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1. Einleitung 1

1. [Einleitung

Proteine aus der Superfamilie der nukledren Rezeptoren greifen regulierend in nahezu alle fundamen-
talen biologischen Prozesse wie Entwicklung und Homd&ostase aber auch Zellproliferation und Gewe-
bedifferenzierung ein. lhre Funktion als Regulatoren der transkriptionellen Aktivitit ihrer Zielgene
iiben nukledre Rezeptoren in der Regel nach Bindung eines meist aus Isoprenuntereinheiten aufgebau-
ten Molekiils aus, indem sie an spezifische “Hormon-Responsive” Elemente der DNA binden und so
die Interaktion zwischen der RNA-Polymerase II und dem Zielgen ermoglichen (Whitfield et al.
1999). Eine korrekte Steuerung der Aktivitat der Zielgene setzt folglich ein storungsfreies Zusammen-
spiel zwischen Hormon und Rezeptor im Rahmen endogen kontrollierter, enger Konzentrationsberei-
che voraus. Aus diesen Griinden wéchst mit der zunehmenden Zahl anthropogen freigesetzter Sub-
stanzen (mehr als 100.000 chemische Verbindungen sind im europdischen Verzeichnis existierender
chemischer Substanzen verzeichnet, Zeemann et al. 1995) das Potential der Existenz sogenannter en-
dokriner Disruptoren in der Umwelt, die auf direktem oder indirektem Weg schidigend in diese Regu-
lationsgefiige eingreifen. Ausgehend von dieser Hypothese wurde von der US Environmental Protecti-
on Agency 1996 folgende Definition fiir Substanzen mit Einfluss auf die Hormonsysteme von Orga-

nismen, sogenannter endokriner Disruptoren, eingefiihrt:

“Endocrine disrupting chemicals are exogenous agents that interfere with production, re-
lease, transport, metabolism, binding, action, or elimination of the natural hormones in
the body responsible for the maintenance of homeostasis and the regulation of devel-

opmental processes (Kavlock et al. 1996, US EPA sponsored-workshop).”

Wihrend die Existenz einer negativen Einwirkung anthropogener Substanzen fiir die meisten Mitglie-
der der Superfamilie der Steroidrezeptoren aufgrund ihrer Beteiligung an der Regulation sehr komple-
xer biologischer Prozesse, z.B. der Einhaltung der Homdostase oder Steuerung von Differenzierungs-
vorgdngen, bisher spekulativ ist, liegen fiir die Beeinflussbarkeit des Estrogen- bzw. Androgen-
regulierten Reproduktionsystems durch exogene hormonihnliche Verbindungen — sogenannte Xe-
noestrogene - konkrete Hinweise vor. Im natiirlichen System bestehen fiir die Reproduktionssyteme
eindeutige Unterschiede zwischen ménnlicher und weiblicher Physiologie und sind folglich leicht
messbar. Neben ihrer Funktion als Signalsubstanzen bei der Differenzierung der Geschlechtsorgane
und bei Steuerung der weiblichen Reproduktionsphysiologie wurden Einfliisse von Ostrogenen auch
auf neuronale Entwicklung (McEwen und Alves 1999, Tena-Sempere et al. 2000), Thymus-
entwicklung (Forsberg 2000, Yellayi et al. 2000) sowie die Osteoblasten-Differenzierung (Bodine et
al. 1998, Migliaccio et al. 2000) nachgewiesen. Bei der Gehirnentwicklung wurden neben der Beteili-
gung von Ostrogenrezeptoren bei der sexuellen Differenzierung der Hypothalamusregion (Kuhnemann
et al. 1994, Simerly et al. 1997) auch neurotrophe Wirkung auf die Differenzierung des Vorderhirns,
der Hippocampusregion und den Bereich der Raphe Nuclei gefunden (Toran-Allerand et al. 1996,
McEwen und Alves 1999), so dass eine Beteiligung an grundlegenden biologischen Funktionen zu
vermuten ist.

Bereits in den 1930er Jahren wurde im Zuge der Suche nach wirksamen Kontrazeptiva das estrogene
Potential zahlreicher synthetischer Substanzen, darunter auch Diethylstilbestrol und Alkylphenole,
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erkannt (Dodds und Lawson 1936, 1938). Aufgrund der Zunahme von Verdffentlichungen iiber Re-
produktionsstérungen bei Wildtieren und Menschen im Verlauf der 1980er und 1990er Jahre wurde
folglich die Hypothese der Estrogen-wirksamen anthropogenen Substanzen in der Umwelt formuliert.
Anzeichen fiir eine Storung der endokrinen Reproduktionssysteme liegen dabei fiir alle Vertebra-
tenklassen, einschlieBlich des Menschen, vor: In mehreren unabhingigen epidemiologischen Studien
zur Fertilitdt von Méannern wurde ein Riickgang von Spermienqualitit und -volumen beobachtet (Carl-
sen et al. 1992, Auger et al. 1995, Irvine et al. 1996, Younglai et al. 1998, Swan und Elkin 1999), wo-
bei die statistische Absicherung derartiger Daten umstritten ist (Bromwich et al. 1994, Parazzini et al.
1998, Saidi et al. 1999). Fiir die Xenoestrogen-Hypothese sprechen jedoch auch die in den letzten
Jahrzehnten gestiegene Rate von Hodenkrebs und Kryptorchismus (Toppari et al. 1996, McLachlan et
al. 1998, Weidner et al. 1998, Juberg 2000, Ohlsen und Hardell 2000). Als weitere Vertreter fiir die
Klasse der Sdugetiere wurden auch bei baltischen Grau- und Ringelrobben in zunechmenden Malle
Reproduktionsstorungen und Sterilitdt beobachtet, die mit hohen PCB-Konzentrationen — einer Stoff-
gruppe mit schwach Estrogen-wirksamen Substanzen — in Verbindung gebracht wurden, die in ihrem
Gewebe gemessen werden konnten (Bergman and Olsson 1985; Roos et al. 1998). Ebenso wurde eine
Parallelitdat zwischen dem Zusammenbruch von Otterpopulationen innerhalb Europas und hohen PCB-
Konzentrationen beobachtet (Keymer et al. 1988, Leonards 1996).

Diesen Beobachtungen entsprechend konnte auch bei baltischen Seeadlern eine negative Korrelation
zwischen Reproduktionserfolg und PCB-Konzentrationen in den Eiern gefunden werden (Helander et
al. 1982; Falandysz et al. 1994). Bereits Ende der 1970er Jahre wurde eine DDT-induzierte Feminisie-
rung bei Méwen-Embryonen beobachtet (Fry und Toone 1981). Die Nachkommen von Alligator-
Populationen im Lake Apopka, Florida, der in den 1980er Jahren stark mit Pestiziden, unter anderem
auch DDT, verschmutzt war, zeigten Abnormalititen in ihrer Gonadenmorphologie, der gonadalen
Steroidogenese, und der Steroidkonzentrationen im Blutkreislauf (Guillette et al. 1994, 1995, 1996).
Bei ménnlichen Fischen wurde eine Induktion von Vitellogenin, dem Vorlauferprotein der Dotterpro-
teine, entdeckt, die in Kafigexperimenten gegeniiber Klaranlagenausldufen exponiert waren oder der
Umwelt entnommen wurden (Purdom et al. 1994, Folmar et al. 1996, Harries et al. 1997, Mellanen et
al. 1999). Ebenso wurde bei Fischen von einem Riickgang des Hodenwachstums (Jobling et al. 1996),
dem Auftreten von Mischgonaden (Lye et al. 1997, Jobling et al. 1998a, b) und Inhibierung des Laich-
verhaltens (Waring et al. 1996) berichtet.

Estrogen wirksame Verbindungen sind mittlerweile aus zahlreiche Substanzklassen bekannt. Neben
den natiirlichen Estrogenen 173-Estradiol und Estron, die in konjugierter Form von Mensch und Tier
ausgeschieden werden, stellen als Kontrazeptiva eingesetzte synthetische Estrogene wie 170-
Ethinylestradiol oder Diethylstilbestrol eine weitere Quelle hochaktiver Substanzen dar, die vor allem
in kommunalen Abwissern nachweisbar sind (Abb. 1.1). Aus dem Bereich der Industriechemikalien
kommen eher schwach estrogene Substanzen, die jedoch in weit héheren Mengen produziert werden.
Hierzu gehoren Kunststoffmonomere wie Bisphenol-A, Weichmacher in Kunststoffen wie Phtala-
tester, nichtionische Tenside wie Alkylphenole und ihre Derivate, Schmier- und Dispergierungsmittel
wie PCBs, sowie zahlreiche Fungi-, Herbi- oder Insektizide. Zu den Substanzen mit estrogener Wir-
kung aus den letztgenannten Substanzklassen gehoren beispielsweise o,p-DDT, Methoxychlor, Atra-
zin, Dieldrin, Chlordekon oder Mirex (siche Toppari et al. 1996, Tyler et al. 1998).

Ferner wurden auch zahlreiche sekundire Pflanzenstoffe mit estrogener Wirkung identifiziert. Die
haufigsten Phyto- oder auch Mykoestrogene stammen aus den Substanzklassen der Flavonoide (Na-
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rengenin, Biochanin A, Coumestrol, Daidzein, Genistein) und Lignane (Enterodiol, Enterolacton), die
in vielen Nahrungsmittel- und Futterpflanzen wie Soja, Hiilsenfriichten oder verschiedenen Kleesorten
anzutreffen sind (siehe Reviews von Mazur 1998, Mazur und Adlercreutz 2000). Neben diesen nicht-
steroidalen Verbindungen existieren auch Substanzen mit Steroidgeriist wie (3-Sitosterol, das in vielen
Pflanzen zu finden ist und bei der Verarbeitung von Holz zu Papier freigesetzt wird (Mellanen et al.
1996).

Der Hauptteil der bisher identifizierten Xenoestrogene entfaltet seine Wirkung als Rezeptoragonist,
wobei der Estrogenrezeptor eine erhebliche Strukturtoleranz bei seinen Liganden zuldsst (Anstead et
al. 1997). Vor allem eine para-substituierte phenolische aber auch andere Wasserstoffbriicken bilden-
de Gruppen scheinen fiir eine Interaktion mit dem Estrogenrezeptor ausschlaggebend zu sein (Oosten-
brink et al. 2000). Hierbei wirkt sich die Substitution von Elektronendonoren am aromatischen

Ringsystem verstirkend auf die Affinitdt aus (Bradbury et al. 1998).

Naturliche und synthetische Estrogene

cH, PH CH, cH, OH
H
1& A
D(Sﬁ )C(Sjii ot
HO HO HO
17p-Estradiol Estron 17 a-Ethinylestradiol Diethylstilbestrol
Industriechemikalien
i O l
o OO
LHJ ll) Cl
Bisphenol-A Benzylbutylphtalat p-Octylphenol 2,2’,5-Trichlorbiphenyl
Pestizide cl

Cl

A
N
N ¢l
)\MJ\ . ;
o
,L ,!, O a @ & «a o

Dieldrin Atrazin o,p-DDT Kepon/Chlordecon
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CH,
CH,
CH,

CH,

HO
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Abb. 1.1: Strukturformeln bekannter oder verdédchtiger Stoffe mit estrogener Wirksamkeit
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Uber die dreidimensionale Struktur des Estrogenrezeptors liegen bisher nur unvollstindige Daten vor.
Dabher ist es beim bisherigen Forschungstand nicht moglich, genaue “Structure Activity Relationships”
(SARs) zwischen Rezeptor und Liganden anzugeben, da die fiir eine Aktivierung des Rezeptors not-
wendigen Konformationsdnderungen nach Ligandenkopplung unbekannt sind (Katzenellenbogen et al.
1996). Somit ist beim heutigen Kenntnisstand unmoglich strukturell zwischen Rezeptoragonisten und -
antagonisten zu unterscheiden, wodurch fiir die Abschéatzung des Ostrogenen Potentials umweltrele-
vanter Chemikalien biologische Verfahren notwendig sind. Hierfiir sowie fiir das Screening nach
Estrogen-aktiven Abwéssern wurden im Verlauf der letzten Jahre zahlreiche In vivo- und In vitro-

Detektionsmethoden entwickelt, auf die im folgenden Kapitel ndher eingegangen werden soll.

1.1  In vivo- und In vitro-Detektionsmethoden fiir Estrogen wirksame

Substanzen

In vivo-Nachweisverfahren

In vivo-Verfahren fiir den Nachweis von estrogen wirksamen Substanzen beziehen sich meist auf die
Erfassung reproduktionsbiologischer Gewebeverdnderungen, die fiir die Aktivitdt von Estrogenen in
unterschiedlichen Vertebratenklassen charakteristisch sind. Bei Sdugetieren gilt die Verhornung des
Vaginalepithels als klassischer Marker fiir Estrogen-aktive Substanzen. Bei diesen bereits 1923 entwi-
ckelten Verfahren (Allen und Doisy 1923) werden ovariektomierten Ratten oder Mausen mehrmalig
Injektionen der estrogenen Aktivitdt verddchtigter Substanzen verabreicht. Nach 2 — 3 Tagen wird die
Prisenz von verhornten Zellen in Vaginalabstrichen bestimmt. Der Uterusgewicht-Test beruht eben-
falls auf den proliferationsfordernden Eigenschaften von Estrogenen im weiblichen Genitaltrakt. Eini-
ge Tage nach Verabreichung der Testsubstanz werden hierbei die verwendeten Mause oder Ratten
getdtet und das Gewicht des Uterus bestimmt. Weitere Marker fiir eine estrogene Belastung stellen bei
Saugetieren die Zunahme des Glykogengehalts im Uterus (Bitman et al. 1968, Bitman und Cecil
1970), die Erh6hung der Ornithindecarboxylaseaktivitdt im Uterus (Kupfer 1975, Sheehan et al. 1984)
oder die Induktion der Synthese von Progesteronrezeptoren (Whitten und Naftolin 1992) dar.

Ahnlich wie bei Sdugetieren fiihren Estrogene auch bei juvenilen Vogeln zur Proliferation des Ovi-
duktgewebes. Dies ist Grundlage des Oviduktgewicht-Tests, der mit Hithner- oder Wachtelkiiken nach
oraler Applikation der Testsubstanz durchgefiihrt wird (Dorfman und Dorfman 1953, Foster 1973).
Des weiteren fiihren Estrogene bei Vogeln zur Erhdhung des Ovidukt-Glykogengehalts und der Induk-
tion von Ovalbumin und Conalbumin, die bei der Untersuchung der Estrogenwirkung von Kepon als
Endpunkt verwendet wurden (Eroschenko und Palmiter 1980).

Bei Fischen, Reptilien und Amphibien ist das Dottervorlauferprotein Vitellogenin, dessen Synthese in
der Leber Estrogen-abhingig induziert wird, der bevorzugte Biomarker fiir Estrogen-wirksame Sub-
stanzen. Sowohl Plasmavitellogeningehalt als auch Vitellogenin-mRNA wurden fiir den Nachweis
Estrogen-wirksamer Substanzen in der Umwelt sowie zur Potentialbewertung von Monosubstanzen
verwendet (Purdom et al. 1994, Palmer und Palmer 1995, Lech et al. 1996, Ren et al. 1996a, Harries et
al. 1997, Palmer et al. 1998). Neben Vitellogenin wurde die Induktion weiterer Estrogen-kontrollierter

Leberproteine wie der Zona radiata-Proteine oder der Estrogenrezeptoren als Biomarker verwendet
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(Ren et al. 1996¢, Arukwe et al. 1998). Als weitere Indikatoren fiir Xenoestrogene bei Fischen gelten
Plasmasteroidkonzentrationen (Folmar et al. 1996, Kramer et al. 1998) und Verdnderungen in den
sekunddren Geschlechtsmerkmalen (Howell et al. 1980, Kramer et al. 1998).

In Ergénzung dieser Biomarkersysteme wurden Langzeittests durchgefiihrt, die einen bestimmten Le-
bensabschnitt oder die gesamte Lebensspanne eines Organismus umfassen. Hierbei wird vor allem auf
die Geschlechtsdifferenzierung wéahrend der Juvenilentwicklung unter Estrogenbelastung geachtet. Bei
Sdugetieren kommt es hierbei zu Ovulationsstérungen oder dauerhafter Verhornung des Vaginale-
pithels (Gellert et al. 1974), bei mannlichen Végeln zur Reduktion der rechten Gonade (Fry und Toone
1981), bei Fischen, Reptilien und Amphibien traten Mischgonaden, Reproduktionsstorungen oder
Geschlechterverschiebungen auf (Arnold et al. 1997, Gray und Metcalfe 1997, Portelli et al. 1999,
Scholz und Gutzeit 2000).

In vitro-Nachweisverfahren

Die bisher dargestellten /n vivo-Testmethoden sind in der Lage, den gesamten Expositionsweg einer
Chemikalie von der Aufnahme iiber die Metabolisierung bis zur Exkretion darzustellen. Aufgrund der
Kosten, ihrer Zeitaufwendigkeit und Arbeitintensitit eignen sich die meisten /n vivo-Testssysteme
jedoch nur bedingt fiir das Screening einer groBBen Zahl von Testsubstanzen oder Umweltproben. Aus
diesem Grund wurden wéhrend der letzten Jahre zahlreiche In vitro-Systeme entwickelt, die den An-
forderungen eines Schnelltestsystems Geniige leisten. Hierbei entsteht jedoch meist ein Konflikt zwi-
schen hoher Praktikabilitdt und der Bewahrung mdglichst physiologischer Verhiltnisse, so dass die

Anwendung verschiedener Testsysteme teilweise zu unterschiedlichen Ergebnisse fiihrt.

(1) Rezeptorbindungsaffinitiit — Uber die Bestimmung der relativen Bindungsaffinit an den Estrogen-
rezeptor kann das estrogene Potential von Xenobiotica iiber kompetitive Liganden-Bindungstechniken
abgeschitzt werden (Eroschenko und Palmiter 1980, Thomas und Smith 1993, Vonier et al. 1996, Lutz
und Kloas 1999, Sun et al. 1999, Kloas et al. 2000). Mit Rezeptorbindungsassays ist es jedoch nicht
moglich, zwischen Rezeptoragonisten und -antagonisten zu unterscheiden.

(2) Reportergenassays — Zur Durchfithrung der sogenannten rekombinanten Yeast Screen Assays
wurden mehrere Hefezelllinien mit Genen des menschlichen Estrogenrezeptor O sowie estrogen re-
sponsiven Elementen (EREs) transfiziert. An die EREs schlieBen sich Reportergene wie [3-
Galactosidase, Luciferase oder Chloramphenicolacetyltransferase an, die ihre Substrate unter Farb-
oder Lichtreaktionen umsetzen (Klein et al. 1994, Arnold et al. 1996a, 1996b, Routledge and Sumpter
1996, Sohoni und Sumpter 1998). Reportergenassays mit tranfizierten Hefezelllinien gehdren zu den
schnellsten und sensitivsten Testsystemen, die zur Zeit fiir das Screening auf Xenoestrogene existie-
ren. Leider besitzen Hefezellen, als evolutiondr sehr urspriingliche Eukaryoten, nicht die komplexen
Biotransformations- und nukledren Rezeptorsysteme der hoheren Vertebraten (Aoyama et al. 1996,
Escriva et al. 1997), so dass ein Cross Talk zwischen verschiedenen Signalwegen und die Auswirkung
der Bildung von verschiedenen Metaboliten der applizierten Xenobiotika nicht untersucht werden
kann. Reportergenassays wurden jedoch auch fiir einige Sdugetiercarcinomzelllinien wie zum Beispiel
MCF-7, ZR-75-1 und T-47D (Mayr et al. 1992, Makela et al. 1994, Jobling et al. 1995, Klotz et al.
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1996, Balaguer et al. 1999, Legler et al. 1999) sowie fiir die Hepatomzelllinie RTH-149 aus der Re-
genbogenforelle entwickelt (Flouriot et al. 1995).

(3) Zellproliferationsassays — Die Séugetierbrustkrebszelllinien MCF-7 und ZR-75-1 wurden in Zell-
proliferationsassays fiir die Abschitzung des endokrinen Potentials verschiedener Estrogen-wirksamer
Substanzen verwendet (Soto et al. 1991, 1992, Krishnan et al. 1993, Mellanen et al. 1996, Blom et al.
1998, Kormer et al. 1999). Obwohl Proliferationsasssays hochsensitiv und leicht zu handhaben sind,
zeigen sie hinsichtlich schwankender Sensitivititen bei unterschiedlichen Kulturbedingungen
Nachteile, die in einer hohen Interlaborvariabilitét resultieren (Ankley et al. 1998).

(4) Induktion von Genexpression/Proteinsynthese — Zahlreiche estrogen-sensitive Genprodukte wur-
den in vitro als Biomarker fiir die Messung des estrogenen Potentials von Xenoestrogenen verwendet.
In Mammacarcinomzelllinien wurden die Induktion der Progesteron- and Estrogenrezeptoren sowie
Cathepsin D, pS2, Mucl und “Proliferating Cell Nuclear Antigen” (PCNA) auf dem Protein- oder
Transkriptionslevel untersucht (Villalobos et al. 1995, Zava et al. 1997, Ren et al. 1997, Jorgensen et
al. 1998). Bei den librigen Vertebraten wurde, wie in vivo, die Induktion von Vitellogenin, Estrogenre-
zeptor und Zona radiata-Proteinen, die sowohl als Protein als auch als mRNA gemessen wurden, zur
Quantifizierung estrogener und antiestrogener Effekte von Xenobiotica verwendet (Pelissero et al.
1993, White et al. 1994, Flouriot et al. 1995, Petit et al. 1997, Celius et al. 1999, Smeets et al.
1999a,b). Aufgrund des Fehlens einer estrogen-sensitiven permanenten Zelllinie aullerhalb der Saduge-
tiere wurde bei allen derartigen Studien auf Hepatocytenprimédrkulturen zuriickgegriffen, die aus Re-
genbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), Lachs (Salmo salar) oder Karpfen (Cyprinus carpio) isoliert
wurden.

Im Gegensatz zu Proliferations- oder Reportergenassays bietet die Messung der Expression endogener
Gene die Moglichkeit zur vergleichenden Messung in /n vivo- und In vitro-Systemen. Dadurch ist es
moglich, Ergebnisse aus den artifiziellen /n vitro-Zellkultursystemen iiber parallele Untersuchungen
an intakten Organismen zu validieren, um eine genauere Kenntnis iliber potentiell abweichende Reak-
tivitdten gegeniiber Xenoestrogen zu erlangen. In diesen Sinn ist es Teilziel dieser Dissertationsarbeit,
die Expression endogener estrogen-regulierter Gene in Fischen als klassischen Monitororganismen fiir
eine endokrine Kontamination aquatischer Lebensrdume mit einem auf Hepatocytenprimarkulturen
basierenden /n vitro-System zu vergleichen. Als Estrogen-regulierte Gene, die als Biomarker fiir eine
estrogenartige Prasenz dienen konnen, wurden hierfiir Vitellogenin, Estrogenrezeptor und Choriogeni-

ne/ Zona pellucida-Proteine (ZP) ausgewihlt.

1.2 Physiologische und molekulare Charakteristika der Estrogen-
regulierten Gene Vitellogenin, Estrogenrezeptor und Choriogenin/

Zona Pellucida Protein

Estrogenrezeptoren

Der Estrogen-Rezeptor (ER) bildet mit dem Glucocorticoidrezeptor, dem Androgenrezeptor, dem Pro-

gesteronrezeptor und dem Mineralcorticoidrezeptor die Gruppe der Steroidrezeptoren, welche u.a. mit
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dem Thyroidrezeptor, dem Vitamin-D-Rezeptor, dem Retinolsdurerezeptor (RAR) sowie vielen ande-
ren Rezeptoren wie Retinoid-X-Rezeptor (RXR) und “Peroxisome Proliferator Activating Receptor”
(PPAR) zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren gehoren (Escriva et al. 2000). Allen diesen Rezep-
toren ist gemeinsam, dass sie nach Bindung einer niedermolekularen, lipophilen Verbindung als Dime-
re mit sogenannten responsiven Elementen der DNA in Kontakt treten und so die Transkription spezi-
fischer Gene aktivieren oder verhindern. Eine Ausnahme bilden hier einige sogenannte “orphan recep-
tors”, die als Monomere ohne Ligandenbindung mit der DNA in Wechselwirkung treten (Laudet 1997,
Gustafsson 1999). Steroidrezeptoren bilden vor ihrer Interaktion mit der DNA im Gegensatz zu den
meisten iibrigen nukledren Rezeptoren Homodimere, die mit palindromen, invertierten Sequenzen in
Kontakt treten, die durch drei Nukleotide getrennt sind (Whitfield et al. 1999). Als Konsensussequenz
eines Halbelements gilt hierbei das Hexanukleotid AGGTCA.

Transkription

| aktivierende Domanen |

AF-1 AF-2
1 188 264 311 617 aa
ipERa A/B C E/F
7% 88% /| 8% 47%
ipERB A/B C ﬁ E/F
15|2 21?8 2|71 57|0 aa
DNA-bindende Hormon-bindende
Domane Domane

Abb. 1.2: Aminosdurechomologien zwischen Estrogenrezeptor o (ipERQ, lange Splicevariante) und
Estrogenrezeptor B (ipERP) des getiipfelten Zwergwels (Ictalurus punctatus) nach ClustalW-
Alignement. Die Prozentzahlen stellen den Homologiegrad zwischen beiden Rezeptoren dar. Wahrend
die DNA-bindende Doméne (C) hochkonserviert ist, bestehen in der Hormon-bindenden Doméne sig-

nifikante Unterschiede.

Bis zur Mitte der 1990er Jahre war fiir die Regulation estrogener Hormonfunktion nur ein Rezeptor
bekannt. Im Jahr 1996 wurde jedoch von Kuiper und Mitarbeitern aus einer Ratten-cDNA-Bibliothek
ein zweiter Estrogenrezeptor-Typus isoliert und als ER bezeichnet. Der klassische Estrogenrezeptor
wird seitdem als ERa bezeichnet. Neben zahlreichen Sdugetieren ist der ERP mittlerweile auch in
einigen Fischspezies wie dem Goldfisch (Carassius auratus), einer Tilapia-Art (Oreochromis niloti-
cus), dem getiipfelten Gabelwels (Ictalurus punctatus) und auch dem Zebrabirbling (Danio rerio)
nachgewiesen (Tchoudakova et al. 1999, Chang et al. 1999, Xia et al. 2000, Legler et al. 2000), so
dass von einer universellen Verbreitung unter Vertebraten ausgegangen werden kann. Wéhrend iiber
die funktionellen Unterschiede dieser Rezeptoren noch weitgehend Unklarheit besteht, konnte fiir

beide Rezeptoren eine distinkte Verteilung in unterschiedlichen Geweben beobachtet werden (Couse
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et al. 1997, Gustafsson 1999, Muramatsu und Inoue 2000). Nach ihrer molekularen Funktion wird die
Aminoséuresequenz der Estrogenrezeptoren in 4 - 6 Doménen gegliedert (siche Abb. 1.2). Wihrend
die DNA-bindende C-Doméne zwischen ERa und ERB hoch konserviert ist, bestehen in der Ligan-
den-bindenden E/F-Domine signifikante Unterschiede in der Aminosduresequenz (47 % Homologie
bei Ictalurus punctatus), was zu leicht unterschiedlichen Bindungsspezifititen gegeniiber den Ligan-
den fiihrt (Barkhem et al. 1998, Kuiper et al. 1998).

pe0 hsp70

= @
17B-Estradiol e
> '
Foldosome

Allge meine
Transkriptionsfaktoren

RNA Polymerase I

Abb. 1.3: Initiation der Transkription von Genen durch Estrogenrezeptoren (ER) modifiziert nach
Muramatsu und Inoue 2000. Ohne gebundenen Liganden liegt der ER in einem Multiproteinkom-
plex, dem Foldosome vor, der ihn in einer Konformation mit hoher Ligandenaffinitdt halt. Nach Li-
gandenbindung dissoziieren die akzessorischen Protein und der ER kann als Dimer an Estrogen-

responsive Elemente der DNA koppeln (néhere Erkldrungen im FlieBtext).

Im Nukleus liegen Steroidrezeptoren in ungebundener Form als Monomere in einem Multiprotein-
komplex mit einem hsp90 Dimer, hsp70 und p60, dem sogenannten Foldosome vor (Dittmar et al.
1998); durch Assoziation eines p23 Molekiils wird dieser zunichst instabile, aktivierte Rezeptorkom-
plex mit hoher Estrogenaffinitit stabilisiert (Knoblauch und Garabedian 1999). Nach Bindung des
Liganden erfolgt die Dimerisierung des Rezeptors unter Aufldsung des Multiproteinkomplexes. Uber
die Zinkfinger-Elemente des Rezeptorhomodimers erfolgt schlielich der Kontakt zu den Estrogen-
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responsiven Elementen der DNA. Mit den AF-1 und AF-2 Regionen des ER assoziieren darauthin
mehrere Coaktivatoren des pl160/SRC-1 sowie des CBP/p300-Typus mit Histon-Acetyltransferase-
Aktivitdt (Abb.1.3), wobei ein hoher Acetylierungsgrad der Histone die transkriptionelle Aktivitat
eines Chromatinbereichs verstirkt (Freedman 1999, Muramatsu und Inoue 2000). Wie bei anderen
nukledren Rezeptoren wird auch fiir den ER eine Interaktion mit einem DRIP/TRAP-dhnlichen Coak-
tivatorkomplex postuliert, der das RNA Polymerase II Holoenzym an der Promotorstelle des Estrogen-
regulierten Gens bindet und somit dessen Transkription initiiert.

Dieses komplexe Transaktivierungsszenario ermdglicht eine differenzierte Kontrolle Estrogen-
regulierter Genfunktionen, worauf die synergistische Wirkung der “orphan receptors” COUP-TF und
ARP-1 bei Estrogen-aktivierter Trankription hinweist (Lazennec et al. 1997). Aullerdem ist bisher
ungeklért, ob auch ERO/ERP Heterodimere, deren Existenz in vivo und in vitro nachgewiesen wurde
(Cowley et al. 1997, Pace et al. 1997), an der transkriptionellen Kontrolle estrogen-esponsiver Gene
beteiligt sind oder inwieweit andere nukledre Rezeptoren wie z.B. PPAR/RXR-Dimere (Nuifiez et al.
1997) unter physiologischen Bedingungen mit EREs wechselwirken. Zahlreiche MAP-Kinase-
Phosphorylierungsstellen an den AF-1- und AF-2-Doménen des ER weisen auf einen intensiven Cross
Talk mit membranstéindigen Rezeptoren hin, die zu einer Estrogen-unabhéngigen Aktivierung des ER
fiihren konnen (Weigel 1996, Freedman 1999). Die Beobachtung, dass verschiedene Xenoestrogene zu
unterschiedlichen Verhéltnissen in der Expression Estradiol-induzierbarer Proteine fiihren, stiitzt diese
These differenzierter Interaktion (Korach et al. 1987), so dass in Zukunft mit einem zunehmend kom-

plexeren Bild fiir die hormonelle Kontrolle Estrogen-responiver Gene zu rechnen ist.

Vitellogenin

Vitellogenin ist das Vorlduferprotein der meisten Dotterproteine in eierlegenden Vertebraten und In-
vertebraten. Trotz der so unterschiedlichen Morphologie, die Embryonen im Tierreich besitzen, wei-
sen ihre Vitellogenine unerwartet hohe Verwandtschaft in Struktur und Funktion auf, so dass das Ur-
spungsprotein bereits im Prakambrium, also vor mehr als 550 Mio Jahren existiert haben muss (Byrne
et al. 1989a). Der Name Vitellogenin wurde zuerst von Pan et al. (1969) verwendet, um die fiir
Weibchen spezifischen Haemolymphproteine von Insekten zu benennen, die alle gemeinsame funktio-
nelle Charakteristiken zeigten und in ihrer Zusammensetzung groBe Ahnlichkeit mit den Dotterprotei-
nen besaBBen. Nach der Isolation eines Lipophosphoproteins aus dem Blut von Xenopus wurde der
Name auch fiir die Dottervorlauferproteine der Vertebraten benutzt (Wallace 1970). Vitellogenin ist
ein Phospholipoglycoprotein, das nativ als Homodimer auftritt (Hara und Hirai 1982, Wiegand 1982).
Das Molekulargewicht betrdgt bei der Regenbogenforelle je nach Mefimethode zwischen 390 - 600 kD
(Hara und Hirai 1978, Campbell und Idler 1980, Sumpter 1985, Norberg und Haux 1985, Waagboe
und Sandnes 1988). Fiir das Monomer werden Molekulargewichte zwischen 170 und 175 kD angege-
ben (Chen 1983, Babin 1987, Frémont und Riazi 1988, Silversand et al. 1993). Der Phosphor- und
Lipidgehalt des Proteins liegt in Teleosteern bei 0,58 - 1,8 % bzw. 13 - 22 % (Redshaw und Follet
1971, Hori et al. 1979, Campbell und Idler 1980, de Vlaming et al. 1980, Hara et al. 1980, Norberg
und Haux 1985, Komatsu et al. 1996).

Die Vitellogenese wird primér durch die Abgabe von “Gonadotropin Releasing Factors” aus dem Hy-

pothalamus eingeleitet, hierauf werden von der Adenohypophyse Gonadotropin 1 und 2, die zu den
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Hormonen FSH und LH in Sdugetieren homolog sind, sezerniert, wodurch die Oogenese in den Ova-
rien induziert wird (Abb. 1.4, Arcand-Hoy und Benson 1998). Bei allen oviparen Vertebraten wird
hierbei die fir die Eireifung benétigte Vitellogeninsynthese in der Leber unter natiirlichen Bedingun-
gen durch die Abgabe von Estrogenen aus den die Oocyte umgebenden Follikelzellen induziert (Wal-
lace 1985); die stiarkste Wirkung zeigt dabei 17B-Estradiol (Redshaw et al. 1969, Nath und Sundaraj
1981, van Bohemen et al. 1982). Nach der Estrogenrezeptor-kontrollierten Transkription der Vitello-
genin-mRNA wird ein post-transkriptionaler Estradiol-abhédngiger Regulationsprozess postuliert
(Flouriot et al. 1996), bei dem stabilisierende Proteine an das 3’-untranslatierte Ende der Vitellogenin-
mRNA binden (Dodson und Shapiro 1997, Kanamori et al. 1998, Cunningham et al. 2000); bereits in
unreifen Ménnchen konnte die Existenz einer Vitellogenin-Vorldufer-mRNA nachgewiesen werden,
die bei Estradiol- oder Nonylphenolbehandlung der Fische verschwindet (Ren et al. 1996b).

Gehirn

Hypo-

Xenoestrogene
9 tbalamus

GRIF

Hypophyse

“» 17B-Estradiol T
hsp90 u /

Hepatocyte ER

% 7
) 2

17B-Estradiol

Nucleus
\ Vg mRNA/ Ostrogenproduktion
PU e ?
\:fll(tlz;;e ‘ Phosvitin
Rezeptoren w Q\\

—_—— Lipovitellin

/ J Vg Rezeptor
e < \
\\ Vitellogenin (Vg) /
S—— ndo 0

Eizelle

Abb. 1.4: Regulation der Vitellogenese iiber die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse. Auf Einwir-
kung des Hypothalamus werden von der Hypophyse gonadotrope Hormone ausgeschiittet (GtH1 + 2), die die
Oogenese induzieren. Als eine Reaktion wird von den Follikelzellen der Ovarien 17(3-Estradiol ausgeschiit-
tet, die in der Leber die Produktion von Vitellogenin induzieren. Estrogenrezeptoren im Hypothalamus ge-
wiahrleisten die reziproke Kontrolle des Regulationsystems. Abkiirzungen: ER - Estradiolrezeptor, GRIF —
Gonadotropin Releasing Hormone Inhibiting Factor, GnRH - Gonadotropin Releasing Hormone, Vg-mRNA
- Vitellogenin-mRNA
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Fiir den Krallenfrosch Xenopus laevis und das Haushuhn ist die Existenz mehrerer Vitellogenin-Gene
nachgewiesen (Wahli et al. 1981, Evans et al, 1988, Byrne 1989b). Waihrend fiir die
Regenbogenforelle konnte nur ein Vitellogenin-Gen identifiziert werden konnte (Mouchel et al. 1996),
wird fiir einige Fischarten jedoch von einer Existenz mehrerer Vitellogeninisoformen berichtet, die
allerdings iiberwiegend auf unterschiedliche posttranskriptionale Modifikationen zuriickgefiihrt
werden, so beim Goldfisch (Carassius auratus; de Vlaming et al. 1980), Karpfen (Cyprinus carpio;
Carnevali und Belverdere 1991), Tilapia (Oreochromis aureus; Lim et al. 1991; Oreochromis
mossambicus; Kishida und Specker 1993), und Dorsch (Gadus morhua; Silversand et al. 1993).
Wihrend der Translation der Vitellogenin-mRNA wird die wachsende Peptidkette ins Lumen des
rauen endoplasmatischen Retikulums aufgenommen, wo es zundchst zu ihrer partiellen
Phosphorylierung kommt. Zu weiteren Phosphorylierungen im Serin-reichen COOH-terminalen
Bereich kommt es in den Transportvesikeln auf dem Weg zum Golgi-Apparat; zusétzlich wird mit der
Glykosilierung begonnen. Im Golgi-Apparat wird die Glykosilierung abgeschlossen und das
Vitellogenin in sekretorische Vesikel verpackt, die darauf ins Blut abgegeben werden
(Zusammenfassung bei Wallace 1985).

Uber den Mechanismus der Lipidkopplung des Vitellogenins ist bisher wenig bekannt. Eine Speiche-
rung der sekretorische Vesikel innerhalb der Hepatocyten scheint in vivo nicht stattzufinden (Ng und
Idler 1983; Copeland 1986); wegen der groflen Bedeutung dieser Frage fiir die Bestimmung der Vitel-
logeninsynthese in isolierten Hepatocyten ist ein Vergleich zwischen Vitellogeninmengen in Leber
und Blut durchzufiihren. Zur Aufnahme in die Oocyten dringt das Vitellogenin entweder passiv durch
das Endothel in den interstitiellen Raum ein und gelangt so durch die Eitheca bis zur Oocyte oder wird
zum geringeren Teil aktiv von Endothelzellen aufgenommen und zur Eizelle weitergeleitet (Selman
und Wallace 1982). Die Vitellogeninresorption in die Eizelle erfolgt schlieBlich durch rezeptorvermit-
telte Endocytose von coated pits (Tyler et al. 1988, 1990); dort kommt es in sogenannten lysosomalen
Multi-Vesicular-Bodys zum proteolytischen Abbau in Lipovitelline, Phosvitine und Phosvetten sowie
moglicherweise einiger weiterer Proteine (Sire et al. 1994). 80 - 90 % der Proteine einer befruchtungs-
féhigen Eizelle konnen bei Xenopus auf eine Herkunft aus Vitellogenin zuriickgefiihrt werden (Ben-
bow et al. 1975); fiir die Eizellen der Regenbogenforelle werden dhnliche Werte vermutet (Tyler et al.
1988).

Choriogenine und Zona Pellucida-Proteine

Choriogenine oder Zona pellucida-Proteine sind am Aufbau der bei Fischen als Chorion, Zona radiata
oder Vitellinhiille bezeichneten extrazelluldren Eihiillle beteiligt (Murata et al. 1997). In Séugetieren
besteht die Eihiille vornehmlich aus den Proteinen ZP1, ZP2 und ZP3. Wihrend ZP1 als Strukturprote-
in die Stabilitit der Eihiille gewahrleistet, erfiillen ZP2 und ZP3 Funktionen als sogenannte “Sper-
mienrezeptoren”, die an der artspezifischen Kopplung zwischen Spermium und Oocyte beteiligt sind
(Hinsch und Hinsch 1999). Die Nomenklatur der Choriogenine oder Zona pellucida-Proteine bei Fi-
schen ist in der Literatur uneinheitlich. So wurden die Hauptbestandteile der Eihiille zun4chst als Vi-
telline (Hyllner et al. 1991), spéter jedoch auch als Zona radiata-Proteine, Choriogenine und Zona
pellucida-Proteine bezeichnet (Oppen-Berntsen et al. 1994, Chang et al. 1996, Murata et al. 1997,
Wang und Gong 1999). Der Syntheseort fiir diese Eihiillenproteine ist innerhalb unterschiedlicher
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Fischarten verschieden. Bei Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), Dorsch (Gadus morhua),
Flunder (Pseudopleuronectes americanus), Medaka (Oryzias latipes) und Taimen (Hucho peryi) wer-
den die hier Choriogenine oder Zona Radiata-Proteine genannten Eiproteine in der Leber synthetisiert
(Oppen-Berntsen et al. 1992a, 1992b, Lyons et al. 1993, Murata et al 1997, Shimizu et al. 2000). Die
als Zona pellucida-Proteine bezeichneten Proteine in Seenadel (Syngnathus acus), Karpfen (Cyprinus
carpio), Goldfisch (Carassius auratus) und dem Zebrabarbling (Danio rerio) (Begovac und Wallace
1989, Chang et al. 1996, 1997, Wang und Gong 1999) werden dagegen, wie auch bei Sdugetieren
(Bleil und Wassarmann 1980), direkt in den Ovarien produziert. Ein Vergleich der Aminosdurese-
quenzen fiir die Proteine beider Syntheseorte zeigt jedoch hohen Grad an Ubereinstimmung, so dass
sie als homologe Proteine betrachtet werden (Wang und Gong 1999). Hierbei wird ZP2 mit Chorioge-
nin H und ZP3 mit Choriogenin L homologisiert; auch die Sequenzen eines Zona radiata-Proteins
(GenBank Acc.N° CAA04221) des Atlantischen Lachses (Salmo salar) zeigt groBe Homologien zu
ZP2. Fiir die Leber-synthetisierten Choriogenine ist eine Kontrolle der Zonagenese durch Estrogene
nachgewiesen (Oppen-Berntsen 1992a, Shimizu et al. 2000), fir die Ovarien-synthetisierten Zona
pellucida-Proteine sind derzeit dagegen keine Informationen zur hormonellen Kontrolle zu finden.
Dementsprechend wurde Zona Radiata-Proteine bereits fiir die Detektion von Xenoestrogenen ver-
wendet (Arukwe et al. 1997b), wihrend zur estrogen-kontrollierten Induktion von Zona Pellucida-
Proteinen als Marker fiir eine Verweiblichung des Gonadengewebes noch keine Daten vorliegen. Auf-
grund ihrer Sequenzhomologie wurden Choriogenin H und ZP2 fiir die Expressionstudien in den
Fischarten Medaka und Zebrabarbling ausgewahlt.

1.3 Ausrichtung und Ziele der Arbeit

Wihrend in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen zum Einfluss von Xenoestrogenen auf die
Reproduktionsphysiologie von Fischen unternommen wurden (Christiansen et al. 1998b, ¢, Kramer et
al. 1998, Gronen et al. 1999, Miles-Richardson et al. 1999a, b, Kinnberg et al. 2000), liegen bisher nur
lickenhafte Daten iiber inter- und intraspezifische Variabilititen bei der Expression Estrogen-
regulierter Gene vor. Ebenso existieren nur wenige vergleichende Studien iiber Estrogen-induzierte
Sensitivitdtsunterschiede zwischen den haufig verwendeten auf Hepatocytenprimarkulturen aus Fi-
schen basierenden /n vitro-Testsystemen (Jobling et al. 1993, Pelissero et al. 1993, Petit et al. 1999,
Smeets et al. 1999a) und der tatsdchlichen Nachweisgrenze estrogener Aktivitdt in einem intakten
Organismus. Aus diesen Griinden war es Zielsetzung der vorliegenden Dissertation, zunéchst die Ar-
beitsgrundlagen fiir derartige vergleichende Studien zu schaffen und eine erste Einsicht in die poten-
tiell auftretenden Reaktionsunterschiede gegeniiber Estrogen-wirksamen Substanzen zu erlangen.
Aufgrund ihrer hdufigen Verwendung als Modellorganismen in der Forschung wurden die drei Fisch-
arten Medaka (Oryzias latipes), Zebrabarbling (Danio rerio) und Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) als Versuchstiere ausgewdhlt.

Die Regenbogenforelle ist aufgrund ihrer Gréf3e und Morphologie ihrer Leber als Spender gut fiir die
Anfertigung von Hepatocytenprimarkulturen geeignet. Auflerdem liegen fiir die Vitellogenininduktion
in der Regenbogenforelle zahlreiche Vergleichsdaten vor, so dass dieser Organismus fiir die Etablie-
rung eines In vitro-Detektionssystems fiir Vitellogenin- und Estrogenrezeptor-mRNA geeignet er-

scheint. Bei der Entwicklung des /n vitro-Testsystems wurde eine einfache und ziigige Durchfiihrbar-
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keit angestrebt um den Anforderungen eines Screening-Systems Geniige zu leisten. Vom Einsatz ra-
dioaktiv markierter cDNA-Sonden wurde aufgrund der aufwendigeren EntsorgungmaBnahmen und
der Umweltbelastung abgesehen, so dass zum einen ein auf der Immunodetektion der cRNA-Sonden
basierendes quantitatives Dot-Blot-Verfahren, zum anderen ein semiquantitatives RT-PCR-Verfahren
hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit validiert werden sollten.

Bei der Geschlechtsdifferenzierung wird bei Fischen zwischen Hermaphroditen und Gonochoristen
unterschieden, bei denen das Geschlecht nach einer einmalige Ausdifferenzierung eindeutig festgelegt
ist (Baroiller et al. 1999). Alle drei ausgewéahlten Fischarten werden zu den Gonochoristen gezéhlt,
jedoch bestehen Entwicklungsunterschiede in der Anlage ihrer Geschlechtsorgane. Der Medaka gehort
zu den differenzierten Gonochoristen (Yamamoto 1975), bei denen eine direkte Differenzierung des
Gonadenprimordiums entweder in Hoden oder Ovar stattfindet. Bei undifferenzierten Gonochoristen,
zu denen der Zebrabarbling (Takahashi 1977) und die Regenbogenforelle (Mfsi¢ 1923, van den Hurk
und Slof 1981, Chan und Yenung 1983) gezédhlt werden, erreichen zunéchst alle Fische ein Ent-
wicklungstadium mit einer morphologisch ovariendhnlichen Gonadenanlage, bevor ca. 50 % der Indi-
viduen diese Gewebe zu einem Hoden umstrukturieren. Zusitzlich besitzen Medaka und Zebra-
barbling nur einen geringen Verwandtschaftsgrad, da sich beide Familien bereits zu einem frithen
Zeitpunkt der Evolution der Teleostei in verschiedene Entwicklungslinien aufgespalten haben. In die-
sem Sinn weisen beide Fischarten sowohl entwicklungsbiologisch als auch evolutiondr Divergenzen
auf, die sie fiir einen Vergleich hinsichtlich potentieller artspezifischer Reaktionsunterschiede geeignet
erscheinen lassen.

Aufgrund ihrer geringen GroBe und kurzen Generationsabfolge sind beide Fischarten einfach unter
Laborbedingungen zu halten und kénnen ohne hohen technischen Aufwand einer Durchflussexpositi-
on von Xenobiotica ausgesetzt werden, wobei auch die Exposition iiber ldngere Lebensabschnitte
moglich ist. Zur Messung der Expression der in Abschnitt 1.3 beschriebenen Gene wurde wegen der
geringen Organgrofle bei beiden Fischarten die Entwicklung semiquantitative RT-PCR-Verfahren als
hochsensitives Nachweissystem angestrebt. Hierfiir wurden zundchst Informationen {iber die cDNA-
Sequenzen von Medakavitellogenin sowie Estrogenrezeptor und Vitellogenin des Zebrabérblings be-
ndtigt, so dass in einem ersten Arbeitsabschnitt die Identifikation und Klonierung der korrespondie-
renden cDNA-Fragmente im Vordergrund stand.

Nach Etablierung der semiquantitativen Nachweisverfahren sollte die estrogene Induzierbarkeit der
drei Gene bei beiden Fischarten vergleichend bestimmt werden. Hierbei sollten vor allem potentielle
Unterschiede der drei Gene hinsichtlich ihrer Sensitivitdt gegeniiber (Xeno-)estrogenen innerhalb einer
Art sowie mogliche generelle Reaktionsunterschiede zwischen beiden Testspezies erforscht werden.
Aus Vergleich von In vivo- und In vitro-Daten sollte eine abschliefende Bewertung der Aussagekraft
des Primérkultursystems ermoglicht werden.

Um Hinweise auf eine potentielle Sensibilitdt gegeniiber Estrogenen wihrend der Embryonal- und
Juvenilentwicklung zu erhalten, wurde fiir den Zebrabérbling zusétzlich die zeitabhidngige Expression
von ERa, ER, Vitellogenin und ZP2 im Verlauf von der Befruchtung des Eis bis zu einem Alter von
29 Tagen verfolgt. Hierbei lag das Augenmerk einerseits auf der Expression der beiden Rezeptoren,
um mogliche estrogen-sensitve Phasen zu identifizieren, andererseits sollte {iber die beginnende Ex-
pression der reproduktionskontrollierten Gene ZP2 und Vitellogenin Aufschluss iiber den Zeitpunkt
der endgiiltigen Geschlechtsdifferenzierung bei dieser Fischart gewonnen werden. Die Exposition

gegeniiber Estrogenen wéhrend einer frithen Entwicklungsphase sollte in Erginzung zur Exposition
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der adulten Tiere einen Eindruck von der estrogenen Sensitivitdt des populationsbiologisch bedeuten-

den Nachwuchses geben.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstierhaltung und Exposition gegeniiber (Xeno-)estrogenen

2.1.1 Fischarten und Hilterungsbedingungen
Regenbogenforellen

Die aus dem westlichen Nordamerika stammende Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) aus der

Familie der Salmonidae wurde um 1880 in Europa eingefiihrt. Dennoch ist eine natiirliche Vermeh-

rung innerhalb Europas bisher nur von lokal &du-
Berst begrenzten Populationen bekannt. Bei der
Regenbogenforelle handelt es sich um einen Sai-
sonlaicher, der die Laichreife je nach Zuchtstamm
zwischen November und Mai erreicht. Aufgrund
des periodischen Laichzyklus schwankt der hormo-
nelle Status der adulten Tiere saisonal stark (Zohar
et al. 1982). Durch ihre durchschnittliche Grofie
von 25 — 50 cm und der kompakten Leberanatomie

besitzt die Regenbogenforelle jedoch gute Voraus- Abb. 2.1: Laichreife médnnliche Regenbogenforelle
(Onkorhynchus mykiss) mit ausgeprigtem Laichha-

A
gl 2, o

setzungen fiir die Anlage von Hepatocytenprimér-
kulturen. Die fiir die Herstellung von Hepatocy- ken.

tenprimarkulturen und die Isolation von Vitellogenin verwendeten Regenbogenforellen wurden von
einem kommerziellen Fischzuchtbetrieb (Juraquell Forellenzucht, Gerstner G.b.R., Wellheim) bezo-
gen. Die Tiere mit einem Durchschnittsgewicht von 300 g (150 g - 500 g) wurden in Basins von 600
bzw. 1000 L unter Durchflufl von 3 L/min bei 12 £2 °C gehalten. Die Fiitterung erfolgte 5 x pro Wo-
che mit einem kommerziell erhéltlichen Forellenfutter ad libitum (Raiffeisen Ringfutter: 49 % Roh-
protein, 2,9 % Lysin, 10,5 % Rohfett, 2,0 % Rohfaser, 9,3 % Rohasche, 4 mm KorngréBe; Fa. Raiffei-

sen ¢(G). Nach einer Adaptionsphase von 2 Monaten wurden die Tiere fiir die Versuche herangezogen.

Zebrabirblinge

Der zur Familie der Cyprinidae gehorende Zebrabarbling (Danio rerio) ist ein kleiner (4 — 5 cm),
schnellwiichsiger Schwarmfisch, der im dstlichen Vorderindien verbreitet ist. Der Zebrabérbling be-
sitzt keine saisonale Laichzeit, sondern ist wihrend des gesamten Jahres bei einem durchschnittlich 2
— 5 Tage wihrenden Laichzyklus fertil (Eaton und Farley 1974, Goolish et al. 1998). Durch seine
hohe Reproduktionsrate (300 — 500 Eier pro Laichakt) und dem kurzen Generationszyklus (3 — 4 Mo-
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nate von der Befruchtung bis zur Laichreife, Hisa-
oka und Battle 1954) ist der Zebrabarbling ein weit
verbreiteter Standardorganismus in der Entwick-
lungsbiologie und Toxikologie. Die verwendeten
Zebrabérblinge entstammen dem am Zoologischen
Institut  gehaltenen Wildtyp-Zuchtstamm. Der
Stamm geht auf handelsiibliche Nachzuchten von
Wildfangen zuriick (Fa. Klockner, Ludwigshafen).
Die Fiitterung der Tiere erfolgte einmal tdglich mit
Tetramin Flockenfutter (Tetra, Melle) und Arte-

mien (Artemia spec.). Die erwachsenen Tiere wur-

Abb. 2.2: Zebrabérblinge (Danio rerio) beim

Laichakt. Das Ménnchen ist durch seinen schlanken

. o ] Habitus und der groferen, intensiver gefirbten Af-
den gemischtgeschlechtlich in 60 — 120 L-Aquarien

bei 25 °C, pH 7,7 und 320 mg/L CaCO; gehalten.

Zur Einstellung von pH-Wert und Wasserhdrte wurden Grundwasser und deionisiertes Wasser in ei-

terflosse gekennzeichnet.

ner automatischen Mischanlage aufbereitet. Zur kontrollierten Eiablage bei den Versuchen zur Larval-
und Juvenilentwicklung wurden je vier mannliche und zwei weibliche Tiere zu Zuchtgruppen zusam-
mengestellt. Das Laichverhalten wird beim Zebrabarbling durch einsetzende Beleuchtung nach einer
Dunkelphase angeregt. Folglich wurden die Tiere am Vorabend der Eiablage in Laichaquarien gesetzt,
bei denen die Auffangschale fiir die Eier und der Schwimmraum fiir die adulten Tiere durch ein
grobmaschiges Stahlnetz getrennt waren, so dass die Elterntiere die Eier nach der Befruchtung nicht
mehr erreichen konnten. Die Aufzucht der Jungfische erfolgte bei 27 °C bis zum Freischwimmen in
Aquarienkunstwasser (200 uM CaCl,, 75 uM NaHCO;, 50 uM MgSO,, 3,7 uM KCI, pH 7,6). Als
Aufzuchtfutter wurden handelsiibliches Staubfutter und frisch geschliipfte Artemiennauplien verwen-
det. Die Sauerstoffsittigung des Aquarienwassers wurde durch Beliiftung mit Druckluft auf iiber 97 %

gehalten.

Medakas

Der Medaka (Oryzias latipes) aus der Familie der
Adrianichthyidae, die in die Unterordung der Belo-
niformes eingeordnet wird, ist ein in Ostasien
(China, Korea, Taiwan, Japan) beheimateter, klein-
wiichsiger (~ 3,5 cm) SiiBwasserbewohner. Wie der
Zebrabérbling besitzt der Medaka einen kurzen
Lebenszyklus bei einer hohen Fortpflanzungsrate.
Medakas laichen téglich bei Tagesanbruch zwi- |
schen 10 und 30 Eier, die zundchst durch ihre Cho-

rionalbehaarung an das Abdomen des Weibchens

geheftet sind, von wo sie zur Zucht abgesammelt
Abb. 2.3: Minnlicher (oben) und weiblicher Medaka

(unten). Das Ménnchen ist durch die stirker entwi-

abgesammelt werden konnen (Yamamoto 1975).

ckelte After- und Riickenflosse gekennzeichnet.
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Obwohl der Medaka in gemaBigtem Klima verbreitet ist, kann die Laichbereitschaft der Tiere durch
Halterung bei einer Temperatur von 25 °C kontinuierlich aufrecht erhalten werden. Die am Zoologi-
schen Institut kultivierten Medakas entstammen dem Wildtyp-Zuchtstamm des Max-Planck-Instituts
fiir Biophysik, Gottingen. Die Hélterung und Aufzucht der Tiere erfolgte wie im obigen Abschnitt fiir
die Zebrabarblinge beschrieben. Zur Supplementation des Futters wurde das Aquarienwasser zusétz-

lich mit Griinalgen beimpft.

2.1.2 Testsubstanzen
17B-Estradiol

17B-Estradiol ist das potenteste natiirliche Estrogen, das bei
Vertebraten vorwiegend in den weiblichen Gonaden syn- CH, PH
thetisiert wird. Durch Urin von Mensch und Tier gelangen
natiirliche Estrogene in die Umwelt (Markin 1984); die fiir
den Menschen bekannten Werte liegen bei 25 — 100 pg pro
Tag (Stumpf et al. 1996). 17B-Estradiol wird bei Frauen in
der Menopause medikamentds in Mengen von 2 — 8§
mg/Tag eingesetzt. In Kldranlagen werden Estrogene wéh- HO
rend des Klérprozesse nicht vollstindig abgebaut und konn- Abb. 2.4: 17B-Estradiol, MW: 272,37
ten in Abldufen von Kldranlagen und FlieBgewissern nach-
gewiesen werden (Stumpf et al. 1996, Shore et al. 1993, Desbrow et al. 1998). Das in den Experimen-

ten verwendete 17B-Estradiol (Reinheit > 98 %) wurde von Sigma (Deisenhofen) bezogen.

170-Ethinylestradiol

170-Ethinylestradiol ist ein in Kontrazeptiva und CH OH
Medikamenten zur Hormonbehandlung weit ver- C==CH
breitetes synthetisches Estrogen. Die bei der

Kontrazeption verabreichten Dosen liegen je nach

Applikationsstrategie ~ zwischen 10 und

50 ng/Tag. Aufgrund des oralen Applikationswe-

ges ist Ethinylestradiol durch Einfithrung der HO

Ethinylgruppe am C,;-Atom vor Oxidiation zu
dem entsprechenden Estronderivat geschiitzt und Abb. 2.5: 170-Ethinylestradiol, MW: 296,39
wird daher daher wesentlich langsamer metaboli-

siert als das natiirliche Hormon (Ranney 1977). Dementsprechend wird Ethinylestradiol auch in Klér-
anlagen langsamer abgebaut als natiirliche Estrogene (Ternes et al. 1999). 170-Ethinylestradiol wurde

in Deutschland und England im Bereich von ng/L in Abflissen von Kléranlagen und zum Teil in
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FlieBgewéssern nachgewiesen (Stumpf et al. 1996, Desbrow et al. 1998). 17a-Etinylestradiol (Rein-

heit > 98 %) wurde bei Sigma bezogen.

Genistein

Das Isoflavon Genistein gilt als Phytoestrogen und HO

kommt in betrdchtlichen Konzentrationen in Soja
und Sojaprodukten vor. Es wird jedoch auch von
verschiedenen Kleesorten und anderen Pflanzen
sowie von Pilzen und Bakterien produziert. Bei der
Fiitterung von Stéren mit Sojamehl traten in den
mannlichen Tieren erhohte Vitellogeninwerte im Abb. 2.6: Genistein, MW: 270.23
Blutplasma auf (Pelissero et al. 1991), was darauf

hindeutet, dass Genistein bei oraler Aufnahme eine estrogene Wirkung entfaltet. Synthetisches Ge-

nistein (Reinheit > 98 %) wurde bei Sigma bezogen

Nonylphenol

Neben der Verwendung zur Herstellung von Phenolharzen sowie als OH
Kunststoffadditiv wird Nonylphenol iiberwiegend zur Produktion von
nichtionischen Tensiden, den Nonylphenolpolyethoxylaten verwendet;

hierbei wird technisches 4-Nonylphenol, ein Gemisch verschiedener

C.H
Isomere, benutzt. Nonylphenolpolyethoxylate kommen in Haushaltsrei- o
nigern und Waschmitteln vor, werden aber auch industriell eingesetzt f/[l;;), ;.276’§éNonylphenol,
(u.a. Vorbehandlung von Wolle, Hilfsmittel bei der Leder- und Papier-
herstellung, industrielle Reiniger, Herstellung von Latexfarben, Emulgatoren in Pestiziden). Das in
Oberflichengewissern nachweisbare Nonylphenol stammt {iberwiegend aus dem biologischen Abbau
der Polyethoxylate (BUA 1988). Nonylphenol ist in Wasser bis zu einer Konzentration von 5,4 mg/L
(20,5 °C) loslich (Ahel und Giger 1993a); bei einem Pow von 4,48 ist Nonylphenol jedoch recht li-
pophil, so dass es an Schwebstoffe und Sedimente gebunden wird (Ahel und Giger 1993b), aber auch
die Moglichkeit der Bioakkumulation besteht. In den Experimenten wurde techn. 4-Nonylphenol von

Aldrich (Taufkirchen, FRG) verwendet.
Methoxychlor
Methoxychlor wurde 1944 von Ciba eingefiihrt und wird, seitdem DDT in vielen Landern nicht mehr

zugelassen ist, verstirkt als Insektizid mit breitem Wirkungsspektrum eingesetzt. Zwischen 1969 und

1989 wurden in Deutschland mehrere Insektizide mit Methoxychlor als Wirkstoff zugelassen; seither
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ist keine Neuzulassung mehr erfolgt. Metho-

xychlor ist nur zu geringem Malle wasserlos- cl

lich (0,045 mg/L bei 25 °C) und weist einen X

Pow von 4,8 — 5,08 auf. Damit kommt Me- Cl—C——Cl

thoxychlor im aquatischem Milieu haupt- CH,0 ¢ OCH,
sdchlich  Sediment- wund Schwebstoft-

gebunden vor. Im Gegensatz zu allen ande- H

ren Testsubstanzen ist Methoxychlor nicht
selbst das hormonell aktive Agens, sondern
. . Abb. 2.9: Methoxychlor, MW: 345,65
ein Proestrogen, das in der Leber von Ver-
tebraten zu 2,2-Bis(p-hydroxyphenyl)-1,1,1-trichlorethan (HPTE) als estrogener Substanz metaboli-

siert wird (Cummings 1997). Methoxychlor wurde bei Sigma (Reinheit ~ 95 %) bezogen.

Bisphenol-A

Bisphenol-A wird als Monomer bei der Herstel- CH,
lung von Polycarbonaten und Epoxidharzen bend- |
tigt. Es gehort zu den weltweit meistproduzierten HO —C OH
Grundchemikalien (Deutschland 1995: 210.000 (|3H
3

Tonnen). Ferner wird Bisphenol-A als Antioxi-
dans in Kunststoffen zur Produktion des Flamm-  App. 2.8: Bisphenol-A, MW: 228,28

schutzmittels Tetrabrombisphenol A  und als

farbentwickelndes Additiv in Thermopapier eingesetzt. Bisphenol-A ist bis zu einer Konzentration
von 120 mg/L wasserldslich und ist mit einen Pow von 3,32 méBig lipophil. Bisphenol-A (Reinheit >
99 %) wurde bei Aldrich bezogen.

2.1.3 Systeme zur In vivo-Exposition von (Xeno-)estrogenen
Intraperitoneale Applikation

Zum Vergleich der zeitabhéngigen Expression von Vitellogenin-mRNA und Proteinen wurden ménn-
liche Regenbogenforellen einmalig mit 1 mg/kg 17B-Estradiol injiziert. Fiir die intraperitoneal craniat
vorgenommene Injektion wurde eine Estradiolstammlésung in Ethanol vorbereitet (2,5 mg/mL) und

direkt vor der Applikation im Verhéltnis 1 : 5 in 0,9 % NaCl-Losung aufgenommen.
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Exposition im semistatischen System

Fiir die 7-Tage-Expositon von Medakas in Nonylphenol und 170a-Etinylestradiol wurde ein semistati-
sches Expositionssystem verwendet. sechs minnliche Medakas wurden pro Substanzkonzentration in
einem 2 L-Aquarium exponiert; jeden Tag wurde 1 L des Aquarienwassers erneuert. Entstehender
Mulm wurde bei jedem Wasserwechsel abgesaugt. Die Exposition erfolgte bei einer konstanten Tem-
peratur von 25 °C, durch Beliiftung wurde ein Sauerstoffsittigung von > 97 % sichergestellt. No-
nylphenol wurde in Konzentrationen von 2, 20 und 50 pg/L, 17a-Ethinylestradiol in Konzentrationen
von 1, 10, 100 ng/L exponiert. Fiir die Anfertigung der Stammlésungen wurde DMSO als Losungs-
vermittler verwendet; die Endkonzentration im Versuch wurde bei 0,001 % gehalten. Als Kontrolle
dienten mit 0,001 % DMSO belastete Tiere.

Fiir die Exposition von Zebrabirblingen gegeniiber 17a-Ethinylestradiol wéhrend der Embryonal- und
Larvalentwicklung wurde ebenfalls ein semistatisches System verwendet. Die Exposition erfolgte in
Aquarienkunstwasser (siche oben) bei 27 °C fiir 4 bzw. 6 d. 170-Ethinylestradiol wurde in den Kon-
zentrationen von 0,25, 0,85, 2,5, 8,5, 25, 85 sowie 100 ng/L eingesetzt, wobei DMSO in einer End-
konzentration von 0,001 % als Losungsvermittler eingesetzt wurde. Es wurde tédglich ein vollstdndiger

Wasserwechsel vorgenommen.

Exposition unter Durchflussbedingungen

Die vergleichende Exposition von mannlichen, adulten Zebrabérblingen und Medakas wurde in einem
Durchflusssystem vorgenommen (Abb. 2.10). Die Durchflussgeschwindigkeit wurde bei 4 L/h gehal-
ten, so dass bei der Augqariengréfle von 60 L alle 15 h ein vollstdndiger Austausch der Schadstofflo-
sung gewdhrleistet wurde. Fiir die Erfassung des zeitlichen Verlaufs der Expression der Estrogen-
regulierten Gene Vitellogenin, Estrogenrezeptor, Choriogenin H (nur Medaka) und ZP2 (nur Zebra-
barbling) erfolgte die Exposition der Versuchstiere mit 50 ng/L. 170-Ethinylestradiol iiber 1 — 17 Ta-
ge. Fiir die Erfassung von Dosis-Wirkungsbeziehungen bei verschiedenen (Xeno-)estrogenen wurden
Nonylphenol und Methoxychlor in Konzentrationen von 2,5, 8,5, 25, 85 und 250 ug/L, 170-
Ethinylestradiol in Konzentrationen von 0,25, 0,85, 2,5, 8,5, 25 und 85 ng/L eingesetzt; die Expositi-
on erfolgte fir vier (Zebrabdrblinge) bzw. fiinf Tage (Medakas). Zur Erfassung von Langzeiteffekten
wurden Zebrabérblinge fiir 21 Tage bei den gleichen Konzentrationen von 17a-Ethinylestradiol gehal-
ten. Fiir jede Testgruppe wurden je acht Zebrabarblinge und sieben Medakas verwendet. Um die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse zu gewiéhrleisten, wurden Medakas und Zebrabarblinge immer parallel in
den gleichen Aquarien exponiert. Wie bereits in den semistatischen Versuchen wurde DMSO als Lo-
sungsvermittler fiir die Anfertigung der Stammlésungen verwendet, die Endkonzentrationen lag wie-
derum bei 0,001 %. Es wurden sowohl Ldsungsmittel- als auch Wasserkontrollen mitgefiihrt. Die
Versuchsdurchfiihrung erfolgte bei einer Temperatur von 25 °C, einem pH-Wert von 7,7 und einer

Sauerstoffsattigung von > 97 %.
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Wasserreservoir Rotameter:
Durchfluss 4 L/h

Chemikalien-
Stammldsung in

0,1 % DMSO, jeden
2. Tag erneuert

Peristaltikpumpe

Mischzylinder

60 L Aquarien

Medakas bzw.
Zebrabarblinge, bei
Vergleichsexperi-
menten coexpo-
niert. DMSO-Kon-
zentration 0,001 %

Abb. 2.10: Durchflusssystem fiir die Exposition gegniiber (Xeno-)estrogenen

2.1.4 In-vitro-Exposition gegeniiber (Xeno-)estrogenen: Hepatocytenprimirkulturen

aus der Regenbogenforelle

Fiir die Herstellung der Hepatocytenprimérkulturen wurden méinnliche Regenbogenforellen in einer
gesittigten Benzocain-Losung (Ethyl-p-aminobenzoat, Sigma, Deisenhofen) betdubt, anschlieBend
gewogen, getrocknet und duBerlich mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die folgenden Schritte der Prépara-
tion wurden an der Sterilwerkbank vorgenommen. Die Fische wurden ventral von den Bauchflossen
bis zu den Brustflossen und lateral bis auf die Hohe der Niere erdftnet und der Eintritt der Vena porta
freigelegt. Der Sinus venosus des Herzens wurde durch einen Schnitt eréffnet und unmittelbar danach
eine Fliigelkaniile (Durchmesser 0,8 mm) in die Vena porta eingefiihrt und mit zwei Arterienklemmen
fixiert. Zur Destabilisierung von Zelladhdsionen wurde die Leber mit EDTA-haltigem sterilem Dul-
beccos PBS (2 g/L NaHCO;, 0,548 g/L Na,EDTA, pH 7,5) durch eine peristaltische Pumpe (Reglo
MS, Ismatec, Ziirich, CH) iiber einen Kunststoffschlauch mit ca. 7 mL/min fiir maximal 8 Minuten
praperfundiert. Wéahrend des Pumpvorganges wurde die Leber vollstindig aus dem Tier herausprépa-
riert und an einem Stativ hidngend fixiert. Im folgenden Perfusionsschritt wurde die Leber mit 0,5
mg/mL Collagenase (Roche Diagnostics, Mannheim) in phenolrotfreiem M199 (Sigma) bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 6 mL/min behandelt. Nach 15 min wurde die Perfusionsgeschwindig-
keit auf 7 mL/min erhéht. Nach Abschluf3 der Perfusion wurde die Leber vom Stativ abgenommen
und in eine Petrischale, die mit 10 mL M199 benetzt wurde, iiberfiihrt. Die Bindegewebskapsel des

Organs wurde mit einer sterilen Rasierklinge angeschnitten. Entstehende Leberfragmente wurden mit



22 2. Material und Methoden

einer Pinzette zerzupft und die Hepatocyten in das Medium freigesetzt. Die so erhaltene Zellsuspensi-
on wurde {iber eine Filtrierglocke mit einem Nylongazenetz (200 um Maschenweite) gefiltert, um
grobe Bindegewebsbestandteile zu entfernen. Zur Beseitigung feinerer Bindegewebspartikel bzw. zur
Vereinzelung der Hepatocyten erfolgte ein weiterer Filtrierschritt iiber ein Nylongazenetz mit 70 uM
Maschenweite. Das Filtrat der Zellsuspension (ca. 20 mL) wurde in zwei 50 mL Falcon-Réhrchen
(Greiner, Solingen) liberfiihrt und dreimal bei 110 x g fiir 7 Minuten bei 14 bzw. 18 °C zentrifugiert.
Die Uberstinde wurden nach jeder Zentrifugation verworfen, die Pellets erneut in 25 mL Medium
suspendiert. Nach dem letzten Zentrifugationschritt wurden die Pellets in 100 mL M199 mit 1%
Streptomycin/Penicillin aufgenommen. Der Zelltiter wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die Vitalitit der Zellen wurde mit einer Trypanblaufdrbung (0,5 % Trypanblau in 0,9 %
NaCl) iiberpriift (Verhéltnis Farbelosung : Zellsuspension 1:1, je 200 uL; Blaufiarbung toter Zellen
nach 5 Minuten Inkubation). Nach Einstellung des Zelltiters wurden die Hepatocyten in einer Dichte
von 2 x 10° Zellen/mL ausgesit. Die isolierten Zellen wurden bei einer Temperatur von 14 °C bzw. 18
°C kultiviert.

24 Stunden nach der Isolation hatten die Hepatocyten einen festsitzenden Monolayer gebildet. Fiir die
Hormonapplikation wurden Versuche mit 24 und 72 h Regenerationszeit durchgefiihrt. Die Hélfte des
Zellkulturiibertandes wurde durch je 1 mL der doppelt konzentrierten Testsubstanz in M199 ersetzt.
Im Rhythmus von 48 h wurden 1 mL des Kulturmediums erncuert. Fiir die Vitellogenindetektion im
ELISA wurde je 1 mL Kulturiiberstand/pro Well entnommen und bis zur Quantifizierung des Vitello-
geningehalts im ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) in fliissigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -80°C gelagert. Fiir die Isolation der Gesamt-RNA aus den Primédrhepatocyten wurde der
schwach adhédrente Zellrasen zunidchst mechanisch von den Kulturplatten geldst, bei 300 x g pelletiert

(5 min, 15 °C) und sofort der RNA-Isolation unterzogen.

Aktivkohle-Reinigung des Kilberserums (charcoal stripped FKS)

Fiir die Versuche zum Einfluss von verschiedenen Mediensupplementen auf die Expression von Vitel-
logenin in Hepatocytenpriméirkulturen wurde steroidfreies FKS durch sogenanntes charcoal stripping
hergestellt. Zur Aktivierung der Aktivkohle wurde 1 g Aktivkohle (Sigma) iiber Nacht bei 4 °C in
0,1 % Dextran-70-Losung inkubiert und durch Zentrifugation bei 10.000 x g pelletiert. Zur Entfer-
nung von Steroiden wurden 100 mL FKS (Sigma) mit aktivierter Aktivkohle 10 — 15 min bei 4 °C
inkubiert. Nach Abzentrifugation der Aktivkohle (10.000 x g, 4 °C) und Sterilfiltration wurde das
“charcoal stripped” FKS bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.
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2.1.5 Abschiatzung der Zytotoxizitit von untersuchten Abwissern an Hepatocyten
MTT-Fiirbung

Der MTT-Assay (Mosman 1983) wurde bei zahlreichen /n vitro-Cytotoxizitdtsuntersuchungen als
Endpunkt benutzt (Barile 1994, Borenfreund et al. 1988, Braunbeck 1993, Carmichael et al. 1987,
Denizot und Lang 1986). Ein grofler Vorteil dieses Assays liegt darin, dass die Messung der Vitalitdt
ohne zwischengeschaltete Waschschritte moglich ist, so dass auch die Vitalitdt von schlecht am Plas-
tik der Mikrotiterplatten haftenden Primérzellen bestimmt werden kann. Dieser Endpunkt beruht auf
der Reduktion des l16slichen gelben MTT-Tetrazoliumsalzes (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-[tetra]-zoliumbromid, Sigma, Deisenhofen) zu einem blauen, unldslichen Formazanprodukt
durch das mitochondriale succinatabhéngige Dehydrogenase-System; diese Umwandlung findet nur in
lebenden Zellen statt, und die Menge des Formazans korreliert streng mit der Anzahl der vorhandenen
Zellen (Denizot und Lang 1986).

Die Durchfiihrung des MTT- Assays orientiert sich an den Vorschriften von Denizot und Lang
(1986): Die Zellen werden mit Fremdstoffen inkubiert, das Inkubationsmedium abdekantiert und 100
pL MTT-Féarbemedium (1:10-Verdiinnung einer sterilen MTT-Stammlosung mit 5 mg MTT pro 1 mL
Aqua bidest. in Medium, ohne FKS, mit Antibiotika) in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte ge-
fiillt. Nach einer Inkubation iiber 4 h bei 20 °C werden 100 pL der MTT-Extraktionslosung in die
Wells pipettiert, um das Formazan aus den Zellen zu 16sen. Nach einer Riicklosedauer von etwa 30
min wird die Intensitit der Farbung {iber die Extinktion bei 540 nm gegen eine Referenz von 690 nm
im Mikrotitterplattenreader (SLT, Spectra™) bestimmt.

Laktatdehydrogenase-Freisetzung ins Medium

Das Enzym Laktatdehydrogenase ist in intakten Zellen im Cytoplasma lokalisiert. Obwohl sein Aus-
tritt aus den Zellen durch intakte Zellmembranen unterbunden wird, findet sich eine gewisse Grund-
aktivitdt des Enzyms auch im Medium der Kontrollzellen. Eine Membranschiadigung der Zellen, wie
sie durch Schadstoffe induziert werden kann, fiihrt jedoch zu einer verstérkten Freisetzung cytoplas-
matischer Bestandteile und somit zu einer Anreicherung des relativ stabilen Enzyms LDH im umge-
benden Nahrmedium (Mitchel et al. 1980, Weishaar et al. 1975). Die Messung der LDH gilt als ein
etablierter Endpunkt der Cytotoxizitit (Ahne 1985, Barile 1994, Braunbeck 1993, Legrand et al. 1992,
Mitchel et al. 1980, Weishaar et al. 1975). Die LDH-Aktivitdt kann direkt {iber die Konzentrationsab-
nahme von NADH oder indirekt {iber Farbstoffe als ein Endpunkt bestimmt werden (Weishaar et al.
1975).

Fiir die Bestimmung der Laktadehydrogenaseaktivitit im Kulturiiberstand der Hepatocytenprimérkul-
turen wurden 50 pL des Uberstandes einer mit Schadstoff inkubierten 96-Well-Platte mit einer Mehr-
kanalpipette in eine unsterile Mikrotiterplatte auf Eis iiberfiihrt, so dass sechs Ansitze pro Konzentra-
tion zur Verfiigung standen. Als Referenz wurde eine Reihe mit 50pL 50 mM Tris-HCl-Puffer be-
nutzt. Zu allen Wells wurden 250 pL eines auf 25 + 3 °C temperierten Reaktionsmixes (60 mM Tris-
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HCIl-Puffer, pH 7,4; 0,2 mM NADH) dazugegeben. Nachdem die Reaktion durch Zugabe von 25 uL
10 mM Na-Pyruvat als Substrat gestartet wurde, wurde die Abnahme der Extinktion bei 340 nm im

Mikrotiterplattenreader iiber 3 min verfolgt.

2.2 Probenaufbereitung und Lagerung

2.2.1 Plasmapriparation

Zur Entblutung wurden die Versuchstiere (Regenbogenforellen) in einer geséttigten Benzocainldsung
(4-Ethylaminobenzoat) betdubt. Die Entnahme des Blutes erfolgte nach Punktion der Schwanzvene.
Zur Hemmung der Blutgerinnung wurde eine Azid-Citrat-Dextrose-Losung (ACD-A, Fa. Greiner,
Solingen) verwendet, die in einem Mischungsverhéltnis von 900 pL Vollblut auf 150 uL ACD-A
(1:1,17) eingesetzt wurde. Zur Vermeidung einer Proteindegradation wurde der ACD-A-Ldsung
Aprotinin (Sigma) in einer Endkonzentration von 1 mg/mL zugesetzt. Bis zur Plasmapréparation wur-
den alle Préparationsschritte unter Eiskiihlung durchgefiihrt. Die Préparation des Plasmas erfolgte mit
1500 x g fiir 20 min bei 4 °C. Der bei der Zentrifugation erzeugte Plasmaiiberstand wurde aliquotiert

und in fliissigem N, schockgefroren. Die Lagerung des Plasmas erfolgte bei -80 °C.

2.2.2 RNA-Isolation

Fiir die Isolation der Gesamt-RNA aus grofleren Gewebemengen wie der Leber von Regenbogenforel-
len sowie den zur Identifikation der cDNAs von Vitellogenin und Estrogenrezeptor verwendeten Le-
berpools von Medaka und Zebrabérbling wurde ein auf Phenolextraktion basierender Roti-Quick-Kit
(Roth, Karlsruhe, FRG) verwendet. 0,2 g Gewebe wurde in gefrorenem Zustand {iber 1 min bei 300
U/min im Homogenisator Potter S (Fa. Braun Melsungen AG) in Lésung Roti-Quick 1 unter Eiskiih-
lung homogenisiert. Die weitere RNA-Aufbereitung erfolgte entsprechend dem mitgelieferten Proto-
koll.

Hepatocytenprimérkulturen und einzelne Organe von Zebrabérblingen und Medakas wurden aufgrund
der geringen RNA-Mengen mit dem Rneasy Total RNA-System (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt; es
handelt sich hierbei um ein adsorbtionschromatographisches, auf Silica-Gel-Membranen basierendes
Trennverfahren, das durch kurze Isolationszeit die Aufarbeitung einer grofen Probenzahl ermoglicht.
Einzelne Organe wurden mit einem Rotor-Stator-Homogenisator (Polytron, Kinematica, Lit-
tau/Luzern, CH) im Guanidinoisothyocyanat-haltigen Lysepuffer des Herstellers homogenisiert, ohne
die bei -80 °C gelagerten Gewebeproben aufzutauen. Fiir die Isolation von RNA aus Primérhepatocy-
ten wurde der schwach adherierende Zellrasen zunédchst mechanisch von den Kulturplatten gelst, bei
300 x g pelletiert (5 min, 15 °C) und schlieBlich in Lysepuffer iiber Zentrifugation (2 min, RT, 13.000
x g) durch sogenannte Shredder-Séulen (Qiagen) homogenisiert. Die weitere Praparation erfolgte

nach Angaben des Herstellers.
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Reinheit und RNA-Gehalt aller RNA-Proben wurden photometrisch bei 280/260 nm bestimmt.

Bei der RNA-Priparation von Hodengewebe wurde wegen des hohen DNA-Gehalts in diesem Gewe-
be ein zusétzlicher DNAse-Verdau durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 pug RNA fiir 15 min bei 25 °C mit
0,1 U/uL Deoxyribonuclease I (amplification grade; Gibco Life Technologies, Karlsruhe) behandelt.
Fiir die weitere Anwendung wurde die DNAse durch Zugabe von 0,1 Volumen 25 mM EDTA und 10
min Hitzebehandlung bei 65 °C inaktiviert.

2.3 Identifikation, Klonierung und [In-vitro-Transkription Estrogen-

regulierter Gene

2.3.1 Identifikation eines Medaka-Vitellogenin-cDNA-Fragments

Fiir die Amplifikation einer Medaka-Vitellogenin cDNA wurde unter Verwendung des Programms
Blast 2.0 ein Alignment der bisher bekannten Fischvitellogeninsequenzen durchgefiihrt. Daraufhin
wurden mit Hilfe der Software Primer3 spezifische Primer gegeniiber zwei konservierten Regionen
konstruiert, die ca. 1,2 kb weit auseinanderlagen und bei MWG-Biotech (Ebersberg, FRG; M-Vgl.2+:
5’-GCT GAA CAT CAA GAA GAC CCA-3’, M-Vgl.2-: 5'-ACA ATG CAG GAC AGC ATA CG-
3") synthetisiert. Fiir die RT-PCR wurde das Gene Amp~ RNA-PCR-Kit (PE-Biosystems, Branchburg,
USA) verwendet, wobei 1 ug Gesamt-RNA fiir eine Reaktion mit 100 uL. Volumen eingesetzt wur-
den. Die reverse Transkription (50 mM KCI, 10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 2,5 U/ul MuLV, 1 mM
dNTPs, 1 U/ul RNase Inhibitor, 2,5 uM Oligo-dT;¢) wurde nach einem Annealing-Schritt (10 min,
Raumtemperatur) bei 42 °C durchgefiihrt. Zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase wurde das
Reaktionsgemisch 5 min bei 99 °C denaturiert.

Die PCR-Amplifikation wurde iiber 30 Zyklen durchgefiihrt (1,5 mM MgCl, 1 uM Primer Konzentra-
tion, 200 uM dNTPs, 0,25 U/50 ul AmpliTaq’-Polymerase), wobei folgendes Programm verwendet
wurde: Anfanglicher Denaturierungsschritt {iber 2 min bei 95 °C, 30 sec bei 95 °C, 30 sec bei 60 °C,
1 min bei 72 °C und ein terminaler Verldngerungsschritt tiber 10 min bei 70 °C. Das resultierende
PCR-Produkt mit einer Lange von 1,2 kb wurde aus einem 1,0 % Agarosegel ausgeschnitten und mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert. Die Aufklarung der in Richtung 5°‘-Ende ge-
richteten Sequenz erfolgte mit Hilfe einer 5’-RACE-PCR (5 RACE System Version 2.0, Gibco Life
Technologies, Karlsruhe, FRG). Die Synthese des cDNA-Primérstranges wurde mit 500 ng Gesamt-
RNA aus der Leber nach dem Protokoll des Herstellers vorgenommen. Die hierzu verwendete Se-
quenz des 1. genspezifischen Primers (GSP1) lautete 5-TCT GAT TGG CAG AGA TGC AG-3". Das
resultierende cDNA-Produkt wurde mit GlassMAX spin cartridges (Gibco) isoliert und in 50 ul steri-
lem Aqua bidest. aufgenommen. Das TdT-Tailing erfolgte mit 10 ul der aufgereinigten cDNA-Probe.
Die Amplifikation der Ziel-cDNA wurde mit einem 2. genspezifischen Primer (GSP2: 5°-CCG TAA
CGC TCA GAC ACA GG-3’) und dem im Kit mitgelieferten Abridged Anchor Primers durchgefiihrt.
Folgende Parameter wurden fiir den PCR-Zyklus verwendet: 2 min bei 94 °C (einmalig), 30 sec bei
94°C, 30 sec bei 62 °C, 1 min bei 72 °C, sowie 7 min bei 72 °C (einmalig) iiber 35 Zyklen. Nach
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Nachweis des PCR-Produkts in einem Ethidiumbromid-gefarbtem Agarosegel wurde die in Frage
kommende Bande ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt.

Sowohl Vg1.2 als auch das 5’RACE Produkt wurden bei Seqlab Laboratories (Go6ttingen) sequenziert.

2.3.2 Identifikation einer Estrogenrezeptor d-cDNA des Zebrabérblings

Zur Amplifikation eines cDNA-Fragments des Estrogenrezeptor o des Zebrabarblings wurden Primer
konstruiert, die gegen konservierte Regionen des Estrogenrezeptor a des getiipfelten Gabelwelses
(Ictalurus punctatus) gerichtet waren. Da die DNA-bindende C-Doméne und die Hormon-bindende E-
Doméne des Rezeptors hohe Homologien unter Vertebraten aufweisen, wurden die Primer so gewéhlt,
dass sie einen 0.65 kb langen Abschnitt zwischen beiden Doménen iiberspannten. Hierzu wurden die
Programme Blast 2.0 und Primer3 verwendet; die Primer wurden bei MWG-Biolabs synthetisiert
(Upstream Primer: 5’-CCA CTA CGG AGT CTG GTC GT-3’; Downstream Primer: 5’-CCC TCC
ACA CAC TCT CCT TC-3’). Die reverse Transkription der RNA wurde mit 1 pg Gesamt-RNA in
10 ul RT-Buffer ausgefiihrt (50 mM KCI, 10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 2,5 U/ul MuLV, 1 mM dNTPs,
1 U/ul RNase Inhibitor, 2.5 pM Oligo-d(T),¢; GeneAmp~ RNA PCR Kit, PE-Biosystems). Die Reak-
tionsbedingungen waren 10 min bei Raumtemperatur, 25 min bei 42 °C und 5 min bei 99 °C.

Die PCR-Amplifikation wurde iiber 30 Zyklen mit 2 mM MgCl, 1 pM Primer-Konzentration, 200 uM
dNTPs, 0,25 U/50 pl AmpliTaq’-Polymerase ausgefiihrt, wobei folgendes Programm zur Anwendung
kam: 2 min bei 95 °C (einmalig), 30 s bei 95 °C, 30 s bei 55 °C, 1 min bei 72 °C sowie 10 min bei
70 °C (einmalig). Die PCR wurde in Agarosegelen Uberpriift und die resultierende 0,65 kb-Bande
ausgeschnitten und aufgereinigt (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) Das PCR-Fragment wurde bei

Seqlab Laboratories sequenziert.

2.3.3 Konstruktion zweier Vitellogenin-cDNAs des Zebrabirblings aus Expressed Se-

quence-Tags

Die in Abschnitt 2.3.1 beschriebenen Primer wurden ebenfalls fiir die RT-PCR mit Leber-Gesamt-
RNA des Zebrabirblings verwendet. Die Reaktionsbedingungen wurden, wie im Abschnitt 2.3.1 be-
schrieben, eingestellt, wobei fiir die PCR-Amplifikation eine 2 mM MgCl,-Konzentration verwendet
wurde. Hierbei wurde neben zwei weiteren cDNAs ein 0.9 kb cDNA-Fragment nur mit RNA aus
weiblichen Lebern erzeugt. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in 1 % Agarosegelen, und die
0.9 kb-Bande wurde ausgeschnitten und extrahiert (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Die cDNA
wurde in einen TOPO-Vektor inseriert und zur Sequenzierung (Seqlab Laboratories) gegeben, da eine
direkte Sequenzierung des Fragments nicht mdglich war. Mit der so erhaltenen Sequenz wurde in den
GenBank Databases of Expressed Sequence Tags (dbEST) nach iiberlappenden Sequenzen gesucht.
Die Blast2.0-Analyse (Altschul et al., 1997) erzeugte zwei kontinuierliche Sequenzen von 3.6 kb und
4.5 kb mit hoher Homologie zu anderen Fischvitellogeninen. Beide cDNAs zeigten signifikante Un-

terschiede bei gegenseitigem Alignment; daher wurden zwei unterschiedliche Primer-Paare fiir die
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weitere Analyse konstruiert. Die Verifizierung beider Genprodukte erfolgte durch Sequenzierung der

von den Primer-Paaren erzeugten cDNAs.

2.3.4 Klonierung von PCR-Produkten in pCR®IITOPO-Vekt0ren

Fiir die Verwendung in Hybridisierungsexperimenten wurden die PCR-Fragmente M-Vgl.2 und Z-
ER00.6 in prokayotische Expressionsvektoren einkloniert. Hierfiir wurde ein TA-Klonierungssystem
verwendet (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen, Carlsbad, USA), das auf der Ligation des durch die
Tag-Polymerase an den 3’-Terminus angefiigten Desoxyadenosin mit einem iiberhdngenden Deso-
xythymidin des linearisierten Vektors basiert (Abb. 2.11). Zunédchst wurden die entsprechenden
cDNA-Fragmente aus der RT-PCR in einer zweiten PCR reamplifiziert, um die Présenz {iberhéngen-
der Desoxyadenosin zu gewihrleisten. Fiir die PCR (10 — 30 ng/50 uL cDNA Template, 2,5 mM
MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 125 uM dNTPs, 1 uM Primer), wurden die Reaktionsbedin-
gungen des Amplifikationsschritts aus der RT-PCR verwendet.

e * 256

Nsi | 273

ColE1 ori Hind 1l 276

Kpn | 286

Sac| 292

BamH | 294

Spel 300

BstX | 321

EcoR | 325

PCRII-TOPO pirp. | 33
Vector AT

(3900bp) lacZar EcoR | 344

. EcoR V 356

BstX | 366

Not | an

Xhol 377
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Abb. 2.11: Vektorkarte des pCRII-TOPO Vektors (Invitrogen)

Die Reinheit der PCR-Produkte wurde anschlieBend auf einem Agarosegel tiberpriift; bei geniigender
Reinheit wurde die Ligation direkt im Anschluss ausgefiihrt. Beim Auftreten von Verunreinigungen
wurde das gesuchte PCR-Produkt zunéchst aus einem Agarosegel ausgeschnitten und extrahiert (QIA-
quick Gel Extraction Kit, Qiagen). Fiir die Ligationsreaktion wurden ca. 10 — 30 ng des PCR-Produkts
mit 10 ng pCR*II-TOPO Vektor bei einem Reaktionsvolumen von 5 pL fiir 5 min bei Raumtempera-
tur inkubiert (10 % Glycerol, 0,02 % Triton X-100, 20 ng/mL BSA, 200 pM EDTA, 200 uM DTT, 10
mM Tris-HCl, pH 7,4); die schnelle Ligation wird durch zwei kovalent an die Vektorenden
gebundene Topoisomerasen gewéhrleistet. Bis zur direkt angefiigten Transformation wurden die Liga-

tionsansitze auf Eis gelagert.
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2.3.5 Klonierung von Vgl.1 in den Expressionsvektor pGem Zf7(-)

Zur Transkription der Vgl.1-sense-mRNA als Standard fiir eine Vg-mRNA-Quantifizierung war eine
Umklonierung der Vgl.1-cDNA in einen bidirektionalen prokaryotischen Expressionsvektor wie den
pGemZf7(-)-Vektor (Promega, Mannheim) notwendig.

Zur Exzission von Vgl.1 aus dem pSG5-Vektor (Abb. 2.12) wurden 15 pg pSG5Vgl.1 Plasmid-DNA
(Ren et al. 1996a) mit BamH I geschnitten; durch Ethanolprézipitation wurde die DNA fiir die Wei-
terverarbeitung geféllt und in 20 uL. TE-Puffer, pH 8.0 aufgenommen. Die resultierenden DNA-
Fragmente wurden anschlieend im 0,8 % Agarosegel aufgetrennt, die Vgl.1-Bande ausgeschnitten
und mittels QiaQuick-Gel Extracion Kit resolvatisiert.

3ug des pGem-Vektors wurden ebenfalls mit BamHI1 linearisiert und iiber Phenol-
Chloroformextraktion aufgereinigt. Um eine Religation der beiden Vektorenden zu vermeiden, wurde
das 3’-Ende des Vektor mit “calf intestinal alkaline phosphatase” (CIAP, Promega, Mannheim) de-
phosphoryliert: 2 pg/50 pL Vektor, 0,03 U/50 uL CIAP, 1 mM MgCl,, 0,1 mM ZnCl,, 1 mM Spermi-
din, 0,05 M Tris-HCI, pH 9,3. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 30 min, wurden weitere 0,03 U CIAP
zugegeben. Die Reaktion wurde mit 30 pL CIAP-Stop-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 200
mM NaCl, 0,5 % SDS, pH 7,5) beendet. Die DNA wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion
aufgereinigt und in 10 uL DEPC-H,0 aufgenommen und die Konzentration im Agarosegel abge-
schitzt. Zur Ligation wurden 2 Ansétze im Verhéltnis Vektor : Insert 1 : 1 (100 ng Vektor + 37 ng
Vgl.1)und 1 : 3 (100 ng Vektor + 110 ng Vgl.1) sowie eine Negativkontrolle ohne Insert hergestellt.
Die Ligationsansitze (0,09 U/uL T4 DNA Ligase, 1| mM MgCl,, | mM DTT, 0,1 mM ATP, 3 mM
Tris-HCI, pH 7,8) wurden fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert und direkt fiir die Transformation

weiterverwendet.
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Abb. 2.12: Vektorkarten der psG5 und PGEM-7Zf(-) Vektoren
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2.3.6 Hitzetransformation und Kultur der E. coli Stimme AG1, JM109 und TOP10F’

Fiir die Plasmidtransfektionen wurden 20 pL (AG1, JM109) bzw. 50 uL. (TOP10F") der kompetenten
Bakterienstimme in Polypropylenrdhrchen auf Eis aufgetaut; bei TOP10F" Zellen wurde zusétzlich
0,02 M Mercaptoethanol zugefiigt. Bei Ligationen wurden jeweils 2 puL des Ligationsansatzes zu den
Bakterien gegeben, fiir die Plasmidamplifikation wurden je 100 und 10 ng des entsprechenden Plas-
mids zugefiigt. Nach einer 30miniitigen Inkubationsphase auf Eis wurden die Bakterien einem Hitze-
schock von 40 sec bei 42 °C ausgesetzt und anschlieBend wieder sofort auf Eis gelagert. Jedem An-
satz wurden 100 pL gekiihltes LB- (AG1, JIM109) bzw. 250 uL. SOC-Medium (TOP10F") ohne Anti-
biotika zugesetzt. Die Transfektionsansidtze wurden fiir 1 h bei 37 °C und 250 U/min inkubiert. An-
schlieBend wurden die Ansétze auf LB-Platten mit der fiir die Bakterienstimme entsprechenden Am-
picillinkonzentration (siehe Tab. 2.1) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C gelagert. Fiir das
Blue/White-Screening der transformierter Kolonien wurden LB-Agarplatten mit 4 pmol IPTG (I-
sopropyl-1-thio--D-galactopyranosid) und 1,6 mg X-Gal (5-Bromo-4-chlor-3-indolyl-B-D-
galactopyranosid) beschichtet.

Nach der Uber-Nacht-Inkubation wurde eine geringe Anzahl von Klonen gepickt und hiermit je 4 mL
LB-Medium (Ampicillinkonzentration 100 bzw. 50 pg/mL) beimpft; die Inkubation der Bakterien
erfolgte wiederum tiber Nacht bei 37 °C und 250 U/min kultiviert.

Fiir die Plasmidisolation wurden die transfizierten Bakterienkulturen bei 1.500 x g, 4 °C abzentrifu-
giert und der Kulturiiberstand verworfen. Die weitere Isolation erfolgte mit dem QIAPrep Spin-
MiniPrep-Kit (Qiagen, Hilden) gemdB3 dem Protokoll des Herstellers. AnschlieBend wurden die Plas-
midlosungen in 0,8 % Agarosegelen iiberpriift. Bei Erstklonierungen wurde zusétzlich eine Restrikti-
onsanalyse mit EcoRI vorgenommen, das bei allen verwendeten Vektoren zur Exzission des Inserts
fiihrt.

Tab. 2.1: Verwendete Vektoren und Bakterienstimme

E. coli- Ampicillinkonzentrati-
Vektor Hersteller
Stamm on
Stratagene, Heidelberg,
AGI1 pSG5S 50 ug/mL
FRG
IM109 pGemZf7(-) 100 pg/mL Promega, Mannheim, FRG
TOP10F’ pCR*II-TOPO 50 pg/mL Invitrogen, Carlsbad, USA

2.3.7 Transkription von Digoxigenin (DIG) -markierten cRNA-Sonden

Zur Linerarisierung wurden die Plasmide wie in Tabelle 2.4 (S. 39) iiber Nacht geschnitten. Am fol-
genden Tag wurde die Vollstindigkeit und Korrektheit des Restriktionsschnitts auf einem Agarosegel
iiberpriift, darauf der Gesamtansatz durch eine Phenol-Chloroformextraktion aufgereinigt und in 10

pL DEPC-H,0 aufgenommen. In einem anschlieBenden Agarosegel wurde die Plasmidkonzentration
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anhand der Bandenintensitdt im Vergleich mit dem Standard abgeschatzt. Fiir die Sondentranskription
wurde 1 pg des linearisierten Plasmids eingesetzt. Fiir die Transkription der Sonden wurde das DIG-
RNA-Labeling Kit (Sp6 / T7) der Fa. Boehringer (Mannheim) verwendet (2 U/uL Sp6/T7 Polymera-
se, 1 U/uL RNase Inhibitor, 1 mM ATP, CTP, GTP, 0,65 mM UTP, 0,35 mM DIG-11-UTP, 6 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 2 mM Spermidin, 40 mM Tris-HCI). Die Transkriptionsansidtze wurden fiir 2 h
bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschliefend wurden die cRNA durch Ethanolprézipitation iiber
Nacht bei —20 °C gefillt (75 % Ethanol, 0,5 M LiCl, 20 mM EDTA, pH 8,0). Die Prizipitate wurden
durch Zentrifugation (15 min, 10.000 x g, 4 °C) pelletiert und der Uberstand verworfen; das Pellet
wurde mit 50 pL 70 % Ethanol in DEPC-H,O gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(15 min, 10.000 x g, 4 °C) wurde die Ethanollésung entfernt und das Pellet 15 min unter der sterilen
Werkbank getrocknet. Nach Aufnahme des RNA-Pellets in 50 uL DEPC-H,0O (30 min Inkubation bei
37 °C im Wasserbad) wurde die Sondenkonzentration und der Reinheitsgrad photometrisch ermittelt.

Die Lagerung der Sonden erfolgte bei -20 °C.

2.4 Detektionssysteme

2.4.1 ELISA fiir die Detektion von Vitellogenin im Kulturiiberstand von Hepatocyten

aus der Regenbogenforelle

Fiir die Quantifizierung von Vitellogenin im Serum von induzierten minnlichen Regenbogenforellen
wurde ein kompetitives ELISA-System verwendet. Die fiir die Durchfiihrung notwendigen Antisera
wurden im Rahmen des FuE-Vorhabens “Ostrogene Wirkung von Umweltchemikalien (Islinger und

Braunbeck 1998) am Zoologischen Institut hergestellt.
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Abb. 2.13: (a) Schematischer Aufbau des zur Vitellogeninaufreinigung verwendeten FPLC-Systems.
(b) Elutionsprofil des verwendeten NaCl-Gradienten

Fir die Anfertigung des Vitellogeninstandards wurde aufgereinigtes Vitellogenin aus mit 17[3-
Estradiol injizierten Regenbogenforellen verwendet. Den Versuchstieren wurden viermal im Abstand
von je 5 Tagen 10 mg/kg Korpergewicht 17B3-Estradiol i.p. injiziert. Fiinf Tage nach der letzten Injek-

tion erfolgte die Entblutung der Tiere. Die Vitellogeninisolation verlief in einem 1-Schritt-
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Trennverfahren auf einem FPLC-System (Pharmacia, Freiburg, FRG) unter Verwendung einer Mo-
noQ HR 5/5 Anionenaustauschchromatographiesdule (Abb. 2.13a). Die Aufreinigung erfolgte in ei-
nem Tris-HCI-Puffersystem (20 mM Tris, pH 8,0). Als Elutionspuffer wurde 1 M NaCl in 20 mM Tris
verwendet. Die Elution erfolgte mit einer Geschwindigkeit von 1 mL/min mittels eines diskontinuier-
lichen NaCl-Gradienten mit einer Steigung von 10 mM NaCl pro min im Bereich des Vitellogenin-
peaks (Abb. 2.13b). Die Reinheit der Trennung wurde in SDS-Polyacrylamid-Gelen (Laemmli 1970)
iberpriift. Fiir den Vitellogeninstandard wurden die Fraktionen der Vitellogeninpeaks mehrerer Tren-
nungsgange vereinigt und der Proteingehalt nach Bradford (1976) bestimmt.

Fiir den kompetitiven ELISA wurden die inneren sechzig Wells der 96-Well-ELISA-Platten (Costar
96 Well Flat Bottom EIA Plate, Bio-Rad Laboratories, Miinchen) mit je 100 uL Vitellogeninlosung
zur Vorbeschichtung (100 ng/ml in Beschichtungspuffer, 50 mM Na,COs, pH 9,6) befiillt und bei
4 °C tlber Nacht inkubiert. Parallel wurde das anti-Vitellogenin-Kaninchenantiserum mit Plasmapro-
ben bzw. Vitellogeninstandard in Dulbecco’s PBS (8 g/L NaCl, 0,2 g/LL KCI, 0,2 g/L KH,PO,,
1,15 g/L NaH,PO,, pH 7,2; DPBS) vorinkubiert. Der Vitellogenin-Standard wurde von 0,45 ng/mL
bis 1000 ng/mL in einer 1:3-Verdiinnungsreihe angesetzt. Die Plasmaproben der Regenbogenforellen-
Mainnchen wurden in einer 1:3-Verdiinnungsreihe von 1:9 bis 1:243 in der Antiserumlésung (Kanin-
chenantiserum gegen Vitellogenin der Regenbogenforelle, 1:25.000 in PBS) verdiinnt und bei 4 °C
iiber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Platten 3 x mit 200 pL DPBS, 0,1 %
Tween gewaschen. Der 3. Waschschritt wurde als "Soaking step" genutzt, d.h. die Waschlésung wur-
de 5 min in den Wells belassen. Zur Absittigung verbleibender Proteinbindungsstellen wurden die
Kavitédten der 96-Well-Platten mit 200 puL Blocking-Losung (2 % BSA in DPBS) befiillt und in einer
feuchten Kammer fiir 90 min bei 37 °C inkubiert. Die Proben- und Standardverdiinnungen wurden
nach der Inkubation liber Nacht fiir weitere 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Beendigung des Blo-
cking-Schrittes wurden die ELISA-Platten erneut 3 x wie oben beschrieben gewaschen und anschlie-
end mit 200 uL der Proben- und Standardverdiinnungen aus der Antiserumvorinkubation in je drei
Replika befiillt. Die Inkubation erfolgte fiir 90 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer. Nach drei
weiteren Waschschritten wurden 100 pLL/Well der sekundaren Antikérper-Losung (Ziege anti Kanin-
chen-IgG H+L Peroxidase-konjugiert, Bio-Rad Laboratories, Miinchen), 1:3000 in DPBS in die ELI-
SA-Platte pipettiert und in einer feuchten Kammer bei 37 °C fiir 45 min inkubiert. Vor der Durchfiih-
rung der Substratreaktion wurden die Platten erneut gewaschen. AnschlieBend wurden pro Well der
Férbelosung (250 mg/L 2,2°-Azino-di[ethylbenzthiazolinsulfonat (6)], Ammoniumsalz (ABTS), 10
mM Na-Acetat-3-Hydrat, 10 mM Na,HPO,, pH 4,2 + 1 mL/L 30 % H,0, unmittelbar vor Farbebe-
ginn) zugesetzt und fiir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorptionsmessung
erfolgte bei eciner Wellenldnge von 415 nm im Mikrotiterplattenreader (Spectra III, SLT-
Labinstruments, Crailsheim). Auf ein Abstoppen der Substratreaktion wurde verzichtet. Die Weiter-
verarbeitung der Rohdaten erfolgte unter Verwendung des Tabellenkalkulationsprogrammes Micro-
soft Excel. Die Berechnung der Vitellogeninkonzentrationen aus den Absorptionswerten der Proben

erfolgte durch Einsatz der Variationsfunktion fiir logarithmische Trends in Bezug zur Standardkurve.



32 2. Material und Methoden

2.4.2 Quantifikation von 17B-Estradiol im Zellkulturiiberstand

Fiir die Experimente zur Estrogenkontamination von Mediensupplementen wurde ein Enhanced Che-
miluminescent Immunosorbent Assay (ECLIA) verwendet. Die Detektion von 173-Estradiol erfolgte
auf einem automatisierten Elecsys” System 2010 (Roche, Mannheim) unter Benutzung des Elecsys”
Estradiol Immunoassay Kits. Die analytische Nachweisgrenze fiir das Testsystem liegt bei 36,7

pmol/L.

2.4.3 Northern Dot Blot/Ribonuclease-Protection-Assay

Zur Probenimmobilisierung wurde 1 png Gesamt-RNA auf Nylon'-Membranen (Qiagen, Hilden) auf-
getropft. Nach dem Trocknen der Membran erfolgte ein beidseitiges UV-Crosslinking der aufgetrage-
nen RNA an die Membran (UV-Stratalinker 1800, Stratagene, Heidelberg). Zur Quantifikation der
Vitellogenin-mRNA-Menge in den Proben wurde auf jede Membran ein Vitellogeninstandard mit
aufgetragen. Hierfir wurde das sense-Transkript von pGem Zf7(-)Vgl.1 verwendet. Die Herstellung
erfolgte wie unter 2.3.7 beschrieben, jedoch wurden anstatt der Kombination aus DIG-11-UTP und
UTP nur das unmarkierte Nukleotid in 1 mM Konzentration verwendet. Nach photometrischer Quan-
tifizierung des sense-Transkripts wurde ein Vitellogeninstandard in einer 1:3-Verdiinnungsreihe von
500 bis 0,123 ng in drei Replika auf jeden Blot aufgetragen. Aus dem Léngenverhéltnis der Vgl.1-
cRNA zur vollstindigen Vitellogenin-mRNA von 4,64 wurde die in den Proben vorhandene Vitello-
genin-mRNA-Menge errechnet. Fiir die Prahybridisierung wurden die Blots in sterile 15 mL- bzw. 50
mL-Zentrifugenr6hrchen gegeben (Sarstedt, Niirnbrecht) und mit 3 mL bzw. 7 mL vorgewdrmten
Hybridisierungspuffer (50 % deionisiertes Formamid, 5 x SSC, 0,1 % Na-Laurylsarcosinat, 0,02 %
SDS, 2 % Blockreagenz (Roche) befiillt. Die Prahybridisierung erfolgte iiber 2 h bei 68 °C. Fiir die
Hybridisierung wurden 100 ng der cRNA-Sonde pro mL Hybridisierungspuffer verwendet. Zur Line-
arisierung wurde die cRNA-Sonde zunédchst in 100 pl TE-Puffer 5 min bei 95 °C erhitzt. Die Inkuba-
tion der Rohrchen erfolgte iiber Nacht bei 68 °C im Hybridisierungsofen (Thermo Dux, Wertheim).
Am folgenden Tag wurden Stringenswaschschritte fiir 2 X 5 min mit 2 x SSC/0,1 % SDS bei Raum-
temperatur durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Membranen 3 X 10 min mit 0,1 x SSC/0,1 %
SDS bei 68°C gewaschen. Zur Durchfiihrung des RNase-Verdaus wurden die Membranen 10 min mit
Puffer R (10 mM Tris, 0,3 M NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,5), 10 min mit Puffer R + RNase A (Konz. 8
pug/ul zum Gebrauch: 1,25 uL / 10 mL), sowie 2 X 10 min mit Puffer R inkubiert. Nach einem 30-
miniitigen Waschschritt in 2x SSC/0,1 % SDS erfolgte die Antikdrperdetektion mit anti-Digoxigenin
Maus-Fab-Fragmenten, die mit alkalische Phosphatase gekoppelt waren (Roche). Hierzu wurden die
Membranen zunéchst 1 min in Maleatpuffer (0,1 M Maleinséure, 0,15 M NaCl, pH 7,5) dquilibriert
und 30 min in 1 % Blockreagenz (Roche) in Maleatpuffer inkubiert. Die Antikdrper-Detektion erfolg-
te ebenfalls fiir 30 min in einer 1 : 10.000-Verdiinnung in 1 % Blockingreagenz in Maleatpuffer.

Nach zwei Waschschritten von 15 min in Maleatpuffer wurden die Membranen fiir 1 min mit De-
tektionspuffer (100 mM MgCl,, 200 mM NaCl, 200 mM Tris-HCI, pH 9,5) dquilibriert und anschlie-
Bend 5 min in 2 mL Detektionslosung (1980 pL Detektionspuffer + 20 pL CDP-Star, Roche) belas-
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sen. Nach Entfernung der Detektionslosung wurde 15 min gewartet. Zur Detektion der Chemilumi-
neszens wurden BioMax ML Filme verwendet, die zwischen 10 s und 45 min exponiert wurden. Die
densitometrische Auswertung der erfassbaren Dots wurde mit dem Dokumentationssystem E.A.S.Y.
Win 32 (Herolab, Wiesloch, FRG) durchgefiihrt.

2.4.4 Northern Blot

Fiir den Nothern Blot wurden die RNA-Proben (0,004 % (w/v) Ethidiumbromid) in 1 %igen denatu-
rierenden Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Existenz und Lage der 28 s und 18 s rRNA
wurden bei UV-Bestrahlung (366 nm) photographisch dokumentiert und auf dem Gel markiert. Zur
GroBenbestimmung detektierter RNA-Banden wurde ein Digoxigenin-markierter RNA-Standard auf-
getragen (Roche). Darauf wurden Nylon'-Membran, sowie drei Lagen Whatman-Papier 3 MM ™ fiir 2
min in 6 X SSC inkubiert. Die Anordnung des Blotaufbaus folgte dem in Abb. 2.14 dargestellten
Schema; dabei wurde auf ein luftblasenfreies Auflegen der am Transfer beteiligten Blot-Schichten
geachtet. Der Nukleinsduretransfer wurde {iber Nacht (18 - 20 h) durchgefiihrt. Nach Abbau des Blots
wurden die Markierungen fiir die 28 s und 18 s rRNA auf die Nylonmembran {ibertragen und die
Membran fiir 5 min in 6 x SSC gewaschen. Nach kurzem Trocknen der Nylonmembran erfolgte das
UV-Crosslinking zur Immobilisierung der RNA-Banden. Hybridisierung und Antikdrperdetektion
wurden gemdl der in Kapitel 2.15 geschilderten Arbeitsschritte durchgefiihrt, wobei der RNase-

Verdau bei Verwendung eines RNA-Standards ausgelassen wurde.

Gewicht 500 g

Papierstapel (5 - 8 cm)

3 Lagen Whatman-Papier 3 MM
in 6 x SSC getrankt

Nylon+-Membran

Gel

Whatman-Papier 3 MM

Transferpuffer:
20 x SSC

e

Abb. 2.14: Blotaufbau fiir den Northern-Transfer von Ribonukleinsduren
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2.4.5 Semiquantitative RT-PCR
Regenbogenforelle

Fiir die Bestimmung der Expression von Vitellogenin und Estrogenrezeptor der Regenbogenforelle
wurden Primer verwendet, deren Sequenz Lech et al. (1996) publizierte. Als interner Standard wurde
B-Actin verwendet. Die Sequenzen aller fiir die semiquantitative RT-PCR verwendeten Primer konnen
Tabelle 2.2. entnommen werden. Unter Verwendung des Gene Amp® RNA PCR Kit (PE Biosystems,
Branchburg, USA) wurde die RT-PCR mit folgenden Parametern durchgefiihrt: Nach einer 10 min
Oligo-dT ¢-Primer Annealing-Phase bei Raumtemperatur wurde die reverse Transkription (50 mM
KCl, 10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 2,5 U/ul MuLV, 1 mM dNTPs, 1 U/ul RNase Inhibitor, 2,5 uM Oli-
20-d(T);6, 50 ng/uL. Gesamt-RNA) fiir Estrogenrezeptor und B-Actin 15 min bei 42 °C ausgefiihrt. Im
Falle von Vitellogenin wurde dieser Schritt auf eine Inkubationszeit von 45 min verldngert. Zur Inak-
tivierung der Reversen Transkriptase wurden die Proben fiir 5 min auf 95 °C erhitzt.

Fiir die Amplifikation der Vitellogenin-cDNA (2 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1 uM Primer, 5 % dei-
onisiertes Formamid, 10 % Glycerin, 0,025 U/uL Taq Polymerase) wurden Inkubationsschritte von 2
min bei 95 °C, 30 sec bei 95 °C, 30 sec bei 59 °C und 1 min fiir 30 Zyklen eingehalten; zur Amplifika-
tion von Estrogenrezeptor und [-Actin (2 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1 uM Primer, 0.025 U/uL Taq
Polymerase) wurden die zyklischen Inkubationsschritte, wie fiir Vitellogenin beschrieben, beibehal-
ten; fiir den Estrogenrezeptor wurden 30, fiir B-Actin 23 Amplifikationszyklen verwendet. Nach Be-
endigung des letzten Zyklus wurde ein zusétzlicher Syntheseschritt von 10 min bei 70 °C angefiigt,

um die vollstdndige Amplifikation aller cDNAs zu garantieren.

Tab. 2.2: Primersequenzen, die fiir die Genexpressionsmessungen verwendet wurden. Die Lange der amplifizier-
ten cDNAs ist in der zweiten Spalte angegeben.

Genprodukt, Abkiirzung Grofle Upstream primer Downstream primer

Vitellogenin, RT-VG 0.8kb 5’ -GGITGCCACATCTGAAAGCGAC- 3’ 5’ - AGGCAGACAACGCAGCACAG 3’
Estrogenrezeptor a, RT-ER 1.0kb 5 - TGCCTCTGGGTACCACTACG 3’ 5’ - AGGTGCTCCATGCCTTTGITG 3’
B-Actin, RT-ACT 05kb 5 - CCTGACCCTGAAGTACCCCA-3' 5’ - CGTCATGCAGCTCATAGCTC 3’
Estrogenrezeptor o, M-ER 0.7kb 5’ - GGAGCCACTTCACAACAGC- 3’ 5’ - GGGACGCAACCTTACAATCT- 3’
Vitellogenin, M-VG 05kb 5 -GACCTGGAAGCATTCTGGAG 3 5’ - TCTGATTGGCAGAGATGCAG 3’
Choriogenin H, M-CHG 09kb 5’ -TCCAGGCAAGAACCCAAATA-3 5’ - TTGAACAGGAACCGACTGTIG 3’
Elongation factor 1a, M-ELF 03 kb 5’ - AGCGACAAGATGAGCTGGIT- 3’ 5’ - GGECACAGCTTCTGGTAAAG 3’
Estrogenrezeptor o, Z-ERa 0.3kb 5’ - CCCACAGGACAAGAGGAAGA- 3’ 5’ - CCTGGTCATGCAGAGACAGA- 3’
Estrogenrezeptor f3, Z-ERf3 0.6 kb 5 - géACCCCCAAATCAGAGACA 5 -C':A-l:l: %CFCAC-:GAGTCTGTG}:AAA
Vitellogenin 1, Z-VG1 0.8kb 5’ -GCTCCTGCATCTGICAATGT-3" 5’ - CTGCTGCTGCTTTCAGAAGA- 3’
Vitellogenin 2, Z-VG2 0.8kb 5 -GITTGGTATCCGTGCAGATG 3 5’ - TCAGCCATCATGCGTGITAT- 3’

Elongation factor 10, Z-ELF 0.3 kb

5’ - CTTCGTCCCAATTTCAGGAT- 3’

5’ - CAGAGACTCGIGGTGCATCT- 3’
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Medaka

Die Expression von Medaka Vitellogenin wurde unter Verwendung des Gene Amp® RNA PCR Kits
(PE-Biosystems, Weiterstadt) gemessen. Fiir die reverse Transkription (50 mM KCI, 10 mM Tris, 5
mM MgCl,, 2,5 U/ul MuLV, 1 mM dNTPs, 1 U/ul RNase Inhibitor, 2,5 uM Oligo-d(T)s, 50 ng/uL
Gesamt-RNA) wurde ein Primer Annealing-Schritt von 10 min bei Raumtemperatur, ein Transkripti-
onsschritt von 25 min bei 42 °C und ein Enzym-Denaturierungsschritt von 5 min 95 °C durchgefiihrt.
Die Amplifikation der Vitellogenin-cDNA M-Vg0.5 erfolgte mit 30 Zyklen mit 95 °C/30 sec fiir die
Denaturierung, 57 °C/30 sec fur die Primeranlagerung sowie 72 °C/L min zur Replikation der DNA
(1,5 mM MgCl,, 1 uM Primer Konzentration, 200 uM dNTPs, 0,25 U/50 pl AmpliTan—Polymerase).
Fiir den Nachweis von Estrogenrezeptor- (Gene Bank accession number D28954), Choriogenin H-
(Murata et al. 1997; D89609) and Elongation factor la-mRNA (AB013606), die als interner Standard
diente, wurden Primer mit Hilfe der Primer 3-Software (Rozen und Skaletsky 1998) konstruiert. Die
Amplifikation dieser cDNAs wurde in einem Ein-Schritt-RT-PCR-System mit dem Gene Amp” Gold
RNA PCR Kit (PE Biosystems) durchgefiihrt, wobei folgendes Reaktionsgemisch verwendet wurde:
4 ng/uL. Gesamt-RNA, 50 mM KCI, 30 mM Tris, 1,75 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 5 mM DTT,
0,4 U/uL Reverse Transkriptase, 0,5 uM Oligo-d(T)is, 1 uM sequenzspezifische Primer, 0,2 U/uL
RNase-Inhibitor, 0,04 U/uL. DNA-Polymerase. Die Reaktionsparameter fiir die reverse Transkription
der mRNAs betrugen 25 °C/10 min, 42 °C/12 min, 95 °C/ 10 min. Die Amplifikation der korrespon-
dierenden cDNAs wurde mit Hilfe folgender Parameter erreicht: Choriogenin H - 95 °C/20 sec, 62
°C/20 sec, 72 °C/50 sec fiir 26 Zyklen; Estrogenrezeptor — 95 °/20 sec, 58 °C/20 sec, 72 °C/50 sec fiir
32 Zyklen, Elongationsfaktor 1a — 95 °C/20 sec, 58 °C/20 sec, 72 °C/50 sec fiir 33 Zyklen. An den
letzten Amplifikationszyklus wurde ein Syntheseschritt von 7 min bei 72 °C angefiigt, um die Ver-

vollstdndigung von nur partiell synthetisierten Amplifikaten zu gewéhrleisten.

Zebrabiirbling

Fiir die RT-PCR von Z-Vgl und Z-Vg2, Estrogenrezeptor 0 sowie Elongationsfaktor 1o (GenBank
L.23807) wurde wiederum das Gene Amp”® Gold RNA PCR Kit verwendet. Zur Durchfithrung der RT-
PCR wurde das gleiche Reaktionsgemisch, wie im obigen Abschnitt fir den Medaka beschrieben,
verwendet, die Reaktionsbedingungen fiir die reverse Transkription waren ebenfalls identisch. Die
Amplifikation der cDNAs in der Leber wurde unter Verwendung folgender Zyklusparameter ausge-
fiihrt: Elongationsfaktor 1a - 20 sec bei 94 °C, 20 sec bei 58 °C, 50 sec bei 72 °C fiir 33 Zyklen; Z-
Vgl - 20 sec bei 94°C, 20 sec bei 62°C, 50 sec bei 72 °C fiir 28 Zyklen; Z-Vg2 - 20 sec bei 94 °C, 20
sec bei 58 °C, 50 sec bei 72 °C; Estrogenrezeptor o - 20 sec bei 94 °C, 20 sec bei 58 °C, 40 sec bei 72
°C fiir 31 Zyklen. Wiederum wurde ein siebenminiitiger Syntheseschritt bei 72 °C angefiigt. Im Hoden
wurden Estrogenrezeptor a und Elongationsfaktor 10 unter Verwendung der gleichen Parameter am-
plifiziert, fiir ZP2 wurde eine Amplifkation mit 20 sec bei 94 °C, 20 sec bei 62 °C, 50 sec bei 72 °C
fiir 28 Zyklen vorgenommen. Fiir die Amplifikation der entsprechenden cDNAs in Ganzkdrperhomo-

genaten bei verschiedenen Zebrabarblingsentwicklungsstufen wurden je 10 ng/uL Gesamt-RNA ein-
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gesetzt; die Zahl der Amplifikationszyklen wurden wie folgt verdndert: Elongationsfaktor 1a —20
Zyklen, Z-Vgl — 32 Zyklen, Estrogenrezeptor o — 36 Zyklen, ZP2 — 32 Zyklen. Fiir den Nachweis
des Estrogenrezeptor B in juvenilen Zebrabérblingen wurde die Zeit fiir die reverse Transkription auf
25 min erhoht, anschlieend wurden 35 Zyklen mit 20 sec bei 94 °C, 20 sec bei 62 °C und 50 sec bei
72 °C durchgefiihrt.

Semiquantitative Analyse der Amplicons

Die in der RT-PCR produzierten cDNAs wurden in 1,5 bzw. 1,6 % Agarosegelen in TBE-Puffer
(45 mM Tris, 45 mM Borsdure, 1| mM EDTA, pH 8,0) nachgewiesen. Die Ethidiumbromid-gefarbten
Gele wurden fotografiert und densitometrisch mit der Software E.A.S.Y. Win 32 (Herolab, Wiesloch)
ausgewertet. Die Ergebnisse wurden als Ratio zwischen den House Keeping Proteinen (Elongations-
faktor 10 oder B-Actin) und dem Estrogen-regulierten Genprodukt dargestellt. Statististische Signifi-
kanzanalysen wurden mit One Way ANOVA und Tukey Test durchgefiihrt (Sigma Stat 2.01, Jandel
Scientific, Erkrath, FRG).

2.5 Elektronenmikrokopie

Zur Erfassung cytologischer Verdnderungen in Leber und Hoden durch Einfluss von Estrogenen wur-
den ménnliche Zebrabdrblinge 21 Tage mit 10 ng/L 170-Ethinylestradiol im Durchflusssystem expo-
niert. Nach Betdubung in gesittigter Benzocainlosung wurden die Tiere ventral erdffnet und das Herz
freigelegt. Zur Perfusionsfixierung wurde eine Microinjektionsnadel in den Ventrikel des Herzes ein-
gefiihrt und der Sinus venosus erdffnet. Die Perfusion wurde unter Benutzung der Peristaltikpumpe
Ismatec P12 (Ismatec, Ziirich, Ch) zunichst zur Entfernung des Blutes mit 0,9% NaCl, 2,5 % Polyvi-
nylpyrrolidon, 0,5 % Procain, dann fiir 3 — 5 min mit eisgekiihltem Perfusionsfixans 1 (1,5 % Gluta-
raldehyd, 1,5 % Paraformaledehyd, 2,5 % Polyvinylpyrrolidon, 0,2 M Na,HPO,, pH 7,6) durchge-
fiihrt. Direkt im Anschluss an die Perfusion wurden Leber und Hoden entnommen und fiir weitere 2 h
bei 4 °C in Perfusionsfixans 1 immersionsfixiert. Fiir die weitere Bearbeitung der Proben wurde das
Gewebe in 1 mm® groBe Teile zerschnitten und iiber Nacht bei 4 °C in Perfusionsfixans 2 (2.5 % Glu-
taraldehyd, 0.1 M Natriumcacodylat, 4 % Polyvinylpyrrolidon, 0.05 % Calciumchlorid (pH 7.6) in-
kubiert. Nach zweimaligem Waschen in kaltem 0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7.6 wurden die Proben fiir
die Darstellung der Peroxisomen nach Le Hir (1979) 2 x 10 min mit 0,01 M Theorell-Stenhagen-
Puffer (TS-Puffer; pH 10) dquilibriert. Die Farbung wurde mit 0,2 % Diaminobenzidin, 0,05 % H,O,
in 0,01 M TS-Puffer bei 37 °C fiir 90 min durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben 2 x 10 min
in TS-Puffer sowie 2 x 10 min in 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7.6) gewaschen. Zur Fixierung von Li-
pidmembranen wurden die Proben 120 min in 1 % reduziertem OsO, bei 4 °C inkubiert (Karnovsky
1971). Darauffolgend wurde 2 x 10 min in 0,1 M Cacodylatpuffer sowie 3 x 10 min in 0,05 M Ma-
leatpuffer (pH 5,2) gewaschen. Die Kontrastierung der Proben wurde mit 1 % Uranylacetat in 0,05 M
Maleatpuffer bei 4 °C iiber Nacht durchgefiihrt. Nach 3 x 10 min Spiilen mit 0,05 M Maleatpuffer
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wurden die Gewebeteile fiir die Einbettung je 3 X 10 min in 50, 75, 85, 95, 100 % Ethanol entwissert.

AnschlieBend wurde das Gewebe fiir 1 h in einem 1 : 1-Gemisch aus Ethanol und Spurr’s Medium

(Spurr 1969), 6 h in einem 1: 3 Gemisch aus Ethanol und Spurr’s Medium sowie 24 h in reinem

Spurr’s Medium bei 4 °C belassen. Nach Aushértung der Proben in reinem Spurr’s Medium bei 65 °C

wurden 60 — 80 nM dicke Ultradiinnschnitte hergestellt. Zur Hervorhebung von Membranstrukturen

wurden die Ultradiinnschnitte vor der elektronenmikroskopischen Auswertung fiir 1 — 2 min mit alka-

lischer Bleicitratlosung (Reynolds 1963) nachkontrastiert.

2.6 Anhang zu Material und Methoden

2.6.1 Losungen:

TE-Puffer, pH 8,0
10 mM  Tris-HCI

ImM  EDTA

5 x MOPS

0,1 M (3-[N-Morpholino]propansulfonséure)
0,025 M NaCl

0,00M EDTA

LB-Medium

10 g/l Bacto-Trypton

5¢g/L Hefe-Extrakt

10g/L  NaCl

LB-Agar

1 L LB-Medium + 15 g/LL Bacto-Agar

10 x Gel Loading Buffer

0,25 %  Bromphenolblau
0,25 %  Xylencyanol FF
50 % Glycerol

20 x SSC, pH 7,0

3iM NaCl

0,3 M Nas-Citrat
10 x TBE

045M  Tris

0,45M  Borsiure
0,0lM EDTA
SOC-Medium

20 g/L Bacto-Trypton
5¢g/L Hefe-Extrakt
0,5g/L  NaCl
20mM  Glukose
25mM  KCl

100 mM  MgCl,

Bemerkung: Alle Materialien und Losungen wurden vor der Benutzung hitzesterilisiert. Fiir die Be-

arbeitung von RNA wurde zusétzlich allen Losungen 0,1 % DEPC [Diethylpyrocarbonat] zugesetzt.
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2.6.2 Agarosegelelektrophorese

Nukleinsidure-Standards:

e A-DNA, restriktionsverdaut mit EcoRI/HindIIl (Roche, Mannheim), 13 Fragmente: 125, 564,
831,947, 1.375, 1.584, 1.904, 2.027, 3.530, 4.268, 4.973, 5.148, 2.1226 bp

¢ peqGold 100 bp DNA-Leiter (peqLab, Erlangen), 10 Fragmente von 100 bis 1.000 bp, sowie
80 bp

¢ peqGold 1 kb DNA-Leiter (peqLab), 14 Fragmente: 10.000, 8.000, 6.000, 5.000, 4.000, 3.500,
3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.000, 750, 500, 250 bp

¢ 100 bp DNA Ladder (Gibco Life Technologies, Karlsruhe), 15 Fragmente zwischen 100 und
1.500 bp, sowie 2072 bp

¢ Low DNA Mass Ladder (Gibco Life Technologies), 6 Fragmente: 2.000 bp (50 ng/uL), 1.200
bp (30 ng/uL), 800 bp (20 ng/uL), 400 bp (10 ng/uL), 200 bp (5 ng/uL), 100 bp (2,5 ng/uL)

¢ High DNA Mass Ladder (Gibco Life Technologies), 6 Fragmente: 10.000 bp (50 ng/uL),
6.000 bp (30 ng/uL), 4.000 bp (20 ng/uL), 3.000 bp (15 ng/uL), 2.000 bp (10 ng/uL),
1.000 bp (5 ng/ul)

* RNA-Lingenstandards I, Digoxigenin-markiert (Roche), 9 Fragmente: 7.400, 5.300, 2.800,
1.900, 1.600, 1.000, 600, 400, 300 bp

Native Agarosegele

Die benétigte Agarosemenge wurde nach Tabelle 2.12 in 1 x TBE gelost. Die bearbeitete DNA-
Losung wurde in Probenpuffer bis zu einer 1:10-Verdiinnung aufgenommen. Es wurden jedoch immer
mindestens 2 pL/Probe verwendet, um die Sichtbarkeit der Farbmarker zu gewéhrleisten. Zur Ver-
meidung von pH-Unterschieden, wurden die Proben mit TE-Puffer dquilibriert. Die Elektrophorese
wurde in 1 x TBE-Puffer bei 70 — 90 mV durchgefiihrt.

Tab. 2.3: Trennbereiche in Agarosegelen

Agarosekonzentration Effizienter Bereich fiir die Trennung
des Gels [% (W/V)] linearer DNA-Molekiile

0,3 5—-60kb

0,6 1-20kb

0,7 0,8—-10kb

0,9 0,5-7kb

1,2 0,4—-6kb

1,5 0,2 -3 kb

2,0 0,1 -2 kb
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Denaturierende Agarosegele

Denaturierende Agarosegele wurden in 1 %iger Konzentration zur Darstellung von 28 s und 18 s
RNA sowie fiir Northern Blots verwendet. Nach Losen der Agarose in DEPC-H,O durch Hitzebe-
handlung wurde die Agaroseldsung auf ca. 65 °C abgekiihlt und 12,3 M Formaldehydlésung bis zur
Endkonzentration von 2,2 M sowie 5 x MOPS-Puffer bis zur 1 x Konzentration zugegeben.

Die RNA-Proben wurden in Probenpuffer (50 % Formamid, 2,2 M Formaldehyd, 1 x MOPS,
0,05 pg/mL Ethidiumbromid, 10 % Glycerol, 0,05 % Bromphenoblau, 0,05 % Xylencyanol) aufge-
nommen und zur Linearisierung 15 min bei 65 °C inkubiert. Bis zur Beladung des Gels wurden die
Proben auf Eis gelagert. Die Elektrophorese wurde mit 1 x MOPS als Laufpuffer bei 70 mV durchge-
fiihrt.

2.6.3 Phenol/Chloroform-Extraktion von DNA

Zur DNA-Extraktion wurde 1 Volumen DNA-L6sung mit 1 Volumen TE-Puffer-gesittigtem Phenol,
pH 7,5 - 8,0 (Roth, Karlsruhe) versetzt, 1 min gemischt und bei 10.000 x g fiir 10 min zentrifugiert.
Die wissrige obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal} {iberfithrt und mit 0,5 Volumen Phenol
sowie 0,5 Volumen Chloroform versetzt, 1 min auf dem Vortex gemischt und wiederum zentrifugiert.
Erneut wurde die wéssrige Phase abgenommen und mit 1 Volumen Chloroform versetzt, 1 min ge-
mischt und wieder zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde zur DNA-Fillung mit 2,5 Volumen auf
- 20 °C gekiihltes Ethanol und 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat versetzt und 30 min bei -80 °C inkubiert.
Das Prizipitat wurde bei 10.000 x g fiir 10 min abzentrifugiert und der resultierende Uberstand ver-
worfen. Das Pellet wurde zuletzt mit 70 % Ethanol gewaschen und nach vollstdndiger Trocknung in
TE-Puffer oder DEPC-H,0 aufgenommen.

2.6.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von RNA oder DNA in Losungen wurde spektralphotometrisch bestimmt (Ultro-
spec 3000, Pharmacia Biotech, Freiburg). Bei einer Wellenldnge von 260 nm entspricht ein OD-Wert
von 1 = 40 ug/mL einzelstrangiger DNA und RNA bzw. 50 ug/mL fiir DNA im Doppelstrang. Das
Verhiltnis der Absorbtion zwischen 260 nm und 280 nm (OD,4/ODag) 146t eine Abschitzung des
Reinheitsgrades der Proben zu: Reine Priparationen von RNA und DNA besitzen ein ODg/OD;g0-
Verhiltnis von 2,0 bzw. 1,8. Gibt es Kontaminationen mit Protein oder Phenol liegt das Verhaltnis
signifikant unter den angegebenen Werten, eine exakte Quantifizierung der Nukleinsdure-Mengen ist

dann nur ndherungsweise moglich.
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2.6.5 Einsatz von Restriktionsenzymen

Fiir die Restriktionsanalysen wurden 20 pL-Anséitze verwendet, wobei fiir ca. 250 ng DNA 0,5 — 1 uL
des Restriktionsenzyms verwendet wurden. Die Inkubation erfolgte fiir 1,5 h unter den in Tab. 2.4
angegebenen Reaktionsbedingungen. Fiir den préparativen Restriktionsverdau bei der Klonierungs-
und Transkriptionsvorbereitung wurden Ansdtze mit 500 uL Gesamtvolumen verwendet: Fiir 3 — 10

ng DNA wurden 20 — 40 U Restriktionsenzym eingesetzt. Der Restriktionsverdau erfolgte iiber Nacht.

Tab. 2.4: Verwendete Restriktionsenzyme

Enzym Aktivitit Puffer Temp.  Hersteller Spezifitit
BamH 1 20 U/uL 150 mM NacCl 37°C  New England 5" GGATCC 3
10 mM Tris Biolabs, 3’ CCTAGG &
10 mM MgCl, Schwalbach
1 mM DTT
10 pg/mL BSA
pH 79
Bgl 11 10 U/uL 50 mM NaCl 37°C  Roche, Mann- 5" AGATCT 3°
10 mM Tris heim 3’ TCTAGA 5’
10 mM MgCl,
1 mM DTT
10 pg/mL BSA
pH7,5
BstX 1 2-12U0/pL 150 mM NacCl 55°C Stratagene, 5> CCANNNNNNTGG 3°
10 mM Tris Heidelberg 3> GGTNNNNNNACC 5’
10 mM MgCl,
1 mM DTT
10 pg/mL BSA
pH 7,7
EcoR'V 20 U/uL 50 mM NaCl 37°C  New England 5" GATATC ¥’
10 mM Tris Biolabs, 3’ CTATAG 5’
10 mM MgCl, Schwalbach
1 mM DTT
10 pg/mL BSA
pH 79
EcoR 1 20 U/uL 50 mM NaCl 37°C  New England 5" GAATTC 3’
100 mM Tris Biolabs, 3’ CTTAAG S’
10 mM MgCl, Schwalbach

0,025 % Triton X-100

10 pg/mL BSA
pH 7,5
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Fortsetzung Tabelle 2.4

Enzym Aktivitit Puffer Temp.  Hersteller Spezifitit
Xba 1 20 U/uL 50 mM NaCl 37°C  New England 5’ TCTAGA 3°
10 mM Tris Biolabs, 3> AGATCT 5’
10 mM MgCl, Schwalbach
1 mM DTT
10 pg/mL BSA
pH 79
Nsil 20 U/uL 100 mM NacCl 37°C Stratagene, 5> ATGCAT 3’
50 mM Tris Heidelberg 3’ TACGTA 5°
10 mM MgCl,
1 mM DTT

10 pg/mL BSA
pH7,5
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3. Ergebnisse
3.1 Entwicklung und Validierung von Methoden zur Detektion der Ex-
pression Estrogen-regulierter Gene
Zusammenfassung

Zum Nachweis der Expression Estrogen-regulierter Gene von Vitellogenin, Estrogenrezeptor
und Choriogenin/ZP2 in Regenbogenforelle, Medaka oder Zebrabdrbling wurden Northern-
Hybridisierungs- und RT-PCR-Verfahren entwickelt. Fiir die Detektion von Vitellogenin-mRNA
in der Regenbogenforelle wurde hierbei ein quantitativer, nicht radioaktiver Dot
Blot/Ribonuklease Protection Assay und ein semiquantitativer RT-PCR-Nachweis etabliert. Zur
Maximierung der Nachweisgrenze des hochsensitiven RT-PCR-Verfahrens wurde ergdnzend die
Verwendung der PCR-Enhancer Formamid und Glycerin erprobt. Fiir den Nachweis der
mRNAs von Vitellogenin des Medakas sowie von Estrogenrezeptor und Vitellogenin des Zebra-
bdrblings war zundchst die Identifikation und Sequenzierung entsprechender cDNA-Fragmente
notwendig. Auf Basis dieser Sequenzen wurden auf Grund der geringen zu erwartenden RNA-
Mengen, die aus den Organen dieser kleinwiichsigen Fischarten isoliert werden kénnen, aus-
schlieflich Nachweisverfahren auf der Basis der sensitiveren, jedoch nur semiquantitativen RT-
PCR entwickelt.

3.1.1 Spezifitit von pSG5Vgl.1 fiir Vitellogenin-mRNA der Regenbogenforelle in Nor-

thern-Blot-Experimenten

Zur Uberpriifung der Spezifitit der Hybridisierung zwischen der cRNA von pSG5Vgl.1 und der Vitel-

logenin-mRNA aus Regenbogenforellen wurde ein Northern-Blot mit je 1 pg Gesamt-RNA einer un-

behandelten und einer mit 17(3-Estradiol (1 mg/kg Korpergewicht, i.p.) induzierten méannlichen Re-

genbogenforelle durchgefiihrt; zur besseren Beurteilung der Hybridisierungseigenschaften der cRNA-
Sonde wurde hierbei auf eine RNase-A Behandlung der Blots verzichtet. Die Vgl.1-cRNA zeigt kein
Hybridisierungssignal mit der RNA der Negativ-Kontrolle (Abb. 3.1, Bahn 2), jedoch eine hohe spezi-
fische Affinitdt zu einer einzelnen RNA-Bande in der mit 17B3-Estradiol behandelten Probe (Bahn 1).
Ein GroBenvergleich mit den durch Ethidiumbromid angefarbten 28 s- und 18 s-rRNAs (in Abb. 3.1
graphisch dargestellt) zeigt eine Grofe der markierten Bande, die mit den von LeGuellec (1988) ange-

gebenen Werten fiir die Vitellogenin-mRNA der Regenbogenforelle {ibereinstimmt.
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18 s»

Abb. 3.1: Northern-Blot zur Uberpriifung der Spezifitit
der Vgl.1-cRNA-Sonde. Bahn 1: 1 pug RNA aus der
Leber einer mit 1 mg/kg 17B-Estradiol behandelten Re-

genbogenforelle, Bahn 2: 1 ug RNA eines unbehandeltn
Kontrolltieres. Abk.: Vg - Vitellogenin-mRNA, 28 s,
18 s -28 s bzw. 18 s IRNA

3.1.2 Quantifizierung der Vitellogenin-mRNA der Regenbogenforelle durch Verwen-
dung des Vgl.1-sense-Transkripts als Standard in der Dot-Blot-Hybridisierung

Zur Anfertigung des fiir die Vitellogenin-mRNA-Quantifizierung benotigten Vgl.1-sense-Transkripts
muBte eine Umklonierung der Vgl.1-cDNA aus dem pSG5-Plasmid in einen Vektor mit bidirektiona-
len Promotoren vorgenommen werden. Hierzu wurde die Vgl.1-cDNA in einen handelsiiblichen
pGemZf7(-)-Vektor inseriert. Nach Restriktionsverdau mit BamH I konnte aus allen Plasmiden ein mit
der Vgl.1-cDNA groBenkonformes DNA-Insert ausgeschnitten werden, so dass von einem Klonie-
rungserfolg in allen Klonen auszugehen war.

Zur Quantifizierung der unbekannten Vitellogenin-mRNA-Mengen im Dot Blot/RNase Protection
Assay aus In vitro- oder In vivo-Induktionsversuchen wurde das sense-Transkript von
pGemZf7(-)Vgl.1 als Standard verwendet. Um den fiir die Chemilumineszensdetektion sensiblen
Bereich zu ermitteln, wurden zunichst 1 : 2-Verdiinnungsreihen von 1.000 - 0,49 pg mit der unmar-
kierten Vgl.1-sense-cCRNA auf Nylonmembranen aufgetragen und mit der Digoxigenin-markierten
antisense-Vgl.1-cRNA hybridisiert. Wie in Abb. 3.2 dargestellt, lassen sich auf den exponierten
Rontgenfilmen mit variierender Belichtungszeit unterschiedliche konzentrationsabhidngige Bereiche
linearer Schwiérzung bestimmen. Dies fiihrt zu einem insgesamt quantifizierbaren Detektionsbereich
von ca. 0,49 - 500pg Vgl.l-sense-Transkript auf BioMax MR-1 (Kodak), was einer Vitellogenin-
mRNA-Menge von 2,3 - 2300 pg entspricht (Grofle der Vg-mRNA nach Mouchel et al. (1996) 5,1 kb
gegeniiber 1,1 kb fiir Vgl.1). Bei Verwendung von BioMax Light-1 Filmmaterial konnte der Detekti-
onsbereich auf 0,6 - 1400 pg ausgeweitet werden. Durch Vgl.1-sense-Standard-Verdiinnnungsreihen
in diesem Bereich, die parallel zu der unbekannten Proben-RNA auf die Blots aufgetragen wurden,
war die Ermittlung der im folgenden angegeben Vitellogenin-mRNA-Gehalte der Hepatocytenprimér-

kulturen aus der Regenbogenforelle moglich.
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Belichtung: 15 sec - lin. Bereich: 31,25 - 125 pg

% 800
2 2
£ 600 L . ®
e | B J ® o
§ 400 P
2 o000
£ 200
= .
= 15 sec Belichtung
= | ‘ ‘ ‘ ‘ |

0 50 100 150 200 250

Vg1.1 [pg]
Belichtung 1 min - lin. Bereich: 3,9 - 62.5

b
g 600 + R%=0,9798 _— —1 . . s
ee
€ 400 1 ;
(0] . .
LR
£ 200 +
- 1 min Belichtung
o 0 } } } } } {

0 25 50 75 100 125 150

Vg1.1 [pg]

Belichtung: 15 min - lin. Bereich : 0,98 - 15, 6 pg

600

400

15 min Belichtung

200

rel. Lumineszenintensitat

40

Vg1.1 [pg]

Abb. 3.2: Nachweis von 1:2-Verdiinnungsreihen der unmarkierten Vgl.1-sense-cRNA (1000 - 0,49 pg) mit der
komplementdren Digoxigenin-markierten antisense-cRNA. Die rechte Bildhilfte zeigt die unterschiedlich expo-
nierten Rontgenfilme (BioMax MR-1, Kodak), links ist der zugehdrige lineare Detektionsbereich graphisch
dargestellt.

3.1.3 Semiquantitativer Nachweis der Vitellogenin-mRNA der Regenbogenforelle

durch RT-PCR - Sensitivierung durch Verwendung von Enhancernsubstanzen

Neben dem Dot Blot/RNase Protection Assay wurden als weiteres Nachweisverfahren zur Erfassung
der Expression von Estrogenrezeptor und Vitellogenin in der Regenbogenforelle semiquantitative RT-
PCR-Techniken angewandt, wobei hierfiir von Lech et al. (1996) publizierte Primersequenzen ver-
wendet wurden. Trotz der nur eingeschriankten Moglichkeit der Quantifizierung der amplifizierten
cDNAs bietet die RT-PCR im Vergleich zum Dot Blot Assay Vorteile in Bezug auf den Einsatz klei-
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ner Probenmengen und den Nachweis schwach exprimierter Gene. Fiir die Amplifikation der cDNAs
von Estrogenrezeptor und Vitellogenin konnten deutliche Unterschiede zwischen unbehandelten und
mit 10 nM 17B-Estradiol exponierten isolierten Hepatocyten aus ménnlichen Regenbogenforellen
beobachtet werden (Abb. 3.3).

Abb. 3.3: Amplifikation der cDNAs von Vitellogenin
(Vg.), Estrogenrezeptor (ER) und [-Actin (f-Act.)
durch RT-PCR. Fiir die RT-PCR wurde die Gesamt-
RNA aus unbehandelten (u.) und mit 10 nM 17 -
Estradiol behandelten (t.) Hepatocytenprimérkulturen
aus einer ménnlichen Regenbogenforelle verwendet.
Wiéhrend Vitellogenin und Estrogenrezeptor durch
17B-Estradiol induziert werden, wird die Expression
des House Keeping Proteins [3-Actin nicht beeinflusst.
Std. Gibco 100 bp DNA ladder (600 und 1.500 bp-
Bande hervorgehoben).

t. Std.

ER  B-Act.

Wiéhrend zur Amplifikation der Estrogenrezeptor-cDNA keine Modifikationen vorgenommen wurden,
konnte fiir den Nachweis der Vitellogenin-mRNA zunéchst keine Sensitivitdtsverbesserung im Ver-
gleich zum Dot Blot-Assay erreicht werden. Daher wurden verschiedene Modifikationen zu den von

Lech et al. (1996) verdffentlichten Protokollen vorgenommen.

Abb. 3.4: Nachweis der Vitellogeninexpression in

A

Hepatocytenprimarkulturen durch RT-PCR nach
B Exposition gegeniiber 17B-Estradiol (E2).
(A) 24 h Exposition, Amplifikation ohne Enhancer
(B) 48 h Exposition, Amplifikation ohne Enhancer
(C) 24 h Exposition, Amplifikation mit 5 % Form-
amid, 10 % Glycerin.

Dargestellt sind jeweils Vitellogenin- (oben) und [3-
Actin-cDNA (unten).

Zur Validierung der RT-PCR-Bedingungen wurde Gesamt-RNA aus Hepatocytenprimérkulturen ver-
wendet, die 24 h und 48 h mit 17B-Estradiol in Konzentrationen von 10 pM bis 10 nM behandelt
wurden (Abb. 3.4). Fiir die Einstellung optimaler Amplifikationsbedingungen wurden die Art der ver-
wendeten Primer und die Konzentration der Reversen Transkriptase im RT-Schritt sowie die Verwen-
dung der PCR-Enhancer Glycerin und Formamid im Amplifikationspuffer getestet. Bis zu einer Kon-
zentration von 1 nM 173-Estradiol wurde mit allen Pufferzusammensetzungen eine deutliche Amplifi-
kation der Vitellogenin-cDNA beobachtet. Fiir die Amplifikation von Vitellogenin-cDNA in der
100 pM Estradiol-Probe zeigten sich jedoch signifikante Unterschiede in Abhéngigkeit von den einge-

setzten Enhancern und der Konzentration der Reversen Transkriptase.
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Mit einer Reversen Transkriptase-Konzentration von 5 U/uL
konnte bei den 48 h exponierten Hepatocyten unter Verwen-
dung von 5 % Formamid im Amplifikationspuffer die Ex-
pression von Vitellogenin-mRNA nachgewiesen werden
(Abb. 3.5).

Bei einer Reduktion der Reversen Transkriptase-Kon-
zentration auf 2,5 U/uL konnte die Vitellogenin-mRNA nicht
mehr amplifiziert werden, jedoch wurde durch Zugabe von
10 % Glycerin eine Erhohung der Reaktionssensitivitét er-
reicht, die zu einer Amplifikation von Vitellogenin-cDNA in
allen getesteten Proben in unterschiedlichen Mengen fiihrte
(Abb. 3.6). Wihrend bei den 48h exponierten Hepatocyten
nur geringe Intensitdtsunterschiede zwischen Kontrollen und
Abb. 3.5: Amplifikation der Vitelloge- 100 pM 17B-Estradiol Proben erkennbar waren, wurde in den

nin-cDNA bei Verwendung von For- 24}y exponierten Zellen deutliche Amplifikationsunterschiede
mamid und unterschiedlichen Primern
im RT-Schritt. MulV Konz.: 5 U/uL.
DNA-Std. — peqlab 100 bp DNA ladder
(sichtbar von 200 — 1000 bp)

zwischen beiden Proben erzielt. Die relativ starke Vitelloge-
nin-Bande weist hierbei auf eine in Abhéngigkeit zur Kultur-
zeit vermehrte Vitellogenin-Expression in den Kontrollen hin.
Zu diesem Phinomen wird in Kapitel 3.2.5 ausfiihrlicher
Stellung bezogen. Durch die kombinierte Verwendung der PCR-Enhancer Formamid und Glycerin
konnte somit die Effektivitdt der Amplifikation gesteigert werden, was eine Verkiirzung der Hormon-

expositionszeiten und somit der Gesamt-Testdauer erlaubt.

10 % Glycerin

5 % Formamid 5 % Formamid Abb. 3.6: Einfluss von Glycerin auf den Amplifikati-

onsprozess der Vitellogenin-cDNA. Die Verwendung
von 10 % Glycerin im Master Mix der PCR-
Amplifikation filhrt zu einer drastischen Erhohung
der RT-PCR-Sensitivitidt fir Vitellogenin. MuLV-
Konzentration 2,5 U/uL; E2 — 17B-Estradiol, DNA-
Std. peqlab 100 bp ladder (300 — 1.000 bp sichtbar)

3.1.4 Klonierung einer Teilsequenz des Medaka-Vitellogenins

Zur Etablierung eines Nachweissystems fiir die Expression von Vitellogenin im Medaka (Oryzias
latipes) war es zundchst notig, einen Teil der unbekannten Vitellogeninsequenz aufzukldren. Hierzu
wurde unter Verwendung von Primern, die gegen zwei bei Fischvitellogeninen vergleichsweise kon-
servierte Regionen gerichtet waren, eine cDNA aus Leber-RNA weiblicher Medakas mittels RT-PCR
hergestellt (Abb. 3.7). Bei der Aufreinigung des PCR-Produkts im Agarosegel ergab sich eine einzelne
Bande von 1218 bp, die bei Verwendung von Leber-RNA aus ménnlichen Fischen nicht produziert
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Abb 3.7: Amplifikation geschlechtspezifischer
cDNAs durch die M-Vg1.2 Primer in Medaka und
Zebrabirbling bei einer MgCl,-Konzentration von
1,5 bzw. 2 mM. m — Méinnchen, w — Weibchen,
Std. —A-DNA EcoR I/Hind III Digest (0,56; 0,83;
0,95; 1,38; 1,58; 1,9 und 2,03 kb von unten nach

oben aufgetrennt).

Unverdaut -~ Verdaut .

53kb-——-q

—
2.8 kbi g

std. @ & @ &

1,6 kb
1,0 kb
0,6 kb
0,4 kb
Abb. 3.8: Northern Blot von Leber RNA mit
der DiG-markierten cRNA von M-Vgl.2. Nach
Verdau mit RNase A ist eine distinkte Bande
von 5,5 kb markiert. Std. — Roche RNA Mole-
cular Weight Marker I, DIG labeled

7,4 kb —

wurde. Diese cDNA wurde darauthin in eine DIG-
markierte cRNA transkribiert, wilche als Sonde in
Northern Blot-Experimenten diente, in denen Le-
ber-Gesamt-RNA aus méannlichen und weiblichen,
laichreifen Medakas analysiert wurde. Wie zu
erwarten, wurde ein intensives Signal in der weib-
liche Leber beobachtet, das im méannlichen Gewe-
be nicht nachzuweisen war (Abb. 3.8). Die Grofie
der markierten Bande betrug ca. 5,5 kb.

Durch 5°-RACE-PCR wurde eine weitere 0,7 kb
lange cDNA erzeugt, die nur in der Leber amplifi-
ziert wurde. Das Alignment von M-Vgl.2 mit
dieser cDNA ergab eine kontinuierliche Sequenz
von einer Liange von 1620 bp (GenBank AccN°:
AF268284). Nach dem Ergebnis einer Prosite-
Computer-Analyse triagt die Sequenz eine poten-
tielle cAMP-/cGMP-abhingige
Phosphorylierungsstelle, sieben potentielle Prote-

Proteinkinase-

inkinase C-Phosphorylierungsstellen, drei poten-

tielle Caseinkinase II-Phosphorylierungsstellen
und eine potentielle N-Myristoylierungsstelle.

Die partielle Sequenz des Medakavitellogenins
zeigte signifikante Ahnlichkeit zu den Vitellogeni-
nen verschiedener anderer Vertebraten (Abb. 3.9):
Unter Verwendung des Clustal W Multiple Se-
quence Alignment Programms (Thompson et al.
1994) wurden 72 % Sequenzhomologie zur kor-
respondierenden Region der Vitellogenin I-cDNA
des Killifisches (Fundulus heteroclitus) und
62 % zur Vitellogenin-cDNA der Dickkopfelritze
(Pimephales promelas) gefunden. Ein Maxhom-
Multiple Sequence Alignment der aus der Nukleo-
tidsequenz abgeleiteten Aminosduresequenz ergab
Homologien in folgender Reihenfolge: 60 % Iden-
titdt zu Fundulus heteroclitus, 51 % zur Regenbo-
genforelle (Oncorhynchus mykiss), 42 % zum wei-

Ben Stor (Acipenser transmontanus), 37 % zum

zum afrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) und 35 % zum Haushuhn, was ndherungsweise die

evolutiondren Verwandtschaftsverhiltnisse unter den Vertebraten dokumentiert.
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Oryzias NTGNGGGNNGN—--—-——-———-—— CNANCATTGNNANTTTTTGCT---CGG—-——-— NATTTT---——-————— TTA-TGNTGNCAAAAACTTTATGTGGNNCN 70

Fundulus ATGAAAGCGGTTGTGCTTGCCCTGACTCTGGCCTTCGTGGCTGGACAA-~———— AATTTTGCCCCTGAATTTGCTGCTGGTAAGACC--TACGT--ATAT 90

Pimephales ATGAGAGCTGTTGTGCTTGCCCTGACTGTAGCCCTTGTGGCGTGTCAACAGATCAACCTTGTTCCTGAGTTTGCCCCTGATAAGACC--TATGT--GTAC 96
* ok * * * * * * * kK * * *Kx * Kk * Kk *k Kk K K* kK k

Oryzias AAGTATGNAGGAGTCCATCATGATGCGGGTTTTGCNTGANTGAGGGTTTTGGCAAGAGTTGNAANTCAACGTCTCCAGCAANATCCTCATTAGTGCNTGT 170
Fundulus AAGTATGAAGC-GCTCATCCTGG-GCGG--TCTTCCTGAGGAAGG--TTTGGCAAGAGCTGGA-TTGAAAATCAGCACCAAACTTCTACTCAGTGCA-GC 182
Pimephales AAGTATGAGGC-TCTGCTCTTGG-GTGG--TCTTCCTCAAGAAGG--TCTGGCCAGAGCAGGA-ATAAAAGTCAGCAGCAAGGTTCACCTCAGTGCC-GT 188

kkkkkkk K *k kk ok kk ok Kk Kk K K kkk ok kkkk kkkk Kk k k Kkk  kk  kk kkk Kk K * kkkkx K

Oryzias ACATGANAATACATACATGTTGAAGCCTTTAGAACTTATTATCAATGAGTACAATGGTATTTGGCCAAAGGATCATCCAGAGCCAGTTGGCAAGCTGACT 270
Fundulus TGACCAAAATACTTATATGCTGAAGCTTGTGGAACCTGAGCTCTCTGAGTACAGCGGCATTTGGCCAAAGGACCCAGCAGTGCCAGCAACCAAGTTGACA 282
Pimephales GACAGAGAACACCTTCCTGATGAAGCTCATGGATCCTCTACTCCACGAGTATGCTGGCATTTGGCCCAAGGATCCATTTGTTCCTGCCACTAAGCTCACC 288

* kK kk K kK kokok kK * okk KKk *x *ok kKK Kok kkkkkkKkKk Akkkk K * kK x *kk K kK

Oryzias GCTGCTATGACACCAGAGCTCAACATTCCCATCAAGTTTGAATACAGCAATGGTGTT-GTAGGAAAAGTGTTTGCCCCCGAAGGAGTCTCAGATTTGGTC 369
Fundulus GCAGCCCTT-CACCTCAGCTCGCAATTCCCATCAAGTTTGAATACACCAATGGTGTTTGTTGGTARAGTCTTTGCTCCTGAGGAAGTCTCGACTTTGGTG 381
Pimephales TCAGCTCTGGCTGCTCAGCTTCAGATTCCCATCAAGTTTGAGTATGCTAATGGTGTG-GTTGGAAAGGTATTCGCCCCTGCAGGAGTCTCCCCTACAGTA 387

* kk ok ok ok kkkk Kokkokkkkkkkkkkkkkk Kk kkkkkkkk  kk Kk kk Kk kk Kkk kk Kk Kk kkkkkk * * %

Oryzias CTGAACTTCTACAGAGGTTTCCTTAACATCCTTCAGCTTAACATCAAGAAGACACANAACGTCTATGATCTGCAGGTGTCTTGACTGCAGANGCTGGAAC 469

Fundulus CTGAACATCTACAGAGGCATCCTGAATATTCTCCAGCTGAACATCAAGAAGACCCACAAAGTCTATGACTTGCAGG-——-—————————— AGGTTGGAAC 467

Pimephales CTGAATCTGCACAGAGGAATCCTCAACATCCTTCAGCTCAACCTCAAGAAGACCCAGAACATCTATGAGCTGCAAG-—————=======-= AGGCTGGAGT 473
Kokkkk ok kkkkkkk  kkkk kk kk Kk kkkkk kkk kkkkkkkkkk kk kK kkkkkkk  kkkk * * ok kkkk

Oryzias TCANG-TGTCTGCANG-CCCTCTACTCTGTCAATGAAGATGTAAAAGCTGACCGCATCCTCCTGACTAAAACCAGGGACATGAACCACTGTCACGARAAGG 567

Fundulus TCAGGGTGTGTGCAAGACCCTCTATTCCATCAGTGAAGATGCACGAATTGAGAACATCCTTCTGACCAAGACCAGGGACCTGAGCAACTGCCAGGARAGA 567
Pimephales TCAGGGAGTGTGCAGGACCCACTACGCCATCAATGAGGATACAAAGGCCAACCACATTATTGTCACCAAGTCTAAGGATCTGAACCAGTGTCAGGAGAGA 573

kkk ok kk kkkk Kk Akk kkk ok kKK kkk KAk K * Kkk Kk Kk Kk Kk K kkk  KkKk Kk K KKk KKk Kk Kk

Oryzias ATCTCTAGAGARAATTGGGTTGGCATACACTGAGAAATGTGACGAGTGCCAGAAGGAATCCAAGAATCTGAGAGGTTCTACATCATACAGATACATCTTGA 667
Fundulus CTCAATAAGGACATCGGGTTGGCATACACTGAGAAATGCGACAAGTGCCAGGAGGAAACTAAAAACTTGAGAGGTACCACAACATTAAGTTACGTCTTGA 667
Pimephales ATCATGAAGGACGTTGGTTTGGCGTACACTGAGAGGTGTGCCGAATGCACAGAGAGGGTCAAGAGTCTGATTGAAACTGCATCTTACAACTACATCATGA 673

* % Kk kk ok kk kkkkk kkkkkkkkkk  kk Kk Kk Kk kkok * % *k ok *kk ok * kK ok kK kkk Kk kokok

Oryzias AGCCAGTTCCCAGCGGCATTATGATC-CTGGAGGCAGATGTAGATGAGCTAATCCAGTTTTCACCTGTGTCTGAGCGTTACGGAGCTGCTCAAACAGAGA 766
Fundulus AACCAGTCGCCGATGCCGTCATGATC-CTGAAGGCGTACGTTAATGAGCTGATCCAGTTTTCACCTTTCTCTGAGGCTAACGGAGCTGCCCAGATGAGGA 766
Pimephales AACCATCTGCCGCCGGTGTACTGATCGCTGAAGCCACA-GTTGAGGAAGTGCACCAGTTTTCACCCTTCAATGAGATCCATGGTGCTGCCCAGATGGAAG 772

kKA K * % * ko kkkkk KAk Kk Kk Kk Kk Kk K Kk kk kKKK K KKK Kk * ok kK Kk okKk KAk KkKk KKk K

Oryzias CCAGACAAACCTTGGTCTTCCTTGAGATTCAGAAATCCCCTATTGCACCCGTCTCTGCTGAGTA-TCATCATCGTGGATCTCTCAAGTATGAGTTCTCAA 865
Fundulus CCAAGCAGTCTTTGGAGTTCCTTGAAATTGAGAAAGAACCCATTCCATCTGTCAAGGCTGAATA-TCGTCACCGTGGATCTCTCAAATACGAGTTCTCCG 865
Pimephales CAAAACAAACCTTGGCTTTTGTTGAGATGGAGAAGACGCCCATTGTTCCAATCAAAGCTGATTACTTGGC-CCGTGGATCCTTGCAGTACGAGTTATCAA 871

k ok kk ok kkkk  kk kkkk kk  kkkk *k kK ok * koK *kkkk Kk K * kkkkkkkk ok Kk Kk kkkkk kk

Oryzias AAGAGTTTGAGCTCTCACCACTTCAACTTGTCAAAGTTACTGATGAACGCGCCCAGACCGAGGAGCTTCTGAATCATCTAGTTACCCACAATGCCGAARA 965
Fundulus ATGAACTTCTTCAGACACCCCTTCAGCTGATCAAGATCAGTGATGCACCAGCCCAGGTTGCAGAGGTCCTGAAGCACCTGGCTACCTACAACATTGAGGA 965
Pimephales CTGAAATTCTTCAGACCCCCATTCAACTCATGAAGATCAGTGATGCACGCGCTCAGATTACTGAGGTCTTAAAGCACATTGTTGAAAACAATGTGGCCAT 971

kk kK * kKK kkkk kk Kk Ak Kk K kkkkk Ak Kk KxkK Kkk Kk Kk Kk Kk K K * ok kK *

Oryzias GGTCAATGATCATGCTCCTCTGAAGTATTTGGAATTGATTCAGCTTTTACGTCTTGCCCGCTTTGAAGACCTGGAAGCATTCTGGAGCAAGTACAAAAAT 1065
Fundulus TGTTCATGAAAATGCACCTTTGAAGTTTTTGGAACTGGTACAACTCCTCCGTATTGCCCGCTATGAAGATTTGGAAATGTACTGGAACCAGTACAAAAAG 1065
Pimephales GGTCCATGATGATGCTCCACTTAAGTTTGTTGAGCTCATCCAGCTCCTGCGTGCTGCCACCTTGGAGAATACTGAGGCTATCTGGGCTCAGTTCAAAGAC 1071

kk kkkk  kkkk Kk ok kkkk Kk Kk Kk Kk K Kk Kk Kk Kkkk  kkkk  kk Kk K * * ok kK Kok Kk KEAKK K

Oryzias ATGCCTTCTCACAGATTCTGGCTCTTAGAGGCTATTCCCGCCACTGGAACCTCTGCTGCTCTCAGATTCATCAAGGAGAAATTTCAGGCTGATGACATTA 1165
Fundulus ATGTCTCCCCACAGACACTGGTTCTTGGACACTATTCCTGCCACTGGTACCTTCGCTGGTCTCAGATTCATCARAGAGAAGTTCATGGCTGAGGAAATAA 1165
Pimephales AAACCAGTTTACAGGCGCTGGCTTCTGGATGCTCTTCCTGCTGTTGGCACACCAGTCATTGTAAAATTCATCAAGGAGAAGTTCCTGGCTGGTGATCTTA 1171

* * ok kK kkkk kK k kk  kk kkkk kok *kok Kk k * * kK kkkkkkkkk kkkkk koK *kkkk  kk Kk ok

Oryzias GTGTTGCTGANGCAGTTAGAACCTTGGTAGCANCTGNTCACATGGNTAAAGCAAATNCTGAATCCATCAAGCTGTTTGAGACCCTCACCGAAGACAACAA 1265
Fundulus CCATCGCTGAGGCAGCTCAGGCTTTCATTACAGCTGTGCACATGGTGACTGCTGACCCTGAGGTTATCAAGCTGTTTGAGAGCCTGGTAGACAGCGACAA 1265
Pimephales CCATTCCTGAGTTCATTCAGGCTCTTGTGGTTGCTCTGCAAATGGTCACTGCTGATTTGGAGACCATCCAGTTGACAGCTAGTTTGGCTATGCACGAGAA 1271

ko ok kokok * * ok * * Kk kkkK Kk Kk K * *kk KKk KK * * * * Kk kx

Oryzias AATCGATGCCAACCCAGTTCTACGCGAGATCGTCCTCCTCGGATACGGCACAATGATTTCCARATATTGTGCAGAGTCAGAT---GTCTGTCCCGTCGAA 1362
Fundulus AGTAGTGGAAAACCCACTTCTGCGTGAGGTTGTCTTCCTTGGATATGGAACAATGGTTAACAAATACTGCAATAAGACAGTT--~-GATTGTCCTGTTGAA 1362
Pimephales AATCGCCACAATCCCAGCTCTGCGTGAAGTCGTCATGCTTGGATATGGCTCCATGATTGCCAARACACTGCGTTG---CAGTTCCCACTTGCCCCGCCGAG 1368

* Kk Kk Kk kkkk  kkk kk kk ok kkk k kk kkkkk Kk Kk kkk kk  kkkk Kk k% Kok ok K *k kk Kk kK

Oryzias TATATAAAACCAATTCAGAA-GCGTCTCTCAGAGGCAGTTTCTAAGGGCGAAACAGAAGAAATCATCTTGTATGTGAAGGTTTTGGGAAATGCAGGACAC 1461
Fundulus CTCATAAAGCCTATTCAACA-ACGACTGTCAGACGCCATTGCAAAGAACGAGGAAGAGAACATCATCCTGTACATARAGGTTTTGGGAAATGCCGGCCAT 1461
Pimephales CTCCTCAGGCCCATCCATGATATTGCTG-CAGAGGCCATTTCTAAGAATGACATTCCTGAAATCACTTTGGCTCTGAAAGTTCTGGGCAATGCTGGTCAC 1467

* ok kk Kk Kk K Kk kkAkK Kk KKk Kk kKK ** * Kk kK * K kk KAk kKKK Kkkkkk Ak KK

Oryzias CCCAGTAGCCTCAAGTCAATCACAAAGATTATGCCCATTCACGGCACTGCTGCTGCATCTCTGCCAATCAGAGTCCATATTGAAGCCATCATGGCTCTGA 1561
Fundulus CCATCTAGCTTCAAGTCACTCACTAAGATCATGCCCATCCATGGCACTGCTGCTGTATCTCTGCCAATGACAATCCATGTTGAAGCCATCATGGCTCTGA 1561
Pimephales CCTGCTAGTCTTAAAACCATCATGAAGCTCCTACCTGGACTGAGAACTGCAGCTACTTCTATGCCTCTTAAAGTCCAGGTTGATGCCATCTTGGCTCTGA 1567

* %k kkk ok kk ok kkk kkk Kk Kk Kk * * kokkkk kokok kkk kkkk Kk K Kk kkkk  kkkk kkkkkk kkkkkkkkk

Oryzias GGAACATTGCAAAGAAAGAACCAAGAATGGTTCAGGAACTGGCTCTTCAGCTCTACAT-GGA———————— == === === — e — e — 1622
Fundulus GGAACATTGCAAAGAAGGAGTCCAGAATGGTCCAGGAACTGGCTCTCCAGCTCTACAT-GGACAAGGCTCTCCACCCAGAGCTCCGTATGCTGTCCTGCA 1660
Pimephales GGAACATTGCCAAGAAAGAGCACAAACTGGTTCAGCCAGTGGCCCTGCAGCT-TGTATTGGACAGGGCTCTCCATCCTGAAGTGCGTATGGTTGCTTGTA 1666

kk kA kkkk kK Kkkkk KK Kk kkkk kkk ok kkkk Ak KkkkAK Kk Kk Kkkk

Abb. 3.9: Sequenz-Alignment von M-Vgl.2 (Oryzias) mit den korrespondierenden cDNA-Abschnitten der Vi-
tellogenine des Killifisches Fundulus heteroclitus und der Dickkopfelritze (Pimephales promelas) durch

ClustalW. Bei allen drei Fischarten iibereinstimmende Nukleotidsequenzen sind mit einem Stern markiert.



50 3. Ergebnisse

Zur Analyse der Expression von Vitellogenin im Medaka wurden Primer konstruiert, die spezifisch
einen 500 bp-Abschnitt der cDNA amplifizieren. Wahrend in der RNA der Leber der Weibchen grof3e

Mengen an M-Vg0.5 cDNA amplifizierbar waren, konnten bei den Méannchen nur Spuren oder keine

Vitellogenin-mRNA nachgewiesen werden. Ebenso war mit den fiir den Nachweis von Choriogenin H

(M-Chg0.9) und Estrogenrezeptor (M-ER0.7) verwendeten Primern eine eindeutige Unterscheidung
zwischen Lebergewebe von Mannchen und Weibchen moglich (Abb. 3.10). Die cDNA des House
Keeping-Protein Elongationsfaktor 1a (M-ELF0.3) wurde dagegen bei beiden Geschlechter in ver-

gleichbaren Mengen exprimiert.

Std. m.w. m.w. m.w. m. w. Std.
ChaiiiERiENg: ELF.

Abb. 3.10: Amplifikation der cDNAs Choriogenin H
(0.9 kb), Estrogenrezeptor a (0,7 kb), Vitellogenin
(0,5 kb) und Elongationsfaktor 1a (0,3 kb) des Me-
dakas aus Leber-RNA von weiblichen (w.) und
ménnlichen (m.) Individuen. Std.: Gibco 100 bp
DNA ladder (600 und 1.500 bp-Bande hervorgeho-
ben)

3.1.5 Klonierung einer partiellen Sequenz des Estrogenrezeptor o des Zebrabérblings

Die RT-PCR von Leber RNA mit den Ictalurus Primern erzeugte eine einzelne Bande mit einer Lange

von ~ 0.65 kb (Z-ERa 0.6), die in groer Menge in Lebergewebe von Weibchen aber nur zu geringen

Std._m. w. m. w. m. w.

TmM . 2mM AmM

MgCl,
Abb. 3.11: Amplifikation des Estrogenrezeptor-
cDNA-Fragments Z-ERa 0.6 aus Leber-RNA von
ménnlichen (m.) und weiblichen (w.) Zebrabérblin-
gen. Std. — peqlab 100 bp DNA-ladder (sichtbar
von 300 — 1.000 bp)

Mengen in Lebern von Ménnchen exprimiert wur-
de (Abb. 3.11). Die Sequenz der klonierten cDNA
(GenBank AF268284, Abb. 3.13) zeigte starke
Homologie zu ERa Sequenzen anderer Vertebra-
ten. Uber eine ClustalW Analyse (Thompson et al.
1994) wurde fiir den klonierten Sequenzabschnitt
eine Sequenziibereinstimmung von 78 % gegen-
iiber dem ERa des getiipfelten Gabelwelses (Icta-
lurus punctatus; GenBank AF061275) sowie 72 %
gegeniiber dem ER der Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss; GenBank AJ242740) gefun-
den. In den Northern Blots wurden zwei Haupt-
banden von 5,2 und 4,0 kb in den RNA-Proben aus
weiblicher Leber und Ovarien sowie aus Hoden-
gewebe markiert, die nicht in Ganzk6érperhomoge-
naten von 2 d alten Embryonen zu finden waren
(Abb. 3.12). Zwei weitere Banden mit einer Grofie
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von 2,4 und 1,4 kb sind auBerdem bei der Leber-Probe aus Weibchen sichtbar. Bei der Verwendung
von fiir den Zebrabarbling spezifischen Primern konnte eine Expression des ERa in fast allen bearbei-
teten Geweben festgestellt werden (Abb. 3.14). Die Expressionsmenge von ERO-mRNA lag in der
RNA aus den Lebern von weiblichen Fischen im Vergleich zu allen untersuchten Geweben am hochs-
ten, wihrend in der korrespondierenden ménnlichen Probe fast keine Expression festzustellen war.
Interessanterweise erscheint die ERO-E xpression im Gehirn bei den Méannchen im Vergleich zu den
Weibchen erhoht zu sein. Zusitzlich ist in den Gehirnproben eine weitere Bande von geringfiigig
erhohter Lénge zu erkennen, deren Bedeutung jedoch noch nicht geklért werden konnte.

7.4 kb
5.3kb. o
L d e ag
2.8 kb P
1.9 kb Abb. 3.12: Northern Blot von Gesamt-RNA ver-
’ schiedener Gewebe des Zebrabdrblings nach Detek-
1.6 kb —_
tion mit DIG-markierter Z-ERa 0.6 cRNA. Neben
1.0kb — zwei Hauptbanden mit einer Grofle von 5,2 und
0.6 kb — 4,0 kb wurden zwei weitere Banden mit einer Gro-

0.4 Kb / Be von 2,4 und 1,4 kb bei derLeber-Probe aus
' / _ . Weibchen gefarbt. RNA Std.: RNA Molecular
0.3 kb ey Weight Marker I, DIG labeled

CGAGTCTGGTCGTGTGAGGGATGCAAAGCTTTCTTCAAGAGAAGCATTTAAGGTCACAAT 60
GACTATGTTTGTCCAGCGACCAACCAGTGCACTATTGACAGAAACCGTCGAAAGAGCTGC 120
CAAGCATGCAGACTGCGCAAGTGTTATGAAGTAGGCATGATGAAAGGAGGTATTCGTAAA 180
GATCGCGGCGGGCGTTCTGTCAGGCGTGAGAGAAGAAGAAGCAGTAATGAAGATCGAGAC 240
AAGAGCACCAGTGATCAGTGCAGCCGTGCTGGCGTGAGGACGACTGGCCCACAGGACAAG 300
AGGAAGAAGCGCAGTGGTGGGGTGGTCAGCACTTTATGCATGTCGCCTGACCAGGTGCTG 360
CTGCTGCTGCTGGGGCTGAGCCACCCGCTGTCTGCTCACGACAGAAACACAGTCGGCCCT 420
ACACCGAGATCACCATGATGTCCCTGCTCACCAACATGGCTGACAAAGAACTCGTCCACA 480
TGATCGCCTGGGCCAAGAAAGTGCCAGGATTCCAGGATCTGTCTCTGCATGACCAGGTTC 540
AGTTGTTGGAGAGCTCTTGGCTGGAGGTGTTGATGATTGGCCTCATATGGAGGTCCATTC 600
ATTCCCCTGGAAAACTCAT 619

Abb. 3.13: Nukleotidsequenz der Estrogenrezeptor 0-cDNA Z-ERa 0.6 des Zebrabéarblings (Danio rerio)
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3.1.6 Konstruktion zweier Vitellogeninsequenzen des Zebrabirblings aus Expressed
Sequence Tags (ESTs)

Die Verwendung der M-Vgl.2 Primer bei RNA aus Lebergewebe von Zebrabérblingen fiihrte zur
Amplifikation mehrerer cDNAs, von denen jedoch nur eine Bande von ca. 0,9 kb klar im Uberschuss
in weiblichem Lebergewebe zu finden war (Abb. 3.7). Es handelte sich hierbei um ein reines Produkt
des Downstream-Primers, dessen Sequenz schwache Homologien zu anderen Vertebraten-
Vitellogeninen aufwies. In Northern Blots wurde eine einzelne Bande im Bereich von 3,6 — 4,9 kb
markiert. Durch Alignment mit Zebrabérblings-ESTs aus der dbEST der GenBank konnte die Sequenz
auf eine Lange von 3,6 kb verldngert werden. Zusétzlich konnte eine weitere kontinuierliche Sequenz
von 4,5 kb konstruiert werden, die Homologien zu Vitellogeninen von Vertebraten aufwies, so dass im
weiteren Text zwischen den Vitellogenin-dhnlichen Sequenzen Z-Vgl1 und Z-Vg2 unterschieden wird.
Zur Validierung der Computeranalyse wurden mit Hilfe der Software Primer3 (Rozen und Skaletsky
1998) Primer konstruiert, die spezifisch zwischen beiden Sequenzen unterschieden. Mit beiden Pri-
merpaaren wurden durch RT-PCR Estrogen-kontrollierte cDNAs (Z-Vgl 0.8, Z-Vg2 0.8) amplifiziert.
Durch partielle Sequenzierung beider cDNAs konnte die Existenz beider Vitellogenin-dhnlicher Tran-
skripte Z-Vgl und Z-Vg2 in der Leber des Zebrabarblings nachgewiesen werden. Fiir Z-Vgl wurde
iiber eine ClustalW-Analyse eine Sequenzhomologie von 87 % gegeniiber der kiirzlich publizierten
Sequenz der Vitellogenin-cDNA der Dickkopfelritze (Pimephales promelas; Korte et al. 2000) gefun-
den. Da die Sequenziibereinstimmungen iiber die gesamte Lange der Pimephales-Vitellogenin-cDNA
gefunden wurden, scheint das Sequenzkonstrukt Z-Vgl eine weitgehend vollstindige Vitellogenin-
cDNA darzustellen. Das Alignment von Z-Vgl mit Z-Vg2 {iber Clustal W ergab nur eine geringen
Homologiegrad (Fig. 3.14, aligned. score: 12). Ebenso konnte auf der Basis der cDNA-Sequenz nur
geringe Ahnlichkeit von Z-Vg2 mit Vitellogeninen anderer Vertebraten gefunden werden. Nach der
Translation der Z-Vg2-Sequenz in die abgeleitete Aminosdurensequenz ergaben sich jedoch sowohl
bei Verwendung der BlastX- als auch der MAXHOM-Sequence Alignment Software signifikante
Homologien zu anderen Fischvitellogeninen, obwohl keine Polyserindomine identifiziert werden
konnte. Beide cDNAs wurden iiber eine PRODOM-Computeranalyse (Corpet et al. 1998) der Vitello-
genin_N Familie der Pfam-Datenbank zugerechnet.

Z-Vgl ACAAACCACCAGCCATGAGAGCTGTTGTGCTTGCCCTGACTGTAGCCCTCGTGGCGAGTCAACAGATGAACCTTGTTCCCGAGTTTGCCCATGATAAGACCTATGTGTAC 110
2=V g m

Z-Vgl AAGTATGAGGCTCTGCTCCTGGGTGGTCTTCCTCAAGAAGGTCTGGCCAGAGCAGGTATCAAAGTCAGCAGCAAGGTTCTCCTCAGTGCCATGACAGAGAACACCTACCT 220
2=V g2 m

Z-Vgl GATGAAGCTTATGGATCCTCTACTCTACGAGTATGCTGGCACTTGGCCCAAGGATCCATTTGTTCCTGCTACTAAGCTCACCTCAGCACTGGCTGCTCAGCTTCAGATCC 330
2=V g m

Z-Vgl CCATCAAGTTTGAGTATGCTAATGGTGTGGTTGGCAAGGTTTTCGCCCCAGCAGGAGTCTCTCCTACAGTCATGAACTTGCACAGAGGTATCCTCAACATCCTTCAGCTC 440
2=V g m

Z-Vgl AACCTCAAGAAGACCCAGAACATCTACGAGATGCAAGAGGCTGGAGCTCAGGGAGTGTGCAGAACACACTATGTCATCAATGAGGATCCAAAGGCCAACCACATTATTGT 550
2=V g S

Z-Vgl GACAAAGTCTAAAGATCTGAGCCACTGCCAGGAGAGAATCATGAAGGATGTTGGCTTGGCATACACTGAGAGGTGTGCTGAATGCACAGAGAGGGTCAAGAGTCTGATTG 660

Z-Vg2 —mmmmm e m e TTTGTACAGAGGTATGGCT---CTTGCACCTGAAGACAAACTTAGCAAACAGAGAGG--CGAAAGCGTTGTTT 68
* x kx kK K * ok kKK *x *x ok kkkkkkkkk K KX kk Kk kK

Z-Vgl AAACTGCAACTTATAACTACATCATGAAACCAGCTGACAATGGTGCACTGATCGCTGAGGCAACAGTTGAGGAAGTGTATCAGTTCTCACCCTTCAATGAGATTCATGGN 770
Z-Vg2 CCACTGTGAAACACACCTACACAGTGAAGTCCACAGCAGACGGTGGTCAGATTACTAAAGCATCTGCTCAGGAGCGCCAATATTTCTCTCCATTCAATGTAAAGGGAGGA 178

*kkx K * ok KKKk Kxkkk K K K * okkkk ok kkk kK K kkk Kk Kk Kk kkkk k k kkkkk KKk kkkkkkk K * %

Z-Vgl TGCTGCATGATGGAAGCAAAACAAACCTTGGCTTTTGTTGAGATTGAGAAGACCCCTGTCGTTCCAATCAA-AGCTGATTACATGCCCCGTGGATCCCTGCAGTACGAGT 879
Z-Vg2 AACTTCCGAATGTTGGCATTGCGGGACATTGAACTTCTTAAAGTTTCAGACACAACTGACAAAGTAGTGACTGGACAGGTGCA-GAGCAGAGGCAACCTGATGTATAAGA 287

*k ok kK kK * *ok K kk kK K Kkk Kk kk KRk ok * kK * * okk kK ok kK kkkk  kkk kK

Z-Vgl TTGCAACTGAGATTCTTCAGACCCCCATTCAACTCATGAAGATCAGTGATGCACCTGCCCAGATTGTCGAGGTCCTGAAGCACTTGGTTTCAAACAATAAAGACATGGTC 989
Z-Vg2 CAAATAAGGACCTCAAACCAATACCTGTTGTGATGCTTAACCTGAACGACCCAGTGCCCAAGATTTTAGATTTAATCAAGCGCCTCGCACAGGCTAATATATATCATGTG 397

*okKk ko kK Kk * ok kK K K kk Kk kk kkkkk Kk Kk kK kkkk K K kkkk Kk ok *k
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72-vgl
72-Vg2

7-Vgl
7-Vg2
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CATGATGATGCTCCATTCAAGTTTGTTCAGCTTGTCCAGCTCTTGCGTGTTGCCTCCTTGGAGAAAATTGAGGCTATCTGGTCTCAGTTCAAGGACAAACCAGTTTACAG
GACAGTGAAACCAGCACAGAAATTCTGGACCTAATTCAGTTGATGCGGGTAACAACACTTGATAATCTAGAGCATTTATGGAAGCAGGTCTCAGGAAATGATGAGCACAG

* *kKk ok Kk kk Kk Kk ok kkk Kk kkkk kk Kk kK Kk Kk Kk kkk Kk k kk* *kk Kk * kk * * ko k

GCGCTGGCTTCTGGATGCTCTTCCTGCTGTTGGTACACCAGTCA-TTATAAAATTCATCAAGGAGAAGTTCCTGGCTGGTGAATTTACCACTCCCGAGTTCAT-TAGACT

GCGGTGGTTCCTGGAC-TTGGTTGTGGAGGTAACAGATGAAAGAATTCTCAAATTCCTTGAGGCCAGATACAAAGCAGGAGACATCACAGCGAATGAGGCAGGACAAGCA
Sk kkk Kk kR kR P 2 2 * % K kK K kkkkKkKk K KKk K K K Kk Kk KKk K KKK *kk *

CTTGTGATTGCTCTGCAAATGGTCACTGCTGATCCTGAAACCATTAAAATGACA-GCTAGTT--TGGCTACTCATGAGAAATTTGCCACAATCCCAGCTCTGCGTGAAGT

CTGGTAGTGGCATTTAACCACTTGTCCGCTGAGCCTGTGTCGGTGGCATTAGCTCAGGAGTTCCTGACCATTCCTTTCAG-TAAATCCCATCCTC--TCCTGTGGAACAC
kk kK Kk Kk K Kk kK kkk kK kKKK * o * ok ok kkkk  kk Kk Kk Kk * o *okxk ko kkk Kk

TGTCATGCTTGGATATGGTTCCCTGATTGCCAAATACTGTGTTGCAGTTCCCACTTGCCCTGCTGAGCTCCTCAGGCCCATCCACGAGATCGCCACAGAGGCCATTTCTA
TGTAGTTTTGGCATATGGATCTCTTGTACACAGATACTGTGTATATACTGACCCCTGCCCTATCACTGTGGTACAGCCATTGCTGAATATGGCTGCAAGTAGCCTAAGTA

kkk kK ok kkkkkk Kk Kk Kk Kk kR kK k Kok kK * ok ok kkkkkk * kkk ko Kk okk kK kk * * *k

AGAATGACATTCCTGAAATCACTTTGGCTCTGAAAGTTATGGGCAATGCTGGTCACCCTTCAAGTCTTAAGCCAATCATGAAGCTCCTTCCTGGACTGAGAACTGCAGCT

AAAACTCTGAGGATGAAATGGTCCTTGCGCTGAAGTCCTTGGGAAACGCAGCTCATCTTTCCAGCATCAAGACTCTCCTCAAGTTCCTTCCTGGATACTCCAATGGAGCT
* oKk ok kK KK kKK kkk Kk kkkk kk KKk ok kkk ok kkk Ak k kkk K kk Kk kkk kkkkkkkkkkk kokk kkkk

AATGCTTTGCCCATTAGAGTCCAGGTTGATGCCATCTTGGCCCTGAGAAACATTGCCAAGAATGTGCCCATTCTGGTTCAGCCTATTGCCCTGCAGCTTGTTTTGGACAG

GAAAAACTTTCCACCAGAGTGCAGGGAGCTGCAGTCCAAGCATTTAGGCTGCTTGCAAGCAGAGCCTCCCACAGTGTACAGGATATTGTCTTAAACCTCTTCGTACAGAA
* ko kkk  kkkkk Kkkk ok kKK kK Kk Kk kkkk kK Kk * ok kk kkk  kkkkk K kK kk  kk Kk ok

AGCTCTCCACCCCGAGGTGCGCATGGTTGCTTGTATTGTGCTGTTTGAGGCCAAGCCCTCAGTGGCTCTCGTCTCCAGTCTTGCTGGAGCTTTGAGGATTGAGCCAAACA
ACATTTACCAGCTGAAATCCGCATGCTGGCCTGCATAGTTCTTCTAGAGACCAAGCCGTCCACAGCTCTGATTTCAGTAGTAAGTGAGGTCCTTCTAGAAGAGGCTGATC

* ok ok ok Kk kk K kkkkkk K kk Kk Kk kk Kk ok kkk Kkkkkkkk kK kkkkKk Kk kK * *k K * kkk Kk

TGCATGTTGCAAGCTTTGCCTATTCCCACATCAAGTCATTGACCAGAATCACTGCTCCTGATATGGCATCTGTTGCTGGTGCAGCTAATGTTGCCATCAAGCTTATGAAC

TGCAGGTTGCCAGTTTCTCCTACTCTCTGCTCAAAGGCTTTGCCAAGTCCCGTACCCCTGATAATCAACATCTATCTATTGCCTGTAATATTGCCATGAAGATTCTAACC
Kkkk KkkKkK Kk KKk KKKk Kk Kk ok k ok kk Kk kK ok kK kkkkK kK ok Kk kKK kkkk kkkkkkk Akk Kk Kk kK

CGCAAGCTGGACAGACTTAACTACCGTTACAGCAGAGCTTTCCATATGGACTATTATCATACTCCTCTTATGATTGGNGCTGCTGGTAGTGCCTATATGATCAATGATGC

CGTAAACTTGGCCACTTGAGTTACCGCTACAGCAAGAACCTGCACTTTGACTGGTTCCATGATGACTTTTTATTTGGGACATCTGCTGATGTTTATATGCTACAGAATGA
kk KKk Kk Kk koK kk kK kkAkkkk kokk ok kkkk K kKK K kk ok kkkk ok kkk ok Kk kkkkkk Kk kkk

TGCCACCATCCTGCCCAGAGCTATTGTAGCTAAAGCACGTACCTACCTGGCTGGAGCAGCTGCTGATGTTATTGAGTTTGGTGTGAGAACTGGAGGAATCCATGAGGCCC

AAGTCCCATCCCCACAAAACTTATGCTA---AAGGGAAAAATTCATTTCATTGGGAGAATACTGCAATTTCTTGAGTTTGGTATCCGTGCAGATGGACTCCA-—-—-———~—
kKKK koK K kKK KK kk KK * *ox ok * kKK kkkkkkkkkkk Kk K Kk kkk Akkk

TTCTAAAATCTTCTGCTGCAGATGAAAGTGTTGACCGTATCACAAAGATTAAGCGTACACTGAAGGCACTTGCAAACTGGAAGGC--CTTGCCAACCGATAGACCCCTTG
————— AGATCTGTT--TGCTGGAAAAATCCCTGAACTCACAA--AAGATTTAGAGTCAGCGATTTGGGCTTCCATATTG TTAGCCTACC GACAAGCCTCTTT
kokkKK K kKK K ok kkk Kk ok KKkKkkkA Kk Kk * ko kKK kK Kk kK Kk dkkk kkkk Kk K kk KKk

CTTCAGCCTATGTCAAAGTATTTGGACAAGAAGTGGCTTATGTCAACTTTGACAAAACCATCATTGAAGAAGCCATA----CCGATGGTTTCTGGACCCAAACCACGTGC

TGACAGCTTATGCAAGAGTTTTTGGACAGGAAGCCTTTTTAATGGATGTAAGCAGAGACTCAGTTCAAAGCATCATAAAGTCTTTCAGTCCTTCTGCAGGAAAGGAGAGT
Kkkk kKKK K KKk kkkkkkkk KkKkx *x * x x *x ok k *x Kk ko k * * % * * * % * ok

ACTGCTGAAGGAGGCTCTTAAAGCTTTGCAGGAAGGAGTTGCCTTCCAGTATGCCAAACCTTTGCTTGCAGCTGAAGTGCGTCGTATCTTGCCAACTGCAGTTGGTGTGC

ARAGTTTGGGAAAGGATTCAAGATGTT-CAGAAAGGGACTTCATGGCACTGGACTAAGCCGCATCTTGTGTATGAGGCTCGGTTCATACAGCCAAC-ATGCCTGGGGTCT
ok K * ok K * Kk ok Kk kk kKKK *ok K kx K kKK ok ok k ok kkk Kk * ok ok ok kKK ok ok Kk

CCA-TGGAGTTCAGTTTGTACACTGCTGCTGTTGCTGCTGCATCTGTCAATGTTCAGGCCACCATTACACCTGCTCTCCCTGAGAAATTGGAGTCCATGACTCTTGATCA
CCAGTTGAAATCAGCAAATATTATTCCGTAGTAAATGCTGTTACAATGCAAGCAAAAGCTGAAATAARATCC---TCCTCCAAAGGAACA-——————————— TCTGGGTGA
Kkk K Kk kKKK * * ok K kK kKK ok k% *okk kk Kk Kk Kk KKk Kk kK kkk Kk ox

ACTGAAGAGGACTGATGTTCAGTTCCAAGCTGA-AGCTAGACCAAGTGTTGCTCTCCAGACATTTGCTGTGATG-GGAGTTAACACTGCCTTCATACAAGCTGCTGTTAT

ACTGCTAAGCTCAGACATTTCCATGCAGACAGATGGCTTTATCG-GCGTGACAAAGGAT-CATTTTCTCTTCCATGGAATCAACACTGATCTTTTTCAGTGTGGAACTGA
*kok ok Kk K kK kK * kk K kK kkk X kK kK K * kkkkk Kk Kk kkk K Kk kkkkk * ok kk * % *

GGCGAGAGGAAAGATCCGTACAATTGCCCCTGGAAAAGTGGCAGCAAGAGCAGACATTCTCAAGGGCAACTACAAGGTGGAGACTCTGCCTGTTG-AACTTCCTGAACAC

GCTGAAAAGTAAGGTTTCAATGGGCCTGCCGTGGGCATTTG--ACCTGAARATAAATCCGAAAGAGCAAACGTATGAAATGAACTTGACTCCAAGCAAATCGGTCACCGA
kKK kK kkk K * kk K * ok K kKK ok K kk K kkKk kkAk * ok ok * *okk K * ok K

ATTGCTT-CAGCAAGCTTTGAGACTCTTGCTGTGGTCAGAAA-CATTGAAGATCACAGTGCTGAAAGGTCTATTCCCTTGGTACCTGAGTTGTCTCTGCAAAATTCTCAG
ATTATTTTCAGTCAGTTCTAATGTGTATGCTGTTTTGAGAAAACATTGAAGACCCAACCTCATCTAAAATAACACCCATGATGCCTGAGACA-———— GGGGAGTCCTGGC
kkk Kk KKK KK Kk K Kk Kkk kKK K kkkkk kkAKKKKAK kK * * ko kkk kK ok Kk kKkkkK * * ok Kk

ACA-TCTTCTGCTGGTGATTTGTCCACTGAGATGTCATCTGCTGCTTCAGTGAGAGCTTCTGCTCCATTTGACAGAACCCTTTGTTATTCCTGCCCATATATTCAAGTTA
AGGGTGTGCCTCTGAGAATGTTACCCCCTTTAAGGGATGAACAGACCAA---AAAATCTGGAATGAAATTCAGGCAATGTGCTGAAGCCAAAATTTATG-—-—~ GAACTG
* koK K KKK Kk K kk K *ok kK * ok * * ok * kK Kk ok * * * *ox

AAGGATGTGTTGAGGTGCACTCTTACAATGC-TGCTTTTATCAGAAATTCTACTCTGTTCTACATAATTGGACAGCACTCAGCCCATGTTGCAGTGGCAAGAGCTGAAGG

CACTCTGCATTGAGGCAGAAGCCAAACGTGCACACTATCTTCACGAATA-TCCTCTGTATTAC-TTACTGGGTGATACTCA-CTTTTCATACAGTT-TAGAACCAGCAAA
* kk Kk kKKK * ok ok k. kk ok kkk  kkk ok kkkkkk  kkk Kk Kk KKk ok ok kK Kk kK kkkk kK ok kK

TCCTGCAGTTGAAAGGCTGGAGTTTGAAGTTCAAGTTGGTCCTAGAGCTGCTGAGAGGCTTGTTAAACAAATCAACATCATTGATGACGATACTCCTGAAGGACAGGCTT
GGATGCAAAACCCATTGAAAAAATTCAGATTCAGGTCTCTGCCAG--CAGACAACATCCTTCAGTAATGAGTGGA-ATGGTGAATCTCAA- -~~~ CCAAAGGGTATTTAA
ok k K * kKK K kKK KK koK Kk Kk K koK Ak Kk K kK Kk Kk KKk kK ko kkkk K

TCTTGTTGAAACTGAGGGAAATCCTGGACACTGAAGCTAAAAATGCACCCGTCTCTTCTGAAAGCAGCAGC-AGTAGCCGCAACAGCCGCAGCATCAGCAGCTCAAGCTC

GGAGACAAGAGATGAGAACACCTCCTGTGAGGAACGCAAAACATCCAGTTCACTCCCAGTAACTCAGGATCTAGATGTCACTCCAGACCCGGTAGTCACAGTAAAAGCAC
ko kR * * ok x kKK KKK KK KK *kk Kk kKK K K KKk K K K KKKk K K K K * ok k KkKK KK

AAACTCAAATTCAAATTCAAGCTCAAGCTCAAGTTCAAGTTCAAGCTCAAGCTCCTCTATGTCCAGCTCTCGTATGTCTAAGACTGCCACCATCAT---TGAGCCTTTCA

TTAGTTTAAGTCCA---CAAGCAAAACCCCTTGGCTATGA--AGGCGTAGCCTTTTATCTGCCAACTGCCCAAAAAGACGACATTGAAATGATCGTCTCTGAAGTTGGTG
koK Kk KKk kkkkKk Kk K kK * ok kokk ok Kk K Kk kK Kk ok * ok ok kok Kk K kkkk ok k ok *

GGAAATTCCAC--AAAGATCGGTACTTGGACACCATAGCGCCACAAAGGATACTAGCAGTGGAAGTGC--TGCAGCTAGCTTGAACAAATGCAGAAACAGAATAGATTCC

AAGAAGCAAACTGGAAAATGTGTGCCATTGC-TTATTTTGATAAGACTCATAC-ATCAGCGAGGGCTCATCTCAGATGGGGTGCAGAGTGTCAAACATATGAT-GTTTCT
ok ok kk KKk kK Kk * ok ok kkkk ok kkKk Kk * o kkk Kk Kk kK Kk ok ok ok kk K kkk

TTGGAAATG---ATATTCCACCTGTTTTTGCTATCATCGCCCGTGCTGTTAGAG-CTGACCAGAAGCTTCTGGGCT-ACCAACTGCTGCTTACTTTGACAAACCAACTGC

ATGAGAGTGTCTGCAGCGTGCCAACCAGAGTCCAAACCATCTATAAGCACAAAGATTAACTGGGGGACTCTGCCCTCAGTATTCACAAC--AGTTGGTCAAATAGTTCAA
EE * * * ok K x KoKk ok KKk ok Kk KkkKkk Kk K Kk Kk ok kK Kk Ak

AAGAGTGCAACTGATAGTTTCCTCCATTGCTGAAACGACAACATGAAGATCTGTGCTGATGGTGCTCTGTTGAGCAAGCACAAGTTACTGGCAAGTTTTCTTGGGGTGCG
GAGTATGTACCTGGC-GTGTCTTACATTATGGGTTT--CTACCAGAAAA-CTGAGGAAA----ACCCAGAACGGCAGGCATCTGTCACCGTTGTAGCATCCTCACCAGAG
kk Kk Kk Kk kk KKk ok KKk * kokk kkk K kKK Kk * * ok K ok ok Kok ok kk kK Kk *k ok * ok

GAGTGCAAACAGTATGCAGTCTTTGCTAAAGTGAAGCTGGTGTCCTGGGTGAATTCCCTGCTGCACGTCTAGAAGTGGAATGGGAGAGACTGCCAATAATTGTCACCACC

ACCTTTGACCTGAAAGTGAAAAATTCCAGAACGACCTATCTACAAAAGGAAAATTCCCTCAC---CAATTGAACTTGTGGGGATCGAAGCTGCAAA----TCTCACCA--
* koK K k% kok Kk Kk * ok Rk ok ok kK okk * ko ox kK * kk kkkk Kk ok ok ok ok ok ok
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Abb 3.14: ClustalW-Sequenz-Alignment der beiden Vitellogenin-dhnlichen cDNAs des Zebrabiarblings Z-Vgl

TATGCCAAAAAGCTGGGTAAACACATCCTTCAGCAGCTTACGACACAGGGATCAGGTTTGAACGAGCAACGAACAG--CGAGGAAGAGANTGAACTGACTGCAGCCTTTG 3925
--TGTCAA----CTTAACAGGCTGATGTCATAGAACATTTC--TGGAGGATTAAACCGACAACGTGAAATGAATGAATCATCAAATGTTGTGAATTGTTTGTACATTTAG 3262

kK kKK * % * ok kx *k ok Kk K kkk ko kkkk Kk kk kkk * *k kkkk kk Kk Kk *k ok

——-CATCTCAGAAGTCCTTGATATCCATGCTAGGTTCCAAGATCACAAGGGCAAAAAGGGATATTATCTTTCTGTCGCTGTTCCCATAATCCACACGGAACTTTTCCATGA 4033

GACATTTGATTAATTACTGATTTGGATACTAAAT---ATGTGCTGAAAAGCAACATATGTTA--AGTAATCCAACAAATAAAACACA-TGCATGAAGAGATCATCTGTGG 3366
Kxkk K K K K Kkkk Kk kK KKk K * ok ok kk kkkx * kx K * % * *x ok Kk kx *x ok kk kK

GAACTAGAAACTTTCTGCCCGGGCCC. TATCAAGGGGGAT TG. TTTTCTAAATTTCCCACAAAAATGGCCTTTGTCTTGGGATTTGTCTTTTATAAAC 4143
GATTAATTTATTTTAAGAAGAGGCCACAATAATCCAGCCTAGATAGATTTA--——— CTTGTAGAGTCTCACCACCATTAATCTTTATGTTCAGAATG----TTAATGA-- 3465
ok * kokxkk Kk kkkk  kk K ok kkkk Kk kk kK ok Kk kk K Kk kkkk ok kK kk K kk kK Kk

CCCGGTGGCGGCTTTACACTAATTTCTGCGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGCGGGCGTTTTAATTCAGCTACTCCGGGCCTCGCAGGATTTTTTTTTTGGACCTAATAA 4253
——-GATGGCA----CAGACTAGCAACACCTG-AAAAACAAATTATGAGTGTACAGCCTATCTTCATGGGCTGCTTCCAGTCAAACGAA-———————— TTGGAAATAA--A 3556

* kkkk * ok kkk Kk k k kkkkk Kkk K K * ok K kK * kkk kk kK K * kkkkk  kkk ok

TACTGGCGGGTTTAAACGGGAGGGGAAAACGGGTCCAACTAATCCTGGACACCCCCTCTCCGGGGTTAAGAAAGCCCCCGCCCCTCCAATTTGCCTTTAGAAAGGCCCCT 4363

TATCT T TGAT T T TG-— T GAA A A A A A A A A -~ — — = — = — = = = = - o 3582
*x P o ok

GGGGGCAATGGGGGGGGTTGGCCCCGCCCCACATCACGCCACCCCTTTTTTTTTTTTTTTCCGGCTTCCCGAAAAAGGGGTTTGGNGNATGNNNCCCCACAAAA 4467

und Z-Vg2. Ubereinstimmende Nukleotidseugenzen sind mit Sternen gekennzeichnet.

Sowohl Z-Vgl als auch Z-Vg2 werden in der Leber weiblicher Zebrabérblinge stark exprimiert, in den
Mainnchen konnten beide mRNAs jedoch nicht oder nur in Spuren nachgewiesen werden. Aufler im
Kiemengewebe, in dem die Z-Vgl cDNA bei den Weibchen gefunden wurde, war keine intensive

DNA ladder

Expression beider Genprodukte au3erhalb der Leber nachweisbar (Abb. 3.15).

In Ergéinzung zu den Estrogen-regulierten Genen in der Leber wurde die Expression des in den Ova-
rien produzierten Zona pellucida Proteins 2 (ZP2) als weiterer potentieller Marker fiir eine estrogene
Belastung verfolgt. Mit den hierfiir verwendeten Primern konnte eine gewebespezifische Expression
der ZP2-mRNA beobachtet werden. Aufler in den Ovarien war wiederum nur in den Kiemen eine
Amplifikation der ZP2-cDNA zu verzeichnen. Die Expression des House Keepings Proteins Elonga-
tion Factor 1a dagegen erfolgte nicht geschlechtsspezifisch und war in allen untersuchten Geweben

vergleichbar.

Abb. 3.15: Vergleich der Expression Estro-
gen-regulierter Gene in verschiedenen Ge-
weben des Zebrabérblings. Wéhrend das
House-Keeping-Protein ~ Elongationsfaktor
la (ELF) geschlechtsunspezifisch expri-
miert wird, treten bei den Estrogen-
regulierten Genen deutliche Geschlechtun-
terschiede auf. m.: ménnlich, w.: weiblich,
Vgl: Vitellogenin 1, Vg2: Vitellogenin 2,
ZP2: Zona pellucida Protein 2, ERa: Estro-
genrezeptor 0, DNA Std.: Gibco 100 bp
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3.2 In vitro-Untersuchungen an isolierten Hepatocyten aus der Regen-
bogenforelle (Oncorhynchus mykiss)

Zusammenfassung:

Aufgrund des hohen Zeit-, Material- und Kostenaufwands sind In vivo-Untersuchungen mit ei-
ner grofiere Probenzahl nur bedingt durchfiihrbar. Hepatocytenprimdrkulturen bieten wegen
ihrer vergleichsweise hohen metabolischen Kapazitdt, einen Kompromiss zwischen hoher Pro-
zessivitdt und der Erhaltung physiologischer Eigenschaften des Kultursystems. Da die Indukti-
on der Vitellogeninsynthese in Primdrkulturen von Hepatocyten als Biomarkersystem fiir estro-
gene Substanzen eingesetzt kann, wurde eine Adaption der Kulturbedingungen an die Anforde-
rungen eines In vitro-Testsystems fiir Xenoestrogene vorgenommen. Hierzu wurde die Verwen-
dung von Mediensupplementen wie FKS und BSA, der Einsatz verschiedener Kulturmaterialien
sowie auch die Inkubationstemperatur im Hinblick auf eine maximale Sensitivitdt des Testsys-
tems gegeniiber Estrogenen iiberpriift. Als Resultat konnte auf den Zusatz von Mediensupple-
menten beim Erhalt der volilstindigen Kapazitdt zur Vitellogenin-mRNA-Synthese verzichtet
werden, wobei sich eine vergleichsweise hohe Kultivierungstemperatur von 18 °C als giinstig
erwies. Abschliefsend wurde eine vergleichende Validierung der Detektionsmoglichkeit der Vi-
tellogeinexpression iiber Dot Blot/RNase Protection Assay und RT-PCR vorgenommen. Hin-
sichtlich ihrer estrogenen Potenz konnen die eingesetzten Testsubstanzen in folgender abstei-
genden Reihenfolge geordnet werden: 17o~Ethinylestradiol > 17[-Estradiol > Genistein >
Methoxychlor > Nonylphenol > Bisphenol A. Um die Applikation des Testsystems fiir den
Nachweis einer estrogenen Aktivitdt in Kldranlagenausfliissen zu iiberpriifen wurden sechs
Schweizer Abwdsser nach der Abschdtzung ihrer Cytotoxizitdt in subletalen Dosen exponiert.
Als Ergebnis war einem der Abwdsser eine eindeutige, wenn auch schwache estrogene Wirkung

zuzuordnen.

3.2.1 Zeitlicher Verlauf der Vitellogenin-mRNA-Expression in Hepatocytenprimir-
kulturen aus der ménnlichen Regenbogenforelle nach Stimulation mit 1 pM
17B—Estradiol

Um die Vitellogenin-mRNA-Synthese in der Hepatocytenprimérkultur im zeitlichen Verlauf unter
kontinuierlicher Belastung zu beschreiben, wurden isolierte Hepatocyten aus einer ménnlichen Regen-
bogenforelle fiir 6, 12, 24, 48, 96 und 144 h mit einer Konzentration von 1 uM 17B3-Estradiol bei einer
Inkubationstemperatur von 14 °C belastet. Der Vitellogenin-mRNA-Gehalt in den Hepatocyten wurde
als relative Lumineszensintensitit ermittelt. Bereits 6 h nach Expositionsbeginn konnte eine eindeutige
Induktion der Vitellogeninexpression beobachtet werden, die im weiteren Versuchszeitraum stetig
anstieg, ohne ein Plateau zu erreichen. Generell folgte dabei der zeitliche Verlauf der Vitellogenin-
mRNA-Synthese einer Exponentialfunktion (Abb. 3.2.1). Wéhrend die Vitellogenin-mRNA-Synthese
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in den ersten 24 h des Experiments nur langsam induziert wurde, war die Phase der darauffolgenden
48 h durch eine schnellere Zunahme an Vitellogenin-mRNA gekennzeichnet. Eine zunehmende Se-
neszens der Zellen im spaten Versuchszeitraum, wie sie bei der Kultur von Priméarhepatocyten im Mo-
nolayer anhand der Proteinexpressionsrate festzustellen ist, konnte hinsichtlich der Synthese der Vitel-

logenin-mRNA bis zu diesem Zeitpunkt nicht festgestellt werden.
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Abb. 3.16: Zeitlicher Verlauf der Expression von Vitellogenin-mRNA in der Priméarkultur von
Hepatocyten einer méannlichen Regenbogenforelle unter kontinuierlicher Belastung mit 1 uM
17B-Estradiol. Das Insert oben links zeigt die frithe Expressionsphase in einer Ausschnittsver-
groBerung der Ubersichtsgraphik

3.2.2 Zusatz von Mediensupplementen

Bestimmte Mediensupplemente konnen auf die Vitellogenin-mRNA-Expression ebenfalls Einfluss
nehmen. Um diesen Einfluss auf die Expressionsrate der Vitellogenin-mRNA zu priifen, wurden He-
patocytenprimékulturen, die einer ménnlichen Regenbogenforelle entstammten, parallel in Medium
199, Medium 199 mit Zusatz von 4 % (w/v) Rinder-Serum-Albumin (BSA), Medium 199 mit 10 %
(v/v) foetalem Kilberserum (FKS) und Medium 199 mit 10 % Aktivkohle-behandeltem fotalem Kal-
berserum (CCS-FKS) kultiviert.

BSA wurde als Matrix fiir eine unspezifische Bindung der lipophilen Steroide zugesetzt. Dadurch
sollte die Moglichkeit einer hoheren Verfligbarkeit maBig lipophiler Xenobiotika, wie sie die meisten
Xenoestrogene darstellen, durch unspezifische Bindung an in Mediensupplementen enthaltene Prote-
ine und gekoppelter Aufnahme durch die Hepatocyten simuliert werden. Zur Bestimmung von Unter-
schieden in der maximalen Vitellogenin-mRNA Expressionsrate wurden die Zellen bei 14 °C mit
100 nM 17B-Estradiol stimuliert.
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Abb. 3.17: EinfluB von Mediensupplementen auf maximale Vitellogenin-mRNA-Expression und
Vitellogenin-mRNA Synthese in unbelasteten Hepatocyten. Abkiirzungen: M199 - Medium 199,
E17B - 17B-Estradiol, BSA - 4 % (w/v) Rinder Serum-Albumin, FKS - 10 % (v/v) foetales Kélber-
serum, CCS - 10 % (v/v) charcoal stripped FKS

Sowohl nach 48stiindiger als auch 96stiindiger Exposition konnte kein signifikanter Einflufl der Supp-
lemente auf die maximale Vitellogenin-mRNA-Syntheserate in Hepatocytenprimérkulturen ermittelt
werden (Abb. 3.17). Eine Betrachtung der Vitellogenin-mRNA Expression in 96 h kultivierten, unin-
duzierten Hepatocyten zeigte jedoch die unterschiedliche Kontamination der Supplemente mit Stero-
iden auf. Das aus Rinderplasma isolierte Albumin wies eine vergleichsweise hohe Kontamination mit
estrogenen Steroiden auf, wie mit einem Estradiol-spezifischen ECLIA-System nachgewiesen werden
konnte (2 nM 17B-Estradiol in BSA-supplementierten M199 gegeniiber einem Hintergrund von 170 —
180 pM im unsupplementierten Kontrollmedium), so dass daraus der hohe Vitellogenin-mRNA-
Gehalt erklédrbar ist. Auch das unbehandelte fotale Kélberserum bewirkte eine schwache Induktion der
Vitellogenin-Expression, die durch das zur Entfernung von Steroiden durchgefiihrte ,,charcoal strip-
ping“ zwar weitgehend vermindert, jedoch nicht vollstindig unterdriickt werden konnte. In den aus-
schlieBlich in Minimalmedium kultivierten Hepatocyten konnte dagegen auch mit langen Filmexposi-

tionszeiten keine Vitellogenin-mRNA nachgewiesen werden.

3.2.3 Einfluss von Temperatur und Zeit auf die Vitellogeninexpression

Ein entscheidender Faktor bei der Kultur von Zellen aus poikilothermen Organismen ist die verwende-

te Inkubationstemperatur, da die physiologische Funktion der Organsysteme bei diesen Lebewesen in

starkem Malle von der Umgebungstemperatur abhéngen kann (Hazel und Prosser 1974). Bei der Re-
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genbogenforelle wurde auch fiir die Vitellogeninsynthese nach Injektion von 17B-Estradiol in vivo
eine Temperaturabhingigkeit festgestellt (MacKay und Lazier 1993).

Um den Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Vitellogenin-mRNA-Synthesekapazitét der Hepa-
tocyten zu testen, wurden die Primérkulturen bei Temperaturen von 14 und 18 °C kultiviert. Nach
einer Regenerationszeit von 72 h erfolgte die Exposition mit 173-Estradiol in den Konzentrationen
von 0,01 nM bis 10 nM.
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Abb. 3.18: Vitellogeninexpression in Hepatocytenpriméarkulturen nach Exposition von
17B-Estradiol bei unterschiedlicher Kultivierungstemperatur. Nach einer Regenerati-
onszeit von 72 h erfolgte die Exposition flir 24, 48 und 96 h in den angegebenen Kon-
zentrationen. Die Detektion der Vitellogenin-mRNA erfolgte mit dem Dot Blot Ribo-
nuklease Protection Assay (Dot Blot RPA). Wiéhrend bei einer Temperatur von 14 °C
ein LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) von nur 1 nM 173-Estradiol ge-
messen wurde (A), lag die Sensitivitit des Assays bei 18 °C bereits nach 48 h Exposi-
tion bei 100 pM (B), jedoch wurde auch in den Kontrollen ein spezifisches Signal de-
tektiert.
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Nach 24, 48 und 96 h Expositionszeit wurde in diesen Primérkulturen der Gehalt an Vitellogenin-
mRNA {iber den Dot Blot/RNase Protection Assay (Dot Blot RPA) bestimmt. Bei beiden Inkubations-
temperaturen ist ein sowohl zeit- als auch dosisabhidngiger Anstieg der Vitellogeninsynthese nach-
weisbar, jedoch konnte bei einer Inkubationstemperatur von 18 °C im Vergleich zu 14 °C eine erhéhte
Syntheserate beobachtet werden (Abb. 3.18). Wie in der genannten Abbildung zu erkennen ist, resul-
tierte eine Verldngerung der Inkubationszeit nicht nur in einer Erh6hung der Vitellogenin-mRNA-
Menge, sondern auch in einer Erweiterung des Detektionsbereichs nach unten. Bei der Kulturtempera-
tur von 18 °C lag der Vitellogenin-mRNA-Gehalt durchschnittlich beim 2- bis 3fachen der bei 14 °C
gemessenen Werte. Hinsichtlich der Reaktion der Hepatocyten gegeniiber 17B-Estradiol wurde bei
18 °C eine erhohte Sensitivitdt des Systems beobachtet. Beginnend mit einer Expositionsdauer von
48 h konnte eine schwache Induktion der Vitellogenin-mRNA Transkription bereits bei einer Konzen-
tration von 100 pM nachgewiesen werden. Bei einer Temperatur von 14 °C wurde dagegen eine ein-
deutige Induktion der Vitellogeninsynthese zu jedem Zeitpunkt des Experiments nur bis zu einer Kon-
zentration von > 1 nM 173-Estradiol beobachtet, so dass die Bedingungen fiir die Synthese von Vitel-
logenin bei einer Inkubationstemperatur von 18 °C begilinstigt erscheinen. Bei den bei 18 °C kultivier-
ten Hepatocyten war auch in den Kontrollen eine schwach positive Reaktion des Dot Blot RPAs nach-
weisbar.

Um zu klédren, ob es sich hierbei um eine unspezifische Bindung der cRNA-Sonde handelt oder um
eine Induktion der Vitellogeninexpression in den Kontrollen, wurde das RT-PCR-System verwendet.
Hierfiir wurden Hepatocytenpriméarkulturen bei 14 und 18 °C mit den gleichen Konzentrationen von
17B-Estradiol wie im Dot Blot RPA belastet und nach 12 und 24 h beprobt.
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Abb. 3.19: Relative Expression von Vitellogenin (links) und Estrogenrezeptor (rechts) in Primérkulturen
von Hepatocyten aus der Regenbogenforelle bei 14 und 18°C nach Exposition mit 17B-Estradiol. Die
Exposition erfolgte jeweils fiir 12 und 24 h; dargestellt ist der Ratio zwischen Estrogen-reguliertem Gen
und dem als internen Standard verwendeten PB-Actin nach Amplifikation der cDNAs durch RT-PCR.
Nach 24 h Exposition bei 18 °C konnte sowohl fiir Vitellogenin als auch fiir den Estrogenrezeptor ein
LOEC (Lowest Observed Effect Concetration) von 100 pM ermittelt werden.
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Aufgrund der hohen Sensitivitdt des PCR-Systems war es moglich, in allen Kontrollen eine schwache
Vg0.8 cDNA-Bande nachzuweisen, wodurch eindeutig die Existenz der Vitellogenin-mRNA in den
unbehandelten Hepatocyten gekldrt werden konnte, da eine DNA-Kontamination durch den Einsatz
Exon-liberspannender Primer ausgeschlossen werden kann. Auch mit dem RT-PCR System wurde ein
eindeutiger temperaturabhingiger Unterschied in der Sensitivitit der Hepatocyten gegeniiber Estroge-
nen festgestellt (Abb. 3.19). Wihrend die Nachweisgrenze fiir die Induktion der Vitellogeninexpressi-
on bei 14 °C wiederum bei 1 nM 173-Estradiol lag, wurde nach 24 h Exposition bei 18 °C ein LOEC
(Lowest Observed Effect Concentration) von 100 pM bestimmt. Fiir den Estrogenrezeptor ist ein dhn-
licher Dosis-abhéngiger Induktionsverlauf bestimmbar, jedoch waren die temperaturabhingigen In-
duktionsunterschiede nicht darstellbar, was auf eine ungenauere Quantifizierungsmoglichkeit der RT-
PCR bei schwicher induzierbaren Genen hinweist.

Die Reaggregation der Hepatocyten stellt einen guten Indikator fiir die Vitalitdt von Hepatocytenpri-
mérkulturen dar (Maitre et al. 1986, Braunbeck et al. 1995). Vergleicht man das mikroskopische Er-
scheinungsbild der bei beiden Temperaturen kultivierten unbehandelten Hepatocyten zu verschiedenen
Inkubationszeiten (Abb. 3.20), wird deutlich, dass eine Reaggregation der Hepatocyten bei 18 °C we-
sentlich schneller als bei 14 °C stattfindet. Wahrend die Zellen der Primérkulturen bei 18 °C nach 96 h
einen stabilen, netzartigen Gewebeverband ausgebildet hatten, lagen die Zellen bei 14 °C noch weit-
gehend vereinzelt oder lose assoziiert vor. Nach 168 h Kultur wurde auch bei den bei 14 °C inkubier-
ten Hepatocyten die netzartige Aggregatformation erreicht. Wahrend diese Organisationsform jedoch
bei 18 °C fiir weitere 48 h stabil blieb, wurde bei 14 °C nach 216 h (9 Tage) Kulturdauer ein sukzessi-
ves Ablosen der Hepatocyten vom Boden der Kulturplatte und damit der Verlust der Aggregatstruktur
beobachtet, was als ein Anzeichen von zunehmender Seneszens gedeutet werden kann.

Hinsichtlich der Kapazitit zur Vitellogeninexpression im Verlauf der Kulturdauer konnten ebenfalls
Unterschiede zwischen beiden Kulturtemperaturen nachgewiesen werden. Hierzu wurden Hepatocyten
nach einer 72stiindigen Regenerationsphase kontinuierlich mit 1 nM 173-Estradiol belastet und fiir bis
zu 196 h kultiviert (Abb. 3.21).

Abb. 3.20: Isolierte Hepatocyten aus der Regenbogenforelle nach unterschiedlicher Kulturdauer bei einer Tem-
peratur von 14 oder 18 °C im Phasenkontrast: (1) 48 h nach Isolation, 14 °C: Beginnende Reaggregation der
Hepatocyten, jedoch besitzen die Zellen in diesem Stadium noch eine klare sphiroide Form. (2) 96 h nach Isola-
tion, 14 °C: die Reaggregation ist weiter fortgeschritten, einzelne Zellen sind nicht mehr klar voneinander abzu-
grenzen. (3) 168 h nach Isolation, 14 °C: Ausbildung eines Tubulus-artigen Hepatocytennetzwerks. Zellgrenzen
sind nicht mehr erkennbar. (4) 216 h nach der Isolation, 14 °C: Verlust der Aggregatform, sukzessive Ablosung
vom Boden der Kulturplatte. (5) 48 h nach Isolation, 18 °C: Frithe Reaggregationsphase, Einzelzellen erkennbar,
jedoch bereits Verlust der sphiroiden Form. (6) 96 h nach Isolation, 18 °C: Ausbildung des netzartigen Zellver-
bands. (7) 168 h nach Isolation, 18 °C: Keine signifikanten Verdnderungen zur Situation nach 96 h. (8) 216 h
nach Isolation, 18 °C: Fortdauer des netzartigen Zellverbands, die Junktion der Hepatocyten ist weiter fortge-

schritten, die Zellflachen erscheinen weitgehend homogen. VergroBerung: 200 x.
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Bei einer Temperatur von 18 °C zeigten die Hepatocyten bis zu einer Kulturdauer von 168 h einen
kontinuierlichen Anstieg der Vitellogeninexpressionsrate; iiber die nachfolgenden 24 h blieb der Vitel-

logenin-mRNA Gehalt in den Hepatocyten weitge-

< hend konstant. Wahrend der ersten 168 h der 17(3-
o I ————_—_— . ”» . . . .

£ 3000 [0 o Estradiolexposition verlief die Vitellogeninexpres-
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§ ool S sion in den bei 14 °C kultivierten Hepatocyten
2 & weitgehend parallel, wenn auch mit schwicherer
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= 1000 A © o Gesamtintensitit; nach 216 h zeigten diese Hepato-
g) cyten jedoch einen signifikanten Riickgang in ihrer
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Abb. 3.21: Zeitabhidngige Expression von Vitel- gert zu dem nach 9 Tagen mikroskopisch beobach-
logenin in ménnlichen Hepatocyten bei kontinu-
ierlicher Exposition mit 1 nM 17 B-Estradiol. Die
Quantifikation erfolgte mit dem Dot Blot RPA.

Deutlich ist der Unterschied zwischen einer Kul-

teten Verlust der Aggregatstruktur der Kulturen,
was auf einen fortschreitenden Verlust der zelltypi-

schen Funktionen der Hepatocyten schlieBen ldsst.

tur bei 14 und 18 °C zu erkennen.

3.2.4 Interassay-Variabilitit

Ein Problem bei der Hepatocytenprimirkultur stellt die zum Teil erhebliche Individualitit einzelner
Testtiere hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit fiir estrogenartige Substanzen dar. Abbildung 3.22 zeigt
die Vitellogenin-mRNA-Synthese in Hepatocytenprimarkulturen aus drei ausgewéhlten ménnlichen
Regenbogenforellen nach 96stiindiger Inkubation mit Konzentrationen von 100 bis 0,1 nM
17B-Estradiol.

Die maximalen Vitellogenin-mRNA-Konzentrationen bei hoher Estradiolkonzentration liegt bei allen
drei Individuen in der gleichen GroéBenordnung (15 - 31 ng/ug Gesamt-RNA fiir 100 nM bzw. 12 —
35 ng/ug Gesamt-RNA fiir 10 nM 17B-Estradiol). Die Sensitivitdt gegeniiber den niederen Estradiol-
konzentrationen von 1 nM und 100 pM erweist sich jedoch bei den Fischen als recht unterschiedlich,
wobei das Fehlen einer Vitellogenin-mRNA-Synthese bei einer Estradiolkonzentration von 1 nM
(Fisch 1) erfahrungsgemif eine selten beobachtete Ausnahme darstellt. Ein weiterer problematischer
Faktor bei der Erfassung geringer Vitellogenin-mRNA-Konzentrationen stellt das bei langen Filmex-
positionszeiten stark zunehmende Hintergrundsignal dar, wodurch sehr schwache spezifische Signale
zum Teil iiberdeckt werden. Hier sollte durch weitere Verbesserung des Dot-Blot-Assay-Protokolls

eine Steigerung der Assay-Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit moglich sein.
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I
I ‘

Fisch 3
Fisch 2

Fisch 1

0,1

100.000

Vg-mRNA [pg/ug Gesamt-RNA]

10

17R-Estradiolkonzentration [nM]

Abb. 3.22: Inter-Assay-Variabilitit der Vitellogenin-mRNA-Bestimmung in Hepatocytenprimarkulturen der

Regenbogenforelle. Vitellogeningehalt nach 96 h Inkubation mit 17B-Estradiol verschiedener Konzentration in

Hepatocyten aus drei unabhéngig voneinander bearbeiteten Fischen; in Zusammenarbeit mit S. Pawlowski.

3.2.5 Induktion der Vitellogeninsynthese in Kontrollkulturen

Beobachtet man den zeitlichen Verlauf der Vitellogeninexpression in den Negativkontrollen, so ist bei
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Abb. 3.23: Vitellogenin-mRNA in Kontrollhe-
patocyten aus der Regenbogenforelle in Ab-
hingigkeit von der Kulturdauer. Bei einer Kul-
tur bei 18 °C ist ein zeitabhéngiger Anstieg der
Vitellogeninexpression feststellbar, doch auch
bei 14 °C ist nach 216 h Exposition die Exis-

tenz von Vitellogenin-mRNA nachweisbar.

einer Kultivierungstemperatur von 18 °C ein lang-
samer kontinuierlicher Anstieg der Vitellogenin-
expression festzustellen (Abb. 3.23). Auch bei einer
Inkubationstemperatur von 14 °C wurde nach 196 h
Kulturdauer eine Induktion der Vitellogeninexpres-
sion festgestellt. Um eine potentielle estrogenwirk-
same Kontamination des Kulturmediums und der
verwendeten Kulturplatten zu iiberpriifen, wurden
Hepatocyten vergleichend mit Minimal Essential
Medium (MEM) und auf Platten verschiedener
Hersteller kultiviert.

Neben in der Routine benutzten Zellkulturplatten
der Firma Greiner wurden hierzu die Hersteller TPP
und Falcon getestet, wobei alle fiir die Zellkultur
angebotenen Multiwell-Platten aus Polystyrol her-
gestellt waren. Wie aus Abb. 3.24 ersichtlich, wurde
bei allen Kulturplatten eine deutliche Vitellogenin-
cDNA in den Kontrollen amplifiziert. Auch der
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Wechsel des Kulturmediums zu einem Minimalmedium fiihrte zu keiner erkennbaren Verminderung
der Vitellogeninexpression in den Kontrollzellen.

Falcon/M199 Greiner/M199 TPP/M199 Greiner/MEM

ES=ZSg8E=CS SSZgEEE=EM

Abb. 3.24: Einfluss von Medium und Kulturplatten auf die Expression von Vitellogenin und Estrogenre-
zeptor. Sowohl Wechsel des Mediums zum Mininmalmedium MEM als auch der Verwendung verschie-
dener Zellkulturplatten zeigten keinen Einfluss auf die Vitellogeninexpression in den Negativkontrollen.
Abkiirzungen: ER — Estrogenrezeptor, Vg — Vitellogenin, B-Act. — 3-Actin, EE2 — 170-Ethinylestradiol,
Standard — peqlab 100 bp DNA ladder (300 bp — 1000 bp-Bande sichtbar).

3.2.6 Einfluss der Regenerationszeit der Hepatocyten aus der Regenbogenforelle auf
die Induzierbarkeit der Vitellogeninsynthese

Wihrend der Isolation werden Hepatocyten einer erheblichen Zahl von Stressfaktoren ausgesetzt, die
zu einer verminderten Vitellogeninsyntheserate fithren konnten. Daher wurden Hepatocyten-
primérkulturen aus der Regenbogenforelle nach unterschiedlicher Regenerationszeit mit 173-Estradiol
im Bereich von 0,001 nM — 10 nM belastet (Abb. 3.25).

18°C 72/96
18°C 24/96
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=)
S

Vitellogenin [pg/ug Gesamt-RNA]

0 7
A %9, "%, M
0/7 %, 7 n, 4/
% Y

Abb. 3.25: Vitellogeninexpression in 17B-Estradiol-exponierten Hepatocyten nach unterschiedlicher Regene-
rationszeit (24 und 72 h). Wahrend nach einer Expositionszeit von 24 h keine Unterschiede im Vitellogenin-
mRNA-Gehalt feststellbar waren, wurde nach 96 h ein erhohter Vitellogenin-mRNA-Gehalt in Kontrollen und
bei den niedrigsten Estrogenkonzentrationen nachgewiesen.
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Als Regenerationszeit wurden 24 h und 72 h bei einer Temperatur von 18 °C gewdhlt; 24 h nach der

Isolation liegen die Hepatocyten noch weitgehend als Einzelzellen vor, sind jedoch bereits an den Bo-

den der Kulturplatte angeheftet. Nach 72 h sind die Zellen deutlich in Zellaggregaten assoziiert.

Vergleicht man die Sensitivitdt der Vitellogenin-mRNA-Induktion, so lassen sich zundchst keine Un-

terschiede in Abhéngigkeit von der Regenerationsdauer erkennen. Auch in der Quantitit der transkri-

18°C/ 24 h
18°C/12h

Abb. 3.26: Vitellogenin-mRNA in Hepatocyten bei
Applikation von 17B-Estradiol bei der Zellaussaat. Im
Vergleich zur Applikation nach einer 24stiindigen
Regenerationsphase ist die Sensitivitit deutlich er-

niedrigt.

Ratio Vg/beta-Actin

bierten Vitellogenin-mRNA zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede, jedoch trat der
Induktionseffekt nach 168 h Kulturdauer deut-
lich in Kontrollen bei niederen Estradiolkon-
zentrationen hervor. Aufgrund des nicht nach-
weisbaren Einflusses der Lidnge der Regenera-
tionsphase auf die Vitellogeninexpression wur-
de zusitzlich die Mdoglichkeit einer Direktap-
plikation der hormonell wirksamen Substanz
beim Aussdhen der Zellen in die Kulturplatten
iberpriift. Als Analysesystem wurde hierbei
das RT-PCR-System nach einer Exposition
von 12 und 24 h verwendet. Hier ergab sich
jedoch im Vergleich zu einer 24stiindigen Re-
generationsphase eine deutlich verminderte
Sensitivitit gegeniiber 17f-Estradiol (Abb.
3.26).

3.2.7 Bestimmug des oestrogenen Potentials von umweltrelevanten Verbindungen in

Dot Blot RPA und RT-PCR

Waihrend die natiirliche Effektorsubstanz 173-Estradiol bereits in duflerst niederen Konzentrationen zu
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Abb. 3.27: Induktion der Vitellogenin-mRNA Synthese durch
Bisphenol-A. Bei einer Konzentration von 100 uM Bisphenol-
A wird das endokrine Potential der Verbindung von ihrer cyto-

toxischen Wirkung iiberdeckt.

100

Vg-mRNA [pg/ug Gesamt-RNA]

einer maximalen Induktion von Estro-
gen-gesteuerten Genen fiihrt, bewirken
die in ihrem estrogenen Potential hiufig
um  GroBenordnungen  schwécheren
Xenoestrogene erst in weit hdoheren
Konzentrationen eine Hormonantwort in
der Zielzelle. Die zeit- und konzen-
trationsabhéngige Bestimmung der Ak-
tivitit des schwachen Xenoestrogens
Bisphenol-A illustriert jedoch die bei
verlangerten Expositionszeiten steigende
Gefahr einer cytotoxischen Wirkung der
Effektorsubstanz, die
Potential einer Monosubstanz oder eines

Abwassers liberlagern kann (Abb. 3.27).

das estrogene
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Durch das cytotoxische Potential von Bisphenol-A wurde die Vitellogenin-mRNA-Synthese bei einer
Induktorkonzentration von 100 pM nach 96 h Inkubation vollstindig unterdriickt bzw. die bestehende
Vitellogenin-mRNA wieder abgebaut; nach 48 h waren dagegen noch geringe Mengen der Vitelloge-
nin-mRNA feststellbar. Die fehlende Information dariiber, inwieweit die Vitellogeninkonzentration
durch die Toxizitit von Bisphenol-A in den niederen eingesetzten Konzentrationen beeinfluflit wurde,
erschwert daher eine Beurteilung der tatsdchlichen hormonellen Aktivitdt der Substanz, die bei den
geringen umweltrelevanten Konzentrationen unter Langzeitbelastung aber eine erhebliche Rolle

spielen kann.
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Abb. 3.28: Induktion von Vitellogenin-mRNA durch verschiedene Estrogene bzw. Xenoestrogene
gemessen mit dem Dot Blot RPA. Dargestellt sind die Mittelwerte aus der Priméarkultur von je-

weils zwei Regenbogenforellen nach 96 h Exposition; in Zusammenarbeit mit S. Pawlowski.

Zur Bestimmung der estrogenen Aktivitit der Xenoestrogene Nonylphenol, Bisphenol-A und
170-Ethinylestradiol im Dot Blot RPA wurden Hepatocytenprimérkulturen 96 h je drei Konzentratio-
nen eines Induktors exponiert. Jede Testsubstanz wurde mit Hepatocyten von zwei ménnlichen Indivi-
duen beprobt, die zugehdrigen Induktionskurven aus den Mittelwerten der Parallelexperimente erstellt
(Abb. 3.28). Im Vergleich zu 17p3-Estradiol wiesen die Industriechemikalien Nonylphenol (techn.) und
Bisphenol-A eine deutlich geringere estrogene Potenz auf. Zur genaueren Bestimmung der hormonel-
len Aktivitdt der Testsubstanzen wurden die zu gleichen Vitellogenin-mRNA-Gehalten fithrenden
Effektkonzentrationen an verschiedenen Stellen im linearen Bereich der Induktionskurven bestimmt.
Fiir Nonylphenol konnte somit eine im Vergleich zu 17B-Estradiol um 5.000fach verminderte estroge-
ne Potenz ermittelt werden, Bisphenol-A zeigte eine 4.000- bis 10.000fach verringerte Aktivitit, wo-
bei cytotoxische Effekte eine priazisere Angabe verhinderten.
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Abb. 3.29: RT-PCR-Nachweis der Induktion von Estrogenrezeptor- und Vitellogeninexpression
in der Hepatocyten der Regenbogenforelle nach 24stiindiger Exposition gegeniiber estrogen
wirksamen Verbindungen. Der relative Gehalt und Estrogenrezeptor- und Vitellogenin-mRNA
ist als Ratio zwischen Vitellogenin und dem House Keeping-Protein 3-Actin dargestellt. Die
Mittelwerte wurden aus der Priméarkultur von jeweils zwei Regenbogenforellen ermittelt. Ab-
kiirzungen: Vg — Vitellogenin, Act — B-Actin.

Das Kontrarezeptivum 170-Ethinylestradiol besitzt im Dot Blot RPA die hochste hormonelle Aktivitat
der gepriiften Testsubstanzen. Alle verwendeten Induktorkonzentrationen lagen bereits im Sattigungs-
bereich der sigmoidalen Induktionskurven. Die estrogene Potenz von 170a-Ethinylestradiol konnte

daher nur ndherungsweise ermittelt werden und liegt ungefahr beim vierfachen des fiir 173-Estradiol
ermittelten Vitellogenin-mRNA-Induktionspotentials.

Um die Anwendbarkeit einer semiquantitativen RT-PCR fiir Vitellogenin und Estrogenrezeptor zur

Bewertung des Potentials von estrogen aktiven Verbindungen zu priifen, wurde eine Expositionszeit
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von 24 h gewihlt; auch hier wurde jede Substanz parallel an Primérkulturen zweier méannlicher Re-
genbogenforellen getestet.

Fiir alle Substanzen — 17B-Estradiol, 170-Ethinylestradiol, Nonylphenol, Genistein, Methoxychlor —
konnte auch mit dem RT-PCR System eine eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehung fiir die Vitelloge-
ninexpression ermittelt werden (Abb. 3.29a). 170-Ethinylestradiol und 173-Estradiol zeigten ein ver-
gleichbares estrogenes Potential bei einem LOEC von 100 pM (29,6 bzw. 27,2 ng/L) fiir beide Ver-
bindungen. Im Vergleich hierzu zeigten alle Xenoestrogene eine stark verminderte endokrine Aktivi-
tat. Das aus Sojabohnen stammende Phytoestrogen Genistein induzierte die Synthese von Vitelloge-
nin-mRNA ab einer Konzentration von 100 nM (27,0 ug/L), wobei die Vitellogeninexpression bis zu
einer Konzentration von 10 uM kontinuierlich anstieg. In der hdchsten Konzentration wurde dagegen
ein signifikant verminderter Vitellogenin-mRNA Gehalt gemessen, was auf das Erreichen einer cyto-
toxischen Konzentration schlieBen lasst, zumal die Zellen bei dieser Konzentration nur noch unvoll-
stindig am Boden der Zellkulturplatten adhériert waren. Die estrogenen Potentiale von Methoxychlor
und Nonylphenol lagen in der gleichen GroBenordnung; fiir beide Substanzen wurde ein LOEC von 1
UM bestimmt (220 pg/L bzw. 346 pg/L). Ordnet man die getesteten Chemikalien nach absteigendem
endokrinen Potential, ergibt sich folgende Reihenfolge (in Klammern das estrogene Potential in Bezug
auf 17B-Estradiol): 170-Ethinylestradiol > 173-Estradiol > Genistein (~ Faktor 1.000) > Methoxychlor
(~ Faktor 6.000) > Nonylphenol (~ Faktor 20.000). Die fiir die Expression des Estrogenrezeptors er-
mittelten Dosis-Wirkungskurven zeigen im Allgemeinen eine mit der Vitellogenininduktion ver-
gleichbare Form (Abb.3.29b). Allerdings war der basale Gehalt an Estrogenrezeptor-mRNA in beiden
Fischen sehr unterschiedlich, was zu hohen Standardabweichungen fiihrte. Daher liegen die LOECs
fiir die Induktion des Estrogenrezeptors um ein bis zwei Dekaden iiber den fiir die Vitellogenininduk-
tion ermittelten Werten.

Vergleicht man die mittels Dot Blot RPA und RT-PCR ermittelten estrogenen Wirksamkeiten, so er-
geben sich fiir die Vitellogenininduktion vergleichbare Werte, wobei die Sensitivitit im RT-PCR-

System trotz kiirzerer Expositionszeit leicht erhoht erscheint.

3.2.8 Verwendung des Vitellogenin-mRNA-Assay fiir das Screening auf endokrin

wirksame Abwisser

Im Rahmen einer fiir das Amt fiir Gewésserschutz und Abfallwirtschaft des Kantons Bern, Schweiz
durchgefiihrten Abwasserbewertungsstudie wurden sechs Abwésser ergidnzend auf ihre estrogene Po-
tenz untersucht. Vorausgehend wurden diese Abwiésser einer intensiven Untersuchung auf Cytotoxizi-
tat unterzogen. Tab. 3.11 gibt eine Zusammenfassung der Befunde zur 6kotoxikologischen Charakteri-
sierung der sechs untersuchten Abwisser.

Mit der permanenten Zelllinie RTG-2 konnte nur im Abwasser der Klaranlage Worblental ein leichter
cytotoxischer Effekt ermittelt werden, durch S9-Supplementierung wurde eine Toxifizierung von
Lyss, Lotzwill und Bern erreicht. Die Abwisser der Klaranlagen Bern, Biel, Huttwil, Lyss und Wor-
blental verursachten in Hepatocytenprimérkulturen nach 24 h Exposition cytotoxische Effekte, die
entweder durch LDH-Freisetzung oder MTT-Assay dokumentiert werden konnten (Abb. 3.31 und
3.32).



3. Ergebnisse 69

2 min

Abb. 3.30: Estrogene Aktivitit von sechs Schweizer Abwissern im Vitellogenin-mRNA-
Assay (Dot Blot). Die Exposition der Abwisser erfolgte in einer 1 : 8-Verdiinnung in Medium
M199 fiir 48 h. Pro Dot wurden 1 pg Gesamt-RNA aufgetragen. In den unbelasteten Hepatocy-
ten konnte keine Vitellogenin-mRNA nachgewiesen werden; mit 100 nM 17f—Estradiol be-

lastete Hepatocyten zeigten eine starke Reaktion hinsichtlich der Vitellogeninsynthese

Tab. 3.11: Zusammenfassung der Befunde von 6kotoxikologischen Untersuchungen an sechs Abwasserproben
aus dem Kanton Bern. Die stéirkste toxikologische Belastung konnte fiir die Probe Bern, eine leichte Belastung
fiir Biel, Lyss und Worblental ermittelt werden

Test Parameter Bern Biel Huttwill Lyss Lotzwill ~ Worblental
Cytotoxizitit, NR, n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. +/- *
RTG-2-Zellen ohne S9

NR, +3 n.b. nb.?2 +/- 1 + ok +/-
mit S9
Cytotoxizitit, LDH- +4 +/-$ +/-3 +-3 n.b. +/-3
Hepatocyten Freisetzung
Toxizitit, MTT- + +/- n.b. + n.b. +/-

Hepatocyten  Assay

Legende:

+ = deutliche Wirkung; +/- = leichte Wirkung; n.b. = nicht bestimmbare Wirkung

Endkonz.: Endkonzentration, d.h. 50 % Abwasser im Testansatz, OA: Orginalabwasser, Fkt.: Aufkonzentrie-
rungs-Faktor des OA; NR: Neutralrot-Test; *Vitalitdt der Zellen bei 50 % Orginalabwasser (OA): 80-85 % **
Vitalitdt der Zellen bei 50 % Orginalabwasser (OA): 60-65 %; 'Vitalititsanstieg bis 120 % ab 0,39 % des OA;
?leichter Vitalitdtsanstieg; SLOEC: 0,39 % OA; “max 200 % bei der Endkonz.; 5Hepatocyten; *max. 120 % der
Kontrolle; *max. 113 bis 120 % der Kontrolle.
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Abb. 3.31: Toxizitit der Abwasserproben aus dem Kanton Bern nach 24 Stunden Exposition an isolierten He-
patocyten aus der Regenbogenforelle. Als Endpunkt wurde die Aktivitdt der Laktatdehydrogenase (LDH) im
Uberstand verwendet, die iiber die Absorption bei 340 nm aus acht Replika photometrisch bestimmt und als
Prozent der Kontrolle aufgetragen wurde. Die LDH-Freisetzung ins umgebende Medium ist ein Parameter fiir
Membranschiddigungen der Zellen. Die mit * gekennzeichneten Konzentrationen des Abwassers unterschieden
sich in einem post-hoc-Test nach Dunnett mit einer Signifikanz p < 0,05 von der Kontrolle. %OA: Prozent des
Orginalabwassers im Testansatz.

Eine deutliche Schéadigung der isolierten Hepatocyten konnte fiir die Abwasserproben Bern ermittelt werden,
die bei 33 % des Orginalabwassers einen LDH -Anstieg auf etwa 200 % der Kontrolle induzierte. Fiir die Pro-
ben Worblental, Biel, Lyss und Huttwill konnte eine leichte, aber statistisch signifikante Erhéhung der LDH-
Aktivitat durch die Abwasserexposition ermittelt werden (max. 115-120 % der Kontrolle). Die Probe Lotzwill

beintriachtigte die LDH-Freisetzung der isolierten Hepatocyten in keiner Weise.

Da von einer Verstirkung dieser Effekte bei einer verldngerten Expositionszeit, wie sie flir den Vitel-
logenin-mRNA-Assay bendtigt wird, ausgegangen werden musste, wurde fiir die zu diesem Zweck
durchgefiihrten Abwasserbelastung der Hepatocyten ein Kompromiss aus moderat verldngerter Expo-
sitionszeit und erhohter Abwasserverdiinnung geschlossen: Die Hepatocytenpriméirkulturen wurden

48 h mit einer 1: 8-Verdiinnung der Abwésser belastet.
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Abb. 3.32: Toxizitdt der Abwasserproben aus dem Kanton Bern nach 24 Stunden Exposition an isolierten He-
patocyten aus der Regenbogenforelle. Als Endpunkt wurde die Aktivitdt der succinatabhidngigen mitochondria-
len Dehydrogenase im MTT-Assay verwendet, die iiber die Absorption bei 550 nm aus acht Replika photomet-
risch bestimmt und als Prozent der Kontrolle aufgetragen wurde. Die mit * gekennzeichneten Konzentrationen
des Abwassers unterschieden sich in einem post-hoc-Test nach Dunnett mit einer Signifikanz p < 0,05 von der
Kontrolle. %0OA: Prozent des Originalabwassers im Testansatz.

Eine deutliche Schidigung der Zellen konnte bei den Abwasserproben Bern und Lyss ermittelt werden. Die
Proben Biel und Worblental bewirkten eine statistisch signifikante Aktivierung der succinatabhingigen De-

hydrogenase von isolierten Hepatocyten.

Die Abwisser der Klaranlagen Bern, Biel, Huttwill, Lyss und Lotzwill zeigten unter diesen Bedingun-
gen keine endokrine Aktivitdt auf die Hepatocyten (Abb 3.30). In der Abwasserprobe der Kliranlage
Worblental konnte dagegen ein deutliches estrogenes Potential nachgewiesen werden. Die estrogene
Potenz dieses Abwassers liegt zwar deutlich unter der 100 nM Estradiolkontrolle, die in etwa die ma-
ximal erreichbare Vitellogenin-mRNA Syntheserate induziert, zeigt jedoch hinsichtlich der kurzen
Expositionszeit dennoch deutliche endokrine Aktivitit. Es ist nicht auszuschlieBen, dass auch fiir die
anderen Abwisser bei geringerer Verdiinnung ein estrogenes Potential hitte nachgewiesen werden

konnen.
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3.3 Invivo-Untersuchungen zur estrogenen Aktivitit von umweltrelevan-
ten Chemikalien

Zusammenfassung

Fiir eine grundlegende Beurteilung des estrogenen Potentials von Xenobiotika in der Umwelt
sind In vivo-Untersuchungen unerldsslich, da nur die Belastung eines intakten Organismus Auf-
schluss tiber Bioakkumulation, metabolische Umsetzung und Exkretion von Xenoestrogenen ge-
ben kann. Aus diesem Grund ist die Validierung der In vivo-Expressionsmuster von Genen, die
als Biomarker fiir eine estrogene Wirkung eingesetzt werden, notwendig. In der Regenbogenfo-
relle wurden vergleichende Untersuchungen zur Kinetik der Expression von Vitellogenin auf
mRNA- und Proteinebene durchgefiihrt, um Vor- und Nachteile dieser beiden Detektionsmetho-
den fiir die Probennahme im Freiland abzuschdtzen. Die hohe Persistenz des Proteins im Plas-
ma mdnnlicher Regenbogenforellen impliziert hierbei eine héhere Sensitivitit diese Methode bei
einer intermittierenden Belastung in der Umwelt, wobei dadurch jedoch auch die Gefahr einer
Uberschiitzung des tatscichlichen estrogenen Potentials besteht.

Die parallele Exposition von Medakas und Zebrabdrblingen gegeniiber ausgewdhliten Xe-
noestrogenen in zeit- und dosisabhdngigen Experimenten erbrachte signifikante Unterschiede in
der Reaktivitit dieser Fischarten gegeniiber den einzelnen Substanzen. Allgemein konnte im
Zebrabdrbling eine Erhéhung der transkriptionalen Aktivitit der Leber in Folge einer estroge-
nen Wirkung beobachtete werden, wogegen beim Medaka nur eine Verdnderung des Expressi-
onsmusters der estrogen-regulierten Gene nachweisbar war. Hinsichtlich der estrogenen Sensi-
bilitdt, war beim Zebrabdrbling eine hohe Sensitivitiit gegeniiber 17o+Ethinylestradiol nach-
weisbar, das eine Induktion von Vitellogenin- und Estrogenrezeptor o-Expression bis zu einer
nominalen Konzentration von 2,5 ng/L hervorrief. Im Medaka konnte dagegen erst ab einer
Konzentration von 25 ng/L eine Reaktion auf die Prisenz des synthetischen Estrogens gemessen
werden. Fiir Nonylphenol wurde bei beiden Fischarten eine vergleichbare estrogene Sensitivitdt
mit einem LOEC von 8,5 - 25 ug/L bestimmt. Methoxychlor wiederum zeigte in subletalen Do-
sen keinen Einfluss auf die estrogen-induzierte Genaktivitdit im Zebrabdrbling, wogegen im Me-
daka einer Induktion der Genexpression von Choriogenin H, Vitellogenin und Estrogenrezeptor
o beginnend mit einer Konzentration von 25 ug/L nachweisbar war.

Am Beispiel des Zebrabdrblings konnte in adulten Mdnnchen keine Verweiblichung des Gona-
dengewebes, sondern eine Destruktion des Hodens im ultramikroskopischen Bild beobachtet
werden. Eine Verweiblichung der Geschlechtsorgane ist demzufolge nur in einer fritheren Ent-
wicklungsphase dieser Fischart méglich. In diesen Zusammenhang konnte eine estrogene Sen-
sibilitdt der Larven bereits in einem Alter von 4 Tagen nach der Eibefruchtung nachgewiesen

werden.
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3.3.1 In vivo-Untersuchungen an der Regenbogenforelle - Ein Vergleich zwischen Ex-
pression der Vitellogenin- und Estrogenrezeptor-mRNA und der Sekretion von
Vitellogenin in das Blutplasma minnlicher Regenbogenforellen nach einmaliger
Injektion von 1 mg/kg 17B-Estradiol

Die Expression eines Proteins wird auf transkriptioneller Ebene durch Transkriptionsrate und mRNA-
Stabilisierung geregelt. Um Aufschliisse liber das Expressionsmuster von Estrogenrezeptor- und Vitel-
logenin-mRNA in der Regenbogenforelle zu gewinnen, wurde eine einmalige Injektion (i.p.) méinnli-
cher Tiere mit einer Dosis von 1 mg 17B-Estradiol pro kg Korpergewicht vorgenommen. Anschlie-
Bend wurden Vitellogenin und Estrogenrezeptor-mRNA iiber Dot Blot RPA und/oder RT-PCR be-
stimmt. Zusétzlich wurde der Vitellogeningehalt im Blutplasma der Tiere per ELISA bestimmt, um
den endokrinen Status der Zelle mit dem in méannlichen Tieren akkumulativen Exportprozess zu ver-
gleichen. Nach der Injektion konnte eine drastische Induktion der Vitellogeninsynthese beobachtet
werden, die sowohl als Vitellogenin-mRNA in der Leber (Abb. 3.33) als auch als exportiertes Protein
im Plasma (Abb. 3.34) nachgewiesen werden konnte. Erwartungsgeméil erfolgte die Sekretion des
Vitellogenins ins Blutplasma etwas verzogert zur mRNA-Synthese in der Leber. Bereits 24 h nach der
Injektion konnte ein erheblicher Teil an Vitellogenin-mRNA (22,7 % des ermittelten Maximalwerts)
in der Leber nachgewiesen werden, wogegen nur wenig Vitellogenin im Plasma gemessen werden
konnte (0,5 % des ermittelten Maximalwerts).
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Abb. 3.33: Relativer Gehalt an Vitellogenin-mRNA in der Leber von minnlichen

Regenbogenforellen nach Injektion von 1 mg/kg 17B-Estradiol ermittelt {iber den Dot Blot
RPA
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Abb. 3.34: Vitellogeningehalt im Blutplasma ménnlicher Regenbogenforellen nach Injekti-
on von 1 mg/kg 17B-Estradiol.

Sowohl Vitellogenin-mRNA in der Leber als auch Vitellogeningehalt im Blut stiegen im weiteren
Zeitverlauf bis zum MeBpunkt bei 96 h nach der Injektion weiter an. Neun Tage bzw. 216 h nach der
Estradiol-Injektion zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen den beiden Endpunkten: Zu
diesem Zeitpunkt waren nur noch 16,5 % des maximal ermittelten Vitellogenin-mRNA-Gehalts in der
Leber vorhanden, jedoch konnte immer noch
75,5 % der maximal ermittelten Vitellogenin-
konzentration im Blutplasma gemessen werden
(Abb. 3.33 und 3.34). War die Vitellogenin-
mRNA in der Leber bereits neun Tage nach dem
durch die Injektion simulierten, einmaligen Be-
lastungsereignis wieder in hohem Malie abge-
baut, so war die Abnahme von Vitellogenin im
Blutplasma im Vergleich erheblich schwicher,

was fur eine hohe Verweildauer und damit fir

eine Akkumulation von Vitellogenin im Blut-

Abb. 3.35: Semiquantitative RT-PCR der Expression
von Estrogenrezeptor (ER), Vitellogenin (Vg) und B-

plasma ménnlicher Regenbogenforellen spricht.

Actin (B-Act) in minnlichen Regenbogenforellen Vergleicht man die im Dot Blot RPA ermittelten

nach Injektion von 1 mg/kg 17B-Estradiol (E2). DNA- absoluten Werte fiir den Vitellogeningehalt mit
Std. — A-EcoR I/Hind III digest der in durch RT-PCR amplifizierten Vg0.8

cDNA-Menge (Abb. 3.35), so wird deutlich,
dass eine quantitative Beurteilung der RT-PCR-Ergebnisse nur im linearen Bereich der PCR-
Amplifikation mdglich ist. Fiir die Vitellogenin-mRNA-Gehalte in den Hepatocyten nach Injektion
einer hohen 17B-Estradiol-Dosis wurden in dieser RT-PCR zu viele Amplifikationszyklen durchge-
fiihrt, so dass bereits vor Beendigung der PCR die Konzentrationen von Nukleotiden oder Primern

nicht mehr in geniigend hohem Uberschuss vorlagen.
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Die Expression des Estrogenrezeptorgens verdeutlicht weit stirker die zeitabhidngige Plastizitdt der
Hormonantwort auf die 17B-Estradiol-Injektion als die der Vitellogenin-mRNA (Abb. 3.36). Bereits
24 h nach Auslosung des Hormonpulses liegt die Estrogenrezeptor-mRNA in maximaler Konzentrati-
on vor und fallt im Verlauf der folgenden 168 h wieder kontinuierlich unter die Nachweisgrenze ab. Es
wird deutlich, dass vor Beginn einer intensiven Vitellogeninsynthese zunichst eine Erh6hung der zel-
luldren Estrogenrezeptor-Konzentration stattfindet, da das Maximum der Vitellogeninsynthese erst
nach 96 h erreicht wurde. Die im Vergleich zur Estrogenrezeptor-mRNA einen langen Zeitraum in
hoher Konzentration nachweisbare Vitellogenin-mRNA weist zusétzlich auf eine hohe Halbwertszeit
der zuletzt genannten mRNA hin, da eine estrogenbedingte mRNA-Neusysynthese bei beiden Genen
stattfinden wiirde.
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Abb. 3.36: Semiquantitative RT-PCR-Analyse der Estrogenrezeptor-Expression in
der Leber ménnlicher Regenbogenforellen nach Injektion von 1 mg/kg 17B-Estradiol.
Wihrend die Konzentration in der Kontrolle unter der Nachweisgrenze liegt, war die
maximale Konzentration bereits nach 24 h erreicht und sank im weiteren Verlauf des

Experiments kontinuierlich bis unter die Detektionsgrenze ab.

3.3.2 In vivo-Untersuchungen am Medaka (Oryzias latipes) — Exposition von (Xeno)-

estrogenen unter semistatischen und Durchflussbedingungen

Estrogenrezeptor o, Choriogenin H und Vitellogenin stellen Estrogen-regulierte Gene dar, die in der
Leber weiblicher Medakas im Zuge der Oogenese exprimiert werden. Um die erstrogenabhingige
Reaktion dieser Gene hinsichtlich zeitlicher und dosisbezogener Expression zu charakterisieren, wur-
den ménnliche Medakas im Durchfluss 17a-Ethinylestradiol exponiert. In Bezug auf die zeitabhéangige
Expression dieser Gene wurde eine Belastung mit 50 ng/L. 17a-Ethinylestradiol simuliert; die Dosis-
abhingige Expression infolge exogener Estrogenbelastung wurde nach S-tdgiger Exposition unter
Durchflussbedingungen mit 170-Ethinylestradiol (0,25 — 85 ng/L), Nonylphenol (2,5 — 85 pg/L) und
dem Proestrogen Methoxychlor (2,5 — 85 pg/L) gemessen. Parallel wurden diese Versuche mit dem

Zebrabirbling durchgefiihrt, um potentielle speziesspezifische Unterschiede zu erforschen.
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Betrachtet man die pro Leber isolierte RNA-Menge als Marker fiir eine potentielle Hypertrophie der
Leber in Folge drastisch gesteigerter Genaktivitét, konnte sowohl bei den zeit- als auch bei den dosis-
abhingig exponierten Medakas keine Anzeichen fiir eine verdnderte transkriptionelle Gesamtaktivitét
der Leber in Form ecines allgemeinen RNA-Anstiegs festgestellt werden (Abb. 3.37 und 3.38). In Be-
zug auf die estrogenabhingige Expression der drei gemessenen Gene waren jedoch eindeutige Zeit-
und Dosis-Wirkungsbeziehungen feststellbar. Bereits 24 h nach Beginn der Belastung mit 50 ng/L
Ethinylestradiol wurde hohe Expressionsraten fiir alle Gene gemessen (Abb. 3.37). Im weiteren Ver-
lauf des Experiments verlief die Expression im Rahmen der Quantifikationsméglichkeiten der RT-
PCR weitgehend konstant; es waren keine adaptiven Reaktionen der Ménnchen auf die exogene

Estrogenapplikation feststellbar.
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Abb. 3.37: Zeitabhingige Expression der Vitellogenin-, Choriogenin H- und Estrogenrezeptorgene in der
Leber ménnlicher Medakas nach Belastung mit 50 ng/L 17o-Ethinylestradiol. Die Ergebnisse sind als Ratio
zwischen dem estrogen-regulierten Gen und dem House Keeping-Protein Elongationsfaktor 1o dargestellt,
das als interner Standard verwendet wurde. Die unterbrochene Linie zeigt die Konzentration an Gesamt-
RNA, die pro Leber isoliert werden konnte (rechte Ordinate). Die angegebenen Werte sind Mittelwerte (n = 6
bzw. 7 fir RNA-Gehalt). Vg: Vitellogenin 1, Chrg: Choriogenin H, ER: Estrogenrezeptor o, ELF: Elongati-

onsfaktor 1c.

Im Experiment zur Dosis-Wirkungsbeziehung wurde eine bemerkenswert niedrige Sensitivitit des
Medakas gegeniiber 170-Ethinylestradiol ermittelt (Abb. 3.38). Eine signifikante Induktion der Ex-
pression von Vitellogenin und Estrogenrezeptor war erst ab einer Konzentration von 85 ng/L nach-
weisbar. Fiir die Expression von Choriogenin H wurde eine hochsignifikante Expression iiber dem
Kontrolllevel bereits ab einer Konzentration von 25 ng/L (p = 0,001) gemessen, wobei das Profil der
Dosis-Wirkungskurve jedoch flacher als bei Estrogenrezeptor und Vitellogenin ausfallt.

Die Belastung mit Nonylphenol fiihrte bis zu einer Konzentration von 25 pg/L zu einer signifikanten
Aktivierung des Vitellogeningens (p = 0,001). Bei niedrigeren Testkonzentrationen konnte eine deutli-

che Expression von Vitellogenin-mRNA in einzelnen Individuen beobachtet werden, jedoch war in
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der Mehrzahl der Proben keine Vitellogenin-mRNA identifizierbar, so dass individuelle Unterschiede
im Grundexpressionslevel oder Unterschiede in der Empfindlichkeit fiir Hormone zu bestehen schei-
nen.

Parallel zu Vitellogenin wurde auch eine verstarkte Expression des Estrogenrezeptors o in allen Kon-
zentrationen oberhalb 8,5 pg/L. Nonylphenol gemessen. Wie bei Vitellogenin zeigten wiederum ein-
zelne Individuen bei tieferen Konzentrationen erhohte Estrogenrezeptor-Expression. Wie bereits bei
170-Ethinylestradiol war der Bereich einer signifikanten Choriogenin H-Induktion durch Nonylphenol
bis einschlieBlich 8,5 ng/L nachzuweisen. Auch fiir Methoxychlor war eine eindeutige estrogene Akti-
vitdt im Medaka nachzuweisen, so dass eine ausreichende Metabolisierung durch den Organismus
stattfinden muss. Bis zu einer Konzentration von 25 pg/L. Methoxychlor wurde in allen Individuen
eine massive Induktion von sowohl Vitellogenin, Choriogenin H als auch Estrogenrezeptor o bei allen
Individuen gemessen. Eine Induktion der Vitellogeninexpression war auch bei 70 % aller Tiere aus der
Testgruppe von 8,5 ug/L nachweisbar.
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Abb. 3.38: Estrogen-abhingige Reaktion der Leber des Medaka auf die Belastung mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen der Xenoestrogene 170-Ethinylestradiol, Nonylphenol und Methoxychlor in vivo. Der pro Leber
durchschnittlich isolierte RNA-Gehalt ist als Maf} fiir die allgemeine transkriptionelle Aktivitdt des Organs an-
gegeben. Induktion von Vitellogenin (Vg), Choriogenin H (Chg) und Estrogenrezeptor o (ER) sind als Ratio

zwischen estrogen-reguliertem Protein und dem House Keeping-Protein Elongationsfaktor 1o (ELF) dargestellt.

Neben der Exposition unter Durchflussbedingungen stellt die Belastung mit (Xeno-)Estrogenen unter
semistatischen Bedingungen (periodischer Wasserwechsel) eine weit verbreitete Applikationsart dar.
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Um zu klédren, inwieweit sich semistatische Expositionssysteme fiir eine Bestimmung estrogener Akti-
vitdten in Losungen eignen, wurden ergdnzend méinnliche Medakas mit 17a-Ethinylestradiol und No-
nylphenol in einem semistatischen System fiir sieben Tage exponiert, wobei jeden Tag die Hélfte des
Expositionswassers erncuert wurde.

Vergleichbar mir der Durchflussexposition wurde fiir Nonylphenol auch hierbei eine Detektionsgrenze
fiir die Expression von Vitellogenin von 20 pg/L ermittelt (Abb. 3.39). Auch fir 170-Ethinylestradiol
lag die Nachweisgrenze bei einer tolerierbar abweichenden Konzentration von 25 ng/L im Vergleich
zu den 50 ng/L, die im zeitabhidngigen Durchflussexperiment bestimmt wurden. Wiederum waren
individuelle Unterschiede in der Empfindlichkeit fiir Estrogene festzustellen, wobei in den Kontrollen,
die in 0,001 % DMSO, das als Losungsvermittler verwendet wurde, exponiert waren, hochstens Spu-
ren von Vitellogenin-mRNA nachzuweisen waren. In diesem Sinne erscheint eine semistatische Expo-

sition bei hdufigem Austausch der Hormonldsung zu vergleichbaren Induktionsergebnissen zu fiihren.
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Abb. 3.39: (A) RT-PCR der Vitellogeninexpression in ménnlichen Medakas (Oryzias latipes) nach 7-tdgiger
Exposition von Nonylphenol und 170-Ethinylestradiol unter semistatischen Bedingungen. Die Gesamt-RNA von
vier Individuen, die gegeniiber 100 ng/L 170-Ethinylestradiol exponiert waren, wurden mit den Nonylphenol-
exponierten Proben coamplifiziert, um die Vergleichbarkeit beider PCR-Léufe zu gewahrleisten. (B) Die densi-
tometrische Analyse des Gels ist als Ratio zwischen Vitellogenin und dem Elongationsfaktor 1o dargestellt, der
als interner Standard verwendet wurde. NP: Nonylphenol, EE2: 17a-Ethinylestradiol, ELF: Elongationsfaktor
lo, Vg: Vitellogenin, Std: 100 bp DNA ladder (peqlab) von 200 — 1.000 bp.

3.3.3 In vivo-Untersuchungen am Zebrabirbling (Danio rerio) — Auswirkung der Ex-
position von (Xeno-)estrogenen auf Genexpression und Ultrastruktur von Leber
und Hoden

Betrachtet man die Verteilung von Estrogenrezeptoren in den Geweben adulter ménnlicher Fische
nach Estrogenexposition, so weisen besonders Leber und Geschlechtsorgane hohe Konzentrationen
von Estrogenrezeptoren auf (Legler et al. 2000), so dass sie als Hauptzielorgane fiir eine exogene
estrogene Belastung angesehen werden konnen. Um die Labilitit dieser beiden Organe gegeniiber
Estrogenen oder Estrogen-wirksamen Verbindungen genauer zu beleuchten, wurde die Aktivitit
Estrogen-regulierter Gene sowohl hinsichtlich ihrer zeit- als auch ihrer dosisabhingigen Expression
bestimmt. In der Leber wurden hierfiir die Vitellogenin-dhnlichen cDNAs Vgl und Vg2 sowie der
Estrogenrezeptor oo verwendet, im Hoden wiederum Estrogenrezeptor oo und das Zona Pellucida-
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Protein ZP 2, das als Spermienrezeptor in der Eihiille fungiert und folglich als Marker fiir eine poten-
tielle Verweiblichung des Gewebes steht. Zunédchst wurde die zeitabhéingige Expression dieser Gene
nach Exposition gegeniiber 50 ng/L. 170-Ethinylestradiol unter Durchflussbedingungen gemessen;
danach erfolgte eine Dosis-Wirkungs-Analyse mit 17a-Ethinylestradiol in Konzentrationen von 0,1 —
85 ng/L nach einem Zeitraum von 4 sowie 21 Tagen. Zur Abschétzung des estrogenen Potentials der
weitaus schwicheren Xenoestrogene in vivo wurde exemplarisch eine viertidgige Belastung mit No-
nylphenol und Methoxychlor in einem Konzentrationsbereich von 2,5 — 250 pg/L vorgenommen. Pa-
rallel hierzu wurden Medakas coexponiert, um Aufschluss iiber speziesspezifische Unterschiede hin-
sichtlich der Sensibilitdt und Reaktionsart gegeniiber verschiedenen (Xeno-)estrogenen zu gewinnen.
Expressionsunterschiede wurden als Ratio zwischen dem Estrogen-regulierten Gen und dem als inter-
nen Standard verwendeten House Keeping-Protein Elongationsfaktor 1o gemessen.

Untersuchungen zur Verédnderung der Ultrastruktur von Leber und Hoden unter Estrogeneinwirkungen
wurden nach einer 21-tdgigen Exposition gegeniiber 17a-Ethinylestradiol vorgenommen. Es wurden
je 12 Kontrollen und 12 exponierte Tiere untersucht.

Zeitabhingige Expression Estrogen-regulierter Gene

Als eine erste Reaktion auf die Belastung mit 50 ng/L 170-Ethinylestradiol wurde ein bemerkenswer-
ter Anstieg des RNA-Gesamtgehalt in der Leber gemessen. Der mittlere Gesamt-RNA Gehalt, der pro
Leber eines Zebrabarblings isoliert wurde, stieg beginnend nach einer Expositionszeit von zwei Tagen
signifikant an, bis nach 5 — 7 Tagen ein Plateau erreicht wurde, das beim 5fachen Wert des Kontroll-
Levels lag (Abb. 3.40).
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Abb. 3.40: Estrogen-induzierte Reaktion von Zebrabérblingen auf Belastung mit den Xenoestrogenen 170

Ethinylestradiol, Nonylphenol and Methoxychlor in vivo. Verdnderung im RNA-Gehalt sind als Mittelwerte

der pro Leber erhaltenen Gesamt-RNA Konzentration angegeben. Die Induktion von Vitellogenin 1 (Vgl),

Vitellogenin 2 (Vg2), Estrogenrezeptor o (ER) ist als Ratio gegeniiber dem House Keeping-Protein Elonga-

tionsfaktor 1o (ELF) dargestellt, das als interner Standard verwendet wurde.
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Im Vergleich zur langsamen Anndherung an ein Plateau bei der Betrachtung des Gesamt-RNA-
Gehalts wurde die maximale Expression der Estrogen-kontrollierten Gene Vgl, Vg2 und Estrogenre-
zeptor o bereits nach 24 h erreicht und blieb {iber die gesamte Dauer des Experiments von 17 Tagen
weitgehend konstant. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Vitellogenese beim Zebrabérbling
nicht nur iiber eine Verdnderung des Genexpressionsmusters sondern vor allem auch durch eine Erhé-
hung der gesamten Syntheseleistung der Leber gesteuert wird.

Im Gegensatz zur Situation in der Leber konnte fiir die Expression des Estrogenrezeptors ¢ im Hoden
keine Verdnderung infolge der Belastung mit 17a-Ethinylestradiol gemessen werden (Abb. 3.41). Die
Expression des normalerweise in Ovarien produzierten Zona pellucida Proteins ZP2 war nur in Spuren
im Hoden des Zebrabérblings nachweisbar, die jedoch auch in DMSO- und Wasserkontrollen detek-
tiert werden konnte. Nach einer Expositionszeit von 17 Tagen war jedoch in allen Proben eine Induk-
tion von ZP2 bestimmbar, was eine Verweiblichung des Gewebes andeutet.

Gesamt-RNA [ug/pL]
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Abb. 3.41: Zeitabhingige Genexpression von ZP2 und Estrogenrezeptor im Hoden adulter médnnlicher Ze-
brabérblinge nach Belastung mit 50 ng/L 17a-Ethinylestradiol. Die Ergebnisse sind als Ratio zwischen dem
Estrogen-regulierte Gen und dem House Keeping Protein-Elongationsfaktor 1o angegeben, das als interner
Standard verwendet wurde. Zusitzlich sind zeitliche Verdnderungen im Gesamt-RNA Gehalt, der pro Leber
isoliert wurde, dargestellt (rechte y-Achse). Alle Angaben sind Mittelwerte (n = 8 fiir Gesamt-RNA, n = 6 fiir
Genexpression). ZP2: Zona Pellucida-Protein 2, ELF: Elongationsfaktor 1o

Dosis-abhiingige Expression Estrogen-regulierter Gene

Die Belastung mit 170-Ethinylestradiol in abgestuften Konzentrationen von 0.085 — 85 ng/L fiihrte
ebenfalls zu einem Anstieg der Gesamt-RNA in der Leber, der als sigmoidale Dosis-
Wirkungsbeziehung dargestellt werden kann (Fig. 3.42a). Die Verldngerung der Expositionszeit von 4
auf 21 d fiihrte nicht nur zu einer Erhdhung der RNA-Konzentration bei gleicher Hormondosis, son-
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dern auch zur Erniedrigung der Nachweisgrenze fiir einen signifikanten Anstieg des RNA-Gehalts.
Wihrend nach 4 Tagen eine deutliche Erhohung des Leber-RNA-Gehalts ab einer Konzentration von
8,5 ng/L messbar war, konnte dies nach 21 Tagen bereits ab einer Konzentration von 2,5 ng/L

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.42: (a): Dosis-abhéngige Verdnderung des hepatischen Gesamt-RNA-Gehalts nach einer Exposi-
tionszeit von 4 und 21 Tagen gegeniiber 170-Ethinylestradiol. Die Angaben sind Mittelwerte (n = 8). (b)
— (d): Semiquantitative Analyse der Genexpression von Vitellogenin 2 (Vg2) (b), Vitellogenin 1 (Vgl)
(¢), Estrogenrezeptor o (d) in der Leber adulter, mannlicher Zebrabarblinge bei konzentrationsabhangiger
Exposition von 170-Ethinylestradiol nach 4 und 21 Tagen. Die Verdnderung der Genexpression ist als
Ratio zwischen dem Estrogen-kontrollierten Gen und dem House Keeping-Protein Elongationsfaktor 1o
(ELF) angegeben.

Die hochste eingesetzte Konzentration von 85 ng/L 170a-Ethinylestradiol erwies sich bei langerer Ex-
position bereits als letal fiir einen Teil der Fische. Im Zeitraum von 14 — 21 Tagen nach Versuchsbe-
ginn starben 40 % der Versuchstiere, was auf eine zunehmende physiologische Belastung der Orga-
nismen aufgrund der Hormonwirkung hinweist.

In Bezug auf die Induktion von Z-Vg2, konnte eine vergleichbare Reaktion auf die Hormonbelastung
festgestellt werden, wie sie fiir den Gehalt an Gesamt-RNA beschrieben wurde (Abb. 3.42b). Wieder-
um lag die Detektionsgrenze nach 4 Tagen bei 8,5 ng/L und erreichte nach 21 Tagen einen LOEC von
2,5 ng/L. Fiir Z-Vg1 konnte bereits nach 4 Tagen ein LOEC von 2,5 ng/L ermittelt werden, jedoch war
die Expression des Gens bei dieser Konzentration nur gering, wihrend ab einer Konzentration von
8,5 ng/L Ethinylestradiol groBe Mengen an Z-Vgl-cDNA amplifiziert wurden. Durch Verldngerung



82 3. Ergebnisse

der Expositionszeit auf 21 Tage wurde bei Z-Vgl keine Erniedrigung der Detektionsgrenze, sondern
nur eine Erh6hung der Z-Vgl-Expressionsrate bei 2,5 ng/L erreicht (Abb. 3.42c). Diese Befunde ver-
deutlichen, dass bei Zebrabarblingen eine Korrelation zwischen Vitellogenese und der allgemeinen
Syntheseaktivitiat der Hepatocyten besteht, die gesamte Leber also weitgehend in den Dienst der Re-
produktion tritt.

In der Leber konnte eine positive Autoregulation der Expression des Estrogenrezeptors o beobachtet
werden (Abb. 3.42d): Die Exposition gegeniiber 170-Ethinylestradiol bewirkte eine Induktion der
ERo-mRNA-Transkription ab einer Konzentration von 2,5 ng/L, die bereits nach 4 Tagen erreicht
wurde. Die Verldangerung der Expositionszeit auf 21 Tage ergab keine Erh6hung in der Sensitivitit
gegeniiber Ethinylestradiol, die Induktionskurven verlaufen bei beiden Versuchszeiten weitgehend
deckungsgleich, so dass das Zeitprofil der ERo-Induktion im Vergleich zu den Vitellogeningenen
verkiirzt erscheint. Im Gegensatz zur Leber konnte im Hoden keine Estrogen-abhingige Expression
des Estrogenrezeptors o nachgewiesen werden. Insofern scheint eine gewebespezifisch unterschiedli-
che Kontrolle der Genexpression dieses Rezeptors zu bestehen (Abb. 3.43).

Nach 21 Tagen konnte eine Induktion der Expression von ZP 2 fiir keine Konzentration von 170
Ethinylestradiol nachgewiesen werden. In diesem Sinne scheint eine Verweiblichung der ausdifferen-

zierten Gonade nicht erfolgt zu sein.

Abb. 3.43: Expression von Estrogenrezeptor o

- (ER) und Zona pellucida protein 2 (ZP2) im Ho-
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Neben 170-Ethinylestradiol wurde eine 4tdgige Belastung mit dem schwachen Xenoestrogen No-
nylphenol und dem Proestrogen Methoxychlor vorgenommen, die beispiclhaft als Vertreter fiir
schwach estrogene Substanzen ausgewdhlt wurden. Wie bei der Exposition gegeniiber 170-
Ethinylestradiol wurde auch bei Nonylphenol eine Erhéhung des Gesamt-RNA-Gehalts pro Leber
festgestellt. Jedoch unterscheidet sich die Form der Dosis-Wirkungskurven fiir beide Verbindungen,
da die Steigung der Kurve bei 17a-Ethinylestradiol wesentlich steiler als bei Nonylphenol ausfillt.
Innerhalb subletaler Konzentrationen konnte dagegen bei der Belastung mit Methoxychlor keine Stei-
gerung des Gehalts an Gesamt-RNA pro extrahierter Leber nachgewiesen werden (Abb. 3.44; viel-
mehr starben 80 % der Individuen in der hdchsten eingesetzten Konzentration von 250 pg/L Metho-
xychlor wihrend des Experiments.

Betrachtet man die dosisabhéngige Expression der unter Estradioleinfluss in der Leber exprimierten
Gene Z-Vgl und Z-Vg2, so zeigte Nonylphenol, wie erwartet, eine erheblich geringere Potenz als das
synthetische Estrogen 17a-Ethinylestradiol. Fiir die beiden Vitellogenin-&hnliche Gene Z-Vgl und Z-
Vg2 wurde ein LOEC von 25 pg/L Nonylphenol bestimmt (Ethinylestradiol LOECz.y,: 2.5 ng/L,
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LOEC;.ve: 8.5 ng/L). Anhand der Kurvensteigung kann demnach fiir die Vitellogenininduktion eine
im Vergleich zu 170a-Ethinylestradiol 5.000 — 8.000fach schwichere estrogene Potenz angegeben
werden (Abb. 3.51).

2,0 -

=

=1 L
2 o
< o
Z A
& &
[%2]

[0

O

0,1 10 1000 100000 0,1 10 1000 100000
Konzentration [ng/L] Konzentration [ng/L]
2,0 -
N =
2 i
s 1T 4 2
g i
+— - 0,0 T T T
0,1 10 1000 100000 0,1 10 1000 100000
Konzentration [ng/L] Konzentration [ng/L]
—o— Nonylphenol —m— Methoxychlor —aA— Ethinylestradiol DMSO-Control

Abb. 3.44: Estrogen-induzierte Reaktionen des Zebrabarblings auf die Belastung mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen der Xenoestrogene 17a-Ethinylestradiol, Nonylphenol und Methoxychlor in vivo. Verdnderun-
gen im RNA-Stoffwechsel sind als Mittelwerte der Gesamt-RNA, die pro Leber isoliert wurde angegeben.
Die Induktion von Vitellogenin 1 (Vgl), Vitellogenin 2 (Vg2) und Estrogenrezeptor o (ER) ist als Ratio zum
House Keeping-Protein Elongationsfaktor 1o (ELF) dargestellt.

Fiir Methoxychlor war in den eingesetzten subletalen Konzentrationen keine estrogene Aktivitét ermit-
telbar. Nur bei den beiden {iberlebenden Fischen der hochsten Konzentration von 250 pg/L war eine
Induktion der Vitellogenese nachzuweisen. Fiir den Estrogenrezeptor oo wurde eine signifikante Induk-
tion der Expressionsrate ab einer Konzentration von 25 pg/L Nonylphenol beobachtet (p < 0,002; E-
thinylestradiol LOECgg: 2,5 ng/L). Auch in Bezug auf die Induktion des Estrogenrezeptors kann fiir
Nonylphenol anhand der Kurven eine 6.000 — 8.000fach schwéchere estrogene Potenz als fiir 170
Ethinylestradiol angegeben werden. Die Exposition gegeniiber Methoxychlor fiihrte wiederum nur in
der hochsten, letalen Konzentration (250 pgl/L) zu einer signifikanten Steigerung der Estrogenrezep-
torexpression in der Leber. Nach diesen Ergebnissen scheint Methoxychlor im Zebrabarbling nur in
geringerem Mafle in den hormonell aktiven Metaboliten HPTE umgesetzt zu werden, bevor toxische

Konzentrationen des Ausgangsverbindung erreicht werden.
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Ultrastrukturelle Untersuchungen

Um die in Bezug auf die Expression estrogen-regulierter Gene unterschiedliche Reaktion von Hoden-

und Lebergewebe auf ultrastruktureller Ebene zu iiberpriifen, wurden méinnliche Zebrabarblinge fiir

die Dauer von 21 Tagen mit 25 ng/L 17a-Ethinylestradiol exponiert und mit Kontrolltieren verglichen.

e ~ i .,

Abb. 3.45: (a) Hepatocyten unbehandelter minnlicher Zebrabarblinge weisen einen moderat entwickelten
Nukleolus (Ncl) innerhalb des kugelformigen Nukleus (Nu) auf. Die wenigen Zisternen rauen endoplasmati-
schen Retikulums (Pfeil) sind mit Mitochondrien assoziiert (Mi). Die Hepatocyten beherbergen grofle Glyco-
genmengen (Gly) (8,000 x). (b) Nach 21 Tagen Exposition gegeniiber 25 ng/L 170-Ethinylestradiol zeigen die
Hepatocyten der Mannchen Anzeichen vermehrter Protein-Synthese. Der Nukleolus der Zellen ist signifikant
vergroBert, das raue endoplasmatische Retikulum (rER) und der Golgi-Apparat (Go) stark entwickelt. Die ent-
leerten Glykogenfelder weisen auf einen hohen Energieverbrauch der Zellen hin (8,000 x).

Abb. 3.46: (a) Charakteristische tubulére Struktur eines unbegrenzt spermatogonialen Hodens in den Kontrollen
des Zebrabérblings. Die unterschiedlich entwickelten Keimzellen sind in Zysten angeordnet, die von
cytoplasmatischen Fortsdtze der Sertoli-Zellen begrenzt werden (Pfeil). (2,500 x). (b) Wihrend der
Spermatogenese stoflen die sich entwickelten Spermien Cytoplasma als Residualkérper ab. Der Pfeil weist auf
eine Sertolizelle (Se) in den Kontrollen, die einen Residualkdrper phagozytiert. Leydig-Zellen (Ley),
charakterisiert durch gut entwickeltes endoplasmatisches Retikulum und tubuldre Mitochondrien, sind im
Interstitium lokalisiert. (4,000 x). (c) Eine Sertoli-Zelle mit cytoplasmatischen Fortsdtzen (Pfeile), die sich
zwischen verschiedenen Spermatogonien-Zysten erstrecken bzw. eine Grenze zum Interstitium bilden (6,300 x).
(d) Verlust der Zystenstruktur des Hodens nach 21-tdgiger Exposition gegeniiber 170-Ethinylestradiol. Neben
zahlreichen lysosomalen Elementen sind auch ganze Spermien in Phagolysosomen eingeschlossen (Pfeile).
(2,500 x). (e) GroBe Verdauungsvakuolen im Hoden der Estrogen-exponierten Tiere (Pfeile, vergleiche Abb. (b)
bei gleicher Vergrofierung). Im Vergleich zu den Kontrollen besitzen die Fische eine hohe Zahl von Sertoli-
Zellen (Se) (4,000 x). (f) Spermien-Cluster, das von einem cytoplasmatischen Fortsatz einer Sertoli-Zelle
phagocytiert wurde (6,000 x). Abkiirzungen: Sg I, Sg: primdre bzw. weiterentwickelte Spermatogonien, Sc:
Spermatocyten, St: Spermatidien, Sp: Spermien, Be: Basalzellen.
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Die elektronenmikroskopische Auswertung der Leber der médnnlichen Kontrolltiere zeigt ein einheitli-
ches Leberparenchym, in dem die polygonalen Hepatocyten in einem engen Zellverband aneinander-
lagen. Der kugelformige Kern der Hepatocyten lag leicht dezentral und wies einen mittelgro3en
Nukleolus auf, der in der Mitte des Nukleus lokalisiert war. Die Hepatocyten der Kontrollen zeigten
Bereiche mit glattem endoplasmatische Retikulum auf, besa3en jedoch nur eine geringe Zahl an Zis-
ternen von rauem endoplasmatischen Retikulum, die meist eng mit den zahlreichen Mitochondrien
assoziiert waren (Abb. 3.45a). Die Form der Mitochondrien war rundlich bis langgestreckt, wobei
mitunter auch keulenférmige Exemplare auftraten. Der Golgi-Komplex war nur schwach ausgepragt
und mit nur schwach elektronendichtem Material angefiillt, Peroxisomen waren in moderater Menge
im Cytoplasma verteilt. Fast der gesamte Bereich des Cytoplasmas war mit Glykogen gefiillt, so dass
eine intrazelluldre Gliederung in Speicherareale und synthetisch aktive Bereiche nicht zu erkennen
war; Lipid war in den Zellen nur wenig zu finden.

Nach einer 21-tdgigen Exposition mit 25 ng/L 170-Ethinylestradiol war das Erscheinungsbild der
Hepatocyten signifikant verdndert, wobei besonders Anzeichen einer vermehrten Proteinsynthese au-
genscheinlich waren (Abb. 3.45b): Der Zellkern wies einen enorm vergroflerten Nukleolus auf, das in
den Kernen auftretende Heterochromatin war im Vergleich zu den Kontrollen weitgehend dekonden-
siert. GrofBe Bereiche des Cytoplasmas waren mit Stapeln von rauem endoplasmatischen Retikulum
ausgefiillt, die den Hauptanteil der Zellorganellen ausmachten. Bei einem Teil der untersuchten Fische
war eine leichte Dilatation des rauen endoplasmatischem Retikulums feststellbar, glattes endoplasma-
tisches Retikulum konnte nicht mehr beobachtet werden. Besonders auffillig waren die enorm vergro-
Berten Golgi-Felder, die eine charakteristische graduell verlaufende Zonierung zwischen geringer und
hoher Elektronendichte aufwiesen. Im Vergleich zu den Kontrollen war ein auffilliger Riickgang des
Glykogens festzustellen, das nun in begrenzten, weitgehend entleerten Arealen zu finden war. Im Ge-
halt an Mitochondrien und Peroxisomen wurden keine Unterschiede beobachtet.

Der Hoden des Zebrabarblings wies die typische Morphologie eines unbegrenzt spermatogonialen
Hodens auf, wie er von Grier et al. (1980) beschrieben wurde und der vom begrenzt spermatogonialen
Hoden der Atheriniformes unterschieden werden kann. Innerhalb eines Hodentubulus sind Spermato-
gonien liber die gesamte Linge verteilt und bilden kleine periphere Zysten, die sich im Verlauf der
Spermatogenese in Richtung des Tubuluslumens ausdehnen und vergréfern. Innerhalb der Zysten ist
die Reifung der Keimzellen stets synchron, bis die reifen Spermien in das Tubuluslumen entlassen
werden. Die einzelnen Zysten enthielten Spermatogonien und Spermatocyten unterschiedlicher Ent-
wicklungsstufen (Abb. 3.46a). Mit fortschreitender Entwicklung der Spermatogonien wurde das
Chromatin der Kerne zunehmend dichter und heterogener. Innerhalb des Cytoplasmas, in dem héufig
freie Ribosomen vorkamen, waren die meist kugelférmigen Mitochondrien an einem Zellpol konzent-
riert. Spermatocyten wiesen im Gegensatz zu Spermatogonien hiufig ovale bis langgestreckte Mito-
chondrien auf, die mit elektronendichterem Material gefiillt waren. Wéhrend der Differenzierung der
Spermatiden zu Spermien kam es zur graduellen Verkleinerung des Nukleus, wobei das Chromatin
immer homogener und dichter wurde; parallel wurde hierbei ein groBer Teil des Cytoplasmas abgesto-
Ben. Die einzelnen Zysten der reifenden Keimzellen wurden von Sertoli Zellen umschlossen, die hier-
zu lange cytoplasmatische Ausldufer bildeten. Dabei konnte eine einzelne Sertoli-Zelle durchaus die
Wand zweier benachbarter Zysten formen (Abb. 3.46¢). Die Kerne der Sertoli-Zellen wiesen eine
gelappte, irreguldre Form auf, das Cytoplasma war von hoherer Elektronendichte als bei den Keimzel-

len. Innerhalb des Cytoplasmas wurden kleine, ovale Mitochondrien, moderat ausgebildetes en-
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doplasmatisches Retikulum und Lysosomen beobachtet, die zum Teil zu Residualkérpern entwickelt
waren (Abb. 3.46b). Benachbarte Sertoli-Zellen waren durch gut entwickelte Zelljunktionen aneinan-
dergeheftet. Innerhalb des Interstitiums waren vereinzelt Leydig-Zellen zu finden, die durch stark ent-
wickeltes endoplasmatisches Retikulum und fiir steroidbildende Zellen typische tubulo-vesikulére
Mitochondrien gekennzeichnet waren (Abb. 3.46b).

Nach 21tdgiger Exposition gegeniiber 25 ng/L 17a-Ethinylestradiol war die klar definierte zystenarti-
ge Organisation des Hodens in einem Teil der Fische vollig aufgehoben (Abb. 3.46d). In allen Indivi-
duen zeigten sich Merkmale einer zunehmenden Degeneration des Gewebes, die sich besonders in der
Zunahme der Zahl der Sertoli-Zellen duflerte, die eine grofle Menge signifikant vergroBerter Residual-
korper enthielt (Abb. 3.46e). Haufiger wurden im Cytoplasma der Sertoli-Zellen Phagolysosomen
beobachtet, die einzelne Spermien oder gar ganze Spermiencluster enthielten, was auf eine vermehrte
Resorption von Spermien schlieen lésst (Abb. 3.46f). Des weiteren waren innerhalb des Tubuluslu-
mens hiufig Cluster von degenerierten Spermatozoen zu finden. Neben diesen degenerativen Phino-
menen konnten jedoch keine Anzeichen einer Verweiblichung des Hodengewebes, z.B. in Form der
Ausbildung einer Zwittergonade, auf der Ultrastrukturebene gefunden werden.

3.3.4 Expression und Induzierbarkeit von Vitellogenin, ERc, ERP und ZP2 wihrend

der Larval- und Juvenilentwicklung des Zebrabiirblings

Die Belastung mit Estrogenen wihrend der Larval- und Juvenilentwicklung von Fischen kann zu Ver-
schiebungen im Geschlechterverhiltnis und zu Anomalien der Reproduktionsorgane fithren. Durch die
Messung der Expression der Gene von ERo und ERP sollten potentiell Estrogen-regulierte Differen-
zierungsphasen identifiziert werden; die Bestimmung des Zeitpunktes der natiirlichen Genexpression
von Vitellogenin und ZP2 sollte Aufschluss iiber den Zeitpunkt der Entwicklung einer reproduktions-
fdhigen weiblichen Gonade beim Zebrabérbling geben. Fiir die semiquantitive RT-PCR wurde die
Gesamt-RNA aus je 50 Tieren in einem Alter von 1 - 29 Tagen verwendet, um ein ausgeglichenes
Verhéltnis zwischen genetischen Weibchen und Ménnchen zu erhalten. Zusétzlich wurden Zebra-
barblinge ab der Befruchtung 4 und 6 Tage mit einer Dosis von 100 ng/L 170-Ethinylestradiol be-
lastet. Wiederum wurden in je 50 Individuen die Expression der genannten Gene bestimmt. Als inter-
ner Standard wurde wie bei den Versuchen mit adulten Tieren das House Keeping-Protein Elongati-
onsfaktor 1o verwendet.

Bei der PCR fiir den ERa wurden aus den Gesamtkdrperhomogenaten der Embryonen zwei Banden
dhnlicher Grof3e amplifiziert (Abb. 3.47). Die untere der beiden Banden konnte durch GréBenvergleich
mit dem PCR-Produkt aus der Leber von adulten Zebrabérblingen als cDNA des ERa identifiziert
werden, jedoch war es nicht moglich, die Amplifikation der unbekannten cDNA durch Modifikation
von MgCl,-Konzentration und Annealing-Temperatur der Primer vollstdndig zu unterbinden. Die Ex-
pression des ERa konnte in den Zebrabérblinge zunédchst wihrend der Embryonalentwicklung im Zeit-
raum von 1 und 2 Tagen nach der Befruchtung nachgewiesen werden. Das Fehlen der mRNA in den
6 h alten Embryonen bedarf hierbei weiterer Uberpriifung, um diese friihe Expressionsphase eindeutig
maternell oder embryonal synthetisierter mRNA zuzuordnen. Wihrend im Alter von 4 und 6 Tagen

keine mRNA des ERa detektierbar war, wurde eine kontinuierliche Expression wahrend der gesamten
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Juvenilphase von 9 — 29 Tagen festgestellt, wobei zwei Maxima nach 12 und 29 Tagen auftraten. Nach
Exposition der Larven mit 17c-Ethinylestradiol war eine eindeutige Induktion der Expression nach-
weisbar; wihrend in den unbehandelten Tieren nach 4 und 6 Tagen keine ERo-mRNA detektierbar
war, wurde eine eindeutige Expression unter Estrogeneinwirkung beobachtet. Die mRNA des ER[3
konnte beginnend mit einem Alter von 9 d iibereinstimmend mit der zweiten Expressionsphase des
ERa detektiert werden, wobei die Expression kontinuierlich {iber die gesamte weitere Entwicklung
erfolgte. Nach 29 Tagen ist eine etwas verstirke Expression des Gens im Vergleich zur Vorperiode
erkennbar, was wiederum mit den Ergebnissen fiir den ERa korreliert. Bei Estrogenapplikation wurde
der ERP bereits in 4 und 6 d alten Larven deutlich exprimiert, was eindeutig eine estrogene Sensitivitit

des Zebrabarblings wahrend der Larvalentwicklung demonstriert.

ER«

Abb. 3.47: Expression von Estrogenrezeptor o, (ERa), Estrogenrezeptor B (ERP), Zona Pellucida Protein 2
(ZP2), Vitellogenin 1 (Vgl) und Elongationsfaktor 1ow (ELF) im Verlauf der Entwicklung des Zebra-
barblings vom Embryo zum Adultstadium, sowie nach 4 und 6-tdgiger Exposition gegeniiber 100 ng/L
170-Ethinylestradiol ab der Befruchtung. Bei der Amplifikation des ERo wurde eine weitere etwas groBere
cDNA coamplifiziert, die jedoch durch Vergleich mit dem Amplikon aus der Leber von adulten Tieren un-
terschieden werden konnte. Als GroBenreferenz fiir die Amplikons ist auf jedem Gelausschnitt die 600 bp
Bande der verwendeten 100bp DNA-Ladder (Gibco) dargestellt, die besonders hervorgehoben ist.

Die mRNA von ZP2 war wihrend zweier Entwicklungsperioden in den unbelasteten Tieren nachweis-
bar. Zunichst ist eine abnehmende Intensitdt der ZP2-cDNA-Bande wéhrend der Embryonalentwick-
lung erkennbar, was auf die relativ lange Existenz von Resten materneller ZP2-mRNA innerhalb des
Embryos schlieen lédsst, die im Zeitverlauf zunehmend degradiert wird. Die Identitdt der ZP2-mRNA

in den Embryonen wurde mit Northern Blots abgesichert (Ergebnisse nicht dargestellt). Beginnend mit
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einem Alter von 22 Tagen war eine ansteigende Expression von ZP2 festzustellen, in diesem Zeitraum
ist demnach eine Ausdifferenzierung der Gonadenanlage zu einem funktionellen Ovar in den weibli-
chen Individuen zu vermuten. In den Estrogen-exponierten Tieren im Alter von 4 und 6 Tagen konnte
dagegen keine ZP2-Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur ZP2 war keine Expression
von Vitellogenin I wéhrend der gesamten 29tdgigen Entwicklungsperiode zu beobachten, die Tiere
erreichten wahrend dieser Zeit demnach nicht die Geschlechtsreife, da die Vitellogenese fiir die Pro-
duktion reifer Oocyten obligat ist. Aus dem Vergleich von Vitellogenin- und ZP2-Expression resultiert
demnach die Existenz einer Differenzierungsphase, in der das Gonadengewebe bereits ovarienspezifi-
sche transkriptionelle Aktivitdt zeigt, wihrend in der Leber noch keine reproduktionsassoziierten Pro-
zesse stattfinden. Bemerkenswerterweise konnte in den Ethinylestradiol-exponierten Larven die Ex-
pression von Vitellogenin auf dem mRNA-Level nachgewiesen werden, so dass wihrend der Larval-
entwicklung keine transkriptionelle Repressionsmechanismen fiir die Vitellogenese zu bestehen schei-

nen.
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4. Diskussion

4.1 Entwicklung von Nachweismethoden fiir Estrogen-regulierte Gene

Als (semi-)quantitative Nachweismethoden fiir die Expression hormoninduzierter Genprodukte stellt
die vorliegende Arbeit auf mRNA-Ebene Northern-Dot Blot-RNase Protection-Assay (RPA)- und RT-
PCR-Verfahren zur Verfiigung. Sowohl RT-PCR als auch eine Kombination aus Northern Dot Blot
und RPA wurden als Methoden zur Detektion von Vitellogenin aus der Regenbogenforelle aufgrund
ihrer unterschiedlichen Eigenschaften hinsichtlich Sensitivitdt und Quantifizierbarkeit etabliert. Im
Vergleich zum klassischen Northern-Blot bietet die Direktapplikation der Proben auf die Blotting-
Membran in einem Dot-Blot bei einer hohen Stringens der Hybridisierungsreaktion den Vorteil einer
direkten Vergleichbarkeit von einer groflen Zahl von Einzelproben; durch die Vermeidung des meist
unvollstdndigen RNA-Transfers ergibt sich zudem eine Erh6hung der Sensitivitat bei einer gleichzei-
tigen Reduktion der Arbeitsschritte (Farrell 1998). Da die verwendete Vitellogenin-cRNA-Sonde
Vgl.1 hochspezifisch die Vitellogenin-mRNA-Bande im Northern-Blot markierte, war es moglich auf
die groBenspezifische Auftrennung des RNA-Gemischs zu verzichten und somit ein Dot-Blot-
Verfahren durchzufiihren. Aufgrund der hohen Stabilitit von RNA-RNA-Hybriden wurden fiir die
Vitellogenin-mRNA-Detektion DIG-markierte cRNA-Sonden verwendet, um eine hohe Stabilitdt der
Hybride zu erreichen und durch die dadurch einsetzbaren hohen Hybridisierungstemperaturen Back-
ground-Reaktionen zu minimieren. Um die Spezifitdt der Hybridisierung zu maximieren, wurde im
Anschluss an die Hybridisierungsreaktion ein einzelstrangspezifischer RNA-Verdau mit RNase A
durchgefiihrt; hierdurch wird nicht hybridisierte einzelstrangige RNA wirkungsvoll entfernt, was eine
verbesserte Quantifizierung der spezifischen mRNA-cRNA-Hybride gewéhrleistet (Zhan et al. 1997).
Mit dieser Technik war es moglich, die Nachweisgrenze fiir den Vgl.1-sense-Standard bei Verwen-
dung Chemolumineszens-optimierten Filmmaterials bis auf eine maximale Sensitivitit von 120 fg zu
senken, was einer Menge von 600 fg Vitellogenin-mRNA entspricht. Generell ist es hierbei moglich,
mit DIG-markierten Nukleinsdure-Sonden Sensitivititen zu erreichen, die mit auf Isotopen-
Markierung basierenden Detektionstechniken vergleichbar sind (Kimpton et al. 1989, Azzi et al.
1990), wobei durch die Verwendung von Chemolumineszenssubstraten weitere Sensitivititssteigerun-
gen erzielt wurden (Mas et al. 1993, Trayhurn et al. 1995, Zajc et al. 2000).

Die Moglichkeit der simultanen Priifung einer groflen Zahl von Proben macht es im Dot-Blot moglich,
synthetische sense-cCRNAs in Konzentrationsreihen als Mengenstandard aufzutragen und anhand der
errechneten Regressionskurven eine exakte Quantifizierung unbekannter mRNA-Mengen vorzuneh-
men. Diese Methode wurde bereits fiir die Quantifizierung differentiell exprimierter Gene bei Hybridi-
sierung mit radioaktiv markierten cRNA-Sonden verwendet (Y oshikawa und Aizawa 1988, Flouriot et
al. 1995). Durch die Einfiihrung eines RNase-Verdaus, wie im hier dargestellten Testsystem, ist je-
doch gewihrleistet, dass unspezifische Bindung durch die hohe Anzahl an in den Proben vorkommen-
der Non-Target-mRNA unterbunden wird. Weiterhin erméglicht die Verwendung von Chemolumines-
zenssubstraten, die im Vergleich zur radioaktiven Detektion nur kurze Expositionszeiten erfordern, ein
wiederholtes Auflegen von Rontgenfilmen, wodurch verschiedene Belichtungszeiten verwendet wer-
den konnen. Hierdurch ist es moglich, eine graduierte Grauwertabstufung iiber einen groflen Konzent-
rationsbereich zu erreichen.
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RT-PCR-Verfahren wurden in den letzten Jahren hdufig fiir Expressionsmessungen von verschiedenen
Genen verwendet. Im Vergleich zu Northern Blot-Experimenten liegen die Vorteile des RT-PCR-
Verfahrens in der geringen benétigten Ausgangsprobenmenge und der erhohten Sensitivitét (Wang et
al. 1996), Nachteile bestehen jedoch in Bezug auf die Quantifizierbarkeit der Resultate, da bei der
reversen Transkription in Einzelproben héufig unterschiedliche Effektivititen erzielt werden (Nash et
al. 1998), und die Amplifikation nur in einem engen Konzentrationsbereich linear verlauft (Ko et al.
1995). Zur exakten Quantifizierung der Expressionsraten von Genen in RT-PCR-Verfahren ist daher
die Anwendung sogenannter kompetitiver PCR-, Real Time PCR- oder auf Standardkurven basieren-
den Amplifikationstechniken notwendig (Mansfield et al. 1998, Haberhausen et al. 1998, Jung et al.
2000). Aufgrund der hohen Arbeitsintensitdt und Kosten, die diese Methoden erfordern, ist beim der-
zeitigen Stand der Technik eine Aufarbeitung grofer Probenmengen noch wenig praktikabel. Somit
bleibt als Alternativmethode nur eine semiquantitative Erfassung differentiell exprimierter Gene,
durch Coamplifikation einer cDNA eines konstitutiv exprimierten House Keeping Proteins, wodurch
Amplifikationsunterschiede zwischen beiden Genprodukten rechnerisch korrigiert werden kdnnen
(Kloas et al. 1999, Scholz und Gutzeit 2000).

Im Falle der Estrogen-regulierten Gene von an der Reproduktion beteiligten Proteinen liegen in ménn-
lichen Individuen nur minimale Expressionsraten oder eine vollkommene Unterdriickung der
Transkription vor, so dass sehr grole Mengenunterschiede von mRNA zwischen beiden Geschlechtern
vorliegen. Da die oberste Pramisse fiir ein Screeningsystem nach der Auswirkung von Spuren estroge-
ner Schadstoffe in einer Maximierung der Sensitivitat liegt, ist es mittels RT-PCR nicht moglich, eine
stets gleich gute Quantifizierbarkeit der Amplifikate zu gewihrleisten. Bei einer hohen Expressionsra-
te der Estrogen-induzierbaren Gene ist eine Quantifizierung der Expressionsrate bei hohen Hormon-
konzentrationen nicht mehr zu sicher zu stellen, ohne einen Sensitivititsverlust in Kauf zu nehmen, da
die gleichen Genprodukte bei starker Expression bereits nach wenigen Amplifikationszyklen, bedingt
durch den Verbrauch von Reaktionskomponenten, nicht mehr exponentiell angereichert werden, wéh-
rend der Nachweis bei schwacher Expressionsrate erst durch eine hohe Zyklenzahl zu gewéhrleisten
ist. Daher wurde bei der Etablierung eines RT-PCR-Verfahrens fiir die Vitellogenin-mRNA der Re-
genbogenforelle primér auf das Erreichen einer niedrigen Nachweisgrenze geachtet, um den als quan-
titative Methode verwendbaren Dot Blot RPA zu ergénzen.

Durch die Erhdhung von MgCl,-, ANTP- oder Enzymkonzentrationen kann zwar die Amplifikationsra-
te erhoht werden, jedoch sind hierbei Verluste in der Spezifitdt der Reaktion zu befiirchten (Newton
und Graham 1994). Um eine hohe Sensitivitit der Vg0.8-cDNA Amplikation bei hoher Spezifitéit zu
erreichen, wurden die als PCR-Enhancer bekannten Substanzen Glycerol und Formamid getestet (Sar-
kar et al. 1990, Varadaraj und Skinner 1994, Nagai et al. 1998, Kovarova und Traber 2000). Die Ver-
wendung von 5 % Formamid fiihrte zu einer Erhdhung der Sensitivitdt der Amplifikation, wenn zu-
sitzlich die Konzentration der eingesetzten MuLV Reversen Transkriptase verdoppelt wurde. Hohere
Formamidkonzentrationen wurden nicht getestet, da diese zu einer Inhibierung der Amplifikation fiih-
ren sollen (Comey et al. 1991, Varadaraj und Skinner 1994). Die PCR-beschleunigende Wirkung von
Formamid, die vor allem bei GC-reichen DNA-Segmenten zu beobachten ist, beruht auf der Eigen-
schaft dieser Verbindung die Hybridisierungstemperatur zur Bildung von DNA-Doppelstréingen in
wassriger Losung herabzusetzen (Schmeckpeper und Smith 1973) und somit die Anlagerung der Pri-
mer an die Zielsequenz zu erleichtern. Jedoch herrscht bisher Unklarheit, in welcher Weise hierbei die
Spezifitdt der Reaktion erhoht wird. Durch zusdtzliche Supplementierung des PCR-Master-Mix mit
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10 % Glycerol konnte fiir die Amplifikation von Vgl.1 eine weitere Erhdhung der PCR-Ausbeute
erzielt werden, wobei die Reverse Transkriptase-Konzentration auf die Herstellerangaben reduziert
werden konnte. In der Literatur ist die Erhéhung von Ausbeute und Spezifitit durch Glycerol wieder-
holt belegt worden (Smith et al. 1990, Pomp et al. 1991, Cheng et al. 1994). Die Glycerol-induzierten
Verbesserungen in der PCR-Qualitidt werden dabei auf eine Erhéhung der hydrophoben Interaktion
zwischen verschiedenen Proteindoménen, auf die Denaturierung von RNA-Sekundéarstrukturen, die
eine Primeranlagerung erleichtern, sowie auf eine Erhdhung der Denaturierungstemperatur der betei-
ligten Enzyme zuriickgefiihrt (Nagai et al. 1998). Uber eine additive Wirkung von Glycerol und For-
mamid sind bisher keine Daten vorhanden; dagegen berichten Varadaraj und Skinner (1994) bei Kom-
bination beider PCR-Beschleuniger vom Auftreten unspezifischer Banden bei gleichbleibender Ampli-
fikationseffizienz. Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen wurde fiir die Amplifikation von rt-Vg0.8
ein positiver Einfluss der Kombination von beiden Chemikalien auf Effektivitdt der Reaktion festge-
stellt, die eine von der jeweiligen DNA-Struktur und den Reaktionsbedingungen abhéngigen spezifi-

schen Replikationsmechanismus vermuten lassen.

Aufgrund der geringen RNA-Mengen, die bei der Isolation aus einzelnen Organen von Zebrabérbling
und Medaka zu gewinnen sind, wurde fiir diese beide Fischarten von der Etablierung eines Dot-Blot-
Systems abgesehen. Die hohe Sensitivitdt der PCR-Technik bietet dagegen durch die geringen beno-
tigten Probenmengen die Moglichkeit, die Expression mehrerer Gene parallel zu verfolgen. Aus diesen
Griinden wurde fiir die Untersuchungen in den beiden kleinwiichsigen Fischarten die Entwicklung von
RT-PCR-Systemen gegeniiber dem Dot-Blot bevorzugt. Fiir die Konstruktion spezifischer Primerpaare
wurde zundchst Information iiber die bis dahin unbekannten mRNA-Sequenzen des Vitellogenins von
Medaka und Zebrabarbling sowie des Estrogenrezeptors des Zebrabérblings benotigt.

In Anbetracht der ermittelten Nukleotidsequenz konnte die M-Vgl.6 cDNA als das 5’-Ende des Me-
daka-Vitellogenins identifiziert werden. Sowohl in der Sequenz als auch der im Northern-Blot ermit-
telten GesamtgroBe des Medaka-Transkripts zeigen sich groBte Ahnlichkeiten zum Vitellogenin des
Killifisches (Fundulus heteroclitus). Die Sequenzhomologie zwischen Oryzias and Fundulus betragt
72 %, die GroBe des mRNA-Transkripts ca. 5.500 bp, was mit der Lange der Fundulus-Vitellogenin-
mRNA von 5.197 bp vergleichbar ist (LaFleur et al. 1995). Hier spiegelt sich die nahe Verwandtschaft
zwischen den in Nord- und Mittelamerika verbreiteten Familie der Fundulidae und den ostasiatischen
Adrianichthyidae wieder, die in die Schwesterordnungen Cyprinodontiformes und Beloniformes ein-
geordnet werden, die sich vor ca. 45 Mio Jahren voneinander getrennt haben (Nelson 1994). Beziiglich
der Konservierung der Aminosduresequenz verringert sich die Homologie mit abnehmender evolutio-
ndrer Verwandtschaft: wahrend ein Alignment mit Euteleostei, wie Fundulus heteroclitus oder der
Regenbogenforelle (Mouchel et al. 1996), eine Ubereinstimmung von mehr als 50 % identischer Ami-
nosduren ergibt, liegt die Aminosduresequenzidentitidt von M-Vgl.6 zu anderen Vertebraten wie dem
Stor (Acipenser transmontanus; Bidwel and Carlson 1995), dem siidafrikanischen Krallenfrosch (Xe-
nopus laevis, Gerber-Huber et al. 1987) oder dem amerikanischen Neunauge (Ichthyomyzon unicuspis;
Sharrock et al. 1992) nur bei 40 —30 % mit absteigender Ahnlichkeit in Reihenfolge ihrer Aufzihlung.
Die Identifikation von M-Vgl.6 als 5’-Ende der Vitellogenin-cDNA kann auch durch eine ProDom-
Computer-Analyse (Corpet et al. 1998) gestiitzt werden; M-Vgl.6 weist die typische Lipovitellin 1
(Lvl)-Doméne auf, die in der N-terminalen Region des Proteins zu finden ist. Diese Proteindomine ist

fiir das Vitellogenin sowohl von Vertebraten als auch Invertebraten, aber auch fiir die der gleichen
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Proteinfamilie zugerechneten Proteine Apolipoprotein B100 und dem mikrosomalem Triglycerid-
Transferprotein charakteristisch (Anderson et al. 1998).

Im Vergleich zur Vitellogenin-cDNA des Medakas sowie der meisten anderen Vertebraten Vitelloge-
nine ist das Vitellogenin 1 des Zebrabirblings (4,5 kb), das beziiglich der geringen Zahl an fiir die
PCR-Amplifikation benétigten Zyklen das Haupttranskript zu sein scheint, von bemerkenswert gerin-
ger Lange. Nach einem Alignment mit den Vitellogenin-cDNAs des Killifischs (Fundulus heterocli-
tus; Lafleur et al. 1995) oder des Tilapia (Oreochromis aureus; GenBank AF017250), die eine Lange
von 5,2 bzw. 5,5 kb besitzen, fand die Mehrheit der Nukleotid-Deletionen im Bereich der Lipovitellin
2 (LV2)-Domine statt. Da die korrespondierende cDNA der Dickkopfelritze (Pimephales promelas,
Korte et al. 2000) mit 4.0 kb eine vergleichbare Tendenz in der GroBenreduktion zeigt, scheint dies fiir
die Vitellogenine der Cypriniformes eine charakteristische Eigenschaft zu sein. Die Aminosdurese-
quenz von Z-Vgl weist 34 Serinreste auf, was mit anderen Fischarten wie der Regenbogenforelle (30
Serine, Goulas et al. 1996) oder der Dickkopfelritze (24 Serine) vergleichbar ist. Andere Teleostei wie
Killifisch (Fundulus hetroclitus) oder Tilapia (Oreochromis aureus) aber auch der weile Stor (Acipen-
ser transmontanus, Bidwel und Carlson 1995) besitzen dagegen eine weit ausgedehntere Polyserin-
doméne, was eine grofle Variationsbreite dieser Doméne innerhalb der Fische anzeigt. Die Lénge der
Polyserindoméne wird haufig mit einer fortschreitenden Evolutionsstufe innerhalb der Vertebraten in
Verbindung gebracht, da Krallenfrosch und Huhn wiederum lingere Phosvitindoménen als Fische
besitzen (La Fleur et al. 1995). In dieser Hypothese werden die Ca*-komplexierenden Eigenschaften
der Phosphatreste als Calciumspeicher fiir die Verkndcherung der Skelettstrukturen angesehen (Follet
und Redshaw 1968, Wallace 1970). Betrachtet man jedoch die phylogenetischen Beziehungen inner-
halb der Fische, besitzen an der Basis stehende Gattungen wie Ichthyomyzon oder Acipenser ver-
gleichsweise lange Phosvitindoménen, der frith im Stammbaum der Teleostei evoluierte Seitenzweig
der Cyprinodontiformes extrem kurze und die am Ende der Teleosteerlinie stehenden Percomorpha
und Atherinomorpha wiederum moderat lange Phosvitindoménen. In diesem Sinn kann die Lénge der
Phosvitindoméne nicht mit einer fortschreitenden Verknocherung des Vertebratenskeletts korreliert
werden, sondern es scheint sich vielmehr um eine schnell und unabhéngig von den Lipovitellindomé-
nen mutierende Doméne innerhalb des Proteins zu handeln.

Mit der cDNA Z-Vg2 konnte im Zebrabédrbling ein zweites Vitellogenin-dhnliches Transkript nach-
gewiesen werden. Obwohl das N-terminale Ende von Z-Vg2 nicht definitiv identifiziert werden konn-
te, erscheint dieses Transkript von geringerer Grofle als Z-Vgl zu sein, da beim Alignment beider
c¢DNAs zahlreiche Liicken aufgrund fehlender Nukleotidfolgen in Z-Vg2 entstehen. In diesem Zu-
sammenhang zeigt das Fehlen identischer Sequenzabschnitte jedoch auch, dass beide Transkripte nicht
Splicevarianten eines einzelnen Gens sein konnen, sondern Produkte verschiedener Genloci sein miis-
sen. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass in Z-Vg2 keine Doméne mit einer Hiufung von Serinresten
identifiziert werden konnte, die sonst fiir die Polyserindoméne in Vertebraten typisch ist (Byrne et al.,
1989a). Zur ndheren Charakterisierung der Funktion dieses zweiten Transkripts bedarf es jedoch der
weiteren Aufklarung, ob das Z-Vg2-Transkript tatsdchlich zu einem funktionellen Protein, das in die
Vitellogenese involviert ist, translatiert wird. In diesem Zusammenhang ist jedoch interessant, dass
auch im Haushuhn, fiir das ebenfalls mehrere Vitellogeningene identifiziert wurden, ein Transkript mit
einer stark verkiirzten Phosvitindoméne existiert (Byrne et al. 1989b). Wihrend die Existenz mehrerer
Vitellogeningene bisher fiir die héheren Vertebraten wie Vogel und Amphibien als typisch galt, weist



4. Diskussion 95

das Auftreten zweier sehr unterschiedlicher Vitellogenintranskripte im Zebrabérbling auf die Mog-
lichkeit einer weiteren Verbreitung mehrerer Vitellogeneningene innerhalb der Teleostei hin. Als wei-
tere Beispiele fiir Unterschitzung der Genvielfalt bei Fischen wurden von Wittbrodt et al. (1998) zahl-
reiche Multigenfamilien beschrieben, fiir die bei anderen Vertebraten nur ein Gen bekannt ist. Die
Autoren folgern aus ihren Beobachtungen, dass vollstdndige Genomduplikationen wahrscheinlich nur
vor der Trennung der Evolutionslinien von Fischen und hoheren Vertebraten stattgefunden haben;
linienspezifische Genduplikationen scheinen dagegen weit verbreitete Ereignisse unter den Teleostei
zu sein. Durch dieses Phdnomen wird eine erhéhte Genomkomplexizitit erreicht, die diese Tiergruppe

dazu befahigt, sich schnell auf veraindernde Umweltbedingungen anzupassen.

Das neu identifizierte cDNA-Fragment fiir den Estrogenrzeptor o des Zebrabarbling erstreckt sich von
der DNA-bindenden C-Doméne bis zur Hormon-bindenden E-Doméne, die beide unter den Vertebra-
ten hochkonserviert sind (Le Dréan et al. 1994). Ein Alignment mit der cDNA des Estrogenrzeptor o
des getiipfelten Gabelwelses (Ictalurus punctatus) beweist die Identifikation einer o-Variante des
Estrogenrezeptors des Zebrabirblings, dass sowohl in der C- als auch der E-Doméne iiber 90 % der
Nukleotide konserviert sind. Da die E-Doméne der bisher bekannten [B-Formen des Estrogenrezeptors
nur weit schwichere Homologien von ~ 50 % zur a-Form aufweisen (Gustaffson 1999), kann die
Klonierung eines Estrogenrezeptor [-cDNA-Fragments ausgeschlossen werden. Die mRNA-
Transkripte der bisher identifizierten 0-Varianten des Estrogenrezeptors weisen bemerkenswert lange
untranslatierte Regionen auf, so dass die Gesamtgrofie vollstdndiger cDNAs erheblich unter den ver-
schiedenen Teleosteispecies abweicht. Unter dieser Voraussetzung liegen die im Northern-Blot mar-
kierten Banden von 5,2, 4,0 und 2,4 kb innerhalb des Bereichs der bisher bekannten vollstindigen
cDNAs fiir Estrogenrezeptoren des 0-Typs, die von 6,8 kb bei Ictalurus punctatus (Xia et al. 1999) bis
zu 2,8 kb beim japanischen Medaka (GenBank D28954) reichen. Verschiedene Splice-Varianten des
Estrogenrezeptor O sind bei einigen Fischspezies bekannt (Lazennec et al. 1995, Tan et al. 1996, Pati-
no et al. 2000); daher konnte das Auftreten mehrerer Banden im Northern Blot mit der Existenz ver-
schiedener Splicevarianten des ER0-Gens des Zebrabidrblings erklédrt werden. Eine weitere Moglich-
keit besteht auch in der Markierung verschiedener Prozessierungsstufen der ERO-mRNA von der
transkribierten pra-mRNA bis zur tatsdchlich an der Translation beteiligten mRNA-Sequenz.

Andererseits ist es moglich, dass die relativ kurze Z-ER 0.6 cRNA durch ihren C-Doménenabschnitt
auch B-Varianten des Estrogenrezeptors markiert, deren Existenz im Zebrabarbling durch Klonierung
eines 0.8 kb-Fragments nachgewiesen wurde (Legler et al. 2000). Bei Fischen wurden B-Typen des
Estrogenrezeptors mittlerweile bei mehreren Spezies aus sehr unterschiedlichen Familien gefunden.
Hierzu gehoren der getiipfelte Gabelwels (Ictalurus punctatus), der Goldfisch (Carassius auratus), die
Tilapia (Oreochromis niloticus) die Goldbrasse (Sparus auratus), die Regenbogenforelle (Oncorhyn-
chus mykiss) und der Adlerfisch (Micropogonias undulates; Ma et al. 2000, Xia et al. 2000, Chang et
al. 1999, GenBank AF136980, AJ289883, Hawkins et al. 2000), so dass dieser Rezeptortypus allge-
mein bei Vertebraten verbreitet zu sein scheint; da fiir den Estrogen-Rezeptor B bei Sdugetieren mitt-
lerweile zahlreiche Subtypen bekannt sind (McEwen und Alves 1999, Muramatsu und Inoue 2000),
kann die Identifikation weiterer Estrogenrezeptoren auch in Fischen in naher Zukunft erwartet werden.
Unter diesem Aspekt ist auch das Auftreten mehrerer Banden bei der RT-PCR in unterschiedlichen

Geweben des Zebrabérblings zu sehen, die einer weiteren zukiinftigen Untersuchung bediirfen. Be-
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sondere Beachtung gilt in diesem Zusammenhang der Identifikation eines dritten Estrogenrezeptorty-
pus (ERy) bei Micropogonias undulatus (Hawkins et al. 2000), der eine weitere Differenzierung der

estrogen-kontrollierten Genregulation erwarten lasst.

4.2 Induktion von Vitellogenin und Estrogenrezeptor in isolierten Hepa-

tocyten aus der Regenbogenforelle

Die Induktion von Vitellogenin in isolierten Hepatocyten gilt als ein etablierter Biomarker fiir die Pré-
senz einer estrogenen Aktivitdt von Xenobiotika oder Klaranlagenausfliissen (siche Reviews von
Heppel et al. 1995, Toppari et al. 1996, Nimrod and Benson 1996, Ankley et al. 1998), da die Expres-
sion diese Dottervorlduferproteins in Fischen klar dosisabhédngig und Estrogenrezeptor-vermittelt ge-
steuert wird (Vaillant et al. 1988, Pakdel et al. 1991). Tatséchlich konnte in vivo in ménnlichen unbe-
handelten Regenbogenforellen keine Vitellogenin-mRNA detektiert werden; vielmehr wurde in ménn-
lichen Individuen eine Vitellogenin-prd-mRNA nachgewiesen, die jedoch nicht mit der antisense-
Vgl.1-cRNA-Sonde hybridisiert (Ren et al. 1996b). Aus diesen Griinden kann die Detektion von Vi-
tellogenin-mRNA in Hepatocyten von minnlichen Regenbogenforellen unzweifelhaft auf die Prasenz

von exogenen Estrogen-aktiven Substanzen zuriickgefiihrt werden.

4.2.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Etablierung eines auf Hepatocytenprimirkulturen basierenden Detektionssystems erfordert zu-
nichst eine Validierung der verwendeten Kulturbedingungen, um eine durch Estrogen-wirksame Ver-
unreinigungen induzierte Vitellogeninsynthese zu minimieren oder ganz zu vermeiden. Die Verwen-
dung von Mediensupplementen wie FKS oder BSA fiihrte zu einer deutlichen Induktion der Vitello-
geninsynthese in den Kontrollzellen, wobei auch durch Charcoal Stripping des FKS keine vollstiandige
Reduktion des estrogenen Potentials erreicht werden konnte. Das hohe estrogene Potential von Albu-
min konnte in seiner Funktion als steroidbindendes Protein liegen (Westphal 1986, Rosner 1991),
wodurch die Moglichkeit einer Kontamination mit 173-Estradiol beim Aufreinigungsprozess des Pro-
teins aus dem Serum gegeben ist. In fotalem Serum dagegen liegen neben zahlreichen Steroidhormo-
nen wie z.B. Dehydroepiandrosteron (DHEA) auch das Sex-Hormon bindende Protein (SHBG) vor,
das die Konzentration an frei in Losung befindlicher Steroide verdndert. Da die Hepatocyten jedoch
bei serumfreier Kultur keine Einschriankungen in ihrer Kapazitit zur Vitellogenin-mRNA-Synthese
zeigten, kann in den hier vorgestellten /n vitro-Testsystemen auf derartige Supplemente verzichtet
werden.

Trotz serumfreier Kultur der Hepatocyten konnte jedoch eine zeitabhédngige Induktion der Vitelloge-
ninexpression in den unbehandelten Kontrollzellen beobachtet werden, die auch nicht durch Wechsel
von Kulturplatten und -medium unterdriickt werden konnte. Eine Prédinduktion der Vitellogenin-
synthese durch Kontamination des Futters mit Estrogen-aktiven Substanzen kann aufgrund der im
Verlauf der Kultur ansteigenden Vitellogenin-Expressionsrate ausgeschlossen werden, so dass die fiir

die Kultur der Hepatocyten verwendeten Arbeitsmaterialien als Quelle estrogener Kontamination in
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Betracht gezogen werden miissen. In diesen Zusammenhang berichten Miller et al. (1986) von der
Produktion von 17B-Estradiol in Hefekulturen, die durch im Kulturmedium vorhandene Verunreini-
gungen mit Estron hervorgerufen wurden. Ebenso verbleibt durch die Verwendung von Alkylphenolen
als Antioxidantien in Kunststoffen die Moglichkeit, dass die aus Polystyrol hergestellten Zellkultur-
platten Alkyphenole in das Medium abgeben (Soto et al. 1991). Eine weitere Erklarung fiir die anstei-
gende Vitellogeninexpression in den Kontrollzellen besteht in einer potentiellen diffusionsbedingten
Kreuzkontamination aus angrenzenden belasteten Proben der 24-Well-Platten. Beresford et al. (2000)
konnten derartige Phéanomene fiir Alkylphenole nachweisen, die in der Lage sind, aus der Probenlo-
sung in die feste Matrix von Polystyrolplatten einzudringen und sich somit auf unbelastete Proben
ausbreiten. Da ein grofer Teil der bekannten (Xeno-)estrogene vergleichbare moderat unpolare Eigen-
schaften besitzen, konnte hierin ein allgemeines Problem fiir die von der Verwendung von Kunstoff-
kulturplatten abhéngigen Zellkultursysteme bestehen.

4.2.2 Temperatureffekte bei der Vitellogeninexpression

Neben zeit- und dosisabhingiger Expression des Vitellogeningens konnten bei der Hepatocytenpri-
markultur aus der Regenbogenforelle auch temperaturabhingige Effekte hinsichtlich der Kapazitit der
Zellen zur Synthese von Vitellogenin-mRNA beobachtet werden. Generell besitzen bei einer
Temperatur von 18 °C gegeniiber 14 °C kultivierte Hepatocyten eine sowohl in der Quantitét als auch
in der Sensitivitit auf 17B-Estratiol erhohte Reaktivitdt hinsichtlich der Vitellogenin- als auch der
Estrogenrezeptor-mRNA-Expression. Ahnliche Temperatureffekte konnten auch in vivo beim
Atlantischen Lachs (Salmo salar) und bei der Regenbogenforelle nachgewiesen werden. Beide
Fischarten zeigten nach Injektion von 17B-Estradiol erh6hte Vitellogeninsyntheseraten, wenn sie bei
erhohter Wassertemperatur gehéltert wurden (Korsgaard et al. 1986, MacKay und Lazier 1993). In
vitro konnte bei Goldfischhepatocyten ein mit der Inkubationstemperatur steigender
Sauerstoffverbrauch nachgewiesen werden, der zu 50 % auf Proteinsynthese zuriickzufiihren ist
(Krumschnabel et al. 1994). Ebenso wurde in Hepatocytenprimarkulturen der Regenbogenforelle ein
mit der Erhohung der Inkubationstemperatur fortschreitender Anstieg von Sauerstoffverbrauch und
Proteinsynthese beobachtet (Pannevis und Houlihan 1992). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine
allgemeine Erhohung des Zellmetabolismus bei einer Steigerung der Inkubationstemperatur. Koban
(1986) berichtet dagegen von einer differenzierten Verdnderung verschiedener Enzymaktivitaten und
der allgemeinen Proteinsyntheserate bei Primirhepatocyten von Ictalurus punctatus, die bei
Temperaturen zwischen 7 und 25 °C kultiviert wurden. Fiir Hepatocyten aus der Regenbogenforelle
geben Klaunig et al. (1985) ein Temperaturoptimum zwischen 15 und 20 °C fiir die Cytochrom P450-
Aktivitit an, wihrend die Uberlebensrate der Zellen bei sehr tiefen Temperaturen von 4 °C am groBten
war. Verwendet man die Reaggregation der Hepatocyten als einen Marker fiir die Vitalitdt der
Zellkulturen (Maitre et al 1986, Braunbeck et al. 1995), so widersprechen die hier vorgestellten
Ergebnisse diesen Beobachtungen, da eine Vereinzelung der Hepatocyten bei 14 °C nach ldngerer
Kulturdauer festgestellt wurde, was moglicherweise auf differenzierte adaptive Prozesse in den
verwendeten sehr unterschiedlichen Kultursystemen zuriickzufiihren ist.

Aufgrund dieser Beobachtungen bedarf es weiterer Untersuchungen, inwieweit die temperaturabhin-

gige Erhdhung der Vitellogeninexpression zum einen auf eine allgemeine Steigerung der metaboli-



98 4. Diskussion

schen Aktivitdt der Zellen, zum anderen aber auf adaptive, mechanistische Verédnderungen in der Zell-
physiologie oder auf das Erreichen einer fiir die Zellvitalitit giinstigen Inkubationstemperatur zuriick-
zufiihren ist. In diesem Zusammenhang ist zundchst zu kléren, in welcher Weise nicht Estrogen-
regulierte Gene auf unterschiedliche Kulturtemperaturen reagieren, um Aufschluss iiber eine potentiel-
le Temperatursteuerung der Reproduktionsbiolgie der Regenbogenforelle zu erhalten. Hinsichtlich der
Sensitivitit des Detektionssystems konnte durch die Steigerung der Kulturtemperatur von 14 °C auf 18
°C eine Erniedrigung der Nachweisgrenze fiir die hormoninduzierte Vitellogenininduktion auf 100 pM
17B-Estradiol erzielt werden, so dass besonders hinsichtlich der oft schwachen estrogenen Wirkung
vieler Xenoestrogene eine Verbesserung der Assaybedingungen durch die Temperatursteigerung er-
reicht werden konnte.

Vergleicht man RT-PCR- und Northern Dot-Blot-Systeme hinsichtlich ihrer maximalen Nachweis-
grenze fiir eine bestimmtes Genprodukt, so konnen mit dem RT-PCR System weitaus hohere Sensiti-
vitdten erreicht werden (Ko et al. 1995, Wang et al. 1996). Bei der Messung einer hormonkontrollier-
ten Genexpression kann der limitierende Faktor jedoch primér in der hormonellen Ansprechbarkeit des
Gens liegen, iiber die hinaus eine Steigerung der Testsensitivtat nicht mehr moglich ist. In diesem
Sinne konnte fiir die Detektion von Vitellogenin keine Steigerung der hormonabhéngigen Sensitivitét
des Testsystems erreicht werden, da bei einer Verldngerung der Expositionsdauer gegeniiber den Test-
chemikalien auch im Dot Blot RPA eine vergleichbare hormonelle Sensitivitét erreichbar ist. Die zu-
nehmende Vitellogeninexpression in den Kontrollzellen fiihrt hierbei zu einer potentiellen Erniedri-
gung der Nachweisgrenze, da schwach estrogene Effekte durch die Backgroundinduktion iiberdeckt
werden konnen. Betrachtet man die beiden Detektionsysteme hinsichtlich ihrer Kapazitit, die unter-
schiedliche Potenz verschiedener Xenoestrogene darzustellen, so konnten keine signifikanten Diver-
genzen festgestellt werden. Mit beiden Systemen konnten eindeutige Dosis-Wirkungsbeziehungen fiir
die getesteten Verbindungen dargestellt werden; ebenso war die Groenordung des unterschiedlichen
estrogenen Potentials von 17B-Estradiol und Nonylphenol in beiden Systemen vergleichbar. Somit
liegt der Vorteil des RT-PCR-Systems vor allem in der geringeren bendtigten Probenmenge, die eine
parallele Bestimmung der Expression mehrerer Gene ermoglicht, sowie der in verminderten Inkubati-
onsdauer der Hepatocyten bei gleicher Sensitivitit des Testsystems. Bei der kurzen Expositionszeit
von 24 h konnen Abwisser ohne vorherige Sterilfiltration getestet werden, wodurch die Entfernung
von Schwebstoffen gewihrleistet und die Absorption lipophiler Substanzen an die Filtermatrix ver-
mieden wird.

4.2.3 Sensitivitit der Vitellogeninexpression gegeniiber den ausgewihlten Mono-
substanzen

Vergleicht man das Monolayer Primérkultursystem mit anderen /n vitro-Testsystemen, so zeigen sich
eindeutige Varianzen in den Ergebnissen hinsichtlich der Sensitivitdt und der Bestimmung des estro-
genen Potentials. Hierbei sind bei auf Primérhepatocyten basierenden Testsystemen hohe Schwankun-
gen in der Sensitivitdt gegeniiber 17B-Estradiol zu beobachten. Pelissero et al. (1993) geben fiir die
Induktion von Vitellogenin in Hepatocytenaggregatkulturen aus der Regenbogenforelle einen LOEC
von 1 — 10 nM an. Mit dem gleichen Testsystem wurde von Jobling et al. (1993) ein LOEC von 10 pM

fiir die Vitellogenininduktion bestimmt. Smeets et al. (1999b) konnten eine signifikante Vitellogeni-
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ninduktion in Karpfenhepatocyten ab einer Konzentration von 2 nM bestimmen. Alle 3 Testsysteme
basieren auf der Messung von Vitellogenin im Kulturiiberstand der Hepatocyten durch ELISA. Fiir die
Induktion der Vitellogenin-mRNA (gemessen iiber ein radioaktives Dot Blot Verfahren) wurde ein
LOEC von 1 nM (Flouriot et al. 1995, Petit et al. 1999) bestimmt. Dieser Wert wurde nach einer kur-
zen Expositionszeit von 24 h bzw. 48 h ermittelt. Mit dem hier vorgestellten Dot Blot RPA-Assay
waren nach derselben Inkubationszeit vergleichbare Werte messbar, was die Abhdngigkeit der Sensiti-
vitdt eines Testsystems von der Expositionszeit und der verwendeten Detektionstechnik verdeutlicht
(LOEC im Dot Blot RPAgs1, und RT-PCR,4y, jeweils 100 pM 17[3-Estradiol).

Die estrogene Sensitivitdt gegeniiber verschiedenen Xenoestrogenen verlauft bei diesen Studien je-
doch nicht parallel zu den fiir 173-Estradiol gemessenen Ergebnissen, so dass eine hohe Varianz in
den veroffentlichten relativen estrogenen Potentialen dieser Substanzen besteht. Fiir Nonylphenol ge-
ben Jobling und Sumpter (1993) eine relative estrogene Potenz von 9 x 10 an (17B-Estradiol = 1),
wihrend die Ergebnisse von Flouriot et al. (1995) ein estrogenes Potential von 2 x 107 bis 2 x 10™
ergeben. Aufgrund dieser Tatsache ist eine Validierung der in dieser Arbeit ermittelten estrogene Po-
tentiale nur mit Einschrankungen mdoglich, jedoch liegt das estrogene Potential fiir Nonylphenol mit
2 x 10 bis 5 x 107 innerhalb dieses Bereichs. Auch bei anderen Detektionsystemen zeigt sich eine
Variation des fiir Nonylphenol angegebenen estrogenen Potentials. Auf der Basis des MCF-7-
Proliferationsassays wurden estrogene Aktivitidten fiir Nonylphenol publiziert, die um den Faktor
300.000 (Soto et al. 1992), 30.000 (Soto et al. 1995) und 100 (Villalobos et al. 1995) unter dem hor-
monellen Potential von 17B-Estradiol lagen. Zum Teil konnen diese Unterschiede durch die Verwen-
dung verschiedener Isomerengemische von Nonylphenol erklidrt werden, denn von den zahlreichen
Isomeren (Giger et al. 1984), aus denen sich technisches Nonylphenol zusammensetzt, sind nur die
para-Isomere estrogen aktiv (Mueller und Kim 1978). AuBerdem konnen die lipophilen Nonylphenole
in unterschiedlichem Mal} an verschiedene Kulturplatten und Glasmaterialen adsorbieren, die in den
einzelnen Experimenten verwendet wurden.

Zum anderen resultiert die Angabe der unterschiedlichen relativen estrogenen Potentiale auch aus
Schwankungen in der BezugsgroBe fiir 17B-Estradiol, das in Zellen schnell metabolisiert wird (Ten-
niswood et al. 1983), aber auch sensibel gegeniiber Oxidation durch Sauerstoff und UV-Bestrahlung
reagiert.

Dariiber hinaus gilt vor allem fiir Primérzellkulturen, dass die Reaktivitéit der Zellen geniiber Xenobio-
tika vom physiologischen Zustand des Spendertiers abhéngt, was zu Verdnderungen bei der Expressi-
on verschiedener Gene fithren kann. Da die Expression des Vitellogeningens direkt an die zelluldre
Estrogenrezeptorkonzentration gebunden ist (Flouriot et al. 1996), miissen Unterschiede in der estro-
genen Sensitivitdt auch beziiglich jahreszeitlicher Verdnderungen des Estrogenrezeptorgehalts der
Leber der Spendertiere beachtet werden (Smith und Thomas 1991). Mdglicherweise sind hierauf die
bereits erwdhnten Unterschiede in der Sensitivitdt der Hepatozyten gegeniiber 17(3-Estradiol innerhalb
des gleichen Kultur- und Detektionssystems zuriickzufiihren (Pelissero et al. 1993, Jobling und Sump-
ter, 1993).

Fiir Bisphenol-A, das ein dhnliches estrogenes Potential wie Nonylphenol zeigte, sind die in dieser
Studie dargestellten Ergebnisse vergleichbar mit den von Harries et al. (1995) verdffentlichten Werten,
die iiber die Sekretion von Vitellogenin in den Medieniiberstand von Hepatocytenaggregatkulturen aus
der Regenbogenforelle gemessen wurden. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch von Krishnan et al.
(1993), Villalobos et al. (1995) sowie Routledge und Sumpter (1996) publiziert, die die Proliferation
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von MCF-7-Zellen bzw. Reportergenassays flir die Bestimmung verwendeten. Fiir Ethinylestradiol
und Genistein wurden von Pellissero et al. (1993) ebenfalls estrogene Potentiale publiziert, die mit den
hier dargestellten Ergebnissen iibereinstimmen und die iiber die Vitellogeninabgabe in den Kultur-
iiberstand von Hepatocytenprimirkulturen gemessen wurden. 170-Ethinylestradiol ist demnach auch
in vitro ein hoheres estrogenes Potential als 173-Estradiol zuzuordnen, was wohl auf die etwas lang-
samere Metabolisierung dieser Verbindung zuriickzufiihren ist (Tenniswood et al. 1983, Standeven et
al. 1990).

Das Phytoestrogen Genistein besitzt eine weitaus stirkere estrogene Aktivitét als die bisher bespro-
chenen Xenoestrogene Nonylphenol und Bisphenol-A (Faktor 1000 niedriger als 17[3-Estradiol). Phy-
toestrogene sind zum Teil in hohen Konzentrationen in Nahrungsmitteln zu finden. Deshalb ist bei der
Beurteilung des Gefahrdungspotentials zu berlicksichtigen, dass iiber die Nahrung aufgenommene
Phytostrogene ebenso in die Regulation Estrogen-kontrollierter Gene eingreifen kdnnen (Safe et al.
1998a, Safe und Gaido 1998).

Methoxychlor ist a priori keine Estrogen-aktive Verbindung, sondern wird erst durch Demethylierung
zur aktiven Substanz 2,2-Bis-(p-hydroxyphenyl)-1,1,1-trichlorethan metabolisiert (Kapoor et al. 1970).
Die dennoch vergleichsweise hohe estrogene Aktivitit, die bereits 24 h nach Expositionsbeginn nach-
weisbar war, beweist die Erhaltung der metabolischen Kapazitiaten der Hepatocyten in der technisch
einfachen Monolayerkultur. Ahnliche Nachweisgrenzen werden auch von Smeets et al. (1999b) ange-
geben, was die Bedeutung von Primérhepatocyten zur Untersuchung sogenannter Proestrogene unter-
streicht.

Aufgrund des geringen Zeit- und Energicaufwands sind /n vitro-Testsysteme zur Detektion estrogener
Aktivititen hinsichtlich ihrer Eignung als Screening-Systeme im Umwelt-Risikomanagement validiert
worden. Aus diesem Grund ist es notwendig, eine Bewertung der Testssensitivitdt in Bezug auf die in
der Umwelt zu erwartenden Konzentrationen an Xenoestrogenen vorzunehmen. Nonylphenol und
Nonylphenolethoxylate wurden in Konzentrationen von 2,2 - 44 pg/L (10 - 200 nM) bzw. 2,86 —
217 pg/L (ca. 10 - 770 nM) in schweizerischen (Ahel et al. 1994) und von 0,7 - 37 ug/L (3,2 —
172 nM) bzw. 1,8 - 65 ug/L (ca. 6 - 230 nM) in schottischen Kldranlagenausfliissen nachgewiesen
(Pirie et al., 1996). Vergleichbare Konzentrationen wurden auch in anderen européischen Landern und
in Nordamerika nachgewiesen (Dicorcia et al. 1994, Field et al 1996, Fytianos et al. 1997, Lye et al.
1999, Castillo et al. 2000). In Siidostasien wurden jedoch weitaus héhere Konzentrationen von bis zu
1.100 pg/L an Nonylphenol und -derivaten im Abwasser gemessen (Ding et al. 1999).

Natiirliche und synthetische Estrogene wurden in Abwissern aus Deutschland in durchschnittlichen
Konzentrationen von 17 ng/L (57,4 pM; Maximum 65 ng/L = 219 pM) fiir 170-Ethinylestradiol und 4
ng/L (12,9 pM; Maximum 20 ng/L = 64,4 pM) fiir Mestranol gefunden. Die Konzentrationen an 17[3-
Estradiol lagen entweder unter der Nachweisgrenze von 1 ng/L oder im Bereich von 1 - 10 ng/L (3,7 -
37 pM; Stumpf et al., 1996). Dem stehen Werte fiir Klaranlagenausldaufe aus Grofbritannien gegen-
iiber (Desbrow et al. 1998), in denen 170-Ethinylestradiol nur in Spuren gefunden wurde, aber 17[3-
Estradiol in Konzentrationen von 1 — 80 ng/L. nachweisbar war. Fiir Bisphenol A liegen noch wenige
Daten iiber die Verbreitung im Abwasser vor. Im Allgemeinen erscheint diese Verbindung jedoch
keine Rolle in kommunalen Abwéssern zu spielen, konnte jedoch in zum Teil hoheren Konzentratio-
nen bis zu 149 ug/L in Abwissern aus Betrieben der Kunststoffindustrie gefunden werden (Fuerhacker
et al. 2000, Lee et al. 2000). Ausgehend von diesen Daten kann iiber die Bestimmung der Vitellogeni-

nexpression in Primédrhepatocyten mit einer maximalen Sensitivitdt von 100 pm 17(3-Estradiol in Dot
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Blot RPA oder RT-PCR eine estrogene Aktivitit nur in Abwéssern mit einer relativ hohen Kontamina-
tion mit Xenoestrogenen oder Estradiolderivativen identifiziert werden. In diesem Zusammenhang gilt
es jedoch zu bedenken, dass verschiedene estrogene Verbindungen im Abwasser eine additive oder
eventuell synergistische Wirkung auf die Estrogen-regulierte Genexpression entfalten knnen.

Fiir die Untersuchung estrogener Aktivitét in gering bis moderat belasteten Abwéssern besteht die
Moglichkeit, eine Aufkonzentrierung vorzunehmen und/oder organische Extrakte einzusetzen, wo-
durch der Einsatz hoher Schadstoffkonzentrationen simuliert werden kann. Andererseits besteht die
Moglichkeit, die Sensitivitit des Testsystems durch weitere Verbesserung der Kulturbedingungen zu
erhohen. In diesem Zusammenhang wurde eine erhohte Vitellogeninexpressionsrate bei der Verwen-
dung von Aggregatkulturen im Vergleich zu Monolayerkulturen beobachtet (Flouriot et al. 1993).
Ebenso ist es denkbar, die Reaktion der Hepatocyten auf Estrogene iiber den Einsatz von synergistisch
wirksamen Hormonen oder Cofaktoren zu steigern (Peyon et al. 1996). Wie die zum Teil stark diver-
gierenden Ergebnisse zur estrogenen Potenz der hier vorgestellten (Xeno-)estrogene zeigen, muss
jedoch ein weiterer Forschungsschwerpunkt in der parallelen Untersuchung von ausgewéhlten Model-
substanzen in den verschiedenen Testsystemen liegen. Die teilweise sehr unterschiedlichen Reaktivité-
ten einzelner Testsubstanzen in verschiedenen Testsystemen zeigen (Andersen et al. 1999), dass zu-
kiinftig Standardbedingungen fiir endokrine Nachweisverfahren erarbeitet werden miissen, um zu ei-
ner Vergleichbarkeit der Systeme durch zu gelangen.

Im Hinblick auf Schnelligkeit und Sensitivitit konnen auf Hepatocytenpriméarkultur basierende estro-
gene Testsysteme nicht mit den artifiziellen Reportergenassays verglichen werden, die fiir das Scree-
ning hoher Probenzahlen optimiert sind. Vielmehr liegt die Bedeutung von Primérzellkulturen in ihrer
Eignung fiir die Untersuchung grundlegender physiologischer Prozesse, zum Beispiel der metaboli-
schen Aktivierung von Xenobiotica wie des bereits angesprochenen Methoxychlor (Bulger et al. 1978,
Schlenk et al. 1997) oder auch verschiedener PCB-Kongenere (Anderson et al. 1996a). Ebenso konnen
Hepatocytenprimarkulturen als Modellsysteme zur Untersuchung der Interaktion zwischen verschie-
denen anderen nukledren Rezeptorsystemen und der Expression estrogen-regulierter Gene dienen. In
diesem Zusammenhang konnte den Orphan-Rezeptoren COUP-TF (chicken ovalbumin upstream pro-
moter transcription factor) und Arp-1 (apolipoprotein Al regulatory protein 1) eine positive Regulation
des Estrogenrezeptorgens in der Leber der Regenbogenforelle (Lazennec et al. 1997) nachgewiesen
werden. Ebenso sind Wechselwirkungen zwischen Heterodimeren des Peroxisome Proliferator-
activated Receptor (PPAR) / Retinoid X Rezeptors (RXR) oder des Aryl-Hydrocarbonrezeptor (AHR)
/ AHR Nuclear Translocator (ARNT) und Estrogen-responsiven Elementen bekannt, die einen Ein-
fluss auf die Estrogen-vermittelte Regulation der Genexpression haben (Keller et al. 1995, Nuiiez et al.
1997, Klinge et al. 1999). Weiterhin konnen Epidermal Growth Factor (EGF) und Insulin-like Growth
Factor estrogene Wirkungen iiber Phosphorylierungsreaktionen am Estrogenrezeptor vermitteln (Mar-
tin et al. 2000). Im Hinblick auf diese Ergebnisse konnte die Genexpression von Vitellogenin auch
durch Non-Estrogenrezeptor-Antagonisten beeinflusst werden, so dass die Vitellogenin-mRNA-
Expression in Hepatocytenprimarkulturen moglicherweise auch fiir die Detektion indirekt auf das
estrogene System wirkender Xenobiotika eingesetzt werden konnte.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Hepatocytenprimérkulturen aufgrund des erheblichen Zeit-
und Materialaufwands im Vergleich zu Reportergenassays kaum fiir ein Routinescreening grof3er Pro-
benzahlen geeignet sind. Vielmehr legen die physiologisch bedeutenden Biotransformationskapazité-

ten der Hepatocyten eine Anwendung dieser Zellsysteme als ein Modelsystem fiir mechanistische
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Studien nahe. In diesem Zusammenhang besteht auch die Mdglichkeit, gezielt Abwisser oder Sedi-
mentextrakte zu untersuchen, bei denen auf Hefezellen basierende Reportergenassays, die nicht die
komplexen Biotransformations- und Rezeptorsysteme der Vertebraten besitzen (Aoyama et al. 1996,
Escriva et al. 1997), keine estrogen Aktivitdt anzeigen, aus deren Einzugsgebiet jedoch Stérungen in

der Reproduktion bei Wildtierpopulationen bekannt ist.

4.3 In vivo-Expression der Estrogen-regulierten Gene von Estrogenrezep-
tor Vitellogenin und Choriogenin H

4.3.1 Kinetik der Estradiol-induzierten mRNA- und Proteinsynthese von Vitellogenin
in vivo in der Regenbogenforelle

Die rezeptorinduzierte Synthese von Vitellogenin ist ein Prozess, der Kontrollmechanismen auf meh-
reren Regulationsebenen beinhaltet. Neben der Kontrolle der Genexpression auf Transkriptions- und
Translationsebene (Nielsen und Shapiro 1990, Dodson und Shapiro 1994, Gupta und Kanungo 1995,
Flouriot et al. 1996, Edinger 1997) besteht eine zusétzliche Regulation iiber die Zahl und Konzentrati-
on der Estrogenrezeptoren (Perlman et al. 1984, Corthesy et al. 1990, Pakdel et al. 1991, Webb et al.
1992, Flouriot et al. 1997) sowie liber die Verfligbarkeit der am Aufbau des sogenannten “Foldoso-
mes” beteiligten Heatshock-Proteine (Wolffe et al. 1984a, b, Sabbah et al. 1996). Fiir die /n vivo-
Messung der Vitellogeninexpression bei Freiland- oder Versuchstieren aus Kifig- bzw. Bypassexpe-
rimenten als Indikator einer estrogenen Belastung eines Okosystems ist es von Bedeutung, inwieweit
punktuelle Belastungen durch Bestimmung von mRNA und Protein erfasst werden kdnnen bezie-
hungsweise in welchem Ausmal} die Messergebnisse Riickschliisse auf den aktuellen physiologischen
Status einer hormonellen Belastung der Testindividuen zulassen. Aus diesem Grund ist eine grundle-
gende Betrachtung der Kinetik der Expression, Synthese und Export von Vitellogenin notwendig, um
die Anwendbarkeit des Nachweises von Vitellogenin auf mRNA- oder Proteinebene im Freiland be-
werten zu kdnnen.

Betrachtet man die Kinetik von Vitellogenin-mRNA-Synthese und Akkumulation des exportierten
Proteins im Blutplasma von ménnlichen Regenbogenforellen, so ist nach einer einmaligen Injektion
von 1 mg/kg 17B-Estradiol in der Reihenfolge ihrer Synthese zunichst die Vitellogenin-mRNA und
mit zeitlicher Verzdgerung das Protein im Blutplasma nachzuweisen. Wéhrend die Menge der Vitello-
genin-mRNA der Tiere im Verlauf von 9 Tagen jedoch deutlich reduziert wird, bleibt die Konzentrati-
on des Proteins im Blutplasma fast unvermindert hoch. Hierbei ist es von besonderer Bedeutung, dass
in méannlichen Individuen die Aufnahme von Vitellogenin in Oocyten unmoglich ist, so dass das Pro-
tein nur liber Degradation und Ausscheidung {iber die Niere aus dem Tier entfernt werden kann (Her-
man und Kincaid 1988). Aus diesem Grund ergeben sich sehr unterschiedliche Halbwertszeiten fiir die
Prisenz diese Proteins im Blutplasma von Ménnchen und Weibchen. Fiir den siidafrikanischen Kral-
lenfrosch (Xenopus laevis) wurde eine Halbwertszeit von 2 Tagen in weiblichen, jedoch 40 Tage in
ménnlichen Tieren gemessen (Wallace und Jarred 1968). Aus diesen Griinden kann Vitellogenin im

Blutplasma von ménnlichen Fischen noch nachgewiesen werden, wenn bereits keine mRNA in den



4. Diskussion 103

Hepatocyten mehr detektiert werden kann (Le Guellec et al. 1988). Fiir die Nutzung der Vitellogeni-
ninduktion als Biomarker im Freiland ergibt sich hieraus die Konsequenz, dass zum Einen durch die
Bestimmung des Vitellogeninplasmagehalts auch diskontinuierliche Belastungen erfasst werden kon-
nen, zum Anderen besteht hierbei jedoch die Gefahr einer Uberschitzung einer potentiellen estrogenen
Belastung eines Gewdéssers, da der Plasmavitellogeningehalt in geringeren Maf3e als der Vitellogenin-
mRNA Gehalt den Estrogen-regulierten physiologischen Status eines Individuums darstellt. Ebenso
muss beachtet werden, dass die Akkumulation von Vitellogenin im Blutplasma von Ménnchen iiber
eine ldngere Zeitspanne zur Ermittlung einer liberh6hten Genexpressionrate fithren kann.

Im Vergleich zur mRNA des Estrogenrezeptors, die bereits innerhalb der 9tdgigen Versuchsperiode
weitgehend vollstdndig abgebaut wurde, weist die Vitellogenin-mRNA eine hohe zeitliche Stabilitét
auf (Shapiro et al. 1976, Shapiro 1982). Fiir beide mRNAs ist eine Stabilisierung der mRNA nach
Estrogeneinwirkung bekannt. In Hepatocytenprimarkulturen aus der Regenbogenforelle wurde nach
72 h Inkubation mit 173-Estradiol eine Halbwertszeit von 14 h fiir den Estrogenrezeptor und von 29 h
fiir Vitellogenin gemessen (Flouriot et al. 1996), was einer Verdreifachung der Halbwertszeit im Ver-
gleich zu den Kontrollen entspricht. Als ein Faktor fiir die Stabilisierung der Vitellogenin-mRNA
wurde das RNA-bindende Protein Vigilin, das an die 3’-untranslatierte Region der Vitellogenin-
mRNA bindet, identifiziert, wodurch ein Abbau der mRNA durch sequenzspezifische Nukleasen ver-
hindert wird (Dodson und Shapiro 1994, Cunningham et al. 2000). Da fiir beide eine vergleichbare
proteinbedingte mRNA-Stabilisierung postuliert wird (Flouriot et al. 1996), kann die ldngere Halb-
wertszeit fiir die Vitellogenin-mRNA in einer Verldngerung des Polyadenylierungssignals im Verlauf
einer Estrogenexposition liegen. Cochrane und Deeley (1988) beobachteten eine Verldngerung der
Vitellogenin-mRNA nach Estrogenexposition in Hithnern, die mit einer zunechmenden Halbwertszeit
korrelierte, die auch nach Entzug des Hormons erhalten blieb. Diese unterschiedliche Stabilitdtsregula-
tion beider mRNAs gibt zusitzlich Einblick in die differenzierte Steuerung Estrogen-regulierter Gene.
Wihrend der Estrogenrezeptor in der Leber von Fischen unabhingig von der zelluldren Rezeptorkon-
zentration exprimiert wird, ist die Transkription anderer Gene, wie Vitellogenin, direkt mit Menge der
verfiigbaren Estrogenrezeptoren korrelierbar (Flouriot et al. 1997). Um eine differenzierte Steuerung
der Expression verschiedener Estrogen-regulierter Gene iiber die Estrogenrezeptorkonzentration zu
gewihrleisten, ist daher eine hohe Plastizitédt der Rezeptorverfiigbarkeit erforderlich. Aus diesen Griin-
den ist die frithe Transkription und vergleichsweise geringe Stabilitdt der Estrogenrezeptor-mRNA
erkldrbar, iiber die eine unterschiedliche Expression verschiedener Gene in Abhéngigkeit von der
Hormonkonzentration ermoéglicht wird. Als Konsequenz fiir die Verwendung der Vitellogeninin-
duktion als Biomarker fiir die Beurteilung einer estrogenen Belastung besteht demnach die Moglich-
keit, dass andere Estrogen-regulierte Gene bereits bei niedereren Hormonkonzentrationen Expressi-
onsmaxima erreichen, was eine Validierung der Expression von Vitellogenin im Vergleich zu anderen

Genen erforderlich macht.
4.3.2 Estrogene Sensibilitit von Medaka und Zebrabirbling in vivo gegeniiber (Xeno)-
estrogenen

Sowohl der Japanische Medaka (Oryzias latipes) als auch der Zebrabirbling (Danio rerio) wurden als
Modelorganismen fiir das Monitoring einer exogenen endokrinen Belastung vorgeschlagen (Patyna et
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al. 1999, Andersen et al. 2000). Von der US-amerikanischen Umweltbehorde (US Environmental Pro-
tection Agency, 1998) ist dagegen die Dickkopfelritze (Pimephales promelas) als universeller aquati-
scher Testorganismus fiir die Bewertung des umweltgefahrdenden Potentials endokrin wirksamer
Schadstoffe vorgesehen. Unter diesem Aspekt sind vergleichende Studien zur Empfindlichkeit ver-
schiedener Fischarten fiir endokrine Effekte notwendig, da sichergestellt werden muss, ob eine Be-
schriankung auf eine einzige Fischart ein sicheres Umweltmanagement fiir die Bewertung des estroge-
nen Gefahrenpotentials im Freiland gewahrleisten kann.

Da die Expression von sowohl Vitellogenin als auch Estrogenrezeptor a und Choriogenin H (nur beim
Medaka) in der Leber unter strikter estrogener Kontrolle stehen (Skipper und Hamilton 1977, Hay-
ward et al. 1982, Tata et al. 1983, Pakdel et al. 1991, Oppen-Berntsen et al. 1992a, Tata et al. 1993,
MacKay et al. 1996, Murata et al. 1997, Celius und Walther 1998a, Parks et al. 1999), mag eine ver-
gleichende Messung der dosisabhidngigen Expressionsmuster einen ersten Eindruck iiber intra- und

interspezifische Variationen der hormonellen Sensitivitdt geben.

Erhohung des Gesamt-RNA-Gehalts

Betrachtet man zunédchst die unterschiedliche Akkumulation der Gesamt-RNA in Zebrabarbling und
Medaka nach Estrogenapplikation, so wird deutlich, dass bei beiden Fischarten in verschiedener Weise
Einfluss auf die Leberphysiologie genommen wird. Allgemein scheint der Zebrabérbling seinen ge-
samten Lebermetabolismus innerhalb der ersten 5 — 7 Tagen nach Beginn der Exposition gegeniiber
170-Ethinylestradiol, die bendtigt wurden um ein neues Plateau bei der Gesamt-RNA zu erreichen,
auf eine extrem vermehrte Proteinsynthese einzustellen. Der Medaka dagegen moduliert die Zusam-
mensetzung der expremierten Gene, wihrend er die Rate des Proteinmetabolismus in der Leber weit-
gehend beibehélt. Eine Zunahme der Gesamt-RNA wurde in der Leber Estradiol-exponierter Hahne,
ménnlicher Krallenfrésche und auch Regenbogenforellen gefunden (Brasch und Peters 1985, Martin et
al. 1986, Le Guellec et al. 1988) und war mit der Induktion der Vitellogenese korrelierbar.

Parallel zu diesem Ergebnis verdndert sich die Ultrastruktur der Hepatocyten des Zebrabérblings auf-
fillig: Die groBBe Menge an rauem endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Vesikeln, die das elektro-
nenmikroskopische Bild der mannlichen Hepatocyten nach Estrogenexposition prigen, ist charakteris-
tisch fiir die Ultrastruktur der Leber weiblicher Zebrabérblinge wéhrend der Vitellogenese (Peute et
al., 1978, 1985, Olivereau und Olivercau 1979b). Vergleichbare Verdnderungen in der Ultrastruktur
der Hepatocyten wurden auch im Zackenbarsch (Epinephelus akaara; Ng et al. 1984) oder in den Fro-
schen Rana pipiens und Xenopus laevis beobachtet (Lewis et al. 1976, Herbener et al. 1983). Auch im
Medaka treten das raue endoplasmatische Retikulum und die Golgi-Stapel im Weibchen prominenter
hervor (Braunbeck et al. 1992), jedoch geschieht das in weit geringerem Malf3e als beim Zebrabarbling,
so dass bei dieser Fischart die Menge neu-induzierter ribosomaler RNAs unterhalb der statistischen
Varianz des Gesamt-RNA-Gehalts der einzelnen Individuen bleibt.

Diese Unterschiede in der Regulation der Estrogen-induzierten Proteinsynthese mogen die verschiede-
nen Reproduktionsstrategien beider Fischarten reflektieren: Wahrend es dem Zebrabarbling moglich
ist, jeden 2. bis 3. Tag bis zu 300 Eier in das freie Wasser abzulaichen (Eaton und Farley 1974), pro-
duziert der Medaka nur 10 - 30 Eier pro Tag, die das Weibchen nach dem Laichakt an die Analflosse
heftet (Yamamoto 1975). In Bezug auf den Energichaushalt des Zebrabérblings erfordert die massive
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Proteinsynthese, die mit der Vitellogenese einhergeht, einen weitgehenden Verbrauch des hepatischen
Glykogens, wihrend der Gehalt an Lipiden in der Leber zunichst ansteigt (Korsgaard und Petersen
1979, Peute et al. 1985). Daher muss die Energieversorgung der Leber bald auf den Katabolismus von
Aminosduren umgestellt werden (Ng et al. 1984, Korsgaard 1990), was eine erhebliche physiologische
Belastung fiir ménnliche Zebrabérblinge bedeuten kann, die iiber ldngere Zeitrdume hohen Estrogen-
dosen ausgesetzt sind.

Im Zuge der vermehrten Proteinsyntheserate in der Leber wéhrend der Vitellogenese kommt es bei
vielen Fischarten zu einer Erhohung des Hepatosomatischen-Index (HSI, Tam et al. 1983, Benfey et
al. 1989, Maifianos et al. 1994). Ubereinstimmend zum Ausbleiben einer messbaren Erhéhung des
Gesamt-RNA-Gehalts konnte beim Medaka keine Verdnderung des HSI nach Estradiolexposition bis
zu 100 ng/L festgestellt werden (Scholz und Gutzeit 2000). In diesem Sinn kann die starke Erhohung
des Gesamt-RNA-Gehalts im Zebrabarbling mit einer Hypertrophierung der Leber erklart werden
(Emmerson et al. 1979, Olivereau und Olivereau 1979a, Folmar et al. 2001), oder es besteht die Mog-
lichkeit einer Induktion der Proliferation der Leberzellen durch die Hormoneinwirkung. Eine prolifera-
tionsfordernde Eigenschaft von 17[3-Estradiol in Hepatocyten konnte sowohl parallel zur Induktion der
Vitellogenese in Xenopus laevis (Spolski et al. 1985, Aprison et al. 1986, Spolski und Wangh 1987)
als auch bei Mausen und Ratten (Fujii et al. 1985, Francavilla et al. 1989, Machishi et al. 1995) beo-
bachtet werden. Es ist daher notwendig, die Art der Kompensation der vermehrten Proteinsynthese
beim Zebrabarbling genauer zu priifen, da eine vermehrte Zellproliferation eine Induktion von Proto-
Onkogenen beinhalten kann. Da die Beteiligung von Onkogenen aus dem Bereich der Steuerung des
Zellzyklus an der Entwicklung zahlreicher Estrogen-induzierter Karzinome in Sdugern bekannt ist
(Hyder et al. 1992, Hong et al. 1998, Prall et al. 1998), besteht im Bereich der aquatisch lebenden Or-
ganismen ein vermehrter Forschungsbedarf, wie die vermehrte Bildung von Lebercarcinomen nach
Estradiolapplikation im Medaka zeigt (Cooke und Hinton 1999).

Zeitabhiingige-Expression von Vitellogenin, Estrogenrezeptor o, und Choriogenin H in Medaka

und Zebrabirbling

Beziiglich der zeitabhdngigen Genexpression in Folge der Exposition gegeniiber 170-Ethinylestradiol
zeigten alle gemessenen leberspezifischen Genprodukte sowohl in Medaka als auch Zebrabérbling
eine rasche Induktion der mRNA-Synthese, da bereits 24 h nach Expositionsbeginn hohe Expressions-
raten erreicht waren. Dies bedeutet, dass das lipophile Estrogen schnell aus dem Wasser iiber die Kie-
men aufgenommen wird (Quiao et al. 2000) und iiber die Blutbahn zu den Ziclorganen gelangt. In
diesem Zusammenhang gilt es zu beriicksichtigen, dass die Messung der Expression spezifischer Gene
unter Einsatz konstanter Gesamt-RNA-Mengen in der RT-PCR gemessen wurde. Somit ist die aus
einer Hypertrophierung der Leberzellen resultierende Erhéhung der Synthese spezifischer mRNAs
nicht erfasst. Neben Estrogenrezeptoren wurden in der Leber von oviparen Vertebraten auch Andro-
genrezeptoren nachgewiesen (Roy und Chatterjee 1983, Assisi et al. 2000). Bei ménnlichen Tieren
besteht daher die Moglichkeit, dass eine exogen induzierte Vitellogenese durch eine vermehrte endo-
gene Produktion von Androgenen inhibiert werden konnte. Ebenso sind adaptive Reaktionen hinsicht-
lich einer inhibierenden Wirkung durch mit dem Estrogenrezeptor interaggierende Proteine denkbar,

wie sie z.B. fiir Estrogen-kontrollierte Expression von Genprodukten im Gehirn bekannt sind (Gay et
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al. 2000). Die kontinuierliche Expression der gemessenen Genprodukte iiber einen ldngeren Zeitraum
in beiden Fischspezies legt jedoch nahe, dass bei der estrogenen Regulation der Vitellogene-
se/Choriogenese keine adaptiven Prozesse in den Méannchen mdglich sind.

Vergleicht man die dosisabhingige Empfindlichkeit der beim Zebrabarbling verwendeten Markergene
gegeniiber 170-Ethinylestradiol, so wird deutlich, dass die rasche Induktionsskinetik bereits nach einer
kurzen Expositionsphase ein weitgehend konstantes Abbild des Expressionsmusters liefert. Dadurch
bietet der Nachweis der Genexpression von Vitellogenin oder Estrogenrezeptor in diesen kleinwiichsi-
gen Fischarten die Moglichkeit, ein vergleichsweise rasch durchfithrbares /n vivo-Testsystem fiir die
Beurteilung der relativen estrogenen Potenz von der endokrinen Wirksamkeit verddchtiger Verbin-
dungen zu etablieren, die zum Teil erheblich von den in vitro bestimmten Ergebnissen abweichen
kann (Breinholt et al. 2000).

Dosis-abhingige Expression der Estrogen-regulierter Gene in Medaka und Zebrabirbling im
Vergleich

Im Vergleich der dosisabhingigen Regulation der Estrogen-kontollierten Gene von Medaka und
Zebrabirbling fallen zundchst die erheblichen Empfindlichkeitsunterschiede gegeniiber 17a-Ethinyl-
estradiol auf. Parallel zur Induzierbarkeit der Estrogen-regulierten Gene war auch eine erhdhte Letali-
tit des Zebrabédrblings gegeniiber 170-Etinylestradiol festzustellen. Wahrend beim Medaka toxische
Konzentrationen von Ethinylestradiol erst mit 1 ug/L erreicht wurden (Scholz und Gutzeit nach per-
sonlicher Kommunikation), tritt beim Zebrabérbling eine erhdhte Mortalitit von adulten und juvenilen
Individuen bereits ab einer Konzentration zwischen 85 — 100 ng/L auf. Matthews und Zacharewski
(2000) berichten von signifikanten Unterschieden in der Bindungsaftinitit von PCBs an rekombinante
Estrogenrezeptoren von Mensch, Regenbogenforelle und griinen Anolis (Anolis carolinensis). In die-
sem Zusammenhang konnten die Sensitivitidtsunterschiede fiir 17a-Ethinylestradiol in einer strukturel-
len Variation zwischen den E/F—-Doménen der Estrogenrezeptoren von Medaka und Zebrabirbling
liegen. Andererseits miissen auch Unterschiede in der Metabolisierung der Xenobiotika in Betracht
gezogen werden: 170-Ethinylestradiol wird in menschlichen Hepatocyten hauptsichlich direkt in Sul-
fat- und Glucuronid-Konjugate transformiert (Li et al. 1999). Innerhalb der Sdugetiere sind fiir die
Aktivititen der darin involvierten Phase 2-Biotransformations-Enzyme signifikante Speziesunter-
schiede beobachtet worden (Sharer et al. 1995); somit besteht die Moglichkeit, dass unterschiedliche
Enzymeigenschaften auch bei den evolutionér weit voneinander getrennten Fischspezies Medaka und
Zebrabérbling bestehen.

Das Proestrogen Methoxychlor wird durch Demethylierung in der Leber in estrogenwirksame Metabo-
liten umgewandelt (Kupfer und Bulger 1987). Aus diesen Griinden ist eine Variation in der Biotrans-
formationskapazitdt oder sogar der dabei verfolgten Reaktionswege die plausibelste Erklarung fiir die
unterschiedliche estrogene Aktivitdt von Methoxychlor in Zebrabarbling und Medaka. Prinzipiell wird
Methoxychlor hauptséchlich durch das P450-Enzym CYP2 metabolisiert, jedoch bedarf es weiterer
Aufklarung, inwieweit dieser Metabolismus durch verschiedene P450-Isoenzyme modifiziert wird
(Schlenk et al. 1997). Da bei Fischen ein Mangel an Information iiber die Zusammensetzung der
P450-Isoenzyme besteht und Unterschiede zu den bei Sdugetieren bekannten Isoenzymformen zu er-

warten sind (Monostory et al. 1996), sind weitere Forschungen iiber Spezies-spezifische Zusammen-
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setzung und enzymatische Kapazitit der P450-Isotypen bei Fischen notwendig, um nihere Kenntnis
iiber potentiell unterschiedliche Metabolisierung, Bioakkumulation und Exkretion von Xenoestroge-
nen zu erlangen. In Bezug auf Nonylphenol, das bei Salmoniden rasch durch die P450-Isoenzyme
CYPIA und CYP3A metabolisiert wird (Arukwe et al. 1997a, Coldham et al. 1998, Arukwe et al.
2000), lag der Induktionsbereich fiir die Estrogen-regulierten Gene in beiden Fischarten bei vergleich-
baren Konzentrationen. Daher wird bereits bei Betrachtung des unterschiedlichen Reaktionsmusters
von Medaka und Zebrabirbling, das aufgrund der alternierenden hoheren Sensitivitdt der einzelnen
Testsubstanzen in den beiden Fischarten nicht auf Unterschiede in den Nachweisgrenzen zuriickzufiih-
ren ist, bei 17a-Ethinylestradiol, Nonylphenol und Methoxychlor deutlich, dass die Sensibilitdt ein-
zelner Fischarten oder -familien von zahlreichen individuellen Parametern abzuhéngen scheint.

Die Empfindlichkeitsunterschiede fiir die Testsubstanzen lagen jedoch nicht um mehrere GréBenord-
nungen auseinander. Innerhalb einer Fischart lagen die Induktionsbereiche der verschiedenen gemes-
senen Estrogen-regulierten Gene sogar immer innerhalb enger Konzentrationsspannen. Alle gemesse-
nen Genprodukte stehen jedoch in Zusammenhang mit dem Prozess der Oocytenreifung, so dass in
anderen Bereichen der Zellphysiologie, in denen ein Einfluss von Estrogenen auf die Genregulation
besteht, andere Konzentrationen wirksam sein konnen. Bindungsaffinitdtsexperimente beim Adlerfisch
(Micropogonias undulates) ergaben signifikante gewebespezifische Unterschiede zwischen den Estro-
genrezeptorpopulationen in Leber und Hoden (Loomis and Thomas 1999). Dies konnte durch eine
gewebeabhidngige Expression der Estrogenrezeptor a- und 3-Subtypen verursacht worden sein, denn
zwischen Estrogenrezeptor o und 3 wurden signifikante Abweichungen in ihrer Bindungsaffinitét
gegeniiber verschiedenen Xenoestrogenen beobachtet (Pennie et al. 1998, Makela et al. 1999, Sun et
al. 1999, Routledge et al. 2000, Jaimez et al. 2000), und beide weisen Unterschiede in ihrer gewebe-
spezifischen Verbreitung auf (Enmark et al. 1997, Kuiper et al. 1997, Xia et al. 2000, Legler et al.
2000). Ebenso zeigen beide Rezeptorisoformen Unterschiede in ihrer Interaktion mit Coaktivatoren
und Transkriptionsfaktoren (Kraichely et al. 2000, Routledge et al. 2000). In diesen Zusammenhang
konnte fiir den aktiven Methoxychlormetaboliten 2,2-Bis-(p-hydroxyphenyl)-1,1,1-trichloroethan
(HPTE) ein komplexes Reaktionsschema bei der Interaktion mit beiden Rezeptorisoformen festgestellt
werden: wihrend HPTE in transgenen HEPG2 Zellen als Rezeptoragonist von ERa wirkte, zeigte die
Substanz eine antagonistische Wirkung gegeniiber ER[3 (Gaido et al. 1999).

Neben den nukledren Estrogen-Rezeptoren wird jedoch auch von der Aktivierung Estrogen-regulierter
Gene iiber Plasmamembranrezeptoren berichtet (Watson et al. 1995, Levin 1999, Watson et al. 1999,
Baldi et al. 2000, Kuroki et al. 2000, Nadal et al. 2000, Stefano et al. 2000), so dass die Moglichkeit
eines weiteren differenzierten Regulationsystems besteht. Es bedarf weiterfiihrender Studien um zu
kldaren, ob der Einfluss, den Estrogene auf die Prozesse der Sexualdifferenzierung (Feist und Schreck
1996) und Steuerung der Reproduktionsphysiologie (Dawson et al. 1998), Knochenmineralisierung
(Migliaccio et al. 1995) sowie neuronalen Entwicklung (Beyer 1999) ausiiben, in vergleichbaren oder
individuellen Konzentrationsbereichen erfolgt.
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Sensitivitit der Expression der bearbeiteten Genprodukte in Medaka und Zebrabarbling im

Vergleich zu anderen In vivo-Untersuchungen und Schadstoffkonzentrationen in der Umwelt

Fiir Nonylphenol, 170-Ethinylestradiol und Methoxychlor liegen zahlreiche /n vivo-Studien zur endo-
krinen Wirksamkeit in verschiedenen Organismen und Geweben vor, die auf Messung teilweise sehr
unterschiedlicher Endpunkte beruhen. Zur folgenden Validierung der in der vorliegenden Arbeit er-
zielten Messergebnisse werden jedoch nur Daten herangezogen, die die Induktion vergleichbarer Bio-
marker auf Protein- oder mRNA-Ebene erfassen oder endokrine Reaktionen auf der Ebene des Ge-
samt-Organismus darstellen. Viele /n vivo-Studien zur endokrinen Aktivitdt von Xenoestrogenen ba-
sieren auf abdominaler, intravendser, subcutaner oder direkter Injektion der Testsubstanzen in das
Zielgewebe (Purdom et al. 1994, Shelby et al. 1996, Odum et al. 1997, Christiansen et al. 1998a, Pa-
poulias et al. 2000, Folmar et al. 2001). Eine direkte Injektion der Substanzen in den Organismus ist
jedoch nicht mit der Aufnahme iiber natiirliche Expositionswege vergleichbar, so dass diese Daten nur
zu einem qualitativen Vergleich der Ergebnisse herangezogen werden konnen.

Lech et al. (1996) konnten eine Induktion der Vitellogenin-mRNA in Regenbogenforellen nach Expo-
sition gegeniiber Nonylphenol unter Durchflussbedingungen bis zur einer Konzentration von 10 pg/L
nachweisen. Bei der Messung von Vitellogenin im Blutplasma der Regenbogenforelle wurde ein ver-
gleichbarer LOEC von 20,3 pg/L bzw 16 pg/L bestimmt (Jobling et al. 1996, Thorpe et al. 2000), was
mit den LOECs der Vitellogenin-mRNA-Induktion in Zebrabarbling und Medaka (8,5 — 25 ug/L) ii-
bereinstimmt. Fiir den Medaka existiert eine Studie zur Induktion der Vitellogeninsynthese durch
4-Octylphenol, bei der ein LOEC von 41 pg/L fiir den Nachweis des Proteins im Blutplasma iiber
Western-Blot angegeben wird (Gronen et al. 1999). Da das estrogene Potential von Octylphenol etwas
iiber dem Wert fiir Nonylphenol liegt (Jobling et al. 1996, Pedersen et al. 1999), erscheint der Nach-
weis der Vitellogeninexpression auf mRNA-Ebene eine leicht erhohte Sensitivitit gegeniiber dem
Nachweis der Proteininduktion zu besitzen. Die Entwicklung von Testis-Ova und ein Riickgang des
Befruchtungserfolgs konnten beim Medaka ab einer Nonylphenolkonzentration von 50 bzw. 66 pg/L
beobachtet werden (Gray and Metcalfe 1997, Shioda und Wakabayashi 2000), so dass die Induktion
der Vitellogeninsynthese durchaus mit der Auspragung von populationsrelevanteren Schiadigungen in
Fischen korrelierbar erscheint.

Fiir 170-Ethinylestradiol wurde fiir die Induktion der Vitellogeninsynthese in adulten Ménnchen, er-
fasst in Gesamtkorperhomogenaten durch ELISA, eine Nachweisgrenze von 20 ng/L angegeben (An-
dersen et al. 2000), was eine Zehnerpotenz unterhalb der Nachweisgrenze fiir die Vitellogenin-mRNA-
Induktion von 2,5 ng/L liegt. Eine erhohte Mortalitdt wurde bei diesen Versuchen ab einer nominalen
Konzentration von 50 ng/L festgestellt, der EC 50 lag wie in der vorliegenden Studie bei 100 ng/L,
was auf eine Ubereinstimmung der aktuellen Aquarienkonzentrationen schlieBen lisst. Eine hochsigni-
fikante Verschiebung des Geschlechterverhéltnisses trat bei Andersen und Mitarbeitern ab einer Kon-
zentration von 10 ng/L Ethinylestradiol auf. Diese massive Storung fiir den Erhalt des Populations-
gleichgewichts verlduft parallel zu der starken Expression von Vitellogenin- und Estrogen-Rezeptor-
mRNA-Konzentration in der vorliegenden Arbeit, so dass auch bei dieser Fischart eine Korrelation
zwischen Induktion der Vitellogeninsynthese und dem Auftreten von Reproduktionsstdrungen wahr-
scheinlich erscheint. Wiahrend zur Wirkung von 170-Ethinylestradiol auf die Vitellogenese des Meda-
ka zur Zeit keine weiteren Daten vorliegen, beobachteten Scholz und Gutzeit (2000) eine vollstdndige

Verweiblichung ab 100 ng/L 170-Ethinylestradiol in Medakas, die ab der Befruchtung exponiert wa-
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ren. Bei 10 ng/L traten keine Verdnderungen im Geschlechterverhéltnis auf, jedoch konnte in den Ho-
den eine schwache und variable Induktion der Aromatase-Genexpression sowie eine leichte Vermin-
derung des gonadosomatischen Index bei weiblichen Fischen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
sprechen parallel zur Induktion von Vitellogenin- und Estrogenrezeptorinduktion in der Leber fiir eine
schwichere Sensitivitdt des Medakas fiir 170-Ethinylestradiol im Vergleich zum Zebrabarbling, der
bei der Konzentration von 10 ng/L bereits eine massive Storung des endokrinen Gleichgewichts auf
Populationsebene zeigt.

Fiir die Stimulation der Vitellogeninsynthese in der Regenbogenforelle werden Effektkonzentrationen
zwischen 0,1 — 0,5 ng/L 170-Ethinylestradiol angegeben (Purdom et al. 1994, Sheahan et al. 1994).
Allner et al. (1999) berichten von einem LOEC von 4 ng/L in juvenilen Regenbogenforellen, der al-
lerdings iiber die wenig sensitive Methode der Coomassie-Farbung von Polyacrylamidgelen ermittelt
wurde. Ab einer Konzentration von 2 ng/L wurde eine 40 %ige Verminderung des Gonado-
somatischen Indexes nach dreiwdchiger Belastung nachgewiesen (Jobling et al. 1996). Im Vergleich
zu Zebrabdrbling und Medaka scheint die Regenbogenforelle somit eine groflere Empfindlichkeit fiir
17a-Ethinylestradiol zu besitzen. Ebenso konnte bei der Regenbogenforelle auch eine héhere Sensiti-
vitdt fir 17B-Estradiol und Octylphenol als bei Rotaugen (Rutilus rutilus), einem weiteren Vertreter
der Cypriniden, beobachtet werden (Desbrow et al. 1998), so dass in dieser Fischart eine allgemein
erhohte estrogene Sensitivitidt zu bestehen scheint.

Aufgrund des Mangels an Daten zur Wirkung von 17a-Ethinylestradiol auf die Reproduktion von
Fischen liegt ein Vergleich mit dem natiirlichen Hormon 17(3-Estradiol nahe. In vivo verlduft die Me-
tabolisierung und Biodegradation des synthetischen Estrogens jedoch weit langsamer als die des natiir-
lichen Hormons, da die Hydroxylierung des Molekiils zum entsprechenden Estronderivat durch Ein-
fiihrung der Ethinylgruppe am C,;-Atom verhindert wird (Reed et al. 1972, Ranney 1977, Desbrow et
al. 1998). Dadurch verfiigt 17B-Estradiol in vivo {iber ein schwicheres estrogenes Potential als 17a-
Ethinylestradiol. Daraus erklart sich auch die relativ hohe Nachweisgrenze von 8,9 bzw. 100 ng/L fiir
die Induktion von Vitellogenin in der Regenbogenforelle nach Exposition gegeniiber 17B-Estradiol
(Routledge et al. 1998, Thorpe et al. 2000). Ebenso liegen die Nachweisgrenzen fiir die Vitellogenin-
induktion durch Estradiol in Rotauge (Rutilus rutilus) und Dickkopfelritze (Pimephales promelas) mit
100 ng/L bzw. 50 ng/L in einem relativ hohen Konzentrationsbereich (Routledge et al. 1998, Tyler et
al. 1999). Auch auf Organismusebene wurden beim Zebrabarbling signifikante Unterschiede im estro-
genen Potential zwischen synthetischem und natiirlichem Estrogen beobachtet. Eine Verschiebung des
Geschlechterverhéltnis zugunsten von Weibchen wurde erst bei 100fach hheren Konzentrationen von
17B-Estradiol als bei 170a-Ethinylestradiol erreicht (Andersen et al. 2000), was fiir ein hohe Persitenz
des synthetischen Estrogens 17a-Ethinylestradiol in vivo spricht.

Die estrogene Wirkung von Methoxychlor in vivo ist sowohl von Sdugetieren als auch Fischen be-
kannt (Welch et al. 1969, Bitman und Cecil 1970, Shelby et al. 1996, Schlenk et al. 1997), jedoch
liegen zur Zeit nur wenige Daten zur Dosis-Wirkungsbeziehung dieses Proestrogens in Fischen vor.
Hinzu kommt, dass in verschiedenen Untersuchungen teilweise gegensétzliche Beobachtungen zur
endokrinen Aktivitdt dieser Substanz verdffentlicht wurden: Wéhrend Christiansen et al. (2000) nach
dreimaliger intraperitonealer Injektion von bis zu 200 mg/kg Methoxychlor keine Induktion der Vitel-
logeninsynthese in adulten Regenbogenforellen entdecken konnten, berichten Thorpe et al. (2000) von
einer Nachweisbarkeit von Vitellogenin ab der niedrigen Konzentration von 8,9 ug/L in juvenilen

Regenbogenforellen. Hinsichtlich der Auspriagung von Reproduktionsstérungen in mannlichen Tieren
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konnten wiederum keine Beeintrichtigung durch diese Substanz nachgewiesen werden (Krisfalusi et
al. 1998). Die derzeit noch liickenhafte Datenlage zur estrogenen Aktivitit von Methoxychlor in Fi-
schen lédsst somit ohne weitere Studien zur dosisabhéngigen Wirkung dieser Verbindung keine Bewer-
tung der in Medaka und Zebrabarbling bestimmten Nachweisgrenzen zu.

Im Hinblick auf die Verwendung der Genexpression von Estrogenrezeptor, Vitellogenin oder Chorio-
genenin H in Zebrabdrbling oder Medaka als Biomarker fiir die Detektion estrogener Aktivitdten im
Freiland ist es sinnvoll aktuelle Analysedaten aus der Umwelt mit den Detektionsgrenzen fiir die drei
eingesetzten Testsubstanzen zu vergleichen. Ferner bietet ein Vergleich zwischen Umweltdaten und
Effektkonzentrationen aus Laborversuchen eine erste Mdglichkeit, das Potential einer exogenen Belas-
tung abzuschétzen, die negativ auf die Regulation der Reproduktionphysologie von Fischen einwirken
kann.

Im Vergleich zu DDT weist Methoxychlor in der Umwelt keine hohe Persistenz auf und wird von
Saugetieren und Insekten schnell metabolisiert und ausgeschieden (Kapoor et al. 1970). In Deutsch-
land konnte folglich in den 1990er Jahren keine Belastung von Oberflachengewéssern mit dieser Ver-
bindung nachgewiesen werden (Gtilden et al. 1997), wobei jedoch umfassende Studien zur Umweltbe-
lastung mit Methoxychlor fehlen (Cummings et al. 1997, Batscher et al. 1999).

Beim Vergleich der in der Umwelt gemessenen Konzentrationen von Alkylphenolen sowie von natiir-
lichen und synthetischen Estrogenen fallen zunichst hohe nationale und lokale Schwankungen der
Konzentrationen in Klédranlageneluaten und Oberfldchengewissern auf. In Mittel- und Nordeuropa
liegen die Konzentrationen von Nonylphenol und Derivaten in Kldaranlagenausldufen im Bereich von
0,3 — 5 pg/L; in Oberflichengewissern wurden in Folge des Verdiinnungseffekts nur Konzentrationen
im Nanogrammbereich gefunden (Larsson et al. 1999, Ahel et al. 2000, Korner et al. 2000), welche
damit weit unter den Effektkonzentrationen fiir eine Induktion der Expression von Vitellogenin und
Estrogenrezeptor in Zebrabérbling und Medaka liegen. In den USA und Kanada liegen die Abwasser-
konzentrationen allgemein im Bereich von 0 — 70 pg/L, wobei ein isolierter Spitzenwert von
6300 pg/L auftrat (Hale et al. 1999, Lee et al. 1999). Von asiatischen Oberflachengewéssern sind Al-
kylphenolbelastungen zwischen 0,1 — 3,1 pug/L bekannt (Ding et al. 2000, Tsuda et al. 2000), was auf
Abwasserkonzentrationen schlieen lésst, die deutlich tiber den aus Europa und Nordamerika bekann-
ten Werten liegen. In Grof3britannien liegen die Werte fiir die Alkylphenolbelastung ebenfalls erheb-
lich tiber dem europédischen Mittel. In Auslédufen von Kldranlagen wurden Gesamtkonzentrationen von
Nonylphenolen und Nonylphenolethoxylaten von bis zu 1883 ug/L gemessen, so dass in Oberflachen-
gewdssern Spitzenwerte von bis zu 180 pg/L Nonylphenol erreicht wurden (Blackburn und Waldock
1995, Pirie et al. 1996). Auf Basis dieser Daten erscheint fiir Mitteleuropa und Nordamerika eine Ge-
fahrdung des Reproduktionserfolgs von Fischen durch Alkylphenole weitgehend auszuschlieBen zu
sein, da die Bioakkumulationsrate dieser Verbindungen ebenfalls gering ist (Liber et al 1999). Auch
die Werte in asiatischen Oberflichengewissern reichen isoliert betrachtet noch nicht fiir eine endokri-
ne Gefiahrdung von Fischpopulationen aus. Bei Standorten in raumlicher Ndhe zu stark verschmutzten
Kléranlagenauslidufen sind jedoch Konzentrationen moglich, die zum Teil einen exogenen Einfluss auf
die Reproduktionsphysiologie von Fischen haben konnen. Eine Ausnahme stellen die hohen Al-
kylphenolbelastungen in Grofbritannien dar. Hier {iberschreiten die in der Umwelt gefundenen Kon-
zentrationen die fiir eine Storung die in Laborversuchen nachgewiesenen Konzentrationsgrenzen lokal,
so dass die estrogene Belastung von Oberflichengewissern in diesem Fall zumindest teilweise auf die

Verwendung von Alkyphenolen zuriickgefiihrt werden kann. In Ubereinstimmung mit der hohen Um-



4. Diskussion 111

weltbelastung mit Alkylphenolen in GroBbritannien wurden auch in Feldstudien Hinweise fiir eine
lokale Beeintrachtigung der Geschlechtsentwicklung in P16tzen und Flundern gefunden (Jobling et al.
1998b, Allen et al. 1999).

Aufgrund der anthropogenen Ausscheidung und der hohen estrogenen Aktivitat stellen natiirliche und
kiinstliche Estrogene in dicht besiedelten Regionen ein weiteres endokrines Gefahrenpotential dar
(Shore et al. 1993, Larsson et al. 1999). Fiir die natiirlichen Estrogene 173-Estradiol und Estron liegen
die in Kldranlagenausldufen nachgewiesenen Konzentrationen meist im Bereich zwischen 1 — 10 ng/L,
wobei das in seinem endokrinen Potential schwéchere Estron allgemein in den héheren Konzentratio-
nen vorliegt (Kalbfus et al. 1997, Belfroid et al. 1999, Larrson et al. 1999, Ternes et al. 1999, Baronti
et al. 2000). Allgemein konnte eine Belastung mit Estrogenen nicht in allen betesteten Auslédufen fest-
gestellt werden, jedoch wurden als Maxima auch Werte von bis zu 15 ng/L 17(3-Estradiol und 70 ng/L
Estron gemessen (Belfroid et al. 1999, Ternes et al. 1999). In kanadischen Kldranlagen lag der Median
fiir die Belastung der Eluate mit Estron bei 3 ng/L und fiir 17B3-Estradiol bei 6 ng/L, wobei fiir beide
Verbindungen Maxima von iiber 40 ng/L. gefunden wurden (Ternes et al. 1999). Im Gegensatz zu den
Alkylphenolen liegen die Belastungen von Kldrausldufen in Grof3britannien ebenfalls in vergleichba-
rem Rahmen; hier wurden Konzentrationen von 3 — 48 ng/L 17B-Estradiol und 1 — 76 ng/L Estron
nachgewiesen (Desbrow et al. 1998). Trotz der erhohten Persistenz von 170-Ethinylestradiol in Klar-
anlagen liegen die Werte in Klidranlagenauslédufen innerhalb Europas hiufig unterhalb der Nachweis-
grenzen (Desbrow et al. 1998, Kalbfus et al. 1997, Merz et al. 1998, Belfroid et al. 1999). Vereinzelt
werden jedoch auch Konzentrationen im Bereich von 4 - 15 ng/L erreicht (Larsson et al. 1999, Des-
brow et al. 1998, Ternes et al. 1999). In Kanada scheinen durchschnittlich hohere Konzentrationen von
17a-Ethinylestradiol aufzutreten (9 ng/L), so dass Spitzenwerte bis zu 42 ng/L in Ausldufen von Klar-
anlagen nachweisbar waren (Ternes et al 1999). In Anbetracht des Verdiinnungseffekts liegen die
Konzentrationen der natiirlichen und synthetischen Estrogene meist unterhalb der Nachweisgrenzen
der Analytik, vereinzelt konnten jedoch in einer italienischen Studie in der Summe Konzentrationen
im Bereich von 1 — 2 ng/L nachgewiesen werden (Baronti et al. 2000). Geht man von einer schwer-
wiegenden Verschiebung des Geschlechterverhiltnis und einer verringerten Fertilitdt auf der Basis der
fiir den Zebrabirbling vorliegenden Daten von 10 ng/L 170-Ethinylestradiol aus, so werden kritische
Konzentrationen hochstens lokal im Einzugsgebiet von stark belasteten Kldranlagen erreicht, so dass
eine populationsgefdhrdenden estrogenen Belastung, die von einer einzelnen Substanz oder Stoffgrup-
pe der bisher bekannten Verbindungen mit estrogener Wirkung ausgeht, innerhalb Europas nicht zu
erwarten ist. In diesem Sinne ist das Erreichen einer kritischen estrogenen Belastung in der Umwelt
jedoch durch kumulative (Knudsen et al. 1998, Sonnenschein und Soto 1998) oder potentiell syner-
gistische (Vonier et al. 1996, Arnold et al. 1997) Effekte eines Substanzgemischs aus mehreren Estro-
gen-wirksamen Verbindungen denkbar, die jedoch, wie aus den Stichproben von Kléranlagenauslau-
fen des Schweizer Mittellandes ersichtlich, durchaus zur Induktion von Vitellogenin in Hepatocy-
tenprimérkulturen fiihren kdnnen. Vor allem in kleinen Flussldufen, bei denen 50 % oder mehr des
abflieBenden Wasserkorpers aus Abwasser bestehen konnen (Korner et al. 2000), sind potentiell popu-
lationsbelastende estrogene Effekte zu erwarten. Da eine massive Induktion der Estrogenrezeptor- und
Vitellogeninexpression im gleichen Konzentrationsbereich beobachtet werden konnte, mag der Nach-
weis hoher Vitellogeninexpressionraten in ménnlichen Fischen in der Umwelt als ein Indikator fiir die

Identifikation hoch belasteter Standorte dienen.
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4.3.3 Wirkung von 170-Ethinylestradiol auf den Hoden adulter Zebrabéirblinge

Sowohl hinsichtlich der Expression reproduktionsrelevanter Gene als auch nach dem ultrastrukturellen
Erscheinungsbild gleicht die Leber adulter, mannlicher Zebrabarblinge nach Estrogeneinwirkung der
weiblicher Individuen wéhrend der Vitellogenese. Dabei zeigen die Leberzellen der Ménnchen trotz
der hohen Dosis von 25 ng/L keine ultrastrukturellen Verdnderungen, die auf eine toxische Wirkung
von Ethinylestradiol schliefen lassen. Dagegen konnte eine spekulative Feminisierung des Hodens,
wie sie im Medaka beobachtet wurde (Shibata und Hamaguchi 1988), auf keiner Untersuchungsebene
nachgewiesen werden. Wahrend Shibata und Hamaguchi eine Bipotentialitit der Spermatogonien vom
B-Typus, die sich nach 17(3-Estradiol-Exposition partiell zu Oocyten ausdifferenzierten, feststellten,
waren bei den Minnchen des Zebrabirblings nach der dreiwdchigen Exposition gegeniiber 17a-
Ethinylestradiol ausschlieSlich pathologische Merkmale innerhalb des Hodengewebes nachzuweisen,
die sich in einer Autolyse des Zellverbandes duBerte. Vergleichbare Resultate wurden auch bei der
Dickkopfelritze (Pimephales promelas) und der Aalmutter (Zoarces viviparus) gefunden (Christiansen
et al. 1998b, Miles-Richardson et al. 1999a). Im Hinblick auf diese Ergebnisse scheinen geschlechts-
reife miannliche Zebrabarblinge unter Estrogeneinwirkung kein Potential zu einer Reorganisation ihrer
Gonaden zu einer ovarienartigen Struktur zu besitzen. Gimeno et al. (1998a) konnten jedoch bei adul-
ten ménnlichen Karpfen, die mit 17B3-Estradiol belastet waren, die Bildung von Ovo-Testes beobach-
ten, nachdem der Hoden vollstindig riickgebildet war. Eine dhnliche Neuorganisation der Gonade
wiére auch fiir den Zebrabarbling bei einer verldngerten Expositionszeit denkbar und bedarf weiterfiih-
render Studien.

Bei einer embryonalen bzw. juvenilen Exposition von Estrogenen ist dagegen in allen eierlegenden
Vertebraten eine vollsténdige Geschlechtsumwandlung oder Feminisierung der Gonade mdglich (Pan-
dian 1993, Gimeno et al. 1998b, Hartley et al. 1998, Berg et al. 1999, Willingham und Crews 1999,
Edmunds et al. 2000, Papoulias et al. 2000), was die Existenz von Estrogen-sensitiven Zeitfenstern
verdeutlicht, innerhalb derer eine exogene Belastung besonders kritisch ist (Villalpando und Mer-
chant-Larios 1990). Die Bestimmung der Zona pellucida-Protein-Induktion in den Gonaden als Bio-
marker fiir die Prasenz von Xenoestrogenen bei Zebrabérblingen erscheint daher nur bei juveniler
Exposition wihrend der Phase der Geschlechtsdifferenzierung sinnvoll. Wiahrend dieser Entwick-
lungsphase konnen sich einzelne Individuen zu Hermaphroditen differenzieren, die Oocyten innerhalb
einer Gonade mit einer makroskopisch hodenartigen Struktur beherbergen (Gray und Metcalfe 1997).
In diesem Fall besteht die Moglichkeit, ein Auftreten derartiger Mischgonaden liber die Expression
des ZP2-Gens nachzuweisen und so die extrem arbeitsaufwendige histologische Bearbeitung der Go-
naden zu ersetzen. Fiir eine Beurteilung destruktiver Einfliisse von Estrogenen auf die Funktion des
Hodens bedarf es dagegen der Entwicklung von Biomarkersystemen, welche die Abnahme der Ex-
pression von Genen bestimmen, die fiir den Erhalt der Hodenphysiologie charakteristisch sind. In die-
sem Zusammenhang wére die Messung der Abnahme der Expression von Sox 9 (Takamatsu et al.
1997), Protamin (Tamura et al. 1994), P450-170-Hydroxylase, C17, C20-Lyase, dem steroidogenen
Faktor (Saunders et al. 1997) oder DMRT1 (Marchand et al. 2000) denkbar. Dabei ist jedoch zu be-
achten, dass niedere Estrogenkonzentrationen zu einer Stimulation der Hodenfunktionen fiihren kon-
nen (Miura et al. 1999, Ebling et al. 2000). In vitro-Test Systeme, die die Funktionalitdt von Spermien
erfassen konnen (Hinsch et al. 2000), mogen hierbei zusitzlichen Aufschluss tiber den Einfluss von

Xenoestrogenen auf den Reproduktionserfolg geben.
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4.3.4 Expression und Induzierbarkeit reproduktionsrelevanter Gene im Verlauf der
Entwicklung des Zebrabirblings

Die genetische Geschlechtsdeterminierung bei Fischen folgt keinem allgemeinen Muster: Sowohl
mannliche (XX/XY) als auch weibliche Heterogametie (ZZ/ZW) sind bekannt, jedoch existieren auch
artspezifische Modelle, welche die Beteiligung von mehreren Sexchromosomen, von Autosomen oder
eine polygenetische Geschlechtsdetermination einschlieBen (Baroiller et al. 1999). Neben genetischen
Einfliissen ist die Auspriagung des sexuellen Phianotyps bei Fischen jedoch durch die Applikation von
Steroidhormonen wihrend eines engen Zeitfensters in der Entwicklung beeinflussbar (Krisfalusi und
Cloud 1999). Aus diesem Grund ist es von Bedeutung zu wissen, wann Estrogenrezeptoren wahrend
der Entwicklung vermehrt exprimiert werden und als Vermittler der Estrogen-gesteuerten Entwick-
lungsvorgénge dienen kdnnen. Ferner gibt die Aktivitét ovarienspezifischer Gene wie ZP2 Aufschluss
iiber den Beginn des Auftretens funktional ausdifferenzierter Reproduktionsgewebe. Takahashi (1977)
beschreibt Anzeichen einer beginnenden sexuellen Differenzierung beim Zebrabérbling ab einem Al-
ter von 10 Tagen, da zu diesem Zeitpunkt zum ersten Mal Keimzellen mit meiotischen Teilungen be-
ginnen, wobei Wachstumsrate und Ernédhrungszustand keinen Einfluss auf die Kinetik der Sexualent-
wicklung zeigten. Parallel zu diesen Beobachtungen konnte zu dieser Zeit (9 Tage) die beginnende
verstirkte Expression von ERa und ER[3 nachgewiesen werden, was fiir eine Beteiligung von Estradi-
ol an der Induktion dieser Differenzierungsphase spricht. Bei Regenbogenforelle und Tilapia konnte
vor dem Beginn der Geschlechtsdifferenzierung eine hohe P450-Aromataseexpression in den weibli-
chen Gonaden nachgewiesen werden, was zeigt, dass unmittelbar vor der Differenzierungsphase ver-
mehrt endogene Estrogene synthetisiert werden (Guiguen et al. 1998, 1999). Eine Unterdriickung der
Aromatasefunktion wihrend der Juvenilentwicklung fiihrt dementsprechend bei vielen der sogenann-
ten ,,niederen* Vertebraten zu einer Vermannlichung der Brut, da sich die gebildeten Steroide als Tes-
tosteron anreichern (Yu et al. 1993, Piferrer et al. 1994, Richard-Mercier et al. 1995, Shimada et al.
1996). Somit scheint die Priasenz von Estrogenen bei eierlegenden Vertebraten auch unter natiirlichen
Bedingungen die Hauptrolle in der Differenzierung der Gonadenanlagen zu Ovarien zu spielen.

Verfolgt man den Verlauf der Gonadenentwicklung des Zebrabérblings im weiteren Zeitverlauf histo-
logisch, so kommt es im Alter von 20 Tagen bei 50 % der Individuen zu einer Neuorganisation der
zunichst bei allen als Ovar ausgebildeten Gonade (Takahashi et al. 1977). In den Ménnchen werden
von diesem Zeitpunkt an Oocyten in den Gonaden riickgebildet, und eine Differenzierung von Stro-
mazellen zu Spermatogonien wird eingeleitet. Interessanterweise konnte mit Ausnahme der ersten 3
Tage nach der Befruchtung bis zu einem Alter von 22 Tagen keine Prisenz der ZP2-mRNA, dessen
Translationsprodukt am Aufbau des Eichorions beteiligt ist (Hinsch und Hinsch 1999, Wang und
Gong 1999), in den juvenilen Zebrabarblingen beobachtet werden. Somit erscheint das bis dahin vor-
liegende Ovar sowohl in genetischen Ménnchen als auch Weibchen keine vollstdndige funktionale
Genaktivitit zu besitzen. Bei Sdugetieren sind die Zona pellucida-Proteine auch nach der Befruchtung
unter anderem am Schutz des Eies vor Beschidigung beteiligt (Sinowatz et al. 2001), so dass das Auf-
treten der ZP2-mRNA im Embryo vielleicht einer noch andauernden Neusynthese diese Proteins dient.
Erst nach der Entwicklungsphase, die zur endgiiltigen Differenzierung in Weibchen und Ménnchen
fiihrt, scheinen nach diesen Ergebnissen voll funktionsfahige Gonaden in beiden Geschlechtern vorzu-
liegen. In Fischarten, bei denen die Chorionproteine in der Leber synthetisiert werden, setzt die Cho-

riogenese zeitlich vor der Vitellogenese ein (Celius und Walther 1998b). Trotz der 6rtlichen Trennung
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der Synthese von Chorionproteinen und Vitellogeninen im Zebrabérbling scheint dieses zeitliche Ex-
pressionsmuster konserviert zu sein, da wahrend der ersten 29 Tage der Entwicklung des Zebra-
barblings keinerlei Vitellogeninexpression feststellbar war. Da die Entwicklung des Hoden erst nach
ca. 40 Tagen abgeschlossen ist (Takahashi 1977), ldsst die spdt einsetzende Vitellogenese in den
Weibchen eine zeitlich parallele Reifung von Hoden und Ovarien vermuten, so dass die Fertilitét in-
nerhalb der aufwachsenden Fischpopulation in beiden Geschlechtern gleichzeitig erreicht wird.

Neben ihrer Beteiligung an der Geschlechtsdifferenzierung iiben Estrogene auch Funktion bei der
Entwicklung von Skelett (Migliaccio et al. 1995, Bodine et al. 1998, Urusitani et al. 1999), Gehirn und
Nerven (Lustig et al. 1994, Toran-Allerand 1996, Simerly et al. 1997, Beyer 1999) und des Immunsys-
tems bei Sdugetieren (Rijhsinghani et al. 1996, Yellayi et al. 2000) aus. Aus diesem Grund wurde im
Zebrabirbling die Ansprechbarkeit der Estrogen-gesteuerten Genregulation wihrend der Larvalent-
wicklung tiberpriift. Die Induktion der beiden Estrogenrezeptortypen sowie von Vitellogenin durch
17a-Ethinylestradiol veranschaulicht, dass funktionelle Estrogenrezeptoren bereits wahrend dieser
frithen Entwicklungsphasen vorliegen miissen. Wie auch bei Hiithnern ist hierbei die Ansprechbarkeit
der Vitellogeningene nicht unterdriickt (Evans et al. 1988), was bedeutet, dass hohe punktuelle Estra-
dioldosen zu einer vollkommenen Verédnderung des Genexpressionsmusters wéihrend der Entwicklung
fiihren konnen. Zusétzlich bietet die Induzierbarkeit dieses Gens die Moglichkeit, dass dieser Biomar-
ker bereits bei Larven fiir den Nachweis estrogener Belastung eingesetzt werden kann. Die Existenz
und Induzierbarkeit von Estrogenrezeptoren im Zebrabarbling zeigt jedoch auch, dass Estrogen-
regulierte Signalwege eventuell bereits wihrend frither Entwicklungsphasen existieren, was mit den
Beobachtungen von Urusitani et al. (1999) tibereinstimmt, die eine Expression des Estrogenrezeptor o
im Killifisch (Fundulus hetoclitus) von Beginn der Neurulation und eine Induzierbarkeit durch 173-
Estradiol bei frithesten Entwicklungsstadien nachweisen konnten. Auch in Madusembryonen konnte
eine weite Verbreitung von Estrogenrezeptor o und Estrogenrezeptor [3 in verschiedenen Geweben
nachgewiesen werden (Lemmen et al. 1999), was verbreitete Funktionen von Estrogenen wahrend der
Embryonalentwicklung nahelegt. Erweist sich die Vitellogenese in Fischen aber wéhrend der gesam-
ten Embryonalentwicklung als induzierbar, so bedeutet dies, dass die natiirliche estrogene Regulation
innerhalb des Embryos bei Estradiolkonzentrationen liegen sollte, die unterhalb dieser Indukti-
onschwelle liegen. Ein Hinweis auf eine hormonelle Wirkung von Estradiol in dul3erst tiefen Konzent-
rationen geben die Arbeiten von Christian und Gillies (1999), die eine Beeinflussung der Wachstums
dopaminerger Neuronen bereits ab einer Konzentration von 10™* M 17B-Estradiol oder 10" M Oc-
tylphenol nachweisen konnten. Somit erscheint eine estrogene Beeinflussung der neuronalen Entwick-
lung bereits durch Estradioldosen moglich, die keinen Einfluss auf die Reproduktion haben, jedoch in
einer Verdnderung des Sexualverhaltens resultieren konnten (Arnold et al. 1993, Ogawa et al. 1997,
Bayely et al. 1999). Ebenso ist der Einfluss einer embryonalen Exposition auf die Entwicklung malig-
ner Tumore weitgehend ungekléart (Jones und Hajek 1995). Aus diesem Grund erscheint ein weiteres
Studium der Estrogen-gesteuerten Expression von Genen wihrend der Embryonalentwicklung zum
tieferen Verstdndnis des von einer exogenen endokrinen Belastung ausgehenden Gefahrenpotentials

unumgénglich.
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5. Ausblick auf weiteren Forschungsbedarf

Die Messung der Genexpression von Vitellogeninen, Estrogenrezeptoren oder auch Choriogeninen in
Hepatocytenprimarkulturen und der Leber intakter Organismen stellt ein Biomarkersystem dar, das
zwischen den hochproduktiven, aber artifiziellen Reportergensystemen und der aufwendigen
Erfassung von Reproduktionsstérungen auf der Populationsebene vermitteln kann. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die in vifro und in vivo erzielten Ergebnisse fiir die
Vitellogenin- und Estrogenrezeptorexpression im relativen estrogenen Potentials weitgehend
iibereinstimmen, wobei jedoch artspezifische Reaktionsunterschiede gegeniiber einzelnen Substanzen
auftreten konnen (Tab. 5.1, Desbrow et al. 1998). Die Artspezifitiat endokriner Mechanismen, die auch
bei Sdugetieren beobachtet wurde (vom Saal et al. 1994, Freeman 1994), erfordert eine vorsichtige
Interpretation der Ergebnisse aus Laborversuchen mit nur einem Modellorganismus, wenn es gilt, eine
Extrapolation auf die Gefdhrlichkeit einer Substanz in der Umwelt durchzufiihren (Barton und
Andersen 1998). Allgemein ist jedoch festzustellen, dass die in vitro nachweisbaren
Induktionsgrenzen erst oberhalb der in vivo beobachtbaren Effektkonzentrationen liegen. Sowohl im
Vergleich zu den in dieser Arbeit prasentierten Induktionsgrenzen bei Zebrabérbling und Medaka als
auch zur beobachteten estrogenen Sensitivitit der Regenbogenforelle aus anderen In vivo-
Untersuchungen (Lech et al. 1996), liegen die in der Hepatoctenprimérkultur erzielten
Nachweisgrenzen bei geringerer Sensitivitdt. Aus diesem Grund erscheint eine weitere Verbesserung
der Kulturbedingungen fiir die Etablierung von stabilen Hepatocytenprimédrkulturen hinsichtlich ihres
Bedarfs an Cofaktoren und Spurenelementen, aber auch der Art und Gestalt des Tridgermaterials
notwendig, um zu einer verbesserten Erhaltung ihrer physiologischen Funktionen zu gelangen (siche
Berry und Edwards 2000). Eine Alternative zur Hepatocytenprimarkultur mag in diesem Sinn in der
Organkultur von Leberschnitten liegen, in der die einzelnen Zellen nicht aus ihrer natiirlichen
Umgebung herausgelost werden und daher in Interaktion mit verschiedenen Zellen treten kdnnen
(Parrish et al 1995).

Tab. 5.1: LOECs der Vitellogenin- und Estrogenrezeptor-Induktion nach (Xeno-)Estrogenexposition

Gesamt-RNA Vitellogenin* Estrogenrezeptor o
170-Ethinylestradiol
Regenbogenforelle — in vitro  nicht bestimmt 30 ng/L 300 ng/L
Zebrabirbling — in vivo 8,5 ng/L 2,5 ng/L 2,5 ng/L
Medaka — in vivo nicht messbar 85 ng/L 85 ng/L
Nonylphenol
Regenbogenforelle — in vitro  nicht bestimmt 220 pg/L 2200 pg/L
Zebrabirbling — in vivo 85 nug/L 25 ng/L 25 ug/L
Medaka — in vivo nicht messbar 25 ng/L 25 nug/L
Methoxychlor
Regenbogenforelle — in vitro  nicht bestimmt 346 pg/L 3460 ng/L
Zebrabirbling — in vivo nicht messbar 250 pg/L 250 pg/L
Medaka — in vivo nicht messbar 8,5 ug/L 25 ng/LL

* die dargestellten LOECs stehen beim Zebrabéarbling fiir die Induktion von Vgl.
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Mit dieser Technik wurden bereits erste Studien zur Vitellogenininduktion von Xenoestrogenen
ibernommen, jedoch besteht noch ein erheblicher Mangel an vergleichbaren Daten, um die
Anwendbarkeit dieser Methode fiir die Untersuchung estrogener Verbindungen sinnvoll bewerten zu
konnen (Schmieder et al. 2000, Shilling und Williams 2000).

Im Freiland werden Organismen komplexen Stoffgemischen aus zahlreichen Substanzen eines sehr
unterschiedlichen Wirkungsspektrums ausgesetzt (Suntio et al. 1988, Whittle al. 1993), welche die
Homoostase eines Organismus in unterschiedlicher Weise beeinflussen konnen. So wirken
Schwermetalle wie Cadmium inhibierend auf Estrogenrezeptor-vermittelte zelluldre Prozesse (Olsson
et al. 1995, Guevel et al. 2000, Hwang et al. 2000); ebenso scheint eine antagonistische Wirkung von
AH-Rezeptoren an Estrogen-responsiven Elementen zu bestehen, die sich in einer Antiestrogenizitit
von PAHs und Dioxinen ausdriickt (Kohn et al. 1993, Anderson et al. 1996b, Safe et al. 1998b,
Chaffin et al.1999, Wormke et al. 2000). Aber auch allgemein kdnnen toxische Substanzen iiber die
Induktion von Cortisol als Stressantwort (Wendelaar Bonga 1997, Dethloff et al. 1999)
antagonistische Effekte auf Estrogen-gesteuerte Reproduktionsbiologie ausiiben (Carragher et al.
1989, Teitsma et al. 1998, Pankhurst und van der Kraak 2000). In diesem Zusammenhang stellen
Hepatocytenprimarkulturen eine sinnvolle Alternative zu aufwendigen /n vivo-Untersuchungen dar
und konnen Aufschluss iiber die Interaktion verschiedener Regulationssysteme geben (Anderson et al.
1996a, Lethimonier et al. 2000, Navas und Segner 2000). Auch wenn die Standardisierbarkeit, die
geringere Sensitivitdt und der hohe Arbeitaufwand im Vergleich zu Reportergenassays gegen eine
Verwendung von Hepatocytenprimérkulturen als Screeningsysteme fiir estrogene Substanzen spricht,
stellen Primédrkulturen von Hepatocyten aufgrund der zentralen Rolle der Leberzellen im Stoffwechsel
eines Organismus im Hinblick auf die Erforschung prinzipieller Mechanismen in der Estrogen-
gesteuerten Regulation hochwertige Versuchsysteme dar und konnen so zur Aufklirung des
komplexen Zusammenspiels zwischen den verschiedenen in der Leber aktiven Hormonsystemen in
vivo beitragen.

Zur Klérung eines potentiellen estrogenen Gefahrenpotentials in der aquatischen Umwelt erscheinen
zum einen grundlegende Untersuchungen zur Existenz von erhdhten Vitellogeninwerten in
méinnlichen Fischen und dem Auftreten von Intersexen im Freiland notwendig, da zur Zeit, mit
Ausnahme von GroBbritannien, keine iiberregionalen Feldstudien vorliegen und chemische Analysen
nicht das gesamte Spektrum potentiell Estrogen-wirksamer Substanzen erfassen konnen, die infolge
additiver oder synergistischer Wirkung schadigende Konzentrationen erreichen konnten (Kortenkamp
und Altenburger 1999). In diesem Zusammenhang ist es notwendig, die Auswirkungen zeitlich
intermittierender Belastungen zu untersuchen, die durch punktuelle Belastung Estrogen-responsiver
Entwicklungsabschnitte Auswirkungen auf Gonadenentwicklung und Geschlechterverhéltnis haben
mogen (Tyler et al. 1998).

Zum anderen herrscht weiterhin ein Mangel an Untersuchungen zur Verdnderung des allgemeinen
Genexpressionsmusters durch Estrogeneinwirkung. Mit Ausnahme ihrer Rolle bei der Kontrolle der
Reproduktionsfunktionen und der Differenzierung der Gonaden (Danzo 1998, Toppari und
Skakkebaek 1998) besteht zur Zeit noch weitgehende Unkenntnis {iber weitere Funktionen, die diese
klassischen Sexualhormone ausiiben. Dennoch lédsst die fast ubiquitire Verbreitung verschiedener
Estrogenrezeptorisoformen im Korper eine Beteiligung an der Kontrolle weiterer Korperfunktionen
vermuten (Dechering et al. 2000), die nicht primdr im Dienst der Reproduktion stehen. In diesem

Zusammenhang wichst die Zahl an Publikationen, die eine Beteiligung von Estrogenen an der
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Differenzierung des Gehirns und damit auch der Ausprigung des Verhaltens beschreiben (Shughrue
und Merchenthaler 2000, Palanza et al. 1999). Ebenso wurde die grundlegende Beteiligung von
Estrogenen an der Entwicklung und dem Aufbau des Skeletts nachgewiesen (Rickard et al. 1999).
Allgemein besteht dabei die Meinung, dass eine Stérung estrogener Kontrollsysteme wiahrend der
Entwicklung zu einer weitreichenden Schiadigung eines Organismus fithren und bereits bei niedrigeren
Effektkonzentrationen ausgelost werden kann (Bigsby et al. 1999).

Zebrabirbling und Medaka stellen aufgrund ihrer schnellen Reproduktion und raschen Entwicklung
weitverbreitete Modellorganismen in der Entwicklungsbiologie dar, und es laufen aus diesen Grund
bei beiden Fischarten Genomprojekte, die in naher Zukunft abgeschlossen sein werden (Dooley und
Zon 2000, Ishikawa 2000). Somit existiert bei beiden Fischarten die molekulare Basis, um Gene mit
estrogener Regulation identifizieren zu konnen. Durch Behandlung der Fische mit den
Aromataseinhibitoren Fadrozol oder 1,4,6-Androstatrien-3-17-dion (ATD) ist es moglich, die
endogene Estrogensynthese zu unterdriicken und dadurch gezielt eine exogene Stimulation der
Expression Estrogen-regulierter Gene auslosen zu konnen. Uber die Technik der Subtractive
Hybridization oder der Differential Display RT-PCR besteht so die Moglichkeit, Estrogen-
stimulierbare Genprodukte wahrend unterschiedlicher Entwicklungsstufen zu isolieren und durch
Vergleich mit EST- oder Genomdatenbanken zu identifizieren, um zu einer tieferen Verstdndnis tiber
die Beteiligung estrogener Regulationssysteme an Entwicklung und Homdostase des Organismus zu
gelangen.
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6. Zusammenfassung

Die Bewertung des Gefahrenpotentials Estrogen-wirksamer Verbindungen in der Umwelt erfordert eine genaue
Kenntnis iiber Schadstoffverbreitung, -konzentration und Wirkungsstirke hormonell aktiver Substanzen. Aus
diesen Griinden werden In vitro-Testsysteme benotigt, die die Aufarbeitung einer gro3en Probenzahl gewihrleis-
ten konnen. Allerdings ergibt die alleinige Erfassung eines estrogenen Potentials in Abwiéssern oder Sedimenten
keinen Aufschluss iiber die Beeintrichtigung der Hormonphysiologie eines intakten Organismus, so dass In
vitro-Detektionssysteme hinsichtlich ihrer Aussagekraft validiert werden miissen.

Hepatocytenprimérkulturen stellen aufgrund ihrer vergleichsweise hohen physiologischen Kapazitéit ein Binde-
glied zwischen auf Hefezellen oder Carcinomzelllinien basierenden Reportergenassays und intakten Organismen
dar. Daher konnen diese /n vitro-Systeme fiir die Untersuchung prinzipieller Zusammenhénge zur Regulation
Estrogen-kontrollierter Transkription und Translation sowie Metabolismusstudien eingesetzt werden. Vitelloge-
nin und Estrogenrezeptoren stehen in der Leber von Fischen unter estrogener Kontrolle und werden in ménnli-
chen Individuen nicht bzw. nur gering exprimiert. Durch exogene Applikation Estrogen-wirksamer Stoffe wird
jedoch auch bei Méannchen eine Expression der Vitellogenin- und Estrogenrezeptorgene induziert, so dass beide
Gene als Marker fiir estrogene Wirkmechanismen dienen konnen. Unter dieser Voraussetzung wurde in der vor-
liegenden Dissertation ein Nachweissystem fiir die Expression dieser beiden Gene in Hepatocytenprimérkulturen
aus der Regenbogenforelle entwickelt, die wegen ihrer Grof3e und Leberanatomie gut fiir die Isolation von Le-
berzellen geeignet ist. Zur Detektion beider Gene wurden sowohl ein Northern Dot Blot/Ribonuklease Protection
Assay als auch ein RT-PCR-Verfahren in Bezug auf Sensitivitdt und Kapazitit zur Darstellung von quantitativen
Dosis-Effekt-Beziehungen erprobt. Nach Adaption der Kulturbedingungen hinsichtlich Mediumsupplementati-
on, Inkubationstemperatur und Expositionsdauer waren beide Detektionssysteme in der Lage, Dosis-Wirkungs-
beziehungen mit vergleichbarer Empfindlichkeit darzustellen. In einem ersten Bewertungsansatz wurde das
estrogene Potential ausgewéhlter bekannter Xenoestrogene in folgender abnehmender Reihenfolge erfasst: 170-
Ethinylestradiol > 17[-Estradiol > Genistein > Methoxychlor > Nonylphenol > Bisphenol A. Ebenso konnte in
einem Stichprobentest bei 6 Abwissern aus dem Schweizer Mittelland die Anwendbarkeit der Methode auf
komplexe Losungen nachgewiesen werden.

Fiir eine grundlegende Beurteilung des estrogenen Potentials einer Substanz sind jedoch /n vivo-Untersuchungen
unerlésslich, da nur die Belastung eines intakten Organismus Aufschluss iiber Bioakkumulation, metabolische
Umsetzung und Exkretion geben kann. Um /n vivo-Studien unter Laborbedingungen durchfiihren zu konnen,
bedarf es kleiner, schnellwiichsiger und reproduktionsstarker Modellorganismen, die keine saisonalen Schwan-
kungen in ihren hormonalen Zyklen aufweisen. Mit dem Zebrabérbling und dem Medaka stehen zwei (sub-)trop-
ische Fischarten zur Verfiigung, die sich aufgrund ihrer evolutioniren Distanz, differenzierten Geschlechtsde-
terminierung und unterschiedlichen Reproduktionsstrategien gut fiir vergleichende Untersuchungen zur estroge-
nen Beeinflussbarkeit verschiedener Organismen eignen. Zur Etablierung geeigneter Nachweissysteme zur Ex-
pression Estrogen-regulierter Gene wurde zunichst ausreichende Sequenzinformation iiber die cDNAs von Vi-
tellogenin des Medakas und Vitellogenin sowie Estrogenrezeptor o des Zebrabérblings benotigt. Wahrend fiir
das Vitellogenin des Zebrabérblings zwei signifikant verschiedene Vitellogenin-cDNAs aus Expressed-
Sequence-Tag-Datenbanken konstruiert werden konnte, wurden cDNA-Fragmente vom Vitellogenin des Meda-
kas und des Estrogenrezeptor 0 des Zebrabarblings durch RT-PCR mit konservierten Primern synthetisiert. Nach
Verifizierung der Ergebnisse durch Sequenzierung und Northern Blots wurden auf semiquantitativer RT-PCR
basierende Nachweissysteme fiir diese Genprodukte sowie flir Estrogenreptor o und Choriogenin H des Meda-
kas bzw. ZP2 des Zebrabérblings entwickelt. Anschlieend erfolgte eine vergleichende Studie zur zeitlichen und
dosisabhéngigen Expression dieser Gene in beiden Fischarten, die zum Teil durch ultrastrukturelle Untersuchun-
gen erginzt wurde. Neben dem synthetischen Estrogen 170-Etinylestradiol wurden das schwache Xenoestrogen
Nonylphenol und das Proestrogen Methoxychlor untersucht. Bei der Auswertung der Ergebnisse waren distinkte
Unterschiede in der Empfindlichkeit beider Fischarten fiir die einzelnen Modellsubstanzen festzustellen. Fiir die
Bewertung der Emission estrogener Substanzen in das Freiland ergibt sich hieraus die Konsequenz, dass signifi-
kante Artunterschiede in der estrogenen Sensibilitit zu beriicksichtigen sind. Im Vergleich zur Nachweisgrenze
der gleichen Substanzen im In vitro-System wurde eine allgemein hohere Empfindlichkeit bei den In vivo-
Versuchen beobachtet. Somit erscheint der Einsatz von Hepatocytenprimérkulturen im Bereich des Screenings
auf estrogene Substanzen in der Umwelt limitiert, kann aber zur Erforschung prinzipieller Wirkungsmechanis-
men empfohlen werden.

Die Sexualentwicklung des juvenilen Zebrabarblings bis zum fertilen Adulttier ist durch mehrere histologische
Differenzierungsphasen gekennzeichnet. Parallel zu diesen Differenzierungsstadien wurde die Induktion der
Expression von Estrogenrezeptoren bzw. ZP2 festgestellt. Generell zeigen Zebrabérblinge bereits wéhrend frither
Entwicklungsstufen eine Empfindlichkeit fiir Estrogene, was durch die Induktion von Vitellogenin und Estrogen-
rezeptoren durch Estrogene bei 4 und 6 Tage alten Larven belegt werden kann.
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CREB (cAMP Response
Element Binding Protein)
Binding Protein

Choriogenin

Chicken Ovalbumin Upstream
Promoter Transcription Factor
Cytochrome P450

Database of Expressed
Sequence Tags

Digoxigenin
Dimethylsulfoxid

Vitamin D Receptor Interacting
Protein
Electrochemiluminescent
Immunoassay

Elongation Factor 1o

Enzyme Linked
Immunosorbent Assay
Estrogen Responsive Element
Estrogenrezeptor d
Estrogenrezeptor 3

fotales Kélberserum

Follikel stimulierendes
Hormon
2,2-Bis(p-hydroxyphenyl)-
1,1,1- trichlorethan

Heat Shock Protein
Lactatdehydrogenase
Luteinisierendes Hormon

Lowest Observed Effect

Lv
MAP

Mucl
MuLV
PBS
PPAR

pS2
RACE

RPA
RT-PCR

RXR
SAR
SDS
SHBG

SRC-1
SSC
Taq
TBE
TE

TRAP

Vg
A

Concentration

Lipovitellin

Mitogen Activated
Phosphorylase

Mucin 1

Murine Leukemia Virus
Phosphate Buffered Saline
Peroxisome Proliferator
Activating Receptor
Presenilin 2

Rapid Amplification of cDNA
Ends

Retinoic Acid Receptor
Ribonuclease Protection Assay
Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction
Retinoid X Receptor
Structure Activity Relationship
Sodiumdodecylsulfate

Steroid Hormone Binding
Globulin

Steroid Receptor Co-Activator
1

Sodium Chloride-Sodium
Citrate-Buffer

Thermus aquaticus
Tris/Borat/EDTA-Puffer
Tris/EDTA-Puffer

Thyroid Hormone Receptor
Associated Protein
Vitellogenin

Zona pellucida
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STAT ROSA PRISTINA NOMINE,
NOMINA NUDA TENEMUS.

(Umberto Eco, 1980)
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