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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Metabolomics in der Toxikologie

Der Verbraucher ist im alltaglichen Leben einer Vielzahl von Chemikalien ausgesetzt.
In der klassischen Toxikologie ist es Ublich, Einzelsubstanzen in hohen Dosen in
Tiermodellen zu testen, um mithilfe von Sicherheitsfaktoren unbedenkliche
Aufnahmemengen flir den Menschen zu ermitteln. In der modernen Toxikologie wird
es immer wichtiger auch sogenannte Mischungseffekte zu adressieren und hierbei
geringere Dosen der Einzelsubstanzen, die der tatsachlichen Aufnahmemenge naher
kommen, zu betrachten (Tralau et al., 2015). Da auBerdem zunehmend nach dem
3-R-Prinzip (refine, reduce, replace) tierversuchsfreie Methoden zur Substanztestung
gefordert sind, rickt die Entwicklung von /n vitro Methoden weiter in den Fokus
(Marone et al., 2014). Auch wenn die Etablierung von aussagekraftigen
Zellkulturmodellen eine groBe Herausforderung darstellt, ergibt sich damit der Vorteil
mit humanem Material arbeiten zu kdnnen. Zwar kann derzeit nur im Tiermodell die
gesamte Physiologie eines Organismus und Toxikokinetik von Substanzen
zuverlassig abgebildet werden, jedoch erschwert auch hier die Speziesvariabilitat die
Extrapolation auf den Menschen. Bei der Entwicklung neuer Testmethoden wird
zusatzlich angestrebt Aufschluss Uber die zugrundeliegenden toxischen
Stoffwechselwege und Mechanismen, die von den Testsubstanzen angestoBen
werden, zu erlangen. Metabolomischen Untersuchungen wird ein hohes Potenzial
zugesprochen die genannten Aspekte zu adressieren, da sie Anwendung fur in vitro
Modelle finden, Testungen von Substanzgemischen mdglich machen, durch hohe
Sensitivitat die Applikation von geringen Dosen begtinstigen und mechanistische
Einblicke gewahren kénnen (Bouhifd et al., 2013).

1.1.1. Methodik
In Metabolomics Studien wird angestrebt, so viele endogene Metabolite wie mdglich

(Aminosduren, Zucker, Lipide etc.) aus biochemischen Stoffwechselwegen eines
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Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt zu analysieren. Metabolomics stellt eine
der jlngsten omics-Technologien dar. Erhdhte mRNA-Level resultieren nicht
zwangslaufig in einer Erhéhung translatierter Proteine und erhdhte Proteinlevel
spiegeln nicht unbedingt die Aktivitdt dieser Proteine wider. Somit stellt ein
metabolomisches Profil eine Momentaufnahme des biologischen Zustandes eines
Systems dar. Daher ist der Vorteil von metabolomischen Analysen gegentiber
Transcriptomics und Proteomics vor Allem die sogenannte , phenotypische Antwort™
(Goodacre et al., 2004). Interessant ist zudem die sehr viel geringere Anzahl von
endogenen Metaboliten (ca. 6.000) im Vergleich zu Proteinen (> 100.000) und
Transkripten (ca. 100.000), die in biologischen Systemen eine Rolle spielen (Hartung
et al., 2012). Daher bieten metabolomische Analysen die Méglichkeit einen groBeren
Anteil des vollstandigen Metaboloms fiir eine ganzheitliche Betrachtung erfassen zu
kdnnen, als es z.B. im Bereich Proteomics moglich ware. Allerdings stellt die
Komplexitat der strukturell und physikochemisch hochst verschiedenen Molekiile,
welche in extrem variierenden Konzentrationen auftreten (z.B. Hormone vs.
Aminosauren) eine besondere Herausforderung fiir die Analytik dar (Maertens et al.,
2016). Moderne massenspektrometrische Methoden gekoppelt mit vorgeschalteten
Trennverfahren, zumeist Flissigchromatographie (LC) oder Gaschromatographie
(GC), machen es heute mdoglich eine Vielzahl von Metaboliten aus komplexen
biologischen Matrices zu analysieren (Dettmer et al., 2007). Hierbei werden
zielgerichtete und nicht-zielgerichtete Metabolomics Ansatze unterschieden.
Wahrend bei zielgerichteten Ansdtzen die Anzahl und Art der zu messenden
Metabolite genau festgelegt ist, werden bei nicht-zielgerichteten Ansatzen die
vorhandenen Metabolite mdglichst erschdpfend erfasst. Ersteres erzielt meist Gber
analytische Standards ermittelte quantitative Daten, die z.B. mit einem Tripple-
Quadrupol-System (LC-MS/MS) aufgenommen und (ber Multiple Reaction
Monitoring (MRM) ausgewertet werden. Nicht-zielgerichtete Ansatze arbeiten meist
mit hochauflosender Massenspektrometrie (z.B. LC-Orbitrap); wobei vor der

Datenauswertung zunachst die Metabolitidentifizierung Uber Spektrenabgleich in
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Datenbanken und z.T. aufwendigem manuellem Studium von Metabolitspektren
erfolgt. Unabhdngig vom Ansatz werden dabei groBe Datenmengen generiert. Es
wird angenommen, dass gesunde Lebewesen oder unbehandelte biologische
Systeme ein Metabolitenprofil besitzen, welches sich durch duBere Einfllisse, wie z.B.
die Aufnahme von Substanzen verdndert (Bouhifd et al.,, 2013). Diese
Veranderungen von Metabolitmustern kénnen unter Anwendung von multivariater

Statistik analysiert werden (Ami et al., 2010). Zur initialen Dimensionsreduktion wird

Probengenerierung Massenspektrometrie

METABOLOMICS @

Multivariate Statistik Datenprozessierung

Abbildung 1: Schema zum Arbeitsablauf von Metabolomics Studien. Nachdem die
Probe generiert wurde, folgt die massenspektrometrische Analyse. AnschlieBend
werden die gewonnenen Datensatze ggf. nach Metabolitidentifizierung und/oder
Quantifizierung fir die multivariate statistische Analyse vorbereitet. Die anschlieBende
multivariate Statistik gibt Aufschluss liber veranderte Metabolit-Level und kann zur
Identifizierung von Biomarkern und fiir die Analyse von Signalwegen genutzt werden.
Abkirzung: Multivariate Analysis of Variance (MANOVA).

oft die Hauptkomponentenanalyse eingesetzt, welche eine uniiberwachte Methodik
darstellt. Hierbei werden ausschlieBlich die Werte der gegebenen Variablen

einbezogen, ohne Berlicksichtigung weiterer Informationen, wie
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Gruppenzugehorigkeiten der unterschiedlichen Proben. Fir die Identifizierung von
Biomarkern werden zudem Diskriminanzanalysen herangezogen. Diese tragen nach
vorheriger Definition der Probengruppen (z.B. unbehandelte Kontrolle vs.
exponierter Ansatz) dazu bei, jene Metabolite zu isolieren, welche zur Trennung der
Behandlungsgruppen fiihren und daher mit dem jeweiligen Gruppenkriterium
assoziiert werden kénnen. Uber diese statistischen Verfahren kann dann Aufschluss
Uber den Einfluss von Substanzen auf bestimmte biochemische Signalwege
gewonnen werden. Abbildung 1 stellt den typischen Arbeitsablauf von Metabolomics
Studien dar.

1.1.2. Anwendungsmaoglichkeiten

Metabolomics Methoden sind bereits in gro3 angelegten toxikologischen Projekten
wie z.B. Toxicity Testing for the 21st century (Tox-21 c¢) ein wichtiger Bestandteil
(Bouhifd et al., 2013). Auch Chemikalienhersteller finden Anwendung flr diese
Methodik, um mdgliche toxische Effekte von Substanzen zu identifizieren (van
Ravenzwaay et al., 2012). Hierbei werden in der Toxikologie meist drei verschiedene
Ziele verfolgt:

1. Vergleiche von veranderten Metabolitprofilen, welche auf die
Exposition mit unterschiedlichen Substanzen (z.B. Arzneistoffen
oder Chemikalien) bekannter toxikologischer Wirkung
zuriickzufiihren sind. Hierbei werden die Metabolitmuster mdglichst
vieler Chemikalien erfasst und in einer Datenbank hinterlegt. Als
biologische Probe wird oft Blutplasma aus Tierstudien verwendet, welche
nach Richtlinien der Organisation flir wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung (OECD) durchgefiihrt wurden. Zellkulturbasierte Ansdtze
kommen zunehmend zum Einsatz. Anhand dieser Daten lassen sich
charakteristische Gruppen von Metaboliten identifizieren, dessen Muster
auf bestimmte Endpunkte wie z.B. Lebertoxizitdt hinweisen. Diese
Datenbank kann dann zur Pradiktion der Toxizitat fir neue

Testsubstanzen genutzt werden (van Ravenzwaay et al., 2012).
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2. Identifizierung von Biomarkern, die molekulare Indikatoren fiir
spezielle pathogene Prozesse darstellen. Dieser Ansatz verfolgt das
Ziel substanzspezifische Biomarker zu identifizieren, die auf die Exposition
mit bestimmten Chemikalien hinweisen und moglichst
konzentrationsabhangig reagieren. Es kann sich dabei ebenfalls um eine
Gruppe von Biomarkern handeln, die sich aus verschiedenen Metaboliten
mit veranderten Leveln zusammensetzt. Auch fir die Untersuchung
bestimmter Signalwege ist dieser Ansatz anwendbar, indem z.B. die
Veranderungen der Biomarker Gruppen nach gezielter Inhibition von
Schritten in Signalwegen studiert wird. Dieses Vorgehen beleuchtet
mechanistische Vorgange (Jungnickel et al., 2014).

3. Aufdeckung neuer toxikologischer Signalwege und
Mechanismen, die durch die Anderung bestimmter Metabolite
aus Stoffwechselwegen sichtbar werden. Diese Analyse des
Metaboloms dient hauptsachlich der Entdeckung neuer Anhaltspunkte ftir
unbekannte oder nicht ausreichend aufgeklarte toxikologische
Mechanismen nach Substanzexposition. Hierbei kdnnen unterstiitzend
Netzwerkanalysen herangezogen werden. Die identifizierten Signalwege
werden anschlieBend durch komplementére Methoden verifiziert und
weiterfihrend mit molekularbiologischen Methoden untersucht (Johnson
et al., 2016).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Metabolomanalysen vielfaltig fur die
Exposition von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAKs) und
endokrinen Disruptoren eingesetzt. Auch Ko-Expositionsszenarien mit dem
Schwermetall Cadmium (Cd?*) wurden untersucht. Als biologische Systeme
fungierten humane Zelllinien (HaCaT und MCF-7). Eine Beschreibung der
Untersuchungen und biologischen Systeme ist dem Kapitel Zielsetzung (1.3.) zu

entnehmen.
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1.2. Verbrauchernahe Chemikalien

1.2.1.PAKs

PAKs bestehen aus mindestens zwei kondensierten aromatischen Ringen. Sie
entstehen bei Verbrennungsprozessen z.B. beim Grillen von Fleisch oder im
Tabakrauch (Luch and Baird, 2010). Daher sind PAKs in komplexen Gemischen
ubiquitar in der Umwelt vertreten: in der Umgebungsluft, in Nahrungsmitteln und im
Erdboden (Lewtas, 2007; Lijinsky, 1991). Zudem sind diese Verbindungen in Rohdl
und RuB enthalten, welches fiir die Produktion von Gummimaterialien, Plastik und
Elastomeren verwendet wird. Daher ist die tagliche Exposition des Verbrauchers mit
PAKs Uiber vielfaltige Routen (pulmonal, peroral, dermal) mdglich. Dermaler Kontakt
mit PAKSs Uber verbrauchernahe Produkte (z.B. Werkzeuggriffe und Schmieréle) und
anschlieBende Migration wurde als wichtiger Expositionsweg flir verschiedene PAKs
identifiziert. Auch die perkutane Absorption wurde bereits gezeigt (Bartsch et al.,
2016; Paschke et al., 2015). AuBerdem ist eine starke Korrelation zwischen der
dermalen Exposition mit PAKs und dem Auftreten von Hautkrebs bekannt (Boffetta
et al., 1997). Karzinogene PAKs werden zunachst metabolisch aktiviert bevor sie an
Makromolekile wie DNA binden kénnen (Luch and Baird, 2010). Cytochrom-P450
Enzyme (CYPs), insbesondere CYP1Al1, 1A2 und 1B2 sind hauptsachlich in der
Biotransformation von PAKs beteiligt (Shimada, 2006; Shimada and Fujii-Kuriyama,
2004). Viele PAKs mit einem buchtférmigen Bereich im Molekll zwischen drei
Benzolringen (Bay-Region), wie Benzo[a]pyren (BAP), werden durch CYP1A1l
aktiviert (Schwarz et al., 2001). Bei PAKs, deren Struktur einen erweiterten
buchtférmigen Bereich zwischen 4 Benzolringen aufweist (Fjord-Region), wie
Dibenzo[ g,/lpyren (DALP), spielt CYP1B1 bei der Aktivierung eine groBere Rolle
(Buters et al., 2002). Die enzymatische Generierung von sterisch gehinderten Bay-
und Fjord-Region Diolepoxiden und die anschlieBende Bildung von DNA-Addukten,
welche zu Mutationen fiuhren kdnnen, werden als dominante Mechanismen in der

chemischen Karzinogenese angesehen (Hall and Grover, 1990). Neben der
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Aktivierung durch CYP Enzyme, sind zwei weitere Metabolisierungswege von
Bedeutung: die Bildung von Radikalkationen durch Einelektronen-Oxidation Uber
Peroxidasen (Cavalieri and Rogan, 1995), sowie die Bildung von ortho-Chinonen
durch Dihydrodiol-Dehydrogenasen (Penning et al., 1996). Letzterer fihrt zu
Redoxcycling und zum Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Es wird
angenommen, dass alle drei Wege des Metabolismus zu unterschiedlichem Ausmal
an der PAK induzierten Karzinogenese beteiligt sind (Xue and Warshawsky, 2005).
Die Leitsubstanz der PAKs, welche als Reprasentant der gesamten Substanzklasse
steht und bereits intensiv erforscht wurde stellt BAP dar. BAP wurde von der
International Agency for Research on Cancer (IARC) als Karzinogen der Kategorie 1
(karzinogen fiir den Menschen) eingestuft (IARC, 2010). Chrysen (CRY) besitzt
ebenfalls eine Bay-Region und kann in reaktive Diolepoxide umgewandelt werden
(Nordgvist et al., 1981), es zeigt aber eine geringere karzinogene Potenz und wurde
in Kategorie 2B (mdglicherweise karzinogen flir den Menschen) eingestuft. Das
Fjord-Region enthaltende PAK DALP stellt ein sehr potentes Karzinogen in
Tierstudien dar (Ralston et al., 1994), und wurde in die Kategorie 2A (wahrscheinlich
karzinogen fir den Menschen) eigestuft. PAKs fungieren als Liganden des Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptors (AHR) (Denison and Nagy, 2003). Dieser Liganden-
abhangige Transkriptionsfaktor wird im Zytosol von entsprechenden PAKs gebunden
und aktiviert. Darauf transloziert er in den Zellkern, bindet dort an spezifische DNA-
Motive (sogenannte xenobiotic response elements (XRES)) und moduliert dadurch
die Expression von verschiedenen Zielgenen (siehe Abbildung 2). XREs befinden sich
vor allem in Promotoren von Zielgenen, welche flir Enzyme aus dem Phase I (z.B.
CYP1A1) und Phase II (z.B. Glutathion-S-Transferase) Metabolismus von Xenobiotika
codieren. Daher kann die Induktion des Phase I Metabolismus durch die Aktivierung
von z.B. CYP1A1 zu einer beschleunigten Metabolisierung von PAKs flihren. Dadurch
kdnnen weitere aktivierte Intermediaten entstehen, was zu vermehrter DNA-
Schadigungen flihren kann. Zusatzlich kann AHR Aktivierung Faktoren von Prozessen

des Zellwachstums (z.B. Serin/Threonin Kinasen wie COT), des Zellzyklus (z.B. Cyclin
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Abbildung 2: Kanonischer AHR Signalweg. Der AHR liegt zytosolisch in einem
Proteinkomplex mit u.a. einem Dimer aus Hsp90 vor. Nachdem ein AHR-Ligand (z.B.
BAP) bindet wird durch die resultierende Konformitdtsanderung die Translokation in den
Zellkern aktiviert. AHR dissoziiert dort vom Proteinkomplex ab und bildet ein
Heterodimer mit seinem nuklearen Translokator ARNT. Der AHR/ARNT-Komplex kann
anschlieBend durch Bindung an spezifische DNA-Motive, klassischerweise den XREs, die
Transkription von Zielgenen modulieren. Dies resultiert in spezifisch veranderter mRNA
Produktion (z.B. von CYPs). Nach Ausschleusung in das Zytoplasma kann gebildete
mRNA in Proteine (z.B. CYP1A1) translatiert werden, welche anschlieBend ihre Funktion
in der Zelle (z.B. Metabolismus von PAKs) aufnehmen koénnen. Abkiirzungen: Aryl-
Hydrocarbon-Rezeptor (AHR), Hitzeschockprotein (Hsp90), AHR nuklearer Translokator
(ARNT), polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAKS), xenobiotic response
element (XRE).

B2), sowie der Apoptose (z.B. Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF)) beeinflussen (Frueh
et al., 2001; Puga et al., 2000).

Gerade in den letzten Jahren wurden viele Erkenntnisse Uber den AHR gewonnen
die Uber die kanonische Aktivierung des AHR und den Einfluss auf die Bioaktivierung

von Umweltchemikalien und Karzinogenen hinausgehen. Es wurden einige endogene
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AHR Liganden identifiziert, welche z.B. Metabolite der Aminosdaure Tryptophan
darstellen (z.B. Kynurenin). Aber auch natlirliche Verbindungen aus pflanzlichen
Nahrungsmitteln wie Flavonoide wurden als schwach wirksame AHR Aktivatoren
charakterisiert (Murray et al.,, 2014). Die Vertiefung des Wissens Uber mogliche
physiologische Funktionen des AHRs, welche die Leberfunktion, das Immunsystem,
sowie kardiovaskuldre und neuronale Funktionen betreffen, stehen weiter im Fokus
der Wissenschaft (Guyot et al., 2013). Auch bei inflammatorischen Prozessen spielt
der AHR eine wichtige Rolle. So wurde entdeckt, dass der nukledre Faktor kgppa B
(NFkB) den AHR-ARNT Komplex und die AHR Aktivierung hemmen kann, was zu
einer veranderten Expression von proinflammatorischen Zytokinen flihrt. AuBerdem
kdnnen Steroidrezeptorfunktionen durch den AHR moduliert werden, indem der
Liganden-aktivierte AHR direkt mit dem Estrogenrezeptor ajpha (ERa) assoziiert und
beispielsweise als E3 Ubiquitin Ligase zur Proteolyse des Estrogenrezeptors fihrt
(Ohtake et al., 2009).

Fir viele PAKs, besonders ab einer Anzahl von 4 aromatischen Ringen, wird eine
karzinogene Wirkung auf den Menschen vermutet. Da PAKs in komplexen Gemischen
auftreten, ist die Regulation dieser Substanzklasse eine Herausforderung. Einige
PAK-Mischungen sind bereits als Klasse 2A/B Karzinogene eingestuft worden (IARC,
2014, 2010). Die von Behdrden gesetzten Grenzwerte flir PAKs zielen auf eine
kontinuierliche Reduzierung dieser Verbindungen nach dem ALARA-Prinzip (as /low
as reasonable achievable) ab (BFR, 2010). In verbrauchernahen Produkten die in
der EU vertrieben werden, darf seit Dezember 2015 nur noch 1 mg/kg flir jede
einzelne PAK-Verbindung nachweisbar sein (Verordnung (EU) 1272/2013, 2013). Bei
Spielzeugen flr Kleinkinder oder Sauglinge wurde ein Grenzwert von 0,5 mg/kg
festgelegt (BFR, 2014). Derzeit wird die Karzinogenitat von PAK-Verbindungen in
einer 2-Jahres Studie an Nagetieren getestet (Tilton et al., 2015). Diese
Langzeitstudien im Tiermodell sind flir das Screening von einer groBen Anzahl von
Verbindungen und Mischungen wenig geeignet. Fir die Risikobewertung der

Karzinogenitdt von PAKs in Gemischen wird BAP als Modelsubstanz fiir die gesamte
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Substanzklasse herangezogen (US EPA, 2010). Betrachtet man die verschiedenen
PAK-Verbindungen, welche unterschiedlich  metabolisiert werden und
unterschiedliche Affinitat zum AHR aufweisen im Zusammenhang mit den komplexen
Auswirkungen der AHR Aktivierung, ist es naheliegend, dass PAKs sich in ihren
toxischen Effekten unterscheiden konnen, die nicht aus einem einzigen
Toxizitdtsmechanismus resultieren missen (Siddens et al., 2012). Interaktionen und
nicht-additive Effekte sind wahrscheinlich, wenn diese Substanzen in Mischungen
auftreten (Jarvis et al., 2014). Daher ist es weiterhin wichtig, neue Strategien fir die
Risikobewertung von PAKs in Gemischen und neue Testsysteme flir diese

Verbindungen zu entwickeln.

1.2.2. Endokrine Disruptoren

Fremdsubstanzen, die in das endogene Hormonsystem von Organismen eingreifen,
werden als endocrine disrupting chemicals (EDCs) bezeichnet (Colborn et al., 1993).
Die World Health Organization (WHO) definiert einen Stoff als EDC, wenn er einen
adversen Effekt auf die menschliche Gesundheit besitzt, eine endokrine
Wirkungsweise aufweist und eine Kausalbeziehung zwischen dem adversen Effekt
und der endokrinen Wirkungsweise besteht (OECD/IPCS, 2002). Zu EDCs gehéren
diverse Verbindungen, welche keine definierte Substanzgruppe darstellen. Fir die
eindeutige Identifizierung von Substanzen als EDCs arbeiten Wissenschaftler nach
wie vor an einem allgemeingtiltigen Konsens (Solecki et al., 2016). EDCs kdnnen
natlirliche Bestandteile der Nahrung sein. Beispiele sind Phytohormone, wie
Isoflavone, welche in Soja vorkommen, oder Umweltgifte wie polychlorierte
Biphenyle. Auch Pestizide wie Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT), bestimmte
Konservierungsmittel wie Benzophenon oder Weichmacher wie Phthalate stellen
EDCs dar. Sie liegen haufig in niedrigen, physiologisch wirksamen Konzentrationen
vor und werden in Substanzgemischen wie komplexen Umweltproben
nachgewiesen. Das vermehrte Vorkommen von EDCs in der Umwelt wurde mit der
Abnahme der humanen Samenqualitdt und -quantitdt assoziiert und spielt

moglicherweise eine Rolle bei der erhdhten Inzidenz von Hoden- und Brustkrebs in
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den letzten Jahrzehnten (Soto et al.,, 2006). Der adverse Effekt auf das
Hormonsystem resultiert aus Einwirkungen auf die Steroidsynthese oder den
Steroidmetabolismus und beruht auf agonistischer oder antagonistischer Bindung
von nuklearen Hormonrezeptoren. Zu diesen Liganden-aktivierten

Transkriptionsfaktoren gehéren v.a. der ER, sowie der Androgen-, und
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Abbildung 3: Mechanismus der Aktivierung von nukledrer Estrogenrezeptoren.
Estrogen gebundene ERa und ERB binden an das ERE und bilden Homo- oder
Heterodimere, welche zur Aktivierung der Transkription von Zielgenen flihrt.
Resultierende mRNA Transkripte werden in Estrogen-responsive Proteine translatiert,
was zur Manifestation der estrogenen Wirkung flihrt. Abklrzungen: Estrogen Rezeptor

(ER), Estrogen-Response-Element (ERE).

Progesteronrezeptor. Der ER, welcher mindestens in zwei Isoformen (ERa und ERp)
vorkommt, befindet sich hauptsachlich im Zellkern. Dort bindet er 17p-Estradiol (E2)
oder estrogenahnliche Verbindungen. Die Estrogen-gebundene Rezeptorform homo-
oder heterodimerisiert und bindet anschlieBend an ein spezifisches Estrogen-
Response-Element (ERE) an genomischer DNA (siehe Abbildung 3). Diese Bindung
fuhrt zu einer Transkriptionsaktivierung verschiedener Zielgene. Die Aktivierung von

ERs beeinflusst viele physiologische Prozesse, wie die weibliche sowie mannliche
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Entwicklung, das Reproduktionssystem beider Geschlechter, die kardiovaskulare
Gesundheit, den Knochenstoffwechsel, sowie Kognition und Verhalten (Deroo and
Korach, 2006).

Ein vielseitig untersuchter synthetischer EDC ist Bisphenol A (BPA). Die hormonelle
Wirkung von BPA wird Uber den ER vermittelt, an welchem BPA &hnlich dem
Sexualhormon E2 bindet und somit die Expression von Zielgenen moduliert (Li et al.,
2013). BPA bildet als Monomer die Grundlage fiir Polycarbonat-Kunststoffe, die zur
Herstellung von Behaltnissen flir Lebensmittel und Getranke verwendet werden.
AuBerdem wird BPA fiir die Herstellung von Epoxidharzen zur Innenbeschichtung
von Getranke- und Konservendosen verwendet (Gao et al., 2012). Der Einsatz von
BPA als Entwickler in Thermopapier stellt eine weitere Expositionsmaglichkeit fiir den
Verbraucher dar (Mendum et al., 2011). Trotz einer Vielzahl von Studien zur Toxizitat
von BPA, wird weiterhin kontrovers diskutiert ob eine schadigende Wirkung auf die
Gesundheit vorliegt (Hengstler et al., 2011). Einer umfassenden Neubewertung von
BPA durch die Europadische Behoérde flr Lebensmittelsicherheit (EFSA) zufolge,
Ubersteigt die tagliche Exposition liber die Aufnahme von Nahrungsmitteln keiner
Altersgruppe den aktuellen Grenzwert von 4 Mikrogramm pro Kilogramm
Kdrpergewicht pro Tag (EFSA, 2015). Demnach geht keine Gesundheitsgefahr von
BPA aus. Allerdings werden weiterhin mdgliche Effekte im Niedrigdosisbereich, sowie
Mischungseffekte in Verbindung mit BPA diskutiert. Daraus resultierte bereits ein
Verbot von BPA in Babyflaschen (Commission-Directive, 2013).

Das Schwermetall Cd?* steht im Verdacht als sogenanntes Metalloestrogen endokrin
aktiv zu sein. Als weit verbreitete persistente Umweltkontaminante besitzt Cd2* eine
Tendenz zur Bioakkumulation (Fernandez-Leborans et al., 2007). In der
wissenschaftlichen Literatur herrscht allerdings Uneinigkeit dariiber, ob und wie Cd**
ERs modulieren kann (Silva et al., 2012). Cd?* kommt in einer Vielzahl von
verbrauchernahen Produkten vor, z.B. in Keramik oder Kunststoffmaterialien (PVC),
sowie in Zigarettenrauch. Kombinationseffekte von Cd?**, endogenen Estrogenen

und Xenoestrogenen sind bisher wenig untersucht. Da der Verbraucher einem
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Cocktail an potenziell endokrin aktiven Substanzen ausgesetzt ist, ist die
Untersuchung von Kombinationswirkungen von Cd?* mit anderen Substanzen von
hoher Relevanz.

Da gerade im Bereich der Reproduktionstoxikologie bei /n vivo Studien eine groBe
Anzahl an Tieren bendtigt wird und eine sehr hohe Anzahl von synthetischen
Chemikalien (> 30.000) auf ihre endokrine Aktivitat getestet werden muss, hat die
OECD ein Konzept erarbeitet, in dem in vitro Methoden fiir das initiale Screening
eine sehr groBe Rolle spielen (Gelbke et al., 2004). Im ersten Schritt konzentriert
sich dieses Konzept auf bereits existierenden Informationen der zu testenden
Substanz (z.B. physikochemische Eigenschaften). AnschlieBend werden /n vitro
Methoden wie Rezeptorbindungsstudien oder transkriptionale Aktivierung
verwendet, bevor /n vivo Studien in Betracht gezogen werden sollen. Allerdings fehlt
es an verlasslichen /n vitro Methoden, welche nicht nur isolierte Aspekte (Endpunkte)
betrachten und die sichere Identifizierung von EDCs erzielen, was sich nicht zuletzt
an den oft kontrovers geflihrten Diskussionen um die Bewertung der

gesundheitlichen Risiken durch endokrin wirksame Substanzen ablesen lasst
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2. Zielstellung

In der modernen Toxikologie ist die Entwicklung neuer pradiktiver und robuster /in
vitro Testmethoden zur Reduktion von Tierversuchen dringend erforderlich.
Zusatzlich wird die Anpassung von Versuchsdosen auf tatsachliche
Expositionsmengen mit denen der Mensch in Kontakt kommt angestrebt. Zudem gibt
es groBen Bedarf, toxische Signalwege, welche durch Chemikalien beeinflusst
werden, zu verstehen und aufzuklaren. Im Alltag ist der Verbraucher gleichzeitig
einer Vielzahl von Chemikalien ausgesetzt, welche aus natirlichen oder
anthropogenen Quellen wie Kosmetika, Kunstoffen oder Gummimaterialien stammen
kdnnen. Daher ist die Entwicklung neuer /n vitro Teststrategien, welche auch
Mischungseffekte in Betracht ziehen kdnnen, von besonderer Bedeutung. Anhand
dieser Testmethoden sollen neue Risikobewertungsstrategien abgeleitet werden,
welche eingesetzt werden kdnnen, um den Verbraucher adaquat zu schitzen.

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich methodisch auf Metabolomanalysen (siehe
1.1.), welche als vielversprechend flir die Anwendung flr /n vitro Untersuchungen
im Niedrigdosisbereich gelten. Als Testsubstanzen wurden einerseits karzinogene
PAKs (siehe 1.2.1.), die hormonell wirksame Industriechemikalie BPA (siehe 1.2.2.),
sowie das Schwermetall Cd?* (siehe 1.2.2.) untersucht. Diese Chemikalien stehen
im Bereich der gesundheitlichen Risikobewertung immer wieder im Fokus. Als
biologische Testsysteme wurden permanente humane Zelllinien gewahlt. Da die
dermale Exposition bei PAKs toxikologisch eine Rolle spielt, wurde eine metabolisch
kompetente Keratinozytenzelllinie verwendet (HaCaT). Keratinozyten stellen den
groBten Anteil an Zellen in der Epidermis dar, daher kénnen Vorgange in der
menschlichen Haut mit diesen abgebildet werden (Boukamp et al., 1988). Um
Effekte des AHRs (siehe 1.2.1.) zu untersuchen, wurden ebenfalls AHR-defiziente
HaCaT Zellen (AHR-KD) eingesetzt (Fritsche et al., 2007). Flr die Untersuchung des
Xenohormons BPA im Vergleich zu E2, sowie von Ko-Expositionseffekten von BPA,

E2 oder dem PAK BAP mit dem mdglicherweise endokrin wirksamen Schwermetall
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Cd?* wurde eine humane Brustkrebszelllinie (MCF-7) gewdhlt. Diese weist
metabolische Kompetenz auf und ist mit ERs, sowie dem AHR ausgestattet. Um
Effekte des AHRs aufzuzeigen wurden ebenfalls AHR-defiziente MCF-7 Zellen (MCF-
7AHR200) eingesetzt. MCF-7 Zellen werden standardmaBig flir die Messung von
Proliferationseffekten mittels £-Screen verwendet, daher stellen sie besonders fir
die Untersuchung von EDCs ein sehr gut etabliertes System dar (Villalobos et al.,
1995). Zundchst wurden Methoden flir die Ernte, Extraktion und Analyse des
Metaboloms in diesen Zelllinien etabliert. AnschlieBend kamen diese zum Einsatz fr

die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollten metabolomische Untersuchungen in
HaCaT Zellen durchgefiihrt werden. Hierbei sollte differentiell untersucht werden,
wie einzelne Verbindungen der Substanzklasse der PAKs das Metabolom in HaCaT

Zellen verandern:

- Der Einfluss der drei ausgewahlten PAKs (CRY, BAP und DALP) auf die
Viabilitat, sowie CYP1A1 und CYP1B1 Expression auf RNA und Proteinebene
sollte zunachst charakterisiert werden.

- Metabolite sollten als neue potentielle Biomarker identifiziert werden, welche
pradiktiv fur die Exposition mit PAKs sind.

- Durch PAKs beeinflusste biochemische Stoffwechselwege sollten identifiziert
werden und AHR-abhangige von AHR-unabhé@ngigen Effekten unterschieden

werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Wirkung von endokrinen Disruptoren auf MCF-
7 Zellen untersucht werden. Auch Mischungseffekte sollten hier adressiert werden,
indem mogliche estrogene Eigenschaften von Cd?* allein und in Kombination mit

endogenem E2 sowie dem Xenohormon BPA untersucht wurden:

- Es sollte zunachst ein Metabolitmuster identifiziert werden welches mit

estrogenen Effekten in MCF-7 Zellen assoziiert werden kann.
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Da