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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Seit Anbeginn der Menschheit nimmt die Fruchtbarkeit in allen Kulturkreisen und
Vélkern einen hohen Stellenwert ein. Sie symbolisiert nicht nur Kraft und Schénheit,
sondern sichert den Fortbestand der Menschen und der Gesellschaft. Im Zuge der
industriellen Revolution ist die Bevolkerung immer mehr verschiedenen Umweltgiften
ausgesetzt, welche gesundheitliche Probleme flir den Menschen mit sich bringen.
Zur Schadigung der mannlichen Reproduktionsorgane fuhren vor allem chronische
Belastungen mit z.B. Umweltnoxen.

Zahlreiche Untersuchungen geben Anlass zu der Vermutung, dass eine
zunehmende Stérung der Entwicklung und Funktion der mannlichen Repro-
duktionsorgane und der Spermatogenese in den letzten Jahrzehnten stattgefunden
hat. Studien haben ergeben, dass die Spermienzahl abgenommen hat und
Hodenkrebs, Kryptorchismus und Hypospadie vermehrt aufgetreten sind (Seibert,
1996). Eine Studie von Moller (2001) beschreibt einen Anstieg des Hodenkrebses
von 2,6 % pro Jahr, wahrend Prostatakrebs um 1,6 % pro Jahr angestiegen ist. Im
Alter von 32 Jahren steigt die Inzidenz von Hodenkrebs rapide auf 30 von 100 000
Personen an, wahrend bei Prostatakrebs die hochste Inzidenz ab einem Alter von
82 Jahren vorzuweisen ist (Moller, 2001). Eine Studie von Carlsen et al. (1992) gab
Anlass zu heftigen Diskussionen. Er behauptete, dass sich innerhalb weniger
Jahrzehnte die Spermienzahl von 113 auf 66 Mio/ml reduziert hatte. Eine Reihe
neuerer Untersuchungen wie zum Beispiel in den USA widerlegten diese Angaben,
da in Seattle und Umgebung die Spermienkonzentration in den letzten 21 Jahren
konstant geblieben ist (Paulsen et al., 1996). In Finnland (Suominen und Vierula,
1993) und Toulouse (Bujan et al., 1996) konnte ebenfalls keine Abnahme der
Spermiendichte in den letzten 20 Jahren festgestellt werden. Aitken und Sawyer
(2003) beschrieben ebenfalls eine Abnahme der Spermienqualitat und Fertilitat. Sie
vermuten die Ursache dafiir in einem vermehrten oxidativen Strefl3, der durch den
Einfluld von Umweltnoxen, die vermehrt freie Radikale freisetzten, induziert wurde.
Durch ein UbermaR an freien Radikalen und zu wenig neutralisierenden
Antioxidantien, wird die Spermiogenese gestort (Aitken und Sawyer, 2003). Dieser
vermehrte oxidative Strel3 fuhrt zur Ablésung von Spermatozyten vom Keimepithel,
zu DNA Schaden und dem damit verbundenen Verlust der Zellfunktion.

Aus den sehr unterschiedlichen Studien wird deutlich, dass die Befunde Uber die

Spermienproduktion sehr variieren. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass es
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sich hierbei eher um ein regionales und nicht um ein globales Problem zu handeln
scheint. Dagegen gilt die Zunahme des Hodenkrebses in den letzten Jahren als
gesichert, da in mehreren Landern mit Krebsregister ein Anstieg der Falle mit
Hodenkrebs festgestellt worden ist. Die Zunahme von Kryptorchismus und
Hypospadie ist wiederum schwieriger zu beurteilen und wird deshalb ebenfalls
kritischer betrachtet (Weybridge, 1996).

Fortpflanzungs- und Entwicklungsprozesse reagieren sehr empfindlich auf
Umweltchemikalien, wobei Pestizide und Industriechemikalien mit estrogener
Wirkung besonders schadigend sein sollen (Schlumpf und Lichtensteiner 1996). Die
Estrogenhypothese besagt, dass die Ursache fur die Stérungen in der Entwicklung
der Reproduktionsorgane in einer pranatalen Exposition gegenuber Estrogenen
besteht. Zu den exogenen Estrogenen zahlen die Phyto- und Mykoestrogene,
synthetische Estrogene sowie alle Chemikalien mit estrogener Wirkung (Sharpe und
Skakkebeck, 1993). Ebenso spielen die Schadstoffe, die sich in unserer
Nahrungskette anreichern sowie die berufliche Exposition mit Chemikalien eine
wichtige Rolle fur die Reproduktionsfahigkeit des erwachsenen Mannes. Einige
Untersuchungen zeigten einen Rickgang der Spermienproduktion bei Mannern,
nach einer standigen Exposition mit Umweltschadstoffen. Es wurde zum Beispiel
Infertilitat bei Mannern beobachtet, die einer beruflichen Organchlor- oder
Schwermetall-Exposition (DDT oder polychlorierte Biphenyle) ausgesetzt waren
(Bush et al., 1986). Auch Dibromchlorpropan, ein Nematizid, welches flr
Zitrusfrichte in Israel und Zentralamerika eingesetzt wurde, verursachte Infertilitat
und Sterilitat bei den Arbeitern (Potashnik und Porath, 1995).

Der Hoden ist der Bildungsort von Spermatozoen und der fir die Entwicklung des
Mannes notwendigen Steroidhormone (Androgene). Die Ausreifung und Speicherung
der Spermatozoen erfolgt im Nebenhoden. Unter dem Begriff Spermatogenese
versteht man alle Prozesse, die zur Bildung der Gameten beitragen. Die
Steroidogenese umfaldt dagegen alle Reaktionen zur Bildung der Steroidhormone.
Das Hodengewebe wird in zwei nach morphologischen und funktionellen Kriterien
voneinander getrennte Kompartimente unterteilt. Das tubulare Kompartiment enthalt
die Samenkanalchen (Tubuli seminiferi), in denen die Spermatogenese stattfindet. Im
interstitiellen Kompartiment (Interstitium) sind die Leydig-Zellen lokalisiert, in denen
die Steroide synthetisiert werden (Abb. 1).
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Abb. 1: Histologischer Schnitt durch die Samenkanalchen beim Mann
1 Spermatogonien, 2 Spermatozyten, 3 Spermien, 4 Sertoli-Zelle, 5 Leydig-Zelle
(Histological and Histopathological Evaluation of the testis, Russel et. al, USA 1990)

Abbildung 1 zeigt einen histologischen Schnitt durch den menschlichen Hoden. Es
sind die Samenkanalchen und das interstitielle Kompartiment dargestellt. Die Tubuli
seminiferi sind von peritubularen Zellen und einer Basallamina umgeben. Auf
Letzterem fullt das Keimephitel, das aus Sertoli-Zellen und Keimzellen besteht. Im
Keimepithel findet die Spermatogenese statt. Die Spermatogonien sind die
Ausgangszellen der Spermatogenese und liegen der Basalmembran direkt an. Durch
die erste meiotische Teilung entstehen die Spermatozyten | und Il, die sich weiter
lumenwarts befinden. Runde Spermatiden entstehen durch die zweite meiotische
Teilung aus den Spermatozyten. Danach erfolgt die morphologische Differenzierung
uber elongierte Spermatiden zu den langgestreckten Spermatozoen. Von den
unreifen Spermatogonien bis zu den Spermien am Ende der Nebenhodenreifung
vergehen ca. 80 Tage. Davon entfallen beim Menschen ca. 67 Tage auf die

Spermatogenese und 10 — 12 Tage auf die Reifung der Spermien im Nebenhoden.
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Weiterhin besteht das Keimepithel aus Sertoli-Zellen. Diese bilden die Blut-
Hodenschranke zum Schutz vor schadigenden Substanzen. Die Sertoli-Zellen
versorgen die Keimzellen mit Nahrstoffen und sezernieren eine Flussigkeit, die unter
Anderem zum Abtransport der Spermatozoen in den Nebenhoden dient.

Peritubulare Zellen sind Myofibroblasten und liegen der Basallamina in mehreren
Schichten von aulRen an. Sie sind kontraktil und fordern androgenabhangig den
Transport der Spermien. Das Interstitium besteht aus Bindegewebe mit Blut-
LymphgefalRen und den Leydig-Zellen. Leydig-Zellen liegen meist in der Nahe von
Gefallen und produzieren die mannlichen Sexualhormone, wie das Testosteron und
dessen Vorstufe, das Gestagen Progesteron. Testosteron wirkt endokrin aber auch
lokal (parakrin) auf die Spermatogenese ein.

Bei der Steuerung und Reifung der Spermatogenese wirken Uberregionale und lokale
Regelkreise zusammen (Abb. 2). Im Hypothalamus wird GnRH (Gonadotropin
freisetzendes Hormon) gebildet, welches auf die Hypophyse einwirkt. GnRH
stimuliert endokrin die Adenohypophyse zur Abgabe der gonadotropen Hormone
FSH (Follikel stimulierendes Hormon) und LH (Luteinisierendes Hormon). Die
Ausschuttung von GnRH in das Pfortadersystem der Hypophyse erfolgt in 60- bis 90-
minutigen hypothalamischen Impulsen. Somit bestimmen Frequenz und Amplitude
der GnRH Sekretion die Freisetzung von LH und FSH aus der Hypophyse. Die
gonadotropin produzierenden Zellen stellen ca. 15 % der Zellpopulation der

Adenohypophyse dar.
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Abb. 2: Hormonelle Steuerung der Hodenfunktion und Wirkung der Androgene

(aus Nieschlag et al., 1999: Physiologie der Hodenfunktion, Springer Verlag, Heidelberg)

Beim Mann regt FSH die Spermatogenese Uber die Sertoli-Zelle an, wahrend LH die
Testosteronbildung in den Leydig-Zellen stimuliert. Da die Sertoli-Zellen mit
Rezeptoren fur FSH und Testosteron ausgestattet sind, wirkt Testosteron Uber die
Sertoli-Zelle stimulierend auf die Spermatogenese.

Wachstumsfaktoren wie Inhibin und Aktivin sind an der Regulation der
Spermatogenese beteiligt. Inhibin, ein Glykoprotein hemmt die Proliferation der
Spermatogonien wahrend sein Gegenspieler Aktivin diese stimuliert. Die Hemmung
durch Inhibin-B erfolgt durch eine nach Stimulation vermehrte Ausschuttung von
Inhibin-B aus der Sertoli-Zelle und bewirkt eine selektive Inhibition der hypophysaren
Ausschuttung von FSH. Das von den Leydig-Zellen gebildete Testosteron gelangt

uber die Blutbahn zur Hypophyse und hemmt dort die Bildung von LH und im
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Hypothalamus die Synthese von GnRH. Somit untersteht das hypothalamo-
hypohysar-testikulare System einem echten Regelkreis mit negativer Feedback-
Hemmung. Der negative Feedback-Mechanismus kann durch Testosteron, seinen
Metaboliten Dihydrotestosteron (DHT) oder durch Estrogene ausgeldst werden.

Zu den Aufgaben des Testosterons gehoéren in der Embryonalentwicklung die
Differenzierung der Geschlechtsorgane, in der Pubertat die Entwicklung zum Mann
und im Erwachsenenalter die Bildung des mannlichen Phanotyps (Renz-Polster und
Braun, 2000). Testosteron, das in den Leydig-Zellen gebildet wird, stimuliert die
Spermatogenese in den Sertoli-Zellen und ist fur die Ausbildung des Bartwuches, der
tiefen Stimme, des Knochenwachstums, des Muskel- und Knochenaufbaus und der
sekundaren Geschlechtsmerkmale (Schambehaarung, Peniswachstum etc.)
verantwortlich (Abb. 2). Zum einen Teil wirkt Testosteron direkt an der Zelle des
Erfolgsorganes, zum anderen Teil wird das biologisch aktivere Hormon 5a-Dihydro-
testosteron (DHT) erst im Zielorgan (z.B. Prostata) durch Reduktion mittels 5a-
Reduktase gebildet. DHT ist fur den mannlichen Behaarungstyp und die vermehrte
Talgproduktion verantwortlich. Das Androgen Testosteron kann durch das Enzym
Cytochrom-P450 Aromatase in das Estrogen 17p3-Estradiol umgewandelt werden.
Progesteron ist ein wichtiges Gestagen, welches ebenfalls durch die Stimulation von
LH ausgeschuttet wird. Es ist eine Zwischenstufe flr die Synthese von Testosteron,
Estrogen und anderer corticosteroider Hormone und wird auch in der
Nebennierenrinde gebildet.

Die Sexualhormone Testosteron und Estrogen und das Gestagen Progesteron
werden im Plasma zum groRten Teil durch Bluteiweile transportiert.
Bindungsproteine sind das sehr fest bindende SHBG (Sexualhormon bindendes
Globulin), sowie das locker und unspezifisch bindende Albumin. Nur etwa 2 % der
Steroide liegen frei im Plasma vor und sind damit physiologisch aktiv.

Von beiden Geschlechtern werden Estrogene und Testosteron gebildet, allerdings in
unterschiedlichen Mengen. Beim Mann ist Testosteron das wichtigste im Blut
vorkommende Androgen (Cqg-Steroidhormon). Es werden taglich 6 - 7 mg
Testosteron synthetisiert, wovon mehr als 95 % aus dem Hoden stammen. Der Rest
wird in der Nebennierenrinde gebildet (Renz-Polster und Braun, 2000).

Die Synthese der Sexualhormone findet in den Mitochondrien und dem
endoplasmatischen  Retikulum der Leydig-Zellen statt. Die gemeinsame

Grundsubstanz fur die Entstehung aller Steroide ist das Cholesterin. Es wird
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entweder Uber einen LDL-Rezeptor aufgenommen oder innerhalb der Leydig-Zellen

aus Acetat synthetisiert (Abb. 3)
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Abb. 3: Steroidbiosynthese in den Leydig-Zellen des Hodens
(aus Nieschlag et al., 1999: Physiologie der Hodenfunktion, Springer Verlag, Heidelberg)

In allen Spezies ist der erste limitierende Schritt der Steroidogenese die
Umwandlung von Cholesterin zu Pregnenolon durch das Enzym 20,22-Desmolase in
den Mitochondrien. Limitierend ist hierbei die Aufnahme des Cholesterins in die
Mitochondrien (Payne und O’Shaughnessy 1996). Alle Faktoren, welche die Menge

des vorhandenen Enzyms regulieren, beeinflussen dadurch die Steroidogenese
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(Le Goascogne et al., 1987). Pregnenolon wird danach in das glatte
endoplasmatische  Retikulum transportiert und dort durch das Enzym
3B-Hydroxysteroid Dehydrogenase (3RHSD) in Progesteron umgewandelt, welches
selbst das wichtigste Gestagen darstellt. Aus Progesteron kann einerseits Cortisol
und andererseits 17a-Hydroxyprogesteron durch das Enzym 17a-Hydroxylase
gebildet werden. Im nachsten Schritt wird mit Hilfe des Enzyms 17,20-Desmolase
Androstendion oder Dehydroepiandrosteron synthetisiert. Androstendion wird durch
17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Zu Testosteron metabolisiert. Aus
Dehydroepiandrosteron wird auf einem anderen Weg ebenfalls Uber das Enzym
17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Androstendiol und dann durch das Enzym
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Testosteron synthetisiert. Die Biosynthese des
Estradiols entsteht aus Testosteron und Androstendion durch das Enzym P450-
Aromatase (Payne und O’Shaughnessy 1996).

Androgene steuern die Geschlechtsentwicklung in der Embryonalzeit und der
Pubertat, regulieren die Spermatogenese und somit die Fertilitat und sind flr die
Libido von entscheidender Bedeutung. Ein Androgenmangel in der Fetalperiode fuhrt
zu Anlagedefekten des Genitals bis hin zum Pseudohermaphroditismus masculinum
(mannlicher Genotyp, weibliches Genital). Ein zu niedriger Androgenspiegel in der
Pubertat hat das Ausbleiben des Stimmbruchs, einen eunuchoiden Hochwuchs und
eine verminderte Entwicklung der sekundaren Geschlechtsmerkmale zur Folge. Der
Androgenmangel beim Erwachsenen bedingt eine Hodenhypoplasie mit
mangelhafter oder fehlender Spermiogenese und Azoo- oder Oligozoospermie. Die
Libido ist gesenkt, die Korperbehaarung reduziert und die Manner haben meist eine
Gynakomastie. Der Korperbau, die Stimmlage und die Penisgrof3e sind normal. Die
Ursache fur einen Hypogonadismus ist meist gonadalen Ursprungs. Da
gegenregulatorisch die Gonadotropine der Hypophyse und des Hypothalamus erhoht
sind, spricht man auch vom hypergonadotropen Hypogonadismus (Renz-Polster und
Braun, 2000).

Das Klinefelder Syndrom mit dem Karyotyp XXY ist beim Mann die haufigste Form
eines hypergonadotropen Hypogonadismus. Hierbei fuhrt ein Defekt in den Gonaden
nicht zur Proliferation der Samenkanalchen, sondern zu deren Fibrosierung und
Hyalinisierung und dadurch bedingten Azoospermie und Infertilitdt. Durch die

standige Stimulation des LH ist Estradiol erhoht und Testosteron durch einen
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gleichzeitigen Leydig-Zell-Defekt erniedrigt. Die erhdhten Estradiolspiegel bewirken
eine Feminisierung und Gynakomastie des Mannes (Renz-Polster und Braun, 2000).
Die Leydig-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der gesunden Entwicklung und
Fortpflanzungsfahigkeit des Mannes. Sie sind jedoch sehr empfindlich gegenuber
schadlichen Einflissen aus der Umwelt (Schlumpf und Lichtensteiner, 1999).

Die in dieser Arbeit untersuchten Schadstoffe werden als Umwelthormone oder
,endocrine disrupters® bezeichnet. Diese konnen an Steroidrezeptoren binden,
welche sich in der Zelle befinden, und eine estrogene oder antiestrogene Wirkung
auf die Hormonrezeptoren im Korper ausuben. Die toxischen Wirkungen dieser
Substanzen koénnen sich pratestikular, testikular oder posttestikular aufiern.
Angriffspunkte sind hierbei entweder der hypothalamisch-hypophysar-gonadale
Regelkreis, die Spermatogenese oder die Spermatozoenreifung im Nebenhoden. Im
Hoden binden Estrogene oder endocrine disrupters zuerst im nM-Bereich an die
Estrogenrezeptoren, welche sich im Zellinneren befinden. Durch die Aktivierung des
Rezeptors wird ein Estrogen-vermitteltes Protein bilden, welches die Enzyme der
Testosteronsynthese hemmt (Schlumpf und Lichtensteiner, 1999). Im uM-Bereich
binden die Schadstoffe dagegen direkt an die Enzyme der Testosterosynthese und
bewirken dort eine kompetitive Hemmung oder Aktivierung (Wuttke et al., 1999).
Verschiedene Organchlorverbindungen z. B. Dioxine oder PCB binden an den
Ah-Rezeptor (Arylhydrocarbonhydroxylase), wodurch vermehrt Cytochrom-P450
Enzyme in der Leber gebildet wird. Das aktivierte Cytochrom-P450 kann zum
vermehrten Abbau von Hormonen fiihren (Schlumpf und Lichtensteiner, 1996). Durch
das Blut gelangen die Schadstoffe in die Hypophyse, bewirken dort eine direkte
Hemmung der Estrogenrezeptoren und dartber eine verminderte LH-Ausschuttung.
Die wissenschaftliche Forschung zeigt, dass diese Stoffe in hormonell gesteuerte
Prozesse eingreifen und somit mdglicherweise die sexuelle Entwicklung stéren oder
zu einem erhohten Risiko fur Krebserkrankungen fuhren konnen (Degen et al.,
1999). Eine wichtige Rolle bei der Schadigung der Leydig-Zellen spielen jedoch der
Zeitpunkt der Einwirkung von Substanzen, die Dosis der Noxe und die Spezies
(Degen et al., 1999).

Zur Prufung der estrogenen und antiestrogenen Aktivitat konnen verschiedene in
vivo und in vitro Methoden herangezogen werden. Sie besitzen unterschiedliche
Empfindlichkeit und Aussagekraft. In vivo Testsysteme haben den Vorteil, dass sie

bei der Beurteilung der estrogenen Wirkungsstarke die Resorption, Verteilung und
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Ausscheidung eines Stoffes im Kdorper mit berlcksichtigen. Dies macht sie bei der
Bestimmung der Expositionshohe und der Risikoabschatzung unverzichtbar. In vitro-
Systeme eigenen sich dagegen vorrangig zur Prufung von Stoffen und einer ersten
Schatzung ihrer hormonellen Aktivitat (Degen et al., 1999). Sie sind sehr hilfreich zur
Prifung, ob eine Substanz direkt schadigend auf eine Zelle wirkt oder erst deren
Metabolit. Sie eigenen sich sehr gut zur Analyse des Schadstoffmechanismus.
AulRerdem sind z.B. die in den in vitro Testsystemen verwendeten Krebszellen von

Ratten langer lebensfahig, robuster und somit einfacher in der Handhabung.

1.1 Die Bedeutung der Estrogenrezeptoren

Androgene und Estrogene gehdren in die Gruppe der Steroidhormone. Wahrend im
Hoden vorwiegend Testosteron als Endprodukt vorhanden ist, wird im Ovar vor allem
Estradiol gebildet. Die Steroidhormonrezeptoren befinden sich im Zytoplasma von
Zellen. Dorthin diffundieren die hydrophoben und daher Zellmembran permeablen
Hormone und binden an den entsprechenden Rezeptor, der dadurch aktiviert wird
(Schlumpf und Lichtensteiner, 1999).

Estrogenrezeptoren sind in allen Organen in unterschiedlicher Anzahl vorhanden.
Kuiper et al. (1996) fanden heraus, dass es zwei verschiedene Estrogenrezeptoren
gibt (ERa und ERp), die in unterschiedlichen Organen in verschiedenen Mengen
gebildet werden (Kuiper et al., 1996). Der Uterus und das Vaginalepithel scheinen
nur Typ a-Estrogenrezeptoren zu bilden, wahrend alle anderen Organe (aul3er einige
Gehirnareale) beide Rezeptortypen besitzen (Bryant und Dere, 1998).
Estrogenrezeptoren sind aullerdem in den verschiedenen Zelltypen der
Reproduktionsorgane vorhanden. In den Leydig-Zellen, den Ductuli efferentes und
dem Epididymis werden die a-Typen des Estrogenrezeptors exprimiert (Fisher et
al.,1997; Sar und Welsh, 2000), wahrend in den Sertoli-Zellen, den Spermatogonien,
pachytanen Spermatozyten, Spermatiden, der Prostata und dem Epididymis der
kirzlich entdeckte B-Typ exprimiert wird (Saunders et al.,1998; Ans et al., 1999).
Hormone  konnen  agonistische oder antagonistische  Wirkungen an
Estrogenrezeptoren ausuben. Durch Studien mit Estrogenrezeptor-knock-out-
Mausen (ERKO-Mausen) konnten wichtige Informationen uber ERo, ERB und ERa-p
gewonnen werden (Lubahn et al., 1993; Krege et al., 1998; Couse et al., 1999).

Durch Manipulation an embryonalen Stammzellen waren die Mause nicht fahig,
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o-Typ Estrogenrezeptoren zu bilden und dadurch infertil (Hess et al., 1997). Der
Grund fur die Infertilitat lag in einer Unterbrechung der Flussigkeitsabsorption in den
Ductuli efferentes des Nebenhodens. Dies fuhrte schliel3lich zur Ablésung oder
Zerstérung des Keimephitels. Obwohl die B-Typ Estrogenrezeptoren von ERaKO-
Mausen exprimiert wurden, konnten diese nicht die Funktion der ERa kompensieren.
Eine Studie von Smith et al. (1994) bei Mannern zeigte, dal eine Mutation, welche
das ERa-Gen inaktivierte, zu einer normalen Anzahl an Spermatozoen flihrte. lhre
Lebensdauer war jedoch verkurzt und der Patient war unfruchtbar. In einem weiteren
Versuch wurden die Gene fur die a- und B-Rezeptoren ausgeschaltet (a, B-ERKO-
Maus). Die sich daraus entwickelten Mutanten zeigten eine normale Entwicklung der
Reproduktionsorgane, aber sie waren infertil. Die Follikel in den Ovarien der
weiblichen Tiere zeigten jedoch Strukturen, die den Tubuli seminiferi sehr ahnlich
waren (Couse et al., 1999).

Xenoestrogene besitzen die Fahigkeit an Estrogenrezeptoren in vitro und in vivo zu
binden. Da auch in den im Hoden lokalisierten Leydig-Zellen Estrogenrezeptoren
vorhanden sind, kdnnen Xenoestrogenen auch hier endogene Hormone verdrangen
und so das hormonelle Gleichgewicht beeinflussen (Thierfelder, 1995; Korach et al.,
1988). Diese Fremdstoff-Rezeptorkomplexe sind jedoch nicht vollig identisch, mit
denen der naturlichen Hormone. So kdnnen Xenoestrogene andere Wirkungen an
den Estrogenrezeptoren ausldsen (Schlumpf und Lichtensetiner, 1999). Ein weiterer
Angriffspunkt fir Umweltchemikalien und auch Schwermetalle sind die fur die
Steroidogenese benodtigten Enzyme. Umweltchemikalien koénnen in den
Hormonstoffwechsel eingreifen, indem sie die fur die Steroidproduktion wichtigen

Enzyme hemmen oder aktivieren (Wuttke et al., 1999).
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1. 2 Kriterien zur Auswahl der Schadstoffe

Xenoestrogene oder ,endocrine disrupters® stehen immer mehr im Mittelpunkt von
Diskussionen, da der Verdacht geaul3ert wurde, dass sie fir die Reproduktions- und
Entwicklungsstorungen bei Tieren und den Rickgang der Spermienproduktion beim
Mann mitverantwortlich sind (Carlsen et al.,1992; Sharpe et al., 1993; Toppari et
al.,1996).

Eine Vielzahl von in vivo Versuchen ebenso wie die Beobachtungen von Tieren in
der Natur belegen die schadigende Wirkung von Umwelthormonen. Bei der Ratte
Ioste z.B. die Exposition mit Ethan-Dimethan-Sulfonat (EDS) eine selektive
Zerstorung der Leydig-Zellen aus (Barlett et al., 1986). Die Aufnahme von Rotklee,
mit einem hohen Gehalt an Isoflavonen (Phytoestrogenen) flhrte bei Schafen zur
Infertilitat (Price und Fenwick, 1985). Da noch keine eindeutigen Ergebnisse Uber die
Wirkung von Umwelthormonen auf die Reproduktionsorgane vorliegen, stehen sie
immer mehr im Interesse der Forschung.

In dieser Arbeit wurden das endogene Hormon 17B-Estradiol, das synthetische
Estrogen Ethinylestradiol, das Phytoestrogen Daidzein und das Xenoestrogen
Bisphenol A untersucht.

Die wasserldslichen Metallsalze Quecksilberdinitrat und Natriumarsenit eignen sich
besonders gut, um toxische Einflisse auf Leydig-Zellen zu Uberprifen, da auch
schon andere in vivo und in vitro Versuche deren Einflisse im verwendeten
Konzentrationbereich auf die Reproduktionsorgane belegt haben (Larochette et al.,
1999; Schuppe et al.,, 1999). Sie dienen deshalb als Positivkontrolle fur das
Testsystem. Es wurden die Salze des Metalls Quecksilber sowie des Halbmetalls
Arsen untersucht. Wahrend die Xenoestrogene an Estrogenrezeptoren binden oder
die Enzyme hemmen bzw. aktivieren, wirken Quecksilberionen und Arsenit (lll) nur

am Enzymsystem.
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1.21 Xenoestrogene

1.2.1.1 17p-Estradiol und Ethinylestradiol

Fast jede Zelle im menschlichen Korper besitzt Estrogenrezeptoren. Einige Organe
stehen besonders unter dem Einfluss von Estrogenen und verandern sich krankhaft
bei Estrogenmangel.

Durch Beobachtungen im Tierreich und in einigen Studien an Labor-Ratten wurden
negative Einflisse des Estrogens auf die mannliche Entwicklung vermutet (Colborn
et al., 1993). Colborn et al., (1993) untersuchten Alligatorenmannchen nach einem
Industrieunfall in Florida, wobei das Pestizid Dicofol freigesetzt wurde. Sie stellten ein
paar Jahre spater verkleinerte Penisse fest und die Alligatoreneier blieben sehr oft
unbefruchtet. Bei einigen Méwen, die sich von Fischen ernahrten, wurden mehr
Weibchen als Mannchen bei den Nachkommen gezahlt (Colborn et al., 1993). Ratten
zeigten ein vermindertes Sexualverhalten nach pranataler Gabe von Dioxin
(Schlumpf und Lichtensteioner, 1999). Diese Studien und Beobachtungen gaben
Anlass dazu, die Forschungen mit Xenoestrogenen zu intensivieren.

Wahrend 17B-Estradiol ein endogenes Hormon ist, gehort Ethinylestradiol in die
Gruppe der synthetische Estrogene und wird oft als orales Kontrazeptivum oder in
der Menopause eingenommen. Sie werden von Mensch und Tier ausgeschieden,
sammeln sich im Abwasser an, verbleiben im Klarschlamm und gelangen so in die
Oberflachengewasser. Im Laborversuch genugte schon eine Menge von 0.5 ng/ml
Ethinylestradiol, um einen Anstieg von Vitellogenin, einem weiblichen Protein fur die
Eireifung, in mannlichen Forellen auszuldésen (Purdom et al., 1994). Untersuchungen
mit Belebtschlamm-Modellen deuten darauf hin, dass Ethinylestradiol nicht oder nur
langsam abgebaut wird (Turan, 1995). Trinkwasserproben in Suddeutschland
ergaben schon 1977 Ethinylestradiolkonzentrationen von bis zu 22,5 ng/mi
(Rurainsky et al., 1977).

Nach der Umwandlung des Testosterons zu Estradiol katalysiert durch das Enzym
Aromatase in den Nervenzellen, bindet Estradiol an die Estrogen-Rezeptoren und
steuert dadurch die neuronale Differenzierung. Synthetische Hormone dagegen
konnen sexuelle Entwicklungsprozesse stéren (Schlumpf und Lichtensteiner, 1996).
Bei der Ratte wurde z. B. eine Abschwachung des mannlichen Sexualverhaltens

nach pranataler Gabe von Dioxin beobachtet (Schlumpf und Lichtensteiner, 1996).
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Ein Beispiel fur ein synthetisches Estrogen ist Diethylstilbestrol (DES). Es wurde in
den 50-iger Jahren in den USA Frauen zur Erhaltung der Schwangerschaft
verabreicht. Daraufhin wurde bei den Muttern eine erhdhte Inzidenz von Brustkrebs
festgestellt (Greenberg et al., 1984). Die DES-Tdchter erkrankten haufiger an einer
vaginalen Adenose und anderen Veranderungen des Genitaltraktes (Herbst, 1981),
wahrend DES-Sohne vermehrt Epididymis-Zysten, Kryptorchismus und eine
Abnahme der Spermienqualitdt aufwiesen (Gill et al., 1987). Auch beim
173- Estradiol wurden hemmende Effekte auf die Steroidogenese der Leydig-Zelle
durch z.B. Hemmung des Cytochrom-450-Komplexes nachgewiesen (Brinkmann et
al., 1980). So fuhrte eine Exposition von Ratten mit Estradiol bei den mannlichen
Nachkommen zu einer Reduktion der Testes und Epididymis sowie zur Atrophie der
Zellen im Interstitium, Degeneration von Samenkanadlchen und zur reduzierten

Spermienproduktion (Cook et al., 1998).

1.2.1.2 Daidzein

Daidzein und Genistein sind die bekanntesten Isoflavone und gehdren in die Gruppe
der Phytoestrogene. Isoflavone werden von Pflanzen, z.B. den Sojabohnen, gebildet
und haben eine estrogenahnliche Wirkung. Atanassova et al. (2000) beschrieben
nach Zugabe von Phytoestrogenen (Genistein) eine Senkung des FSH-Levels und
einen erhdhten Keimzellapoptoseindex. Duncan et al. (1999) konnten belegen, dass
geringe Dosen an Isoflavonen den LH-und FSH-Level in der periovulatorischen
Phase der Frau senkten und hohe Dosen zu einer Abnahme der Estrogenwerte
wahrend der follikuldren Phase fuhrten.

Ein aus dem Wourzelstock der Traubensilberkerze (Cimifuga racemosa) gewonnener
Extrakt enthalt ein schwach estrogen-wirksames Isoflavon (Formonentin), welches im
Korper zu Daidzein metabolisiert wird (Jarry et al., 1995). Am Tiermodell konnte
gezeigt werden, dass es die LH-Sekretion aus der Hypophyse supprimiert (DUker et
al., 1991). Diese verschiedenen Studien zeigen, dall Phytoestrogene
estrogenagonistische und estrogenantgonistische Wirkungen aufweisen kdnnen
(Fotsis et al., 1995). Daidzein bindet im Vergleich zu 17p-Estradiol mit einer viel
geringeren Affinitat an den B-Typ des Estrogenrezeptors (ERB) und einer leicht
geringeren Affinitdt an den a-Typ des Estrogenrezeptors (ERa), ubt jedoch die
gleiche transaktivierende Wirkung wie 17p-Estradiol auf den Rezeptor aus. Die

antiestrogene Wirkung von Sojaprodukten scheint hemmend auf die Entwicklung von
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Mamma- und Prostatakarzinomen zu wirken (Cassidy, 1996). Aulierdem gibt es
Hinweise darauf, dass sie osteo- und kardioprotektiv sind (Wuttke et al., 1999).

Phytoestrogene werden aber auch zu den ,endocrine disrupters® gezahlt und
beeinflussen die Lebensqualitat des Menschen. Der bekannteste estrogene Effekt
von Phytoestrogenen ist die SuRkleekrankheit (sweet clover disease), die bei
australischen Schafen bei Aufnahme von Klee mit einem hohen Gehalt an
Isoflavonen zur Infertilitat fuhrte (Price und Fenwick, 1985). In Tierversuchen an
Ratten wurde beobachtet, dass Daidzein die LH-Produktion senkte. Daraus resultiert

eine verminderte Testosteronproduktion der Leydig-Zelle (Diker et al., 1991).

1.2.1.3 Bisphenol A

Bisphenol A ist ein Monomer von Polykarbonatplastik und wird in der
Verpackungsindustrie u.a. zur Beschichtung der Innenseite von Konservenbuchsen
genutzt (Krishnan et al., 1993). Bisphenole reichern sich in der Nahrungskette an und
man findet ihre Spuren fast Uberall. In mehreren Studien wurde in den letzten Jahren
der Zusammenhang zwischen Brustkrebs und Umweltchemikalien wie Bisphenol A
untersucht (Falck et al., 1992; Hunter et al., 1997). Eine Zellinie von
Mammakarzinomzellen (MCF-7-Zellen) proliferiert vermehrt unter Einfluss von
Bisphenol A (Hunter et al., 1997). Die einen Ergebnisse wiesen auf ein vermehrtes
Wachstum von Mammakarzinomzellen hin, wahrend andere Studien behaupteten,
dass mit der Nahrung aufgenommene Xenoestrogene die Entstehung von Brustkrebs
verhindern (Toppari et al., 1996). Es gibt bis jetzt jedoch noch keine klaren Hinweise
darauf, dass Bisphenol A Brustkrebs verursacht (Wuttke et al., 1999). In vivo
Versuche an Ratten zeigten, dass Bisphenol A, bei physiologisch relevanten Dosen
(ug/kg KG) wahrend der Foétalentwicklung, geringe morphologische Veranderungen
an den Reproduktionsorganen verursacht und zu einer Verringerung der
Spermienproduktion fuhrt (vom Saal et al., 1998; Fisher et al., 1999; Welshons et al.,
1999).
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1.2.2 Metallionen

1.2.2.1 Quecksilberdinitrat

Quecksilber gehdrt in die Gruppe der Schwermetalle. Quecksilbernitrat ist ein weildes
Salz und ist zusammen mit Quecksilberchlorid und Phenylquecksilberacetat in
Desinfektionsmitteln vorhanden. Als Saatbeizmittel werden hauptsachlich organische
Quecksilberverbindungen, wie zum Beispiel Methyl-, Ethyl- oder Phenylquecksilber
verwendet. In der Industrie werden Quecksilber und seine Verbindungen als
Emissionen in die Umwelt freigesetzt. Die toxischen Wirkungen von
Quecksilberionen beruhen auf der Reaktion der Substanz mit freien
Sulfhydrylgruppen in Proteinen. Da schwefelhaltige Enzyme fast ubiquitar im Koérper
vorkommen, sind die Symptome einer Quecksilbervergiftung &aulerst vielfaltig.
Chronische Quecksilbervergiftungen fuhren zur Schadigung von Gehirn (Tremor,
Krampfe) und Niere (Nierenversagen). Des Weiteren konnten
Stoffwechselstorungen, Membranschaden und Schaden am Erbgut nachgewiesen
werden (IPCS/WHO, 1997).

Jahrlich gelangen durch menschliche Aktivitaten zwischen 30.000 und 50.000
Tonnen des Metalls in die Umwelt (IPCS/WHO 1997). Quecksilberhaltige Schlamme
erreichen Uber FlieRgewasser die Meere. Von den Meeresbewohnern wird es Uber
die Kiemen aufgenommen und akkumuliert. Uber die Nahrungsaufnahme von
Meerestieren kann es beim Menschen zu akuten Vergiftungserscheinungen oder zu
Langzeit- und Fetusschaden kommen. Ein bekanntes Beispiel ist die Verseuchung
einer japanischen Meeresbucht (Minimata-Katastrophe). Quecksilberhaltige
Industrieemissionen gelangten in der Nachkriegszeit um 1953 ins Meer, worauf es zu
einer Massenvergiftung der Bevolkerung mit organischem Methylquecksilber kam.
Quecksilber und Blei gelten als gesicherte Reproduktionstoxine. Bei Untersuchungen
von beruflich exponierten Menschen mit Quecksilber wurden schwere Schadigungen

der Hoden, sowie eine herabgesetzte Libido festgestellt (Schuppe et al., 1999).

1.2.2.2 Arsenit

Arsen ist ein Halbmetall und kommt als Spurenelement in allen Lebewesen und in
der Natur vor (Erdkruste, Wasser). Arsen und seine Verbindungen werden von Haut,
Nageln und Haaren gebunden und auf diese Weise nur sehr langsam

ausgeschieden. Arsenit wird bei der Schadlingsbekampfung eingesetzt.
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Es ist fur seine toxischen Wirkungen bekannt und schon seit vielen Jahren erforscht.
Bei chronischer Exposition mit Arsenit treten Hautverfarbungen, Lahmungen und
Krebs auf. Das in dieser Arbeit verwendete Natriumarsenit induziert eine zellulare
Stressreaktion, da es vor allem die Mitochondrien angreift und die Membran-

permeabilitat verandert (Larochette et al., 1999).

1.3 Kriterien zur Auswahl der Zellparameter

Bei der Auswahl der Zellparameter sollten alle Funktionen und Aufgaben der Leydig-
Zelle berucksichtigt werden.

Da im Hoden nur 4 % der testikularen Zellen Leydig-Zellen sind, ist es schwierig sie
fUr eine Primarkultur zu isolieren. Darliber hinaus werden sie schnell unempfindlich
gegenuber einer Stimulation mit LH oder hCG und verlieren zum Teil ihre Fahigkeit
zur Steroidogenese. Aus diesen Gruinden werden vermehrt immortalisierte Leydig-
Zellen verwendet, die jedoch eine veranderte Physiologie im Vergleich zu den
Leydig-Zellen der Primarkultur aufweisen. R2C-Leydig-Zellen stammen aus einem
Leydigzelltumor und bilden unabhangig von LH oder cAMP vor allem die Steroide
Progesteron und 20a Hydroxyprogesteron (Freeman, 1987). Sie weisen noch eine
basale Produktion des Androgens Testosteron auf. R2C-Leydig-Zellen sind eine sehr
homogene Population, die sich in einer Kultur gut fortpflanzen lassen und fur

Manipulationen gut geeignet sind (Ascoli, 1981).

1.3.1 Testosteron- und Progesteronproduktion der Leydig-Zelle

Das wichtigste Hormon der Leydig-Zelle ist das Testosteron, welches auch den
zentralen, spezifischen Marker fur die Funktion der Leydig-Zelle darstellt. Durch die
veranderte Physiologie immortalisierter Leydig-Zellen kann jedoch mehr Progesteron
als Testosteron gebildet werden. Somit dient Progesteron in dieser Versuchsreihe
auch als ein wichtiger Marker fur die Zellaktivitat. Die hier verwendeten R2C-Leydig-
Zellen zeichnen sich durch eine hohe Progesteronproduktion und eine basale

Testosteronsynthese aus, die keine Stimulation durch LH bendétigt (Freeman, 1987).
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Progesteron ist eine wichtige Zwischenstufe fir die Synthese von Testosteron,

Estrogenen und anderen corticosteroidalen Hormonen.

1.3.2 Laktatproduktion der Leydig-Zelle

Laktat und Pyruvat sind die Endprodukte der anaeroben Glykolyse im Stoffwechsel
jeder Zelle. Laktat gilt in Zellen als bevorzugtes Energiesubstrat zum Beispiel fur die
Spermatogenese. Die Veranderung der Laktatsynthese nach Zugabe von Noxen ist
ein sensitiver, aber unspezifischer Marker fur die Stérung der Leydig-Zelle. Dabei
korrelieren die fur die Noxen bereits bekannte in vivo Toxizitdt mit der
Laktatproduktion und fuhren in den Zellen zum Anstieg der Synthese von Laktat
(Williams und Foster 1988). Der zur Messung des Laktats verwendete gekoppelte
Enzymassay ist ein seit langem erprobtes und standardisiertes Verfahren (Noll,
1984).

1.3.3 Vitalitat der Leydig-Zelle

Der MTT(3-[4,5-dimethyl-2]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromid)-Assay ist eine sehr
sensitive Methode, um den Abfall der Vitalitat in der Leydig-Zelle zu untersuchen.
MTT ist ein gelber Farbstoff, welcher von lebenden Zellen aufgenommen und mit
Hilfe von mitochondrialen Dehydrogenasen zu einem blauen Formazanprodukt
umgewandelt wird. Die Intensitat des blauen Farbstoffes ist somit ein Mal} fir die
Zellvitalitat der untersuchten Zellkultur. Die Zellvitalitat ist proportional zur Anzahl der
lebenden Zellen und der Zahl der Mitochondrien und sinkt bei geschadigten Zellen
ab (Mosmann, 1983).
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. Zielsetzung der Arbeit

. Untersuchung des Einflusses ausgewahlter Umwelthormone mit estrogener oder
antiandrogener Wirkung auf die Funktion isolierter Leydig-Zellen im Rattenmodell.
Untersucht wurden das endogene Hormon 17@-Estradiol, das oral wirksame
Ethinylestradiol, das Xenoestrogen Bisphenol A und das Phytoestrogen Daidzein.
Als Kontrolle dienten die Schwermetallionen Quecksilberdinitrat und
Natriumarsenit

. Fur die zu untersuchenden Stoffe sollten etablierte Testsysteme verwendet
werden, um anhand der Konzentration-Wirkungskurven quantitative Aussagen
uber die toxische Wirkung von Xenoestrogenen machen zu konnen. Die
untersuchten Parameter sollten die Zellfunktion weitgehend erfassen.

. Zum Vergleich der Wirkstarke von Substanzen sollte der Konzentrationsbereich
der Noxen mit den im Serum gefundenen Werten beginnen, da diese
wahrscheinlich einer chronischen Exposition mit Umwelthormonen entsprechen.
Hohere Konzentrationsbereiche sollten im pM-Bereich liegen, um auch nicht-
Rezeptor-vermittelte Effekte zu finden.

. Hauptziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines in vitro Testsystemes mit
aussagekraftigen Parametern zur Untersuchung der Wirkung von hormonellen
Substanzen auf die mannliche Fertilitdt am Beispiel der Testosteron- und
Progesteronproduktion der Leydig-Zelle. Dabei sollte das verwendete System
modglichst sensibel auf die Zugabe von Noxen reagieren. Aul3erdem sollten die
verwendeten Leydig-Zellen reproduzierbare Ergebnisse liefern und einfach in der

Handhabung sein.
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3. Material und Methoden

Die bei dieser Arbeit verwendeten R2C-Zelllinien (ATCC-CCL-97) sind immor-
talisierte Leydig-Zellen aus Leydig-Zelltumoren der Ratte. Sie wurden von der ATCC
(American Type Tissue Culture Collection) zur Verfugung gestellt.

Alle verwendeten Chemikalien wurden in der hochsten erhaltlichen Qualitat
eingesetzt (pro analysi oder biochemisch rein). Es wurden speziell fur die Zellkultur
getestete Medien und Zusatze zur Herstellung der Leydig-Zellkulturen benutzt.

Die in dieser Arbeit getesteten Substanzen stammen von folgenden Firmen:
17B-Estradiol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland, Nr. E-2758), 17a-Ethinylestradiol
(Sigma, Nr. E-4876, 98 %), Bisphenol A (Sigma, Nr. 1-0635), Daidzein (Sigma, Nr. D-
7802, 98 %), Natrium-m-Arsenit (Sigma, Nr. S-7400, 99 %), Quecksilberdinitrat-
monohydrat (Aldrich, Minchen, Deutschland, Nr. 23,042-1)

3.1 Kultur der immortalisierten R2C-Leydig-Zellen

Alle Arbeitsschritte mit Zellen erfolgten unter sterilen Bedingungen, um mikrobielle
Kontamination zu vermeiden.

Vor Benutzung der Sterilbank (Kéttermann-Kochen GmbH, Hanigsen, Deutschland)
wurde das Geblase angeschaltet und die Sterilbank 15 Minuten mit UV Licht
bestrahlt. Danach wurde sie nochmals mit 70 %-igem Alkohol desinfiziert. Ebenso
wurden alle nicht steril verpackten Gegenstande und die Hande mit Alkohol (70 %-ig)
gesaubert. Chemikalien wurden unter der Sterilbank sterilisiert, durch Filtration in
einem 0.2 ym Filter (Nalgene, Nex York, USA). Die benétigten Medien wurden im
Wasserbad (Kottermann GmbH) bei 37° C vorgewarmt. Vor Arbeitsbeginn wurde das

UV-Licht ausgeschaltet.
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3.1.1 Auftauen der Zellen

Vor Versuchsbeginn wurde ein Nahrmedium fur die R2C-Leydig-Zellen hergestellt,

die Leydig-Zellen aufgetaut und in Kulturflaschen zur weitern Inkubation Uberfthrt.

Chemikalien: Aufbewahrung Hersteller

500 ml Ham F-10 Medium Kdhlraum Gibco, Eggenstein,
Deutschland Nr.:31550-0231

Zusatze:

75 ml Pferdeserum -20° C Gibco Nr.: 16050-098

15 ml fetales Kalberserum (FCS) -20° C Gibco Nr.: 10106-078

5 ml Penicillin/Streptomycin-Lsg -20° C Gibco Nr.: 15140-031

(10.000 IU/ml/ 10.000 pg/ml)

5 ml L-Glutamin (200 mM) -20° C Biochrom, Berlin,

Deutschland, Nr.: KO282

e Je nach Anzahl der Zellen, die aufgetaut werden sollen, wurden neue
Falconréhrchen (Becton Dickinson and Company, New Jersey, USA) fur 15 ml
und 200 ml Falcon®Zellkulturflaschen mit ,vent-cap® Verschluss bereitgelegt und
mit R2C, Datum, Nummer der Passage und Name beschriftet.

¢ In jedem Falconréhrchen (15 ml) wurden 10 ml und in jeder Kulturflaschen 20 ml
Nahrmedium aufgeldst.

e Die eingefrorenen R2C-Leydig-Zellen (ATCC-CCL-97; Shin et al., 1968; Stocco et
al., 1995) wurden mit Ham F-10 schnell bei 37° C aufgetaut und in die
Falconrohrchen Uberfuhrt.

e Die Rohrchen wurden in eine Zentrifuge gestellt und bei 400 Umdrehungen = 27 x
g pro Minute funf Minuten bei RT zentrifugiert.

e Danach wurde der Uberstand mit einer Pipette vorsichtig abgesaugt, wahrend die
Zellen am Boden der Falconréhrchen verblieben.

e Auf diese Zellen wurden 2 ml Ham F-10 gegeben.

e Mit einer sterilen 2 ml Pipette wurden die Zellen ein paar Mal aufgesaugt, bis alle
Zellen voneinander gelost waren und wurden danach in die bereitgestellten
Kulturflaschen uberfuhrt.
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3.1.2 Passagieren von R2C Kulturen

Die Zellen wurden mehrere Tage in einen 37°C warmen Brutschrank (Heraeus,
Hanau, Deutschland) unter 5% CO»-Atmosphare inkubiert. Alle 2 Tage musste das
Ham F-10 Medium gewechselt werden. Sobald die Zellen nahezu konfluent
gewachsen waren, wurden sie umplattiert. Dabei wurden die R2C-Zellen so
verdunnt, dass der Zellinhalt aus einer Kulturflasche auf drei neue Flaschen verteilt

werden konnte.

Chemikalien:

e PBS (Phosphate Buffered Saline) (Oxoid Ltd., Basingstoke, England): eine
Tablette wurde mit 100 ml destilliertem Wasser in einem Becherglas unter
Verwendung eines Magnetruhrer aufgeldost. Vor der Anwendung wurde das PBS
sterilfiltriert.

e Trypsin (Biochrom KG): 1:250 in PBS, 0.25 % (w/w), w/o Ca?, Mg? (Biochrom)

e Ham F-10 Nahrmedium (GIBCO Invitrogen GmbH)

Alle Medien wurden bei 4° C aufbewahrt und vor Gebrauch auf 37° C aufgewarmt.

Durchfiihrung:

e Absaugen des Mediums mit einer Pipette

e 10 ml PBS vorsichtig am Rand der Kulturflasche einflillen und tber den Zellrasen
schwenken

e Mit einer Pipette absaugen

e 3 ml Trypsin hinzugeben und Uber den Zellrasen schwenken

e Absaugen und 4 Minuten in den Brutschrank stellen.

e In der Zeit wurden drei neue Kulturflaschen mit jeweils 20 ml Nahrmedium
aufgefullt.

e Zellen aus Brutschrank nehmen, wieder 10 ml PBS aufflllen und resuspendieren.

e Danach jeweils 2 ml der Zellsuspension in die Kulturflaschen mit dem frischen
Medium geben.
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Wechsel des Nahrmediums:

Das Ham F-10 Medium diente als Nahrung fur die Zellen und musste aus diesem
Grund nach 2 Tagen erneuert werden. Dazu wurde es mit der Pipette abgesaugt und
durch 20 ml neues Medium ersetzt. Als die Zellen konfluent auf dem Boden der
Kulturflasche gewachsen waren, wurden sie fur die Versuche auf die 24 Well-

Kulturschale (Primaria, BD Biosciences) umplattiert.

3.1.3 Umplattierung auf die 24 Well-Zellkulturplatten:

e 0 sterile 24 Well-Platten wurden bereitgelegt.

¢ Injede Vertiefung wurde je 1 ml Nahrmedium gefillt.

e Die Zellen der Kulturflasche wurden wie im vorhergehenden Abschnitt mit PBS
und Trypsin behandelt.

e Nach 4 Minuten im Brutschrank wurden wieder 10 ml PBS zugegeben, mit der
Pipette abgesaugt und in ein Rohrchen gefullt.

e Die PBS Losung wurde mit einer Multipette aufgesaugt und jeweils 61 pul der
Losung in die 24 Well-Zellkulturplatten gefullt. (= ca. 50.000 — 60.000 Zellen)

e Danach wurden sie weitere drei Tage bei 37°C inkubiert.

3.2 Inkubation mit Noxen

3.2.1 Ansetzen einer Verdinnungsreihe

Zunachst wurde eine 1000 ng/ml Stammldsung der jeweiligen Noxe in Ham F-10
hergestellt. Dann wurde eine Verdunnungsreihe von 1000 ng/ml aber 100 ng/ml, 10
ng/ml, 1 ng/ml bis 0,1 ng/ml mit der Noxe direkt im kompletten Nahrmedium
angesetzt.

Fir die Verdlinnungsreihe wurde 1 ml der Stammlésung entnommen und in das mit
9 ml Medium gefullte Falconréhrchen fur die 100 ng/ml Verdlinnung gegeben. Diese
wurde geschuttelt und 1 ml fur die 10 ng/ml Lésung entnommen. In gleicher Weise

wurde mit den letzten beiden Verdinnungen verfahren.
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3.2.2 Inkubation von R2C-Leydig-Zelle mit Noxen

o Jeweils 24 Well-Zellkulturplatten wurden aus dem Brutschrank genommen und
bereitgelegt.

e Es wurden in beiden Platten zuerst die 8 Wells der 1000er Verdunnung
abgesaugt und jeweils mit der entsprechenden Noxenldsung befullt.

e Mit allen 5 Verdinnungen (1000 ng/ml bis 0,1 ng/ml) wurde in gleicher Weise
verfahren. In die Kontrolle wurde nur Nahrmedium gegeben.

e Danach wurden die Zellkulturplatten abermals 3 Tage im Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

In den Zellkulturplatten hafteten die Zellen am Boden wahrend sich im Nahrmedium

das von den Zellen produzierte Testosteron und Progesteron befand.

Als nachstes wurde der Uberstand abgenommen. Dieser Arbeitsschritt musste nicht

unter sterilen Bedingungen erfolgen.

Es wurden Eppendorfcups entsprechend den 24 Well-Platten beschriftet. Danach

wurde mit einer Pipette, jeweils ein Milliliter eingestellt, der Uberstand aus den Wells

abgesaugt und in die Eppendorfcups geflllt. Dies erfolgte mit allen Zellkulturplatten.

In den 24 Well-Zellkulturplatten blieben die Zellen am Boden haften. Die Platten mit

den Zellen wurden bis zur Proteinbestimmung im Gefrierschrank bei -20°C

aufbewahrt. Der in den Eppendorfcups enthaltende Uberstand wurde ebenfalls

eingefroren.
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3.3 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der Proben diente als Bezugswert fur die zu messenden anderen
biochemischen Parameter. Die Messung erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay
(500-0116, Hercules, CA, USA) unter Verwendung der Methode von Lowry (1951).
Dabei band der Farbstoff unspezifisch an die in der Probe enthaltenen

Aminogruppen von Proteinen.

Chemikalien:

e Stammlésung aus Rinderserumalbumin (H-9568 Sigma) aus 10 mg/ml
Natronlauge/SDS (Serva, Heidelberg, Deutschland)

e 0.1 % SDS in 0.5 M NaOH (0,5 g SDS Pulver, 250 ml destilliertes H20, 250 ml
1M NaOH)

e Lowry-Reagenz A und B (gebrauchsfertige Reagenzlésung)

Mit der Stammlésung wurde eine Verdlinnungsreihe angelegt
1 =1400 pg/ml = Stammldsung

2 =1000 pg/ml = 100 ul Stammldsung + 40 yl SDS

3= 600 pg/ml = 100 pl Stammldsung + 133 pl SDS

4 = 200 pg/ml = 100 pyl Stammldsung + 600 yl SDS

e In die Zellkulturplatten wurden jeweils 200 pl Lysisreagenz (0.1% SDS in 0.5 M
NaOH) zugegeben und 30 Minuten unter gelegentlichem Schutteln inkubiert, zum
Loésen der auf dem Boden haftenden Zellen.

¢ In dieser Zeit wurden die 96-er Mikrotiterplatten beschriftet.

e Die Messung der Proteinbestimmung erfolgte in Doppelbestimmung.

e Standardlésung, Blanks (enthalt nur Lysisreagenz) und Proben zu je 20 pl in die
Mikrotiterplatten Uberflhren.

e Zugabe von 25 yl Reagenz A pro Well.
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e Danach Zugabe von 200 uyl Reagenz B und Inkubation fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Es erfolgte ein Farbumschlag ins blaue, der umso starker
ausfiel, je mehr Protein vorhanden war.

e Messung der Absorption der Losung am MTP-Reader (EAR 400 ATC SLT-
Labinstruments, Wien, Osterreich) bei A = 690 nm und Bestimmung des
Proteingehalts mittels Standardkurve.

Die Standardkurve wurde mit in NaOH+SDS geléstem Rinderserumalbumin ermittelt

und verlief im Bereich von 200 - 1400 ug/ml linear. Die untere Nachweisgrenze lag

bei 200 pg/ml.

3.2 Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTT-Assay

Testprinzip:

Die MTT-Bestimmung diente der Messung der Vitalitat der Zellen. MTT (3-[4,5-
Dimethyl-2]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromid) ist ein gelber wasserldslicher
Farbstoff, der durch Dehydrogenasen zu einem blau-violetten wasserunldslichen
Formazan-Produkt reduziert wird. Die Umwandlung vollzieht sich nur in lebenden
Zellen. Sie spiegelt die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen wider. Der

Farbumschlag ins violette ist aullerdem proportional zur Anzahl der Zellen.

Chemikalien:

e PBS (Phosphate Buffered Saline)

e MTT Losung (fur 2 Platten a 24 Wells)
20 mg MTT (Serva) wurden in 20 ml PBS gel6st, eine Stunde auf das Rollband
gelegt und dann mittels Spritze und Sterilfilter sterilisiert.

e DMSO (Dimethylsulfoxid) (1.02931.1000 Merck)

Die Zellen wurden vor Versuchsbeginn 3 Tage bei 37° C mit verschiedenen

Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen inkubiert.

Durchfiihrung:
e Absaugen des Mediums und Zugabe von 1 ml PBS und 100 yl MTT-L6sung.
¢ Inkubation fur eine Stunde bei 37° C

e Absaugen des Uberstandes und Zugabe von 500 ul DMSO.
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e Je 200 pul der Probe wurden in die Mikrotiterplatten Uberfuhrt.

e Messung der Absorption in Doppelbestimmung bei 550 nm unter Subtraktion der
Hintergrundabsorption bei 620 nm im MTP Reader EAR 400 ATC.

Je starker die Konzentration des Farbstoffes, desto hoher die Extinktion und damit

der Anteil an vitalen Zellen. Die Extinktion sollte einen Wert < 1 enthalten. War dies

nicht der Fall, wurden die Mikrotiterplatten mit weiteren 500 yl DMSO verdlunnt. Die

Ergebnisse wurden als prozentualer Anteil vitaler Zellen im Vergleich zu den

unbehandelten Zellen der Kontrollgruppe dargestellt.

Extinktion (Test)
% Vitalitat = *100
Extinktion ( Kontrolle)

3.5 Progesteron-Bestimmung mittels Radioimmunoassay (RIA)

Testprinzip:

Der Radioimmuno-Assay ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung von
antigenen Substanzen in FlUssigkeiten. Radioaktive Antigene (125J-Progesteron)
konkurrieren mit nicht radioaktiven (Progesteron aus dem Serum, Standards,
Kontrollen) Antigenen um eine begrenzte Anzahl von spezifischen Antikorpern, die
sich an der Wandung von Polypropylenréhrchen befinden. Dabei ist die
Antigenkonzentration der Probe umgekehrt proportional zu den gebundenen
radioaktiven 125-J markierten Antigen/Antikorperkomplexen und somit zur
gemessenen Radioaktivitat. Die Trennung der freien Antigene von den fur die
Messung relevanten gebundenen Antigenen erfolgt durch Dekantieren der
Flissigkeit aus dem Rohrchen. Das bei dieser Arbeit benutzte ACTIVE™-
Progesteron-Coated-Tube-Kit (DSL 3900, Sinsheim, Deutschland) dient zur

quantitativen Bestimmung von Progesteron in Serum oder Plasma.
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Chemikalien:
e Progesteron-Standards: A-F (lyophilisiert)
Sie enthielten Progesteron in Serum und Natriumazid als Konservierungs-
mittel.
Die Konzentrationsbereiche reichten von 0 ng/ml (A) tber 0,3 ng/ml (B), 1,0 ng/ml
(C), 5 ng/ml (D), 20 ng/ml (E) bis 60 ng/ml (F).
Standard A wurde in 1 ml destillietem Wasser, Standard B-F in 0,5 ml
destilliertem Wasser 15 Minuten bei Raumtemperatur aufgelést. Danach wurden

sie bei -20° C eingefroren.

e Progesteron Kontrollen: L1 und L2 (lypholisiert) 2 Flaschchen enthalten hohe und
niedrige Progesteronkonzentration im Serum. Diese wurden ebenfalls in 0.5 ml
destilliertem Wasser uber 15 Minuten bei Raumtemperatur aufgelost.

o 125J-markiertes Progesteron

e mit Antikdrpern beschichtete Polypropylenréhrchen

e PBS

Durchfiihrung:

Da die verwendeten R2C-Leydig-Zellen eine sehr hohe Progesteronproduktion
aufwiesen, mussten die Uberstande vor der Messung entsprechend verdiinnt
werden. Die Probe wurde aus einer der 8 Kontrollen enthommen und wie folgt

verdinnt:

1/10 = 10 pl Probe + 90 uyl PBS
1/20 = 10 pl Probe + 190 ul PBS
1/50 = 10 pl Probe + 490 pl PBS
1/100 = 10 pl Probe + 990 pl PBS

e Es wurde zunachst ein RIA mit den verschiedenen Verdinnungen der Proben
durchgefuhrt (s.u.).

¢ Nun wurde die Verdinnung gewahlt, die bei der ersten Messung Werte zwischen
10 ng/ml und 20 ng/ml ergab, also dann innerhalb des Messbereiches des

Progesteron-RIAs lag.
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e Entsprechend dieser ermittelten Verdinnung wurden alle weiteren Proben eines
Versuches verdunnt und ein neuer RIA durchgefuhrt.

e Die Standards, die verdunnten Proben und Kontrollen wurden zu je 25 pl in
Doppelbestimmung in die antikdrperbeschichteten Réhrchen Gberfuhrt.

e Es wurden jeweils 500 pl 125-d markiertes Progesteron in die ROhrchen gegeben.

e Die Standards, Proben und Kontrollen wurden 1 Stunde bei 37° C im Wasserbad
inkubiert.

¢ Nach einer Stunde wurde die Flussigkeit dekantiert und die Réhrchen flr 1 min im

y-Counter (Biermann, Bad-Nauheim, Deutschland) per RIA gemessen.

3.6 Testosteronbestimmung mittels Radioimmuno-Assay

Testprinzip:

Das Testosteron wurde mittels kompetitiven Radioimmuno-Assay nach den Angaben
des Herstellers bestimmt (DSL, Sinsheim, Deutschland, Nr. DSL-4000). Das
Testprinzip ist dabei das Gleiche wie beim Progesteron, welches oben bereits
beschrieben wurde.

Die Sensitivitat des Assays betrug 0.08 ng Testosteron/ml. Die Standards lagen in
dem Bereich zwischen 0.1 und 25 ng/ml

Im Unterschied zum Progesteron wurde beim Testosteron keine Verdunnungsreihe
angelegt, da die Passagen der verschiedenen Versuche in einem ahnlichen Konzen-

trationsbereich lagen, der genau innerhalb des Messbereiches des Testosteron-RIAs
lag.

Chemikalien:

e Testosteron-Standards: A-F (lyophilisiert)
Sie enthielten Testosteron in Serum und Natriumazid als Konservierungsmittel.
Standard A wurde in 1 ml destillietem Wasser, Standard B-F in 0.5 ml
destilliertem Wasser Uber 15 Minuten bei Raumtemperatur auf dem

Rollenmischer gelost. Nach dem Versuch wurden sie bei -20° C eingefroren.
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Testosteron Kontrollen: L1 und L2 (lyophilisiert) die Kontrollen enthielten
Testosteron in niedriger und hoher Konzentration und wurden in 0.5 ml
destilliertem Wasser aufgeldst.
125J- markiertes Testosteron

mit Antikdrpern beschichtete Polypropylenrohrchen

Durchfiihrung:

Standards, Proben und Kontrollen wurden zu je 50 pl in die Antikorper
beschichteten Rohrchen pipettiert.

Es wurden jeweils 500 pl 125-J-markiertes Testosteron in die Rohrchen gegeben.
1 Stunde Inkubation im 37° C warmen Wasserbad.

Dekantieren des Uberstandes

Messung mittels y-Counter fur jeweils 1 min

3.7 Laktatbestimmung

Testprinzip:

Laktat hatte sich in in vitro Versuchen als ein guter Marker fir veranderte

Zellfunktionen nach  Schadstoff-Exposition  erwiesen. Eine  Stérung der

Mitochondrienfunktion oder eine gesteigerte Glykolyse flhrt zur vermehrten

Produktion von Laktat.

Die Messung der Laktatkonzentration erfolgte nach der Methode von Noll (1974) mit

Hilfe eines gekoppelten Enzymsystems.

1.Schritt:
L-Laktat wird enzymkatalysiert durch Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) zu
Pyruvat oxidiert.

Enzym: L-Laktatdehydrogenase (LDH)

LDH

Laktat + NAD® <« Pyruvat + NADH + H&®
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2.Schritt:
Da das Gleichgewicht der Reaktion auf der Seite des Laktats liegt, wird eine weitere
Reaktion nachgeschaltet, die das Pyruvat mit Hilfe von L-Glutamat abfangt.
Enzym: Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)
GPT

Pyruvat + L-Glutamat <+—— L-Alanin + 2-Oxoglutarat

Das gebildete NADH ist aquimolar zu dem in der Losung enthaltenen Laktat. NADH
ist die Messgrofle und wurde aufgrund seiner Absorption bei 339 nm photometrisch

gemessen.

Chemikalien:

e Laktatstandardlosung
Auflésen von 8 mg bzw. 16 mg L(+) Laktat (H-5706, Sigma) in 1 ml PBS

e 56,75 L(+) Glutamat (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden in 380ml 1 N
NaOH (Merck) aufgeldst und dann mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefullt. Am
Versuchstag wurden 20 ml dieser Glutamatstammlésung und 9,4 ml 1 N NaOH
aufgeldst. Der gebrauchsfertige Glutamatpuffer war 0.5 M mit einem pH von 8.9.

e [3-NAD Lo6sung:
Auflésen von 100 mg 3-NAD in 4 ml destilliertem Wasser.
Bei jedem Versuch wieder frisch herstellen.

e GPTLésung 21 U/ml(Sigma, G-9880)

e LDHLO6sung 45 U/ml (Sigma, L-2518)

Durchfiihrung:

In 1 ml Kunststoffkiivetten wurden pro Doppelbestimmung folgende Chemikalien
pipettiert:

e 30 pl Probe bzw. beim Blindwert 30 pl destilliertes Wasser oder

e 30 pl Laktat 100 % (16 mg/ml Laktat) oder

e 30 pl Laktat 50 % (8 mg/ml Laktat)

e 760 pl destilliertes Wasser

e 250 pl Glutamat-Losung

e 30 pl B-NAD-L6sung (Boehringer, Mannheim, Deutschland, 127965)

e 18 pulGPT
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Danach:

Der Inhalt der Kivetten wurde gemischt, 10 Minuten gewartet und dann im
Spektralphotometer DU 68 (Beckmann, Munchen, Deutschland) die Extinktion E1
bei 340 nm gemessen.

Um die Reaktion zu starten, wurden anschlieRend 11 pl Laktatdehydrogenase
(Sigma L-2518) zugegeben.

1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.

Messung der Extinktion E2 im Spektralphotometer.

Die Messungen wurden in Doppelbestimmungen durchgefuhrt.

Aus der Extinktionsdifferenz (E=E2-E1) wurde die Laktatkonzentration mit der

folgenden Formel berechnet:

AE * MG * V1

C= [g/1].
e *d *V2*1000

Hierbei gilt:

C = Laktatkonzentration = gesuchte GroRRe

MG = Molekulargewicht des Laktats = 90,1 g/mol

V1 = Testvolumen = 1.089 ml

= Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm = 6.3[ x mmol” x cm™]

d = Schichtdicke = 1 cm

V2 = Probenvolumen = 0.03 ml

Der Laktatgehalt zweier Losungen mit standardisierter Konzentration wurde immer

mitbestimmt. Die Messung verlief linear im Konzentrationsbereich von 2 - 20 mg
Laktat/ml.
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3.8 Statistik

Bei dieser Arbeit wurden alle Experimente 3 — 5 Mal wiederholt. Die dabei erzielten
Ergebnisse waren vergleichbar und die ausgewahlten Resultate entsprachen jeweils
einem reprasentativen Experiment. Die Versuche wurden an 2 Kulturplatten mit
insgesamt acht Wells pro untersuchter Schadstoffkonzentration durchgefuhrt. Fir die
statistische Auswertung wurde der zweiseitige Student’s t-Test verwendet. Die
Normalverteilung der Proben wurde durch das Programm vorher getestet. War keine
Normalverteilung gegeben, so wurde der Mann-Whitney-Test mit dem selben
Programm Instat (Ver. 1.11,1990, Dr. Saunders, Graph PAD Software,
San Diego USA) angewandt.

Die abgebildeten Werte wurden dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung im
Vergleich zu unbehandelten Kontrolle. Die Symbole (***), (**) und (*) zeigen ein
Signifikanzniveau von (P< 0.001), (P< 0.01) und (P< 0.05) im Vergleich zur

Kontrolle. Die Angaben zu den verwendeten Maleinheiten finden sich im Diagramm.

Die ECso-Werte wurden durch graphische Exploration aus den entsprechenden
Konzentration-Wirkungs-Diagrammen  entwickelt. Der ECs,-Wert entsprach
der Schadstoffkonzentration, bei der die Messgrofle um 50 % im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle abgenommen hatte.
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4. Ergebnisse

4.1 Einfluss verschiedener Noxen auf die Vitalitat der Leydig-Zellen.

Die aus einem Leydig-Zell-Tumor der Ratte stammenden R2C Kulturen wurden drei
Tage mit verschiedenen Konzentrationen der Estrogene 17p-Estradiol,
Ethinylestradiol, dem Xenoestrogen Bisphenol A oder dem Phytoestrogen Daidzein
bzw. den Metallionen Quecksilber und Arsenit inkubiert.

Mittels MTT-Assay wurde die Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen gemessen,

die einen sehr sensiblen Marker fur die Vitalitat der Zellen darstellen.

Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung im
Vergleich zur als 100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle. (***) Kennzeichen
zeigen hoch signifikante Unterschiede zur Kontrolle P < 0.001, (**) kennzeichnen ein

Signifikanzniveau von P < 0.01 und (*) entspricht P < 0.05.

4.1.1 Vitalitat der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Ethinylestradiol
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Abb. 4: Einfluss einer dreitdgigen Exposition von Ethinylestradiol auf die Vitalitdt von R2C-Leydig-
Zellen. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur als
100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle.

Bei der Zugabe von Ethinylestradiol sank die Vitalitat bei 0,1 ng/ml (0,3 nM) leicht ab
und hatte bei 1 ng/ml (3 nM) ihr Minimum mit einer Abnahme um 15 — 20 % erreicht
(Abb. 4). Danach stieg sie kontinuierlich wieder an mit einem Maximum bei

1000 ng/ml (3,3 uM) von 110 %. Diese Anderungen waren aber nicht signifikant und
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entsprachen der normalen leichten Variation bei Zellkulturversuchen wie andere

ahnliche Ergebnisse zeigten.

4.1.2 Vitalitat der Leydig-Zellen nach Inkubation mit 173-Estradiol
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Abb. 5: Einfluss einer dreitdgigen Exposition mit 173-Estradiol auf die Vitalitdt von R2C-Leydig-
Zellen. Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im
Vergleich zur als 100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle.

Eine Exposition mit 17p-Estradiol zeigte bei niedrigen Konzentrationen keinen
signifikanten Einfluss auf die Vitalitat der R2C-Leydig-Zellen. Erst bei hohen
Konzentrationen von 1000 ng/ml (3,6 uM) wirkte es leicht zytotoxisch und senkte die
Vitalitat nicht signifikant um ca. 20 % (Abb. 5).
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4.1.2 Vitalitat der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Daidzein
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Abb. 6: Einfluss einer dreitdgigen Exposition mit Daidzein auf die Vitalitdt von R2C-Leydig-Zellen.

Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
als 100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle.

(**) zeigen den signifikanten Unterschied (p <0.01) zur unbehandelten Kontrolle.

In niedrigen Konzentrationen bis 100 ng/ml (0,39 uM) zeigte sich kein nennenswerter
Einfluss auf die Vitalitat der Zellen (Abb 6).

Erst hohere Konzentrationen von Daidzein (1000 ng/ml und 10.000 ng/ml)
entsprechend (3,9 uM und 39 uM) fuhrten zur signifikanten Steigerung der
gemessenen Zellvitalitat mittels MTT-Test um 30 — 40 %.

Diese Aktivitatserhdhung der mitochondrialen Dehydrogenasen lasst auf eine

zellulare Stresssituation schlief3en.
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4.1.3 Vitalitat der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Bisphenol A
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Abb. 7: Einfluss einer dreitdgigen Exposition mit Bisphenol A auf die Vitalitat der R2C-Leydig-Zellen.
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
als 100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle.

Geringe Konzentrationen von Bisphenol A zeigten keinen messbaren Einfluss auf die
Zellvitalitat (Abb.7). Erst die Exposition mit hdheren Konzentrationen 100 ng/ml und
1000 ng/ml (0,43 uM und 4,3 uM) senkte die Vitalitat leicht ab. Dies konnte auch in

weiteren Versuchen beobachtet werden.
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4.1.4 Vitalitat der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Natrium-m-Arsenit
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Abb. 8: Einfluss einer dreitagigen Exposition mit Arsenit (Ill) auf die Vitalitat von R2C-Leydig-Zellen
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
als 100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle. (***) und (*) zeigen die signifikanten Unterschiede
(p £ 0.001) und (p < 0.05) zur unbehandelten Kontrolle.

Arsen beeinflusste die Zellvitalitat in Abhangigkeit von der Konzentration negativ. Im
niedrigen Konzentrationsbereich 13 ng/ml, 130 ng/ml und 1300 ng/ml (0,1 yM, 1 uM
und 10 yM) stieg die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen signifikant um
25 % an und hatte bei 1300 ng/ml (10 pM) ihr Maximum, was auf eine
Stressreaktion schlie3en lasst (Abb. 8).

Bei hohen Konzentrationen dagegen verursachte Arsenit in allen Versuchsreihen
einen hoch signifikanten Ruckgang der Vitalitat auf Werte unterhalb des
Messbereiches, was auf die Zytotoxitat von Arsen zurtuckzufuhren ist. Bei 3250 ng/ml
(25 pM) war die Vitalitat auf 50 % abgesunken (EC50 = 25 yM).
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4.1.5 Vitalitat der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Quecksilberdinitrat
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Abb. 9: Einfluss einer dreitdgigen Exposition mit Quecksilberionen auf die Vitalitdt von R2C-Leydig-
Zellen.Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert £ Standardabweichung (n = 8) im
Vergleich zur als 100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle. (**) und (*) zeigen die signifikanten
Unterschiede (p < 0.01) und (p < 0.05) zur unbehandelten Kontrolle.

Nach der Zugabe von Quecksilberionen zeigten sich im Vergleich zu Arsenit nur eine
leichte konzentrationsabhangige Zu- und Abnahmen der Zellvitalitdt. Quecksilber
fuhrte bei einer Konzentration von 34 ng/ml (0,1 yM) zu einem leichten signifikanten
Anstieg der Vitalitat um 15 %, wahrend es bei 17100 ng/ml (50 uM) einen Rickgang
der Vitalitdt um 20 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle verursachte (Abb. 9).

Die anderen Konzentrationen hatten keinen sichtbaren Einfluss auf die Vitalitat.
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4.2 Testosteronproduktion der Leydig-Zellen nach Zugabe verschiede-
ner Noxen

Die R2C-Zellen wurden drei Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen der Noxen
inkubiert und das Testosteron im Zellkulturiberstand mittels Radioimmuno-Assay
bestimmt. Bei diesem Testprinzip konkurrieren radioaktiv markierte ('*°J-Testosteron)
und nicht radioaktiv markierte Antigene (Serum und Kontrolle) um hochspezifische
Antikorper. Die Anzahl der radioaktiven Antigen/Antikorperkomplexen ist umgekehrt
proportional zur Testosteronkonzentration der Probe.

Zur Vermeidung einer ungleichen Proteinverteilung auf die Zellkulturschalen wurde

eine Standardisierung auf 100 ug Protein gewahit.

4.2.1 Testosteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit

Ethinylestradiol

ngT/100ug Protein/3d

0 0,1 1 10 100 1000

Ethinylestradiol (ng/ml)

Abb. 10: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit
Ethinylestradiol. Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8)

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. (***) zeigt den signifikanten Unterschied (p < 0.001) zur
unbehandelten Kontrolle.

Bei der Zugabe von Ethinylestradiol sank die Testosteronproduktion bei 0,1 ng/ml
(0,3 nM) leicht ab und hatte bei 1 ng/ml (3 nM) ihr Minimum mit einer Abnahme um
15 — 20 % erreicht (Abb. 10). Danach stieg sie kontinuierlich wieder an mit einem
Maximum bei 1000 ng/ml (3,3 uM) von 110 %. Dieser steile Anstieg beruht aber

teilweise auf einer Kreuzreaktion von hoheren Estradiol- oder Ethinylestradiol-
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Konzentrationen mit dem im RIA benutzten Testosteron-Antikorper und stellt somit

teilweise einen Artefakt der Messmethode dar.
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Abb. 11: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit
Ethinylestradiol. Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Abbildung 11 zeigt einen Ausschnitt aus Abbildung 10. Es wird hier der
Konzentrationsbereich von 0 ng/ml bis 10 ng/ml (0 pyM bis 30 nM) vergroRert
dargestellt. Hierbei wird deutlich, dass Ethinylestradiol in niedrigen Konzentrationen
nicht signifikant die Testosteronproduktion senkte. Bei 1 ng/ml hatte sie ein Minimum

mit einer Abnahme um 15 — 20 % erreicht.
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4.2.2 Testosteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
17p-Estradiol
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Abb. 12: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit 17p-Estradiol.
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (***) zeigt die signifikanten Unterschiede (p < 0.001) zur unbehandelten
Kontrolle

Die Exposition mit 17B-Estradiol in Abbildung 12 zeigte bei 100 ng/ml (0,3 pM)
bereits ein Anstieg um das Doppelte. Bei 1000 ng/ml (3,6 uM) stieg die
Testosteronmenge um das 6-fache der Kontrolle an. Der steile Anstieg der
Testosteronproduktion bei hohen Konzentrationen lasst eine Kreuzreaktion
zwischen 17B-Estradiol und den Testosteronantikorpern des RIAs ebenso wie beim
Ethinylestradiol (Abb.10) vermuten. Die Kreuzreaktion bei hoheren Estradiol oder
Ethinylestradiol-Konzentrationen entsteht mit dem im RIA benutzten Testosteron-
Antikoérper und stellt somit teilweise ein Artefakt der Messmethode dar.

Bei sehr niedrigen Konzentrationen trat keine Kreuzreaktion auf. In diesem Bereich

wirkte 17-B-Estradiol analog Estradiol hemmend auf die Testosteronsynthese.
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Abb. 13: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit 17p-Estradiol.
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Abbildung 13 ist ein Ausschnitt der niedrigen Konzentrationsbereiche aus Abbildung
12. Bei der vergroRerten Darstellung des kleinen Konzentrationsbereiches sieht man

eine Abnahme der Testosteronkonzentration bei 0,1 ng/ml (0,36 nM) und bei 1 ng/ml

(3,6 nM).
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4.2.1.2 Nachweis der Kreuzreaktion zwischen 173-Estradiol bzw.
Ethinylestradiol und den verwendeten Testosteronantikorpern im

Radioimmuno-Assay

Die

Xenoestrogene wurden ohne Kontakt mit den R2C-Leydig-Zellen im Radioimmuno-

in dem Medium angelegten Verdinnungsreihen der Estrogene und
Assay gemessen.

Die Ergebnisse des RIA mit den verdinnten Estrogenkonzentrationen und die Werte
der Estrogene, die drei Tage mit den R2C-Zellen inkubiert wurden, sind in den

Tabellen 1 und 2 dargestellt.

Tab. 1: Kreuzreaktivitiat von 17B3-Estradiol mit den Testosteron-Antikorpern

Estrogen Kontrolle |0,1 ng/ml |1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml {1000 ng/ml

Testosteron | 0,08 ng/ml | 0,107 ng/ml | 0,007 ng/ml | 0,12 ng/ml |0,23 ng/ml |1,6 ng/ml

In Tabelle 1 sieht man einen steilen Anstieg der Testosteronkonzentration um das
20-fache nach Inkubation mit 17B-Estradiol (1000 ng/ml) ohne Zellkontakt mit R2C-
Leydig-Zellen.

Tab. 2: Testosteronmenge nach drei Tagen Inkubation von 173-Estradiol mit R2C-Zellen

Kontrolle

Estrogen

0,1 ng/ml

1 ng/ml

10 ng/ml

100 ng/ml

1000 ng/mi

Testosteron

0,262 ng/ml

0,252 ng/ml

0,23 ng/ml

0,29 ng/ml

0,57 ng/ml

2,37 ng/ml

Tabelle 2 zeigt einen Anstieg der Testosteronwerte um das 9-fache der Kontrolle
nach Exposition von 17B-Estradiol (1000 ng/ml) mit R2C-Leydig-Zellen.

Aus diesen Tabellen ist ein deutlicher Anstieg der Testosteronwerte ab 100 ng/ml
zugefugtem 17-B-Estradiol ersichtlich. Demnach hatte eine Kreuzreaktion zwischen
17B-Estradiol und den Antikdrpern des RIAs stattgefunden. Die Testosteronwerte der
Estrogen-Verdinnungsreihe ohne Zellkontakt waren allerdings niedriger als die
Werte bei drei Tagen Inkubation mit R2C-Zellen. Die in der Abbildung 10 und 12
dargestellten Werte zeigen also einen realen Anstieg des Testosterons im

Zellkulturiberstand, der jedoch nicht in dem Ausmal} stattgefunden hat, wie es die
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Werte ausdriucken. Der Anstieg der Testosteronwerte bei  hoheren
Estradiolkonzentrationen lasst neben der Kreuzreaktion eine Hemmung des
Testosteronabbaus vermuten.

Eine ahnliche jedoch schwacher ausgepragte Kreuzreaktion trat bei Ethinylestradiol

auf. Die Werte sind in Tabelle 3 und 4 dargestellt.

Tab. 3: Kreuzreaktivitat von Ethinylestradiol mit den Testosteronantikorpern

EE Kontrolle 0,1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml | 100 ng/ml | 1000 ng/mi

Testosteron | 0,03 ng/ml |0,028 ng/ml | 0,014 ng/ml | 0,02 ng/ml | 0,07 ng/ml | 0,157 ng/ml

In Tabelle 3 sieht man bei 1000 ng/ml Ethinylestradiol einen Anstieg der
Testosteronkonzentration um das 5-fache der Kontrolle ohne Zellkontakt mit R2C-

Leydig-Zellen.

Tab. 4: Testosteronmenge nach drei Tagen Inkubation von Ethinylestradiol mit R,C-Zellen

EE Kontrolle 0,1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml | 1000 ng/ml

Testosteron 0353 ng/ml 0,375 ng/ml | 0,372 ng/ml {0,304 ng/ml | 0,38 ng/ml | 0,429ng/ml

Tabelle 4 zeigt die Exposition mit Ethinylestradiol und R2C-Leydig-Zellen bei 1000
ng/ml einen Anstieg der Testosteronkonzentration um das 1,2-fache im Vergleich zu

Kontrolle.
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4.2.3 Testosteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
Daidzein
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Abb. 14: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitagiger Exposition mit Daidzein.

Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 4) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (***) und (*) zeigen die signifikanten Unterschiede (p < 0.001) und (p < 0.05)
zur unbehandelten Kontrolle.

Bei niedrigen Konzentrationen (1 ng/ml und 10 ng/ml) entsprechend (3,9 nM und 39
nM) stieg die Testosteronmenge in Abbildung 14 zunachst um 25 % im Vergleich zur
Kontrolle an, wobei sie bei 1 ng/ml (3,9 nM) ihren maximalen Wert erreicht hatte. Bei
100 ng/ml (0,39 pM) war die Testosteronproduktion wieder auf die Hohe der
Kontrolle abgesunken. Eine hoch signifikante konzentrationsabhangige Abnahme der
Testosteronkonzentration zeigte sich bei 1000 ng/ml (3,9 yM) und 10.000 ng/ml
(39 uM). Bei 5.000 ng/ml war das Testosteron bis auf 50 % der Kontrolle abgesunken
(ECs0 = 5.000 ng/ml).
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4.2.4 Testosteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Bisphenol
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Abb. 15: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit Bisphenol A.
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Die Zugabe von Bisphenol A zeigte keinen signifikanten Unterschied zur
unbehandelten Kontrolle. Die Konzentrationen von 1 — 10.000 ng/ml (4,3 nM — 43
MM) verursachten in Abbildung 15 keinen messbaren Einfluss auf die

Testosteronproduktion.
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4.2.5. Testosteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit

Natrium-m-Arsenit (NaAsO,)
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Abb. 16: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitédgiger Exposition mit Arsenit (l1I).
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n=8) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (***) und (**) zeigen die signifikanten Unterschiede (p < 0.001) und (p <0.01)
zur unbehandelten Kontrolle.

Die Inkubation mit Arsenit zeigte einen konzentrationsabhangigen Einfluss auf die
Testosteronmenge (Abb. 16). Zunachst stieg die Testosteronproduktion an und hatte
bei 130 ng/ml (1 uM) ihr Maximum mit einer Zunahme um das 1,3-fache. Bei hdheren
Konzentrationen 3250 ng/ml und 6500 ng/ml (25 yM und 50 uM) wurde durch Arsenit
eine hoch signifikante Abnahme der Testosteronmenge deutlich. Der starke
Ruckgang bei der Testosteronproduktion in allen Versuchsreihen sowie bei der
Zellvitalitat lasst auf einen zytotoxischen Effekt von Arsenit in diesem

Konzentrationsbereich schlie3en.
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4.2.6 Testosteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
Quecksilberdinitrat Hg(NOs),
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Abb. 17: Testosteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit
Quecksilberionen. Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
(n = 8) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

Im Vergleich zu Arsen zeigte die Inkubation mit Quecksilberionen keinen
signifikanten Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (Abb.17). Von 130 ng/ml
(1 uM) bis 8550 ng/ml (25 uM) stieg die Testosteronmenge im Zellkulturiberstand
um 17 % an. Bei hohen Konzentrationen 17100 ng/ml (50 pM) wurde eine Zunahme
um 60 % gemessen. Da bei 17100 ng/ml (50 yM) die Standardabweichung sehr hoch
ist und in anderen Versuchen dieser steile Anstieg nicht beobachtet wurde, lasst dies
auf ein Artefakt in diesem Konzentrationsbereich schlieRen. Insgesamt gesehen
hatte Quecksilberdinitrat keinen Einfluss auf die Testosteronproduktion der R2C-

Leydig-Zellen.
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4.3. Progesteronproduktion der Leydig-Zellen nach Zugabe
verschiedener Noxen
Die Messung der Progesteronmenge im Zellkulturiberstand erfolgt mit Hilfe des

Radioimmuno-Assay nach dem gleichen Prinzip wie die Testosteronmessung. (Siehe
4.2)

4.3.1. Progesteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit

Ethinylestradiol
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Abb. 18: Progesteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit
EthinylestradiolDie abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. (***) zeigt den signifikanten Unterschiede (p < 0.001) zur
unbehandelten Kontrolle.

Die Inkubation mit Ethinylestradiol fihrte im ganzen Konzentrationsbereich zu einer
Abnahme der Progesteronproduktion (Abb. 18). Vor allem bei 1000 ng/ml (3,3 pM)
zeigte der Einfluss von Ethinylestradiol eine signifikante Abnahme der

Progesteronmenge um 50 %.
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4.3.2. Progesteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
17p-Estradiol
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Abb. 19: Progesteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitagiger Exposition mit 173-Estradiol
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle. (***) zeigt den signifikanten Unterschied (p < 0.001) zur unbehandelten
Kontrolle.

Die Zugabe von 17B-Estradiol bewirkte ebenfalls eine stetige Abnahme der
Progesteronsynthese, die bei 1000 ng/ml (3,6 uM) mit 35 % hochsignifikant war
(Abb. 19).
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4.3.3 Progesteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Daidzein
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Abb. 20: Progesteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitagiger Exposition mit Daidzein

Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (***) und (*) zeigen die signifikanten Unterschiede (p < 0.001) und (p < 0.05)
zur unbehandelten Kontrolle.

Abbildung 20 zeigt den konzentrationsabhangigen hochsignifikanten Ruckgang der
Progesteronmenge im Zellkulturiberstand nach Exposition mit Daidzein. In niedrigen
Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml (3,9 nM, 39 nM und 0,39 pM) stieg
die Progesteronproduktion zunachst geringfigig um 10 % bis 25 % an. Die
Inkubation mit Daidzein in einem Konzentrationsbereich von 1000 ng/ml (3,9 uM) und
10.000 ng/ml (39 uM) bewirkte dagegen einen steilen Ruckgang der
Progesteronsynthese um 30 % bzw. 90 %. Da bei der Zugabe von Daidzein in hohen
Konzentrationen die Zellvitalitat um 30 % bis 40 % anstieg, ist die starke Abnahme
der Progesteronmenge nicht auf einen zytotoxischen Effekt von Daidzein
zuruckzufuhren. ECso= 3000 ng/ml (11,7 pM)
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4.3.4 Progesteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit

Bisphenol A
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Abb. 21: Progesteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitagiger Exposition mit Bisphenol A
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Bisphenol A flhrte im gemessenen Konzentrationsbereich zu einer geringfigigen,
nicht signifikanten Zunahme der Progesteronsynthese. Bei 1 ng/ml (4,3 nM) stieg die
Progesteronmenge um 30 % an und bei 10.000 ng/ml (43 uM) hatte sie ihr Maximum
mit einer Zunahme um 66 % gegenuber der unbehandelten Kontrolle. Bei 10 ng/ml
(43 nM), 100 ng/ml (0,43 pM) und 1000 ng/ml (4,3 uM) zeigte sich in Abbildung 21
nur ein kleiner nicht signifikanter Anstieg der Progesteronmenge. Ein leichter Anstieg
der Progesteronsynthese war auch in anderen Versuchsreihen zu erkennen. Der
starke Anstieg bei 10.000 ng/ml (43 pM) lasst auf Grund der hohen

Standardabweichung jedoch ein Artefakt vermuten.
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4.3.5 Progesteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit

Natrium-m-Arsenit (NaAsO,)
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Abb. 22: Progesteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitagiger Exposition mit Arsenit (1)
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (***) zeigt den signifikanten Unterschied (p < 0.001) zur unbehandelten
Kontrolle.

Die Exposition mit Arsenit bewirkte beim Progesteron einen konzentrations-
abhangigen Ruckgang der Steroidproduktion (Abb. 22). Im niedrigen
Konzentrationsbereich hatte Arsenit keinen nennenswerten Einfluss auf die
Progesteronsynthese. Bei 3259 ng/ml (25 pM) und 6500 ng/ml (50 pM) sank
dagegen die Progesteronmenge signifikant um 33 % bzw. 83 % ab. Da Arsenit die
Zellvitalitat ebenfalls negativ beeinflusste, lasst dieser starke Rickgang der

Progesteronproduktion einen zytotoxischen Effekt von Arsenit vermuten. (ECsy= 30
HM).
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4.3.6 Progesteronproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
Quecksilberdinitrat Hg(NOs),
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Abb. 23: Progesteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitdgiger Exposition mit
QuecksilberionenDie abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 8)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. (**) zeigt den signifikanten Unterschied (p < 0.01) zur
unbehandelten Kontrolle.

Die Progesteronproduktion in Abbildung 23 stieg mit hoher werdenden
Konzentrationen von Quecksilberionen zunehmend an. Bei 17100 ng/ml (50 pM)
hatte sie ihr Maximum mit einem Anstieg um 100 % im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Da in diesem Konzentrationsbereich eine hohe Standardabweichung

vorlagt, konnte ein Artefakt vermutet werden.
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4.4 Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Zugabe verschiedener

Noxen

Die Bestimmung der Laktatkonzentration erfolgt nach einer Inkubation von drei
Tagen mit verschiedenen Noxen und Konzentrationen unter der Verwendung eines
gekoppelten Enzym-Assays.

Das bei der ersten Reaktion gebildete NADH ist aquimolar zu dem im
Zellkulturiiberstand enthaltenen Laktat. NADH ist die MessgroRe und wird bei
339 nm photometrisch bestimmt.

4.4.1 Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
Ethinylestradiol
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Abb. 24: | aktatproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Ethinylestradiol
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 16) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Die Inkubation mit Ethinylestradiol zeigt in Abbildung 24 keinen signifikanten Einfluss
auf die Laktatmenge im Zellkulturiberstand.

Bei der Zugabe von Ethinylestradiol stieg die Laktatproduktion in allen gemessenen
Konzentrationsbereichen leicht an, mit einem maximalen Anstieg von 20 % bei 0,1
ng/ml (0,3 nM).
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4.4.2 Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit 17f3-
Estradiol
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Abb. 25: Laktatproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit 173-Estradiol

Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 16) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Auch die Inkubation mit 17B-Estradiol zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
Laktatmenge im Zellkulturiberstand. 17@-Estradiol verursachte einen leichten
Anstieg der Laktatproduktion bei 1 ng/ml (3 nM), 10 ng/ml (30 nM) und 100 ng/ml
(0,3 uM) (Abb. 25).
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4.4.3 Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Daidzein
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Abb. 26: Laktatproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Daidzein
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 16) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Die Exposition mit Daidzein in Abbildung 26 bewirkte konzentrationsabhangig
zunachst einen nicht signifikanten Anstieg der Laktatproduktion bis zu 25 % bei
10 ng/ml (39 nM) und sank dann bei 1000 ng/ml (3,9 yM) und 10.000 ng/ml (39 uM)
um 10 % bzw. 20 % ab (Abb. 26).
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4.4.4 Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
Bisphenol A
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Abb. 27: Laktatproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Bisphenol A
Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 16) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Die Zugabe von Bisphenol A zeigte keinen nennenswerten Einfluss auf die

Laktatproduktion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 27).
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4.4.5 Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Natrium-m-
Arsenit (NaAsO,)
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Abb. 28: Laktatproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Arsenit (l11)

Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung (n = 16) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. (***) und (*) zeigen die signifikanten Unterschiede (p < 0.001) und (p < 0.05)
zur unbehandelten Kontrolle.

Die Exposition mit Arsenit bewirkte eine dosisabhangige Senkung der
Laktatproduktion von 20 % bei 3250 ng/ml (25 yM) und 30 % bei 6500 ng/ml (50 uM).
Bei 13000 ng/ml (100 uM) stieg die Laktatmenge im Zellkulturiberstand wieder leicht
an. Die signifikante Abnahme der Laktatsynthese in Abbildung 28 bei hoheren
Konzentrationen ist auf die Zytotoxitat in diesem Konzentrationsbereich

zuruckzufihren.

4.4.6 Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit
Quecksilberdinitrat Hg(NO),

Die Versuchsreihe mit R2C-Leydig-Zellen nach der Exposition mit Quecksilberdinitrat
wurde nicht weiter forgesetzt, da sie nicht im vorgegebenen zeitlichen Rahmen der

Doktorarbeit durchzufihren war.
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5. Diskussion

Viele Studien in Europa haben in den letzten Jahrzehnten einen Ruckgang der
Spermienproduktion nachgewiesen (Osser et al., 1984, Auger et al., 1995). Eine
Studie von Carlsen et al. (1992) belegte einen Rlickgang der Spermienzahl in den
letzten 30 bis 50 Jahren von 113 auf 66 Mio/ml. Osser et al. beschrieben (1984)
einen Ruckgang der Spermienkonzentration bei einer Studie mit schwedischen
Méannern aus infertilen Paaren von 125x10%/ml auf 78x10%/ml.

Untersucht wurden vor allem die Spermiendichte und die Spermiengesamtzahl im
Ejakulat sowie die Beweglichkeit und Morphologie der Spermien. Die Daten
stammten hauptsachlich von gesunden Samenspendern oder von Mannern, die sich
aufgrund von Kinderlosigkeit in arztliche Behandlung begeben hatten. Mit dem
Ruckgang der Spermiendichte ist gleichzeitig in vielen europaischen Landern eine
Zunahme von Hodenkrebs, Kryptorchismus und Hypospadie nachzuweisen
(Schlumpf und Lichtensteiner 1999). Untersuchungen aus Europa und den USA
zeigen, dass sich Hodenkrebs bei Mannern in den letzten Jahren verdoppelt bis
vervierfacht hat (Hakulinen et al., 1986; Boyle et al., 1987).

Die Abnahme der Spermienzahl und die Zunahme der Erkrankungen des mannlichen
Reproduktionsorgans konnen unterschiedliche Ursachen haben. Dabei mussen
Umwelteinflisse und weitere Faktoren (Stress, Alkohol, zu enge Kleidung) mit
bertcksichtigt werden (Schuppe et al., 1999). Unter Umwelteinfliissen wird hier eine
vermehrte Exposition mit estrogenahnlichen oder antiandrogenen Chemikalien vor
allem wahrend der Fetal- und Kindesentwicklung verstanden (Sharpe und
Skakkebaek, 1993; Toppari et al., 1996).

Daten von Jayle et al. (1962) belegen, dass der menschliche Hoden auch Estrogene
produziert, da eine Injektion von hCG die Konzentration von Estrogenen im Urin
erhoht und eine Kastration des Mannes eine Reduktion von Estrogenen im Urin
verursacht. So sind auch im Rete testis und im Caput epididymis der Ratte die
Estrogenkonzentrationen hoher als im Blut (De Jong et al., 1973). Beim Mann ist die
Konzentration der Estrogene in der Vena spermatica flnfzigmal hoher als im
peripheren Plasma (Hendry et al., 1983). Steroidhormone werden in den Gonaden
und der Nebennierenrinde des Mannes produziert. Estradiol kann aber auch in
weiteren Organen aus Testosteron gebildet werden, die das Enzym Aromatase

aufweisen (z.B. Gehirn).
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Leydig-Zellen entwickeln sich aus Vorstufen, die viele Estrogenrezeptoren
aufweisen, Uber Zwischenstufen zu reifen Zellen. Diese weisen weniger
Estrogenrezeptoren, dagegen aber viele LH-Rezeptoren auf (Abney 1999). Im Testis
beginnt beim Menschen die Estradiolsynthese in den Sertoli-Zellen. Zwischen dem
24. - 28. Tag wechselt die Estradiolsynthese zu den Leydig-Zellen. Leydig-Zellen
sind Zielzellen fur Estrogene in jedem Alter (Abney, 1999).

Estrogenrezeptoren (ER) gliedern sich in ERa- und ERB-Rezeptoren. Bei der Ratte
unterliegen die a-Rezeptoren in den Epithelzellen des Epididymis und Vas deferens
einer hohen Zell-, Region- und altersspezifischen Veranderung, wahrend sich die
B-Rezeptoren im Laufe des Lebens nicht verandern (Atanassova et al., 2001).
Estrogene, Xenoestrogene und Schwermetalle kdnnen an verschiedenen Stellen und
in unterschiedlicher Form in die Steroidogenese eingreifen. Im fetalen und
neonatalen Testis hemmt Estradiol die Entwicklung von Leydig-Zellen aus deren
Vorstufen, da diese sehr viele Estrogenrezeptoren besitzen (Bartke et al., 1977). Im
fetalen Testis hemmen demnach Estrogene die Entwicklung und das Wachstum der
Leydig-Zellen, wahrend Estrogene im reifen Testis sogar direkt die
Androgenproduktion blockieren (Abney, 1999). Dies kann auf drei verschiedenen
Wegen erfolgen:

1. Im nM-Konzentrationsbereich binden Estrogene oder Xenoestrogene an
Estrogenrezeptoren im Testis und fihren so zur vermehrten Bildung eines Proteins,
das die Enzyme der Testosteronsynthese hemmen oder aktivieren kann.

2. Im yM-Bereich binden die Estrogene direkt an Enzyme der Steroidogenese und
bewirken eine kompetetive Hemmung oder Aktivierung (Abney, 1999). PBC und
Dioxine kénnen sich an Ah-Rezeptoren binden und so die vermehrte Bildung von
Cytochrom-P450 in der Leber induzieren. Dies kann zu einem beschleunigten Abbau
von Steroidhormonen fuhren (Schlumpf und Lichtensteiner 1996).

3. Ein weiterer Angriffspunkt der Estrogene und auch der Umwelthormone ist die
Hypophyse. In der Hypophyse sind ebenfalls Estrogenrezeptoren vorhanden. Diese
wird durch Estrogene gehemmt. Es kommt zu einer Abnahme der LH Ausschuttung
aus der Hypophyse. Eine Storung der Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse
mit verminderter GnRH-Freisetzung durch negatives Feedback wurde vor allem nach
Gabe von Estrogenen, Gestagenen und Androgenen beobachtet (Schuppe et al.,
1999).
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Estrogene und Testosteron werden aus der Vorstufe Cholesterin gebildet. Die
Syntheseschritte werden durch Enzyme katalysiert, die durch verschiedene auf3ere
Faktoren beeinflusst werden konnen. Die Testosteronsynthese ist von zwei
Cytochrom-P450 Enzymen, dem Cholesterol side-chain-clevage (P450scc) und dem
17a-Hydroxylase/C17,20-Lyase (P450 17a) abhangig. Die Bildung dieser Enzyme
wird durch LH reguliert (Payne, 1990). LH bindet an Rezeptoren der Leydig-Zelle im
Hoden, wodurch cAMP gebildet wird (Dufau et al., 1973). cAMP aktiviert den
Transport von Cholesterin zur Mitochondrienmembran und dort verbindet sich
Cholesterin mit dem P450 scc. Dieses P450 scc-Enzym katalysiert die Umwandlung
von Cholesterin  zu Pregnenolon. Das Nicht-Cytochrom-P450-Enzym
3B-Hydroxysteroid-Dehydro-genase-Isomerase wandelt Pregnenolon in Progesteron
um. Im glatten endoplasmatischen Retikulum (ER) befindet sich das P450 17a, das
die Umwandlung von Pregnenolon zu Androstendion katalysiert (Fevold et al., 1989).
Die 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (17p3-HSD) ist ein Nicht-P450-Enzym, das
Androstendion zu Testosteron umwandelt (Bogowich und Payne, 1980). Die standige
Stimulation von cAMP ist notwendig fur eine Neusynthese der beiden P450-Enzyme.
Ist kein cAMP mehr vorhanden, wird die Bildung von P450 scc-Enzymen und P450
170-Enzymen eingestellt (Payne et al., 1990). Die lange Behandlung von intakten
oder hypophyseektomierten Ratten mit LH oder seinem Analogon hCG bewirkt eine
steigende Testosteronproduktion (Payne et al., 1980) und induziert die Bildung von
Enzymen flr die Steroidogenese (Purvis et al.,, 1973; O'Shaughnessy und Payne,
1982). Im Gegensatz dazu resultiert aus einer einmaligen hohen Dosis an LH oder
hCG eine Abnahme der Testosteronproduktion, der P450 17a-Aktivitat
(O'Shaughnessy und Payne, 1982) und dem mitochondrialen P450 (Leuketich et al.,
1983). Die Wirkung des LH auf die Enzyme fur die korrekte Produktion von
Androgenen ist somit zeit- und dosisabhangig.

Testosteron hemmt im Korper das P450-17a-Enzym Uber zwei unterschiedliche
Mechanismen. Hohe Dosen von LH bewirken einen Anstieg von Testosteron, das
daraufhin an das P450-17a-Enzym bindet und ein inaktives Pseudosubstrat bildet
(Quinn und Payne, 1986). Bei einer standigen Stimulation von LH in niedriger Dosis,
bindet Testosteron an den Androgenrezeptor und hemmt somit die Bildung von
P450-17a-Enzymen (Hales et al., 1987). Ebenso wie bei den Estrogenen erfolgt die
Hemmung durch Testosteron entweder Uber den Rezeptor oder direkt uUber die

Inhibition der Enzyme (Payne, 1990).
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Die in dieser Arbeit verwendeten Noxen besitzen eine sehr unterschiedliche
Wirkungsstarke auf Estrogenrezeptoren, wobei man zwischen der relativen
Bindungsstarke an den Estrogenrezeptor und der transaktivierenden Wirkung
unterscheiden muss. Hier bindet Bisphenol A 10.000-mal schwacher an a- oder
B-Estrogenrezeptoren als Estrogene. In diesem Fall betragt die transaktivierende
Wirkung nur 50 % von der des Estradiols (Kuiper et al., 1996). Daidzein bindet 1000-
mal schwacher an den o-Rezeptor und 200-mal schwacher an den B-Typ des
Estrogenrezeptors als das endogen gebildete Estrogen. Die transaktivierende
Wirkung ist im Vergleich zu Bisphenol A jedoch genauso hoch, wie des
17B-Estradiols.  Ethinylestradiol hat nahezu die gleiche Bindungsaffinitdt und
transaktivierende Wirkung wie das korpereigene 173-Estradiol (Wuttke et al., 1999).

Bei der Betrachtung der Wirkungsintensitaten ist weiterhin die biologische
Verflgbarkeit der Xenoestrogene zu berucksichtigen, die von der Bindungskapazitat
dieser Stoffe an korpereigene Serumproteine abhangt. Exogene Stoffe werden viel
weniger an Serumproteine gebunden als korpereigene Estrogene (Nagel et al.,
1999). Da nur die nicht gebundenen Stoffe im Korper eine Wirkung ausldosen kdnnen,
haben exogene Stoffe vermutlich eine héhere Bioverfugbarkeit (Nagel et al., 1999).
Aulerdem ist bei der Exposition gegenuber mehreren Stoffen mit hormoneller
Wirkung eine kumulative oder additive Wirkung nicht auszuschlieRen (Sonnenschein
und Soto, 1998). Die unterschiedlichen Wirkungsstarken der Noxen wurden bei der
Auswahl des Konzentrationsbereiches berlcksichtigt. Fur 17p-Estradiol und
Ethinylestradiol wurde ein Bereich zwischen 0,1 ng/ml und 1000 ng/ml ausgewahlt.
Diese Konzentrationen reichen vom pM- bis in den yM-Bereich und spiegeln somit
den Konzentrationsbereich wider, dem der Mensch physiologisch oder
pharmakologisch ausgesetzt ist. Daidzein und Bisphenol A bendtigen hohere
Konzentrationen, um die gleiche Wirkung hervorzurufen. Deshalb wurde hier ein
Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10.000 ng/ml ausgewahlt, der vom nM- bis
in den uM-Bereich reicht. Die zu Kontrollzwecken eingesetzten Metallionen Arsenit

und Quecksilberdinitrat wirken dagegen nur im pM-Bereich.
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5.1 EinfluB von Estrogenen und Xenoestrogenen auf die Progesteron-
und Testosteronsynthese

5.1.1 EinfluB von 17g-Estradiol und Ethinylestradiol auf die Progesteron-
und Testosteronsynthese

Die Experimente wurden mit Hilfe der R2C-Zellen ausgefuhrt. Diese Tumor-Zelllinie
wurde aus Ratten gewonnen und soll unabhangig von LH oder cAMP vor allem die
Steroide Progesteron und 20a-Hydroxyprogesteron bilden (Freeman, 1987).
Zusatzlich bilden die R2C-Zellen einen wesentlich geringeren Anteil des Androgens
Testosteron.

Die dreitagige Inkubation mit 17p-Estradiol oder Ethinylestradiol zeigte in dieser
Arbeit eine konzentrationsabhangige Reduzierung der Progesteronmenge im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 18 und 19). Die hochste Konzentration
von 1000 ng/ml zeigte bei beiden Estrogenen eine signifikante Abnahme der
Progesteronproduktion um 30 — 40 %.

Da die R2C-Zelllinie nur sehr geringe Mengen an Testosteron bildet, war der
Einfluss des 17B-Estradiols und des Ethinylestradiols auf die Testosteronproduktion
schwieriger zu bestimmen. Zudem trat bei den Versuchen im hoheren
Konzentrationsbereich eine stérende Kreuzreaktion mit Testosteron Antikérpern des
verwendeten RIAs auf (Abb. 11 und 12). Im niedrigen Konzentrationsbereich
inhibierten beide Estrogene die Testosteronproduktion, wobei die Hemmung bei
Ethinylestradiol mit 20 % im Vergleich zur Kontrolle starker ausgepragt war (Abb.
10). Hohere Konzentrationen verursachten dann einen hoch signifikanten Anstieg der
Testosteronmenge, der bei 173-Estradiol um bis zu 850 % und bei Ethinylestradiol
bis zu 150 % betrug. Weitere Messungen zeigten, dass die Ergebnisse zu etwa 50%
auf eine Kreuzreaktion mit dem im RIA enthaltenen Testosteron-Antikdrpern zu
fuhren ist (Tabelle 1 - 4). Die anderen 50 % lassen auf einen tatsachlichen Anstieg
der Testosteronmenge im Zellkulturiberstand schlieBen. Vor allem nach der
Inkubation von Ethinylestradiol wurde deutlich erkennbar, dass ein zweiphasiger
Verlauf der Testosteronkurve vorliegt. Die Zunahme des Testosterons lasst sich
durch die Gleichgewichtsreaktion erklaren. Die sehr hohe (1000 ng/ml) Konzentration
und lange Inkubation (drei Tage) mit Estradiol konnte zur Umkehrung der
Gleichgewichtsreaktion zwischen Testosteron und Estrogen gefuhrt haben. Das
entspricht einer Ruckreaktion der Aromatase-Reaktion. Da die Konzentration von

Estradiol normalerweise sehr viel geringer ist, als die des Testosterons, lauft dieser
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Schritt physiologisch nur in die Richtung des Estradiols. Eine weitere Mdglichkeit fur
den starken Testosteronanstieg liegt in der Hemmung der Enzyme, die fur den
Abbau von Testosteron verantwortlich sind (Sundaram und Kumar, 1996). Murono et
al. (2000) und Onoda und Hall (1981) zeigten, dass Estradiol die Enzyme zur
Synthese und Abbau des Testosterons inhibiert. Dies kdnnte einen verzdgerten
Testosteron-Metabolismus erklaren.

Brinkmann et al. (1980) untersuchten die LH stimulierte Steroidproduktion in vitro bei
Leydig-Zellen von 26, 32, 44, 54 und 64 Tage alten Ratten, die er mit Estradiol-
Implantaten behandelte. Finf Tage nach einer Implantation mit Estradiol war die
Testosteronproduktion bei den 32, 44, 52 und 64 Tage alten Ratten sehr stark
gesunken, wahrend sich die Pregnenolonproduktion nicht veranderte. Bei 26 Tage
alten Ratten konnte dagegen eine Abnahme sowohl der Testosteron als auch der
Pregnenolonproduktion gesehen werden. Erste Effekte von Estradiol wurden 48
Stunden nach Inkubation gemessen. Die Ergebnisse deuten auf verschiedene Arten
der Inhibition hin, die vom Alter der Ratten abhangen. In einem weiteren Versuch mit
32 Tage alten Ratten wurden bei Zugabe von Estradiol verminderte Mengen an
Cytochrom-P450 gemessen. In 64 Tage alten hypophysektomierten Ratten, welche
funf Tage mit Estradiol behandelt wurden, zeigte sich eine Abnahme der C17,20-
Lyase und 17a-Hydroxylaseaktivitat. Dies konnte auch bei weiteren in vitro-
Experimenten nachgewiesen werden, in denen eine direkte Bindung von 17(3-
Estradiol an diese Enzyme bestand. Die Experimente machen deutlich, dass der
Effekt von Estradiol auf die Leydig-Zellen vom Alter der Ratten abhangig ist. Die
dosisabhangigen Veranderungen der Estradiolbehandlung lassen auflerdem
vermuten, dass Estradiol nicht nur auf den mikrosomalen Enzymkomplex wirkt,
sondern auch auf die Estrogenrezeptoren der Leydig-Zellen (Brinkman et al., 1980).

17B-Estradiol wirkt als kompetitiver Inhibitor der C17,20-Lyase und als nicht

kompetitiver Inhibitor der C17a-Hydroxylase (Onoda und Hall 1981). Zuerst sinkt die
Aktivitat der C17,20-Lyase (K-Wert von 5 uyM) und dann bei hoheren
Konzentrationen die 17a-Hydroxylase bei einem Ki-Wert von 20 yM (Onoda und Hall,
1981). Dies entspricht einem nicht durch Estrogenrezeptor-vermittelten Effekt, da die
Estrogene bei dieser Art der Hemmung mit anderen Steroiden mit den aktiven
Zentren von Enzymen konkurrieren und diese verdrangen. Die Hemmung der
Steroidogenese der R2C-Zellen im mikromolaren Konzentrationsbereich durch

17B-Estradiol und Ethinylestradiol in dieser Arbeit durfte ebenfalls auf eine Inhibition



5. Diskussion 67

der fir die Steroid-Biosynthese beteiligten Enzyme zurlckzufihren sein. Dabei
sanken in dieser Arbeit die Testosteron- und Progesteronwerte, die auf eine
Hemmung der Enzyme noch vor der Bildung des Progesterons schliel3en lassen.
Weitere Studien von Van Beurden et al. (1978a) an isolierten, mit Estradiol
behandelten Leydig-Zellen von Ratten, lieRen eine Abnahme der Testosteron-
produktion und eine Zunahme der Pregnenolonproduktion erkennen. Diese
Ergebnisse lassen ebenfalls einen Ruckschluss auf eine Hemmung der Enzyme in
der Steroidogenese zu. Da die Pregnenolonmenge angestiegen war, erfolgte die
Hemmung der Enzyme nach der Bildung von Pregnenolon, wodurch dieses Hormon
nicht weiter umgewandelt wurde und sich im Zellkulturiberstand vermehrt angehauft
hat. Obwohl mikromolare Konzentrationen im ersten Moment unphysiologisch
erscheinen, konnten sie zum Beispiel in den Leydig-Zellen des Schweines
nachgewiesen werden (Onoda und Hall, 1981). Es ist daher moglich, dass Estradiol
in physiologischen Konzentrationen die Aktivitat der C17,20-Lyase durch kompetitive
Hemmung ohne Beteiligung des Estrogenrezeptors reguliert.

In ahnlicher Weise wirken auch synthetische Estrogene. Atanassova et al. (1999)
zeigten bei Ratten eine Abnahme des Testosterons um 83 %, 71 % und 38 % nach
Behandlung mit 10 ug, 1 pg und 0,1 ug Diethylstilbestrol (DES) und eine Reduktion
des Testosterons um 70 % nach Inkubation mit 10 pg Ethinylestradiol. Beide
synthetischen Estrogene bewirkten eine signifikante und dosisabhangige Abnahme
des Hodengewichts und des Spermatogonienvolumens. Die Ratten wiesen eine
verringerte Anzahl von Sertoli- und Keimzellen auf. Die Inkubation mit GnRH
bewirkte keine Veranderung der Testosteronmenge im Vergleich zur Kontrolle,
ebenso zeigte die Konzentration des LH im Plasma keinen signifikanten Unterschied
zur Kontrolle. Dies zeigt, dass die dosisabhangige Abnahme der Testosteronspiegel
nicht durch eine verminderte GnRH-Sekretion entsteht. Da der LH-Spiegel nicht
durch Ethinylestradiol und DES verandert wird, lasst sich eine direkt hemmende
Wirkung des Ethinylestradiols und des DES auf die Testosteronproduktion im Hoden
vermuten. Es findet in diesem Beispiel keine Hemmung Uber den
Hypothalamus/Hypophysen-Regelkreis statt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
eine neonatale Estrogenexposition permanent und dosisabhangig die FSH- (nicht
aber die LH-) und die Testosteronproduktion in erwachsenen Tieren verandern kann
(Atanassova et al., 1999). Haavisto et al. (2001) beschrieben ebenfalls eine starke

Hemmung der Leydig-Zell-Funktion nach Behandlung mit DES und Ethinylestradiol.



5. Diskussion 68

Die Testosteronproduktion war konzentrationsabhangig im Hoden, sowie im Blut von
fetalen Ratten reduziert. Des Weiteren konnten Haavisto et al. (2001) zeigen, dass
DES-Konzentrationen von 100 pg/kg/d bei schwangeren Ratten eine >70%
Reduktion der Testosteronkonzentration im Hoden bewirkten.

Ein weiterer Mechanismus der Hemmung wurde in den letzten Jahren entdeckt. Die
Zugabe von DES bei Ratten verursachte eine Hemmung der Androgen-Rezeptor-
Expression bei Konzentrationen >100 ug/kg (McKinnell et al., 2001; Williams et al.,
2001). Ein weiterer Einflussfaktor konnte bei schwangeren Ratten nachgewiesen
werden. Die Gabe von Estrogenen wahrend der sexuellen Differenzierungszeit des
fetalen Tieres induzierte eine Hemmung des Insulin-like-Faktor, InsL3 (Emmen et al.,
2000). InsL3 spielt eine wichtige Rolle bei der fetalen Descendenz des Hodens und
somit bei der Entstehung von Kryptorchismus (Sharpe, 2003). Aus bisherigen
Erkenntnissen lasst sich schlieRen, dass eine verminderte Androgenproduktion die
Schlusselrolle fur die Entstehung von Kryptorchismus und Hypospadie ist. Die
zusatzliche fetale Exposition von Estrogenen wirkt dann verstarkend, so dass es zur
weiteren Reduktion der Androgenproduktion kommt (Sharpe, 2003).

Zimniski et al. (1985) untersuchten die Gonadotropin-sensible Leydig-Tumor-Zelllinie
M5480A, welche wesentlich empfindlicher auf exogen zugefuhrtes Estrogen reagiert.
Diese Autoren beschrieben eine signifikante, dosis- und zeitabhangige Abnahme des
Pregnenolons und Progesterons nach Inkubation von geringen Dosen mit Estradiol
(36 % bei 3,7 nM Estradiol), wahrend das Testosteron keine Veranderung in
Vergleich zu Kontrolle erkennen lie. Auch bei hCG stimulierten Zellen findet eine
dosisabhangige Inhibition des Progesterons statt, allerdings erst nach einer Zeit von
6 Stunden (Zimniski et al., 1985). Zum Ausschluss eines gesteigerten Metabolismus
des Progesterons wurde in einem weiteren Versuch Progesteron zu den mit
Estrogen behandelten Zellen zugegeben. Da nur 20 % des Progesterons zu
Testosteron umgewandelt wurden - also kein gesteigerter Metabolismus vorhanden
ist - liegt hier eine verminderte Aktivitat der 173-Hydroxylase und 17,20-Lyase vor,
die eine Umwandlung von Pregnenolon zu Androstendion katalysiert (Zimniski et al.,
1985).

Estradiol und seine Derivate konnen an unterschiedlichen Punkten der
Steroidbiosynthese eingreifen. Das hangt von der Konzentration des Estradiols, von
der Zielzelle, vom Alter des Tieres und anderen, nicht bekannten Einflussfaktoren ab.

Geringe Konzentrationen von Estradiol oder DES inhibieren die Leydig-Zell-
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Steroidogenese Uber die 17a-Hydroxylase und 17,20-Lyase (Nozu et al., 1981). In
hohen Konzentrationen hemmt Estradiol die Steroidbiosynthese von menschlichen
fetalen Keimzellen (Fujieda et al., 1982) und Granulosa/Luteal-Zellen von Hihnern
(Sgarlata et al., 1984).

Bei MA-10 Zellen, welche aus dem Leydig-Zelltumor einer Maus gewonnen wurden,
hemmte 17B-Estradiol in mikromolaren Konzentrationen (ICso bei 2,8 uM Estradiol)
die Progesteronbiosynthese, wahrend das Pregnenolon als Vorstufe des
Progesterons bei 100 uyM Estradiol um 72 % im Vergleich zur Kontrolle anstieg
(Freeman, 1985). Der hemmende Effekt wird hierbei nicht Uber Estrogenrezeptoren
vermittelt, sondern Uber eine kompetetive Inhibition der 3B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase/A5-A4-Isomerase. Dies belegt auch die Abnahme der Aktivitat
dieses Enzyms in isolierten Mikrosomen, die keinen Estrogenrezeptor besitzen
(Freeman, 1985).

Bei einer weiteren Studie mit Methoxychlor, 2,2-bis(p-hydroxyphenyl)-1, 1,1-trichlor-
ethane (HPTE), wurden 21, 35 und 90 Tage alte Ratten mit diesem Xenoestrogen in
abgestuften Konzentrationen behandelt. Nach verschiedenen Inkubationszeiten
konnte eine dosisabhangige Reduktion der Testosteronmenge gemessen werden,
die sich auch nach Zugabe von Progesteron und Androstendion nicht veranderte. Die
Zugabe von 22R-Hydroxycholesterol bewirkte eine signifikante Abnahme des
Testosterons. Dies lasst auf eine direkte Hemmung des Xenoestrogens auf die
Cytochrom-P450scc-Aktivitat (cholesterol side-chain-clevage) schlieRen (Akingbemi
et al., 2000).

Bei der Inkubation von unreifen Leydig-Zellen aus 23 Tage alten Ratten mit 4-tert-
Octylphenol (OP), das eine 1000-fach schwachere estrogene Wirkung aufweist,
- verglichen mit dem naturlichen Estradiol - hemmte OP signifikant in
Konzentrationen von 0,5-2 yM die cAMP- und die hCG-stimulierte Testosteron-
synthese um 30-70 % (Murono et al., 2000). Die gleichzeitige Gabe eines
Estrogenrezeptor-Antagonisten (ICl 182,780) hatte keinen Einfluss auf die durch OP
gehemmte hCG-stimulierte Testosteronproduktion. Das schlie3t einen Estrogen-
rezeptor vermittelten Mechanismus wiederum aus (Murono et al., 2000). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass OP estrogenabhangig das Wachstum von Brustkrebs
in vitro férdert (White et al., 1994). Nach chronischer Gabe von OP bei erwachsenen
mannlichen Ratten steigerte es die Prolaktinsekretion, senkte die Ausschuttung von

LH und FSH und bewirkte eine verminderte Produktion von Testosteron (Blake und
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Bookfor, 1997). Einerseits hemmt OP den 17a-Hydroxylase/C17,20-Lyase Schritt,
der Progesteron in Androstendion umwandelt. Andererseits stort es die Umwandlung
von Cholesterin zu Pregnenolon Uber eine Inhibition des cholesterol side-chain
cleavage Enzyms (Murono et al., 2001). Aufgrund der unterschiedlichen
Wirkmechanismen und hohen Konzentrationen wirkt OP wahrscheinlich nicht Gber
den klassischen Mechanismus der Estrogene, sondern als Pseudosubstrat fur freie

Radikale, die P450-Enzyme schadigen kdnnen (Murono et al., 2000).

Ergebnisse von verschiedenen Autoren zeigen ubereinstimmend, dass die neonatale
Exposition mit synthetischen Estrogenen eine permanente Stérung der
Steroidbiosynthese und der Spermatogenese bewirkt. Die peripupertale Behandlung
(18 Tag) mit DES verursachte zum Beispiel eine Reduktion der Zellproliferation im
Epididymis und den Gefalten. AuRerdem konnte nach Behandlung mit DES eine
Reduktion an ERa-Rezeptoren nachgewiesen werden (Atanassova et al., 2001).
Auch die Behandlung mit 500 pg Estradiol am Tag der Geburt fuhrte zur Reduktion
der proliferativen Aktivitat von Epithelzellen im Epididymidis (Gaytan et al., 1990). Die
ERo-Rezeptoren werden in der Zeit exprimiert, in der sich die epididymalen
Epithelien in ihre Zelltypen differenzieren und proliferieren (Ramirez et al., 1999). Im
Unterschied dazu beschrieben Tsutsumi et al. (1987), dass die Reifung der
Spermatiden nach Injektion eines Aromataseinhibitors reduziert war.

Die verschiedenen Studien machen deutlich, dass zuviel (DES) und zu wenig
Estrogene (ERKO-Mause) die gleichen Veranderungen, wie etwa eine gestorte
Entwicklung des Ductuli efferentes hervorrufen (Fisher et al., 1998). Dies belegt,
dass fur die normale Entwicklung eine ausgewogene Estrogenmenge sehr wichtig
ist. Das hei3t zu viel oder zu wenig Estrogene stéren die Androgen-Estrogen-
Balance. Unter physiologischen Umstanden leisten die Estrogene auch bei der
mannlichen Reproduktion und Entwicklung einen entscheidenden Beitrag, der jedoch
durch die dominante Rolle der Androgene eher unterschatzt wird (Atanassova et al.,
2001).

Neben der direkten Hemmung der Enzyme treten auch durch den Estrogenrezeptor
vermittelte Wirkungen im nM-Konzentrationsbereich bei der Leydig-Zelle auf
(Zimniski et al., 1985). Estrogene sind bei dieser Art der Inhibition an der
Gonadotropin-induzierten Desensitivierung der Steroidbiosynthese der Leydig-Zelle

beteiligt. Bei diesem Mechanismus aktivieren Estrogene Uber die Bindung an
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Estrogenrezeptoren die Bildung eines 28-kD groRRes Proteins, das wiederum den
Enzymkomplex der 17a-Hydroxylase/C17,20-Lyase hemmt (Nozu et al., 1981;
Onoda und Hall, 1981). Diese, durch Estrogenrezeptoren vermittelte Inhibition wurde
auch bei der Steroidbiosynthese des Mannes beobachtet (Yanaihara und Troen,
1974). Da die Wirkung von DES das Vorhandensein von Estrogenrezeptoren
voraussetzt, kann hier ebenfalls eine ER gebundene Wirkung vermutet werden
(Saunders et al., 1997). Solche Zusammenhange kénnen auch die Ergebnisse dieser
Arbeit belegen. Die Inkubation mit Ethinylestradiol und 173-Estradiol bewirkte eine
Hemmung der Testosteron- und Progesteronproduktion im nM-Bereich, das ebenfalls
eine  Hemmung Uber den Estrogenrezeptor vermuten lasst. Im hoheren
Konzentrationsbereich wird vor allem die Progesteronsynthese von den Estrogenen
gehemmt. Dies lasst zudem auf eine kompetitive Hemmung, der an der
Steroidogenese beteiligten Enzyme durch Estrogene schlief3en.

Auch naturliche und synthetische Estrogene koénnen eine Hemmung der
Gonadotropinausschuttung bewirken und LH sowie FSH in vitro und in vivo hemmen
(Barraclough, 1973; McCann, 1973). Bartke et al. (1977) konnten in ihren Versuchen
zeigen, dass die Inkubation von 5 pg/ml Estradiol und DES nach vorheriger Gabe
von hCG eine Abnahme der Testosteronkonzentration im Medium bewirkte. Das
synthetische Estradiol-Benzoate (E2B) hemmte bereits bei 5 ug die Testosteron-
synthese, wahrend das naturliche Estrogen erst bei 50 pg eine signifikante
Hemmung zeigte. DES inhibierte in An- und Abwesenheit von hCG die
Testosteronproduktion, wahrend bei E2B nur in Anwesenheit von hCG eine
Abnahme zu sehen war. Dies macht deutlich, dass E2B nur uber die
Hypophysenhormone wirken kann und nicht durch direkte Hemmung an Enzymen
der Steroidsynthese.

In vitro-Versuche zeigten, dass Leydig-Zellen, die vier Tage mit LH inkubiert wurden,
nur noch 39% des Testosterons im Vergleich zur Kontrolle produzierten. LH reguliert
die Menge der C17-Hydroxylase im glatten endoplasmatischen Retikulum der
Leydig-Zelle (Darney und Ewing, 1981) und Testosteron selbst hemmt die LH
stimulierte Testosteronproduktion durch kompetetive Hemmung der 17a-Hydroxylase
oder durch Inhibition an Rezeptoren (Darney und Ewing, 1981).

Die Rolle des Estrogens wurde weiter untersucht durch den Estrogenantagonisten
Tamoxifen. Bei der Behandlung von Leydig-Zellen aus Ratten mit Tamoxifen ergab

sich zentral eine Senkung des LH und peripher eine Abnahme des Testosterons
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(Bartke et al., 1978). Die Reduktion des Testosterons konnte durch eine hohe Dosis
an hCG wieder aufgehoben werden (Lacroix et al., 1987). Tamoxifen und Estradiol
wiesen bei in vitro-Tests den gleichen Effekt auf die Leydig-Zellen auf (Lin et al.,
1981). AuRerdem hob sich bei gleichzeitiger Einnahme der Effekt nicht auf, sondern

zeigte eine additive Wirkung (Lin et al., 1981).

5.1.2 Einflusse von Daidzein und Bisphenol A auf die Progesteron- und
Testosteronsynthese

In der vorliegenden Arbeit wurden neben 17(3-Estradiol und Ethinylestradiol auch das
Xenoestrogen Bisphenol A und das Phytoestrogen Daidzein untersucht. Wahrend
eine dreitagige Inkubation mit Bisphenol A keine Veranderung des Testosteron-
Levels im Vergleich zur Kontrolle erkennen liel3 (Abb. 15), fuhrte Daidzein in hohen
Konzentrationen (1000 ng/ml und 10.000 ng/ml) zur Reduktion der
Testosteronkonzentration im Zellkulturiberstand von 70 — 90 %. Der IC 50 lag bei
5.000 ng/ml (Abb. 14). Auch bei der Messung des Progesterons zeigte Bisphenol A
eher einen Anstieg der Progesteronmenge im Zellkulturiberstand (Abb. 21), wahrend
Daidzein bei 1000 ng/ml zu einem signifikanten Rickgang der Progesteronsynthese
um 30 — 90 % fuhrte (Abb. 20). Da sich die Vitalitat der Leydig-Zellen im Verlauf der
Versuche mit Daidzein nicht verringerte (Abb. 6), ist die Abnahme der Testosteron-
und Progesteronmenge auf eine Inhibition der Steroidsynthese in den R2C-Zellen
und nicht auf eine zytotoxische Wirkung zurlckzuflihren. Bisphenol A stimuliert
estrogenabhangig die Zellproliferation und induziert Progesteronrezeptoren
(Krishnan et al., 1993).

Die Struktur des Bisphenol A ist der des potenten Estrogens DES sehr ahnlich,
allerdings ist es ein 1000- bis 2000-mal schwacheres Estrogen (Krishnan et al.,
1993). Es konnte nachgewiesen werden, dass Bisphenol A eine estrogene Wirkung
hat, da es die Ausschuttung von Prolaktin stimuliert (Steinmetz et al., 1997). Daidzein
und Bisphenol A haben eine wesentlich geringere Affinitat zum Estrogenrezeptor als
die beiden Estrogene Ethinyestradiol und 17(3-Estradiol. Deshalb sind hdhere
Konzentrationen an Daidzein und Bisphenol A no6tig, um eine Hemmung der
Testosteron- und Progesteronsynthese hervorzurufen.

Atanassova et al. (2000) beschrieben in ihren Versuchen an mannlichen Ratten nach

Behandlung mit Bisphenol A, ein normales Hodengewicht und eine normale
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Fertilitat. Die Zugabe von Phytoestrogenen (Genistein) senkte den FSH-Level und
erhohte den Keimzellapoptoseindex (Atanassova et al., 2000). Genistein hatte
dagegen nur eine geringe reduzierende Wirkung auf das Hodengewicht.

In einer Studie beschrieben Vom Saal et al. (1998) eine reduzierte Anzahl an
Spermien bei jungen Mausen, die wahrend der Schwangerschaft (vom 11. bis 17.
Tag) mit Bisphenol A behandelt worden waren. Nikula et al. (1999) zeigten in ihren
Versuchen mit Leydig-Tumorzellen von Mausen, dass Bisphenol A und Oktylphenol
(OP) nach 48-stindiger Inkubation die hCG-stimulierte cAMP  sowie
Progesteronsynthese in mLTC-1-Zellen hemmten. Dagegen wurde die Bindung von
'2I.hCG an LH-Rezeptoren der mLTC-1-Leydig-Zellen durch Xenoestrogene nicht
beeinflusst. Eine Inkubation mit 10 nM Estradiol inhibierte zwar die
Progesteronsynthese, hatte aber keinen Einfluss auf die cAMP-Produktion. Dies
kann belegen, dass die Hemmung von OP und Bisphenol A nicht Uber
Estrogenrezeptoren gesteuert wird. Es ist zu vermuten, dass die beiden Substanzen
die Kopplung zwischen dem LH-Rezeptor und der Adenylatzyklase beeinflussen
(Nikula et al., 1999).

Studien von Murono et al. (2001) konnten dagegen nachweisen, dass die Inkubation
von steigenden Konzentrationen an 17B-Estradiol, Bisphenol A und Endosulfan bei
Leydig-Zellen von Ratten keinen Einfluss auf die Bildung von Testosteron und
Progesteron hatten. Auch wurden die Enzyme fur die Bildung von Testosteron aus
Cholesterol nicht gehemmt. Der Einfluss von Bisphenol A auf die
Testosteronsynthese zeigt hier Unterschiede bei verschiedenen Spezies (Mausen
und Ratten) und unterschiedlichen Zelltypen (Tumorzellen und Primarzellen). In
anderen Versuchen wurde deutlich, dass Bisphenol A die testikulare mikrosomale
Ca*-ATPase beeinflusst und die intrazelluldre Calcium-Homdostase stort
(Michelangeli et al., 1996). Allerdings gibt es noch keine veroffentlichten Studien Uber
direkte Effekte von Bisphenol A auf Leydig-Zell-Funktionen bei in vitro-Tests.
Versuche an 42 australischen Mannern zwischen 35 und 62 Jahren, die fur vier
Wochen einer Phytoestrogen enthaltenden Sojadiat ausgesetzt waren, zeigten keine
Veranderung der Testosteron-, DHT- und Estrogenkonzentration. Die Menge des
Sexual-Hormon-bindenden Globulins (SHBG) war jedoch um 10 % angestiegen und
der Testosteron-Estrogen-Quotient war um 3 % abgefallen (Habito et al., 2000).
Daraus lasst sich schlielen, dass eine Phytoestrogendiat, die SHBG-Konzentration

erhoht, somit mehr Androgene gebunden werden und daher weniger freie, aktive
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Androgene im Blut vorhanden sind. In weiteren in vitro-Studien konnte gezeigt
werden, dass Genistein das Wachstum von Prostata-Tumor-Zellen hemmt (Peterson
und Barnes, 1993). Da Genistein auch die Aktivitat der 5a-Reduktase reduziert,
konnte ein Zusammenhang zwischen der Aufnahme von Sojaprodukten und einer
verminderten Inzidenz an Prostatakrebs vermutet werden (Evans et al., 1995). Eine
Studie von Jarred et al. (2000) beschrieb eine Untersuchung, bei der 20 Manner mit
Prostatakrebs vor der chirurgischen Behandlung mit einer Diat von 160 mg /Tag
Isoflavone behandelt wurden. Es zeigten sich keine Veranderungen der Serum PSA-
und Testosteronwerte. Die Apoptose-Rate war jedoch in gering entartetem Gewebe
signifikant erhéht im Vergleich zur Kontrolle. Ahnliche Ergebnisse beschrieben
Hedlund et al. (2003), die Prostata spezifische Zellreihen mit Equol, einem aktiven
Metaboliten von Daidzein behandelten. Equol inhibierte das Wachstum von benignen
und malignen Prostatazellen um 37 % bei einer Konzentration von 10° M.

Gormley et al. (1992) konnten ebenfalls nachweisen, dass die Inkubation mit
Finasterid die 5a-Reduktase hemmte und zu einer Reduktion der
Prostatahypertrophie bei Patienten flhrte. Umgekehrt wiesen Manner mit
Prostatakrebs eine héhere Konzentration an DHT und 5a-Reduktase im Vergleich
zu gesunden Mannern auf (Eaton et al., 1999). Weitere Untersuchungen zeigten,
dass asiatische Manner, die sehr viel Phytoestrogene zu sich nahmen, eine
geringere Inzidenz flr Prostatakrebs aufwiesen als Manner aus England (Shimizu et
al., 1991).

Die Wirkung von Phytoestrogenen beruht also einerseits auf einer vermehrten
Bildung von SHBG und somit auf einer verminderten Konzentration an freiem
Testosteron und Estrogen und andererseits auf einer Hemmung der Enzyme
17B-Hydrosteroid-Dehydrogenase (Makela et al., 1998) und 5a-Reduktase (Evans et
al., 1995). Verschiedene Studien konnten belegen, dass Phytoestrogene die
Expression von Estrogen- und Androgenrezeptoren regulieren (Fritz et al., 2002),
eine Hemmung der Zellproliferation und DNA Topoisomerase |l hervorrufen
(Constantinou et al., 1995) und die Zelldifferenzierung sowie Apoptose induzieren
(Shapiro et al., 1999). Tesarik et al. (2002) untersuchten die Beziehung zwischen der
Caspase-Aktivitat und der Zerstérung von DNA in Keimzellen und Sertoli-Zellen nach
Behandlung mit FSH und Testosteron. Sie konnten zeigen, dal® FSH die DNA
Fragmentation in Spermatozyten und Spermatiden erhoht, ohne eine Effekt auf die

Caspase-Aktivitat in diesen Zellen zu zeigen. Aulerdem zeigte FSH keinen Effekt
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auf die DNA Fragmentation oder Caspase-Aktivitat in Sertoli Zellen. Die Inkubation
mit Testosteron dagegen zeigte nach 24 Stunden eine Erhohung der Caspase-
Aktivitat und fuhrte zur DNA Fragmentation in Sertoli Zellen, wies dagegen aber nur
einen schwachen Effekt auf die DNA Fragmentation und keinen Effekt auf die
Caspase Aktivitat in Keimzellen auf. Dies zeigt, dass die Aktivierung der Caspase-
nach Inkubation mit Testosteron einher geht mit einer erhohten Zerstorung der DNA
bei Sertoli-Zellen, wahrend die Apoptose in Keimzellen keine Beziehung zur
Caspase-Aktivitat hatte (Tesarik et al., 2002).

Bei Experimenten mit pramenopausalen Frauen konnte bei der Aufnahme von
Phytoestrogenen eine verminderte Sekretion von LH festgestellt werden (Cassidy et
al., 1995). Duncan et al. (1999) konnten belegen, dass geringe Dosen an Isoflavonen
den LH-und FSH-Level in der periovulatorischen Phase der Frau senkten und hohe
Dosen zu einer Abnahme der Estrogenwerte wahrend der follikularen Phase flhrten.
Umit et al. (2002) untersuchten den Einfluss von Genistein und Daidzein auf das
Endometrium und die Drisen bei Frauen. Es zeigte sich, dass Isoflavone einen
signifikanten Anstieg der Zellproliferation ab einer Konzentration von mehr als 107 M
im Endometrium hervorriefen. Bei der Kombination von Isoflavonen mit E2
antagonisierten sie jedoch den proliferativen Effekt von E2 um 10 — 20 %. Isoflavone
agieren also ebenfalls Uber Estrogenrezeptoren und haben dabei estrogene und
antiestrogene Wirkungen. Makela et al. (1999) wiesen nach, dass Genistein mit einer

zwanzigfach hoheren Affinitat an ERB-Rezeptoren bindet als an ERa-Rezeptoren.

5.1.3 Einflusse von Arsenit und Quecksilberionen auf die Progesteron-
und Testosteronsynthese
Zur Kontrolle der Versuchsreihe wurden die R2C-Zellen drei Tage mit Natriumarsenit
(Na AsO;) und Quecksilberdinitrat (Hg(NO3),) inkubiert. Die Behandlung mit Arsenit
verursachte eine starke Abnahme der Testosteronproduktion, die bei 25 uM
signifikant war (Abb. 16). Da im MTT-Test bei 25 yM und 50 uM ebenfalls ein
deutlicher Ruckgang der Vitalitdt zu beobachten war (Abb. 8), wird die Abnahme des
Testosterons eher auf den zytotoxischen Effekt von Arsenit zurlckzufihren sein.
Quecksilberionen zeigten dagegen keinen Einfluss auf die Testosteronmenge (Abb.
17). Die Progesteronmenge nahm bei der Inkubation mit 1 uM Arsenit um 9 % und
bei hoheren Konzentrationen um 35 - 85 % ab (Abb. 22). Die Inhibition der
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Progesteronsynthese setzte hier schon bei Konzentrationen ein (1 - 10 uM), die im
MTT-Assay noch keine Abnahme der Zellvitalitat zeigten (Abb. 9). Dies lasst auf eine
Hemmung der Steroidogenese durch Arsenit schlieen.

In Studien mit Arsenit konnte nachgewiesen werden, dass es bei Menschen ab einer
Konzentration von 22 — 121 mg/kg tédlich gewirkt hatte. Bei einem Versuch mit
schwangeren Ratten erwiesen sich bereits 20 mg/kg als todlich (Timothy et al.,
2001). Eine chronische Exposition mit Arsenit hatte zu Gewichtsverlust, geringerer
Lebenserwartung, Hyperkeratose gefuhrt sowie neurotoxische Wirkungen gezeigt
(ATSDR, 2000a). In Verbindung mit Arsenit wird auRerdem eine erhdhte Inzidenz an
Haut-, Lungen-, Leber- und Blasenkrebs vermutet (ATSDR, 2000a). Oberly et al.
(1982) untersuchten L5178Y Zellen von Mausen. Sie konnten belegen, dass
Natrium-m-Arsenit eine schwache gentoxische Wirkung hatte. Moore et al. (1997)
zeigten in ihren Versuchen, dass Arsenit Chromosomenaberrationen, Polyploidien
und Endo-Reduplikationen verursachte. Weitere Studien an Hamsterembryozellen
konnten belegen, dass Arsenit den Austausch von Schwesterchromatiden bewirkte.
Die chromosomalen Abberationen waren durch Licken, Briche und Redupliaktionen
an Chromatiden charakterisiert (Lee et al., 1985; Kochhar et al., 1996). Mass (2001)
konnte bei in vitro- Tests an menschlichen Lymphozyten nachweisen, dass
anorganisches Arsenit und Arsenat eine konzentrationsabhangige Steigerung von
Schadigungen der DNA verursachten. Das methylierte trivalente Arsenit war dabei
54-  bis 77-fach potenter, als die nicht methylieten Formen. Versuche an
Nachkommen von Ratten zeigten, dass mit steigender Konzentration an Arsenit die
Natrium-, Magnesium- und Calciumkonzentration im Serum abnahm, wahrend die
Kalium- und Phosphat-konzentrationen nicht signifikant beeinflusst wurden (Zhang et
al., 2000). Die zytotoxische Wirkung von Arsenit konnte in mehreren Versuchen
belegt werden. Auch in dieser Arbeit wurde nach der Inkubation mit Arsenit eher
eine zytotoxische Wirkung auf die Leydig-Zellen erkennbar, da im MTT-Test
ebenfalls ein Ruckgang der Vitalitat zu erkennen war.

In der Literatur wurde bereits ein hemmender Effekt von Quecksilberionen auf die
Enzyme der Steroidbiosynthese beschrieben (Chowdhury et al., 1985). Bei einem
Versuch mit Ratten konnte gezeigt werden, dass Quecksilberchlorid (50 — 100 pg/kg)
und Methylquecksilberchlorid (5 — 10 ug/kg) die Testosteronmenge im Blut nach 90
Tagen signifikant gesenkt hatte (Vachhrajani und Chowdhury, 1990). AufRerdem

wurde eine verminderte Anzahl an Leydig-Zellen, Tubuli seminiferi und
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Spermatogonien festgestellt. Andere Untersuchungen beschrieben eine Inhibition der
3p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Isomerase (3-HSD) von Ratten, die 0,05
mg/kg bzw. 0,1 mg/kg Quecksilberchlorid fir 90 Tage ausgesetzt worden waren
(Chowdhury et al., 1985). Weitere Versuche zeigten bei einer Quecksilberdinitrat-
konzentraion von 20 uM eine teilweise Hemmung der Aktivitat der mitochondrialen
Dehydrogenasen bei Sertoli-Zellen und ein nachfolgendes Absterben der Zellen
(Gebhardt, 2004). Bei einer Konzentraion von 48 uM kam es zur kompletten
Hemmung der mitochondrialen Dehydrogenasen.

Bei einer Studie mit CDF1-Mausen, die 70 Tage intraperitoneal 1 mg/kg
Methylquecksilber bekommen hatten, zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle eine
signifikante Abnahme der Fertilitdt (Lee und Dixon, 1975). Im Unterschied dazu
zeigten andere Autoren, dass bisher in keiner durchgefuhrten Studie an Mannern die
Beeintrachtigung der Fertilitat durch Quecksilberionen nachgewiesen werden konnte
(Lauwerys et al., 1985; Alcer et al., 1989). Eggert-Kruse et al. (1992) zeigten anhand
eines in vitro-Spermien-Zervikalmukus-Penetrationstestes, das Spermien bei einer
Konzentraion von 0,5 mM/l HgCl, nicht mehr in der Lage waren, den Zervixschleim
zu penetrieren. Mitsumori et al. (1990) beschrieben eine Atrophie der Tubuli des
Hoden in B6C3F1-Zellen von Mausen nach einer zweijahrigen Zufutterung von 10
ppm (mg/kg Futter) Methylquecksilber. Bei weiblichen Hamstern, die im ersten Zyklus
mit 3 — 4 mg Quecksilberchlorid behandelt wurden, hatten 60 % im dritten Zyklus
keine Ovulation (Lamperti und Printz, 1974). Weibliche Hamster, die wahrend eines
Menstruationszyklusses 1 mg Quecksilberchlorid bekamen, hatten erhohte FSH-
Spiegel im Vergleich zur Kontrolle (Lamperti und Niewenhuis, 1986).

Bei Versuchen mit Methylquecksilber an schwangeren Mausen konnte gezeigt
werden, dass eine Konzentration von 2 mg/kg Korpergewicht die Chromosomen
schadigte (Watanabe et al., 1982). Bei geringeren Konzentrationen (0,05 - 0,1 uM)
storte Methylquecksilber die Genexpression in vitro bei Gliomzellen (Ramanujam und
Prasad, 1979). Des Weiteren traten bei der Drosophila melanogaster nach der
Behandlung mit Methylquecksilber Non-Disjunktionen und geschlechtsgebundene
letale Mutationen auf (Magnusson und Ramel, 1986). Bei Versuchen mit polnischen
Zahnarztinnen, die metallischem Quecksilber aus Amalgamen ausgesetzt waren,
zeigte sich eine erhdhte Anzahl von Spontanaborten, angeborenen Fehlbildungen

und Menstruationsstorungen (Sikorski et al., 1987). Eine Studie von Ericson und
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Kallen (1989) mit schwedischen Zahnarztinnen wies allerdings im Gegensatz dazu
keine Veranderungen auf.

Es gibt viele Studien mit Quecksilber, die eine schadigende Wirkung auf Organismen
und Zellen nachweisen konnten. Eine bereits belegte starke toxische Wirkung hat
Quecksilber auf die Niere (Nephritis und Anurie) und das zentrale Nervensystem. In
der Niere wurden die Tubuli bei einer Konzentration von 10 mg/kg in Ratten
geschadigt, und im Gehirn degenerierten die Zellen des Cortex (Klein, 1972). Des
Weiteren wurden schwere gastrointestinale (hamorrhagische Gastritis) und
kardiovaskularen Schaden beschrieben (Stockinger, 1981). Auch bei Versuchen mit
Tieren wurden toxische Wirkungen von Quecksilberionen auf die Weibchen und
deren Nachkommen nachgewiesen. Untersuchungen bei Mannern dagegen belegten
bisher keine eindeutige Reduktion der Fertilitat. Lauwerys et al. (1985) untersuchten
die Fertilitat von belgischen Arbeitern in einer Zink-Quecksilber Fabrik. Hier wurden
ebenfalls keine schadigenden Einflisse auf die Fertilitat bei diesen Mannern
gefunden. Alcer et al. (1989) untersuchten 247 Manner, die auf einer Plantage
arbeiteten, bei der Quecksilber eingesetzt wurde. Die Quecksilberbelastung wurde
durch eine Urinuntersuchung nachgewiesen. Beim Vergleich der 247 Arbeiter mit
Quecksilberbelastung und 255 Arbeitern, die keinem Quecksilber ausgesetzt waren,
zeigte sich kein Unterschied bezuglich der Fertilitat. Auch in der vorliegenden
Promotionsarbeit hat die Inkubation von Quecksilberdinitrat bei den Leydig-Zellen
keine Reduktion der Testosteron- und Progesteronsynthese erkennen lassen.

Beim Vergleich dieser ganzen Studien mufl3 beachtet werden, dass verschiedene
Arten von Studien (Tierversuche, in vitro-Tests) vorliegen. Ein Vergleich der Studien
miteinander ist deshalb schwierig, da sich die einzelnen Ergebnisse nicht Ubertragen

lassen.

5.2 EinfluB von Estrogenen, Xenoestrogenen und Metallionen auf die
Bildung von Laktat

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss von Estrogenen, Xenoestrogenen und

Metallionen auf die Laktatproduktion von R2C-Zellen untersucht. Laktat und Pyruvat

sind Stoffe, die hormonreguliert von den Leydig- und Sertoli-Zellen bei der Glykolyse

gebildet werden. Das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH), das fur die Bildung von

Laktat verantwortlich ist, wurde ebenfalls in Spermatozoen gefunden. Es ist an der

inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert (Calvin und Tubbs, 1978).
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Shin-Shan et al. (1996) zeigten in ihren in vivo Versuchen mit Ratten, dass die
Zugabe von Laktat nach 10 Minuten zu einem Anstieg von cAMP und dadurch zu
einer vermehrten Produktion von Testosteron flhrte. LH und GnRH stiegen dagegen
erst nach 30-minutiger Infusion von Laktat an, woraus geschlossen werden kann,
dass Laktat unabhangig von dem Hypothalamus/Hypophyse- Regelkreis Testosteron
stimulieren kann. Pyruvat und Laktat gelten aul3erdem als Indikatoren fur die
Zellfunktion nach Behandlung mit toxischen Stoffen (Williams und Foster, 1988). In
der vorliegenden Arbeit fuhrte die Inkubation der R2C-Zellen mit Ethinylestradiol und
17B-Estradiol zu einem leichten Anstieg der Laktatmenge im Zellkulturiberstand
(Abb. 24 und 25). Bei den Xenoestrogenen bewirkte Daidzein zuerst einen Anstieg
von 25 % bei 10 ng/ml und sank in hohen Konzentrationen wieder ab (Abb. 26).
Bisphenol A zeigte nach drei Tagen Inkubation keine Veranderung der Laktatmenge
(Abb. 27). Bei Arsenit waren in niedrigen Konzentrationen (25 yM und 50 uM) eine
Abnahme um 20 % und 30 % (Abb. 28) zu sehen. Die Abnahme der Laktatmenge ist
hierbei auf den zytotoxischen Effekt von Arsenit in diesem Konzentrationsbereich
zuruckzufuhren. Laktat und das dazugehorige Enzym Laktatdehydrogenase (LDH)
sind sensitive biochemische Marker fur veranderte Laktat-Zell-Funktionen in vitro als
Antwort auf toxische Stoffe (Williams und Foster, 1988). Keltimlidis et al. (1989)
untersuchten 71 fruchtbare und 93 unfruchtbare Manner. Sie fanden, dass die 71
fertilen Manner das Enzym LDH zu 100 % aus den Mitochondrien der Spermatozoen
ausschuitteten. Von den 93 unfruchtbaren Mannern war bei 14 Personen mit
Azoospermie LDH nicht vorhanden, wahrend bei 79 Mannern mit
Oligoasthenospermie die LDH-Affinitat um 20,9 % reduziert war.

Anhnliche Ergebnisse zeigten die Untersuchungen mit dem im Baumwollsamen
vorkommenden Polyphenol Gossypol, das ber die Nahrung (Ol) aufgenommen
werden kann. Es konnte nachgewiesen werde, dass Gossypol die testikulare
Funktion und die Reifung der Spermatozoen stort. Es inhibierte die
Laktatdehydrogenase, welche Pyruvat in Laktat umwandelt, bei Spermatozoen von
Menschen und Tieren (Hwang et al., 1971). Williams et al. (2001) konnten zeigen,
dass eine 24-stindige Inkubation mit 1,3-Dinitrobenzo (1,2-DNB) und Mono-(2-
ethylhexyl)-phythalat (MEHP) eine signifikante dosisabhangige Steigerung der
Laktatproduktion in Sertoli-Zellen bewirkte. Die Isomere 1,2 und 1,4 DNB haben
dagegen keinen statistisch relevanten Effekt auf die Laktatproduktion im Vergleich zu

1,3 DNB. Diese Isomere wirken auch in vivo nicht toxisch auf den Testes (Backburn
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et al.,, 1988). Dagegen hatten die Stoffe Ethylenglycol Monomethyl Ether (EGME)
und Methoxyacetyl Saure (MAA) in vivo einen zytotoxischen Effekt auf die Sertoli-
Zellen (Foster et al., 1984). EGME zeigte bei in vitro Versuchen keinen Effekt auf die
Laktatmenge im Zellkulturiberstand, wahrend MAA bei hohen Konzentrationen
signifikant die Laktatproduktion senkte (Williams und Foster, 1988).

In R2C-Zellen wird die Proteinkinase und die Laktatproduktion cAMP und FSH
abhangig stimuliert (Freeman, 1987). Beide fuhren in vitro zu einer Veranderung der
Zellfunktion. FSH wird in zyklischer Form ausgeschuttet wobei zu viel oder zu wenig
FSH eine Stérung der Zellfunktion bewirkte (Wiliams et al.,, 2001). Die
Laktatproduktion in Steroide-bildenden Zellen stieg nach Zugabe von Wachstums-
hormonen an.

In der vorliegenden Arbeit nahm die Laktatkonzentration bei der Zugabe der
Estrogene und bei Daidzein leicht zu, bei Bisphenol A zeigte sich keine Veranderung
und bei Arsenit war eine Abnahme des Laktats im Zellkulturiberstand erkennbar.
Wie die bereits beschriebenen Ergebnisse zeigen, haben die Stoffe je nach
Versuchsbedingungen und Gewebe unterschiedliche Auswirkungen auf die
Laktatproduktion.

Zusammenfassend lasst sich Folgendes sagen: Chemikalien wie Bisphenol A und
zahlreiche Pestizide stehen im Zusammenhang mit den in den letzten Jahrzehnten
auftretenden Reproduktionsstorungen bei Tieren und Menschen (Colborn et al.,
1996). Zusatzlich hat die erhdhte Exposition mit den in der Natur vorkommenden
Estrogenen  (Phytoestrogenen) einen  unglnstigen  Einfluss auf die
Reproduktionsorgane des Mannes. Eine definitive Aussage ist zum jetzigen
Zeitpunkt jedoch schwer. Bei den durchgefuhrten Untersuchungen wurden die
Leydig-Zellen aus ihrem physiologischen Milieu herausgenommen, wodurch
Einflisse von Hormonen (LH, GnRH) entfallen (Sharpe 1993). Zudem waren die
Leydig-Zellen in direktem Kontakt mit den Umweltnoxen im Gegensatz zu den
physiologischen Gegebenheiten in vivo. Die Ergebnisse sind somit nicht direkt auf
die in vivo Situation Ubertragbar (Russel und Steinberger, 1989). Weitere
Forschungen, die die hormonelle Situation der Leydig-Zelle in vivo sowie in vitro
berlcksichitgen, um die Resultate miteinander vergleichen zu konnen, stehen noch
aus.

Eine weitere Zielsetzung der Arbeit war die Entwicklung eines in vitro Testsystems

zur Untersuchung von der Wirkung von hormonellen Substanzen auf die mannliche
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Fertilitit am Beispiel der Leydig-Zelle. Die R2C-Zellen in dieser Versuchsreihe
eigneten sich sehr gut. Sie erwiesen sich als robust, waren einfach in der

Handhabung und reagierten dennoch sensibel auf die zugefihrten Umweltnoxen.
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6. Zusammenfassung

Seit den letzten Jahren stehen Umweltfaktoren und deren Auswirkungen auf die
Gesundheit und Fertilitdt des Menschen immer mehr im Interesse der Forschung.
Fortpflanzungs- und Entwicklungsprozesse reagieren sehr empfindlich auf Umwelt-
chemikalien, wobei Pestizide und Industriechemikalien mit estrogener Wirkung
besonders schadigend zu wirken scheinen. Die Estrogenhypothese besagt, dass die
Ursachen fur Stérungen bei der Entwicklung der mannlichen Reproduktionsorgane
und der Spermatozoen in pranatalen Expositionen gegenuber Estrogenen und
anderen estrogen oder antiestrogen wirkenden Substanzen bestehen.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Estrogene 1783-Estradiol und Ethinylestradiol,
der Xenoestrogene Daidzein und Bisphenol A und der Metallionen Natriumarsenit
und Quecksilberdinitrat auf die Testosteron-, Progesteron- und Laktatproduktion der
R2C-Leydig-Zellen untersucht. Zudem wurde die akute Zytotoxitat im MTT-Test
bestimmt. Dabei konnte festgestellt werden, dass das endogene 17B-Estradiol und
das exogen aufgenommene Ethinylestradiol die Testosteronsynthese im nM-Bereich
inhibierten. Im hoheren Konzentrationsbereich stieg die Testosteronproduktion bis
zum 6-fachen der Kontrolle an. Dies ist einerseits auf eine stérende Kreuzreaktion
zwischen in den im RIA verwendeten Antikdrpern und den zugefuhrten Estrogenen
zuruckzufihren, andererseits aber auf eine Hemmung des Testosteronabbaus. Die
Progesteronsynthese wurde von beiden Estrogenen im nM- und pM-
Konzentrationsbereich gehemmt. Das Phytoestrogen Daidzein inhibierte die
Testosteron- und Progesteronproduktion nur im pM-Bereich. Dies lasst auf eine
Hemmung der fur die Testosteron- und Progesteronbildung zustandigen Enzyme
schlielen. Das Xenoestrogen Bisphenol A hatte keinen Einfluss auf die Testosteron-
und Progesteronmenge im Zellkulturiberstand.

Natriumarsenit, das zusammen mit Quecksilberdinitrat als Kontrolle des Testsystems
eingesetzt wurde, hemmte hoch signifikant im pM-Bereich die Testosteron- und
Progesteronsynthese. Da jedoch auch die Vitalitat der Zellen im MTT-Assay in
diesem Bereich stark abgenommen hatte, lasst sich dies eher auf eine zytotoxische
Wirkung von Arsenit zurickfuhren. Quecksilberdinitrat hatte insgesamt gesehen
keinen Einfluss auf die Testosteron- und Progesteronsynthese.

Die Laktatkonzentration hatte bei der Zugabe der Estrogene und bei Daidzein leicht

zugenommen, bei Bisphenol A zeigte sich dagegen keine Veranderung und bei
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Arsenit war eine Abnahme des Laktats im Zellkulturiberstand festzustellen. Bei der
Inkubation mit Quecksilberdinitrat waren keine signifikanten Einflusse festzustellen.
Aus den Ergebnissen lassen sich die Schlussfolgerungen ziehen, dass die Estrogene
17B-Estradiol und Ethinylestradiol, sowie das Phytoestrogen Daidzein und das
Schwermetallion Natrium-m-Arsenit einen hemmenden Einfluss auf die Testosteron-
und Progesteronsynthese ausubten, wahrend Bisphenol A und Quecksilberdinitrat
nur sehr schwache Wirkungen erkennen lieen. Im nM-Konzentrationsbereich
agierten die Estrogene mit Estrogenrezeptoren und Ubten somit einen hemmenden
Effekt auf die Testosteron- und Progesteronsynthese aus, wahrend in hohen
Konzentrationen die an der Steroidsynthese beteiligten Enzyme direkt durch
Daidzein und Arsenit inhibiert wurden.

Es wurde ebenfalls die Eignung der R2C-Zellen von Ratten als Testsystem
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sich die R2C-Zellen sehr gut fur die
Versuchsreihe eigneten: Sie haben sich als sehr robust erwiesen, waren einfach in
der Handhabung und haben dennoch sensibel auf die Zugabe von Noxen reagiert.
Die Erfassung und Beurteilung der schadlichen Einflisse von Estrogenen,
Xenoestrogenen und anderen Umweltchemikalien auf die mannliche Fertilitat stellt
eine besondere Herausforderung dar. Gesicherte Erkenntnisse liegen nur fur wenige
Noxen, auf Grund der begrenzten Ubertragbarkeit von Studien an Tieren auf den
Menschen, vor. Weitere Forschungen sind unerlasslich, um potentielle

Reproduktionstoxine frihzeitig erfassen zu kénnen.
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	1. Einleitung
	Zahlreiche Untersuchungen geben Anlass zu der Vermutung, dass eine  zunehmende Störung der Entwicklung und Funktion der männlichen Repro-duktionsorgane und der Spermatogenese in den letzten Jahrzehnten stattgefunden hat. Studien haben ergeben, dass die Spermienzahl abgenommen hat und Hodenkrebs, Kryptorchismus und Hypospadie vermehrt aufgetreten sind (Seibert, 1996). Eine Studie von Moller (2001) beschreibt einen Anstieg des Hodenkrebses von 2,6 % pro Jahr, während Prostatakrebs um 1,6 % pro Jahr angestiegen ist. Im Alter von 32 Jahren steigt die Inzidenz von Hodenkrebs rapide auf 30 von 100 000 Personen an, während  bei Prostatakrebs die höchste Inzidenz ab einem Alter von 82 Jahren vorzuweisen ist (Moller, 2001). Eine Studie von Carlsen et al. (1992) gab Anlass zu heftigen Diskussionen. Er behauptete, dass sich innerhalb weniger Jahrzehnte die Spermienzahl von 113 auf 66 Mio/ml reduziert hätte. Eine Reihe neuerer Untersuchungen wie zum Beispiel in den USA widerlegten diese Angaben, da in Seattle und Umgebung die Spermienkonzentration in den letzten 21 Jahren konstant geblieben ist (Paulsen et al., 1996). In Finnland (Suominen und Vierula, 1993) und Toulouse (Bujan et al., 1996) konnte ebenfalls keine Abnahme der Spermiendichte in den letzten 20 Jahren festgestellt werden. Aitken und Sawyer (2003) beschrieben ebenfalls eine Abnahme der Spermienqualität und Fertilität. Sie vermuten die Ursache dafür in einem vermehrten oxidativen Streß, der durch den Einfluß von Umweltnoxen, die vermehrt freie Radikale freisetzten, induziert würde. Durch ein Übermaß an freien Radikalen und zu wenig neutralisierenden Antioxidantien, wird die Spermiogenese gestört (Aitken und Sawyer, 2003). Dieser vermehrte oxidative Streß führt zur Ablösung von Spermatozyten vom Keimepithel, zu DNA Schäden und dem damit verbundenen Verlust der Zellfunktion. 
	Aus den sehr unterschiedlichen Studien wird deutlich, dass die Befunde über die Spermienproduktion sehr variieren. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass es sich hierbei eher um ein regionales  und nicht um ein globales Problem zu handeln scheint. Dagegen gilt die Zunahme des Hodenkrebses in den letzten Jahren als gesichert, da in mehreren Ländern mit Krebsregister ein Anstieg der Fälle mit Hodenkrebs festgestellt worden ist. Die Zunahme von Kryptorchismus und Hypospadie ist wiederum schwieriger zu beurteilen und wird deshalb ebenfalls kritischer betrachtet (Weybridge, 1996).
	Der Hoden ist der Bildungsort von Spermatozoen und der für die Entwicklung des Mannes notwendigen Steroidhormone (Androgene). Die Ausreifung und Speicherung der Spermatozoen erfolgt im Nebenhoden. Unter dem Begriff Spermatogenese versteht man alle Prozesse, die zur Bildung der Gameten beitragen. Die Steroidogenese umfaßt dagegen alle Reaktionen zur Bildung der Steroidhormone.
	Abb. 2:    Hormonelle Steuerung der Hodenfunktion und Wirkung der Androgene
	Abb. 3: Steroidbiosynthese in den Leydig-Zellen des Hodens

	Mit der Stammlösung wurde eine Verdünnungsreihe angelegt
	3.2 Bestimmung der Zellvitalität mittels MTT-Assay

	 125J-markiertes Progesteron
	Durchführung:
	3.6   Testosteronbestimmung mittels Radioimmuno-Assay
	Durchführung:


	3.7   Laktatbestimmung

	Laktat hatte sich in in vitro Versuchen als ein guter Marker für veränderte Zellfunktionen nach Schadstoff-Exposition erwiesen. Eine Störung der Mitochondrienfunktion oder eine gesteigerte Glykolyse führt zur vermehrten Produktion von Laktat.

	4.    Ergebnisse
	Abb. 4: Einfluss einer dreitägigen Exposition von Ethinylestradiol auf die Vitalität von R2C-Leydig-Zellen. Die Werte sind dargestellt als Mittelwert ( Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur als 100 % festgelegten unbehandelten Kontrolle.
	Abb. 9: Einfluss einer dreitägigen Exposition mit Quecksilberionen auf die Vitalität von R2C-Leydig-Zellen.Die abgebildeten Werte sind dargestellt als Mittelwert ( Standardabweichung (n = 8) im Vergleich zur als 100 %  festgelegten unbehandelten Kontrolle. (**) und (*) zeigen die signifikanten Unterschiede (p (  0.01) und (p ( 0.05) zur unbehandelten Kontrolle. 
	Tab. 1: Kreuzreaktivität von 17β-Estradiol mit den Testosteron-Antikörpern



	Tab. 2: Testosteronmenge nach drei Tagen Inkubation von 17β-Estradiol mit R2C-Zellen
	Tab. 3: Kreuzreaktivität von Ethinylestradiol mit den Testosteronantikörpern
	Abb. 19: Progesteronproduktion der R2C-Leydig-Zellen nach dreitägiger Exposition mit 17β-Estradiol
	4.4.1  Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit Ethinylestradiol  
	4.4.2   Laktatproduktion der Leydig-Zellen nach Inkubation mit 17(-Estradiol

	Die Exposition mit Daidzein in Abbildung 26 bewirkte konzentrationsabhängig zunächst einen nicht signifikanten Anstieg der Laktatproduktion bis zu 25 % bei       10 ng/ml (39 nM) und sank dann bei 1000 ng/ml (3,9 µM) und 10.000 ng/ml (39 µM) um 10 % bzw. 20 % ab (Abb. 26).

	Beim Vergleich dieser ganzen Studien muß beachtet werden, dass verschiedene Arten von Studien (Tierversuche, in vitro-Tests) vorliegen. Ein Vergleich der Studien miteinander ist deshalb schwierig, da sich die einzelnen Ergebnisse nicht übertragen lassen.
	5.2 Einfluß von Estrogenen, Xenoestrogenen und Metallionen auf  die Bildung von Laktat
	7.  Literaturverzeichnis

