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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Einfilhrung

Die stetig zunehmende Umweltbelastung birgt eine Vielzahl ékologi-
scher und fiir den Menschen gesundheitliche Probleme. Neben Be-
lastungen durch akut eintretende Verschmutzungen von Wasser oder
Luft (z.B. Tankerungliick, Smog etc.) sind es vor allen Dingen chro-
nische Intoxikationen, die zu vielfaltigen Schadigungen lebenswichti-
ger Organe (Nieren, Leber) sowie der mannlichen Reproduktionsor-
gane fluhren kdnnen.

Insbesondere die Beeintrachtigung der mannlichen Fertilitdt durch
Umweltnoxen rickt zunehmend in das o6ffentliche Interesse und ist
Gegenstand vieler wissenschaftlicher Arbeiten (Stachel et al.,1989;
Strohmer et al.,<1993; Monsees et al.,1998). Eine Kategorie der in
Frage kommenden toxischen Substanzen sind die sogenannten
Organochlorpestizide Di-chloro-diphenyltrichloroethan (DDT), Di-(-p-
chlorphenyl)-dichlorethylen (DDE) und <y-Hexachlorcyclohexan (Lin-
dan) (Hodgson & Levi,1996; Traina et al.,2003). Jeder dieser Stoffe
besitzt halogenierte (mit Chloratomen verbundene) Kohlenwasser-
stoffringe und eine ausgepragte Lipophilie, was ihre Persistenz in der
Umwelt erklart (Feng et al.,2003; Binelli & Provini,2003; Ma et
al.,2003; Walker et al.,2003). Weltweit werden pro Jahr 2,3 Millionen
Tonnen Pflanzenschutzmittel hauptsachlich in den wirtschaftlich
schwéacheren Landern zur Ertragssteigerung eingesetzt, darunter auch
die drei oben genannten Noxen. In einer Studie zur Erfassung von
Pestizidriickstdnden im Nilgewasser in Nordafrika, die sich Uber zwei
Jahre erstreckte, wurden Konzentrationen von Lindan, DDT und DDE
von 0,39 ug/l bis zu 0,7 pg/l gefunden (Abbassy et al.,1999).
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Es konnte eine hohe Korrelation zwischen der sekundaren Sterilitat
von Menschen (Unfruchtbarkeit durch endogene oder exogene Fak-
toren nach urspriinglicher Fertilitat), die mit der Herstellung und An-
wendung von Organochlorpestiziden zu tun hatten und dem hohen
Gehalt an Lindan sowie DDT im Sperma bzw. der Follikelflissigkeit
der weiblichen Eizelle andererseits aufgezeigt werden (Wagner et
al.,1990). Auf dieser Grundlage untersucht die vorliegende Arbeit den
Einfluss der genannten Noxen auf die mannliche Fertilitdt Gber einen
der moglichen Angriffspunkte, der Manipulation der Sertolizelle, einem
wichtigen Glied der Spermatogenese.

Von der Entdeckung der ersten breitflachig nutzbaren Insektizide an
galt das Ziel, eine stetig zunehmende Weltbevdlkerung durch aus-
reichend groBe Nahrungsmitteldepots zu versorgen. Diese Stoffgrup-
pe erwies sich hierbei als vermeintlich effektiv, da billig in der Herstel-
lung und hoch in der Wirksamkeit; bis man begrliindete Verdachts-
momente flr eine Fertilitdtsbeeintrachtigung bei chronischer Expo-
sition gegentliber diesen Substanzen fand (Strohmer et al.,1993). Eine
Vielzahl wissenschaftlicher Arbeiten belegte bereits eine Schadigung
der Spermaqualitdt durch chronische Exposition gegeniber Insekti-
ziden wie Epichlorohydrin oder Carbaryl (Wagner et al.,1990). Es
konnte gezeigt werden, dass bei einer Screening-Untersuchung von
Mannern (n=861), die in der Insektizidsynthese in Kalifornien und Ohio
tatig waren, ein hoher Prozentsatz an Oligozoospermieféllen auftrat
(8,7%) bezogen auf die Gesamtzahl der untersuchten Probanden
(Whorton et al.,1984). Auch 1,2-Dibromo-3- chloropropan verursachte
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bei Mannern, die mit der Herstellung und dem Einsatz dieses
Insektizids betraut waren, einen hohen Anteil an Oligozoospermien bis
hin zu vereinzelten Féllen von Azoospermien (kompletter Verlust von
Spermien im Ejakulat) (Eaton et al.,1986).

Eine weitere Arbeit (Strohmer et al.,1993) unterstreicht die ferti-
litatsbeeintrachtigende Wirkung von Schadlingsbekadmpfungsmitteln in
anderer Hinsicht. Bei einem Vergleich zweier Patientengruppen, die
aufgrund eines unerfillten Kinderwunsches auf die AID (Atrtificial inse-
mination with donor sperm) bzw. IVF (In-vitro-Fertilization) angewie-
sen waren, zeigte sich in der Gruppe der AID-Patienten ein signifikant
héherer Anteil an Mannern, die einer chronischen Exposition gegen-
Uber Insektiziden ausgesetzt waren im Vergleich zu einer wesentlich
geringeren Pravalenz in der IVF-Gruppe. Dies unterstreicht indirekt die
eingangs formulierte Hypothese, da der Anteil entsprechend belas-
teter Patienten in der Gruppe, die aufgrund einer unzureichenden
Spermaqualitat auf Fremdsperma zurlckgreifen mussten (AID) we-
sentlich héher lag als in der IVF-Gruppe, bei der mit patienteneigenem
Sperma gearbeitet wird (Strohmer et al.,1993). Somit zeigte sich auch
hier ein Zusammenhang zwischen permanenter Noxeninokulation
(Bauer, Winzer, Fabrikarbeiter der Insektizidsynthese) und Reduktion
der Spermaqualitdt. Das Vorkommen von Organochlorverbindungen,
insbesondere DDT, DDE und dem hier nicht ndher untersuchten
Hexachlorbenzol im Sperma lag in einer Studie (Stachel et al.,1989)
im gleichen Konzentrationsbereich wie im Blut der untersuchten
Probanden (DDT 2,0-14,6 ug/l; DDE 0,4-6 pg/l).
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Dies waren im konkreten Fall vor allem Chemiestudenten mit hau-
figem Kontakt zu den betreffenden Substanzen. Eine direkte Korre-
lation zwischen Noxenkonzentration und vorhandener verminderter
Spermagqualitédt konnte hierbei nicht nachgewiesen werden, jedoch
kann die Existenz von Insektiziden im Sperma darauf hinweisen, dass
eine Beeintrachtigung der Fertilitdt je nach Konzentration der Noxe
moglich wére. Darlberhinaus gibt es sehr detaillierte Angaben Uber
die Konzentration von DDE und Lindan im menschlichen Sperma
(Kumar et al., 2000).

In Indien, wo besagte Insektizide Uber lange Zeit in der Agrarwirtschaft
eingesetzt wurden, fanden sich bei einer gaschromatographischen
Untersuchung menschlichen Spermas Rickstande von Lindan und
DDE (Tab.1). Von DDT konnten hier keine messbaren Konzentra-
tionen gaschromatographisch nachgewiesen werden.

Tab. 1: Organochlorpestizide in menschlichem Sperma bei expo-
nierten Personen (Fabriksynthesearbeiter) (Kumar et al.,
2000).

Lindan DDE
61,32 ug/l 35,31 ug/l
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1.2. Anatomie / Physiologie des méannlichen Reproduktionstrak-
tes und Spermatogenese

Die Fruchtbarkeit des Mannes ist ein sehr komplexer Regelmechanis-
mus, an dem viele Zellfunktionen und hormonelle Kontrollsysteme zu-
sammenwirken. Nur ein perfektes Zusammenspiel dieser Regula-
tionsvorgange in der Spermatogenese liefert die Grundvoraussetzung
flr eine unbeeintrachtigte Fertilitat des Mannes. Folgerichtig existieren
verschiedene Mdglichkeiten, Gber die eine Manipulation der Keimzell-
reifung durch exogene Noxen erfolgen kann. Die Spermatogenese
erfolgt in den sogenannten Tubuli seminiferi des Hodens. Dies sind
gewundene Kanélchen, deren Innenwand von dem eigentlichen Keim-
epithel ausgekleidet ist. Es hat eine Héhe von ca. 80um und besteht
aus Keimzellen und den Sertolizellen. Die Entwicklung der reifen
Spermatozoen beginnt an der Basalmembran des Keimepithels in
Form der Spermatogonie, die durch mehrere Reifeteilungen das Sta-
dium der reifen Spermatide erreicht, welche dem Tubuluslumen zuge-
wandt ist.

Durch den kompletten Entwicklungsprozess hindurch spielen die Ser-
tolizellen eine eminent wichtige Rolle: Einerseits fungieren sie als
Stltzgertst fir die heranreifenden Spermatozoen und sind anderer-
seits durch ihre Laktat-/Pyruvatproduktion (Nicolet et al.,1981) essen-
tiell fir den Stoffwechsel der sie umgebenden Keimzellen. Ferner ist
die Sertolizelle durch die Produktion von Hormonen, wie z.B. das In-
hibin-B in ein Regulationssystem eingebunden, das die Spermatoge-

nese auf komplexe Weise reguliert.



Einleitung 6

Die heranreifenden Keimzellen haben wahrend ihres gesamten Reife-
vorganges zu befruchtungsféahigen Spermatozoen engen Kontakt zu
benachbarten Sertolizellen. Der Kopf mit der darin enthaltenen Erb-
information ist bis zur Ablésung in das Tubuluslumen (Spermiation) in
Zellmembrankrypten der Sertolizelle (ectoplasmic specialization) ad-
harent (Russell et al.,1993). Sertolizellen untereinander besitzen eben-
falls weit verzweigte Zellmembrankontakte. Leistenférmige Anord-
nungen dieser Kontakte bilden im basalen Bereich des Keimepithels
die sogenannte Zonula occludens als Grenzzone zwischen basalem
und adluminalem Teil der Spermatogenese. Diese Separation in ver-
schiedene Kompartimente ist als Blut-Hoden-Schranke bekannt, sie
verhindert den Ubertritt von Schadstoffen aus dem Blutkreislauf in den
luminalen Bereich der Tubuli contorti, wo sich die letzten Reifungs-
vorgange zum Spermatozoon vollziehen. Hieraus wird ersichtlich, dass
die Sertolizelle neben ihrer Funktion als Energielieferant (zyto-
plasmatischer Kontakt zu Spermatiden) und Stitzgerlst (zytoplas-
matische Zellauslaufer bis zum Tubuluslumen) auch eine protektive
Funktion im Rahmen der Spermatogenese Ubernimmt (Benninghoff,
1994).

Nach Ausdifferenzierung zu Spermatozoen gelangen diese durch das
Gangsystem der Tubuli contorti in das Rete testis, einem Netzwerk
aus Spaltrdumen, Blut- und LymphgeféaBen. Die Ductuli efferentes
schlieBen sich an und transportieren die Keimzellen in den Ductus epi-
didymidis, der gemeinsam mit den distalen Anteilen der Ductuli
efferentes den Nebenhoden bildet, in dem eine weitere Ausreifung der
Spermatozoen erfolgt. Das Gangepithel der Nebenhoden produziert
eine Vielzahl verschiedener Substanzen (Glycerylphosphorylcholin,
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Carnitin u.a.), die den Stoffwechsel der Keimzellen sowie die Stabilitat
der Zellmembran gulnstig beeinflussen. Der Transport durch das
Gangsystem des Nebenhodens dauert beim Menschen etwa 12 bis 14
Tage. An den Nebenhoden schlieBt sich der Samenleiter (Ductus de-
ferens) an, der die Verbindung zwischen Nebenhodengang und Harn-
rohre herstellt. Im Nebenhodenschwanz werden Spermatozoen bis zu
drei Wochen gespeichert, bevor sie bei einer Ejakulation Uber die
Harnréhre durch pulsative Kontraktionen des Genitaltraktes ausge-
stoBen werden.

Abbildung 1 zeigt die Architektur eines Tubulus contortus sowie die
Keimzellstadien der Spermatogenese auf lichtmikroskopischer Ebene.
Im basalen Bereich unterscheidet man drei Typen von Spermato-
gonien, Typ A dark, Typ A pale und Typ B, wobei die Typ A-Zellen als
Stammzellen der Keimzellreifung dienen. Durch mitotische Zellteilung
entstehen hieraus Spermatogonien Typ B; anschlieBende Reifungs-
prozesse mit Wanderung zum adluminalen Bereich des Tubulus
lassen hieraus primare Spermatozyten (Z/P) werden (Spermatozyto-
genese). Die folgende Meiose flihrt zur Entstehung von haploiden
runden Spermatiden (St) (Stevens & Lowe,1992).
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Abb.1: Aufbau eines Tubulus contortus (human)

a: Basal sind unterschiedliche Spermatogonientypen (Typ A dark =
Ad,Typ B = B) sowie im adluminalen Bereich Spermatozyten im
Préleptotan (PreL) und im Zygotén/Pachytan (Z/P) zu erkennen.
Die Spermatiden (St) liegen weit im luminalen Bereich.

b: Die Einbettung unreifer Spermatozooen (Sz) erfolgt in Zytoplasma
von benachbarten Sertolizellen (siehe Text) (Stevens und Lowe,
1992).
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Die Spermatogenese unterliegt einer komplexen hormonellen
Steuerung. Mit der Pubertat beginnt der Hypothalamus als Bestanditeil
des Zentralnervensystems vermehrt das sogenannte Gonadotropin-
Releasinghormon (GnRH) zu produzieren und Uber einen Pfortader-
kreislauf zur benachbarten Hypophyse zu transportieren. Hier bewirkt
GnRH im Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse) die Sekretion
von:

a) LH (Luteinisierendes Hormon) und

b) FSH (Follikelstimulierendes Hormon)

LH stimuliert die im Interstitium des Hodens gelegenen Leydig-Zellen
zur Synthese von Testosteron, welches sowohl die LH- als auch die
FSH-Ausschittung supprimiert (Benninghoff,1994). FSH bewirkt an
der Sertolizelle Gber Mechanismen, die noch nicht ausreichend geklart
sind, einen positiven Einfluss auf die Differenzierung heranreifender
Spermatozoen. In einem negativen Feedbackmechanismus hemmt die
reflektorische Produktion von Inhibin-B in der Sertolizelle die wei-tere
Sekretion von FSH aus der Hypophyse (de Kretser et al.,1989). Es ist
seit geraumer Zeit mdglich, Inhibin aus in-vitro-Zellkulturen zu
bestimmen (Le Gac et al.,1982; Hancock et al.,1992), um mehr Uber
die Auswirkungen exogener Einflisse sowie die Inhibinsekretion als
einen Marker zur Beurteilung der Sertolizellfunktion zu erfahren (Dong
et al.,1992; Plymate et al.,1992). Ein Beispiel hierflr sind die Veran-
derungen der Inhibinsekretion in vitro nach Gabe von Nitrobenzol,
einer bekannten fertilititsbeeintrdchtigenden Noxe in vivo. In sehr
hohen Konzentrationen (1pM; 1mM) erkannte man eine signifikante
Steigerung der Inhibinsekretion, wahrend der Bereich zwischen 10 pM
bis 100 uM keinen Effekt zeigte.
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Die Ergebnisse zeigten, dass die Inhibinsekretion in vitro als zusatz-
licher Marker zur Interpretation von reproduktionstoxikologischen Me-
chanismen herangezogen werden kann (Allenby et al.,1990). Dieses
hormonell regulierte System kann durch Manipulation der einzelnen
Steuerelemente (Hormonspiegel im Blutserum) aus dem Gleichge-
wicht gebracht werden. Abbildung 2 verdeutlicht, dass z.B. eine Mani-
pulation der sezernierten Inhibinmenge (Sertolizelle) durch exogene
Noxen zu einer gestérten Spermatogenese flihren kénnte (Veran-
derung des FSH-Spiegels im Blutserum).

Seit langerer Zeit ist bekannt, dass Inhibin sowohl in vivo als auch in
vitro einen starken Inhibitor der FSH-Ausschittung darstellt (Findlay et
al.,1987) und somit in der Fragestellung dieser Arbeit einen wichtigen
Platz einnimmt. FSH hat als Steuerungshormon der Hypophyse einen
positiven Einfluss auf die Stoffwechselaktivitét der Sertolizelle. Daru-
berhinaus konnte eine signifikante Steigerung der Laktat-/Pyruvat-
produktion kultivierter Sertolizellen unter FSH-EinfluB nachgewiesen
werden (Jutte et al.,1983). Diese wére bei erhdhter Inhibinproduktion
durch exogene Noxen erniedrigt und héatte somit eine Beeintrachtigung
der Spermatogenese zur Folge. Die Inhibinsekretion unterliegt einem
Biorhythmus mit einem Sekretionsmaximum in den frihen Morgen-
stunden (Carlsen et al.,1999). Inhibin wird als dimeres Glykoprotein-
hormon von der Sertolizelle gebildet und existiert in zwei verschiede-
nen Formen, Inhibin-A und Inhibin-B. Neuere Arbeiten zeigten, dass
beim Mann nur Inhibin-B physiologisch aktiv ist (Andersson et al.,
1998). Beiden Formen ist eine a-Untereinheit gemeinsam. Der Rest
der Proteinkette unterscheidet sich in Form einer BA-Untereinheit fir
Inhibin-A sowie einer BB-Untereinheit fir Inhibin-B (de Kretser et al.,
1989).
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Abb. 2: Hormoneller Regelkreis der Spermatogenese
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FSH
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Eine Vielzahl von Sekretionsprodukten der Sertolizelle gewahrleisten
eine intakte Spermatogenese. Dies sind neben Hormonen, wie z.B.
das Inhibin-B auch Substrate zur Erndhrung der benachbarten Keim-
zellen, die wahrend ihrer Differenzierungsphase zu reifen Sperma-

tozooen einen hohen Stoffwechsel aufweisen.
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Es konnte gezeigt werden, dass in heranreifenden Spermatozyten
eine spezifische Laktatdehydrogenase existiert, die durch ihre Loka-
lisation in Mitochondrien nahe der Zellmembran bevorzugt exogenes
Laktat der Sertolizelle metabolisiert (Meistrich et al.,1977; Clermont et
al.,1978).

Sowohl Laktat als auch Pyruvat sind die Endprodukte des anaeroben
(ohne die Anwesenheit von Sauerstoff) Abbaus von Glucose im Stoff-
wechsel der Sertolizelle und jeder anderen Zelle mit eigener Energie-
gewinnung. Sie stehen in einem dynamischen Gleichgewicht unterei-
nander, wobei dieses weit auf der Seite des Laktats liegt. Die Metabo-
lisierung von Glucose in Sertolizellen fUhrt zu einer hohen Akkumu-
lation von Laktat / Pyruvat, welches den umgebenden Keimzellen als
Energielieferant zur Verfligung steht, unter physiologischen Be-
dingungen nahezu 600 nmol / mg Zellprotein/h, als Hinweis einer ho-
hen Glykolyserate in vitro (Robinson et al.,1981).

Die Sertolizelle ist durch lhre Sekretion von Laktat / Pyruvat der wich-
tigste Energiedonator der Spermatogenese. Man fand in Keimzellkul-
turen ohne Zugabe von Laktat / Pyruvat mikroskopisch nachweisbare
Verédnderungen im Sinne einer Zelldegeneration mit Chromatinkon-
densation und Zytoplasmaveranderungen. Entsprechend wiesen diese
Zellen einen deutlich niedrigeren Stoffwechsel auf als eine Kontroll-
population mit Laktat / Pyruvatzusatz, nachgewiesen durch den Sauer-
stoffverbrauch pro mg Zellprotein sowie durch gesteigerten Umsatz
radioaktiv markierter Nukleotide unter Laktatbereitstellung (Nicolet et
al.,1981). Zusammenfassend stellt sich die Produktion von Laktat /
Pyruvat der Sertolizelle als ein wichtiger Faktor zum physiologischen
Ablauf der Spermatogenese dar.
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Die Bedeutung der Laktat- / Pyruvatbestimmung im Rahmen dieser
Arbeit liegt in der Eigenschaft von Sertolizellen, auf Noxenexposition
im Kulturmedium mit einer Verédnderung der Laktat-/Pyruvatproduktion
zu reagieren. Dieses Ph&nomen ist fUr verschiedene Noxen bereits
beschrieben. Nach Exposition gegenliber Dinitrobenzol sowie einer
Monophtalatverbindung (Mono-(-2-ethyl-hexyl)-phtalat, MEHP) zeigten
sich signifikante Steigerungen der Sekretion dieser Parameter in das
Zellkulturmedium bei kultivierten Sertolizellen (Williams et al.,1988).
Die Laktatsekretion war um das vierfache, die Pyruvatsekretion um
das achtfache gestiegen. In einer Arbeit von Chapin et al. (1988) fand
sich ebenfalls eine signifikante Steigerung der Laktatproduktion.
Nickel, Platin und Kobalt besitzen als Metalle ebenfalls die Eigen-
schaft, die Sekretion von Laktat nach Inkubation mit Sertolizellen in
vitro zu steigern (Monsees et al.,1998).

Aus der Darstellung von Anatomie und Physiologie der Keimzell-
reifung ergeben sich verschiedene Ansatzpunkte flr eine mogliche
Manipulation der Spermatogenese durch exogene Noxen:

a) Eine direkte Schadigung der Sertolizelle bewirkt durch einen
maoglichen Zusammenbruch der Blut-Hoden-Schranke sowie durch
eine Beeintrdchtigung der hormonellen und nutritiven Versor-
gung der heranreifenden Spermatozoen eine Manipulation der
Spermatogenese (s. Abb.2)

b) Durch antihormonelle Eigenschaften der Noxe resultiert ein
Wirkungsverlust kérpereigener Hormone mit Beeintrachtigung der
Spermatogenese.
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c) Die Speicherung der Spermatozoen im Nebenhoden mit direktem
Kontakt zum Blutkreislauf ermdglicht eine direkte Schadigung
durch NoxenUbertritt in die Keimzelle.

1.3. Beschreibung der untersuchten Organochlorpestizide

1.3.1. Lindan

Lindan (y-Hexachlorcyclohexan) gehért wie jede der drei untersuchten
Insektizide zur Gruppe der Organochlorpestizide. Dies sind eine Viel-
zahl von chemischen Verbindungen, die als Gemeinsamkeit ein
Kohlenwasserstoffgrundgerist besitzen, dessen Wasserstoffatome an
verschiedenen Positionen durch Chloratome substituiert wurden.

Der Begriff Hexachlorcyclohexan (HCH) ist ein Oberbegriff und
umfasst ein Gemisch verschiedener Isomere (o-, B-, §-,- und e-
Isomere), die sich lediglich in ihrer raumlichen Struktur unterscheiden.
Der Begriff ,Lindan“ ist dem y-Isomer vorbehalten, da nur dies eine
insektizide Wirksamkeit aufweist und somit im Interesse dieser Arbeit
steht. Schon Faraday entdeckte 1825 das y-Isomer Lindan, aber erst
1912 gelang es Van der Linden ein reines y-Isomer zu isolieren. Der
heutige Name des haufig benutzten Isomers geht auf diesen Forscher
zurlick. Lindan l&sst sich relativ einfach und billig aus Benzol
synthetisieren (Blchel,1977).

Prinzipiell sind hierflr zwei Arbeitsschritte notwendig (Abb. 3):

1. HCH-Synthese

Benzol + Chlor + UV-Licht ——3@»  Hexachlorcyclohexan
C6H6 + 3 CI2 + UV-Licht C6H6CI6
(Isomerengemisch)
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2. Extraktion des Lindans (y-Isomers)

HCH  + Methanol ———P» Lindan (99%)
C6H6CIE + CH3OH ——P» C6H6CI6 (y-Isomer)

Abb.3: Schematische Darstellung des Synthesewegs und der Isolierung

von Lindan

Lindan wurde 1949 zur Schadlingsbekédmpfung eingefihrt und fand
sowohl in Europa als auch in Amerika und auf dem afrikanischen
Kontinent bis Ende der siebziger Jahre Anwendung. Ferner erfolgte
die Impragnierung von Bauholz mit Lindan im Sinne einer Schad-
lingsprophylaxe, so dass auch heute noch aus entsprechenden Wand-
oder Deckenverschalungen Lindan ausdiinsten kann. In den Industrie-
nationen ist es heute relevant zur Therapie ektoparasitarer Erkran-
kungen (Skabies u.a.) mit einer einheitlichen Konzentration von 0,3 %
im Medikament. Die erste Therapie eines an Skabies erkrankten
Patienten wurde 1948 erfolgreich durchgefuhrt (Woolridge et al.,1948).
AuBer der medizinischen Anwendung wird dieses Insektizid auch
heute noch in den sogenannten ,Dritte Welt Landern® zur effektiven
Insektenbekdmpfung eingesetzt. Im Gegensatz zu seinen verwandten
Substanzen dieser Stoffgruppe (DDT, DDE, Dieldrin, Aldrin) ist Lindan
durch eine relativ schnelle Metabolisierung und Ausscheidung aus
dem betreffenden Organismus gekennzeichnet.
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Dies liegt in der vergleichsweise guten Wasserldslichkeit der
Substanz. Akute Vergiftungserscheinungen sind in der Literatur viel-
fach beschrieben und beruhen hauptsachlich auf unsachgeméaBer
Anwendung (Uberdosierung, orale Einnahme). Diese sind gekenn-
zeichnet durch Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen bis hin zu epilep-
tiformen Krampfanféllen (Greave et al.,1950). Eine Ausnahme bildet
der Fall einer jungen Patientin, bei der es auch nach regularer An-
wendung eines Lindanshampoos zu massiven Intoxikationser-
scheinungen kam (Fischer et al.,1994).

Die Akuttoxizitat (LD 50) bei oraler Zufuhr von Lindan und DDT ist in
Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2: LD 50-Werte von Lindan und DDT bei der Ratte nach oraler
Gabe (Ulmann,1973)

Lindan DDT
125 mg / kg KG 250 mg kg KG

Auswirkungen durch langerfristige Exposition bei Versuchstieren sind
ebenfalls beschrieben. Nach taglicher Verabreichung von 100 pg/l
Lindan in dliger Tragerlésung Uber die Lebenszeit der Tiere fanden
sich Lebergewichtserh6hungen, Leberzellverfettungen bis hin zu
schwersten Nierenschadigungen bei 1600 pg/l (Truhaut et al.,1954).
Die erhebliche Beeintrachtigung teilungsaktiver Gewebe durch Lindan
wurde durch Gabe von 20-40 mg / kg Kérpergewicht (KG) an Mausen
offensichtlich. Hier kam es nach dreitégiger Inokulation zu einer histo-
logisch nachweisbaren Knochenmarkssupression (Verminderung aller
teilungsaktiver Stammzellen im Knochenmark) (Hong et al.,1993).
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Dieses Versuchsergebnis kann als Hinweis dafirr gelten, dass Lindan
neben einer Affektion des Zentralnervensystems vor allem auch proli-
ferierendes Gewebe beeinflusst. Dies hat im Rahmen der Frage-
stellung dieser Arbeit eine wichtige Bedeutung, die bei der Darstellung
der moglichen Angriffspunkte der Noxen noch naher zu beleuchten ist.

Tabelle 3 fasst die bekannten toxischen Eigenschaften von Lindan

beim Versuchstier nach einer Akutintoxikation zusammen:

Tab. 3: Histopathologie bei Mausen nach akuter Lindanintoxikation
(Chen et al.,1968; Hong et al.,1993)

Organ Befunde

ZNS fettige Zelldegeneration
Leber vakuolige Degeneration, Nekrosen
Niere fettige Degeneration des Tubulusepithels
Lunge Odeme, Pneumonien nach Inhalation
Magen Blutextravasate

Knochenmark Hemmung der Hamopoese
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Dieses Wissen uber akute und chronische Toxizitat des Lindans fuhrte
zur Erstellung des sogenannten ,no-effect-levels®, derjenigen Menge,
bei dem im Tierversuch bei chronischer Inokulation keine Intoxika-
tionserscheinungen auftraten. Diese belauft sich auf eine Konzen-
tration von 25 ppm im Futter. Der Wert diente als Grundlage des fiir
den Menschen relevanten ADI (Acceptable Daily Intake) von 0,01 mg /
kg KG / Tag (Herbst et al.,1993), der Menge, bei der auch bei chro-
nischer Inokulation nicht von einer gesundheitsschédlichen Wirkung
auszugehen ist. Personen mit regelméBiger Exposition (Beschéaftigte
in der Lindansynthese) wiesen im Durchschnitt 50-100 fach hdéhere
Serumspiegel auf als eine vergleichbare Kontrollgruppe (Tabelle 4).
Diese Ergebnisse wurden im Zeitraum von finf Jahren im Rahmen
arbeitsmedizinischer Untersuchungen erhoben.

Tab. 4: Blutserumspiegel von Lindan bei Exponierten / Kontrollgruppe

als Mittelwert im Zeitraum von fiinf Jahren (aus Lindan-Work-

shop,1982).
Exponierte Nicht - Exponierte
188 ug /| 3ug/l

Hinsichtlich der reproduktionstoxikologischen Eigenschaften des Lin-
dans existieren mehrere Forschungsergebnisse, vor allem seit eine
Beeintrachtigung der Spermamotilitdt bei Schweinen in einem in-vitro-
Versuch nachgewiesen wurde (Beck et al.,1953). Nach direkter In-
jektion von Lindan in das Hodengewebe der Ratte (1-1,25 mg/kg KG)
traten Zellveranderungen im Sinne einer Zerstérung des Keimepithels,
signifikante Reduktion der Spermatozoen sowie unspezifische dege-
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nerative Veranderungen im inter- und intratubul&ren Bereich auf (Dik-
shith et al.,1978).

Eine weitere Arbeit stellt den Einfluss von Lindan nach oraler hoch-
dosierter Gabe an Ratten auf Sertolizellen deutlich dar. Die Noxe wur-
de zu 5 mg/kg KG in geldster Form Uber 5 Tage verabreicht im Ver-
gleich zu einer Kontrollgruppe von Versuchstieren, die lediglich die
Tragerlésung (Erdnussél) ohne Lindan bekamen. Nach zwei Wochen
zeigten sich bei den exponierten Ratten eine signifikante Reduktion
der Spermatozoenzahl im aufgearbeiteten Hodengewebe. Mikrosko-
pisch zeigte sich ein deutliches Aufblahen einzelner Sertolizellen, stel-
lenweiser Verlust von Zellorganellen sowie ein allgemeiner Verlust des

epithelialen Zellverbandes (Dalsenter et al.,1996).

Orale Inokulation von Lindan in einer Menge von 25 mg/kg KG an
trachtige Ratten flihrte zu Auffalligkeiten in der Chromatinstruktur von
Keimzellen bei der Nachfolgegeneration sowie zu Defekten der Laktat-
dehydrogenase (Traina et al.,2003). Nach Verabreichung von Lindan
an Kaninchen wahrend Trachtigkeit und Laktationsphase in einer
Menge von 1 mg/kg KG imponierten Strukturschaden an Zellorganel-
len der Spermatozoen sowie Minderung der Fertilitét bei der folgen-
den Generation mannlicher Jungkaninchen (Fausto et al.,2001).

Die intraperitoneale Applikation von Lindan bei der Ratte verursachte
ebenfalls Schaden im testikularen Gewebe sowie Zerstérung der
Leydigzellen und Gewichtsreduktion der betreffenden Hoden (Chowd-
hury et al.,1987). Alle erwadhnten Schadigungen des Keimepithels
wurden in einem Konzentrationsbereich beobachtet, der keine allge-
meintoxischen Symptome beim Versuchstier verursachte.
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1.3.2. DDT

DDT (Dichlorodiphenyltrichloroethan) ist ebenfalls eine chlorierte
Kohlenwasserstoffverbindung, die verschiedene Isomere aufweist,
welche sich in lhrer rdumlichen Struktur unterscheiden (Cremlyn,
1978). Analog zu dem zuvor beschriebenen Lindan bietet DDT seine
Vorteile in einer herausragenden insektiziden Wirksamkeit, in einem
relativ einfachen Syntheseverfahren (Abb. 4) sowie in einem breiten
Wirkungsspekirum gegenlber verschiedensten Insektenarten. Von
Zeidler im Jahr 1874 erstmalig beschrieben, entdeckte aber erst Paul
Maller 1939 die insektizide Wirksamkeit dieses Stoffes. Seine sozio-
Okologische Bedeutung besteht hauptséchlich in der groBen Effekti-
vitét zur Einddmmung der Malaria aufgrund der Wirkpotenz gegentber
Anophelesmiicken (Vektor der Malaria), ferner gegen diverse Lause
und Fliegen als Ubertrager von Fleckfieber, Cholera und Typhus
(Casas et al.,1998). Vor diesem Hintergrund erhielt Paul Mller fur die
Fortschritte auf dem Gebiet der Seuchenbekdmpfung 1948 den Nobel-
preis.

Chloral +  Chlorbenzol
2 C2CI30H + C6H5CI

Kondensation + Schwefelsdure (H2S04)

DDT
2 (CIC6H4)2C=CCI2

Abb. 4: Schematische Darstellung des Synthesewegs von DDT
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Im Laufe der Zeit wurde die Umweltpersistenz und ihre ékologischen
Folgen stetig mehr Mittelpunkt der Diskussionen tber Sinn und Zweck
dieses Insektizids. Man beobachtete als eine der beschriebenen Kon-
sequenzen einer breitflachigen DDT-Anwendung ein ausgedehntes
Massensterben von Delphinen entlang der westlichen AtlantikkUste,
obwohl DDT aufgrund der bekannten Lipophilie und damit der An-
reicherung in unserer Nahrungskette bereits seit 1971 in den west-
lichen Industrienationen nicht mehr zugelassen ist (Perkow, 1971). Als
Grund flir das ausgedehnte Delphinsterben fand man damals eine
signifikant erhéhte Pravalenz an Tumorerkrankungen, bedingt durch
eine sehr starke Immunsuppression durch DDT (Lahvis et al.,1995).
Diese Erkenntnis flihrte dazu, den immunsuppressiven und den somit
moglichen kanzerogenen Effekt beim Menschen zu untersuchen.

Eine Arbeit aus Mittelamerika (Baris et al.,1999) beschéftigte sich mit
der chronischen Exposition gegenlber DDT Uber Jahre und der Inzi-
denz von malignen Lymphomen bei den betreffenden Probanden.
Hierbei konnte allerdings keine eindeutige Kausalitdt nachgewiesen
werden. Eine Rolle als Kokanzerogen in Verbindung mit anderen
Organochlorpestiziden wurde dennoch nicht ausgeschlossen. Diese
Fakten sollten jedoch nicht die Geféhrlichkeit im Hinblick auf die hohe
Umweltpersistenz dieses Stoffes relativieren. DDT bleibt auch 30
Jahre nach seinem Verbot in den Industrienationen vor allem durch
seine Ruckstdnde in alltdglichen Nahrungsmitteln ein ernstes Pro-
blem. In Danemark fand man in bis zu 25% der untersuchten Gemdse-
und Fruchtesorten Rucksténde von DDT und verwandten Insektiziden
(Juhler et al.,1999).



Einleitung 22

In GemUse einer insektizidbelasteten Stadt in Indien (Lucknow) fand
man Lindan in einer Konzentration von 0,015 - 0,068 parts per million
(ppm) sowie DDT mit 0,004-0,03 ppm (Raizada et al.,1996). DDE
wurde hierbei nicht gesondert untersucht. Solche Beobachtungen
unterstreichen die hohe Potenz dieser Insektizide, sich in unserer Um-
welt anzureichern und die betreffenden Organismen bei chronischer
Exposition zu schadigen.

Ergebnisse aus Tierversuchen ergaben eine relativ hohe Dosis flr die
LD 50- Rate bei oraler Verabreichung (100-300 mg/kg KG) (Ulmann et
al.,1973). Im Vergleich hierzu sind die Konzentrationen von DDT im
Blutserum chronisch exponierter Personen, die bei der DDT-Synthese
zur Malariaeinddmmung beschaftigt waren, relativ gering. Trotzdem ist
in Tabelle 5 eine zehnfach héhere DDT-/ DDE-Konzentration bei expo-

nierten versus nichtexponierten Personen auffallend.

Tab. 5 : Serumspiegel von DDT und DDE bei Exponierten / Kontroll-
gruppe (Chand et al.,1991)

Kontrollgruppe Exponierte

DDT 0,0826 pg/l 0,8634 pg/l

DDE 0,0278 pg/l 0,2106 pg/l
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1.3.3. DDE

DDE, Di-(-p-chlorphenyl)-dichlorethylen ist neben DDD eines der
Hauptabbauprodukte von DDT und diesem in seinen chemischen
Eigenschaften vor allem hinsichtlich Lipophilie sehr &hnlich (Perkow et
al.,1971). Die enge chemische Verwandtschaft mit DDT sowie einige
substanzspezifische Besonderheiten, die im Folgenden noch darge-
legt werden, legten nahe, DDE als drittes Agenz im Rahmen der
Fragestellung dieser Arbeit zu untersuchen.

Hinsichtlich der Konzentration von DDE im Blutserum Exponierter
(Synthesefabrikarbeiter, Farmer) liegen ebenfalls aussagekraftige
Daten vor. Mehrere Forschungsergebnisse wiesen eine signifikant
hohe Konzentration im Vergleich zu einer nichtexponierten Kontroll-
gruppe auf (Chand et al.,1991). Analog zu DDT zeigte sich eine zehn-
fach hdhere Blutserumkonzentration bei Exponierten ohne gesund-
heitsschadigende Konsequenzen (Tab.5). Zur Frage der Mechanis-
men einer zellschadigenden Wirkung existieren Ergebnisse, die im
Hinblick auf die Methodik dieser Arbeit erwdhnenswert sind. Nach
oraler Applikation von DDE an trachtige Mause in einer Konzentration
von 25 mg/kg KG waren nach 16 Tagen in einer elektronenmikros-
kopischen Untersuchung deutliche fetale Schadigungen von Neben-
nierenrindenzellen mit mitochondrialer Degeneration (Zerstérung der
organelleigenen Membranen im Sinne eines Cristaezerfalls) zu erken-
nen. Eine Affinitdt zu mitochondrialen Strukturen kénnte durch den
nachgewiesenen Gehalt von DDE im menschlichen Sperma (Kumar et
al., 2000) auch zu einer Funktionsbeeintrachtigung der Sertolizelle
fihren.
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Es existieren verschiedene Hinweise flr einen hormonellen Wirkungs-
aspekt von DDT und DDE im exponierten Organismus und damit
einen Eingriff in die komplexe Regulation der Spermatogenese. So-
wohl DDT, als auch sein Hauptabbauprodukt DDE, sind in der Lage,
aufgrund ihrer chemischen Struktur als Antiandrogen zu einer Ver-
minderung der Testosteroneffekte zu flhren und damit auch zu einer
maoglichen Verminderung der Spermiendichte bei exponierten Perso-
nen (Hodgson et al.,1995; Kelce et al.,1995; Sohoni et al.,1998). Die
Wirkungsweise besteht darin, dass DDE die Bindung von koérper-
eigenen Androgenen an den entsprechenden Rezeptor inhibiert.
Weiterhin wurde eine Aktivitatssteigerung der hepatischen Aromatase
nach Inokulation von 100 mg DDE Uber sieben Tage bei der Ratte
beobachtet (You et al.,2001). Dieses Enzym ist fir die Synthese kor-
pereigener Ostrogene verantwortlich. Orale Verabreichung von DDE in
einer Konzentration von 100 mg/kg KG flihrte bei Embryonen trach-
tiger Sprague-Dawley-Ratten (14.-18. Schwangerschaftstag) zu einer
auffalligen Feminisierung im Sinne einer Milchleistenbildung sowie
einer Reduktion der anogenitalen Dammlénge. In einem abnehmen-
den Konzentrationsbereich bis 10 mg/kg KG waren diese Stigmata
zunehmend diskreter ausgepragt (You et al.,1998). Beim Menschen
wurde bereits eine signifikante Zunahme von Kryptorchismus (fehlen-
der Hodendeszensus beim Neugeborenen) sowie Hypospadie (Fehl-
anlage der Harnréhrenmiindung) bei Miittern beobachtet, die Serum-
konzentrationen von Uber 855 upg DDE/l Blutserum aufwiesen
(Longnecker et al.,2002).
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1.4. Zellvitalitat

Einer der maéglichen Ansatzpunkte einer Fertilittsbeeintrachtigung
besteht in einer direkttoxischen Wirkung auf die Sertolizelle. Daher lag
einer der Schwerpunkte dieser Arbeit in der Ermittlung einer mdg-
lichen Beeinflussung der Zellvitalitdt nach Noxenexpositon.

Eine Methode zur Ermittlung der Zellvitalitdt besteht darin, die zu
untersuchende Biomasse mit radioaktiv markierten Nukleotiden zu in-
kubieren, die sich aufgrund zelleigener Stoffwechselvorgange in das
Genom integrieren und somit durch ihre Radioaktivitat indirekt die
Vitalitdt der betreffenden Zellpopulation reprasentieren. Dieses Ver-
fahren findet sowohl Verwendung zur Ermittlung einer Teilungsrate als
auch zur Bestimmung einer prozentualen Vitalitdtsreduktion nach
Noxeninkubation im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.

Eine weitere Moglichkeit der Vitalitdtsmessung besteht in der
Bestimmung von ATP (Adenosintriphosphat), einem Energietrager,
der in jeder vitalen Zelle produziert wird (Russel et al.,1995). Im
Gegensatz hierzu stehen bei dem sogenannten MTT-Assay (3-[4,5-
Dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zur Vitalitatsbe-
stimmung mitochondriale Dehydrogenasen im Vordergrund, welche
einen zugegebenen Farbstoff reduzieren und damit in seiner Farb-
intensitat verandern. Diese kann anschlieBend photometrisch bei einer
definierten Wellenldnge gemessen werden (Laschinski et al.,1990).
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1993 etablierte sich der MTT-Assay im Rahmen der Untersuchung des
Einflusses von Neurotoxinen auf kultivierte Zellpopulationen als pra-
ferierte Methode vor den oben genannten Vitalitdtsassays (Manger et
al.,1993).

Im Laufe der Zeit fand diese Methode ein zunehmend breiteres
Anwendungsgebiet, auch als Indikatormethode zur Ermittlung von
Zellpopulationswachstumsraten (Gomez-Flores et al.,1995). Sie ist
zur gunstigen, zeitsparenden Vitalitatsmessung geeignet und zu radio-
aktiv gekoppelten Vitalitdtsassays vergleichbar messempfindlich
(Bean et al., 1995). Im Vergleich zur Anlagerung von radioaktiv mar-
kierten Nukleotiden in das Zellgenom, die mit unmarkierten Nukleo-
tiden aus lysierten Zellen interagieren kénnen und somit ein falsch
positives Resultat liefern, ist die Umwandlung des Farbstoffes beim
MTT-Assay an die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen ge-
bunden und somit direkt an die Vitalitdt der Zelle. Sertolizellen stellen
nach der Pubertat des betreffenden Organismus ihre Teilungsaktivitat
ein. Somit ist ein Abfall der gemessenen Vitalitatsrate in Prozent be-
zogen auf eine Kontrollgruppe ohne Noxeninkubation auf eine direkte
Wirkung der untersuchten Substanz zurlickzufiihren und nicht durch
eine Teilungsaktivitat der kultivierten Sertolizelle verfélscht.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die Bestimmung der genannten Parameter erlaubt eine Aussage Uber
Veranderungen der sekretorischen Eigenschaften von Sertolizellen in
vitro nach Noxenexposition. Es sollte versucht werden, die beschrie-
bene Beeintrachtigung der mannlichen Fertilitdét durch Organochlor-
verbindungen als ein multifaktorielles Phanomen zu erklaren, in dem
die Sertolizelle eine wichtige Rolle einnimmt.
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Durch ihre sekretorischen Eigenschaften sowie die Einbindung in die
hormonelle Steuerung der Spermatogenese ist sie ein wichtiger Be-
standteil der physiologischen Keimzellreifung. Ziel dieser Arbeit war es
insofern, eine Aussage darUber treffen zu kénnen, inwieweit eine Be-
eintrachtigung der Zellfunktionen von Sertolizellen durch Organo-
chlorpestizide erfolgen kann. Es sollte versucht werden, Rickschlisse
aus den erhaltenen Ergebnissen aus in-vitro-Bedingungen auf die
Situation in vivo zu ziehen und diese in lhrer Relevanz zu diskutieren.
Unter den vielen Ansatzpunkten einer méglichen Fertilitdtsbeeintrach-
tigung durch exogene Einflisse setzte sich diese Arbeit das Ziel, ein
in-vitro-Modell zu erstellen, das durch Betrachtung der Sertolizelle
einen weiteren Beitrag zur Atiologie dieses Phanomens liefern kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

Die Sertolizellen wurden aus Hoden 18 - 21 Tage alter Sprague-
Dawley-Ratten (Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland) nach der
Methode von Hadley et al. (1985) isoliert. Insgesamt wurden im
Rahmen der Versuchsdurchfihrungen 110 Ratten verwendet. Alle
Chemikalien wurden, soweit nicht explizit erwahnt, in der hdchsten
erhaltlichen Qualitat (p.A.; pro Analysi) eingesetzt.

Die Organochlorpestizide Lindan 99% (H 4500), DDT 98% (38, 634-0)
und DDE 99% (12,389-7) stammten von Sigma, Deisenhofen,
Deutschland. Fir die Priméarkultur der Sertolizellen wurden speziell fur
Zellkultur getestete Medien und Zuséatze benutzt. Die Noxen standen
nach Vorldsung in DMSO (Dimethylsulfoxid) (1.02931.1000 Merck
Darmstadt; Deutschland) mit einer Endkonzentration von 0,1% dieses
Lésevermittlers in Zellkulturmedium zur Verfigung (DMEM: HAM's F-
12; 1:2; 31330-038, Gibco; Berlin, Deutschland).

2.2. Methoden

2.2.1. Praparation von Sertolizellen und Anlegen der Primarkultur
Grundbedingung dieser Arbeit war die Isolation und Aufbereitung der
Sertolizellen aus dem Rattenhodenparenchym. Dies ist ein sehr zeit-
aufwendiger Vorgang, der nach fest definierten Kriterien vollzogen
wurde (Abb. 5).



Material und Methoden 29

An erster Stelle der Sertolizellaufbereitung stand die Gewinnung von
Hodengewebe aus der Sprague-Dawley-Ratte. Zu diesem Zweck wur-
den die Tiere in einen luftdichten Behélter gesetzt und mit Kohlendi-
oxid begast. Dieses Gas verdrangte den Sauerstoff in der Atemluft, so
dass die Ratten durch zehnminitige Kohlendioxidaspiration getdtet
wurden. AnschlieBend wurden die Tiere zur Desinfektion in einen Be-
hélter mit 70%igem Alkohol gelegt, um dadurch méglichst viele Konta-
minationsquellen ausschalten zu kénnen. Vor allem das Fell der Ratte
barg die Gefahr der Kontamination bei der Praparation der Ratten-
hoden.

Zur Gewinnung der Sertolizellen in Reinform wurden die folgenden

Enzymmedien verwendet:

Medium A:

e 20 mg Kollagenase (Sigma; C-0130)

e 0,4 mg DNAse (Sigma ; DN-25)

e 20 ml Basismedium (DMEM : F12 Ham 1:2)

Medium B:

e 40 mg Kollagenase

e 40 mg Hyaluronidase (Sigma; H-3506)
e 0,4 mg DNAse

e 20 ml Basismedium
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Stoppmedium:

20 mg Trypsininhibitor aus Sojabohnen (Sigma; H9003)
100 mg bovines Serumalbumin (Sigma; H-7825)

50 ml Basismedium

Zellndhrmedium:

500 ml Basismedium

Cytosin Arabinosid (Sigma; C 1768) (2 pug/ml)
L-Glutamin (Gibco; 04305030-H) (2 mM)
Penicillin-Streptomycin Lsg. (Sigma; P-3539) (100 pg/ml)
Epidermal Growth Factor (EGF) (Sigma; E-1257)

(10 ng/ml)

Apo-Transferrin (Sigma; T-1147) (5 pg/ml)
Humaninsulin (Sigma; 1-1882) (2 pg/ml)

Hydrocortison (Sigma; H-0135) (10 pM)
D-alpha-Tocopherol (Vitamin E) (Serva; Heidelberg
Deutschland, 36560) (200 ng/ml)

All-Trans-Retinol (Vitamin A) (Serva; 38280) (200 ng/ml)
Testosteron (Sigma; T-5641) (100 pM)

Nach dem Zusammenbringen aller erforderlichen Substanzen erfolgte
die Sterilfiltration (Sterilfilterflaschen, Nalgene, New York, USA).
Cytosin, ein Zytostatikum, welches dem Nahrmedium zugefiihrt wurde,

das dem Zelltransfer auf die Kulturplatte diente, unterdrlickte die Ver-

mehrung unerwiinschter Zellarten (Spermatogonien, peritubuléare Zel-

len). Die Sertolizelle selbst blieb von diesem zytostatischen Effekt un-

berthrt, da sie ihre Teilungspotenz zu Beginn der Pubertét, im kon-

kreten Fall bei 18 Tage alten Ratten, einstellt (Russel et al.,1989).
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Die Enzyme der Medien hatten sehr unterschiedliche Wirkmecha-
nismen zur Isolation der Sertolizellen. Die DNAse wirkte als Endo-
nuclease, es spaltete Phosphodiesterbindungen in den Nukleotid-
strangen der Ribonukleinsaure, die daraufhin ihre raumliche Struktur
veranderte. Ziel der Anwendung dieses Enzyms war die Hydroly-
sierung freier Erbtragersubstanz; hierdurch wurde eine Aggregation
der DNA verhindert, die sonst die Gewebesuspension zahflissig
machen wirde.

Das zweite Enzym, die Kollagenase, spaltete selektiv bestimmte
Bindungsstellen zwischen den Aminosauren eines Kollagenmolekdls,
das dadurch denaturierte. Dies stellte sich als ein relativ schonendes
Verfahren dar, um bei der Gewebszerlegung Einzelzellen gewinnen zu
kénnen, d.h. im konkreten Fall, Sertolizellen aus Ihrem Bindegewebs-
verband herauszuldsen.

Hyaluronidase wurde zusammen mit der Kollagenase verwendet.
Diese Esterase war zustandig flr den Abbau von Hyaluronsdure,
einem Glykosaminoglykan, das als wesentlicher Bestandteil der
Grundsubstanz des Bindegewebes anzusehen ist (Voet,1992). Aus
diesem Grunde stellte es sich als sehr effektiv dar zur Dissoziation von
kollagenreichen Bindegewebszellen.

Der verwendete Trypsininhibitor inaktivierte die Kollagenaseinaktivitat
des beschriebenen Enzyms, indem er einen Protein-Inhibitor-Komplex
ausbildete. Gleichen Zweck erflllte das in Medium geldste Albumin.
Allerdings war diese Hemmwirkung nicht vollsténdig, so dass nach der
Kollagenasebehandlung zentrifugiert werden musste.
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Fir das weitere Arbeiten mit den zu praparierenden Rattenhoden
diente eine Sterilbank (Kéttermann-Kochen-GmbH, Hanigsen,
Deutschland). Es war darauf zu achten, die Arbeitsflache vor der
eigentlichen Nutzung mit einer hierfir eingebauten UV-Lichtquelle fir
zirka 30 min. zu bestrahlen und mit 70%igem Ethanol nachzuwischen.
Unter der Sterilbank wurde der Bauchraum der Ratte mit sterilen
Instrumenten erdffnet und die Hoden ohne Beimengung von Tier-
haaren entnommen. Daraufhin wurden die Hoden in eine Petrischale,
die mit 2 ml Zellndhrmedium (DMEM:HAM F12;1:2) und 1 ml des Anti-
biotikums Gentamycin (Sigma; Nr. 3527), einem Aminoglykosid, im
Verhéltnis 1:2 gefillt war, gelegt. Die Hoden wurden mit einem schar-
fen Skalpell zu einer homogenen Gewebsmasse verarbeitet, in 20 ml
Medium A gegeben und anschlieBend kraftig durchmischt.

Daraufhin erfolgte eine Schittelwasserbadbehandlung fir 15 min. bei
37°C. AnschlieBend wurde in einem Falconréhrchen (50 ml, BD Bio-
sciences, Heidelberg, Deutschland) fir 7 min. sedimentiert. Nach
dieser Zeit wurde der Uberstand, der hauptséchlich aus Leydigzellen
bestand, die zur Reinkultivierung von Sertolizellen unerwiinscht sind,
mit einer sterilen Glaspipette abgesaugt. Durch Zugabe von 25 ml des
Stoppmediums erfolgte eine Hemmung der biochemischen Isolations-
vorgange im Falconrdhrchen, dessen Inhalt nach Absaugen des Uber-
standes lediglich aus einem Bodensatz, einem sogenannten Pellet
bestand. Mit Hilfe einer sterilen Einmalpipette wurde das Pellet mit 20
ml Medium B resuspendiert. Eine erneute 30 minitige Wasserbad-
behandlung und eine Zentrifugation fiir 30 sec. bei 35xg beendeten
diese erste Phase der Isolation.
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Der durch die Zentrifugation entstandene Uberstand, der diesmal
hauptsachlich aus Myoidzellen bestand, wurde erneut abgesaugt. Ein
zweites Mal bewirkte die Zugabe von 25 ml Stoppmedium auf das
Pellet ein Sistieren der enzymatischen Auftrennungsreaktionen. Das
Falconréhrchen wurde erneut durchmischt und bei 35xg flr eine
Zeitdauer von 60 sec. zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes
wurden erneut 20 ml Medium B auf das Pellet hinzugefligt und bei
37°C inkubiert. Danach wurde bei 35xg fir 45 sec. zentrifugiert. Es
erfolgte eine Zugabe von 25 ml des Zellndhrmediums (siehe S.27)
zum Pellet, eine kréaftige Durchmischung und eine nochmalige Zentri-
fugation bei 35xg fUr eine Zeitdauer von 45 sec..

Der erneut entstandene Uberstand wurde mit einer sterilen
Einmalpipette abgesaugt. Nachdem 30 ml Zellndhrmedium in das
Réhrchen gegeben und gemischt wurden, bewirkte die Behandlung
mit einem Homogenisator, d.h. einem Edelstahlstab mit einem Teflon-
kopf, dessen Durchmesser genau dem Glasréhrchen entsprach, durch
permanente Auf-und-ab-Bewegungen eine nochmalige gleichméBige
Zerkleinerung gréBerer Zellverbande. Es erfolgte eine Filterung der
Zellsuspension durch ein 70 pum Nylonsieb (Falcon), wodurch haupt-
sachlich Einzelzellen gewonnen wurden. Als letzten Arbeitsschritt wur-
de der Inhalt des FalcongefaBes mit Zellndhrmedium auf ein Volumen
von 64 ml aufgefiillt und gemischt. Nach diesem Zellisolationsvorgang
erfolgte die eigentliche Sertolizellkultivierung durch Transfer auf eine
entsprechende Kulturplatte (Primaria, BD Biosciences) mit je 24 Wells.
Diese wurden nacheinander mit je 1 ml (500.000 Zellen/
Quadratzentimeter entspricht 1.000.000 Zellen/Well) der hergestellten
Zellsuspension aufgefllt.
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AnschlieBend wurden die Zellen bei 34°C und unter 5% CO2 im Brut-
schrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) kultiviert.

2.2.2. Kultur der Sertolizellen

Das Zellkulturmedium, mit welchem die Sertolizellen Uber Nacht in-
kubiert wurden, enthielt neben den unter 2.2.1. aufgeflihrten Zusatzen
weiterhin 10% FCS (Fotales Kalberserum). Am darauffolgenden
Morgen erfolgte ein Mediumwechsel, das wiederum Cytosin, aber kein
FCS enthielt. Am dritten Tag erfolgte der sogenannte hypotone
Schock. Dieser diente der Eliminierung der auf der Zellkulturplatte be-
findlichen Keimzellen, die durch die enzymatische Auftrennung noch
nicht eliminiert werden konnten und daher auf dem Zellrasen
wuchsen. Durch Zugabe eines hypoosmolaren Mediums auf den
Zellrasen erfolgte ein Konzentrationsausgleich zwischen intra- und
extrazellularem Medium durch Flussigkeitstbertritt in den Intrazellu-
larraum. Keimzellen sind hochempfindlich gegentber intra-zellularer
Volumenzunahme und gehen dadurch zugrunde. Der einschichtige
Zellrasen wurde hierfur mit einer hypotonen Flussigkeit, einer 20mmol
Tris-HCI-Lésung (pH=7,5; 20°C), behandelt (Galdieri et al.,1981).
Nach Absaugen des Zellmediums wurden mit Hilfe einer sterilen
Einmalpipette 1 ml Tris HCI-Puffer (Sigma, Trizma Base, T1503) in je-
des Well hinzugefiigt. Nach einer Einwirkzeit von 3 min. wurde die
Lésung entfernt und der Zellrasen mit einer PBS Pufferldsung
(pH=7,30; Phosphate Buffered Saline; OXOID; Hampshire; England;
X514D) gespult. AnschlieBend erhielt jeder Zellrasen der Kulturplatte
das schon beschriebene Kulturmedium ohne Cytosin in einer Menge
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von 1 ml, bevor sie in den Brutschrank zurlickgestellt wurden. Durch
Anwendung des hypoosmolaren Tris-HCI-Puffers (90 mOsmol/kg)
konnten Sertolizellen in Reinkultur gewonnen werden. Die Reinheit der
Zellkultur wurde regelmaBig unter einem Lichtmikroskop Uberpruft.

2.2.3. Optimierungen

Das Hauptproblem beim Arbeiten mit Organochlorpestiziden ist ihre
ausgepragte Lipophilie und die damit verbundene schlechte Léslich-
keit in wassrigen Medien.

Tab. 7: Loslichkeit von Lindan und DDT in verschiedenen Medien
(Ulmann,1973)

Wasser Athylalkohol Aceton Xylol
Lindan 10 ppm 6,4 ppm 43,5 ppm 24,7 ppm
DDT 0,0012 ppm 6 ppm 50 ppm 60 ppm

Tabelle 7 zeigt die ausgepragte Lipophilie sowie Unléslichkeit in po-
laren Medien, sowohl in Wasser als auch in verschiedenen Alkoholen
erfolgt nur eine geringe Lésung der untersuchten Organochlorpesti-
zide. Diese Tatsache war der Grund dafir, dass zum Einbringen der in
Pulverform vorliegenden Noxen in das polare Zellmedium ein Lése-
mittel verwendet werden musste.
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Lediglich bis zu einer Konzentration von 15umol/l in Nahrmedium
konnten die untersuchten Insektizide ohne Hilfsstoff geldst werden,
eine Konzentration, die im unteren Bereich der zu testenden Kon-
zentrationen lag. Andererseits sind Lésemittel meist sehr aggressive
Agenzien, die ihrerseits ebenfalls zu einer Eigentoxizitat auf die in-
kubierten Sertolizellen fiihren konnten. An erster Stelle stand die Uber-
legung, die Organochlorpestizide in Ethanol vorzulésen, das dann im
Zellmedium in einer Endkonzentration von 75 Vol.% vorlag. Allerdings
hatte der Alkohol schon in diesem Bereich eigentoxische Wirkung auf
die Sertolizellen, wie mittels MTT-Assay ermittelt wurde (Abb. 8).
Somit bestand nach wie vor die Notwendigkeit eines Lésemittels. Auf
der anderen Seite musste diese Substanz in einer méglichst geringen
Konzentration vorliegen, in der keine eigentoxischen Effekte zu ver-
zeichnen waren. Als Ldsung dieses Problems stellte sich die Verwen-
dung von DMSO (Dimethylsulfoxid) als Lésemittel dar. Eine Endkon-
zentration von 0,1 Vol.% des DMSO im Nahrmedium lieB die kultivier-
ten Sertolizellen hinsichtlich der untersuchten Parameter unbeein-
flusst, wie in Vorversuchen gezeigt werden konnte (Abb. 7).

2.2.4. Stammlésung und Verdiinnungsreihe

2.2.4.1. Stammlésung

Um den getesteten Konzentrationsbereich von 6,25 uM - 100 pM ab-
decken zu kénnen, fand eine 100 pM Stammlésung Verwendung, die
durch weitere Verdiinnung die niedrigeren Noxenkonzentrationen (50-
;25-;12,5- und 6,25 uM) ergab. Es musste ein Lésevermittler ange-
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wendet werden, der zwar die betreffenden Insektizide in Losung bringt,
dies allerdings in einer Konzentration, die keine Eigentoxizitat entfaltet.
Als geeignetes Losungsmittel wurde DMSO in einer Endkonzentration
von 0,1% (V/V) in Zellmedium verwendet. Nach Auflésung des Orga-
nochlorpestizids in reinem DMSO wurde dieses bis zu einer Endkon-
zentration von 0,1% (V/V) DMSO mit Zellmedium verdiinnt. Nach
grindlicher Durchmischung des gefillten Falconréhrchens auf einer
elektrisch betriebenen Drehscheibe lag die Noxe nach vorausge-
gangener Berechnung in einer Konzentration von 100 uM in der
Stammlésung vor. Fir jeden Versuchstag wurde eine frische Stamm-
I6sung angesetzt.

2.2.4.2. Verdiinnungsreihe

Gleiche Volumenanteile der Stammldésung wurden mit gleich vielen
Anteilen Zellmedium gemischt, welche ebenfalls DMSO in einer Kon-
zentration von 0,1% (V/V) enthielten. Somit entstand eine 50 uM -
Noxenlésung, die durch beschriebenes Procedere zu einer 25 uM-
12,5 uM- und 6,25 puM-Lésung fihrte.

2.2.5. Inkubation mit Noxe in vitro

Nachdem am dritten Tag der Zellkultivierung der hypotone Schock
erfolgte, begann am sechsten Tag der eigentliche Versuch. Das Zell-
medium wurde mittels einer sterilen Glaspipette vorsichtig aus jedem
Well der Kulturplatte abgesaugt und unmittelbar danach je vier Wells
mit der jeweiligen Insektizidkonzentration zu je 500 pl aufgeflit.
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Pro Versuch und Methode (MTT-Assay, Laktatassay/Pyruvatassay,
Inhibinassay) dienten zwei Kulturplatten mit je 24 Wells. Abgesehen
vom Pyruvatassay wurde jedes Messergebnis in Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Folglich resultierten acht Messresultate je Zellkultur-
platte und Konzentrationsbereich. Die Platten wurden nach Inkubation
mit den Insektizidldsungen fir exakt 24 Stunden im Inkubator bei
einem Kohlendioxidgehalt von 5% und 34°C inkubiert.

Bevor nun auf die eigentliche Versuchsauswertung naher einge-
gangen wird, hier eine chronologische Ubersicht der Vorbereitungen
bis zur Inkubation der kultivierten Sertolizellen mit der entsprechen-
den Noxenldsung.

Ratte méannlich (18 Tage alt)

Sertolizellisolierung i

1.Tag
Kultivierung in 24 Well-Kulturplatten

v

3.Tag
Hypotoner Schock

Noxenexposition (Lindan, DDT oder DDE in DMSO 0,1%
in Zellmedium) fUr 24h

v

7.Tag
Versuchsauswertung

Abb. 5: Chronologische Abfolge der Kultivierung von Sertolizellen
und Exposition mit Noxen
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2.2.6. Verwendete Nachweismethoden

Im Folgenden werden der Versuchsaufbau und die Anwendungen der
verschiedenen Assays erlautert.

2.2.6.1. MTT-Assay

Die Wirkungsweise des MTT-Assays beruht auf der Aktivitdt mito-
chondrialer Dehydrogenasen, welche die Farbe eines Agens (Tetra-
zolium) durch enzymatische Reduktion verandern.

Folgendes Schema verdeutlicht die grundlegende Reaktion dieses

Assays:
Tetrazolium Dehydrogenase Formazan
gelb > blau

Die absorptionsphotometrische Bestimmung des léslichen Formazans
erfolgte bei einer Wellenlange von 550 nm. Hierbei ist, wie bei allen
erwahnten Vitalitatsassays, auf die Einhaltung eines konstanten pH-
Wertes zu achten.

2.2.6.1.1. Ablauf

Unmittelbar nach 24-stiindiger Noxeninkubation der Sertolizellen be-
gann die Vitalitditsauswertung mit Hilfe des MTT-Assays. Das gelblich
erscheinende MTT-Pulver wurde in PBS-Puffer, pH=7,3, in einer Kon-
zentration von 5 mg / ml Puffer geldst.
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Der PBS-Puffer setzte sich wie folgt zusammen:
e 10mM Natriumhydrogenphosphat
e 10mM  Kaliumhydrogenphosphat
e 136 mM Natriumchlorid
e 1,42 mM Kalziumchlorid

e 1mM Magnesiumchlorid

Die vollstandige Lésung des MTT wurde nach einer einminutigen Be-
schallung in einem Ultraschallwasserbad erzielt. Danach war die
Lésung gebrauchsfertig. Pro Versuchsreihe wurden zwei Zellkultur-
platten entsprechend der Noxenkonzentrationsanordnung (0, 6, 25,
12,5, 25, 50 und 100 puM) verwendet. Pro Insektizidkonzentration er-
gaben sich folglich acht Messwerte, die in Doppelbestimmung aus-
gefuhrt wurden. Das Zellmedium, das Uber 24 Std. mit der darin
gelésten Noxe auf die kultivierten Sertolizellen einwirkte, wurde ab-
gesaugt und als erster Schritt jede Zellschale mit 500 pl PBS-Puffer
gespllt, um etwaige Rickstéande aus jedem Well zu entfernen. Nach
vorsichtigem Absaugen dieser Spiilflissigkeit erfolgte ein nochmaliges
Aufbringen von 1 ml PBS-Puffer pro Well, bevor je 100 pl der vorbe-
reiteten MTT-LOsung hinzugefligt wurden. Eine weitere Inkubation der
auf diese Weise praparierten Kulturplatten fir zwei Stunden im Brut-
schrank (34°C, 5% CO2) fuhrte zur Entstehung des blau erscheinen-
den Formazans. Danach wurde der Puffer vorsichtig abgesaugt und
500 pl DMSO in jedes Well gegeben. DMSO fungierte als Solvens zur
Auflésung des aggregierten blauen Formazans in der Zellkulturplatte.
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Nachdem das Reaktionsprodukt in Lésung war, wurden pro Well
zweimal 200 pl des in DMSO gelésten Formazans in eine Mikro-
titerplatte transferiert. Aus diesen beiden Messwerten errechnete der
MTP-Reader (EAR 400 ATC, SLT LAB-Instruments, Wien, Osterreich)
einen Mittelwert anhand der gemessenen Absorption bei 550 nm und
620 nm Hintergrundabsorption. Erhaltene Ergebnisse nach Inkubation
mit Noxen unterschiedlicher Konzentration wurden prozentual bezo-
gen auf eine Kontrollgruppe ohne Insektizidexposition. Im Detail be-
deutet dies, dass jeder Messwert des MTT-Assays auf den Mittelwert
der acht Kontrollgruppenergebnisse bezogen und dies prozentual aus-
gedrickt wurde. SchlieBlich erfolgte eine Mittelwertsbildung der jewei-
ligen acht Messergebnisse nach DDT-, DDE- oder Lindaneinfluss und
deren graphische Auswertung.

2.2.6.2. Laktat-Assay

Die Laktatbestimmung erfolgte nach der Methode von Noll (1974). Sie
beruht auf dem Prinzip, dass bei der Reaktion von Laktat zu Pyruvat
mittels Laktatdehydrogenase (LDH) Elektronen und ein ungebunde-
nes Proton entstehen, die durch NAD aufgenommen werden. Dieses
wird dabei zu NADH reduziert und andert dabei seine absorptions-
photometrischen Eigenschaften. NADH besitzt ein Absorptions-
maximum bei einer Wellenlange von 340 nm. Die Messung dieser Ab-
sorption ist proportional zum vorhandenen NADH und somit auch zum
Laktat in der Probe.
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Die grundlegende Reaktion dieses Assays ist nachfolgend dargestellt:

LDH
Laktat » Pyruvat
C303H5 (1) 4 C303H3 (2)
NAD NADH+H*
R-C6N20OH6 R-C6N20H7+H

(3) (4)

Durch die Anordnung der Reaktionspfeile ist zum einen zu erkennen,
dass die chemische Reaktion in beide Richtungen ablauft. Es herrscht
ein chemisches Gleichgewicht, das allerdings weit auf der Seite des
Laktats liegt. Diese Tatsache hat fir das Funktionsprinzip des Assays
eine herausragende Bedeutung: Bei der Reaktion von Laktat (1) zu
Pyruvat (2) reagiert zeitgleich NAD (3) zu NADH+H" (4), es werden der
Milchsdure zwei Wasserstoffatome entzogen. Die Messung des
Laktats im Zellmedium erfolgte indirekt Uber die absorptionsphoto-
metrische Bestimmung des NADH+H" nach Aufbereitung der Proben.
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Aufgrund des geschilderten Gleichgewichtsverhaltnisses ist es not-
wendig, Pyruvat aus der Reaktionskette zu entfernen, damit alles vor-
handene Laktat zu Pyruvat reagieren kann und somit NADH+H" als
Messparameter entsteht. Durch Umwandlung des Pyruvats mittels
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) in eine Ketokarbonsaure wird
dieses Ziel erreicht.

GPT
Pyruvat + L-Glutamat —— » L-Alanin + 2-Oxoglutarat

(2) + C5NO4H8 C3NO2H7 + C505H6

Laktat wurde aus dem Zellmedium bestimmt, in dem die betreffende
Noxe geldst war und mit dem die betreffenden Sertolizellen fiir 24 Std.
inkubiert wurden. Pro Versuchsreihe und Konzentrationsbereich
(6,25pM; 12,5uM; 25uM; 50uM; 100puM) fanden acht Wells Verwen-
dung. Es lagen acht eigenstandige Messwerte vor, die in Doppelbe-
stimmung ermittelt wurden. Nach der 24-Stundeninkubation mit Lin-
dan, DDT oder DDE bestand der erste Arbeitsschritt im Ubertragen
des betreffenden Zellmediums in Eppendorfcups zu je 200 pl in Dop-
pelabfillung pro Well und funfminatigem Erhitzen bei 95°C, um En-
zyme zu inaktivieren. Die Proben wurden anschlieBend bei -18 °C ein-

gefroren.
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Folgende Puffer und Stammlésungen wurden fir die Laktatbestim-

mung verwendet:

° Laktat-Stammldsung
Um bei jedem Versuchsgang einen Referenzwert zu be-
sitzen, liefen zwei fest definierte Eichkonzentrationen mit
160 pg/ml und 80 pg/ml mit. Zur Herstellung dieser Stamm-
I6sungen wurde ein Laktatnatriumsalz (Serva, 29763), wel-
ches in der entsprechenden Menge in Glutamatpuffer gelést
wurde, verwendet.

° Glutamatpuffer
Der Glutamatpuffer diente zur Aufrechterhaltung eines
konstanten pH-Werts im Reaktionsmedium der Photometer-
kivetten, weil nur dann eine optimale Wirkungsintensitat
der verwendeten Enzyme gewahrleistet war (pH = 8,9).
Zur Herstellung dieses Glutamatpuffers wurden zunéachst
56,759 L-(+)-Glutamat (Merck, Deutschland; 1.00291.0100)
in 380 ml Natronlauge (1 mol/l;Merck 1.00291.0250) geldst
und mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefillt, was einer
0,77 M Glutamatstammlsung entspricht, die zu je 20 ml in
entsprechenden Falcon-Réhrchen bei -20°C eingefroren
wurde.
Am Versuchstag wurde nach Auftauen von 20 ml der Gluta-
matstammlésung 9,4 ml Natronlauge (1 mol/l) zugefligt, so
dass der gebrauchsfertige Glutamatpuffer (0,52 mol/l;
pH=8,9) entstand.
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° B-NAD-L6sung
Das in kristalliner Form vorliegende B-NAD (Boehringer,
Deutschland; 127965) wurde zu 40 mg abgewogen und in
einem Eppendorfgefd3 mit 2 ml destilliertem Wasser aufge-
fullt, woraus eine B-NAD-L&sung entstand (24 mmol/l).

° Laktatdehydrogenase (LDH)
LDH mit 45 units/ml (Sigma; L-2518) wurde bei + 4°C ge-
lagert und bei Bedarf Bedarf vor Assaybeginn auf Zimmer-
temperatur erwarmt.

° Die Amino-Alanin-Transferase (ALT = GPT)
GPT mit 21 units / ml (Sigma; G-9880) wurde ebenfalls bei
+4°C gelagert und bei Bedarf auf Zimmertemperatur er-

warmt.

Versuchsdurchfihrung:

Nach Auftauen und Durchmischen der eingefrorenen Laktataliquots
erfolgte die Auswertung der Laktatmenge pro Well in Doppelbe-
stimmung nach folgendem Schema. Zusétzlich waren bei jedem
Assay jeweils zwei Blankproben (ohne Laktat) und zwei Stan-
dardproben zu 160 pg/ml und 80 pg/ml integriert.
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° 700 pl destilliertes Wasser in jede Reaktionskivette (auch
Standard und Blank)

° 250 pl Glutamatpuffer

° 30 pl B-NAD-Lbsung

° 80 pl der jeweiligen Laktatprobe (Blank: 80 ul dest. Wasser)

° 10 ul GPT (21 unit/ml), kraftiges Durchmischen des Inhalts,
10 min. Wartezeit

° 1. Messung am Photometer (Beckmann DU 68) bei 340 nm
(E 10-Wert)

° 11l LDH (45 unit/ml), kraftiges Durchmischen des Inhalts,

zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur
° 2. Messung am Photometer bei 340 nm (E120-Wert)

Zur Auswertung der erhaltenen Messergebnisse wurde zunachst die
Differenz zwischen dem E 120-Wert und dem E 10-Wert gebildet, die
for die allgemeine Formel zur Berechnung einer Konzentration not-
wendig ist (= D) .

Diese setzt sich wie folgt zusammen (aus Gebrauchsanleitung L-
Laktat, Enzymatische Bioanalytik, Boehringer Mannheim):

V* MG

e¢*d*v*1000
¢ = Konzentration

V = Testvolumen [ml]

v = Probevolumen [ml]
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MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz [g/mol]
d= Schichtdicke [em]
¢ = Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm [I/'mmol * cm]

D = Differenz E120 - E 10

Im konkreten Fall ergibt dies in die Gleichung eingesetzt:

1,081 ml * 90 g / mol
c= *D
6,31/ mmol *cm *1 cm * 0,08 ml* 1000

Dieses Resultat musste schlieBlich auf die Proteinmenge pro Zell-
schale bezogen werden, um die verschiedenen Messergebnisse ver-
gleichbar zu machen. Die Messung verlief linear im Konzentrations-
bereich von 2 - 20 mg Laktat / ml.

2.2.6.3. Pyruvat-Assay

Die enzymatische Bestimmung dieser Substanz erfolgte nach Czok et
al. (1974). Es wurde hierbei die Umkehrreaktion benutzt, die zur Lak-
tatbestimmung herangezogen wurde: Das in der Probe vorhandene
Pyruvat reagierte zu Laktat und hierbei entstand aus NADH+H" das
NAD. Diese Konzentrationsabnahme von NADH+H" wurde analog
dem Laktatassay photometrisch bei 340 nm erfasst und entsprechend
ausgewertet.
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Das Gleichgewicht dieser Reaktion liegt, wie schon erlautert, weit auf
der Seite des Laktats. Daher lief die NAD-Entstehung aus NADH+H"
nach Zugabe des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) freiwillig ab,
ohne vorherige Entfernung eines Reaktionspartners aus dem Gileich-
gewicht, wie es im Falle des Laktatassays notwendig war.
Nachfolgend die grundlegende Gleichung, auf der die Funktionsweise
des Pyruvatassays beruhte.

Pyruvat 4_ LDH Laktat
) (1)

NADH+H* NAD
(4) (©)

Im Gegensatz zur Laktatbestimmung zeigt der Pyruvatassay ein
wesentlich einfacheres Reaktionsmodell, was sich in der geringeren
Anzahl der verwendeten Materialien und der kirzeren Zeitdauer des
Assays widerspiegelte. NADH+H" wirkte hierbei als Protonendonator,
gab folglich beide Wasserstoffatome an Pyruvat ab, das dadurch zu
Laktat reduziert wurde. Die Abnahme an NADH+H", das sein Ab-
sorptionsmaximum bei 340 nm besitzt, wurde, wie eingangs erwéhnt,
absorptionsphotometrisch bestimmt und war dadurch ein indirektes
MaB fir den Pyruvatgehalt in der untersuchten Probe.
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Die Gewinnung der Proben zur Pyruvatauswertung erfolgte wie unter

2.2.6.2. beschrieben. Pro Versuchsreihe wurden ebenfalls acht Mess-
werte in jeder Konzentration (6,25uM, 12,5uM, 25uM, 50uM,100uM)
zuzlglich acht Kontrollwerte ohne Noxe bestimmit.

Zum Pyruvatassay wurden folgende Materialien verwendet:

Pyruvatstammldsung:

Als Referenzwert diente bei jedem durchgeflihrtenAssay
eine Pyruvatstammlésung mit 11 mg / 100 ml Puffer. Pyru-
vat als Mononatriumsalz stammte von Serva. Das Pyruvat-
salz wurde in einem Triethanolaminpuffer gelést und als
100% (11 mg/100 ml Puffer) bzw. als 50% Stammlésung
bei jeder Versuchsreihe in zweifacher Messung mitgefthrt.

Triethanolaminpuffer:

Zur Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes von 7,6
diente ein Puffermedium, im konkreten Fall war dies eine
fest definierte Menge eines gelésten Triethanolaminsalzes.

Der Puffer wurde wie folgt hergestellt:

In einem Messzylinder erfolgte das Abwiegen von 14,91 g
des Puffersalzes

Zugabe von 100 ml destilliertem Wasser

Titrieren mit Natronlauge (0,5 M) auf pH=7,6

Zugabe von 0,47 g des Komplexbildners EDTA (Boehringer,
11280), gut durchmischen
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Der Triethanolaminpuffer wurde bei +4 bis +7°C gelagert und war zwei
Wochen haltbar.

o NADH+H*-Lésung
NADH+H" in kristalliner Form (Sigma, N8129) zu 10 mg portio-
niert und in 2 ml destilliertem Wasser geldst (5 mg / ml).

° Laktatdehydrogenase (LDH ; 45 U / ml)

Die Laktatdehydrogenase (SIGMA, L-2518) musste zur Anwen-
dung im Pyruvatassay im Verhaltnis 1:10 verdiinnt werden. Im
konkreten Fall erfolgte ein Durchmischen von 100 pl reiner
LDH mit 900 pl Kaliumphosphatpuffer (pH=7,5; 10 mmol/l; 50%
Glycerin; 142 mg Na2HPO4 und 27 mg KH2PO4 wurden in
100ml Glycerin 50 % gel6ést und mit 0,5 M NaOH auf pH 7,5
titriert). Nach gutem Durchmischen entstand die gebrauchs-
fertige Enzymlésung.

Pro Assay wurden jeweils zwei Standards (100%), zwei Standards
(50%) und zwei Blanks (ohne Pyruvatgehalt) mitgemessen.

° 20 pl NADH+H" in jede Photometerkiivette, in beide Blankge-
fasse 20 pl Kaliumphosphatpuffer statt NADH+H

° 200 pl Probenmedium, in beide Blanks 200 pl Triethanol-
aminpuffer

o 600 pl Triethanolaminpuffer, Durchmischen des Inhalts
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° nach 10 Minuten erste Messung bei 340 nm im Absorptions-
photometer (Beckmann DU 68) (E10 - Wert)

° Zugabe von 10 pl LDH (4,5 unit/ml) in der hergestellten Ver-
dinnung 1:10 in jede Reaktionsklvette, nochmaliges Durch-
mischen des Inhalts

° nach 60 Minuten zweite Messung bei 340 nm (E 60-Wert)

Zur Errechnung der Pyruvatmenge in dem entsprechenden Well
wurde zunéchst die Differenz zwischen dem E 60-Wert und dem E-10
Wert gebildet (= D). Dieser Wert ergab in der Formel die Pyruvat-
konzentration in pg / ml Probenmedium.
Im Falle des Pyruvatassays ergab dies:

0,83 ml*110 g/ mol

6,3l / mmol *cm * 1 cm * 0,2 ml * 1000

Der erhaltene c-Wert musste analog dem Ergebnis der Laktatbe-
stimmung auf die Proteinmenge pro Well bezogen werden, um eine
Vergleichbarkeit der Messergebnisse zu ermoglichen. Die Messung

verlief linear im Konzentrationsbereich von 0,3 - 0,6 mmol/Il.
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2.2.6.4. Inhibin-Assay

Die Bestimmung des Inhibins stellte sich im Rahmen dieser Arbeit als
das anspruchsvollste Verfahren hinsichtlich Material- und Zeitaufwand
dar.

Die Bestimmung von Inhibin-B beruhte auf dem ELISA Prinzip (Siehe
2.2.6.4.1.). Hierbei befindet sich auf einer Festphase ein Antikérper,
der selektiv im Probevolumen enthaltenes Inhibin-B, welches sich aus
einer a-Kette und einer B-Kette zusammensetzt, bindet (Abb. 6 A). Ein
weiterer zugesetzter Antikdrper ist mit einer alkalischen Phosphatase
gekoppelt (Abb. 6 B), die einen zugesetzten Farbstoff in seiner
Farbintensitat verandert (Abb. 6 C). Die Aktivitdt der Phosphatase
(Farbintensitat) wird photometrisch bestimmt und ist proportional der
im Probevolumen vorhandenen Inhibinkonzentration. Die Relevanz
des B-Inhibins liegt in seiner herausragenden Bedeutung im Rahmen
der mannlichen hormonellen Keimzellreifungskontrolle (lllingworth et
al.,1996) (siehe 1.2.).

Der erste Versuch Inhibin in einem Probevolumen quantitativ zu er-
fassen (Mc Lachlanet et al.,1986) basierte auf einem Radioimmuno-
assay, der allerdings im Vergleich zu dem heute verwendeten ELISA
eine wesentlich unspezifischere Bestimmung der Hormonuntereinhei-
ten zulieB (Betteridge et al.,1991), da er gegen die a-Untereinheit ge-
richtet war, und somit stets alle Formen des Inhibins detektierte. Um
besagte B-Kette des Inhibins im Rahmen dieser Arbeit messen zu
kénnen, wurde ein hochsensitiver monophasischer ELISA (Serotec
Limited, Oxford Artikel-Nr.MCA 1312 KZZ) verwendet.
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2.2.6.4.1. Grundlagen

Folgendes Schema verdeutlicht die grundlegenden Schritte zur

Bestimmung des Inhibins in der zu untersuchenden Probe.

* []
gebundenes Inihbin B

|
Antikdrper der Substratplatte gegen die B - Kette des Substratinhibins

B
Alkalische Phosphatase
— Zweiter Antikérper gegen
a-Kette des Inhibins
C

Substrat (farblos) Reaktionsprodukt (rot)

] =

Abb 6: Funktionsprinzip des ELISA-Assays
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A: Substratinhibin bindet mit einem Antikdrper der Mikrotiterplatte, der
gegen die B-Kette gerichtet ist

B: Ein zugeflgter Antikdrper, der gegen die o-Kette des Substrat-
inhibins gerichtet ist und mit einer alkalischen Phosphatase gekop-
pelt ist, geht in Verbindung mit dem Substratinhibin

C: Ein hinzugeflgtes farbloses Substrat wird unter der enzymatischen
Wirkung der alkalischen Phosphatase in ein rotes Reaktionspro-
dukt umgewandelt

2.2.6.4.2. Durchfiihrung
Bendtigte Reagenzien (Inhibin-B Dimer Assay Kit, Serotec Limited,
Oxford):

° Inhibin-B-Mikrotiterplatte (Artikel-Nr. MCA 1312K)
Beschichtet mit einem Antikdrper, dessen freies Epitop
gegen die B-Untereinheit des zu messenden Inhibins ge-
richtet war. Sie bestand aus 96 dieser beschichteten Reak-
tionsschélchen.

. Fotales Kélberserum (Artikel-Nr. CO 1312)
Es diente zur Herstellung des Inhibinstandards und zur
Aufbereitung der Messproben. 5 ml destilliertes Wasser
wurden dem lyophilisierten Pulver hinzugegeben (1mg / ml)
und fr 10 min. vorsichtig durchmischt (10 %).
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° Inhibin-B-Standard (Artikel-Nr. HPS 1312)
Das Inhibin-B der Standardlésung wurde aus menschlichem
Serum isoliert. Der Inhibin-B-Standard wurde in 1,3 ml
(1mg/ml) des fotalen Kélberserums gelést und fir 30 min.
unter zeitweiligem vorsichtigem Durchmischen stehen ge-
lassen. Somit entstand eine Inhibinstandardlésung mit einer
Konzentration von 2000 pg/ml.

Pro Mikrotiterplatte liefen sieben verschiedene Konzentrationen als
Assaystandards mit, die wie folgt hergestellt wurden (jede Probe, so-
wohl Standard als auch Versuchsmessung ging als Doppelbestim-
mung mit anschlieBender Mittelwertsbildung in die Ergebnis-
darstellung mit ein):

° In sieben Eppendorfréhrchen wurden jeweils 0,3 ml (1 mg/
ml) des fétalen Kalberserums gefullt

° Nach dem Hinzufigen 0,3 ml der Inhibinstandardldsung
(HPS1312) in das erste Réhrchen wurde dieses kréaftig
durchmischt und anschlieBend 0,3 ml des Inhalts in das
nachste Réhrchen Ubertragen.
Durch diese Methodik erhielt man eine Standardreihe mit
den Konzentrationen 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 und
15,6 pg/ml.
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. Waschpuffer (Artikel-Nr. WB 1312):

Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten dieses Assays war
es notwendig, die Mikrotiterplatte grindlichst zu waschen,
um unspezifisch gebundene Antikérper bzw. Inhibin voll-
sténdig zu entfernen. Zu diesem Zweck diente der Inhibin-
waschpuffer, der als Konzentrat mitgeliefert wurde und vor
Verwendung pro Volumeneinheit mit 24 Volumeneinheiten
destilliertem Wasser verdlinnt werden musste.

° SDS-(Sodium-Dodecyl-Sulfat) Lésung 6% (Artikel-Nr.
SDS 1312):
Sie diente im Verlauf des Versuches zur Steigerung der
Aussagekraft des Assays, indem sie die Bindungsaffinitat
des in der Messprobe befindliche Inhibins verbesserte.

° Inhibinassay-Diluentlésung (Artikel-Nr. BUF 1312):
Diese Ldsung diente ebenfalls zur Affinitdtserhéhung der
Inhibinbindungsregion, indem es vor dem Aufbringen der
Messprobe auf die Mikrotiterplatte dieser in einer definierten
Menge zugeflgt wurde (siehe unten).

° Wasserstoffperoxydlosung (Merck, Darmstadt)

Die Wasserstoffperoxydlésung diente zur Verbesserung der
Bindungseigenschaften des Inhibins der Messprobe durch
Oxidation von Methioninresten in dem Epitop, das schlie3-
lich mit dem gebundenen Antikdrper der Platte reagierte.
Die 6%ige Wasserstoffperoxidlésung wurde jeweils frisch
aus einer 30 % igen Stammldsung angesetzt (Verdinnung
mit Aqua dest.)
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° Fab-Antikorper (Artikel-Nr. MCA 1312A)
Der Fab-Antikérper war gegen die freie a-Kette des Inhibins
gerichtet und mit Alkalischer Phosphatase konjugiert. Die
Antikdrperlésung wurde mit 1 ml der Inhibinassay-Diluentl6-
sung (BUF 1312) verdinnt und nach grindlichem Durchmi-
schen mit weiteren 5 ml dieser Fllssigkeit zusammenge-
bracht.

° Assaysubstrat (Artikel-Nr. SB 011)

Das Substrat, das durch die Aktivitdit der alkalischen
Phosphatase eine Zunahme der Farbintensitat erfuhr, die ab-
sorptionsphotometrisch bestimmt wurde, bestand urspriinglich
aus zwei Komponenten. Das eigentliche Substrat (SB 011), das
in lyophilisierter Form vorlag, musste mit einem Substrat-
I6sungsmittel (DS 011) gemischt werden, um ein gebrauchs-
fertiges Agenz zu erhalten.

o Substratverstéarkerlésung (Artikel-Nr. AMP 011)

Dieses Reagenz diente zur Verstarkung der Phosphatase-
aktivitat und somit zur Mdglichkeit, die Unterschiede in der
Inhibinkonzentration der verschiedenen Proben sichtbar zu
machen. Analog zur Substratvorbereitung existierte auch hier
ein Verstarkerlésungsmittel (DA 011), das mit dem in Pulver-
form vorliegenden Verstarkeragenz zusammengebracht wer-
den musste, um es im Ablauf des Assays verwenden zu
kdnnen.
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Im Folgenden sind die einzelnen Arbeitsschritte in zeitlicher Abfolge

aufgeflihrt, die flr einen regelrechten Ablauf des Inhibinassays not-

wendig waren, entsprechend den Anweisungen in der Gebrauchs-

anleitung des Herstellers (Serotec).

Versuchsdurchfiihrung:

100 pl Probe oder Standard wurden in ein Eppendorfgefal3
gegeben, in zwei weitere GefaBe jeweils 100 pl fotales Kal-
berserum als Blankprobe

Zugabe von 50 pl SDS (6%)-Lésung zu jeder Probe, gutes
Durchmischen

Erhitzen auf 95°C fir 5 min.

Nach Abkuhlung Hinzufiigen von 100 pl Inhibinassay-
Diluentldsung, Durchmischen des GefaBinhaltes

Zugabe von 50 pl Wasserstoffperoxid (6%) in jedes
Probevolumen, gutes Durchmischen

Die Eppendorfgefdsse wurden fir 30 min. bei Raumtem-
peratur stehengelassen

Aufbringen von 80 pl jeder Probe in doppelter Ausfihrung
auf die mitgelieferte Mikrotiterplatte inklusive Standardreihe
und Blankproben

Nach Abdecken der Assayplatte wurde diese bei Raum-
temperatur in einer feuchten Kammer aufbewahrt. Diese
Inkubation bewirkte das Binden des Inhibins in den Proben-
volumina an den wandstandigen Antikérper der Mikro-
titerplatte.
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e Am nachsten Tag erfolgte ein grindliches Waschen der
Assayplatte mit dem vorbereiteten Waschpuffer in vier
Spulphasen

e 50 pl der fertigen Fab-Antikdrperlésung in jedes Reaktions-
schélchen

e AnschlieBend erfolgte ein nochmaliges Abdecken der
Mikrotiterplatte und eine Inkubation bei Raumtemperatur fir
drei Stunden

e Nach diesem Zeitintervall wurden die einzelnen Reaktions-
schéalchen abermals mit dem Waschpuffer in acht Wasch-
perioden behandelt und die Platte letztendlich fir 15 min.
mit aufgefllltem Waschpuffer stehen gelassen, bevor ein
weiterer Waschvorgang in dreimaliger Wiederholung er-
folgte. Es wurde somit sichergestellt, dass jeder ungebun-
dene Antikérper entfernt ist und das Endergebnis nicht ver-
falschen kann, bevor das vorbereitete Assaysubstrat in
einer Menge von 50 pl in jedes Reaktionsschélchen gege-
ben wurde.

e Eine Inkubation flr die Dauer von einer Stunde bewirkte die
Substratumwandlung durch die Aktivitdt der gebundenen
alkalischen Phosphatase des zweiten Antikérpers

e Um diese Veranderung optisch messbar zu machen, wurde
nach diesem Zeitraum 50 pl der Substratverstarkerldsung
in jedes Schalchen der Mikrotiterplatte aufgebracht und die
Absorption bei 490 nm gemessen, sobald der 1000 pg/ml-
Standard einen Absorptionswert von 1,500 - 1,800 erreicht
hatte.
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Die Messung wurde mit Hilfe des MTP-Readers EAR 400 ATC (SLT
Lab-Instruments) durchgefiihrt. Das Photometergeréat rechnete den
ermittelten Absorptionswert direkt in den Inhibingehalt (pg/ml) pro Ver-
suchsprobe um. Um eine Vergleichbarkeit der erhaltenen Messer-
gebnisse zu ermdglichen, mussten die Resultate der verschiedenen
Bestimmungsmethoden auf die jeweilige Proteinmenge pro Zellkul-
turschale bezogen werden. Dies erfolgte mit Hilfe des im né&chsten
Abschnitt erlauterten Proteinassays.

2.2.6.5. Protein-Assay

Die Bestimmung der Proteinmenge pro Zellschale beruhte auf einer
absorptionsphotometrischen Methode. Grundlage des Assays war die
Komplexbildung des in der Probe vorhandenen Zellproteins mit zu-
gefugten Kupferionen. Dieses Reaktionsprodukt verursachte eine che-
mische Reduktionskaskade in einem Substrat, das als letzter Arbeits-
schritt hinzugegeben wurde und sich dadurch blau verfarbte. Die ge-
messenen Absorptionswerte bei 750 nm waren proportional der in der
Versuchsprobe enthaltenen Zellproteinmenge (Methode nach Lowry,
1956).

Nachdem das Zellkulturmedium in entsprechender Menge zur Laktat-
/Pyruvat- und Inhibinbestimmung aus jeder Zellschale nach Noxenin-
kubation entnommen war, erfolgte ein Trocknen der Kulturplatte
(Schale mehrfach auf Filterpapier geklopft), bevor auf jeden Sertolizell-
rasen 200 pl eines sogenannten Lysispuffers (0,1 g SDS/100 ml Na-
tronlauge 0,5 M) aufgebracht wurde.
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Dieser Lysispuffer fuhrte zur Lésung des auf dem Boden der Zell-
kulturplatte haftenden Proteins und ermdglichte daher nach einer Inku-
bationszeit von zwei Stunden eine Weiterverarbeitung des nun in
geloster Form vorliegenden Sertolizellproteins. Zur nachfolgenden ab-
sorptionsphotometrischen Messung wurde eine Eichkurve bendtigt,
die aus vier verschiedenen Standardldsungen mit definiertem Protein-
gehalt (Albumine Bovine; Sigma; A-2153) in einer Konzentration von
1400ug/ml, 1000 pg/ml, 600 pg/ml und 200 pg/ml jedesmal neu erstellt
wurde.

Der eigentliche Versuchsablauf gestaltete sich wie folgt:

e Nach Inkubation mit dem Lysispuffer bei Zimmertemperatur
wurden von jedem Standard / Probe 2 x 20 ul auf eine
Mikrotiterplatte gegeben, mit der eine photometrische Mes-
sung im MTP-Reader méglich war

e Zugabe von 25 pl Reagenz A (Bio-Rad, Hercules, USA;
68532A) in jedes Well

e Zugabe von 200 ul Reagenz B (Bio-Rad; 69041A) in jedes
Well

e nach einer Wartezeit von 15 min. erfolgte die Messung im
MTP-Reader bei 750 nm

Die Ergebnisdarstellung erfolgte in ug Protein / ml Puffer.
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Als letzter Arbeitsschritt blieb die Umrechnung der ermittelten Laktat-
/Pyruvat- und Inhibinwerte auf die sezernierte Menge pro 100 pg
Protein. Da durch die Methodik des Zelltransfers auf die Kulturplatte
jede Zellschale unterschiedliche Proteinmengen aufwies und 200 pl
Lysispuffer pro well verwendet wurden, diente eine mathematische
Formel zur Vergleichbarkeit der erhaltenen Messergebnisse aus den
absorptionsphotometrischen Assays:

1. Proteinmenge pro Well

20" a
P=
100

a = Proteinmenge (ug / ml) im maschinellen Ausdruck

P = Proteinmenge / Well

2. Substratmenge pro 100 pg Protein

100 * SW
S =
P
SW = Substratmenge / Well
P = Proteinmenge / Well

Diese Umrechnung erméglichte eine direkte Aussage Uber Verdnderun-
gen der gemessenen sekretorischen Parameter kultivierter Sertolizellen
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durch Standardisierung der Versuchsergebnisse auf 100 pg Protein,
unabhangig von der Absolutmenge an Laktat, Pyruvat oder Inhibin pro
Well.

2.2.7. Statistische Auswertung

Die Messungen zur Laktat-, Pyruvat-, Inhibin-B- und MTT-Messung
wurden mindestens dreimal wiederholt. Die dabei erhaltenen Ergeb-
nisse waren vergleichbar. Die dargestellten Ergebnisse entsprachen
jeweils einem reprasentativen Experiment, durchgeflihrt an je zwei
Kulturplatten mit insgesamt acht wells pro untersuchter Noxenkon-
zentration.

Die statistische Auswertung erfolgte bei Normalverteilung mit Hilfe des
zweiseitigen Student’s t-tests. Die Resultate wurden als Mittelwert +/-
Standardabweichung dargestellt. Sonst wurde der Mann-Whitney-Test
eingesetzt. Die Bestimmung der Statistik erfolgte mit dem Programm
Instat 3.0 (Graph Pad Software, San Diego, USA).
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3. Ergebnisse

3.1. Optimierungen

Die verwendeten Organochlorpestizide sind insgesamt durch eine
ausgepragte Lipophilie charakterisiert, daher war eine direkte Lésung
im wassrigen Zellmedium nicht mdéglich. Bei Versuchen mit dieser
Direktmethode fiel das jeweilige Insektizid bei einer Konzentration von
Uber 15 pM aus dem Zellmedium aus. Um den zu testenden Konzen-
trationsbereich (6,25 -100 uM) zu erfassen, musste ein Losevermittler
verwendet werden. Das Problem lag darin, dass auBer der geldsten
Noxe auch der Ldsevermittler ab einer bestimmten Konzentration
einen eigentoxischen Effekt besaB. Es musste folglich eine Konzen-
tration des Ldsemittels gefunden werden, in der zwar eine komplette
Lésung des Insektizids in Zellndhrmedium erfolgen konnte, jedoch
kein eigentoxischer Effekt des zugesetzten Lésevermittlers auftrat.
Dimethylsulfoxid (DMSQ) wurde in einem Volumenanteil von 0,05 - 5%
(in Zellndhrmedium) auf eine Beeinflussung der Zellvitalitat getestet,
nachdem eine komplette Lésung der Organochlorpestizide in dieser
Substanz beobachtet wurde.

Abb. 7 zeigt, dass erst ab einer Konzentration von 1% DMSO die Zell-
vitalitdt negativ beeinflusst wurde. Die auffallende Beeintrachtigung
der Zellvitalitat bei einer Konzentration von 0,05% DMSO erklart sich
mit der Anordnung der Konzentrationsreihen auf der Zellkulturplatte. In
jedem dargestellten Vitalitatsassay ist eine signifikante Reduktion der
Uberlebensrate in der linken senkrechten Zellkulturreihe zu beobach-
ten, unabhangig von Art oder Konzentration der zugesetzten Noxe.
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Eine mdgliche Erklarung fur dieses Phdnomen liegt darin, dass bei der
Bestimmung der jeweiligen Proteinmenge pro Well in der linken senk-
rechten Zellkulturreihe aufbereitungsbedingt 20-30 pg weniger Zell-
protein als in den restlichen Wells vorhanden war.

Bei Inkubation mit den untersuchten Organochlorpestiziden fand sich
ebenfalls diese auffallige Erniedrigung der Zellliberlebensfahigkeit auf-
grund der Anordnung der Konzentrationsreihen auf der Kulturplatte. Es
kann nicht von einem eigentoxischen Effekt der verwendeten Noxen so-
wie des Losemittels DMSO (0,05%) ausgegangen werden, vielmehr be-
weisen diese Ergebnisse indirekt eine verminderte Zellproteinmenge pro
Well im Vergleich zur Kontrollgruppe im Zentrum der Zellkulturplatte.
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Abb. 7: Sertolizellvitalitat bestimmt mit dem MTT-Assay nach 24h-
Inkubation mit DMSO 0,05 - 5% in Medium. Mittelwerte von
acht Messwerten in Doppelbestimmung pro Gruppe +SD
(n=8).(***) zeigt hohe Signifikanz (p<0,0002) in Bezug auf
die Kontrollgruppe, (*) zeigt p<0,01.
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Zur Suspension der Organochlorpestizide fand ein Nahrmedium mit
einer Endkonzentration von 0,1 % DMSO Verwendung. Dieser Volu-
menanteil fihrte zur Lésung der verwendeten Noxen ohne eine eigen-
toxische Wirkung zu entfalten. Die L&slichkeit von Lindan, DDT und
DDE in Alkohol war mdglich, allerdings in solch hohen Ethanolkon-
zentrationen, dass ein eigentoxischer Effekt auf kultivierte Sertoli-
zellen im MTT-Assay nachgewiesen werden konnte. Erst ein Nahr-
medium mit einem Volumenanteil von 75% Ethanol flihrte zur Lésung
der jeweiligen Noxe, induzierte aber eine gesteigerte Aktivitat der mito-
chondrialen Dehydrogenasen, die signifikant war. Bei der Verwen-
dung von Ethanol in dieser Konzentration hétte ein mdglicher toxischer
Effekt der Organochlorpestizide durch diesen Ethanoleffekt verfalscht
werden kénnen und eine sichere Aussage Uber konzentrationsab-
hangige Vitalitdtsbeeintrachtigungen ware unmdéglich gewesen.

Abb. 8 zeigt die Messergebnisse im Vitalititsassay einer Kontroll-
gruppe ohne Ethanol im Vergleich zu Nahrmedium mit einem Volu-
menanteil Ethanol von 75%.
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Abb. 8 : Zellvitalitat bestimmt mit dem MTT-Assay nach 24h-Inkuba-

tion Nahrmedium mit Ethanol 75 Vol.% im Vergleich zu
N&hrmedium ohne Ethanol. Mittelwerte von acht Messwer-
ten in Doppelbestimmung pro Gruppe £SD (n=8). (*) zeigt
Signifikanz (p< 0,01) in Bezug auf die Kontrolgruppe.
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3. 2. Zellvitalitat nach Inkubation mit verschiedenen Noxen

Es folgt eine Ubersicht der Messergebnisse der Vitalitatspriifung nach
24-stiindiger Exposition gegentber den untersuchten Noxen.
Stellvertretend flr alle erhaltenen Ergebnisse wurden jeweils acht
Messresultate einer Versuchsreihe zur graphischen Darstellung ver-
wendet. Insgesamt zeigten alle durchgeflihrten Messreihen (jeweils 4
Messreihen pro Noxe) tendenziell die in Abb. 9 dargestellten Verlaufe.
Zur Errechnung der Signifikanz wurde bei Vorliegen einer Normal-
verteilung der Student's t-Test sowie in anderen Féllen der Mann-
Whitney-Test verwendet. Im getesteten Konzentrationsbereich von
6,25 -100 puM lag lediglich fir DDT ab einer Konzentration von 50 uM
eine geringe Beeintrachtigung der Zellvitalitat vor. Im Gegensatz hier-
zu fand sich sowohl bei Lindan als auch bei DDE eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe um bis zu 10% erhdhte Vitalitatsrate, eine Tatsache,
die in der Ergebnisdiskussion noch ausfihrlich dargestellt wird. Eine
direkte (akut-) toxische Reaktion dieser beiden Insektizide hinsichtlich
Reduktion der Zellvitalitdt konnte im gesamten Konzentrationsbereich
nicht nachgewiesen werden.

Eine Besonderheit stellt die Signifikanz der Kurvenverldufe bei 6,25
UM dar, die, wie eingangs schon besprochen, eine Vitalitadtsbeein-
trachtigung vortduscht. Um dies zu Uberprifen, wurden entsprechen-
de Experimente, bei denen die Probenreihen fur 6,25 uM und 100 pM
jeweils auBen und innen lagen, durchgeflihrt. Hier zeigte sich fir beide
Konzentrationen (6,25 uM und 100 pM) in &uBeren Bereich der Zell-
kulturplatte eine signifikante Reduktion der Zellvitalitat, die bei 6,25 uM
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deutlich ausgepragter war. Im inneren Bereich lag bei der niedrigeren
Konzentration keine Vitalitdtsbeeintrachtigung vor, bei 100 puM war
eine noxenbedingte Affektion der Sertolizellen zu erkennen (Abb. 10).

Die Bestimmung der Inhibinproduktion zeigte ebenfalls einen signi-
fikanten Abfall bei 6,25 pM (Abb. 13).

*okk . —eo—Lindan
——DDT
—&— DDE
0 6,25 12,5 25 50 100

Pestizide [puM]

Abb. 9 : Sertolizellen in vitro wurden 24 Stunden mit den Pestiziden
inkubiert. Die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenase
diente als Indikator zur Bestimmung der Zellvitalitat mit Hilfe
des MTT-Assays. Darstellung der Mittelwerte = SD fir
Doppelbestimmung von acht einzelnen Zellschalen (n=8).
(***) zeigt Signifikanz (p < 0,001) in Bezug auf die
Kontrollgruppe, (**) zeigt p < 0,01, (*) zeigt p < 0,05.
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Abb.10 : Sertolizellen in vitro wurden 24 Stunden mit Lindan
inkubiert. Ein Vergleich der Zellvitalitat von zwei verschie-
denen Konzentrationen 6,25/100uM in Referenz zu einer
Kontrollgruppe. Darstellung der Mittelwerte £SD in Doppel-
bestimmung von acht einzelnen Zellschalen mit peripherer
sowie zentraler Lage auf der Zellkulturplatte (n=8). (***)
zeigt Signifikanz (p<0,0001) in Bezug auf die Kontroll-
gruppe, (*) zeigt p<0,05.
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3. 3. Laktatproduktion

Die Laktatbestimmung aus dem Zellndhrmedium erfolgte nach Inku-
bation der Sertolizellen mit der jeweiligen Noxe fiir einen Zeitraum von
24 Stunden.

Die Ergebnisse sind konzentrationsabhangig in Abb. 11 dargestellt.
Die Inkubation der Sertolizellen mit Lindan Uber einen definierten Zeit-
raum zeigte einen signifikanten Anstieg der Laktatmenge ab einer
Konzentration von 50 pM. Im Gegensatz hierzu stellte sich mit zu-
nehmender Noxenkonzentration sowohl bei DDT als auch bei DDE ein
Abfall der Laktatmenge dar. Dieser war bei DDT ab einer Noxenkon-
zentration von 25 pM signifikant, bei DDE ab 50 puM.
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Abb.11 : Laktatproduktion der kultivierten Sertolizellen in vitro nach
Inkubation mit den Pestiziden fir 24 Stunden. Darstellung der
Mittelwerte £ SD fuir Doppelbestimmung von acht einzelnen
Zellschalen (n=8). (***) zeigt Signifikanz (p<0,001) in Bezug
auf die Kontrollgruppe, (**) zeigt p<0,005, (*) zeigt p<0,05.
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3. 4. Pyruvatproduktion

Pyruvat wurde als weiteres Endprodukt der anaeroben Glykolyse nach
Noxenexposition quantitativ bestimmt (Abb 12). Bei der Betrachtung
der gemessenen Pyruvatmengen nach Noxeninkubation féllt ein ten-
denziell vergleichbarer Kurvenverlauf zur Laktatproduktion auf
(Abb.11). Es zeigt sich ein signifikanter Abfall der Pyruvatmenge unter
DDE- und DDT-Exposition ab einer Konzentration von 50 uM. Die
Pyruvatproduktion unter Lindanexposition blieb unter dem gesamten
Konzentrationsbereich ohne Signifikanz.
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Abb.12 : Pyruvatproduktion der kultivierten Sertolizellen in vitro nach
Inkubation mit den Pestiziden flr 24 Stunden. Darstellung
der Mittelwerte £SD fiir Doppelbestimmung von acht einzel-
nen Zellschalen (n=8). (***) zeigt Signifikanz (p<0,001) in Be-
zug auf die Kontrollgruppe, (**) zeigt p<0,01, (*) zeigt p<0,05.
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3. 5. Inhibinproduktion

Mit der Bestimmung von Inhibin wurde ein weiterer sekretorischer
Parameter herangezogen, um eine mdgliche Beeintrdchtigung von
Sertolizellen unter Exposition gegeniiber Organochlorpestiziden zu be-
schreiben.

Die Gewichte der Ratten bewegten sich zwischen 27 - 38 g entspre-
chend einem Alter von 18-21 Tagen, die zugehdrigen Inhibinmengen
zwischen 150 - 800 pg/100 pg Protein x 24h. Bei den in Abb.14 darge-
stellten Messergebnissen wurden Versuche aus unterschiedlichen
Zellpraparationen zusammengefasst. Die produzierten Inhibinmengen
zeigten jedoch unabhéngig von der Absolutmenge einen vergleich-
baren Verlauf Uber die verschiedenen Konzentrationen des jeweiligen
Insektizids hinweg.

Zur graphischen Darstellung der Versuchsergebnisse werden im Fol-
genden Messresultate von vergleichbarer ZahlengréBe herangezogen
(s. Abb. 14). Zum Erhalt dieser Werte dienten Versuchstiere mit an-
n&hrend gleichem Kérpergewicht von ca. 38 g. Vor Demonstration die-
ser Resultate erfolgt eine Darstellung der zeitabh&ngigen Inhibin-
produktion kultivierter Sertolizellen nach FSH-Stimulation. Das Kor-
pergewicht dieser Versuchstiere lag unter 38 g, lieferte eine sechs-
fach héhere Inhibinmenge als die Ergebnisse aus Abb. 14. Die zeit-
abhangige Akkumulation von Inhibin im Zelliberstand ist aber un-
abhangig von den dargestellten Absolutwerten. Abb.13 zeigt die zeit-
abhangige Akkumulation von Inhibin im Zellkulturmedium. Eine statis-
tisch aussagekraftige Beeinflussung der Inhibinproduktion nach Insek-
tizidwirkung ist somit friihestens nach einer Kultivierungsdauer von 4
Stunden madglich. Hier liegt die produzierte Inhibinmenge bei durch-
schnittlich 50 pg/ 100 pg Protein, nach 24 Std. bei 900 pg/ 100 ug
Protein.
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Abb.13 : Inhibinproduktion der kultivierten Sertolizellen in vitro nach
0,5-24h mit FSH-Stimulation 100 ng/ml. Darstellung der
Mittelwerte £ SD fiir Doppelbestimmung von vier einzelnen
Zellschalen (n=4). (*) zeigt Signifikanz (p<0,02) in Bezug auf
die Kontrollgruppe.
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Nach Inkubation mit DDE zeigte sich eine kontinuierliche Abnahme
der Inhibinproduktion mit statistischer Signifikanz ab einer Konzen-
tration von 25 uM. DDT wies eine signifikante Reduktion der Hormon-
produktion bei 100 uM dieses Insektizids auf. Eine Inkubation der Ser-
tolizellen mit Lindan hatte eine signifikante Reduktion der Inhibin-
sekretion ab einer Konzentration von 25 uM zur Folge.

Bei Betrachtung der Kontrollwerte fallt die groBe Streubreite der
Inhibinwerte auf, da im Alter zwischen 10 - 20 Tagen eine Steigerung
der Inhibinproduktion um nahezu das Funffache erfolgt (Alter der
Versuchstierratten 18-21 Tagen).
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Abb. 14 :  Inhibinproduktion der kultivierten Sertolizellen in vitro
nach Inkubation mit den Pestiziden fir 24 Stunden.
Darstellung der Mittelwerte + SD fiir Doppelbestimmung
von acht einzelnen Zellschalen (n=8). (***) zeigt
Signifikanz (p<0,001) in Bezug auf die Kontrollgruppe,
(**) zeigt p<0,01, (*) zeigt p<0,1.
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4. Diskussion

Organochlorpestizide, darunter auch Lindan, DDT und sein Haupt-
metabolit DDE stehen unter dem Verdacht, die mannliche Fertilitdt zu
beeintréachtigen (Eaton et al.,1986; Wagner et al.,1990; Strohmer et
al.,1993). Man fand Rickstande dieser Insektizide in Seminalplasma
des Mannes sowie ein signifikantes Auftreten von Oligospermien bei
chronischer Exposition (Whorton et al.,1984). Lindan verursachte eine
signifikante Reduktion funktionsfahiger Spermatozoen und strukturelle
Schadigungen benachbarter Sertolizellen der Ratte nach oraler Inoku-
lation (5 mg/kg KG) sowie nach Exposition in utero bei Jungkanin-
chen (1 mg/kg KG) (Dalsenter et al.,1996; Fausto et al.,2001).

Hauptsachlich DDE als Abbauprodukt von DDT besitzt eine hormo-
nelle Wirkkomponente im Sinne antiandrogener Eigenschaften durch
strukturelle  Ahnlichkeit mit kérpereigenen Hormonabbauprodukten
(Kelce et al.,1995; Sohoni et al.,1998) sowie eine nachgewiesene In-
duktion &strogensynthetisierender Aromatasen (You et al.,2001). Es
zeigten sich Falle von hypotropher Genitalausbildung sowie Kryptor-
chismus (nicht deszendierter Hoden) nach Exposition gegentiber DDT
in utero (Hodgson et al.,1996). Lindan scheint ebenfalls mit kdrper-
eigenen Androgenen zu konkurrieren bzw. diese in ihrer Synthese zu
hemmen (Ronco et al.,2001). Nach oraler Verabreichung (5 mg/kg
KG) imponierten Gewichtsreduzierungen von Prostata, Hoden und
Nebenhoden der Ratte im Sinne antiandrogener Eigenschaften der
Noxe (Sujatha et al.,2001). Das genannte Auftreten von Oligozoo-
spermien nach Noxenexposition kdénnte mitunter durch diesen
antiandrogenen Effekt der Organochlorpestizide bedingt sein.
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Weiterhin konnte nach Exposition von Lindan in einer Konzentration
von 50 puM an kultivierte Leydigzellen eine signifikante Reduktion der
Steroidsynthese (81%) nachgewiesen werden ohne akute Beeintrach-
tigung der Zellvitalitdt. Es kam allerdings selektiv zu einer Vermin-
derung der Synthese von Tragerproteinen, die Cholesterol als Aus-
gangsstoff der Steroidsynthese aus dem Extrazellularmedium zu den
Mitochondrien transportieren (Walsh et al.,2000). Unter diesem Aspekt
zeigt sich bereits die Komplexitat bei der Klarung der Frage, inwieweit
eine Fertilitatsbeeintrachtigung durch Organochlorpestizide moglich
ist. Neben der in dieser Arbeit untersuchten méglichen Schadigung
der Sertolizelle gibt es weitere Wirkmechanismen. Hierbei kann die
Noxe entweder durch eine strukturelle Ahnlichkeit direkt hormonelle
Wirkungen entfalten (DDE) (Kelce et al.,1995; Sohoni et al.,1998) oder
die Hormon-/Proteinsynthese selbst stéren (Lindan) (Walsh et al.,
2000; Sujatha et al.,2001).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag darin, eine Aussage darlber zu
machen, inwieweit eine Beeintrachtigung der Sertolizelle durch Lin-
dan, DDT oder DDE erfolgen kann. Durch eine mdgliche Veran-
derung sekretorischer Zellparameter sowie einer potentiellen Manipu-
lation der Zellvitalitdt nach Exposition mit den Insektiziden wurde ver-
sucht, mégliche Ruckschlusse auf die Beeintrachtigung der ménn-
lichen Fertilitdt zu ziehen. Die Folgen einer Inkubation mit diesen In-
sektiziden auf die Zellvitalitat stellten hierbei ein wichtiges Kriterium
dar. Eine Ldsung der Insektizide gelang zunéchst nur in einer 75%-
igen Ethanollésung, einer Konzentration, die zur Zellfixierung ver-
wendet wird und daher eine signifikante Reduktion der Zellvitalitat zur
Folge hatte. Zur Versuchsdurchfuhrung fand ein Zellmedium mit 0,1 %
DMSO Verwendung, in dem eine komplette Lésung der Noxen mog-

lich war.
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Bei Betrachtung der Zellvitalitdtsergebnisse aus dem MTT-Assay fallt
der signifikante Abfall der Vitalitdtswerte bei 6,25 uM Noxe auf. Eine
denkbare Fehlerquelle wére in der Ubertragung der Zellen auf die Kul-
turplatte zu diskutieren. Hierbei wurden zu Beginn des Zelltransfers in
den ersten vier Pellets der Platte relativ zu wenig Sertolizellen Uber-
tragen, was sich in den Einzelmesswerten des Proteinassays besta-
tigen lasst. Bei Errechnung der Inhibin- sowie Laktat / Pyruvatmenge
fiel diese Tatsache nicht sonderlich ins Gewicht, da keine Absolut-
werte bestimmt, sondern immer die gemessene Absolutmenge auf
100 ug Protein bezogen wurden.

Die Vitalitdtsbestimmung basierte allerdings auf einem direkten Ver-
gleich Konzentrationsgruppe versus Kontrollgruppe. Hierbei fiel eine
deutlich geringere Zellmenge pro Well in der ersten Zellreihe der Platte
deutlich ins Gewicht, eine im Vergleich zur Kontrollgruppe reduzierte
prozentuale Zellvitalitdt war die Konsequenz.

Im getesteten Konzentrationsbereich von 6,25 -100 uM zeigte sich mit
Hilfe des MTT-Assays keine Akuttoxizitat. Lindan ist seit der Arbeit von
Dalsenter et al. (1996) bekannt als schadigende Substanz beziglich
der Zellorganellen exponierter Sertolizellen. Nach Verabreichung von 5
mg Lindan/kg KG des Versuchstieres (Ratte) Gber fiinf Tage bzw. 30
mg/kg KG als Einzeldosis beobachtete man zwar keine Akuttoxizitét,
jedoch elektronenmikroskopische Fragmentation und komplette Zer-
stéorung der Zellorganellen, inklusive mitochondrialer Strukturen.
Weiterhin wurde eine Ballonierung der Sertolizellen beschrieben. Diese
erklart sich durch eine Permeabilitdtsstérung der Zellmembran, die be-
reits seit langerer Zeit als Folge einer Exposition gegentber Lindan
bekannt ist (Schittmann,1964). Diese Beobachtungen sprechen zu-
sammen mit den Ergebnissen vorliegender Arbeit fir eine mdgliche
Schadigung auf Zellorganellenebene ohne akuten Zelltod.
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Bei Umrechnung der verabreichten Lindandosen in Molare Masse
(g/mol) zeigt sich, dass bereits 20,6 umol Lindan/kg KG (= 5 mg / kg
KG) nach oraler Verabreichung Uber einen Zeitraum von finf Tagen
zu erheblichen Strukturschadigungen der Sertolizellen fihren (Dalsen-
ter et al.,;1996). Dies entspricht in dieser Arbeit dem Konzentra-
tionsbereich in vitro, bei dem nach 24-stindiger Inkubation eine ten-
denziell erhdhte Vitalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe nachge-
wiesen werden konnte. Der MTT-Assay zeigt Gber den gesamten Kon-
zentrationsbereich keine direkte Schadigung der Sertolizelle, aller-
dings ab 12,5 uM eine nicht signifikante Induktion mitochondrialer De-
hydrogenasen, die fur die enzymatische Umwandlung des Tetra-
zoliums verantwortlich sind.

Lindan ist durch Hemmung der Aktivitat von Superoxiddismutase so-
wie Katalase bereits bekannt als Noxe mit hoher Affinitét zu zellularen
Enzymen (Samanta et al.,1999). Beide Proteine fungieren als Radikal-
fanger und gewahrleisten somit einen physiologischen Zellstoff-
wechsel, indem sie mdgliche Stérfaktoren (freie Radikale) eliminieren.
Sowohl diese beeintrachtigte zellulare Schutzfunktion als auch die
hohe Affinitat von Lindan zu mitochondrialen Enzymen (inkl. Dehydro-
genasen) koénnte durch einen additiven Effekt langerfristig zu einer
Storung des Sertolizellstoffwechsels in vivo flhren. Ferner ist eine
direkte Schadigung der Spermatozoen durch freie Radikale in Betracht
zu ziehen. Es ist bekannt, dass reaktive Sauerstoffspezies die Sper-
mienmotilitdt durch Blockade der zellularen ATP-Bildung beeintrach-
tigen (Mankovska & Serebrovska,1998) sowie eine Oligozoospermie
hervorrufen kénnen (Griveau et al.,1998).
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Die enzymstimulierende Eigenschaft von Lindan ist auBerhalb des
Hodens auch fiir das Enzym Cytochrom P450 der Leber belegt. Hier-
bei bewirkte die orale Inokulation von 2,5 mg Lindan/kg KG der Ratte
eine signifikante Erhéhung dieser Enzymaktivitat mit vermehrter Radi-
kalbildung. Nach Inokulation von 5 mg Lindan / kg KG bei der Ratte ist
ein deutlicher Anstieg von Radikalbildnern im Nebenhoden bereits
beschrieben (Chitra et al.,2001).

In einem Konzentrationsbereich von 50 uM zeigte sich bei Sertoli-
zellen in vitro eine Manipulation der Zellmembranproteine (gap-
junctions), die zur Verbindung der Sertolizellen untereinander sowie
mit den benachbarten Keimzellen dienen (Defamie et al.,2001). Eine
erhdhte Zellpermeabilitdt kdnnte hiermit einhergehen. Unabhangig von
einer moglichen Induktion mitochondrialer Dehydrogenasen kdnnten
die aufgefiihrten Mechanismen ebenfalls wirksam werden und im
MTT-Assay die aufgezeigte zellulare Stressreaktion mitbedingen, be-
vor eine eigentliche Dekompensation des Sertolizellstoffwechsels zu
erkennen ist.

Obwohl ein direkter Vergleich mit den Ergebnissen von Dalsenter et
al. (1996) aufgrund der unterschiedlichen Versuchsbedingungen nicht
moglich ist, scheint doch der Zeitfaktor eine wichtige Rolle bei dem
Einfluss von Lindan auf Sertolizellen zu spielen. Je langer die Inku-
bationsdauer, desto schwerwiegender sind die Folgen, ausgehend von
einer reversiblen Stressreaktion in vitro nach 24-stiindiger Exposition
bis hin zu irreversiblen Schadigungen verschiedener Zellstrukturen
nach funftagiger Inkubation in vivo (Dalsenter et al.,1996). Der Einfluss
von DDT sowie seinem Hauptmetaboliten DDE auf die Zellvitalitét ist
tendenziell nicht vergleichbar.



Diskussion 84

Nach in vitro Inkubation lber 24 Std. war bei DDE eine mit Lindan ver-
gleichbare, nicht signifikante Aktivierung mitochondrialer Dehydroge-
nasen, bei DDT dagegen eine signifikante Reduktion der Aktivitat
dieses Enzyms ab einer Konzentration von 50 puM zu erkennen. Eine
Ballonierung der Zellen konnte hierbei lichtmikroskopisch nicht nach-
gewiesen werden.

Nach einmaliger intramuskulérer Injektion von 3 mg DDE/kg KG
konnte bei der Nebennierenrinde der Ratte elektronenmikroskopisch
eine Degeneration zentraler mitochondrialer Cristae nachgewiesen
werden (Jonsson et al.,1991). Applikation von 25 mg DDE i.m. fUhrte
nach 24-stiindiger Inkubation zum zelluldren Tod. Nach Umrechnung
auf die verwendete MaBeinheit dieser Arbeit flhrten 9,4 pmol DDE/kg
KG zum selektiven Verfall mitochondrialer Strukturen, bereits 78 umol
DDE/kg KG zum Zelltod in der Nebennierenrinde der Ratte.

Es scheint eine hohe Affinitat aller drei Organochlorpestiziden zu mito-
chondrialen Strukturen exponierter Zellen zu existieren, die bei Unter-
suchungen in vivo bei gleicher Inkubationszeit erheblich gréBere Aus-
wirkungen besitzen als dies bei kultivierten Zellen in vitro nachzu-
weisen ist. Eine Schadigung mitochondrialer Strukturen exponierter
Sertolizellen kdnnte in vivo schon bei wesentlich niedrigeren Konzen-
trationen erfolgen als die dargestellten Ergebnisse dieser in vitro-
Arbeit es vermuten lieBen. Eine Manipulation von Mitochondrien der
Sertolizellen hat direkten Einfluss auf die Energiegewinnung, denn ein
oxidativer Stoffwechsel ware bei derart beeintrachtigten Zellorganellen
nicht moglich, es kommt zur Akkumulation von Stoffwechselprodukten
der anaeroben Glykolyse (Laktat / Pyruvat).
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Die Bestimmung von Laktat und Pyruvat im Zellmedium nach Noxen-
exposition hatte mehrere Griinde. Einerseits stellt Laktat eine wichtige
Energiequelle fir benachbarte Spermatozyten dar, sowohl Sauerstoff-
verbrauch als auch Proteinstoffwechsel kultivierter Spermatozoen
konnte nach Zugabe von Laktat signifikant gesteigert werden (Nicolet
et al.,1981). Andererseits erwiesen sich Laktat und Pyruvat als
wichtiger Marker einer Manipulation der Sertolizelle in vitro nach Zu-
gabe verschiedener Noxen wie 1,3-Dinitrobenzon (Williams & Foster,
1988) und Mono-(2-ethylhexyl)-phtalat (MEHP) (Chapin et al.,1988).
Lindan fOhrte in dieser Arbeit zu einem signifikanten Anstieg der
sezernierten Laktatmenge in das Zellmedium ab einer Konzentration
von 50 pM. Es ist bekannt, dass ca. 90% der aufgenommenen Glu-
kose in der Sertolizelle lber die anaerobe Glykolyse zu Laktat ab-
gebaut wird (Robinson et al.,1981), welches dann als Energielieferant
fir benachbarte Spermatozoen zur Verfligung steht. Ein Anstieg der
Laktatmenge im Zellmedium nach Lindanexposition kénnte verschie-
dene Ursachen besitzen. Denkbar ware eine Induktion der Aktivitat
von Glykolyseenzymen durch Lindan. Hinsichtlich der bereits darge-
stellten Affinitat dieser Noxe zu mitochondrialen Enzymen (Samanta et
al.,1999) erscheint es jedoch wahrscheinlicher, die Akkumulation von
Laktat durch eine Blockierung des Zitronensaurezyklus zu erkléren,
der eine intakte Mitochondrienfunktion voraussetzt. Ein bekannter Ent-
koppler der oxidativen Phosphorylierung ist Gossypol, das ebenfalls
zu einer gesteigerten Laktatmenge in vitro fihrte (Reyes et al.,1986),
ebenso das bereits erwahnte MEHP (Chapin et al.,1988).
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Es existieren folglich mehrere Substanzen, die die Mdglichkeit einer
Entkopplung des oxidativen Stoffwechsels der Sertolizelle unterstrei-
chen. Lindan scheint aufgrund vorliegender Ergebnisse eine weitere
Noxe dieser Stoffgruppe zu sein.

Sowohl DDT als auch sein Hauptabbauprodukt DDE fiihrten zu einer
signifikanten Reduktion der sezernierten Laktatmenge ab einer Noxen-
konzentration von 50 uM. Uber die Hemmung des mitochondrialen
Stoffwechsels hinaus scheinen diese beiden Noxen auch die an-
aerobe Energiegewinnung zu erniedrigen. Ein vermindertes Angebot
an Laktat kdnnte in vivo zu einer insuffizienten Energiebereitstellung
benachbarter Spermatozooen fiihren, da Laktat eine der wichtigsten
Energiequellen fir heranreifende Keimzellen jenseits der Blut-Hoden-
Schranke ist (Nicolet et al.,1981; Robinson et al.,1981).

Letztendlich kénnte die allgemeine Manipulation des Sertolizellstoff-
wechsels durch DDT/DDE eine Verringerung der ATP-Produktion
(Adenosintriphosphat) als wichtigsten Energietrédger einer Zelle zur
Folge haben. ATP entsteht wahrend des gesamten Substratabbaus
von der anaeroben Glykolyse Uber den Zitronensaurezyklus bis hin zur
mitochondrialen Endoxidation (Voet & Voet,1992). Das Phanomen
einer erniedrigten ATP-Produktion wurde bereits nach Inkubation kul-
tivierter Sertolizellen mit MEHP (Mono-(2-ethylhexyl)-phtalat) be-
schrieben (Chapin et al.,1988). Auch hier fand sich eine signifikant
erniedrigte Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenasen. Ein ver-
ringertes Angebot an ATP kdnnte neben einer verminderten Bereit-
stellung von Laktat zusatzlich zu einer Schadigung der Spermatoge-
nese beitragen.
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Jede Produktion von zelleigenen Hormonen wie z.B. Inhibin oder so-
genannte androgenregulierte Proteine, die wahrscheinlich z.T. in der
Sertolizelle synthetisiert werden (Sharpe et al.,1992), benotigt ATP.
Durch eine Manipulation des Sertolizellstoffwechsels ist folglich eine
Stérung der hormonellen Spermatogenesesteuerung ebenfalls wahr-
scheinlich. Die Bedeutung von Pyruvat als Energiesubstrat fiir heran-
reifende Spermatozooen ist ebenfalls hinlanglich beschrieben. Man
fand einen zehnfach gesteigerten Proteinstoffwechsel in Spermatiden
nach Zugabe von Pyruvat oder Laktat (Nakamura et al.,1981).

Im Gegensatz zu anderen Noxen, die auf ihre reproduktionstoxiko-
logischen Eigenschaften bezlglich der Sertolizelle untersucht worden
sind, fand sich bei allen hier getesteten Organochlorpestiziden eine
Pyruvatproduktion, die konzentrationsabh&ngig mit den Laktatmen-
gen im Zellmedium tendenziell vergleichbar war. Eine Arbeit, die das
bereits erwdhnte MEHP untersuchte, fand steigende Laktatmengen
bei fallender Pyruvatproduktion bis zu einer Konzentration von 0,3
mmol MEHP/I (Chapin et al.,1988). Solche gegenlaufige Ergebnisver-
laufe sind in ihrer Interpretation sehr komplex, fiir die Atiologie dieser
Ph&anomene missen viele biochemischen Aspekte in Betracht gezo-
gen werden, um alle méglichen Schadigungsmechanismen zu berlick-
sichtigen. Die hier beobachtete gesteigerte Pyruvatproduktion nach
Inkubation mit Lindan stellte sich zwar als statistisch nicht signifikant
dar, unterstreicht allerdings eine mdgliche Entkopplung der Glykolyse
vom oxidativen Stoffwechsel. Pyruvat als weiteres Endprodukt der
anaeroben Glykolyse wird von der Sertolizelle in wesentlich geringeren
Mengen produziert als Laktat, weil das Gleichgewicht, wie in dieser
Arbeit bereits erwahnt, weit auf der Seite des Laktats liegt.
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Die gesteigerte Sekretion von Pyruvat, auch wenn statistisch nicht
signifikant, gibt einen weiteren Hinweis daflrr, dass eine mitochon-
driale Dysfunktion als Ursache hierfiir verantwortlich sein kénnte. Mit
einer Manipulation des Mitochondriums kommt es zu einer Anhaufung
von Laktat/Pyruvat als Edukte des oxidativen Stoffwechsels. Im
Konzentrationsbereich von 12,5-50 uM Lindan konnte eine Induktion
mitochondrialer Dehydrogenasen im Sinne einer zellularen Stress-
reaktion beobachtet werden. Ab 50 puM erfolgte die Akkumulation
vornehmlich von Laktat als mdglichen Hinweis daflr, dass ab diesem
Konzentrationsbereich die Irritation mitochondrialer Enzyme in eine
manifeste Funktionsstérung des Mitochondriums Ubergeht. Im Gegen-
satz zu Lindan kam es sowohl bei DDT als auch bei DDE zu einem
signifikanten Abfall des Pyruvats im Zellmedium.

Dies entspricht tendenziell der bereits dargelegten Reduktion der
Laktatmenge nach Inkubation mit diesen beiden Noxen. Erniedrigte
Pyruvatspiegel scheinen bei ebenfalls deutlich reduzierter Laktat-
produktion ein weiteres Resultat einer gestdrten Glykolyse zu sein.
Weiterhin kdnnte es ab einer Noxenkonzentration von 50 uM mit ver-
minderter Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenase im MTT-
Assay zu einer zytotoxischen Wirkung mit vermehrtem Zelltod kom-
men.

Konsekutiv ware dann auch eine erniedrigte Laktat-/Pyruvatproduktion
zu verzeichnen. Eine weitere Erklarung fur diese signifikant erniedrig-
ten Pyruvatmengen nach DDT/DDE- Inkubation kdnnte darin liegen,
dass eine primar erhéhte Pyruvatproduktion zu einer Induktion der
Fettsduresynthese flhren kénnte und ein dadurch erhdhter Pyruvat-
verbrauch vorliegende Ergebnisse liefert. Dieses Phadnomen ist bereits
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bei Sertolizellen in vitro nach MEHP-Inkubation beschrieben (Chapin
et al.,1988). Allerdings erfordert eine gesteigerte Syntheseleistung der
Zelle ein hohes Angebot an ATP, welches ab einer DDT-/DDE-
Konzentration von 50 puM bei reduzierter Glykolyse sowie einge-
schrankter Mitochondrienfunktion nur schwer zur Verfligung gestellt
werden dlrfte. ATP ist als Energietrager zum Ablauf eines stérungs-
freien Zellstoffwechsels hinlénglich bekannt (Nogueira et al.,2001).

Es kann davon ausgegangen werden, dass die erhaltenen Pyruvat-
ergebnisse die Aussage eines gestdérten anaeroben Stoffwechsels
unterstreichen. Eine pauschale Schadigung der Energiegewinnung mit
gestértem oxidativen Stoffkatabolismus in den Mitochondrien kann
aufgrund vorliegender Ergebnisse dieser Arbeit nach DDT- sowie
DDE-Inkubation vermutet werden. Die eingangs erwahnten elektro-
nenmikroskopisch nachweisbaren Schaden der mitochondrialen Cris-
tae (Jonsson et al.,1991) nach DDE-Applikation in vivo unterstreichen
zusatzlich die dargestellten Ergebnisse. Lindan scheint eine auffallend
hohe Affinitat zu mitochondrialen Strukturen zu besitzen, die ebenfalls
ab einer Schwellenkonzentration von 50 uM zu einer Entkopplung des
oxidativen Stoffwechsels flihrt, ohne jedoch eine primare Schadigung
des anaeroben Stoffwechsels zu verursachen. Eine Besonderheit
anderer Art ist die groBe Streubreite in den Startpunkten der Kontroll-
gruppen (4 ug Pyruvat/100 pg Protein - 10 pg Pyruvat/100 pg Protein)
bei der Pyruvat-/Laktatbestimmung. Es scheint so zu sein, dass ne-
ben einer altersabhangigen Inhibinproduktion auch die Pyruvat-/Lak-
tatproduktion vom Alter der verwendeten Versuchstiere abhangt.
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Die Fehlerquelle einer ungleichmaBigen Proteinverteilung auf die Zell-
schalen ist durch die Standardisierung auf 100 pg Protein ausge-
schlossen. Um eine umfassende Aussage darliber machen zu
kdnnen, inwieweit eine Manipulation der Sertolizelle durch die unter-
suchten Organochlorpestizide erfolgen kann, muss auch die Einbin-
dung in die hormonelle Steuerung der Keimzellreifung berlcksichtigt
werden. Die Sertolizelle produziert Inhibin, ein Hormon, das aus zwei
Untereinheiten (a-Kette und B-Kette) besteht (Hancock et al.,1992). Es
konnte gezeigt werden, dass dieses Protein ebenso von der Sertoli-
zelle in vitro sezerniert wird (Le Gac & de Kretser,1982). Inhibin sup-
primiert als Produkt der Sertolizelle hauptséchlich die Sekretion von
FSH im Hypophysenvorderlappen (Jenner et al.,1983; Farnworth et
al.,1988), welches die Testosteronproduktion der Leydig-Zellen sowie
die Spermatogenese in den Tubuli contorti stimuliert.

Die Suppression von FSH durch Inhibin wurde im Tierversuch ein-
deutig bewiesen (Findlay et al.,1987). Es konnte ebenso eine Reduk-
tion von FSH sowie in geringerem MaBe auch von LH durch Inhibin bei
kultivierten Hypophysenvorderlappenzellen in vitro nachgewiesen wer-
den (Jenner et al.,1983; Farnworth et al.,1988). Zwischen FSH und
der Inhibinproduktion der Sertolizelle besteht ein positiver Ruckkop-
plungsmechanismus, der auch in vitro nachgewiesen werden konnte
(Gonzales et al.,1988). Die enge Verbindung dieser beiden GrdBen
muss bei der Diskussion der Messresultate berlcksichtigt werden.
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Alle drei untersuchten Organochlorpestizide fiihrten zwischen 50-100
MM zu einem signifikanten Abfall der Inhibinproduktion.

Ubertragt man dies auf die hormonelle Situation in vivo, so kénnte der
abfallende Inhibinserumspiegel einen deutlich erhéhten FSH-Spiegel
zur Folge haben. Von diesem Hormon ist eine Steigerung der Laktat-
Pyruvatproduktion der Sertolizelle (Nicolet et al.,1983) bekannt. Bei
Lindanexposition in vivo wéare eine Steigerung der Laktat-/Pyruvat-
produktion durch Entkopplung des oxidativen Stoffwechsels sowie
durch einen erhdhten FSH-Spiegel im Sinne eines additiven Effekts
denkbar. Allerdings ist die Abnahme der sekretorischen Hormon-
produktion (Inhibin) nach Pestizidexposition mit einer Abnahme der
Zellvitalitat einhergehend. Eine direkte Wirkung der genannten Orga-
nochlorpestizide auf die Hormonsynthese von Inhibin wird daraus folg-
lich nicht ersichtlich. Mégliche FSH-Serumspiegelerhéhungen mit ge-
steigerter Laktatproduktion kénnten durch einen vermehrten Sertoli-
zelltod in vivo relativiert werden.

Die erniedrigte Inhibinproduktion als Folge der Inkubation mit dieser
Noxe ist ein weiterer Hinweis dafur, dass die Beeintrédchtigung des oxi-
dativen Stoffwechsels eine erniedrigte ATP-Produktion mit reduzierter
Proteinsynthese zur Folge hat. Eine Verminderung der Inhibinsyn-
these kdnnte auch ATP-unabhéangig erfolgen, da Lindan ein bekannter
Inhibitor zellularer Carrierproteine ist (Walsh & Stocco, 2000). Die sig-
nifikante Abnahme der Inhibinproduktion unter DDT ist allerdings ein-
deutiger auf einen Abfall der kompletten Zellenzymaktivitat zurlck-
zufihren, da im MTT-Assay ebenfalls eine signifikante Reduktion der
Zellvitalitét zu erkennen ist.
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Um zu einer umfassenden Aussage darlber zu kommen, inwieweit
eine Beeinflussung der Spermatogenese (ber eine Manipulation der
Sertolizelle durch Organochlorpestizide méglich ist, scheint es wichtig,
die Ergebnisse dieser Arbeit nicht als verschiedene Einzelaussagen
zu betrachten, sondern einen Konsens zu finden, der versucht, die
erhaltenen Resultate auf die Gegebenheiten in vivo zu projizieren. Alle
signifikanten Messergebnisse dieser Arbeit waren in einem Konzen-
trationsbereich zwischen 50-100 uM zu verzeichnen.
Hdéchstkonzentrationen im Blutserum der untersuchten Noxen lagen
jedoch bei Personen mit chronischer Exposition wesentlich niedriger,
2,44 uM DDT bei Exponierten bzw. 0,6 uM DDE ohne gesundheits-
schadigende Konsequenzen (Chand et al.,1991). Dies sind zwar
MessgréBen, die gegenuber einer nicht exponierten Kontrollgruppe
um das zehnfache erhdht waren, die jedoch weit unter dem Konzen-
trationsbereich lagen, bei denen in vitro die beschriebenen Effekte
beobachtet werden konnten. Es wurde bereits retrospektiv die Blut-
serumkonzentrationen von DDT und DDE bei Frauen bestimmt, die im
Zeitraum von 1960 bis 1963 ein Kind geboren haben. Hierbei fanden
sich Serumkonzentrationen von ca. 10 ug DDT/DDE/I, entsprechend
ca. 0,03 uM DDT/DDE mit signifikant erniedrigter Fertilitdtsrate der
betroffenen Frauen (Cohn et al.,2003). Eine weitere Arbeit fand signi-
fikant erhéhtes Auftreten von Hypospadien und Kryptorchismus bei
Serumspiegeln von mehr als 0,15 pM DDE in graviditate bei den
betreffenden ménnlichen Neugeborenen (Longnecker et al.,2002).
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Bezlglich der Akkumulation im Fettgewebe liegen Daten von Zug-
végeln in Korea vor, hierbei wurden 0,006 ug DDT/g Fettgewebe ge-
funden (Choi et al.,2001), wobei DDT in Siidostasien auch heute noch
breitflachig angewendet wird. Bei Delphinen wurden Konzentrationen
von 0,02-0,96 ug DDE/g Fettgewebe bestimmt (Troisi et al.,2001). Lin-
dan sowie DDT mit seinen Abbauprodukten (Chlorophenylmethanol)
trat in einer Konzentration von 0,002- 0,018 pg/g Fettgewebe bei
Japanern ohne gesonderte Exposition auf (Minh et al.,2000). Bei Be-
trachtung dieser Daten fallt auf, dass gemessene Konzentrationen
(Blutserum, Fettgewebe) deutlich niedriger liegen als die in vorliegen-
der Arbeit verwendeten Bereiche. Die Konzentrationen von Lindan/
DDE im Sperma exponierter Personen (Lindan: 0,2 uM, DDE: 0,12
pM) ohne Beeintrachtigung der méannlichen Fertilitdt sind ebenfalls
deutlich niedriger angesiedelt (Kumar et al.,2000).

Allerdings scheinen die untersuchten Organochlorpestizide bereits in
diesen niedrigen Konzentrationsbereichen zu hormonellen Imbalancen
zu fuhren (Longnecker et al.,2002). Mit steigender Blutserumkonzen-
tration treten die direkt gewebstoxischen Eigenschaften im Sinne einer
akuten Beeintrachtigung der Fertilitat mit Zellzerstérung in den Vorder-
grund (Dalsenter et al.,1996; Fausto et al.,2001).

Dies lasst sich mit den Ergebnissen vorliegender Arbeit ab einer Kon-
zentration von 100 pM unterstreichen. Die Manipulation der Sertoli-
zellen hinsichtlich Zellvitalitdt und Stérung des Stoffwechsels scheint
einer von mehreren Ursachen fur dieses Phdnomen zu sein. Letzt-
endlich stellt sich die Frage, ob eine reproduktionstoxikologische Ge-
fahrdung durch die untersuchten Organochlorpestizide fiir den Men-
schen auszuschlieBen ist.
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Eine definitive Aussage hierzu scheint zum jetzigen Zeitpunkt nicht
moglich, die Sertolizelle in vitro ist aus dem physiologischen Medium
eines Tubulus contortus entbunden, es entfallen somit vielerlei Ein-
flisse von Hormonen (FSH, Inhibin) sowie peritubularer Zellen (Skin-
ner et al., 1989; Sharpe et al.,1992).

Die kultivierte Sertolizelle dagegen ist in direktem Kontakt mit der in-
kubierten Noxe im Gegensatz zu den anatomischen Gegebenheiten in
vivo. Dies kann zu Ergebnissen flihren, die nicht zwangslaufig auf
einen Organismus Ubertragbar sind (Russel&Steinberger,1989). Er-
ganzend zu den hier dargestellten Ergebnissen stehen noch gezielte
Untersuchungen aus. Es muss zu einer umfassenden Aussage da-
riber gekommen werden, inwieweit die untersuchten Effekte in vitro
im physiologischen Ablauf der Spermatogenese zu verifizieren sind.
Lindan zeigte bereits eine hohe Wirkpotenz an Sertolizellen in vivo
(Dalsenter et al.,1996) in einem Konzentrationsbereich, der unter den
Versuchsbedingungen dieser Arbeit keinerlei Effekte zeigte. Aus
diesem Grunde sollten die Organochlorpestizide als Stoérfaktor der
Sertolizelle in vivo angesehen werden, die weiterer Forschungser-
gebnisse bedirfen. Forschungsarbeiten, die sowohl die hormonelle
Situation (Inhibin) in vivo als auch die Stoffwechselsituation der Ser-
tolizelle berlicksichtigen (Kultivierung der Sertolizellen nach Noxen-
exposition in vivo) stehen noch aus, um ggf. die Resultate aus physio-
logischen und in vitro-Bedingungen miteinander vergleichen zu kén-
nen. An erster Stelle sollte allerdings das Ziel stehen, Lindan auf seine
medizinische Anwendung zu beschranken sowie DDT weltweit durch
modernere Malariabekdmpfung zu ersetzen (Turusov et al.,2002; Jaga
& Dharmani,2003; Walker et al.,2003). Dies diirfte aufgrund der finan-
ziellen Situation in den Entwicklungslandern sowie der fehlenden Pro-
blemeinsicht eine groBe Herausforderung bleiben.
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5. Zusammenfassung

Organochlorpestizide wie Lindan, DDT und sein Hauptabbauprodukt
DDE stehen unter dem Verdacht, die mannliche Fertilitdt zu beein-
tréchtigen. Ihre insektizide Wirkung wurde lange Zeit auch in den In-
dustrienationen breitflichig genutzt. Seitdem nun seit langerer Zeit
Uber lhre Persistenz in der Umwelt und mdglichen Gesundheitsscha-
digungen diskutiert wird, beschrankt sich die Anwendung von Lindan
auf die Therapie ektoparasitérer Erkrankungen. Allerdings wird DDT
auch heute noch in den Entwicklungsldndern zur Einddmmung der
Malaria verwendet und hat daher noch immer einen aktuellen Bezug
zur Fragestellung dieser Arbeit. Es wurden Rickstédnde von Lindan
und DDT im Sperma von Probanden gefunden, die mit der Insektizid-
synthese beschaftigt waren und signifikant h&ufig eine sekundare
Sterilitat aufwiesen (Wagner et al.,1990). Im Tierversuch (Ratte, Ka-
ninchen) war nach oraler Inokulation von 1-5 mg Lindan/kg KG eine
signifikante Reduktion der Spermatozoenzahl sowie Ballonierung von
Sertolizellen im Keimepithel des Tubulus contortus auffallig (Dalsenter
et al.,1996; Fausto et al.,2001).

Die Sertolizelle erfiillt im Rahmen der Spermatogenese wichtige Funk-
tionen und ist Ausgangspunkt dieser Arbeit, deren Aufgabe es war,
eine Aussage darlber zu machen, inwieweit eine Manipulation der
Sertolizelle zu einer Beeintrachtigung der Spermatogenese (Keimzell-
reifung) fihren kann. Kultivierte Sertolizellen der Ratte wurden mit den
verschiedenen Noxen Uber 24 h in einer Konzentration von 6,25 - 100
UM inkubiert. Als Messparameter dienten hierbei die Zellvitalitat, die
Laktat-/Pyruvatproduktion sowie die sezernierte Inhibinmenge nach
Noxeninkubation.



Zusammenfassung 96

Laktat/Pyruvat sind essentiell fur die Energiegewinnung heran-
reifender Spermatozoen, Inhibin ist ein wichtiges Hormon im hormo-
nellen Regelkreis der Spermatogenese. Keine der drei untersuchten
Insektizide zeigte im getesteten Konzentrationsbereich eine Akut-
toxizitat, lediglich fir DDT war ab 50 uM eine geringe Beeintrachtigung
der Zellvitalitét zu verzeichnen.

Weiterhin zeigte sich bei einer Lindankonzentration von 100 uM eine
signifikante Steigerung der Laktat-/Pyruvatproduktion, was seine Ur-
sache in einer Entkopplung des oxidativen Stoffwechsels durch be-
ginnende Schadigung der Mitochondrien haben koénnte. Die Folge
kénnte eine verminderte Bereitstellung zellularer Energietrager (ATP)
mit reduzierter Proteinsynthese sein. Die signifikant erniedrigte Inhi-
binsynthese in diesem Konzentrationsbereich kénnte als Indiz hierfir
gelten. Inkubation mit DDT / DDE zeigte ab 50 uM sowohl eine ten-
denziell abnehmende Laktat-/Pyruvatmenge als auch eine reduzierte
Inhibinproduktion, hierbei scheint der komplette Energiestoffwechsel
der Sertolizelle negativ betroffen zu sein.

Zusammenfassend kann bei den untersuchten Organochlorpestiziden
von einer Beeintrachtigung der Energiebereitstellung sowie der hormo-
nellen Spermatogenesesteuerung (Inhibin) in hdéheren Konzentra-
tionsbereichen (50-100 uM) ausgegangen werden. Strukturelle Scha-
digungen der Sertolizelle in vivo lieBen sich nur bei wesentlich
gréBeren Mengen betreffender Organochlorpestiziden nachweisen. In
Anbetracht der Lipophilie und der damit verbundenen Persistenz in der
Umwelt und Anreicherung im Fettgewebe betroffener Organismen ist
eine fertilitdtsbeeintrdchtigende Wirkung der untersuchten Noxen auch
in wesentlich geringeren Blutserumkonzentrationen (<100 uM) Uber

Jahre hinweg nicht auszuschlieBen.
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Unabhéngig von den bekannten antihormonellen Wirkaspekten der
untersuchten Organochlorpestiziden kann davon ausgegangen wer-
den, dass die chronische Beeintrachtigung der Sertolizelle durch Lin-
dan, DDT und DDE eine ernstzunehmende Gefahrenquelle fir die
mannliche Fertilitdt darstellt. Diese Arbeit untersuchte eine Kurzzeit-
exposition in vitro, eine langjéhrige Affektion der Sertolizelle in vivo
kénnte weitaus schwerwiegendere morphologische und sekretorische

Verénderungen zur Folge haben.
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