folgende Reaktionen:
Protein (Peptidbindungen) + OH + Cu** = Tetradentat-Cu”'-Komplex

Cu'’ + 2 Bicinchoninsiure (BCA) = BCA-Cu'-Komplex

Im Alkalischen reduzieren Proteine in der Biuret-Reaktion Cu*” zu Cu”. Dadurch entsteht ein
eingefiarbter Chelatkomplex mit Bicinchoninsdure, der fotometrisch bei einer Wellenldnge
von 562 nm gemessen wurde. Die Bildung dieses Chelatkomplexes ist abhéngig von der Pro-
teinkonzentration im Lysat. Die Reagenzien stammten aus dem BC-Assay-Kit der Firma Up-
tima. Als Standard wurde eine Verdiinnungsreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA) ver-
wendet und pro Konzentration drei Felder mit 10 ul in einer 96-Well-Lochplatte damit befiillt.
AuBerdem wurden drei Blank-Felder und jeweils drei Wells pro Lysatprobe mit ebenfalls 10
ul versehen. Bevor die 96-Well-Lochplatte 30 min bei 60°C im Brutschrank inkubiert wurde,
wurde noch 1 ml des frisch gemischten Reagenzgemisches dazugegeben. Die Proben wurden
nach fotometrischer Messung auf einen Proteinwert von 150 wg/ml durch Zugabe von Ly-

sispuffer eingestellt.
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2.3.7.3 Reduktion

Nach der Verdiinnung mussten die Proben noch stabilisiert werden. Dazu wurde pro 1000 ul
Probe 250 ul Probenpuffer und 62,5 ul Mercaptoethanol dazugegeben und unter dem Abzug
10 min bei 90°C im Thermoblock erhitzt. Danach war ein weiteres Denaturieren der Proben

verhindert und sie konnten bei -20°C eingefroren werden.

2.3.7.4 SDS-Gelelektrophorese

Die gesuchten Proteine verlangten je nach ihrem Molekulargewicht die Herstellung von Gelen
mit 7,5 oder 10 % Polyacrylamid. Nach Abschluss der Polymerisation konnten in die Gel-
taschen 20 ul der jeweiligen Probe und ein Marker pipettiert werden. Die Gelelektrophorese
gliedert sich in zwei Phasen, die Sammelgelphase, in der {iber 15 min bei 80 V die Proteine
verdichtet werden, und der Trenngelphase, in der die Proteine 60 min bei 120 V je nach Gros-
se und Gewicht schneller oder langsamer durch das Gel wandern. Zum Auffiillen des

Behiltnisses wurde Laufpuffer verwendet.

2.3.7.5 Western Blot

Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte nach der Sandwich-
methode. Das Gel wurde auf ein Filterpapier gelegt und mit einer Nitrozellulose-Membran
tiberdeckt. Der angelegte Strom von 120 V iiber 60 min lief dabei senkrecht zur vorherigen
Richtung aus der Gelelektrophorese. Um der Wérmeentwicklung vorzubeugen wurde der mit
Aqua dest. verdiinnte Transferpuffer mit Eis gekiihlt. Das anschlieBende Spiilen tiber 30 min
im Blockpuffer diente dem Abschirmen unspezifischer Bindungsstellen. Danach wurden die
Membranen iiber 48 h mit in Blockpuffer gelostem primdren Antikdrper inkubiert. Das ge-
schah rollend bei 4-8°C im Dunkeln. Uberschiissiger Antikérper wurde iiber 10 min durch
dreimaliges Spiilen in Blockpuffer entfernt und die Membranen wurden erneut {iber 120 min
mit dem sekundédren Antikorper inkubiert. Dieser wurde zuvor in einem Verhiltnis von
1:4000 in Blockpuftfer geldst. Im sekundédren Antikorper ist alkalische Phosphatase enthalten,
die mit einem Substrat der Entwicklerlosung BCIP/NCP Solution eine Farbreaktion, die die
Proteinbanden dunkelviolett anfarbt, eingeht. Nach Ablauf der Zeit wurde wieder iiberschiis-
siger Antikdrper mit verdiinntem Tris-Puffer iiber 30 min durch mehrmaliges Wechseln der
Fliissigkeit abgespiilt. Zum Anfarben der Proteinbanden wurden die Membranen iiber 120

min in BCIP/NCP Solution im Dunkeln inkubiert. Diese wurde zuvor in einem Verhéiltnis von
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1:5 mit Tris-Puffer verdiinnt. Der Entwicklerschritt wurde durch mehrmaliges Spiilen mit

Aqua dest. gestoppt. Danach mussten die Membranen im Dunkeln auf Filterpapier trocknen.

2.3.7.6 Densitometrische Auswertung

Um die Banden zu scannen und den Western Blot damit semiquantitativ auszuwerten stand
das Programm Presto Mr. Photo (Version 1.5, New Soft Technology Corporation, Taipei
Taiwan) zur Verfiigung. Es wurde eine Auflésung von 2400 dpi gewéhlt. Die optometrischen
Dichte der Banden wurde mit Hilfe des Programms AIDA (Advanced Image Data Analyser,
Version 3.44.035, Raytest [sotopenmeBgerdte GmbH, Stuttgart) ermittelt, das einen Leerwert

mit den markierten Banden verrechnet.

2.3.8 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Bilder der Elektronenmikroskopie konnten in Kooperation mit Professor Dr. Mehdi Sha-
kibaei vom Institut fiir Anatomie der LMU Miinchen ermoglicht werden.

Als Inkubationsintervall wurden sechs Tage gewéhlt. Zur Vorbereitung wurde das Medium
abgegossen und die Zellen wurden zweimal mit PBS gespiilt. Zur Fixierung wurde Kar-
nowsky’s Losung in die Kulturflaschen gegeben, und die Zellen wurden mechanisch mit Zell-
schabern vom Flaschenboden geldst. Nach Zentrifugation wurden die Zellen unter dem Ab-
zug mit 2 % OsO4 nachfixiert und iiberschiissiges Material durch Spiilen mit Phosphat-Puffer
(0,1 M) entfernt. Anschlieend wurden die Zellen entwéssert, wozu eine aufsteigende Alko-
holreihe (10 % bis 96 %) vorbereitet wurde. Die Préparate wurden zweimal 15 min in Styrol
gegeben und iiber die Nacht in einem Gemisch aus Styrol und Epon (1:1) konserviert. Die
endgiiltige Einbettung in Flacheinbettungsformen erfolgte in Epon. Die Ultradiinnschnitte
wurden mit dem Reichert-Jung Ultracut E pripariert und in einem Gemisch nach Reynolds
aus 2 % Uranylacetat und Bleicitrat konserviert. Anschlieend konnten die Priparate mit dem

Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss EM 10, Zeiss) fotografiert werden.

2.3.9 Immunhistochemische Untersuchungen

Der Vorteil der Immunhistochemie ist, dass die Lokalisation von intrazelluldren und extrazel-
luldren Proteinen unterschieden werden kann, weil die Zellen nicht durch das Lysieren wie
beim Western Blot zerstort werden. Das Prinzip des Anfdarbens beruht auf der Kopplung

zweier Antikorper. Der primédre bindet spezifisch an das gesuchte Protein, der sekunddre mit
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einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelte Antikdrper bindet an den priméren und macht

damit indirekt das Protein im Fluoreszenzmikroskop sichtbar.

2.3.9.1 Cytospin

Der Cytospin ist ein Verfahren, mit dem man die Zellen gleichmifig auf ein bestimmtes Are-
al auf dem Objekttrager aufbringen kann. Dazu wurden die Zellen nach Ablauf des Inkuba-
tionsintervalls durch Trypsin enzymatisch vom Flaschenboden geldst und anschlieend bei
1000 U 10 min zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in PBS (ohne Ca*" und Mg*")
resuspendiert und anschliefend in den Cytospin eingefiillt. Die Objekttrager wurden nach
einer Trocknungszeit von 120 min bei Raumluft noch 10 min in Aceton fixiert. Beim Cy-
tospin war darauf zu achten, dass die Zellen mdglichst keine Klumpen bildeten und sie sich

nicht iiberlagerten.

2.3.9.2 Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der Kopplung des primédren Antikdrpers mit
einem sekunddren, dem ein fluoreszierender Farbstoff angehéngt ist. Eine Kontrolle des se-
kunddren Antikorpers wurde ebenfalls mitgefiihrt. Um die Proteine anzuférben, mussten zu-
erst die unspezifischen Bindungsstellen fiir die Antikorper entfernt und blockiert werden. Da-
zu wurden die Objekttriger 15 min in PBS mit 0,5 % BSA getaucht und anschlieBend
zweimal mit PBS gespiilt, um {iiberschiissiges BSA zu entfernen. Der primédre Antikorper
wurde 1:10 bis 1:40 verdiinnt, 10 ul auf den Objekttrager gegeben und fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde zweimal mit PBS gespiilt, der sekundire Antikor-
per aufgebracht und erneut fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissiger Anti-
korper wurde wieder durch einen 10 miniitigen Waschschritt mit PBS entfernt. Zum Schutz
vor Austrocknung und Auskristallisierung wurde 0,1 % p-Phenylendiamin in Glycerin und
PBS gel6st und ein Tropfen der Losung auf die Zellen aufgebracht und mit einem Deckglas

abgedeckt. Da der Farbstoff schnell verblasst, wurden die Objekttréger sofort fotografiert.
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2.3.9.3 Fotografie und semiquantitative Auswertung

Von jedem Objekttrager wurden flinf Bilder von unterschiedlichen Regionen angefertigt und
als Bilddatei gespeichert. Die Objekttrager wurden verblindet beurteilt, d. h. sie wurden von
einer zweiten Person angereicht, um subjektive Einfliisse durch Kenntnis der Konzentration
und des Testintervalls auszuschlieBen. So wurde auch bei der Auswertung verfahren und erst
spater wurde die Zuordnung zur Substanz, Konzentration und Tag vorgenommen.

Die Fluoreszenz wurde bei allen Objekttragern in einem vorher definierten Kreis gemessen,
der eine mdglichst konstante Anzahl an Zellen enthielt. Ausgeschlossen wurden Bereiche mit
Zellklumpen, Artefakten, starkem Hintergrundleuchten oder Areale mit mehr oder weniger als
20 Zellen. Das Programm Scion Image (Scion Image Corporation, Frederick, Maryland,
USA) zur semiquantitativen Auswertung erzeugt von jedem Foto ein Graustufen- und ein
Farbbild. Aus dem monochromen Bild wurde ein Schwarz-Weil3-Bild hergestellt. Das Farb-
bild wird mit dem Schwellenwert- Verfahren zum Binér-Bild in Beziehung gesetzt. Dabei ent-
spricht ein schwarzer Punkt im invertierten Schwarz-Wei3-Bild einem fluoreszierenden Prote-
in im originalen Farbbild. Mit der Formel Fluoreszenz (%) = (Messwert x 100) /
Gesamtfliche wurde der gemessene Wert zum Schwarzwert in Beziehung gesetzt und in Pro-

zent ausgedriickt.
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3  Ergebnisse

Damit die Phthalate DEHP und MEHP im wéssrigen Kulturmedium geldst werden konnten,
brauchten sie DMSO als Vehikel. Um Effekte von DMSO selbst an den SerW;-Zellen auszu-
schlieen, wurde in Vorversuchen die DMSO-Konzentration von 0,1 % als unbedenklich er-
mittelt. Zu allen drei Messzeitpunkten (Tag eins, drei und sechs) der Versuche zeigte DMSO
keine Verdnderungen an den behandelten Zellen der SerWs-Zelllinie bei Zellzdhlungen, Wes-
tern Blot Analysen und immunhistologischen Untersuchungen, so dass die Vehikel-Kontrolle

als Referenz genommen werden konnte.

3.1 Lichtmikroskopie

Wy

Abbildung 2: SerW;-Zellen in der Lichtmikroskopie nach Inkubation mit MEHP {iiber sechs
Tage, Vehikel-Kontrolle mit DMSO (a), 100 uM MEHP (b), Vergréerung x 100

Auf den lichtmikroskopischen Bildern werden die morphologischen Verdnderungen wihrend
der Inkubation mit MEHP {iiber sechs Tage deutlich (Abb. 2). Auf dem Bild der Vehikel-
Kontrolle mit DMSO (a) liegen die Zellen in einem dichten Zellverband, die Zellkerne sind
oval und langgestreckt, und die Zellkorper haben eine schlanke Form. Die Zell-Zell-Kontakte
sind eng und die Interzellularspalten schmal. Nach sechs Tagen Inkubation mit 100 uM
MEHP (b) ist der Zellverband aufgeldst, und die engen Zell-Zell-Kontakte sind verloren ge-
gangen. Die Zellen haben sich abgerundet. Die Zellkerne sind stark vergrofert, angeschwol-

len und haben ihre ldngliche Form verloren.
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3.2 Elektronenmikroskopie

Abbildung 3: SerWs;-Zellen in der Elektronenmikroskopie nach sechs Tagen Inkubation mit
DMSO als Vehikel-Kontrolle, Bild a: die Zellkerne sind schmal und langgestreckt (%), das
Kernchromatin ist im ganzen Kern verteilt, die Interzellularspalten mit Desmosomen sind
schmal (®), Bild b: dichter Zellverband mit langgestreckten Zellen und Zellkernen (%), Ver-
groBBerung x 15000 (Bild a), x 5000 (Bild b)

Auf den elektronenmikroskopischen Bildern konnten die Verdnderungen, die auf den licht-
mikroskopischen Bildern beobachtet wurden, bestitigt werden (Abb. 3). Es zeigte sich nach
sechs Tagen Inkubation mit der Vehikel-Kontrolle DMSO ein dichter Zellverband mit schma-
len Zellkernen, in denen das Kernchromatin homogen verteilt ist (%). Die Zellen sind lang
und schmal, die Interzellularspalten sind eng. Es lieBen sich Desmosomen als wichtiger
Bestandteil der Blut-Hoden-Schranke darstellen, iiber die die Zellen miteinander verbunden

sind (®). Als Zeichen vitaler Zellen mit hoher Syntheseleistung und Aktivitét sind reichliche
Mitochondrien, Endoplasmatische Retikula (ER) und Golgi-Apparate vorhanden.
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75 { “lae
Abbildung 4: SerWs;-Zellen in der Elektronenmikroskopie nach sechs Tagen Inkubation mit
MEHP, exemplarisch wurden die Konzentrationen 0,1 uM (a), 1 uM (b) und 100 uM (c, d)
dargestellt, der Zellverband hat sich zunehmend aufgelost (#), die Zellorganellen sind ver-
grofert, die Zellkerne haben ihre langgestreckte Form verloren (%), es haben sich Vakuolen
im Zell- und Kernchromatin gebildet (®), die Zellorganellen sind vergrofert (@), Vergrofe-
rung x 5000 (a, c¢), x 10000 ( b, d)

Die morphologischen Verédnderungen auf den elektronenmikroskopischen Bildern nach sechs-
tagiger Inkubation mit MEHP sind deutlich zu erkennen. Exemplarisch wurden die Konzen-
trationen 0,1 (a), 1 (b) und 100 uM (c, d) ausgewéhlt (Abb. 4). Der Zellverband ist deutlich
aufgelockert, die Zellen haben keinen Kontakt mehr untereinander (). Es sind weite Inter-
zellularspalten zu sehen und die Zellen scheinen geschrumpft. Die langgestreckten Zellauslau-
fer sind nicht mehr vorhanden. Besonders deutlich sind die Verdnderungen in der hochsten
Konzentration von 100 uM (c) zu erkennen. Die Zellkerne haben ihre regelméBige ldngliche
Form verloren. Sie haben sich abgerundet (%). Das Kernchromatin ist an den Zellkernrand
gedrangt und nicht mehr homogen verteilt. Die Kernmembran beginnt sich aufzuldsen und ist
mit Vakuolen durchsetzt (®). Die Zellorganellen sind stark vergrofert (¢). Die Mitochondrien
haben ihre Christae verloren oder sind stark vergréfert und erweitert. Das ER und der Golgi-
Apparat sind stark aufgebldht. Die Syntheseleistung und Aktivitét der Zellen sind stark einge-

schrankt durch die Verédnderungen der Zellorganellen.



3 Ergebnisse 39

3.3  Ergebnisse der Immunhistologie

Die Effekte von DEHP, MEHP und CdCl, sollten mit der Methode der immunhistologischen
Analyse semiquantitativ untersucht werden. Dafiir wurden die SerWs-Zellen mit unterschied-
lichen Konzentrationen iiber sechs Tage inkubiert. Um Veranderungen durch DEHP, MEHP
und CdCl, miteinander vergleichen zu konnen, wurden bei allen die gleichen Konzen-
trationen im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle bzw. zu einer unbehandelten Kontrolle einge-
setzt. Allerdings konnten aufgrund des hohen zelltoxischen Potentials von CdCl, die Konzen-
trationen von 10 uM und 100 uM nicht getestet werden, da es schon nach wenigen Stunden
zu einem vollstdndigen Absterben der SerW;-Zellen kam.

Es wurde mit einem Fiinffachansatz gearbeitet und eine Kontrolle des sekunddren Antikdrpers
mitgefiihrt, um eine eigene Fluoreszenz von ihm auszuschlieBen. Zur Darstellung moglicher
Effekte auf die SerW;-Zellen und ihrer Zell-Zell-Kontakte wurden verschiedene Antikorper
gegen Connexin 43, N-Cadherin, Occludin, f;-Integrine und Vimentin eingesetzt. Es fallt
sofort die fiir die SerWs-Zellen untypische runde Form auf (Abb. 6, 8, 10, 12, 14, 18, 20, 22,
24, 26, 30, 32, 34, 36 und 38). Diese entsteht durch das vereinzelte Schleudern der Zellen auf

einen Objekttrager wihrend der vorbereitenden Arbeitsschritte.



3 Ergebnisse 40

3.3.1 DEHP
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Abbildung 5: Darstellung der absoluten Zellzahlen pro ml in einer Grafik nach Inkubation
iber einen, drei und sechs Tage mit DEHP, dargestellt sind sechs Zahlungen pro Vehikel-
Kontrolle mit DMSO (D), die Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (e) und der Me-

dianwert (-)

Die Darstellung der Medianwerte der absoluten Zellzahlen nach den Inkubationsintervallen
von einem, drei und sechs Tagen mit DEHP zeigt im Vergleich zur Kontrolle eine Abnahme
der Zellzahlen in den héchsten Konzentrationen von 10 uM und 100 uM nach einem Tag um
8 % und 16 % und nach drei Tagen um 16 % und 22 %. Ebenfalls kann man der Abbildung 5
nach sechs Tagen bei den Konzentrationen 0,1 und 1 uM Zellzahlreduktionen von 10 % und
18 % sowie bei 10 und 100 uM jeweils 31 % entnehmen. Insgesamt wurden die geringsten
Effekte bei Konzentrationen <1 uM nach einem und drei Tagen festgestellt, es besteht also

eine eindeutige Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit.
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Connexin 43

Abbildung 6: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit DEHP und Farbung mit einem Antikdrper gegen Connexin 43: Vehikelkon-
trolle mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 7: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerW;-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM DEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Farbung mit einem Antikorper gegen Connexin 43,
Abbildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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N-Cadherin

Abbildung 8: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit DEHP und Férbung mit einem Antikorper gegen N-Cadherin: Vehikelkontrol-
le mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 9: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerW;-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM DEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Féarbung mit einem Antikorper gegen N-Cadherin,
Abbildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Occludin

Abbildung 10: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit DEHP und Farbung mit einem Antikorper gegen Occludin: Vehikelkontrolle
mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 11: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerW;-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM DEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Farbung mit einem Antikdrper gegen Occludin, Ab-
bildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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B1-Integrine

Abbildung 12: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit DEHP und Farbung mit einem Antikorper gegen 3;-Integrine: Vehikelkontrol-
le mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)

20

*
-
+

fam—ry
n

Fluoreszenz in %
o

wn

D 0,01 0,1 1 10 100 uM

Abbildung 13: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerW;-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM DEHP und
einer Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D), Férbung mit einem Antikdrper gegen 3;-Integrine,
Abbildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Vimentin

Abbildung 14: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit DEHP und Firbung mit einem Antikdrper gegen Vimentin: Vehikelkontrolle
mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 15: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerW;-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM DEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Farbung mit einem Antikdrper gegen Vimentin, Ab-
bildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)



3 Ergebnisse 46

120

100

80

60

rel. Messwert in %

40

20

e \/im

D 0,01 0,1 1 10 100

Abbildung 16: Grafische Darstellung der immunhistologischen Ergebnisse nach DEHP-
Exposition der Sertoli-Zellen, abgebildet wurde die relative prozentuale Fluoreszenzabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA), By-Integrine (B1x) und Vimentin (Vim> ) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %)
in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)

Auf den Abbildungen 6, 8, 10, 12 und 14 zeigen die Zellen der Vehikel-Kontrolle (a) und die
Zellen mit den geringsten DEHP-Konzentrationen von 0,01 uM (b) und 0,1 uM (c) nach
sechs Tagen eine starke Fluoreszenz. Dagegen kann man gut bei den hochsten Konzentratio-
nen von 10 uM (e) und 100 uM (f) eine Fluoreszenzabnahme erkennen. Zur Verdeutlichung
wurden die Mediane der absoluten Fluoreszenzwerte (Abb. 7, 9, 11, 13 und 15) in Relation
zum Median der Vehikel-Kontrolle mit DMSO gesetzt und grafisch dargestellt (Abb. 16).
Dabei fillt auf, dass bei Vimentin der Median des Fluoreszenz-Wertes bis 1 uM DEHP kon-
stant bleibt und bei 10 uM auf 24 % und bei 100 uM auf 15 % fillt. Die geringste Fluores-
zenz-Abnahme zeigt sich insgesamt bei den 3;-Integrinen. Auch hier finden sich kaum Ver-
dnderungen bis 1 uM und dann Abnahmen von 30 % erst ab 10 uM. Bei den Antikérpern
Connexin 43, N-Cadherin und Occludin bleibt bis 0,1 uM ein hoher Fluoreszenzwert erhalten,
wihrend die Werte der Mediane bei 100 uM bis auf 10-15 % absinken. Die grofite Verénde-

rung ist bei allen drei Antikorpern zwischen 1 uM und 10 uM zu sehen.
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Abbildung 17: Darstellung der absoluten Zellzahlen pro ml in einer Grafik nach Inkubation
iber einen, drei und sechs Tage mit MEHP, dargestellt sind sechs Zdhlungen pro Vehikel-
Kontrolle mit DMSO (D), die Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (e) und der Me-

dianwert (=)

Im Vergleich zu DEHP werden deutlichere Effekte bei mit MEHP behandelten SerWs-Zellen
bereits nach einem Tag mit einer Abnahme der Medianwerte der absoluten Zellzahlen von 5
bis 15 % ab den Konzentrationen 0,1 bis 100 uM erkennbar (Abb. 17). Nach Tag drei und
sechs sieht man Abnahmen im Vergleich zur Vehikel-Konrolle bei 0,1 uM von 7 % und 14
%, bei 1 uM von 14 % und 33 %, bei 10 uM von 16 % und 33 % und bei 100 uM von 22 %
und 44 % (Abb. 17).
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Connexin 43

Abbildung 18: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit MEHP und Féarbung mit einem Antikorper gegen Connexin 43: Vehikelkon-
trolle mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 19: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM MEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Farbung mit einem Antikorper gegen Connexin 43,
Abbildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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N-Cadherin

Abbildung 20: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit MEHP und Féarbung mit einem Antikdrper gegen N-Cadherin: Vehikelkontrol-
le mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 21: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM MEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Féarbung mit einem Antikorper gegen N-Cadherin,
Abbildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Occludin

Abbildung 22: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit MEHP und Férbung mit einem Antikdrper gegen Occludin: Vehikelkontrolle
mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 23: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM MEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Farbung mit einem Antikdrper gegen Occludin, Ab-
bildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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B1-Integrine

Abbildung 24: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit MEHP und Farbung mit einem Antikdrper gegen f3;-Integrine: Vehikelkontrol-
le mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 25: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM MEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Farbung mit einem Antikdrper gegen p;-Integrine,
Abbildung des Medianwertes (=) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Vimentin

Abbildung 26: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit MEHP und Firbung mit einem Antikdrper gegen Vimentin: Vehikelkontrolle
mit DMSO (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d), 10 uM (e), 100 uM (f)
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Abbildung 27: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM MEHP und
einer Vehikelkontrolle mit DMSO (D), Farbung mit einem Antikdrper gegen Vimentin, Ab-
bildung des Medianwertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Abbildung 28: Grafische Darstellung der immunhistologischen Ergebnisse nach MEHP-
Exposition der Sertoli-Zellen, abgebildet wurde die relative prozentuale Fluoreszenzabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA), By-Integrine (B1x) und Vimentin (Vim> ) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %)
in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)

Nach sechs Tagen Inkubation mit MEHP zeigen die gemessenen Intensititen der Immunfluo-
reszenz von Connexin 43, N-Cadherin, Occludin und (;-Integrin ein deutliches Verblassen
bereits ab 0,1 uM und bei Vimentin ab 1 uM MEHP (Abb. 18, 20, 22, 24 und 26). Im Ver-
gleich zur Kontrolle finden sich kaum Verénderungen bei allen Antikérpern nach Behandlung
mit 0,01 uM MEHP (Abb. 19, 21, 23, 25 und 27). Verglichen mit den anderen Antikorpern
erkennt man in der Grafik (Abb. 28) bei den [;-Integrinen médBige Abnahmen der Medianwer-
te um 16 %, 32 %, 50 % und 54 % bei 0,1 uM bis 100 uM MEHP. Die stirksten Intensitéts-
verminderungen in Relation zur Kontrolle sind bei Occludin mit Medianwerten von 60 % bei
0,1 uM, 29 % bei 1 uM, 16 % bei 10 uM und 7 % bei 100 uM zu erkennen. Ebenfalls auffal-
lig sind bei Vimentin die sprunghaften Intensititsverluste bei 1 uM um 50 % und bei 10 uM
um 91 %. Bei Farbungen mit dem Antikdrper N-Cadherin erkennt man einen sprunghaften
Abfall der Fluoreszenz zwischen 1 uM und 10 uM mit Medianwerten von 50 und 15 % in
Bezug zum Median der Kontrolle. Connexin 43 weist Medianwerte ab 0,1 uM MEHP von 72
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%, 43 %, 23 % und 10 % auf. Bei Connexin 43, N-Cadherin, Occludin und Vimentin geht die
Fluoreszenz bei 100 uM fast vollstdndig zurtick.

3.3.3 CdClL,
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Abbildung 29: Darstellung der absoluten Zellzahlen pro ml in einer Grafik nach Inkubation
tiber einen, drei und sechs Tage mit CdCl,, dargestellt sind sechs Zéhlungen pro unbehandel-
ter Kontrolle (K) und den Konzentrationen 0,01, 0,1 und 1 uM (e) und der Medianwert (-)

Am Ende der Behandlungen der SerWs-Zellen mit CdCl, zeigen die Mediane der absoluten
Zellzahlen nach einem, drei und sechs Tagen bereits deutliche Abnahmen bei den Konzentra-
tionen mit 0,1 und 1 uM. Die Medianwerte der unbehandelten Kontrolle (K) und der niedrigs-
ten Konzentration mit 0,01 uM zeigten in allen untersuchten Intervallen kaum Unterschiede.
Bei 0,1 uM werden nach einem Tag Abnahmen von etwa 19 %, nach drei Tagen von 23 %
und nach sechs Tagen von 26 % sichtbar. Stirkere Abnahmen finden sich bei 1 uM mit 24 %,
37 % und 59 %.
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Connexin 43

Abbildung 30: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit CdCl, und Fiarbung mit einem Antikdrper gegen Connexin 43: unbehandelte
Kontrolle (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d)
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Abbildung 31: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1 uM CdCl, und einer unbehan-
delten Kontrolle, Farbung mit einem Antikorper gegen Connexin 43, Abbildung des Median-
wertes (=) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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N-Cadherin

Abbildung 32: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit CdCl, und Farbung mit einem Antikorper gegen N-Cadherin: unbehandelte
Kontrolle (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d)
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Abbildung 33: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1 uM CdCl, und einer unbehan-
delten Kontrolle, Farbung mit einem Antikorper gegen N-Cadherin, Abbildung des Median-
wertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Occludin

Abbildung 34: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit CdCl, und Férbung mit einem Antikdrper gegen Occludin: unbehandelte Kon-
trolle (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c¢), 1 uM (d)
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Abbildung 35: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs—Zellen mit 0,01, 0,1, 1 uM CdCl, und einer unbe-
handelten Kontrolle, Firbung mit einem Antikorper gegen Occludin, Abbildung des Median-
wertes (=) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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B1-Integrine

Abbildung 36: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit CdCl, und Fiarbung mit einem Antikérper gegen f;-Integrine: unbehandelte
Kontrolle (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d)
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Abbildung 37: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1 uM CdCl, und einer unbehan-
delten Kontrolle, Farbung mit einem Antikorper gegen p;-Integrine, Abbildung des Median-
wertes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Vimentin

Abbildung 38: Bilder der immunhistologischen Analyse der SerWs-Zellen nach sechs Tagen
Inkubation mit CdCl, und Farbung mit einem Antikorper gegen Vimentin: unbehandelte Kon-
trolle (a), 0,01 uM (b), 0,1 uM (c), 1 uM (d)
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Abbildung 39: Ergebnisse der immunhistologischen Analyse in einer grafischen Darstellung
nach sechs Tagen Inkubation der SerWs-Zellen mit 0,01, 0,1, 1 uM CdCl, und einer unbehan-
delten Kontrolle, Féarbung mit einem Antikorper gegen Vimentin, Abbildung des Medianwer-
tes (—) und fiinf Messwerten pro Konzentration (e)
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Abbildung 40: Grafische Darstellung der immunhistologischen Ergebnisse nach CdCl,-
Exposition der Sertoli-Zellen, abgebildet wurde die relative prozentuale Fluoreszenzabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA), B;-Integrine (B1x) und Vimentin (Vim> ) in Bezug zur unbehandelten Kontrolle (K,
100 %) in den Konzentrationen 0,01, 0,1 und 1 uM (jeweils Medianwerte)

Die Bilder (Abb. 30, 32, 34, 36 und 38) und die grafische Darstellung (Abb. 40) der Fluores-
zenz der Immunhistologie nach sechs Tagen Inkubation mit CdCl, zeigen eine deutliche Ab-
nahme der Fluoreszenz nach Markierung mit allen Antikoérpern ab der Konzentration von 0,1
uM. Wie bei DEHP und MEHP zeigen sich kaum Verdnderungen zwischen dem Median von
0,01 uM und dem Median der Kontrolle (Abb. 31, 33, 35, 37, 39 und 40). Auch lassen sich
wie bei MEHP die schwichste Fluoreszenzreduktion bei den f;-Integrinen und die stérkste
bei Occludin erkennen. Bei der Konzentration von 0,1 uM zeigen sich sprunghafte Fluores-
zenzabfille bei Occludin und N-Cadherin um 54 % und 44 %. Vimentin féllt zusammen mit

Occludin bei 1 uM auf 23 %.
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3.4 Auswertung der Western Blot Analyse

Mit Hilfe der Western Blot Analyse sollten die Veridnderungen, die in den immunhistologi-
schen Untersuchungen nach Behandlung mit DEHP, MEHP und CdCl, an den SerW3;-Zellen
gesehen wurden, bestitigt werden. Unter Beibehaltung der Versuchsdurchfithrung wurden
dieselben Konzentrationen bei den Phthalaten von 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM mit der Vehi-
kel-Kontrolle mit 0,1 % DMSO und bei CdCl, von 0,01, 0,1 und 1 uM mit einer unbehandel-
ten Kontrolle verglichen. Um eine mdgliche Zeit- und Konzentrationsabhédngigkeit nachwei-
sen zu konnen, wurden Proben nach einem, drei und sechs Tagen gewonnen. Es wurden vier
Antikorper zur Markierung gegen Connexin 43, N-Cadherin, Occludin und f;-Integrine ein-
gesetzt. Dreimal wurde jede Western Blot Analyse fiir jede Konzentration, jeden Stoff und
Antikorper wiederholt. Dargestellt werden die absoluten Messwerte (o) und der Median (—).

Exemplarisch ist eine Membran fiir die drei Wiederholungen abgebildet.
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3.4.1 DEHP

Connexin 43

Connexin 43 nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit DEHP
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Abbildung 41: SerWs-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit DEHP {iber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und
100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D) und nach Férbung mit einem
Antikorper gegen Connexin 43
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Abbildung 42: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit DEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration (e) nach Farbung mit einem Antikdrper gegen Connexin 43, der Median ist
mit folgendem Symbol dargestellt: (—)
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N-Cadherin

N-Cadherin nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit DEHP

130 kD
D 0,01 0,1 1 10 100
N —— e — —
130 kD
D 0,01 0,1 1 10 100
130 kD

D 0,01 0,1 1 10 100

Abbildung 43: SerW;-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit DEHP {iiber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und
100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle (D) und nach Fiarbung mit einem Antikorper
gegen N-Cadherin
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Abbildung 44: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit DEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration (@) nach Farbung mit einem Antikdrper gegen N-Cadherin, der Median ist mit
folgendem Symbol dargestellt: (=)
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B1-Integrine

Bi-Integrine nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit DEHP
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Abbildung 45: SerW;-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit DEHP {iber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und
100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D) und nach Féarbung mit einem
Antikorper gegen f3;-Integrine
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Abbildung 46: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit DEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration (@) nach Farbung mit einem Antikorper gegen p;-Integrine, der Median ist mit
folgendem Symbol dargestellt: (=)
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Occludin

anti-Occludin nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit DEHP

: 65 kD
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Abbildung 47: SerWs-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit DEHP {iber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und
100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D) und nach Férbung mit einem
Antikorper gegen Occludin
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Abbildung 48: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit DEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration () nach Farbung mit einem Antikorper gegen Occludin, der Median ist mit
folgendem Symbol dargestellt: (=)
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Abbildung 49: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach ei-
nem Tag Inkubation mit DEHP, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA) und pi-Integrine (B1x) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %) in den
Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)
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Abbildung 50: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach drei
Tagen Inkubation mit DEHP, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA) und pi-Integrine (B1x) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %) in den
Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)
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Abbildung 51: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach
sechs Tagen Inkubation mit DEHP, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertab-
nahme nach Markierung mit den Antikdrpern Connexin 43 (Cx4), N-Cadherin (N-Cadm),
Occludin (Oc4) und f;-Integrine (B1x) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %) in den
Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)
Die Wirkungen von DEHP auf die Proteine Connexin 43, N-Cadherin, Occludin und ;-
Integrine wurden nach ein-, drei- und sechstégiger Inkubation auf die SerWs;-Zellen unter-
sucht (Abb. 41, 43, 45 und 47). Auch hier wurden die Mediane der absoluten Messwerte
(Abb. 42, 44, 46 und 48) in Relation zum Median der Vehikel-Kontrolle mit DMSO gesetzt
und grafisch dargestellt (Abb. 49-51). Bei allen vier Proteinen sieht man, dass nach einem Tag
kaum Verdnderungen stattgefunden haben. Auch nach Tag drei sind lediglich leichte Protein-
abnahmen um 10 bis 15 % bei 100 uM DEHP zu erkennen. Nach sechs Tagen nehmen die
Proteinreduktionen bis zu 15 % bei 10 uM und bis zu 30 % bei 100 uM DEHP deutlich zu.

Auffallend sind stirkere Effekte bei Occludin und geringere bei den 3;-Integrinen.
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3.42 MEHP

Connexin 43

Connexin 43 nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit MEHP
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Abbildung 52: SerWs-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit MEHP {iber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und
100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D) und nach Férbung mit einem
Antikorper gegen Connexin 43
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Abbildung 53: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit MEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration () nach Farbung mit einem Antikdrper gegen Connexin 43, der Median ist
mit folgendem Symbol dargestellt: (—)
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N-Cadherin

N-Cadherin nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit MEHP
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Abbildung 54: SerWs-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit MEHP {iber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und
100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D) und nach Férbung mit einem
Antikorper gegen N-Cadherin
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Abbildung 55: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit MEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration (@) nach Farbung mit einem Antikdrper gegen N-Cadherin, der Median ist mit
folgendem Symbol dargestellt: (=)
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B1-Integrine

Bi-Integrine nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit MEHP
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Abbildung 56: SerWs-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit MEHP {iber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und
100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D) und nach Férbung mit einem
Antikorper gegen f3;-Integrine
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Abbildung 57: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit MEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration (@) nach Farbung mit einem Antikorper gegen p;-Integrine, der Median ist mit
folgendem Symbol dargestellt: (=)
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Occludin

Occludin nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit MEHP
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Abbildung 58: SerWs-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit MEHP {iber
einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10
und 100 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle mit DMSO (D) und nach Farbung mit einem

Antikorper gegen Occludin
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Abbildung 59: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit MEHP in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100
uM im Vergleich zur Vehikelkontrolle mit DMSO (D), abgebildet sind drei Messwerte pro
Konzentration () nach Farbung mit einem Antikorper gegen Occludin, der Median ist mit
folgendem Symbol dargestellt: (=)
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Abbildung 60: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach ei-
nem Tag Inkubation mit MEHP, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA) und pi-Integrine (B1x) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %) in den
Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)
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Abbildung 61: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach drei
Tagen Inkubation mit MEHP, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA) und pi-Integrine (B1x) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %) in den
Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)
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Abbildung 62: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach
sechs Tagen Inkubation mit MEHP, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertab-
nahme nach Markierung mit den Antikdrpern Connexin 43 (Cx4), N-Cadherin (N-Cadm),
Occludin (Oc4) und f;-Integrine (B1x) in Bezug zur DMSO-Kontrolle (D, 100 %) in den
Konzentrationen 0,01, 0,1, 1, 10 und 100 uM (jeweils Medianwerte)

Bei den Untersuchungen der Effekte von MEHP auf die Proteine Connexin 43, N-Cadherin,

Occludin und B;-Integrine bestehen zu allen Messzeitpunkten im Median kaum Unterschiede
zwischen der Vehikel-Kontrolle und der niedrigsten Konzentration. Im Vergleich mit DEHP
zeigen sich deutliche Verdanderungen im Verlauf ab drei Tagen (Abb. 53, 55, 57, 59). Nach
einem Tag lassen sich zwischen den Banden der Vehikel-Kontrolle und den MEHP-
Konzentrationen von 0,01 uM bis 10 uM bei Connexin 43, N-Cadherin und f3;-Integrinen
kaum Unterschiede erkennen (Abb. 52, 54, 56). Bei Connexin 43 fdllt der Median an Tag drei
bei 0,1 uM um 10 %, dann bei 10 uM um 36 %. Nach sechs Tagen erfolgt eine Proteinreduk-
tion um 33 % bereits bei 0,1 uM und bei 1 uM um 50 % im Vergleich zur Kontrolle. Mit et-
was geringer ausfallenden Verdnderungen kann man bei N-Cadherin einen dhnlichen Verlauf
wie bei Connexin 43 sehen (Abb. 60-62). Wie bereits in der Immunhistologie beobachtet,
fallen weniger Effekte bei den (3;-Integrinen im Vergleich mit den anderen Strukturproteinen
nach drei und sechs Tagen auf, allerdings sind auch hier sprunghafte Abnahmen von 20 % bei
0,1 uM und 37 % bei 10 uM nach sechs Tagen zu sehen. Die stirksten Effekte wurden bei
Occludin beobachtet (Abb. 58 und 59). Hier erfolgt eine sprunghafte Abnahme des Medians
der Bandenintensitidt um 16 % bei 10 uM an Tag eins. Nach drei Tagen zeigt sich ein Sprung
von 33 % bei 1 uM und nach sechs von 50 % bei 0,1 uM und 60 % bei 1 uM (Abb. 60-62).
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343 CdCL

Connexin 43

Connexin 43 nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit CdCl,
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Abbildung 63: SerWs;-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit CdCl, iiber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 uM im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) und nach Farbung mit einem Antikorper gegen
Connexin 43
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Abbildung 64: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit CdCl, in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 uM im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle (K) abgebildet sind drei Messwerte pro Konzentration (e )
nach Fiarbung mit einem Antikorper gegen Connexin 43, der Median ist mit folgendem Sym-
bol dargestellt: (—)
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N-Cadherin

N-Cadherin nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit CdCl,
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Abbildung 65: SerWs;-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit CdCl, iiber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 uM im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) und nach Farbung mit einem Antikorper gegen N-
Cadherin
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Abbildung 66: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit CdCl, in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 uM im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle (K) abgebildet sind drei Messwerte pro Konzentration (e )
nach Farbung mit einem Antikdrper gegen N-Cadherin, der Median ist mit folgendem Symbol
dargestellt: (=)
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B1-Integrine

Bi-Integrine nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit CdCl,
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Abbildung 67: SerWs;-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit CdCl, iiber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 uM im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) und nach Farbung mit einem Antikorper gegen f3;-
Integrine

densitometrische Einheiten
[0S ]
L ]
L ]
[
1 4
L ]
L ]

K 0,01 0,1 1 K 0,01 0,1 1 K 00 01 1 uM
Tag 1 Tag 3 Tag 6

Abbildung 68: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit CdCl, in den Konzentrationen 0,01, 0,1, I uM im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle (K) abgebildet sind drei Messwerte pro Konzentration (e )
nach Farbung mit einem Antikorper gegen f3;-Integrine, der Median ist mit folgendem Sym-
bol, dargestellt: (—)
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Occludin

Occludin nach einem (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen Inkubation mit CdCl,
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Abbildung 69: SerWs;-Zellen in der Western Blot Analyse nach Inkubation mit CdCl, iiber
einen (oben), drei (mitte) und sechs (unten) Tagen in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 uM im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K) und nach Fiarbung mit einem Antikdrper gegen
Occludin
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Abbildung 70: Grafische Darstellung der Ergebnisse der Western Blot Analyse nach einem,
drei und sechs Tagen Inkubation mit CdCl, in den Konzentrationen 0,01, 0,1, 1 uM im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle (K) abgebildet sind drei Messwerte pro Konzentration (e )
nach Féarbung mit einem Antikorper gegen Occludin, der Median ist mit folgendem Symbol
dargestellt: (=)
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Abbildung 71: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach ei-
nem Tag Inkubation mit CdCl,, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA) und p;-Integrine (31 x) in Bezug zur unbehandelten Kontrolle (K, 100 %) in den Kon-
zentrationen 0,01, 0,1 und 1 uM (jeweils Medianwerte)
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Abbildung 72: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach drei
Tagen Inkubation mit CdCl,, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertabnahme
nach Markierung mit den Antikérpern Connexin 43 (Cx#), N-Cadherin (N-Cad m), Occludin
(OcA) und p;-Integrine (31 x) in Bezug zur unbehandelten Kontrolle (K, 100 %) in den Kon-
zentrationen 0,01, 0,1 und 1 uM (jeweils Medianwerte)
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Abbildung 73: Grafische Darstellung der Western Blot Analyse von Sertoli-Zellen nach
sechs Tagen Inkubation mit CdCl,, abgebildet wurde die relative prozentuale Messwertab-
nahme nach Markierung mit den Antikdrpern Connexin 43 (Cx4), N-Cadherin (N-Cadm),
Occludin (Oc4A) und B;-Integrine (81 x) in Bezug zur unbehandelten Kontrolle (K, 100 %) in

den Konzentrationen 0,01, 0,1 und 1 uM (jeweils Medianwerte)

Auch bei den Sertoli-Zellen nach Behandlung mit CdCl, sind Verdnderungen zu erkennen,
wihrend sich die Intensitdt der Banden der niedrigsten Konzentration kaum von der Kontrolle
bei allen Proteinen zu allen Zeitpunkten unterscheidet (Abb. 63-70). Bei Occludin werden erst
Proteinabnahmen nach dem dritten Tag mit 90 % und 69 % und nach dem sechsten Tag mit
38 % und 32 % bei 0,1 uM und 1 uM deutlich. Nach den ersten beiden Messzeitpunkten zeigt
N-Cadherin Proteinreduktionen erst bei 1 uM, spéter erfolgt ein Sprung bei 0,1 uM. Bei Con-
nexin 43 erscheint dieser Effekt schon nach dem dritten Tag und bei den f3;-Integrinen bereits
nach 24 Stunden. Wieder zeigen sich nach sechs Tagen bei den f3;-Integrinen die geringeren

Effekte im Vergleich zu den anderen Proteinen und die stirkeren bei Occludin (Abb. 71-73).
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4 Diskussion

4.1 [Effekte der Phthalate auf die Reproduktionsorgane

Weichmacher und andere potentiell reproduktionstoxische Stoffe sind in der Umwelt ubiqui-
tar priasent und fiihren zu einer alltiglichen Exposition des Menschen. Phthalate sind syntheti-
sche Weichmacher, die mit einem sehr hohen Anteil in PVC-haltigen Alltags- und Medizin-
produkten verwendet werden. Da sie an den Kunststoff nicht kovalent gebunden sind, kénnen
sie sich wegen ihrer lipophilen Eigenschaften durch fetthaltige Substanzen aus der Kunst-
stoffmatrix von z. B. Blutbeuteln oder Kathetersystemen leicht herauslosen.
Di-(2-ethylhexyl)-phthalat (DEHP) ist ein klassischer Weichmacher, der nach Aufnahme in
Intestinum und Leber unter anderem zu seinem korrespondierenden aktiven Metaboliten Mo-
no-(2-ethylhexyl)-phthalat (MEHP) verstoffwechselt wird. Potentiell schidigende Wirkungen
der Phthalate auf den Reproduktionstrakt sind schon seit den vierziger Jahren bekannt, trotz-
dem fehlen immer noch detaillierte Kenntnisse tiber die Mechanismen dieser toxischen Wir-
kungen (Shaffer et al., 1945; Richburg und Boekelheide, 1996; Poon et al., 1997; Wolfe und
Layton, 2003).

In dieser Dissertation wurden die unterschiedlichen Wirkungen der Phthalate DEHP und
MEHP an den Zellen der SerW;-Zelllinie untersucht. Wegen ihrer Teilungsfahigkeit konnten
im Gegensatz zu den frither verdffentlichten vergleichsweise kurzen Studien an Primérkultu-
ren Priifzeitpunkte iiber einen, drei und sechs Tage gewihlt werden (Gray und Beamand,
1984; Gray und Gangolli, 1986; Li et al., 1998; Li und Kim, 2003).

Bereits vor circa 25 Jahren wurden von der Arbeitsgruppe Gray und Beamand Studien an Ko-
kulturen von Sertoli- und Keimzellen durchgefiihrt. Sie zeigten nach MEHP-Behandlung
konzentrationsabhidngige Zunahmen der Keimzellablosungen und zeit- und konzentrations-
abhéngige Verdnderungen der Sertoli-Zellen. Die Primérkulturen wurden 24 und 48 Stunden
mit DEHP und MEHP in Dosierungen von 0,1 bis 100 uM behandelt. Nach der DEHP-
Behandlung zeigten sich keine Effekte. Die Autoren folgerten daraus, dass DEHP nach oraler
Gabe in vivo intestinal zu MEHP hydrolysiert wird und die Effekte am testikuldren Gewebe
auf MEHP zuriickzufiihren sind (Gray und Beamand, 1984). Gray und Gangolli testeten di-
verse Phthalate mit ihren aktiven Metaboliten in vitro. Dabei untersuchten sie Kokulturen

tiber 24 Stunden mit Konzentrationen von 1 bis 10000 uM diverser Monophthalate. MEHP
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stellte sich als potentester Stoff heraus. Die Zunahme der Keimzellablosung war ebenfalls
konzentrationsabhingig (Gray und Gangolli, 1986).

Damit lieferten diese Experimente erste Hinweise auf Verdnderungen der Kommunikation
und Zellkontakte im Keimepithel und auf die hohere Wirksamkeit von MEHP im Vergleich
zu DEHP. An den Zellen der SerWs-Zellline konnten diese Beobachtungen mit den ange-
wandten Methoden dieser Dissertation bestdtigt werden, was fiir die Eignung dieser Zelllinie
fiir weitere detaillierte Untersuchungen spricht.

In weiteren Studien wurden Effekte der Phthalate auf die Sertoli-Zell-Proliferation {iberpriift.
Die Arbeitsgruppe Li untersuchte Kokulturen von Sertoli-Zellen und Gonozyten (Vorldufer-
zellen von Spermatogonien) zwei Tage alter Ratten 48 Stunden mit MEHP-Konzentrationen
von 0,01 bis 1 uM, 0,5 % DMSO als Vehikel-Kontrolle und 10 uM DEHP als Negativ-
Kontrolle. Dabei beobachteten sie eine zeit- und konzentrationsabhéngige MEHP-induzierte
Gonozyten-Ablosung von den Sertoli-Zellen. Keine Effekte wurden bei 0,01 uM, 0,5 %
DMSO und 10 uM DEHP nach 48 Stunden observiert. Bei 0,1 uM erfolgten nach 24 Stunden
Ablosungen der Keimzellen und bei 1 uM schon nach 12 Stunden. Ebenso untersuchten sie
die Proliferation markierter Sertoli-Zellen der unreifen Ratten und stellten eine Abnahme von
33,6 % bei 0,1 uM MEHP und von 83,6 % bei 1 uM nach 48 Stunden fest, wiederum keine
Verdnderungen bei 0,01 uM (Li et al., 1998).

Hinsichtlich der NOEC (no observed effect concentration) stehen diese Ergebnisse in Uber-
einstimmung mit den Befunden dieser Arbeit. Auch an den SerWs-Zellen wurden nach Phtha-
lat-Behandlung tiber alle drei Messzeitpunkte keine Effekte bei 0,01 uM beobachtet.
Ebenfalls zeigte die Arbeitsgruppe Li und Kim in in vitro Versuchen mit MEHP und in vivo
Versuchen mit DEHP konzentrationsabhdngige Abnahmen der Sertoli-Zell-Proliferation so-
wie lichtmikroskopisch und immunhistochemisch typische morphologische Verdnderungen
an neonatalem Hodengewebe (Li und Kim, 2003). Sertoli-Zellen besitzen die Féahigkeit, eine
fixe Anzahl von Keimzellen zu versorgen. Wird die Sertoli-Zellzahl schon wéhrend der neo-
natalen Entwicklung reduziert, folgt aufgrund der geringeren Sertoli-Zellzahl eine Verminde-
rung der Spermienzahl im Erwachsenenalter.

Nach Behandlungen mit MEHP lassen sich deutliche Reduktionen der Zellzahlen der SerWs-
Zellen im Vergleich zu DEHP erkennen. Die Bilder der elektronenmikroskopischen Analyse
an den SerWs-Zellen zeigen zur Veranschaulichung typische morphologische Verdnderungen

schon bei Expositionen mit geringen MEHP-Konzentrationen.
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Die Bildung von Vakuolen erfolgt als erstes Zeichen der Hodenschddigung wie aus Tierexpe-
rimenten bekannt ist. Dabei lassen sich zwei Arten der Vakuolisierung beschreiben. An ge-
schadigten Zellen kommt es nach Anschwellung und Verschmelzung membrangebundener
intrazytoplasmatischer Organellen, wie Vesikel und Endoplasmatischem Retikulum, zur Bil-
dung von mehrereren basal liegenden kleinen Vakuolen oder einer einzigen groflen Vakuole
(Boekelheide et al., 2005). Beide Formen wurden in den morphologischen Untersuchungen
dieser Arbeit sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch ebenfalls beobachtet. Dabei
erscheint der Zellkern pyknotisch, das Kernchromatin verdichtet, die Kernmembran zum Teil
aufgelost, die Mitochondrien geschwollen und vergréfert und das ER aufgeweitet. Diese typi-
schen Zeichen an MEHP exponierten Sertoli-Zellen werden auch von den Arbeitsgruppen
Boekelheide und Moffit beschrieben (Boekelheide et al., 2005; Moffit et al., 2007).

Andriana und Mitautoren zeigten aus Versuchen mit MEHP an Sertoli-Primérkultur-Zellen
von Ziegen in elektronenmikroskopischen Untersuchungen nekrotische und apoptotische Zel-
len, die durch geschwollene Mitochondrien, Vakuolenbildung, kondensiertes Chromatin und
aufgeloste Zell- und Kernmembranen charakterisiert waren (Andriana et al., 2004). Zhang
und seine Mitarbeiter behandelten Sertoli-Primérkulturen iiber 24 Stunden mit MEHP in
Konzentrationen von 0 bis 600 uM. Sie untersuchten charakteristische Proteine der tight junc-
tions und stellten konzentrations- und zeitabhingige Occludin-Reduktionen fest. Sie sahen
sowohl im Lichtmikroskop als auch im Elektronenmikroskop Vakuolisierungen und extrem
eingefurchte und irregulére Plasmamembranen (Zhang et al., 2008).

Die Arbeitsgruppe um Yao und Richburg untersuchte an 21 Tage alten Mausen und an Serto-
li-Primérkulturen die Verdanderungen an den physikalischen Verbindungen zwischen benach-
barten Sertoli- und Keimzellen nach Behandlung mit MEHP {iber 24 Stunden. Der Fokus
wurde auf Komponenten der Blut-Hoden-Schranke und der apikalen ectoplasmic specializati-
ons gerichtet. Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Ultrastruktur der Blut-
Hoden-Schranke benachbarter Sertoli-Zellen, den tight-junctions und den Adhésionsverbin-
dungen zwischen Sertoli- und Keimzellen, konnte man erweiterte Interzellularspalten und
induzierte Keimzellablosungen beobachten. Gleichzeitig wurden in Westen Blot und in im-
munhistologischen Analysen konzentrations- und zeitabhingige Proteinabnahmen von Occlu-
din und den B;-Integrinen, den Strukturproteinen der tight-junctions und adherens junctions,
ermittelt. Bei ZO-1, einem ebenfalls wichtigen tight-junctions-Protein, konnten keine Effekte

nachgewiesen werden (Yao et al., 2010).
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In fritheren Studien stellte die Arbeitsgruppe eine erhohte Aktivierung der Matrix Metallopro-
teinase-2 (MMP-2) nach MEHP-Induktion in den Sertoli-Zellen fest. Mehrere Studien haben
gezeigt, dass Zytokine wie transforming growth factor-B3 (TGF-p3) und tumor necrosis fac-
tor-a (TNF-a) eine vermittelte Down-Regulation der Verbindungsproteine und eine Erho-
hung der Blut-Hoden-Schranken-Permeabilitdt bewirken. Als mdgliches Modell stellten sie
die ,,Offnung der Blut-Hoden-Schranke durch Induktion von MMP-2* vor (Yao et al., 2009).
TNF-o und seine 16sliche Form sTNF-a sind an der Regulation der Spermatogenese beteiligt
und haben Einfluf} auf die Expression der Adhédsionsmolekiile. Dabei sind Metalloproteinasen
(MPs) essentiell fiir die Prozessierung der Priakursoren von TNF-a.. Verschiedene Metallopro-
teinasen wurden im Hoden bereits identifiziert. Die meisten sind extrazelluldre Enzyme in
inaktiver Form, die durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Metalloproteinase-
Aktivitdt wird durch Transkription, durch Zymogen-Aktivierung und durch Gewebsinhibito-
ren (tissue inhibitors) reguliert. Eine erhohte durch MEHP aktivierte Expression von MMP-2
und eine verstirkte Produktion des l16slichen sSTNF-a wurde festgestellt. Die Expression von
Occludin in den tight junctions war in vivo und in vitro stark supprimiert. Sie entdeckten eine
funktionelle Beteiligung von MMP-2 bei der MEHP-induzierten Unterbrechung der Verbin-
dungskomplexe und dem daraus resultierenden Keimzellverlust und der zunehmenden Keim-
zellapoptose. Daraus folgerte man auf Stérungen der apikalen ectoplasmic specializations und
einer Disorganisation von Occludin und der Blut-Hoden-Schranke. Demnach dient TNF-a als
Negativ-Regulator der Occludin-Expression, und eine Zunahme von MMP-2 bedeutet weni-
ger Occludin und gréBere ,,Liicken in der Blut-Hoden-Schranke ('Yao et al., 2009; Yao et al.,
2010).

Die vorliegenden Daten der immunhistologischen und der Western Blot Analysen stehen
durch die deutliche konzentrations- und zeitabhéngigen Proteinabnahmen von Occludin und
den B;-Integrinen an den SerWs-Zellen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den
Versuchen mit den Primir-Kultur-Zellen. Sowohl in der Immunhistologie als auch im Wes-
tern Blot konnten bei Occludin und den f;-Integrinen nach sechs Tagen MEHP Behandlung
sprunghafte Abnahmen zwischen 0,01 und 0,1 uM und nach DEHP-Behandlung erst zwi-
schen 1 und 10 uM gesehen werden. Insgesamt fallen die Effekte auch hier bei Occludin stér-
ker als bei den f3;-Integrinen aus.

Intermediérfilamente wie Vimentin haben die Fahigkeit mit diversen Zellmembranprozessen
zu interagieren und Einfluf3 auf die Lokalisation und die Aktivitdt von Oberflichenproteinen

auszuiiben. Die Arbeitsgruppe Ivaska berichtet iiber eine enge Zusammenarbeit in der Regula-
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tion zwischen dem Intermediérfilament Vimentin und den (;-Integrinen. Vimentin ist mit
Integrin-Matrix-Komplexen verbunden und an der Regulation der Adhédsionen von Hemides-
mosomen und fokalen Kontakten beteiligt. Vimentin kann direkt oder indirekt mit den In-
tegrinen und Strukturen der Plasmamembran assoziiert sein. Versuche an Vimentin-armen
Zellen zeigten reduzierte mechanische Stabilitidt und reduzierte Beweglichkeit (Ivaska et al.,
2007).

Die Arbeitsgruppe Richburg und Boekelheide untersuchte die Vimentin-Filament-
Verteilungen in den Sertoli-Zellen 28 Tage alter Fischer-Ratten drei, sechs und zwdlf Stunden
nach einer MEHP-Behandlung zusammen mit dem Auftreten der testikuldren Keimzell-
apoptose. Sie beobachteten frithe Vakuolisierungen in den Sertoli- und Keimzellen, einen
Zusammenfall der Vimentin-Filamente nach dreistiindiger MEHP-Exposition ohne begleiten-
de Verdnderungen der Tubulin- oder Actin-Strukturen und nach sechs bis zwolf Stunden eine
progressive Zunahme perinukledrer Vimentin- Verdichtung. Um die MEHP-induzierte Keim-
zellapoptose einzuschitzen, wurden mittels visualisierender Methoden die Zellkerne apoptoti-
scher Zellen dargestellt. Es fiel auf, dass nach drei Stunden eine Abnahme und erst nach sechs
bis zwolf Stunden eine Zunahme der Apoptose erschien. Zusammengefasst schlossen sie dar-
aus, dass zwischen dem frithen Vimentin-Filament-Kollaps, der anfidnglichen Apoptosenab-
nahme durch Entkopplung und der anschlieBenden progressiven Zunahme starke strukturelle
und biochemische Zusammenhédnge zwischen Intermedidrfilamenten und der Plasmamembran
und eine parakrine Kontrolle der durch Membran-Protein-gekoppelte Regelmechanismen in-
duzierten Apoptosen der Keimzellen bestehen (Richburg und Boekelheide, 1996). In weitere-
ren Studien bestétigten sie das FAS-System zur parakrinen Regulation der Apoptose zwischen
den Keim- und den Sertoli-Zellen (Lee et al., 1997; Boekelheide et al., 1998; Lee et al., 1999).
Die Arbeitsgruppe Tay beobachtete auch nach drei, sechs, zwolf und 24 Stunden das zeit- und
konzentrationsabhidngige Verschwinden von Vimentin mittels immunhistologischer und Wes-
tern Blot Analysen und das Erscheinen von Vakuolen an Sertoli-Zellen von Méusen und
konnte die Ergebnisse von Richburg und seinen Mitarbeitern somit an Zellen einer zweiten
Spezies bestdtigen (Tay et al., 2007).

Die eindeutigen Effekte auf das Vimentin konnten in dieser Dissertation in der Immunhisto-
logie an den SerWs;-Zellen iiberzeugend dargestellt werden. Sie entsprechen den Ergebnissen
der Studien an den Priméarkulturen. Auerdem liefern die Ergebnisse Hinweise, dass auch bei
der SerW;-Zelllinie eine enge Kooperation zwischen den Abnahmen der f3;-Integrine und der

Abnahme von Vimentin bestehen kann.
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Die Arbeitsgruppe Kang untersuchte den EinfluB von DEHP an der Maus Sertoli-Zelllinie
TMS5 auf die interzellulire Kommunikation der gap junctions (GJIC) und auf die Apoptose.
Dabei entdeckten sie eine zeit- aber in dem untersuchten Konzentrationsbereich nicht dosis-
abhéngige Down-Regulation der GJIC nach DEHP-Behandlung. Erste Effekte wurden schon
nach neun Stunden gesehen. Weitere Untersuchungen zeigten eine Korrelation zwischen der
Downregulation der gap junctions, der Hemmung der Phosphorylierung von Connexin 43 und
dem morphologisch sichtbaren Ausbleiben der Apoptose. Die charakterischen Eigenschaften
der Apoptose sind Chromatin-Kondensation, Zellkernzusammenbruch, Externalisation von
Phosphatidylserin, DNA-Fragmentation, Zellmembran-blebbing (Blasenbildung der Kern-
membran) und Caspasenaktivierungen. Die Sertoli-Zellen haben direkten Einflufl auf die
kommunikativen Funktionen mit den Keimzellen. Gap junctions zwischen benachbarten Ser-
toli-Zellen und Sertoli- und Keimzellen ermdglichen einen spezifischen Informationsaus-
tausch zwischen den Zellen. In den Western Blot Analysen wurden reproduzierbare Signalab-
nahmen der Connexin 43 Aktivitit in den behandelten Zellen entdeckt, um anzuzeigen, dass
eine Abnahme der Protein-Expression nach Phthalatexposition erfolgte. Morphologische Ver-
dnderungen wie Chromatin-Kondensation und Fragmentation der Nuklei wurden beobachtet.
Diese Studie unterstiitzt die Hypothese, dass gap junctions den Transfer von Todessignalkas-
kaden fiir Apoptosen ermoglichen (Kang et al., 2002).

Bei den Untersuchungen von Connexin 43 durch Western Blot und Immunhistologie zeigen
die Daten in dieser Arbeit auch hier deutliche konzentrations- und zeitabhingige Proteinab-
nahmen und stehen mit den Beobachtungen von Kang und seinen Mitarbeitern in Uberein-
stimmung. Wéhrend bei DEHP nach sechs Tagen sprunghafte Verdnderungen zwischen 1 uM
und 10 uM stattfinden, erkennt man bei MEHP bereits zwischen 0,01 und 0,1 uM deutliche
Effekte.

Die Arbeitsgruppen Gray und Beamand, Gray und Gangolli und Li haben bei der Durchfiih-
rung ihrer Versuche keine Effekte von DEHP auf die Sertoli-Zellen gefunden, wéhrend die
Arbeitsgruppe Kang deutliche zeitabhingige Auswirkungen von DEHP auf ihre verwendeten
Zellen beoachtet hat (Gray und Beamand, 1984; Gray und Gangolli, 1986; Li et al., 1998;
Kang et al., 2002). In den fiir diese Dissertation durchgefiihrten Versuchen konnten insgesamt
deutlich geringere Effekte von DEHP als von MEHP auf die SerWs-Zellen gezeigt werden.
Allerdings werden auch Effekte bei DEHP nach sechs Tagen in den hohen Konzentrationen
sichtbar, die mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Kang in Ubereinstimmung stehen. Mog-

licherweise ist die Zeitdauer der Kultur fiir die DEHP-Effekte bedeutsam. Es konnte unter den
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experimentellen Bedingungen zu einer Hydrolyse des Diesters zum MEHP kommen, so dass
die Effekte auf diesen Metaboliten zuriickzufithren wiren. Dieser Frage sollte in weiteren

Experimenten nachgegangen werden.

4.2 Effekte von Cadmiumchlorid auf die Reproduktionsorgane

Das Schwermetall Cadmium ist durch seinen vielféltigen industriellen Einsatz weit verbreitet
und als potentiell schiadigende Substanz an Lunge, Leber, Niere und besonders Hoden seit
Jahrzehnten bekannt (Alsberg und Schwartz, 1919; Elmadfa und Burger, 1999; Schifer et al.,
2004; Thompson und Bannigan, 2008).

In dieser Dissertation wurde das wasserlosliche Salz Cadmiumchlorid (CdCl,) unter den glei-
chen Bedingungen untersucht wie die Phthalate. Allerdings starben die behandelten Zellen
bereits nach wenigen Stunden bei 10 und 100 uM CdCl, aufgrund seiner hohen toxischen
Potenz.

Die toxischen Wirkungen von Cadmium auf die minnlichen Reproduktionsorgane zeigt die
folgende Auswahl an Studien, die beim Menschen und verschiedenen Tierarten durchgefiihrt
wurden.

Die Arbeitsgruppe Akinloye untersuchte und bestitigte einen Zusammenhang zwischen der
Infertilitdt und dem Cadmium-Gehalt im Serum und Samen-Plasma von Nigerianern in einer
Studie an 20 azoo-, 40 oligo- und 40 normospermatischen Mannern. Die Korrelationen von
Serum und Samenplasma wurde mit den Samencharakteristika und Hormongehalten vergli-
chen und ausgewertet. In allen Gruppen war der Cadmium-Gehalt im Samenplasma signifi-
kant hoher als im Serum. Der Cadmium-Gehalt in Samen und Serum war bei den azoosper-
matischen Ménnern vor den Oligospermatikern und der Kontrollgruppe am hdchsten
(Akinloye et al., 2006).

Die Arbeitsgruppe De Souza Predes testete Effekte von CdCl, niedriger Dosierungen an Rat-
ten iiber sieben und 56 Tage. Dabei entdeckten sie eine signifikante Abnahme des Durchmes-
sers der Hodenkanilchen. Nach sieben Tagen waren die Tubuluslumina mit degenerierten
Keimzellen und multinukledren Spermatidaggregaten gefiillt. Vakuolisierungen wurden im
Keimepithel schon friith und nach 56 Tagen verstérkt in den Sertoli-Zellen beobachtet. Elek-
tronenmikroskopische Bilder zeigten ein kompaktes und fibros erscheinendes und fenestrier-
tes interstitielles Epithel, ein stark verkleinertes Keimepithel und fehlende Spermatozoen (De

Souza Predes et al., 2010).
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Haffor und Mitautoren behandelten Mause vier Wochen lang mit 1 mg/kg KG Cadmium/d.
Ultrastrukturelle Untersuchungen ergaben bei der behandelten Gruppe vaskulédr endotheliale,
interstitielle und Sertoli-Zell-Beschiddigungen, friihe Schiden an den Keimzellen wie Disloka-
tion der akrosomalen Granula, nukledre Schiden mit Chromatin-Heterogenitit, abgeloste
Spermatiden von den Sertoli-Zellen, Disarrangement der Mitochondrien, abnormal orientierte
Schwanzausldufer und abnormale mikrotubuldre Komplexe (Haffor et al., 2004).

Die nachfolgend beschriebenen Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen geben Hinweise auf
Effekte an den Strukturproteinen der Blut-Hoden-Schranke, die in dieser Dissertation unter-
sucht wurden.

Die Arbeitsgruppe Clough behandelte als Keimepithelzellen die Sertoli-Zellen und als inter-
stitielle Zellen die Leydig-Zellen im direkten Vergleich drei Tage mit CdCl,-Konzentrationen
von 0 bis 9 uM und stellte fest, dass Sertoli-Zellen konzentrations- und zeitabhéngig durch
CdCl, geschiddigt wurden. Sie reagieren wesentlich sensibler auf Cadmium als die Leydig-
Zellen (Clough et al., 1990).

Thompson und Bannigan berichteten, dass im Hoden nach Cadmium-Exposition Verdnderun-
gen durch Unterbrechung der Blut-Hoden-Schranke sowie durch oxidative Stressreaktionen
und beginnende Nekrosen beobachtet wurden (Thompson und Bannigan, 2008).

Normale Zellverbindungen spielen eine Rolle bei der Regulation der Meiosen und der Diffe-
renzierung in der Spermatogenese.

Die Beeinflussung von Cadmium auf die Zellverbindungen ist komplex und wird wahrschein-
lich durch viele andere zelluldre Effekte dieses Metalls verdandert. Sowohl an Wiistenrenn-
méusen als auch an Ratten konnten nach Behandlung mit Cadmium an den Hoden eine erh6h-
te vaskuldre Permeabilitit mit Odembildung und ultrastrukturelle Vakuolisierungen des
Endoplasmatischen Retikulums und desmosomale Unterbrechungen zwischen den GefidB3zel-
len beobachtet werden (Berliner und Jones-Witters, 1975; Fende und Niewenhuis, 1977).
Adherens junctions, tight junctions und Desmosomen sind im testikuldren Gewebe funktional
stark miteinander vernetzt und die Rolle der tight junctions in der Blut-Hoden-Schranke ist
von besonderer Bedeutung.

Wong und Mitarbeiter haben gezeigt, dass Cadmium die Blut-Hoden-Schranke iiber die TGF-
3/p38 MAP-Kinase Signalkaskade mit funktionalem Verlust der adherens junctions unter-
bricht. Die Zerstorung der Blut-Hoden-Schranke mit anschlieBender Abnahme der Keimzell-
zahl und Infertilitét ist mit der verminderten Expression von Occludin gekoppelt (Wong et al.,

2005).
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Die Arbeitsgruppe Kusakabe untersuchte Hodengewebe von Ratten nach Behandlung mit
CdCl, iiber sechs, zwolf und 24 Stunden und stellte Schadigungen der tight junctions mit Auf-
16sung der Blut-Hoden-Schranke und signifikante Zunahmen von Lipid Peroxidationen, also
die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, fest. AuBlerdem wurde die Prdsenz von Metal-
lothionin in Spermatogonien, Spermatozyten und Sertoli-Zellen, aber nicht im interstitiellen
Gewebe nachgewiesen. Sie schlossen daraus, dass Metallothionin als Reaktion auf Cadmium
in Spermatogonien, Spermatozyten und Sertoli-Zellen induziert und zur Abwehr des schaden-
nehmenden Hodengewebes involviert wurde (Kusakabe et al., 2008a).

Die Metallhomdostase ist aulerordentlich wichtig fiir die Regulation der Zelle zum Schutz
vor freien Radikalen. Die Induktion von Metallothionein durch Zink und andere Metalle ist
ein alternativer Schutzmechanismus (Thompson und Bannigan, 2008).

In weiteren Studien an Primér-Kultur-Zellen beobachtete die Arbeitsgruppe im Zytoplasma
Zunahmen von Cadmium und Eisen und Abnahmen von Zink. Sie untersuchten CdCl,-
Konzentrationen im Bereich von 0,0975 bis 100 uM und stellten einen signifikanten Anstieg
der Metallothionein-Expression fest. Metallothionein bindet an Cadmium mit groBerer Affini-
tat als Zink, was leicht aus Metallothionein geldst wird. Metallothionein ist Cystein-reich, ein
metallbindendes Protein, das die Zellen vor Cadmium schiitzt und Cadmium-induzierte Apop-
tosen auslost. Testikuldres Gewebe reagiert hoch sensitiv auf Cadmium. Nach kurzer Zeit
erscheinen hdmorrhagische Nekrosen. Diese und Apoptosen im Hoden werden nach Cadmi-
um-Behandlung durch Abnahmen antioxidativer Enzyme, Zunahme von Lipid-Peroxidationen
und die Zunahme von Eisen im Hoden bewirkt (Kusakabe et al., 2008b).

Die Arbeitsgruppe Chung und Cheng untersuchte tight junctions von Sertoli-Primérkultur-
Zellen mit CdCl,-Konzentrationen von 0 bis 10 uM. Dabei stellten sie nach Behandlung mit
hohen Konzentrationen fest, dass bereits nach wenigen Stunden die tight junctions konzentra-
tionsabhdngig gestdrt wurden. Nach Behandlung mit niedrigen Konzentrationen wie 0,1 uM
konnten reversible Verschliisse der tight junctions beobachtet werden. Aullerdem sahen sie
Abnahmen der Occludin-Expression und einen protektiven Effekt von Testosteron an den mit
CdCl; behandelten Zellen (Chung und Cheng, 2001).

Die Arbeitsgruppe Sorenson testete Cadmium in einer Dosis von 10 uM sechs Stunden an
einer Ratten Sertoli-Zelllinie ASC-D19 und untersuchte ihre Ultrastruktur. Dabei entdeckten
sie Autophagosomen und autophagische Lysosomen, doppelt so viele unterbrochene tight

Jjunctions wie in der Kontrolle, apoptotische Zellen mit klassischer apoptotischer Morpholo-
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gie, Zellabrundungen, Plasmamembran-blebbing, Chromatin-Kondensation, nukledres Bleb-
bing und Vakuolisierungen (Sorenson und Brabec, 2003).

Mit den Experimenten dieser Dissertation konnten auch an der Sertoli-Zellline SerW; deutli-
che konzentrations- und zeitabhingige Proteinreduktionen des tight junctions Protein Occlu-
din in den immunhistologischen Untersuchungen und Western Blot Analysen erfasst werden.
Wie bei den Phthalaten zeigten sich keine Effekte bei 0,01 uM. Wie aus den Daten der Im-
munhistologie und den Western Blot Analysen zu entnehmen ist, fanden zwischen 0,01 uM
und 0,1 uM deutliche Proteinreduktionen statt, die im Vergleich mit MEHP wesentlich starker
ausgepragt waren.

Neben den tight junctions widmete die Arbeitsgruppe Siu besondere Aufmerksamkeit den
Strukturproteinen der adherens junctions. Sie entdeckte, dass die fokale Adhésionskinase
nicht nur ein Regulator von Cadherinen und 1-Integrinen ist, sondern auch an der Regulation
des Occludin-ZO-1-Komplexes beteiligt ist. Die Blut-Hoden-Schranke besteht aus mehreren
Protein-Komplexen: Occludin/ZO-1, JAM-A/ZO-1, Claudin/ZO-1 und N-Cadherin/@-
Catenin. Die fokale Adhésionskinase (FAK) ist eine rezeptorunabhingige Tyrosinkinase, wo-
bei ihre aktive Form p-FAK-Tyr meistens in den apikalen ectoplasmic specializations mit den
B1-Integrinen als p-FAK/B1-Integrin-Komplex interagiert. Es reguliert Zellbewegungen, vira-
le Transfektionen, Apoptose, Zelldifferenzierung, Zelladhdsionen und Verbindungskréfte.
Allerdings haben Studien an anderen Geweben gezeigt, dass FAK ein immens wichtiger Re-
gulator an tight junctions und adherens junctions ist. In der Studie von Siu wurden Sertoli-
Primérkultur-Zellen mit CdCl, in Konzentrationen von 1 uM und 3 uM {iber drei, sechs, neun
und 24 Stunden behandelt. Es wurden konzentrations- und zeitabhéngige Abnahmen bei Oc-
cludin und den Pl-Integrinen entdeckt. AuBerdem konnten sie Interaktionen zwischen der
FAK und Occludin am Occludin-ZO-1-Komplex ermitteln (Siu et al., 2009).

Die Daten dieser Dissertation zeigen an den untersuchten SerWs;-Zellen ebenfalls konzentra-
tions- und zeitabhdngige Abnahmen der Proteine N-Cadherin und den P1-Integrinen als
Strukturproteine der adherens junctions. Insgesamt wirkt auch auf diese Proteine CdCl, po-
tenter als MEHP.

Die Arbeitsgruppe Fiorini untersuchte in umfangreichen Studien Verdnderungen der tight
Jjunctions, adherens junctions und insbesondere der gap junctions der Sertoli-Zelllinie SerWs
nach Exposition mit potentiell testikulér schadigenden Substanzen. Dabei wurden die Zellen
jeweils mit Schwermetallen wie CdCl,, umweltrelevanten Verbindungen wie Dichlordiphe-

nyltrichlorethan (DDT), Chemotherapeutika und Phosphodiesterase-Hemmern 24 Stunden
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lang behandelt. Die Mehrheit der getesteten Substanzen beeinflussten direkt die Zell-Zell-
Kontakte der SerW;-Zellen. Licht- und elektronenmikroskopische Auswertungen ergaben
wieder als erstes morphologisches Schiadigungszeichen typische frithe Vakuolisierungen an
den Zellen der Zelllinie. In immunhistologischen und Western Blot Analysen konnten deutli-
che Abnahmen der Membranproteine Occludin, ZO-1, N-Cadherin und Connexin 43 darge-
stellt werden (Fiorini et al., 2004; Fiorini et al., 2008).

Auch in den eigenen immunhistologischen und Western Blot Analysen an der SerWs-Zelllinie
konnte durch Abnahmen von Connexin 43 die beobachteten Effekte an den gap junctions be-
statigt werden. Die Daten dieser Dissertation zeigen bei Connexin 43 bis 0,01 uM keine Ef-
fekte und bei 0,1 uM eine deutliche Abnahme. Beim Vergleich der toxischen Potenz von
MEHP und CdCl,, wirkt CdCl, in Bezug auf Connexin 43 etwas effektiver als MEHP.

Bei Betrachtung der Effekte von CdCl, auf die untersuchten Strukturproteine der Blut-Hoden-
Schranke konnten insgesamt wieder die stirksten Effekte an Occludin und die geringsten an

den pB1-Integrinen beobachtet werden.

4.3  Schlufifolgerung

Gerade bei jungen Patienten auf Frith- und Neugeborenenstationen sind Phthalatbelastungen
durch Medizinprodukte problematisch. Die Angaben aus verschiedenen Studien variieren
tiber Expositionshohen in Vollblut und Plasma. So werden DEHP-Mittelwerte fiir Vollblut bis
zu 80 mg/l, fiir Erythrozytenkonzentrate zwischen 14 und 40 mg/l und fiir Plasmaprodukte
zwischen 4 und 545 mg/l, in Einzelfdllen sogar bis 890 mg/l angegeben (Huber et al., 1996;
CDRH-FDA, 2001; Kahl et al., 2003).

Nach Blutaustauschtransfusionen bei Neugeborenen konnten unmittelbar nach Infusion
DEHP Werte zwischen 3,4 und 19,6 mg/l ermittelt werden (Sjoberg et al., 1985a; Sjoberg et
al., 1985b).

In dieser Dissertation konnten mit DEHP Konzentrationen von 100 uM (= 39 mg/l) nach ei-
nem Tag bzw. 10 uM (=3,9 mg/l) nach sechs Tagen eindeutige Effekte an der SerW;-Zelllinie
gezeigt werden. Die Konzentrationen, mit denen sich bereits nach einem Tag deutliche Effek-
te zeigen lieBen, waren damit doppelt bis 11-fach so hoch wie die angegebene Exposition im
Plasma. Nach sechs Tagen wurde sie bezogen auf den hochsten gemessenen Plasmawert um

das Fuinffache unterschritten.
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Fiir MEHP wurden bis 22,5 mg/l in Blutprodukten und zwischen 2,4 und 15 mg/1 direkt nach
Austauschtransfusionen bei Neugeborenen angegeben (Sjoberg et al., 1985a; Sjoberg et al.,
1985b; CDRH-FDA, 2001; Kahl et al., 2003). Auch hier sind die Effektkonzentrationen mit 1
uM (=0,278 mg/l) nach einem Tag um das Acht- bis 54-fache und mit 0,1 uM (=0,0278 mg/1)
nach sechs Tagen um das 80 bis 540-fache geringer als die maximalen, gemessenen Konzen-
trationen bei den Patienten.

Bei Neugeborenen ist kein Cadmium nachzuweisen. Es akkumuliert im menschlichen Koérper
erst im Laufe des Lebens. Im Blut wurden Cadmium-Konzentrationen von 0,2-1,1 ug/l bei
Nichtrauchern und bei Rauchern zwischen 0,7-3,9 ug/l nachgewiesen (Schifer et al., 2004).
Die an den SerWs-Zellen wirksamen Konzentrationen von 0,1 uM (=18,33 ug/l) nach einem
Tag sind somit 16,6-fach hoher.

Potentiell schddigende Substanzen bewirken an Sertoli-Zellen zuerst direkte spezielle
Verédnderungen, die in sekunddre Manifestationen tibergehen konnen. Direkte Verédnderungen
sind verdnderte Keimzellbindungen, Defekte an der Blut-Hoden-Schranke, ungeniigender
apikaler zytoskelettaler Support und Rezeptor/second-messenger Veranderungen. Als
Manifestationen erscheinen Vakuolisierungen von Endoplasmatischem Retikulum und
Vesikeln, apikales Ablosen und Ausfallen von Keimzellen, Sertoli-Zell-Apoptose,
Keimzellapoptose, Verdnderungen der Verteilung, der Quantitit oder der biochemischen
Eigenschaften testikuldrer Komponenten, interstitieller Verlust von Sertoli-Zell-Proteinen und
abnehmende Sertoli-Zellzahlen (Boekelheide et al., 2005).

An den Zellen der SerWs-Zelllinie konnten konzentrations- und zeitabhingige Wirkungen
von DEHP, MEHP und CdCl, auf wichtige Strukturproteine der Sertoli-Zellen und auf Zell-
zahlen sowie morphologische Verdnderungen nach MEHP-Exposition licht- und elektronen-
mikroskopisch gezeigt werden.

Bislang sind die derzeitigen humanen toxikologischen Daten iiber die prinatale und kindliche
Belastung durch Phthalate noch ungentigend (Lyche et al., 2009), jedoch kann man aus den
gewonnen Daten dieser Arbeit schlieBen, dass es bereits bei niedrigen Konzentrationen, die
unterhalb der maximal gemessenen Exposition des Menschen liegen, zu spezifischen Veréin-

derungen kommt, welche die Dringlichkeit weiterer gezielter Studien deutlich machen.
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4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation konnte festgestellt werden, dass die Zelllinie SerWs gut geeig-
net ist, um die moglichen Effekte in Bezug auf die Schidigung verschiedener Proteine durch
verschiedene Fremdstoffe wie DEHP, MEHP und Cadmium auf die Blut-Hoden-Schranke zu
simulieren. Durch ihre Omniprisenz in der Umwelt muss die Frage einer moglichen schédi-
genden Wirkung auf die sich entwickelnden und auch ausgereiften Reproduktionsorgane sehr
ernst genommen werden. Die Zellen der SerW;-Zelllinie zeigen relevante Strukturmerkmale
natiirlicher Sertoli-Zellen, so dass Schéidigungen der Proteine, die in der Blut-Hoden-
Schranke vorkommen, nachgewiesen werden kdnnen. Durch die Teilungsfihigkeit der SerWs-
Zellen sind die Versuche zeitlich nicht so limitiert wie in vitro Versuche mit Primérkulturen
der Sertoli-Zellen. Derzeit gibt es wenige Publikationen zu in vitro Versuchen, die diese Sub-
stanzen iiber einen langeren Zeitraum getestet haben. AuBlerdem konnte die Anzahl von Tier-
experimenten durch die Testung an der Zelllinie reduziert werden. Um weitere Proteine der
Blut-Hoden-Schranke durch Verfahren wie Western Blot Analyse oder Immunhistologie
nachzuweisen und zu beurteilen, konnen weitere Antikoérper verwendet werden. Identifizie-
rungen von Apoptosesystemen, Aktivierungen von Schliisselenzymen und Signalkaskaden
konnten mit anderen Methoden, wie z.B. durch das PCR-Verfahren, untersucht werden. Be-
sonders die Wirkungen alternativer Phthalat-Verbindungen und ihrer aktiven Metaboliten
oder anderer umweltrelevanter Stoffe sollten weiterhin untersucht werden, um mdgliche
Schadigungen auf den Reproduktionstrakt so weit wie mdglich friihzeitig zu erkennen und

nach Moglichkeit zu vermeiden.
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5 Zusammenfassung

Di-(2-ethylhexyl)-phthalat (DEHP) ist ein synthetischer Weichmacher, der mit einem sehr
hohen Anteil in PVC-haltigen Alltags- und Medizinprodukten immer noch héufige Verwen-
dung findet. Es ist nicht kovalent an die Kunststoffmatrix gebunden und 148t sich wegen sei-
ner lipophilen Eigenschaften durch fetthaltige Substanzen aus Blutbeuteln oder Kathetersys-
temen leicht herauslosen. Im Gastrointestinaltrakt wird es enzymatisch zu seinem
korrespondierenden aktiven Metaboliten Mono-(2-ethylhexyl)-phthalat (MEHP) verstoft-
wechselt. Die potentiell schidigenden Wirkungen dieser Phthalate auf den Reproduktionstrakt
sind schon seit liber 60 Jahren bekannt.

Das in der Industrie weit verbreitete Schwermetall Cadmium wird tiberwiegend durch Nah-
rung oder Zigarettenrauch aufgenommen und tiber Jahrzehnte im Korper gespeichert. Ebenso
sind die reproduktionstoxischen Wirkungen von Cadmium seit dem frithen 20. Jahrhundert
bekannt. Darum wurde es als Vergleichssubstanz zu den Phthalaten fiir die hier beschriebenen
Experimente ausgewéhlt.

In den Versuchen fiir diese Dissertation wurden als Priifzeitpunkte ein, drei und sechs Tage
und als Konzentrationen 0,01 uM bis 100 uM fiir die Phthalate und 0,01 uM bis 1 uM fiir
CdCl;, ausgewdhlt. Die Wirkung der Verbindungen auf den Hoden und die mdgliche Schédi-
gung der Blut-Hoden-Schranke wurde am Modell der Sertoli-Zelllinie SerW; untersucht, die
alle wesentlichen Strukturmerkmale von natiirlich vorkommenden Sertoli-Zellen aufweist.
Die Effekte der charakteristischen Proteine der tight junctions, adherens junctions und gap
Jjunctions und somit auch der Blut-Hoden-Schranke wurden durch immunhistologische und
Westen Blot Untersuchungen analysiert. Dabei wurden Occludin, N-Cadherin, {3;-Integrine,
Vimentin und Connexin 43 ausgewdhlt, die stellvertretend fiir die verschiedenen Zell-Zell-
Kontakte stehen. Durch licht- und elektronenmikroskopische Analysen konnten morphologi-
sche und ultrastrukturelle Verédnderungen dargestellt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass sich beit DEHP auf3er nach sechs Tagen in den hohen Konzen-
trationen kaum Verdnderungen an den Proteinen dargestellt haben. Beit MEHP waren Effekte
bereits nach einem Tag in den hohen Konzentrationen und deutliche Verdnderungen nach Tag
drei in den mittleren bis niedrigen Konzentrationen zu sehen. CdCl, stellte sich im Vergleich
zu den Phthalaten als potentester Stoff dar. Aufgrund seines hohen zelltoxischen Potentials
konnten die Zellen nur in Konzentrationen bis maximal 1 uM getestet werden. Das stérkste

Ausmal an Verdnderungen konnte bei dem tight junction Protein Occludin bei allen drei Ver-



5 Zusammenfassung 94

bindungen beobachtet werden. Weiterhin wurden deutliche Verdnderungen bei dem Adhési-
onsprotein N-Cadherin und dem gap junction Protein Connexin 43 gesehen.

Im Vergleich mit den anderen Strukturproteinen wurden die f3,-Integrine als adherens juncti-
ons Proteine am wenigsten beeintréchtigt. In der Immunhistologie zeigten sich bei Vimentin
nach MEHP- und CdCl,-Exposition deutliche Veridnderungen. Mit Hilfe der in dieser Disser-
tation gewonnenen Daten konnte die Eignung der Sertoli-Zelllinie SerWj fiir in vitro Untersu-
chungen mit Fremdstoffen gezeigt werden. Insbesondere fiir umweltrelevante Stoffe ist es
sinnvoll auch ldngere Expositionszeiten zu realisieren, die mit Primérkulturen von Sertoli-

Zellen nicht moglich sind.
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