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Entwicklung und praktische Erprobung eines einfachen Screening-Systems fir
estrogenartig wirkende Umweltchemikalien

W. Kdérner, W. Schuller*, H. Hagenmaier, V. Hanf*
Institut fir Organische Chemie, Universitat Tubingen * Universitats-Frauenklinik Ulm

Zusammenfassung

Im Rahmen dieses Projektes konnte ein einfach durchzufuhrendes Screening-System zum quantitativen
Nachweis estrogenartiger Wirkungen von Einzelstoffen und Umweltproben erfolgreich etabliert werden.
Es beruht auf der Proliferationsmessung estrogenrezeptor(ER)-positiver menschlicher MCF-7-
Brustkrebszellen im Vergleich zu Kontrollen mit und ohne 173-Estradiol (E2). Bei einer Nachweisgrenze
fir E2 von 1 pmol/L (0,27 ng/L) und einer ECs, von 4 - 9 pmol/L gibt es derzeit kein empfindlicheres
routinemafig einsetzbares Testsystem. Gegentiber der Originalmethode von A. Soto (,,E-Screen*-Assay)
wurden wesentliche Standardisierungen und Vereinfachungen eingefiihrt; so gelang z.B. die
Miniaturisierung des Tests (Durchfihrung in 96-Well-Mikrotiterplatten). Dariiberhinaus konnten weitere
Veranderungen eingefiihrt werden, welche das Anwendungsgebiet und die Aussagekraft des Testsystems
wesentlich erweitern:

So konnte gezeigt werden, daR die ER-positive humane Zellinie EFM-19 trotz langsameren Wachstums
&hnlich empfindlich auf E2 reagiert wie die MCF-7-Zellinie und ebenfalls als Screening-System
eingesetzt werden kann, wenn die Inkubationszeit auf zehn Tage verldngert wird. Nicht nur der
Aufklarung des Rezeptor-abhéngigen Wirkmechanismus sondern auch der Erhéhung der Spezifitdt im
modifizierten E-Screen-Test dient der erstmals eingefiihrte routinemaRige EinschluR der Ko-Inkubation
einer wirksamen Konzentration der Testsubstanz bzw. Umweltprobe zusammen mit einem ER-
Antagonisten (5 pM Tamoxifen, 5 nM ICI 182.780). Diese Ko-Inkubation sollte zu einer kompletten
Hemmung der induzierten Zellproliferation fihren. Bei allen in unserem E-Screen-Assay estrogenartig
wirkenden Einzelsubstanzen oder Extrakten von Umweltproben gelang durch Zugabe eines der beiden
Antiestrogene die vollstandige Hemmung der induzierten Zellproliferation. Die erstmalige Testung von
phenolischen Stoffen mit struktureller Ahnlichkeit zu bekannten Xenoestrogenen ergab fiir einige
Industriechemikalien (Tetrabrombisphenol-A, 4-Chlor-3-methylphenol, 4-Chlor-2-methylphenol, 2,4-
Dibromphenol) eine schwache estrogenartige Wirkung.

Zur quantitativen Auswertung wird die estrogene Potenz einer Einzelsubstanz relativ zur Positivkontrolle
E2 durch Vergleich der halbmaximal wirksamen Konzentrationen (ECsy) bestimmt. Diese relative
estrogene Potenz wird als ,,17B-Estradiol-Aquivalenzfaktor (EEF) bezeichnet. Experimente mit zwei
definierten Gemischen von jeweils drei Xenoestrogenen bestétigten das rechnerisch erwartete additive
Verhalten der estrogenen Wirkung der Einzelstoffe. Somit l&4Rt sich das Konzept der EEF auf
Umweltproben tbertragen und, in Analogie zur Handhabung der Toxizitatsaquivalenzfaktoren (TEF) bei
den Ah-Rezeptor-Liganden, der Gesamtgehalt an estrogenartig wirkenden Stoffen als ,,173-Estradiol-
Aquivalentkonzentration“ (EEQ) ausdriicken. Extrakte von Umweltproben werden mit 50 pl des schwer
flichtigen DMSO versetzt und das Losungsmittel vollstandig entfernt. Um zytotoxische Effekte des
DMSO zu vermeiden, muRR mit steroidfreiem Kulturmedium auf 50 ml (1:1000) verdiinnt werden. Bei
einer Wasserprobe von 1 L resultiert somit ein Anreicherungsfaktor von 20; die Nachweisgrenze des E-
Screen liegt somit bei 0,014 ng EEQ/L.

Mit dem E-Screen-Test wurden in Abldufen von zwei kommunalen Klaranlagen aus dem Grofdraum
Stuttgart bei nahezu gleich starker Induktion der Zellproliferation wie 17p-Estradiol estrogene
Gesamtaktivitaten von 1 bis 18 ng EEQ/L gefunden. Im Wasser der Korsch, die mehreren Kléranlagen
als Vorfluter dient und deren Wasser im Mittel zu etwa 1/3 aus geklartem Abwasser besteht, wurden
&hnlich hohe estrogene Aktivitditen von 1 - 10 ng EEQ /L bestimmt. In einem nicht durch
Kléranlagenabldufe belasteten Kontrollgewésser aus der gleichen Region wurde dagegen keine
etsrogenartige Wirkung gemessen. Aus einem Sedimentkern des Bodensees zeigten die Aceton/Hexan-



Extrakte von allen drei getesteten Schichten aus den Zeitrdumen 1985-90, 1945-55 und 1900-15 eine
dhnliche estrogene Aktivitdt: der Proliferationseffekt relativ. zu E2 betrug bei einer
Sedimentkonzentration von 40 g/L Kulturmedium 35 - 40 % (partieller Agonismus). Fur die alteste
Schicht kann die Wirkung nur durch die Présenz von Naturstoffen erklart werden, die im anaeroben
Milieu des Sedimentes stabil sein kénnen.

Insgesamt hat sich der von uns standardisierte und vereinfachte E-Sreen-Assay als empfindliches und
reproduzierbar einsetzbares System zur quantitativen Messung estrogener und anti-estrogener Aktivitét
von Einzelsubstanzen und Umweltproben bewahrt. Anwendungsmaglichkeiten sehen wir in der Umwelt-
tberwachung, der Chemikalientestung sowie in der biomedizinischen Forschung.

Development and practical application of a simple screening system for estrogenic
xenobiotics

W. Kdérner, W. Schuller, H. Hagenmaier, V. Hanf

Summary

The proliferative response of ER-positive human MCF-7 breast cancer cells in relation to controls with
and without 17(3-estradiol (E2) was successfully established as a simple screening system for the
quantitative determination of estrogenic activity of chemicals and environmental samples. With a
detection limit for E2 of 1 pmol/L (0.27 ng/L) and a ECs, of 4 - 9 pmol/L there is presently no other
screening system being more sensitive in routine testing. Compared to the original method developed by
A. Soto (“E-Screen” assay), several substantial modifications and standardizations were introduced; e.g.
a practicable miniaturization of the assay (performance in 96-well plates) was achieved. Further
substantial alterations in the methodology were developed that allowed a significant broadening of
possible applications or scientific questions to be answered:

It could be shown that the ER-positive human mammary carcinoma cell line EFM-19 that grows much
more slowly than the MCF-7 line could be used in the adapted assay showing similar sensitivity to E2 by
extension of the incubation time to ten days. In order to elucidate the mode of action of test compounds
under investigation and to increase the specifity of the E-screen assay, one proliferatively active
concentration of any given test compound or environmental sample is now tested together with an ER
antagonist (5 uM tamoxifen, 5 nM ICI 182,780). This co-incubation with the antiestrogen should cause a
complete inhibition of the proliferative response if an ER-mediated effect is suspected. For all chemical
substances and extracts of environmental samples showing estrogenic activity in our E-screen assay, the
induced cell proliferation could be completely abolished by the addition of one of the two antiestrogens.
The screening of phenolic substances with structural similarity to known xenoestrogens revealed a weak
estrogenic activity for some industrial chemicals like tetrabromobisphenol A, 4-chloro-3-methylphenaol,
4-chloro-2-methylphenol, and 2,4-dibromophenol.

The estrogenic potency of a test compound relative to the positive control E2 is determined quantitatively
by comparison of the concentrations at which a half-maximal effect is achieved (ECs). This relative
estrogenic potency is referred to as “17p-estradiol equivalency factor* (EEF). Experiments with two
defined mixtures of three xenoestrogens confirmed the predicted additive behaviour of the estrogenic
activity of the single compounds. Thus, the EEF concept, which is in analogy to the TEF-concept
commonly used for Ah-receptor agonists, can be applied for environmental samples. The total estrogenic
activity can be expressed as “173-estradiol equivalent concentration” (EEQ). For environmental samples,
each extract was mixed with 50 pl DMSO and the remaining solvent was evaporated completely. In order
to avoid cytotoxic effects of DMSO, the extracts must be diluted to 50 ml (1:1000) with steroid-free
culture medium. This procedure results in a concentration factor of 20 for a sample volume of 1 L and a
detection limit of the E-screen assay of 0.014 ng EEQ/L.

During the course of this project we successfully applied the E-screen test for the determination of total
estrogenic activity in samples from the aquatic environment: in effluents from two municipal sewage
plants in the region of Stuttgart total estogenic activities were found between 1 and 18 ng EEQ/L and
proliferative effects were nearly as high as that of 173-estradiol (complete agonism). Similar estrogenic
activities between 1 and 10 ng EEQ/L were detected in water from the small stream “Kd&rsch* which
receives the effluents from several municipal sewage plants. On average, about one third of the Kérsch
water consists of effluents. In contrast, no estrogenic activity was found in the water of a non-polluted



control brook located in the same region. The acetone/hexane extracts of three tested layers of a sediment
core from the Lake Constance, representing the periods 1985-90, 1945-55, and 1900-15, showed each a
comparable estrogenic activity: the proliferative effect relative to E2 was 35 - 40 % at a sediment
concentration of 40 g/L medium (partial agonism). For the oldest layer, the estrogenic activity can only
be explained by the presence of natural compounds, which may be persistent in the anaerobic milieu of
the sediment.

In summary, the modified and standardized E-Screen assay proved an extremely sensitive and
reproducibly quantitative instrument for the detection of estrogenic and anti-estrogenic activity of
defined chemicals and environmental samples. We see possible applications in environmental
monitoring, testing of chemicals (e.g. before commercial introduction) as well as biomedical basic and
applied research.

|  Einleitung

In jingster Zeit hat in Europa die unerwartete Entdeckung einer estrogenartigen Wirkung bei ver-
schiedenen nichtsteroidalen Chemikalien und die damit verbundene mogliche Geféhrdung der
Fortpflanzung von Mensch und Tierwelt einen breiten Raum in der wissenschaftlichen und allge-
meinen Offentlichen Diskussion eingenommen. In den USA, wo bereits 1979 und 1985 wissen-
schaftliche Symposien zum Thema ,,Estrogens in the Environment® stattfanden, wurde von der
Environmental Protection Agency (EPA) fir ,,Fremdstoffe, die mit der Produktion, Freisetzung,
Transport, Metabolismus, Bindung, Wirkung oder Ausscheidung von natirlichen Hormonen,
welche im Organismus die Homdostase und die Regulation der Entwicklungsprozesse aufrecht-
erhalten, interferieren** der zusammenfassende Begriff “endokrine Disruptoren” (endocrine
disruptors oder endocrine disrupting chemicals) eingefuhrt (Kavlock et al. 1996).

Von einer direkten hormonartigen Wirkung einer Substanz spricht man, wenn diese mit dem
entsprechenden endogenen Hormonrezeptor in Wechselwirkung tritt und

a) nach Aktivierung des Rezeptors die Wirkung des endogenen Hormons in den Zellen der Ziel-
gewebe simuliert (agonistische Wirkung), oder

b) durch die Blockade des Rezeptors eine Bindung des Hormons verhindert und folglich antago-
nistisch wirkt.

Bei Wildpopulationen von verschiedenen Wirbeltieren (Fischen, Reptilien und Végel), die nach-
weislich erhéhten Konzentrationen von persistenten Organohalogenverbindungen ausgesetzt wa-
ren, wurden vor allem in jlngster Zeit Reproduktionsstérungen und Mif3bildungen an Genitalien,
z.B. Verweiblichung oder Zwitterbildung der Ménnchen, Verringerung der Fruchtbarkeit oder
Anderung des Sexualverhaltens beobachtet (Colborn et al. 1993). Teilweise war eine eindeutige
Zuordnung der beobachteten Effekte zu bestimmten estrogen- und z.T. antiandrogenartig wirken-
den Stoffen moglich. Bereits Anfang der 80er Jahre konnten Fry und Toone (1981) zeigen, dal}
die Exposition von Seemoéwenembryonen gegenuber DDT und dessen Metabolite zu histologisch
nachweisbaren Anzeichen der Feminisierung fuhrt. Die im Gebiet der GroRen Seen der USA be-
obachtete und gut dokumentierte Erhohung von Embryonensterblichkeit und MiBbildungen bei
fischfressenden Wasservogeln wurde in einen klaren Zusammenhang mit der dort stark erhohten
PCB-Exposition gebracht (Gilbertson et al. 1991).



Ein bekanntes und gut untersuchtes Beispiel ist der Lake Apopka in Florida, der seit einem
Unfall im Jahre 1980 durch DDT, DDE und andere Organochlorinsektizide kontaminiert ist.
Bereits wenige Jahre spater wurde - im Gegensatz zu anderen Seen in der Nahe - eine Abnahme
der dortigen Alligatorpopulation dokumentiert. In den letzten Jahren wurden dort bei jungen
mannlichen Alligatoren verringerte Testosteronplasmaspiegel, verkiimmerte Penisse und
Zwitterbildung festgestellt (Guillette et al. 1994). In England (Purdom et al. 1994; Harries et al.
1996) und den USA (Folmar et al. 1996) wurde in mannlichen Forellen und Karpfen im
AbfluBbereich von Klaranlagen eine Induktion der estrogenabhéngigen Synthese des
Glykoproteins Vitellogenin festgestellt. Als eine wesentliche Ursache konnte 4-Nonylphenol
identifizert werden.

Ob estrogenartig wirkende Chemikalien in der Umwelt auch ein Risiko fir die menschliche Ge-
sundheit darstellen, wird nach wie kontrovers diskutiert. Im Mittelpunkt der Diskussion stehen
die hohe Inzidenz und der stetige Inzidenzanstieg des Mammakarzinoms in westlichen und
ostlichen Industrielandern, der in den USA seit 1940 im Schnitt 1,2 %/Jahr betrug (Harris et al.
1992). Nur etwa 30 - 50 % der Brustkrebserkrankungen koénnen mit den bekannten
Risikofaktoren erkléart werden. Wahrend in den USA zwischen 1975 und 1985 die Inzidenz der
estrogenrezeptor(ER)-positiven Brustkrebserkrankungen um 131 % stieg, erhéhte sich die Rate
der ER-negativen Falle nur um 22 - 27 % (Glass & Hover 1990). Genetische Faktoren sind nach
heutiger Erkenntnis nur fiir ca. 5 % aller Mammatumore verantwortlich. Davis et al. stellten 1993
die Hypothese auf, dal} ein betrachtlicher Anteil der Brustkrebsfalle mit der Exposition
gegenuber persistenten, estrogendhnlich wirkenden Chemikalien zusammenhangt, die in den
letzten Jahrzehnten z.T. in groBen Mengen in die Umwelt eingetragen wurden. Auch wenn bis
jetzt schlussige Beweise fur diese Hypothese fehlen, so deuten fiur o,p’-DDE, R-HCH und
Dieldrin, deren estrogene Wirkung in vivo nachgewiesen wurde, epidemiologische Hinweise,
wenn auch nicht unwidersprochen, auf einen solchen Zusammenhang hin (Mussalo-Rauhamaa et
al. 1990; Falck et al. 1992; Wolff et al. 1993; Flesch-Janys et al. 1993; Dewailly et al. 1994;
Guttes et al. 1998; Hoyer et al. 1998). Einige neuere Arbeiten konnten jedoch keinen
Zusammenhang zwischen den Serumkonzentrationen von Gesamt-DDE und dem
Brustkrebsrisiko finden (Krieger et al. 1994; Hunter et al. 1997; Lopez-Carrilo et al. 1997).
Allerdings erscheint die Reduktion dieser drei Untersuchungen auf eine einzige estrogen
wirksame Substanz in diesem Zusammenhang sehr fragwiirdig, da die Gesamtzahl der Stoffe mit
bereits bekannter oder wahrscheinlicher estrogenartiger Wirkung erheblich groRer ist.

Il Aufgabenstellung und Zielsetzung



Das erste Ziel des vorliegenden Forschungsprojektes war die Etablierung, Optimierung und Vali-
dierung eines moglichst einfachen in vitro-Testsystems, mit dem die estrogenartige Wirkung so-
wohl von verschiedenen nicht-steroidalen Chemikalien als auch von naturlichen Estrogenen
quantitativ und zuverlassig, d.h. spezifisch, bestimmt werden kann. Da die estrogene Potenz der
bisher bekannten anthropogenen Chemikalien mit estrogenartiger Wirkung in verschiedenen in
vitro- und in vivo-Testsystemen im Vergleich zum natlrlichen 17(R-Estradiol vier bis sechs
GroRenordnungen niedriger liegt, muB ein geeignetes Testsystem sehr empfindlich sein, um die
Wirkung solch schwach wirksamer Xenoestrogene vollstandig erfassen zu kénnen.

Das zweite wesentliche Ziel des Forschungsvorhabens war die praktische Anwendung des fir
Einzelsubstanzen und definierte Stoffgemische etablierten Test-Systems zum Screening von Ex-
trakten verschiedener Umweltmatrices auf estrogenartig wirkende Substanzen. Besondere Be-
ricksichtigung sollten dabei Kléranlagenabldufe und Oberflachengewésser finden, die
wahrscheinlich die Haupteintragspfade flr estrogene Stoffe in die Umwelt darstellen. Bei
Nachweis einer estrogenartigen Aktivitét in einem Extrakt sollten nach Mdglichkeit mit Hilfe der
chemischen Spurenanalytik (GC/MS) die wirksamen Substanzen identifiziert und quantifiziert
werden.

Die in der Literatur beschriebenen Testsysteme wurden bisher nicht in der praktischen Um-
weltanalytik erprobt. Das Screening von Umweltproben erfordert vom angewandten Testsystem
neben einer guten Empfindlichkeit insbesondere eine hohe Robustheit, da in den Extrakten eine
Vielzahl von unterschiedlichsten Substanzen vorliegen, die z.B. durch Zytotoxizitat die Funk-
tionsfahigkeit des Assays beeintrachtigen kénnten.

11 Voraussetzungen flr die Durchfihrung des VVorhabens

1 Personal

Projektleitung:
Prof. Dr. Hanspaul Hagenmaier, Institut fir Organische Chemie , Universitat Tlbingen
PD Dr. Volker Hanf, Universitats-Frauenklinik Ulm

Wissenschaftliche Durchfiihrung:
Dr. rer. nat. Wolfgang Koérner, Dipl.-Biol. Winfried Schuller

Weitere Mitwirkende:
Silke Poppinga (cand. med.)
Dr. Manfred Zwirner, Universitats-Frauenklinik Tibingen, Hormonlabor
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Der fiir den 1.4.1995 mdgliche Beginn des Projektes mufte auf den 15.9.1995 verschoben wer-
den, da Dr. W. Kdérner nach seiner Promotion, unterstiitzt durch ein Stipendium des Umweltbun-
desamtes, am einjahrigen internationalen Postgraduierten-Kurs ,,Environmental Science and
Technology* am IHE in Delft, Niederlande, bis zum 10.9.1995 teilnehmen konnte.
Verschiedenste wahrend dieser Fortbildung gesammelten Kenntnisse und Erfahrungen waren fur
die Durchfuhrung des vorliegenden Forschungsvorhabens direkt und indirekt sehr wertvoll.
Beispielhaft genannt seien hier eine zweimonatige Forschungstétigkeit zu Metabolismus und
Zytotoxizitdt von  Zytostatika sowie  Kenntnisse  Uber  Trinkwasseraufbereitung,
Abwasserreinigung, aquatische und terrestrische Okosysteme.

Die im Rahmen des Projektes bewilligte MTA/BTA-Stelle konnte trotz intensiver Suche erst
zum 1.1.1996 mit Dipl.-Biol. W. Schuller besetzt werden.

Am 1.3.1996 wechselte PD Dr. V. Hanf von der Universitats-Frauenklinik Tubingen zur Univer-
sitats-Frauenklinik Ulm, um dort eine Oberarzt-Stelle anzutreten. Alle Laborarbeiten im Rahmen
des Projektes wurden aber wie bisher in Tibingen weitergefiihrt. Neben téglichen Telefonaten
und Online-Netzanbindung kam PD Dr. Hanf regelmaRig zu Arbeitsbesprechungen nach
Tubingen.

Vom 1.2.1996 bis 31.7.1997 flhrte cand. med. Frau S. Poppinga unter Betreuung von PD Dr.
Hanf im Rahmen des Forschungsvorhabens die experimentellen Arbeiten fiir ihre Promotion
durch.

2  Raumliche und materielle Ausstattung

Die fur die Durchfuhrung des gewéhlten Screening-Systems erforderlichen kontinuierlichen Zell-
kulturarbeiten mit humanen Zellinien wurden zun&chst in einem Labor der Universitéts-
Frauenklinik Tubingen durchgefihrt (PD Dr. V. Hanf war bis 28.2.1996 dort tatig). Aufgrund
des wachsenden Platzbedarfs unserer Arbeitsgruppe wurde bei der Verwaltung der Universitat
ein  Antrag auf Nutzung eines Laborraumes im Medizinisch-Naturwissenschaftlichen
Forschungszentrum (MNF) der Universitat Tibingen gestellt. Die Laborrdume in diesem
Gebdaude werden flr eine begrenzte Zeit Arbeitsgruppen verschiedener Fakultaten zur Verfligung
gestellt, die aufgrund von Drittmittelprojekten Raumbedarf haben, der in den jeweiligen
Institutsrdumen nicht gedeckt werden kann. Ab 1.2.1996 stand dort (fir zwei Jahre) ein 30 m?-
Labor zur Durchfuhrung der Zellkulturarbeiten zur Verfligung. Die notwendige apparative
Ausstattung war teilweise vorhanden, zum anderen Teil konnte sie aus den Projektmitteln
(Sterilbank mit Zubehor) beschafft werden. Da aufgrund der 1995 gednderten Forderrichtlinien
des Landes Investitionsglter nur noch anteilig fiir den Projektzeitraum bezahlt werden, muRte
das beantragte und bewilligte, dringend bendtigte Mikroplatten-Photometer im Wert von (ber
12.000 DM letztlich aus eigenen Mitteln finanziert werden.
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IV Wissenschaftlicher Kenntnisstand, an den angekntipft
wurde

1 Struktur und Funktion des Estrogenrezeptors

Estrogene beeinflussen im Organismus zahlreiche Wachstums- und Entwicklungsvorgange. Sie
wirken durch die Bindung an den intrazelluldren nukleédren Estrogenrezeptor (ER), der zur kon-
servierten Familie der Steroid- und Thyroidhormonrezeptoren gehort. Der humane ER alpha ist
ein nukledres 66 kDa-Protein mit 595 Aminoséauren, das als hormonaktivierter Transkriptions-
faktor fungiert (Abb 1). Steroid- und Thyroidhormonrezeptoren kommen im gesamten Reich der
Wirbeltiere vor. Die DNA-bindende Region (C-Region) des Estrogenrezeptors ist bei den ver-
schiedenen Arten hoch konserviert, wahrend die Lange der N-terminalen Region (A/B-Region)
relativ variabel ist. Die aus 39 AS aufgebaute D-Region des Rezeptors, die sich der C-Region
anschlieft, dient nur als Scharnier zwischen der A/B- und der E-Region und hat fur die Funktion
des Rezeptors keine Bedeutung (Kumar et al. 1987).

Aminosauren
1 180 263 302 595

A/B-Region @ E-Region

TAF-1 TAF-2
—> variabel «——  hsp 90 —* Ligandenbindungsstelle <—
(hydrophil) (hydrophob)

Dimerisierungsfunktion

Abb. 1: Schematische Darstellung der Sequenz des humanen Estrogenrezeptors alpha.

Die Aktivierung des Estrogenrezeptors ist nach heutigem Kenntnisstand eine Folge der durch die
Ligandenbindung induzierten Anderungen in der Struktur des Rezeptors (Kumar & Chambon
1988; Tsai et al. 1988). Freies, extrazellulares 17R-Estradiol Gberwindet aufgrund seiner Lipophi-
lie leicht die Zell- und Kernmembran und fuhrt nach Bindung an den ER und Abspaltung des
assoziierten 90 kDa Hitzeschock-Proteins (hsp 90) zur Dimerisierung des Rezeptors. Dieser akti-
vierte Ligand-Rezeptor-Komplex bindet mit hoher Affinitat an eine gut definierte DNA-Sequenz
von 13 Basenpaaren, das estrogenresponsive Element (ERE) (Evans 1988; Kumar and Chambon
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1988; Beato et al. 1995). Die enhancerahnlichen ERE-Sequenzen sind nahe bei oder innerhalb
von estrogenabhéngigen Genen lokalisiert (Beato 1991). Nach Bindung an das ERE aktiviert der
ER die Transkription der entsprechenden Gene, was nach noch nicht geklarten Mechanismen zur
Stimulation der Zellproliferation fiihrt (Dubik and Shiu 1988; Weisz and Bresciani 1988). Ein
direkter Zusammenhang von ER-vermittelter Gentranskription und estradiolvermittelter
Zellproliferation wird durch in vivo- und in vitro-Studien mit Antiestrogenen nahegelegt
(DeFriend et al. 1994). Antiestrogene unterdriicken die Expression von estrogen-regulierten
Genen und reduzieren die Proliferation von ER-positiven Brustzellen, wéhrend 17(3-Estradiol ein
Mitogen fir das Brustepithel ist (Dubik and Shiu 1988; Weisz and Bresciani 1988; DeFriend et
al. 1994).

Versuche mit Deletionsmutanten haben gezeigt, daR fiir eine maximale Stimulierung der Gen-
transkription alle 595 AS des ER notwendig sind. Das ERE wird vom Rezeptor auch dann
erkannt, wenn die E-Region oder ein Teil von dieser fehlt. Der Grund hierfir ist in den zwei
unterschiedlichen transkriptionsaktivierenden Funktionsdoménen (TAF = transcriptional activa-
tion function) des ER zu sehen.

Nach Parker (1993) liegt die TAF-1-Domane im N-terminalen Ende des Rezeptors. Diese trans-
kriptionsaktivierende Domane ist estrogenunabhangig. TAF-2 liegt in der hormonbindenden
Doméne und ist nur in Anwesenheit von Estrogenen aktiv (Webster et al. 1988). Beide transkrip-
tionsaktivierenden Doménen kdnnen unabhangig voneinander aktiv sein (z.B. wenn eine der bei-
den durch eine Mutation zerstért wurde). Beim intakten Rezeptor kdnnen sie, je nach Ligand,
gemeinsam aktiv sein und in ihrer Wirkung synergistisch wirken (Danielian et al. 1992). Bei
Ausschaltung von TAF-1 (Deletionsmutanten) hat TAF-2 eine Wirksamkeit, die 20 - 100%
gegenuber der Transkriptionsaktivitat des gesamten, intakten Rezeptors betragt (Berry et al.
1990).

Der genaue Mechanismus der Transkriptionsaktivierung ist nicht bekannt. Vermutlich steigern
beide TAF-Domanen unabhangig voneinander durch Verstarkung der Polymerase I1-Aktivitat die
RNA-Synthese (Parker 1993). Die TAF-1 und TAF-2 Aktivitaten kdnnen je nach untersuchtem
Promoter und in Abhéngigkeit der untersuchten Zellen variieren. In den Fibroblasten der Hih-
nerembryonen ist die TAF-1 viel wirksamer als in den Hela-Zellen (Tora et al. 1989). Im Gegen-
satz zu TAF-1 hat TAF-2 in Hefezellen nur eine sehr geringe transkriptionelle Aktivitat (Berry et
al. 1990).

2  Estrogenrezeptor-Antagonisten

Kompetitive Antagonisten sind in gleicher Weise wie Agonisten in der Lage, sich an Rezeptoren
anzulagern, bewirken allerdings nicht die fiir die Aktivierung notwendige Anderung der Rezep-
torkonformation. ER-Antagonisten konnen somit in MCF-7-Zellen keinen proliferierenden
Effekt auslosen. Da Agonist und kompetitiver Antagonist um die Bindung an den Rezeptor kon-
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kurrieren, kann jeweils durch die Erhéhung der Konzentration des einen Stoffes der andere vom
Rezeptor verdrangt werden.

Tamoxifen ist das zur Behandlung von ER-positiven Brusttumoren am meisten eingesetzte
Antiestrogen. Die Klinisch relevante Konzentration betragt 1 uM (Gelmann 1996). Es wird in der
Leber zu 4-Hydroxytamoxifen umgewandelt, welches eine noch hdhere Affinitdt zum ER besitzt
(Jordan et al. 1977). Tamoxifen bewirkt zwar die Bindung des aktivierten ER an das ERE in der
DNA, es erfolgt jedoch keine Transkriptionsaktivierung (Jordan & Murphy 1990). Tamoxifen
bindet am C-terminalen Ende des ER, wo sich die TAF-2 befindet und auch die Bindungsstelle
fur 17B-Estradiol befindet; somit ist Tamoxifen ein kompetitiver ER-Antagonist (Stover et al.
1987). Tamoxifen und eine Anzahl anderer Antiestrogene wirken in den MCF-7-Zellen auch
partiell agonistisch (Berthois et al. 1994). Die hierfiir wirksamen Konzentrationen liegen zwei bis
vier Zehnerpotenzen niedriger als die antagonistisch wirkenden Konzentrationen.

Die 17B-Estradiolderivate 1CI 182.780 und ICI 164.384 sind reine Antiestrogene, welche nur
antagonistisch wirken. Sie verhindern eine Dimerisierung des ER. Zusétzlich wird die
Halbwertszeit des Rezeptors herabgesetzt. Der ER kann nach Abspaltung des 90 kDa
Hitzeschockproteins (= Aktivierung des ER) nicht an das Chromatin binden. Vermutlich
bewirken ICI 182.780 und ICI 164.384, dalR der Rezeptor anschlieBend von Lysosomen
aufgenommen wird (Dauvois et al. 1992).

3  Xenoestrogene

Trotz der Intensitat und Kontroverse der gegenwartigen Diskussion handelt es sich bei der estro-
genen Wirkung nichtsteroidaler Chemikalien keineswegs um ein neues Phdnomen. Bereits 1933
entdeckten Cook et al. durch die Verhornung des Vaginalepithels bei ovarektomierten Ratten die
estrogene Wirkung von 1-Keto-1,2,3,4-tetrahydrophenanthren. Wenig spéater wurde die estrogene
Aktivitdt  verschiedener  4,4’-Dihydroxydiphenyl- und 4,4’-Dihydroxydiphenyl-methan-
Verbindungen (z.B. Bisphenol-A) sowie von Diethylstilbestrol in Mausen und Ratten
nachgewiesen (Dodds & Lawson 1936; Dodds et al. 1938).

1954 entdeckten Bradbury und White, dal} das in Leguminosen vorkommende Isoflavonoid
Genistein eine estrogene Aktivitét besitzt. In den 60er Jahren wurde fur weit verwendete Organo-
chlorinsektizide wie o,p’-DDT, o,p’-DDE und Methoxychlor sowie flr einige technische PCB-
Mischungen eine estrogene Wirkung in Tierversuchen nachgewiesen (Tullner 1961; Bitman et al.
1968; Bitman & Cecil 1970). Obwohl bereits 1981 ein Zusammenhang zwischen beobachteten
Reproduktionsstérungen bei Seemdéwen und ihrer hohen Belastung durch das in Nahrungsketten
akkumulierende Insektizid DDT belegt werden konnte (Fry & Tone 1981), dauerte es noch ein
Jahrzehnt, bis unerwiinschte endokrine Wirkungen von Chemikalien ein allgemeines Interesse in
der Forschung und der Offentlichkeit fanden.
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Fur Aufsehen Uber die USA hinaus sorgte die zuféllige Entdeckung der estrogenen Wirkung von
p-Nonylphenol in der Kultur von estrogensensitiven menschlichen Brustkrebszellen (Soto et al.
1991). Diese Entdeckung hat erhebliche Forschungsaktivitaten zur Etablierung und Anwendung
von in vitro-Methoden zum Nachweis estrogener Wirkungen ausgelost.

Obwohl bislang nur eine begrenzte Anzahl von ca. 150 - 200 Substanzen getestet wurde, ist bis
heute sowohl fiir verschiedene pflanzliche Inhaltsstoffe (Isoflavonoide, Flavone, Chalcone,
Lignane u.a.) und zwei Mykotoxine als auch fir mehr als 30 nichtsteroidale Chemikalien eine
estrogenartige Wirkung in vitro und z.T. auch in vivo nachgewiesen (Soto et al. 1995; Jobling et
al. 1995; Schéfer et al. 1996). Dazu gehdren seit Jahrzehnten in groRen und z.T. steigenden Men-
gen verwendete Industriechemikalien sowie verschiedene Organochlorinsektizide (s. Tab. 1 und
2). Chemikalien mit rezeptorvermittelter antiestrogener Wirkung sind auller einigen
therapeutisch angewandten Substanzen wie Tamoxifen bisher nicht bekannt.

Fur eine Reihe von nichtsteroidalen Chemikalien sind estrogenahnliche Wirkungen incl. entspre-
chender Wirkungen auf das Fortpflanzungssystem in vivo nachgewiesen, sei es an wildlebenden
Tierarten und/oder im Tierversuch. Einen Uberblick gibt Tab. 1.

Tab. 1: Chemikalien, fur die bis heute eine estrogenartige Wirkung in vitro und in vivo nachgewiesen
wurde. Die zitierte Literatur bezieht sich auf in vivo-Effekte und ist lediglich eine begrenzte
Auswahl. Einige der beobachteten Effekte kdnnten prinzipiell auch auf anderen
Wirkungsmechanismen beruhen.

Substanz Verwendung Literatur
0,p’-DDT, o,p’-DDE Insektizid bzw. Metabolit Bitman et al. 1968; Bitman &
Cecil 1970
Methoxychlor Insektizid Tullner 1961
Kepone (Chlordecone) Insektizid Gellert 1978b
Endosulfan Insektizid Gupta & Gupta 1979; Singh &
Pandey 1990
-HCH Insektizid Loeber & Van Velsen 1984;
Wester et al. 1985
ortho-subst. PCB versch. techn. Anwendungen Gellert 1978a; Bitman & Cecil
1970
p-Alkylphenole (C3 - C9) nichtionische Detergentien, Purdom et al. 1994; Sharpe et al.
Antioxidantien in Kunststoffen 1995; Gimeno et al. 1996
Bisphenol-A Monomer fir Polycarbonate u. Dodds & Lawson 1936
Epoxidharze
Benzyl-n-butylphthalat (BBP) Weichmacher fiir Kunststoffe Sharpe et al. 1995; 1998

Die estrogene Potenz der in Tab. 1 und 2 aufgefliihrten Chemikalien ist vier bis sieben
GroRenordnungen geringer als die von 17p-Estradiol, d.h. es sind 10* bis 10”-fach hohere
Konzentrationen notwendig, um die gleiche definierte Wirkung auszuldsen. 4-t-Octylphenol, 4-t-
Nonylphenol und Bisphenol-A zeigen von all diesen Stoffen die stdrkste Potenz. Die
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Wirkungsstéarke kann, wie z.B. bei den drei letztgenannten Substanzen, genauso hoch liegen wie
die von E2, oder nur etwa 30 % betragen, wie im Falle des 3-t-Butyl-4-Hydroxyanisol. Aus den
Tabellen 1 und 2 ist zu entnehmen, dal3 sich die bisher bekannten Xenoestrogene in ihren
chemischen Strukturen z.T. stark unterscheiden, ein all diesen wirksamen Verbindungen
gemeinsames Strukturelement ist nicht zu erkennen. Die Mehrzahl dieser Substanzen enthélt
zwar einen para-disubstituierten Phenylring, wobei ein Substituent eine Hydroxylgruppe oder ein
Chloratom ist und der andere ein Alkylrest; die Phthalate (BBP, DBP), 3-HCH, Endosulfan und
Dieldrin besitzen diese Substruktur jedoch nicht. 3-HCH und Dieldrin besitzen nicht einmal
einen Phenylring, sodaB selbst diese strukturelle Minimalforderung nicht von allen
Xenoestrogenen erfiillt wird. Mit anderen Worten: eine gemeinsame chemische Substruktur, die
flr die estrogene Wirkung verantwortlich ist, wurde bisher nicht entdeckt.

Tab. 2: Chemikalien, fir die bis heute eine estrogenartige Wirkung in vitro nachgewiesen wurde.

Substanz Verwendung Literatur

o,p’-DDD Insektizid-Metabolit Klotz et al.1996

Toxaphen Insektizid Soto et al. 1994

Dieldrin Insektizid Soto et al. 1995
cis-/trans-Nonachlor Insektizid Klotz et al. 1996

Alachlor Herbizid Klotz et al. 1996
Benzylbutylphthalat, Weichmacher in Kunststoffen Jobling et al. 1995; Soto et al.

Di-n-butylphthalat, Diiso-
butylphthalat, Diethylphthalat,
Diisononylphthalat

1995; Harries et al. 1997

Kunststoffmonomer Villalobos et al. 1995;

Sonnenschein et al. 1995

BP-A-dimethacrylat

3-t-Butyl-4-Hydroxyanisol
4-Hydroxybiphenyl
4-Hydroxy-PCB

Benzophenon

Antioxidans in Lebensmitteln
Gummizusatz u.a.
Stabile PCB-Metaboliten

UV-Absorber in Sonnencremes

Soto et al. 1995
Soto et al. 1992; 1995

Soto et al. 1995; Miller & Kim
1978

Jobling et al. 1995

Phenolrot pH-Indikator Berthois et al. 1986

Die Erkennung estrogener Eigenschaften hangt deshalb weitgehend von einer empirischen
Testung ab. Da bis heute eine systematische Untersuchung von Substanzen auf estrogene (und
andere hormonartige) Wirkungen nicht durchgefuhrt wurde, mul3 davon ausgegangen werden,
dal’ es noch weitere Verbindungen mit bislang unerkannter estrogener Wirkung gibt.

Folglich sind einfache, sensitive und spezifische Testsysteme notwendig, mit denen eine grof3e
Zahl von Einzelverbindungen, Substanzgemischen und Extrakten von Umweltproben auf ihre
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mdogliche (anti)estrogenartige Wirkung untersucht werden kann. Die Etablierung, Optimierung,
Validierung und praktische Anwendung geeigneter Testsysteme war Gegenstand dieses For-
schungsprojektes.

4 Invitro-Testsysteme

Zum Nachweis von rezeptorvermittelten estrogenen Wirkungen wurden in den letzten Jahren
bereits einige in vitro-Testsysteme entwickelt und zur Untersuchung von Einzelsubstanzen ange-
wandt. Einen reprasentativen Uberblick, der keinen Anspruch auf Vollstandigkeit erhebt, gibt
Tab. 3.

Tab. 3: Vergleich von in vitro-Assays zum Nachweis rezeptorvermittelter (anti)estrogener Wirkungen.

System Endpunkt ECsg EC100 Relativer | Bemerkungen
(mol/L) fur | (mol/L) | Effekt vs.
E2 Kontrolle
Bindung an rekombi- |3H-E2- Verdrén- 10°° 107 keine Unterschei-
nanten ER gung dung Agonist/
Antagonist
E-Screen  (ER-positive | Zellproliferation | 0,5 - 1x10™ 10" 3-8 Einfach
Brustkrebszellen)
Transkriptionale ~ Akti- | Aktivitdit  eines| 5x10™ 10" 40-50* | stabile
vierung des ER in S&u- | Reportergens Transfektion
gerzellinien® bisher schwierig
Transkriptionale ~ Akti- | Aktivitdit eines| 1E-10' 1E-08" 100 Einfach, schnell
vierung in Hefe-Zellen | Reportergens 7E-112 AE-102
Forellenhepatozythen® | Induktion der 10°® 4-7 hohe
Vitellogenin- metabolische
synthese Kapazitat

' Klotz et al. (1996)

2 Routledge & Sumpter (1996)

3 im statischen System schnelle Metabolisierung von 17B-Estradiol, im Durchflufsystem und/oder mit
Ethinylestradiol wahrscheinlich empfindlicher (H. Segner, UFZ Leipzig, personl. Mitteilung 12/1996).

* in 35mm-Schalen; in 96-well-Platten nur 3- bis 4fache Erh6hung

Rekombinante Reportergen-Assays,
(Luciferase

Reportergens

bei

denen die
bzw. [-Galaktosidase),

transkriptionale  Aktivierung eines

das

unter

der

Kontrolle

eines

estrogenresponsiven Elements (ERE) steht, gemessen wird, zeichnen sich durch eine hohe
Spezifitdt und durch einen ausgepragten relativen Effekt verglichen mit der estrogenfreien
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Kontrolle aus. Allerdings sind Reportergen-Assays mit Hefezellen deutlich unempfindlicher als
entsprechende Assays mit humanen Zellinien. Reportergen-Assays mit menschlichen Zelllinien
erreichen etwa die Empfindlichkeit des Proliferationstests mit humanen MCF-7-Brustkrebszellen
(E-Screen-Assay). Den meisten Arbeitsgruppen ist allerdings bisher keine stabile Tansfektion des
Reportergen-Konstruktes in die Zelle gelungen, sodafll der Assay einen relativ hohen
experimentellen Aufwand erfordert.

Die empfindlichsten derzeit angewandten in vitro-Screeningsysteme zum Nachweis estrogener
Wirkungen sind verglichen mit den physiologischen Serumkonzentrationen von 173-Estradiol
(E2) bei der Frau sehr empfindlich. So sind mit dem E-Screen-Assay bereits E2-Konzentrationen
von 102 mol/L (0,27 ng/L) nachweisbar. Je nach Zyklusphase liegen die E2-Serumspiegel bei
fortpflanzungsfahigen Frauen zwischen 20 und 200 ng/L. Da die bisher bekannten estrogenartig
wirkenden Chemikalien eine um vier bis sechs GroRenordnungen geringere Potenz als E2 besit-
zen, sind in jedem Testsystem entsprechend hoéhere Konzentrationen zum Nachweis einer Wir-
kung notwendig. Die Empfindlichkeit des E-Screen-Assays und von Reportergen-Assays mit
Saugerzellen reicht jedoch aus, um bei solchen Substanzen eine Wirkung in Konzentrationen
nachzuweisen, die noch unter der Loslichkeitsgrenze im walrigen Medium oder dem Auftreten
von Zytotoxizitat liegt.

V'  Methoden

1 Kultivierung der Zellen

Alle Zellinien wurden in Kulturflaschen mit 25 oder 75 cm? Grundflache (Sarstedt) bei 37 °C
und 5 % CO, in einer wasserdampfgesattigten Atmosphére im Brutschrank kultiviert. Das
Kulturmedium wurde alle 3 bis 4 Tage gewechselt. Nahezu konfluent gewachsene Zellen wurden
mit Trypsin/EDTA (Biochrom) vom Boden der Kulturflasche abgel6st und ein kleiner Teil der
Suspension von einzelnen Zellen in einer neuen Kulturflasche mit frischem Medium
weiterkultiviert. DefinitionsgemaR erhoht sich durch jede Trypsinbehandlung die Passagenzahl
der Zellen. Alle verwendeten Zellinien waren frei von Mykoplasmen (entsprechende Tests
wurden mit einem Kit von Boehringer Mannheim in regelméaRigen Abstédnden durchgefuhrt).

Estrogenrezeptor(ER)-positive menschliche MCF-7-Brustkrebszellen werden in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) mit Phenolrot (Biochrom Nr. F0415) kultiviert, dem 5 %
fotales Kéalberserum (FCS, Gibco Nr. 10081 oder Biochrom Nr. S0115), 2 mM L-Glutamin
(Biochrom Nr. K0281), und 1 % Penicillin/Streptomycin/Amphotericin-Lésung (Gibco Nr.
15240) zugesetzt wurden. Nach 7 bis 10 Tagen werden die Zellen in neue Kulturflaschen umge-
pflanzt.
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Die ER-positiven humanen EFM-19-Mammakarzinomzellen werden in Medium kultiviert, wel-
ches 10 % FCS enthélt. Stock 1 (von Dr. H. Bartsch, Universitats-Frauenklinik Tubingen) wachst
in DME-Medium, Stock 2 (von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen) wird in RPMI 1640-Medium (Biochrom Nr. F1295) kultiviert.

2  E-Screen-Assay

Die Durchfuhrung des Assays ist schematisch in Abb. 3 auf S. 26 dargestellt.

2.1 Start des Assays

Von subkonfluent gewachsenen Zellen, die sich noch in der exponentiellen Wachstumsphase
befinden, wird das Kulturmedium aus der Kulturflasche abgesaugt. Anschliefend wascht man
die Zellen mit der auf 37 °C vorgewarmten Trypsin/EDTA-Ldsung (2,5 ml in 75 cm?-Flaschen
und 1,5 ml in 25 cm?-Flaschen) und saugt wiederum ab. 2,5 bzw. 1,5 ml Trypsin/EDTA-Lésung
(Biochrom Nr. 2153) 1aRt man im Inkubator 4 bis 8 min auf die Zellen einwirken. Wenn sich alle
Zellen abgerundet haben und einzeln unter dem Mikroskop sichtbar sind, werden sie durch leich-
tes Klopfen vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Nach Zugabe von 10 ml Kulturmedium und
guter Durchmischung zentrifugiert man die Zellen 5 Min. bei 1200 U/min.

Nach dem Abdekantieren des Kulturmediums werden die Zellen in 5 ml Experimentalmedium
resuspendiert. Danach wird die Zellsuspension mit einer 5 ml Einmalspritze aufgenommen und
mehrmals durch eine feine Kantle (0,9 x 70 mm) gespritzt. Damit kann eine vollstandige
Vereinzelung der Zellen erreicht werden. Nach Z&hlung mit der Neubauer-Zahlkammer werden
die Zellen mit Experimentalmedium so verdinnt, dal die Zelldichte 20.000/ml betrégt. Dieses
Experimentalmedium besteht aus phenolrotfreiem DME-Medium (Gibco Nr. 11880) mit 2 mM
L-Glutamin und 5 % FCS, das mit Aktivkohle-Dextran gestrippt wurde, um alle Steroidhormone
einschlieBlich 17(3-Estradiol zu entfernen (CD-FCS). Weiterhin wurden dem Medium 1 % eines
1 M HEPES-Puffer (Sigma, 1 M Stammlésung mit 10 N NaOH auf pH=7,6 eingestellt, Endkon-
zentration 10 mM), 1 % einer Penicillin/Streptomycin/Amphotericin-Lésung (Gibco 15240)
sowie 1 % einer LAsung von nicht essentiellen Aminoséuren (Gibco Nr. 11140) zugesetzt.

Beim Ausséen der Zellen in 24-Well-Platten werden pro Well 0,5 ml (= 10.000 Zellen) pipettiert.
Bei Verwendung von 96-Well-Platten werden je 1500 Zellen in einem Volumen von 150 pl
pipettiert.

2.2 Substanzzugabe

Nach 24 Stunden sind die Zellen am Boden der Kulturplatten angewachsen (Verlust der kreisrun-
den Form). Das Medium wird mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die mit Experimentalme-
dium verdinnten Losungen der Testsubstanzen werden zugegeben (je 1 ml in 24-Well-Platten



19

und 150 pl in 96-Well-Platten). Bei Verwendung von 24-Well-Platten werden in jeweils vier
Wells die gleichen Konzentration eingesetzt, d.h. in einer 24-Well-Platte kdnnen sechs
verschiedene Konzentrationen der zu testenden Substanz eingesetzt werden. Bei Verwendung der
96-Well-Platten werden die dulReren Kavitdten der Platte mit jeweils 150 pl
Experimentalmedium oder sterilem Wasser gefullt (Verdunstungsschutz), sodaR pro Platte zehn
verschiedene Konzentrationen eingesetzt werden koénnen. Jede Konzentration wird in der 96-
Well Platte achtfach getestet.

In 24-Well-Platten bilden vier Wells die Negativkontrolle (in den 96-Well-Platten sind es acht).
In diese Wells wird nur Experimentalmedium gegeben. Als Positivkontrolle dienen flnf
verschiedene Konzentationen von 17B-Estradiol (E2) zwischen 10® M und 10"? M. Die zu
testenden Substanzen wurden in Konzentrationen bis zu 10* M eingesetzt, wobei die
Verdlinnungen mit Experimentalmedium angesetzt werden. Da die Stammldsungen (10 - 100
mM) der meist lipophilen Testsubstanzen in Dimethylsulfoxid (DMSQ) oder Ethanol hergestellt
werden, darf die Endkonzentration des Losungsmittels im Experimentalmedium bei der Testung
in der Zellkultur nicht tber 0,1 % liegen.

Pro Well werden jeweils 1 ml der verdinnten Testsubstanzlésungen bzw. der Positivkontrollen
und der Negativkontrolle pipettiert (bei den 96-Well-Platten sind es pro Well jeweils 150 pl).

2.3 EFM-19-Zellen

Um die EFM-19-Brustkrebszellen nach der Einwirkung von Trypsin vollig zu vereinzeln, wird
die Zellsuspension mehrmals durch die doppelte Lage eines sterilen Drahtnetzes mit 30 um Ma-
schenweite gespritzt. Das Driicken durch eine feine Kanile fuhrt bei den EFM-19-Zellen zur
mechanischen Beschéadigung der Zellwande.

Nach der Z&hlung wird die Zellsuspension mit Experimentalmedium mit 10 % CD-FCS so weit
verdunnt, dal sich in 1 ml Suspension 40.000 Zellen befinden. In jedes Well werden 0,5 ml (=
20.000 Zellen) pipettiert. Bei Verwendung von 96-Well-Platten gibt man in jedes Well 150 pl
Zellsuspension mit 3500 Zellen. Nach 48 Stunden wird das Experimentalmedium mit einer
Pasteurpipette abgesaugt und die in Experimentalmedium verdinnten Testsubstanzen werden
zugegeben. Funf Tage nach Substanzzugabe wird das Medium gewechselt. Dazu wird mit einer
Pasteurpipette das Medium aus jedem Well abgesaugt und durch frische identische
Verdinnungen der zu testenden Substanzen ersetzt. Das flinf Tage alte Experimentalmedium der
Negativkontrolle und die Positivkontrollen werden ebenfalls gewechselt. Nach weiteren flinf
Tagen (insgesamt zehn Tage Inkubation) wird die Zellzahl bestimmt.

2.4 Bestimmung der Zellzahl

Als Alternative zur Zellzdhlung wurden einfache und schnell zu bestimmende Endpunkte
gewabhlt, die direkt proportional zur Zellzahlung sind.
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2.4.1 Sulforhodamin B-Assay

Der Sulforhodamin B (SRB)-Assay ist eine empfindliche Methode zur Bestimmung des
Gesamtprotein-gehalts einer Zelle. Dieser ist Uber einen groflen Bereich linear zur Zellzahl
(Skehan et al. 1990).

Fixierung der Zellen

Nach Ablauf der Inkubationszeit (MCF-7-Zellen: 5 Tage; EFM-19-Zellen: 10 Tage) wurden die
Assays, welche aus vier bis acht 24-Well-Platten oder aus drei bis finf 96-Well-Platten
bestanden, gestoppt. Bei Bedarf wurden zundchst Aliquote des Experimentalmediums flr die
Bestimmung des pS2-Proteins entnommen und in Eppendorf-GefélRen bei -30 °C eingefroren.
Das Medium wird aus den Wells durch Umdrehen der Platten entfernt und bei giftigen
Testsubstanzen (z.B. Lindan) fur die spatere Entsorgung gesammelt. Danach wird jedes Well mit
0,5 ml (0,15 ml bei 96-Well-Platten) kaltem PBS (phosphate buffered saline, Biochrom Nr.
L1825) gewaschen. AnschlieRend fixiert man die Zellen mit 10%-iger kalter Trichloressigsaure
mindestens 30 Min. in der Kalte (Kihlschrank oder Platten auf Eis legen). Hierfur werden in die
Kavitdaten der 24-Well-Platten 200 pl (100 pl bei den 96-Well-Platten) Trichloressigsaure
gegeben. Nach der Fixierung werden die Platten unter einem kleinen Strahl flieRendem Wasser
viermal gewaschen und anschliefend bei max. 40 °C getrocknet.

Anfarben der Zellen

Nachdem die Platten vollstandig getrocknet sind, kdnnen sie beliebig lang (Skehan et al. 1990)
aufbewahrt werden. Zum Anfarben werden in jedes Well 250 pl einer 0,4%-igen Ldsung von
Sulforhodamin B (Sigma S-1402) in 1%-iger Essigsaure (50 pl bei 96-Well-Platten) gegeben.
Nach zehnmindtiger Inkubation bei Raumtemperatur werden die Platten mit 1%-iger Essigsaure
gewaschen. Das Waschen erfolgt solange, bis die Essigsaure in den Wells farblos ist.
AnschlieRend werden die Platten wiederum bei max. 40 °C getrocknet.

Messung der Extinktion

24-Well-Platten: Die Platten werden auf Eis gelegt. Pro Well werden 500 pl einer kalten 10 mM
Tris-L6sung (pH 10,5) pipettiert. Nach etwa 10 Min. ist der Farbstoff aus den Zellen herausge-
I6st. Fur die Messung am Mikroplatten-Photometer missen die Inhalte der 24-Well-Platten in die
Vertiefungen einer 96-Well Platte transferiert werden. Hierftr werden aus der Kavitat der 24-
Well-Platte, in welcher 10° M 17B-Estradiol getestet wurde, 60 bis 80 pl der roten Farbldsung in
eine Vertiefung einer 96-Well Platte pipettiert, und im Mikroplatten-Photometer bei 550 nm
(Referenz 630 nm) vermessen. Wenn der gemessene Wert nicht tber 1,8 liegt (bei einer Extink-
tion die Uber 1,8 liegt, besteht keine Linearitat zu der vorhandenen Zellzahl), kénnen auch die
restlichen Vertiefungen der 96-Well-Platte mit dem entsprechenden VVolumen pipettiert werden.

Bei der Extinktionsmessung werden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt, d.h. aus jeder
Kavitat der 24-Well-Platte werden drei gleiche Aliquote in Vertiefungen der 96-Well-Platte




21

pipettiert. Bei der Auswertung wird dann der Mittelwert dieser drei Messungen gebildet. Da man
bei Verwendung von 24-Well-Platten jede Konzentration einer Substanz in vier Wells testet,
wird somit jede Konzentration 12 mal gemessen. Der Mittelwert dieser 12 Extinktionsmessungen
ist die Grundlage fir die quantitative Auswertung des Assays (Berechnung von PE, RPE und
EEF).

96-Well-Platten: Die Platten werden auf Eis gelegt. In jede Kavitat pipettiert man 100 ul der kal-
ten 10 mM Tris-Losung (pH 10,5). Nach 10- bis 15minutiger Inkubation im Kuhlschrank ist der
Farbstoff aus den Zellen herausgelost. Der Inhalt der Wells wird gut durchmischt und dann im
Mikroplatten-Photometer bei 550 nm (Referenz 630 nm) vermessen. In der Regel liegt in keiner

der Vertiefungen die gemessene Extinktion ber 1,8. Fir die Auswertung wird der Mittelwert aus
den 8 Einzelwerten, die flr jede Konzentration gemessen werden, gebildet.

242 MTT-Assay

Beim MTT-Assay nehmen die Zellen das gelbe Tetrazoliumsalz 3-(4,5-di-methyldiazol-2-yl) 2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Sigma M-5655) auf, und reduzieren es durch die mitochon-
driale Succinat-Dehydrogenase zum blauen unléslichen MTT-Formazan (Mosmann 1983).

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das Experimentalmedium mit den getesteten Substanzen
aus den Wells durch Umdrehen der Platten entfernt. AnschlieBend werden die Platten auf einem
saugfahigen Papiertuch vorsichtig ausgeklopft. Danach werden in jedes Well 250 pul MTT-
Medium pipettiert, welches 2 mg/ml MTT in dem fir die entsprechende Zellinie zugehdrigen
Experimentalmedium enthalt. Die Platten werden anschlieend wieder fir mindestens 2 Stunden
in den Inkubator gelegt. Danach sind die Zellen dunkelblau gefarbt. Das MTT-Medium wird aus
den Wells durch Umdrehen der Platten entfernt und fiir die spatere Entsorgung gesammelt. Nach
dem vorsichtigen Ausklopfen der Platten auf einem saugfahigen Papiertuch, werden pro Well
500 upl Dimethylsulfoxid zugegeben (bei 96-Well-Platten nur 100 pl). Nach 15minditiger
Inkubation im Dunkeln bei RT hat sich das blaue Formazan aus den Zellen herausgelost.

Die Messung der Extinktion entspricht derjenigen fir den SRB-Assay. Da die gemessenen
Extinktionswerte beim MTT-Assay niedriger liegen als beim SRB, kdnnen aus der 24-Well-
Platte in der Regel jeweils 100 pl in die 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert werden.

2.4.3 Alamar-Blue-Assay

Bei diesem Assay wird die Zahl der lebenden Zellen ahnlich wie beim MTT-Assay indirekt
durch die Bestimmung der mitochondrialen metabolischen Aktivitdt der Zellen gemessen.
Hierbei wird ein wasserloslicher blauer Farbstoff zu einem roten Endprodukt reduziert (Ahmed
et al. 1993). Der Alamar-Blue-Assay ist sehr schnell durchfuhrbar, der Farbstoff ungiftig. Er
wurde ausschliel3lich in 96-Well-Platten durchgefiihrt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das Experimentalmedium mit den geldsten Testsubstanzen
aus den Wells durch Umdrehen der Platten und vorsichtiges Ausklopfen auf einem saugfahigen
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Papiertuch entfernt. In jede Kavitat werden 100 pl der mit Experimentalmedium 1:10 verdiinnten
blauen Alamar-Blue-Losung (Laboserv GmbH, GielRen) pipettiert. Nach drei- bis flinfstindiger
Inkubation im Brutschrank wurde die 96-Well-Platte im Mikroplatten-Photometer bei 550 nm
(Referenz 630 nm) vermessen.

2.4.4 Erstellung der Eichgerade fur die Zellzahl

In eine 24-Well-Kulturplatte werden jeweils in vier Wells 50.000, 100.000, 150.000, 200.000
und 250.000 MCF-7-Zellen in Kulturmedium ausgesat. Nach siebenstundiger Inkubation im
Brutschrank wird ein SRB- bzw. MTT-Assay durchgefuhrt. Die Extinktionsmessung in den 96-
Well-Platten wird mehrmals mit jeweils unterschiedlichen Volumina durchgefihrt. Bei der ersten
Messung werden in jedes Well 50 pl aus den entsprechenden Vertiefungen der 24-Well-Platte
pipettiert. Fur die weiteren Messungen werden jeweils zusétzlich 10 pl zugegeben, bis in der 96-
Well-Platte ein Volumen von 100 ul (im Falle des SRB-Assays) bzw. von 130 pl (MTT-Assay)
errreicht war. Das Aussden der Zellen und Vermessen der Extinktionen der 96-Well-Platten
wurde in drei unabhéngigen Experimenten durchgefuhrt. Fir die Berechnung der Eichgeraden
wurde flr jede Zellzahl der Mittelwert der Extinktionen aus den drei Einzelexperimenten
verwendet.

2.5 Strippen von fotalem Kalberserum

Ziel des Strippens ist es, alle Steroidhormone einschlieBlich 17(3-Estradiol aus dem foétalen Kal-
berserum (FCS) zu entfernen. Hierfur wurden zwei unterschiedliche Methoden angewandt.

2.5.1 Methode nach Soto et al. (1992)

Nachdem das Serum langsam (im Kihlschrank) aufgetaut ist, versetzt man 40 ml mit 2,2 g saure-
gewaschener Aktivkohle (Norit A) und 0,22 g Dextran T70 (beides von Sigma). Beim vorherigen
Waschen der Aktivkohle werden 2,2 g zweimal mit je 45 ml reinem Wasser (Ampuwa,
Fresenius) resuspendiert und abzentrifugiert (5 min bei 1200 rpm). Anschliefend wird das Serum
zusammen mit der Aktivkohle und dem Dextran 1 Stunde bei 37 °C unter Rihren mit einem
Magnetrihrer inkubiert. Danach wird die Suspension 40 min bei 3200 U/min zentrifugiert. Mit
einer Pipette wird anschlieBend das gestrippte Serum (CD-FCS) vorsichtig abgenommen und
steril filtriert (0,45 und 0,22 um Einwegfilter, Millipore) und in Aliquote zu je 50 ml in
Polypropylen-Réhrchen bei -30 °C eingefroren.

2.5.2 Methode nach Stanley et al. (1977)

100 ml des aufgetauten Serums werden mit 4 N Salzsaure auf pH 4,2 angesauert und 30 min bei
0°C (auf Eis) geruhrt. Danach wird der pH-Wert nochmals auf 4,2 nachgestellt und anschlielRend
5 ml Dextran-Aktivkohle-Suspension zugefligt. Diese Suspension besteht aus 10 % (w/v) Aktiv-
kohle und 0,05 % (w/v) Dextran T70 in Wasser. Die Mischung wird tiber Nacht bei 4 °C gerihrt
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(Kihlraum). Am folgenden Tag wird die Losung 30 min bei 3200 U/min und 4 °C zentrifugiert.
AnschlieBend wird das Serum abdekantiert und der pH-Wert mit 4 N Natronlauge auf 7,2 einge-
stellt. Nach dem steril filtrieren (0,45 pm und 0,22 pm Einwegfilter) wird das CD-FCS
aliquotiert und bei -30 °C eingefroren.

3  Sekretion von Matrixproteinen (pS2-Messung)

In menschlichen Brustkrebszellen induzieren Estrogene die Produktion und Sekretion bestimmter
Proteasen wie z.B. Prokathepsin und Kathepsin D (Krishnan & Safe 1993). In MCF-7-Zellen sti-
mulieren Estrogene spezifisch die Bildung des 7 kDa-Protein pS2, das ins Kulturmedium
abgegeben wird und dort akkumuliert (Nunez et al. 1987).

Fir die Bestimmung des pS2-Proteins ist ein immunoradiometrischer Assay kommerziell
erhaltlich (ELSA™-PS2 CIS Diagnostik, Dreieich). Die Messungen wurden im Hormonlabor der
Universitats-Frauenklinik Tlbingen (Dr. M. Zwirner, A. Ribarek) durchgefuhrt.

Nach der Inkubation der Testsubstanzen in den MCF-7-Zellen wurden pro eingesetzter Konzen-
tration aus je zwei der vier Wells Aliquote zu je 250 pl enthommen. Diese wurden in kleine
Eppendorf-Reaktionsgefalie pipettiert und sofort bei -30 °C eingefroren. Vor der immunoradio-
metrischen Bestimmung des pS2-Proteins wurden die Proben mit dem gleichen Volumen PBS
verdunnt und kurz abzentrifugiert.

4 Bestimmung des Estrogen- und Progesteronrezeptor-Gehaltes

Unter der Einwirkung von 17(3-Estradiol und von Xenoestrogenen verringert sich in den MCF-7-
Zellen die Zahl der zytosolischen Estrogenrezeptoren (ER). Gleichzeitig wird die Zahl der Proge-
steronrezeptoren (PGR) stark erhéht (Villalobos et al. 1995). Die Bestimmung der Rezeptorkon-
zentrationen in den Zellen wird mit Enzymimmunoassays durchgefuhrt. Hierflr sind
kommerzielle Kits erhaltlich (Abbott Diagnostics). Die Messungen wurden im Hormonlabor der
Universitats-Frauenklinik Tlbingen (Dr. M. Zwirner, A. Ribarek) durchgefuhrt.

Kultivierung der Zellen fur die ER- und PGR- Bestimmung

In mehrere 75 cm? Kulturflaschen wurden jeweils etwa 1 Mio Zellen ausgesat. Nach 24 Stunden
wurde das Kulturmedium abgesaugt. In je zwei Flaschen wurden jeweils 15 ml Experimentalme-
dium als Negativkontrolle bzw. 10° M 17B-Estradiol oder eine geeignete Konzentration einer
Testsubstanz gegeben. Nach drei Tagen wurde das Medium gewechselt. Am 7. Tag wurde das
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Medium abgesaugt, die Zellen nach Waschen mit PBS mit einem sterilen Zellschaber vom
Boden der Kulturflaschen abgekratzt, in 1 - 1,5 ml PBS resuspendiert, in Eppendorf-Gefalie
uberfuhrt und bis zur Rezeptorbestimmung bei -30 °C eingefroren.

VI  Ergebnisse

1 Etablierung, Optimierung und Validierung des E-Screen-
Assays

1.1  Auswahlkriterien

Der Primareffekt eines Estrogens ist die Stimulation der mitotischen Aktivitat in Geweben des
weiblichen Genitaltraktes (Hertz 1985). Fir einen Screening-Assay auf estrogene Aktivitat ist
somit prinzipiell jede estrogen-sensitive Sauger-Zellinie geeignet. Durch die Verwendung von
Zellen menschlichen Ursprungs sind Abschéatzungen von estrogenen Effekten in humanen
Geweben leichter moglich. Die Verwendung der menschlichen Brustkrebszellinie MCF-7 ist
wegen ihrer reproduzierbaren und stabilen Estrogenabhangigkeit empfohlen worden (Soto et al.
1985).

Soto et al. (1992) bestimmen in ihrem als ,,E-Screen bezeichneten in vitro-Assay die Prolifera-
tion von ER-positiven humanen MCF-7-Brustkrebszellen als Mal3 einer estrogenen Wirkung. Bei
dem gemessenen Endpunkt handelt es sich also um eine funktionelle, rezeptorvermittelte Wir-
kung; das Testsystem kann somit als ein in vitro-Modell der Promotion von Mammatumoren in
vivo betrachtet werden. Der E-Screen-Assay ist relativ einfach durchzufiihren, sehr empfindlich
(s. IV 4, Tab. 3) und hatte sich bei einer Reihe von getesteten Chemikalien, von denen estrogene
Effekte am lebenden Tier bekannt sind (verschiedene Organochlorinsektizide, p-Alkylphenole,
Bisphenol-A), bereits als spezifisch erwiesen (Soto et al. 1995). Deshalb wurde dieses Testsy-
stem als Ausgangspunkt unseres Forschungsvorhabens gewahlt. Zur Erlernung des Assays hospi-
tierte Dr. W. Kdrner im Oktober 1995 im Labor von Frau Prof. Ana Soto an der Tufts University,
Department of Anatomy and Cellular Biology, in Boston, USA.

1.2 Etablierung des E-Screen-Assay mit eigenen MCF-7-Zellen
1.2.1 Charakterisierung der MCF-7-Zellinie
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Seit Anfang der 80er Jahre haben verschiedene Forschungsgruppen an der Universitats-
Frauenklinik Tlbingen mit MCF-7-Zellen gearbeitet. Von diesen MCF-7-Zellen erhielten wir im
Novemver 1995 die Passage Nr. 145 von Dr. Hella Bartsch, Universitats-Frauenklinik Tubingen.
Die Zellen wurden bislang bis zur Passage Nr. 200 kultiviert, ohne ihre Estrogensensitivitéit zu
verlieren. Die Morphologie der Zellen zeigt im Vergleich zu den Zellen von A. Soto
Unterschiede.

Fiir unsere MCF-7-Zellen betrug bei Zugabe von 10 M E2 zum Experimentalmedium nach
Aussaat von 10.000 bzw. 20.000 Zellen pro Well die Verdopplungszeit ty in der exponentiellen
Wachstumsphase zwischen dem 2. und 5. Tag 21 * 2,9 Stunden (n = 3). Dies stimmt gut mit den
Angaben von Villalobos et al. (1995) (berein.

Abb. 2 zeigt, daR 1 nM 17B-Estradiol im Experimentalmedium in den MCF-7-Zellen zu einer
starken Induktion der Progesteronrezeptoren flhrt. Gleichzeitig wird die Zahl der Estrogenre-
zeptoren verglichen zur hormonfreien Negativkontrolle herabreguliert. Der Gehalt an Estrogenre-
zeptoren in unseren MCF-7-Zellen ist mit 21 + 10 fmol/mg Protein deutlich niedriger als im Zell-
stamm von Soto et al. (1995) mit 183 £ 59 fmol/mg Protein. Dieser Unterschied kénnte aber z.T.
auf unterschiedlichen Quantifizierungsmethoden in den beiden Labors beruhen.

Die Messung des Progesteronrezeptor-Gehaltes gilt allgemein als ein empfindlicher Endpunkt fur
die Testung von Substanzen auf estrogenartige Wirkung (Soto et al. 1992; 1995). Welshons et al.
(1990) zeigten allerdings, dal? die Messung der Zellproliferation noch etwa 10fach sensitiver ist
als die Messung der PGR-Synthese.

HER
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Abb. 2: Inkubation von MCF-7-Zellen {iber 7 Tage mit 17B-Estradiol (10° M) fihrt zur Induktion der
Progesteronrezeptoren (PGR). Gleichzeitig wird die Zahl der Estrogenrezeptoren (ER)
erniedrigt.
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1.2.2 Durchfihrung und quantitative Auswertung des E-Screen-Assays

Mit unseren MCF-7-Zellen konnten wir in unserem Labor an der Universitat Tlbingen einen E-
Screen-Assay erfolgreich etablieren, der einige Modifikationen und Vereinfachungen gegentber
der von Soto et al. (1992) beschriebenen Original-Methode aufweist.

Im Unterschied zur Originalmethode kommt im modifizierten Ansatz kein Humanserum zur
Anwendung, sondern kommerziell erhéltliches fotales Kélberserum (FCS). Der Ersatz von
Humanserum durch FCS bedeutet eine Vereinfachung und Standardisierung (die Reservierung
einer groReren Menge von einer bestimmten Charge ist mdglich). Die Empfindlichkeit des
Assays wird dadurch nicht beeintrachtigt (s. Abb. 4 und 5).

Die Kultur der MCF-7-Zellen sowie die Durchfuhrung des Proliferations-Assays sind im Metho-
denteil ausfihrlich beschrieben. Deshalb seien die wesentlichen Schritte hier nur kurz erldutert.
Das Protokoll fir den modifizierten und optimierten Test ist in Abb. 3 schematisch dargestellt.

Aussaat MCF-7-Zellen in Exp.medium:
Tag 0 24-W-Platten: 10000 pro Well in 0,5 ml
96-W-Platten: 1500 pro Well in 0,15 ml
Tag 1 Wechsel des Experimentalmediums:
DMEM ohne Phenolrot + 5% gestripptes
steroidfreies Kalberserum (CD-FCYS)
Negativkontrolle|| Positivkontrolle Extrakte Probe +
hormonfrei 17R-Estradiol 3-6 Verdinn. Antleitrogen
5K 1pM -1nM Tamoxifen 5 puM
onz. PV -n 4 (8) Wellsiverd. || 182 780 10 nm
v
Tag 6 Kolorimetrische Zellzahlung:

SRB-Assay (Gesamtprotein-Gehalt)

MTT-, alamar blue-Assay (metabolische Aktiv.)

Abb. 3: Schema fur die Durchfiihrung des modifizierten E-Screen-Assays mit MCF-7-Zellen. Experi-
mentalmedium = phenolrotfreies DME-Medium mit 5 % CD-FCS. CD-FCS ist fotales Kalber-
serum, welches nach Stanley et al. (1977) mit Aktivkohle-Dextran gestrippt wurde, um alle
Steroidhormone einschliellich 17p3-Estradiol zu entfernen.

Frisch trypsinierte MCF-7-Zellen werden mit steroid- und phenolrotfreiem DME-Medium
(Experimentalmedium) verdunnt und in Platten mit 24 oder 96 Kulturflachen (Wells) ausgesét.
Dieses Medium enthélt 5 % fotales Kélberserum, welches mit Aktivkohle-Dextran gestrippt
wurde, um alle Steroidhormone einschlie3lich Estradiol zu entfernen (CD-FCS).

Nach 24 Std. wird das Medium abgesaugt und durch Experimentalmedium ersetzt, welches die
Testsubstanzen enthélt. Vier (acht) Wells pro Assay bilden die Negativkontrolle ohne Hormone.
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Die anderen Wells enthalten 17R-Estradiol (E2) mit Endkonzentrationen zwischen 10 M und
10 M als Positivkontrolle, bzw. Testsubstanzen mit Endkonzentrationen bis max. 10 M. Jede
Konzentration einer Substanz wird pro Assay in vier (acht) Wells getestet. Die Stammldsungen
der Testsubstanzen werden in Dimethylsulfoxid (DMSO) oder Ethanol hergestellt. Die Endkon-
zentration des Losungsmittels im Medium liegt nicht tiber 0,1 %.

5 Tage nach Zugabe der Testsubstanzen (6. Tag) wird wéhrend der exponentiellen Proliferati-
onsphase die Zellzahl in jedem Well bestimmt. Basisendpunkt des Tests ist die Zellzahl relativ
zur hormonfreien Kontrolle (vgl. auch Abb. 4).

Als Proliferationseffekt (PE) wird das Verhéltnis der hochsten Zellzahl, die mit E2 bzw. mit
der Testsubstanz erreichbar ist, zu derjenigen der Negativkontrolle bezeichnet:

PE = Zellzahl max. (Substanz) / Zellzahl (Negativkontrolle)

Die estrogene Aktivitat einer Testsubstanz wird quantitativ ermittelt durch die Bestimmung:

a) der relativen Wirkungsstarke: der relative Proliferationseffekt (RPE)

Der RPE vergleicht die maximale durch E2 induzierbare Proliferation mit der maximalen durch
die Testsubstanz induzierbare. So werden vollstandiger Agonist (RPE = 100 %) von partiellen
Agonisten (RPE < 100 %) unterschieden (vgl. Abb. 4: RPE = 103 % flr Bisphenol-A).

RPE = [PE-1 (Testsubstanz) / PE-1 (E2)] » 100 %

b) der relativen Potenz: der Estradiol-Aquivalenzfaktor (EEF)

Der Estradiol-Aquivalenzfaktor (EEF) gibt die estrogene Potenz einer Testsubstanz relativ zu
17B3-Estradiol an. Der EEF ist der Quotient aus den halbmaximal wirksamen Konzentrationen
(ECsp) von 17[-Estradiol und der Testsubstanz.

EEF = ECs (E2) / ECs (Substanz)

Fur E2 ergibt sich somit definitionsgemaR ein EEF von 1. Dieses Vorgehen entspricht dem Kon-
zept der Toxizitatsdquivalenzfaktoren (TEF) bei den Dioxinen und dioxinahnlich wirkenden
PCB.
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Abb. 4: Proliferation von menschlichen MCF-7 Brustkrebszellen 5 Tage nach Zugabe von Bisphenol-A
bzw. 17R-Estradiol im Vergleich zur Negativkontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
einem Experiment mit 4 Wells pro Konzentration (SRB-Assay).

Fur die Durchfihrung der Probit-Regression und Berechnung der ECso-Werte wurde ein
EXCEL5-Zusatzprogramm verwendet (Herr Josef Greve, Fraunhofer-Institut fir Umweltchemie
und Okotoxikologie, Schmallenberg).

Um einen besseren Vergleich mit den Literaturdaten zu ermdéglichen, haben wir zunéchst die von
Soto et al. (1992) eingefiihrte Bestimmung des EEF (ber die EC;go-Werte lbernommen. Der
EEF ist hierbei der Quotient aus den minimal erforderlichen Konzentrationen (ECyq0) von E2
und der Testsubstanz, die eine maximal erreichbare Proliferation auslésen:

EEF = Konz [E2]min / Konz [Substanz]min
(vgl. Abb. 4, Bisphenol-A: Konz [E2] / Konz [BP-A] = 1E-10 M /5E-6 M = 2E-5)

Aus den Abb. 4 und 5 ist zu entnehmen, dal3 bereits eine 17(3-Estradiol-Konzentration von 1
pmol/L (0,27 ng/L) zu einer signifikanten Induktion der Zellproliferation flihrt. Diese Konzentra-
tion liegt noch etwa zwei bis drei GréRenordnungen unter den physiologischen Serumspiegeln
der reproduktionsféahigen Frau. Die Abb. 4 und 5 zeigen, dal3 die maximale Zellproliferation im
von uns modifizierten E-Screen-Assay schon bei E2-Konzentrationen von 0,1 nmol/L erreicht
wird. Somit wird eine ahnlich gute Empfindlichkeit erreicht wie mit der von Soto et al. (1992)
beschriebenen Originalmethode. Es gibt derzeit kein empfindlicheres in vitro-System zum Nach-
welis rezeptorvermittelter estrogener Wirkungen.
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Abb. 5: Vergleich zwischen SRB-, MTT- und Alamar-Blue-Assay bei Testung von verschiedenen Kon-
zentrationen von 173-Estradiol im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen (n=3).

Als Alternative zur direkten Zellzdhlung werden Endpunkte gewéhlt, die einfach und schnell
kolorimetrisch zu bestimmen sind und innerhalb eines bestimmten Bereiches direkt proportional
zur Zellzahl sind. Wie in Abb. 2 beschrieben, kann die Zellzahl indirekt kolorimetrisch mit dem
MTT-, SRB- oder dem Alamar-Blue-Assay bestimmt werden. Abb. 5 zeigt den Vergleich
zwischen diesen drei Methoden. Hierbei wurde der Proliferationseffekt (PE) von 17(3-Estradiol
in den MCF-7-Zellen gemessen. Der SRB-Assay ist die am besten geeignete Methode der
Proliferationsmessung, da beim SRB-Assay im Vergleich zum MTT- und Alamar-Blue-Assay
bei &hnlichem Verlauf der Dosis-Wirkungs-Kurve hohere PE-Werte erzielt werden. Hohe PE-
Werte sind fir die Erfassung und Quantifizierung der estrogenen Wirkung von schwachen
partiellen Agonisten wichtig, da bei einem niedrigen PE der Positivkontrolle der proliferative
Effekt eines schwachen partiellen Agonisten nur noch unwesentlich Uber der Negativkontrolle
liegen kann. Dadurch wird es unmdglich, schwache estrogene Wirkungen zu erkennen.

Abb. 6 zeigt, dal3 die gemessene Extinktion sowohl im SRB- als auch im MTT-Assay uber einen
grolRen Bereich linear zur Zellzahl ist. Die Regressionsgeraden verlaufen annahernd durch den
Ursprung. In 1. Naherung kann deshalb die relative Zellzahl (bezogen auf die Negativkontrolle)
durch die relative Extinktion bei 550 nm (Referenzwellenldnge: 630 nm) ausgedriickt werden.
Durch den negativen Wert des Y-Abschnittes ist die relative Extinktion etwas niedriger als die
relative Zellzahl oder relative Zellproliferation. Fur die Berechnung von RPE und EEF ist dies
vollig belanglos, da es sich um relative Grof3en handelt.
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SRB-Assay mit MCF-7-Zellen in 24-Well- MTT-Assay mit MCF-7-Zellen in 24-Well-
Platten: Korrelation von Extinktion Platten: Korrelation von Extinktion
(550nm) und Zellzahl (n=3) (550 nm) und Zellzahl (n=3)
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Abb. 6: Korrelation der Zahl an MCF-7-Zellen mit der Extinktion bei 550 nm (Referenz: 630 nm) von
SRB- und MTT-Assay. Der Farbstoff wurde aus den in 24-Well-Platten angefarbten Zellen mit
je 500pl 10 mM Trispuffer (SRB-Assay) bzw. 500 pl DMSO (MTT-Assay) pro Well gelést und
je dreifach (&4 100 ul) in 96-Well-Platten am Mikroplatten-Photometer gemessen.

Im Unterschied zur Methode von Soto et al. (1992, 1995) fuhren wir eine einfache Erweiterung
des E-Screen-Assays durch, welche eine erhebliche Erhéhung der Spezifitat bewirkt. VVon jeder
Substanz bzw. Umweltprobe, die eine Proliferation der MCF-7-Zellen auslost, mul} eine
wirksame Konzentration zusammen mit einem Estrogenrezeptor-Antagonisten getestet werden
(Ko-Inkubation). Wird durch gleichzeitige Gabe von 5 pumol/L Tamoxifen oder 5 nM ICI
182.780 die induzierte Proliferation vollstandig inhibiert, d.h. etwa auf die Zellzahl der
Negativkontrolle, kann man tatsachlich davon ausgehen, dal} es sich bei der beobachten
Proliferationswirkung um einen ER-vermittelten Effekt handelt.

Diese einfache Erweiterung des E-Screen-Assays liefert einen zusatzlichen relevanten Beweis,
dal’ die beobachtete Zellproliferation durch Wechselwirkung mit dem Estrogenrezeptor ausgelost
wird. Die Kobehandlung mit einem Antiestrogen sollte deshalb zum integralen, unverzichtbaren
Bestandteil jedes Screening-Systems auf estrogene Wirkung gehtren. Bei den bisher in der
Literatur beschriebenen und angewandten Testverfahren wird dies in der Regel nicht
durchgefihrt.

Beispiele flir die Hemmung der proliferierenden Wirkung verschiedener phenolischer Substanzen
durch Koinkubation mit 5 uM Tamoxifen werden in Kap. V1 2 gegeben.

1.3 Validierung

1.3.1 Vergleich mit Literaturdaten

Im Unterschied zu der von Soto et al. 1992 beschriebenen Originalmethode wird im hier modifi-
zierten Ansatz kein Humanserum, sondern kommerziell erhéltliches fetales Kélberserum (FCS)
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verwendet. Diese Vereinfachung beeintréchtigt nicht die Empfindlichkeit des Assays, sondern
tragt zur Standardisierung bei. Die Abb. 7 und 8 zeigen, dal? das in unserem Labor etablierte
Testverfahren bei der Testung von bekannten Xenoestrogenen zu Ergebnissen flhrt, die gut mit
Literaturdaten Ubereinstimmen, obwohl Reinheit und Herkunft der Testsubstanzen nicht
identisch waren. Verglichen wurden jeweils der relative Proliferationseffekt (RPE) und die
relative proliferative Potenz (EEF), fir deren Berechnung der Quotient der ECigo-Werte
herangezogen wurden. Die detaillierten Ergebnisse zu den getesteten Einzelsubstanzen sind in
Kap. V1.2 zu finden.
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Abb. 7: Vergleich der aus den E-Screen-Experimenten ermittelten RPE-Werte flr bekannte
Xenoestrogene mit den Ergebnissen anderer Labors.
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HeigeneWerte B Soto(1995) O Millalobas, Sonnenschein (1995)
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Abb. 8: Vergleich der aus den E-Screen-Experimenten ermittelten relativen estrogenen Potenz (EEF) fr
bekannte Xenoestrogene mit den Ergebnissen anderer Labors. Fir die Berechnung der EEF wur-
den die ECyqo-Werte herangezogen.

Der Vergleich der eigenen Ergebnisse mit denen aus anderen Labors zeigt, dal3 der von uns eta-
blierte Proliferationstest mit MCF-7-Zellen zuverlassige Daten bezuglich der estrogenen Wirk-
samkeit der zu testenden Substanz liefert. Auch ohne standardisierte Versuchsbedingungen fiihrt
der E-Screen-Assay in verschiedenen Labors unterschiedlicher Lander zu gut vergleichbaren
Ergebnissen.

1.3.2 Test von Steroidhormonen und Wachstumsfaktoren

Um die Spezifitdt des E-Screen-Assays zu uberprufen, wurden verschiedene nicht-estrogene
Steroidhormone und Wachstumsfaktoren in den MCF-7-Zellen getestet. Die Ergebnisse sind in
Tab. 4 zusammengefalt.

Progesteron war bis zur maximal getesteten Konzentration von 1 uM nicht wirksam.

Fotales Kélberserum enthadlt Hydrocortison (Lindl & Bauer 1994), welches durch die Behand-
lung mit Aktivkohle/Dextran entfernt wird. Im E-Screen-Assay wirkten 0,1 M Hydrocortison in
den MCF-7-Zellen leicht proliferierend (s. Abb. 9); der RPE lag bei 15,6 + 13,2 %. Die Konzen-
tration von 0,1 uM liegt zwei bis drei GréRenordnungen héher als die physiologischen Plasma-
konzentrationen. Fir diesen geringen proliferativen Effekt sind wahrscheinlich nicht ER-vermit-
telte Mechanismen verantwortlich.

Auch Insulin ist im Kalberserum nachweisbar (Lindl & Bauer 1994). Im E-Screen-Assay
bewirkten 14 uM einen RPE von 56 %. Diese Konzentration liegt um mehrere Grélenordnungen
hoher als die in Kalberseren auftretenden Konzentrationen. Insulin ist kein Xenoestrogen,
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sondern ein Hormon, welches aufgrund seiner wachstumsférdernden Wirkung als Serumersatz
fur die Kultivierung von permanent wachsenden Zellinien und Primérkulturen verwendet werden
kann (Lindl & Bauer 1994).

Tab. 4: Ergebnisse der Testung von Steroidhormonen und Wachstumsfaktoren im E-Screen.

Substanz n(m)*  RPE? EC100? ECss,  ECs(E2)  EEF
(E2=100%) (mollL)  (mollL)  (mollL)  (E2=1)

Progesteron 2 (0) n.n. n.n. (1E-06)3 n.n. n.n.
Hydrocortison 4(0) 156(13,2) 3E-073 n.n. n.n.
Testosteron 4 (1) 72,6 (5,4) 6E-06 2,0E-08 1,2E-11 6,1E-03
S50-DHT 3(0) 75,3 (7,7) 4E-06 5,3E-08 2,6E-11 4,9E-04

5a-DHT (EFM-19) 3 (0) 65,4 (7,9) 7E-06 2,3E-07 2,6E-11 1,1E-04

Insulin (vom Rind) 3(0) 559 (23,6) 14E-05  23E-07 6,1E-12  2,7E-05

* n = Gesamtzahl der unabhéngigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

2 Mittelwert (Standardabweichung)

3 Hochste getestete Konzentration

BE?2 Cortison (n=4)

Rel. Ext. vs. Kontrolle

1E-09
1E-08

1E-12
1E-11
1E-10
1,E-07

Abb. 9: Dosis-Wirkungs-Kurve fir Hydrocortison im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen.
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Testosteron ist ein schlecht wasserlosliches Androgen, welches im Blut an Plasmaproteine
gebunden ist. Erst in den Zielzellen wird Testosteron in die wirksame Form, das 5a-
Dihydrotestosteron (50-DHT) umgewandelt. Im weiblichen wie im maéannlichen zentralen
Nervensystem gibt es Cytochrom-P450-abhangige Enzyme (Aromatasen), die Testosteron, nicht
jedoch 5a-DHT zu Estron oxidieren kénnen, welches auf enzymatischen Weg weiter zu 17R3-
Estradiol reduziert wird (McEwen et al. 1982). Auch MCF-7-Zellen besitzen die P450-abhangige
Aromatase (Killinger et al. 1987; Miller et al. 1987). Nach Umwandlung zum Estron kann
Testosteron im E-Screen-Assay zur Proliferation der MCF-7-Zellen fiihren.

Abb. 10 zeigt, daB die proliferative Wirkung von 1 uM Testosteron im E-Screen-Assay durch die
Ko-Inkubation mit 5 uM des Aromataseinhibitors 4-Androsten-4-ol-3,17-dien weitgehend unter-
driickt wird. Die Testung von drei verschiedenen Konzentrationen 4-Androsten-4-ol-3,17-dien
(5*10°, 10°°, 10" M) zeigte eine Dosisabhangigkeit des inhibierenden Effektes.
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Abb. 10: 5 uM des Aromatase-Inhibitors 4-Androsten-4-ol-3,17-dien (Ar.Inh.) inhibieren weitgehend die
proliferative Wirkung von 10° M Testosteron (Test.) in MCF-7-Zellen, wéhrend 0,1 pM nicht
wirksam sind (Mittelwerte aus einem Experiment im Vierfachansatz).

Aus Tab. 4 und Abb. 11 ist ersichtlich, dal auch 5a-Dihydrotestosteron (5a-DHT) in den ER-
positiven Brustkrebszellinien proliferierend wirkt. Der berechnete RPE betrug fiir 5a-DHT 75,3
+ 7,7 %, und entspricht demjenigen, der mit Testosteron in den MCF-7-Zellen gemessen wurde
(72,6 = 5,4 %). Im E-Screen-Assay mit EFM-19-Zellen (Stock 2) lag der RPE fiir 5a-DHT etwas
niedriger (65,4 £ 7,9 %).

Die estrogene Potenz (EEF) war fur 5a-DHT im Vergleich zu Testosteron um eine halbe Zehner-
potenz kleiner. Dies kdnnte ein Hinweis dafiir sein, dal} 5a-DHT schwerer aromatisiert wird als
Testosteron.
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1.4 Miniaturisierung, Vereinfachung und Optimierung

Zur Vereinfachung des E-Screen-Assays wurden zusatzlich zu den von Soto et al. (1995) vorge-
schlagenen 24-Well-Kulturplatten auch Zellkulturplatten mit je 96 Kavitaten fir die Testung der
Substanzen eingesetzt. Durch diese Miniaturisierung des E-Screen-Assays werden Material und
Zeit in erheblichem Umfang gespart. Sensitivitat und Spezifitat werden hierbei nicht wesentlich
beeinfluft.

Einen Vergleich zwischen E-Screen-Assays mit 96- und 24-Well-Platten zeigt die Abb. 12. Die
Abb. zeigt Dosis-Wirkungs-Kurven flr 17p-Estradiol mit einem Maximum der Proliferation bei
10° M. Die MCF-7-Zellen zeigten in den 96-Well-Platten sogar etwas hohere Proliferationsef-
fekte als in den 24-Well-Platten.

Fur den E-Screen-Assay sind also die Multiwell-Zellkulturplatten ebenso gut geeignet wie die
von Soto et al. urspriinglich verwendeten 24-Well-Platten.

B 24 well 196 well

Rel. Ext. vs. Kontrolle

1,E-12
1,E-11

E-10
1,E-09
1,E-08

—
E2-Konz. (mol/L)

Abb. 12: E-Screen-Assay mit 17p3-Estradiol mit MCF-7-Zellen: Vergleich zwischen 24- und 96-Well-
Platten (n=7).

Viele der im E-Screen mit MCF-7-Zellen untersuchten Einzelsubstanzen wurden sowohl in 24-
Well-Platten als auch in 96-Well-Platten getestet. Dabei war Benzophenon die einzige Substanz,
bei welcher die HOhe des berechneten RPE-Wertes (relative estrogene Wirkungsstarke) von den
verwendeten Zellkulturplatten abhéngig war.

Benzophenon wurde in sechs unabhangigen Tests mit 24-Well-Platten und in vier Experimenten
mit 96-Well-Platten getestet. Am 14.03.97 und am 21.03.97 wurden jeweils zwei E-Screen-
Assays, in denen Benzophenon eingesetzt wurde, gestartet. Einer der Tests wurde in 24-, der
andere in 96-Well-Platten durchgefiihrt. Passagenzahl der eingesetzten MCF-7-Zellen und
Kulturbedingungen waren somit identisch.
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Bei Verwendung der 24-Well-Platten betrug der RPE 75,2 + 15,3 %, wahrend bei Benutzung der
96-Multiwell-Kulturplatten der berechnete RPE nur bei 42,3 + 9,4 % lag (Abb. 13). Die ECygo
und damit der EEF wurden hingegen nicht durch die Kulturplatten beeinfluf3t. Die ECyqo lag in
beiden Fallen bei jeweils 10 mol/L, der EEF betrug 6,1E-07 bzw. 6,0E-07. Mdglicherweise tritt
bei hohen Konzentrationen in den 96-Well-Platten aufgrund des groReren Oberfla-
chen/Volumenverhéltnisses in den Wells eine nennenswerte adsorptive Wechselwirkung des
Benzophenons an die Kunststoffwande auf, sodaR seine Bioverfligbarkeit sinkt.

Jobling et al. (1995) fanden, daf Benzophenon radioaktiv markiertes 17(3-Estradiol vom
isolierten ER der Regenbogenforelle nahezu vollstdndig verdrangen kann. Zusammen mit
unseren Ergebnissen zeigt dies, dall Benzophenon ein Xenoestrogen ist.

Benzophenon ist ein Zwischenprodukt bei der Synthese von Antihistaminika, Hypnotika und
anderen Pharmazeutika. Es wird als Geruchsfixateur fiur Parfime und Seifen eingesetzt.
Hydroxylierte und methoxylierte Benzophenon-Derivate sind UV-Absorber, die als Licht- und
Sonnenschutzmittel in Cremes und Salben Verwendung finden.
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Abb. 13: Dosis-Wirkungs-Kurven fiir 17p3-Estradiol und Benzophenon in MCF-7-Zellen.
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1.5 EinfluR moglicher Stérfaktoren

1.5.1 Temperatur des Experimentalmediums

Bei der Bestimmung des ER und Progesteronrezeptors (PGR) in Geweben bedient man sich der
Kohle-Adsorptionsmethode (DCC: dextrane coated charcoal method). Da der ER und der PGR
temperaturlabile Proteine sind (Chone et al. 1991), muB die Klhlkette nach Entnahme des Gewe-
bes bis hin zur biochemischen Analyse aufrechterhalten bleiben (0 - 4°C). Brown und Sharp
(1990) haben anhand des Plasmids HEO mit immunozytochemischen Methoden nachgewiesen,
dal’ durch Erh6hung der Reaktionstemperatur von 4 °C auf 20, 30 bzw 37 °C nach 20 Minuten
die Bildung des ERE-ER-Komplexes von der Anwesenheit des E2 (17[3-Estradiol) abhéngig
wird. Bei niederen Temperaturen bindet der ER auch in Abwesenheit von E2 spontan an sein
ERE, so dal} E2 die Bildung des ERE-ER Komplexes nicht beeinflult. Bei 37 °C gibt es mit E2
stérkere Signale als bei der hormonfreien Kontrolle.

Um zu untersuchen, ob unterschiedliche Temperaturen das Ergebnis des E-Screen-Assays beein-
flussen kdnnen, wurden den in 24-Well-Platten nach 24 Stunden angehafteten MCF-7-Zellen in
zwei Parallelansdtzen Experimentalmedium mit E2-Verdiinnungen unterschiedlicher Temperatur
zugegeben. In eine der beiden Zellkulturplatten wurden die Verdiinnungen vor Zugabe zu den
Zellen auf 4°C gekuhlt. AnschlieBend wurde die Kulturplatte 30 min auf Eis gelegt und gleich
danach in den Brutschrank uUberfuhrt. Beim zweiten Ansatz wurden die gleichen E2-Verdinnun-
gen vor deren Zugabe zu den Zellen auf 37 °C im Wasserbad erwérmt. Nach dem Pipettieren
wurde die Kulturplatte 30 min im 37 °C Wasserbad inkubiert, und anschlielend in den Brut-
schrank Uberfuhrt.

OE2 1nM
EE2 0,1nM
HE20,01nM

Rel. Ext. vs. Kontrolle

4 37°
(n=3) (n=3)

Abb. 14: Einflul der Temperatur des Experimentalmediums auf das Ergebnis des E-Screen Assays mit
MCF-7-Zellen.

Abb.14 zeigt, daB die unterschiedlichen Temperaturen des Experimentalmediums das Ergebnis
des E-Screen-Assays nicht beeinflussen. Die nahezu identischen Ergebnisse zeigen, dal die
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Transduktionskette (Bindung von E2 an den ER bis zur proliferierenden Wirkung) durch die zu
Beginn des E-Screen-Assays vorgenommenen Temperaturunterschiede nicht beeinflu3t wird.

Bei allen durchgefiihrten E-Screen-Experimenten wurden die Verdiinnungen der getesteten Ein-
zelsubstanzen und Umweltproben vor Zugabe zu den Zellen auf Raumtemperatur erwarmt.

1.5.2 Hitzeinaktivierung des fotalen Kalberserums

Bei der Hitzeinaktivierung wird das Serum (0,5 Liter-Flasche) 30 Minuten auf 56 °C erwarmt.
Dabei werden stérende Einfllisse verschiedenster Art aus dem Serum beseitigt (Zerstérung des
Komplement). Die Vermeidung storender Faktoren kann jedoch mit der Abnahme
wachstumsfordernder Eigenschaften einhergehen. Dies kann dazu fuhren, daR die Seren das
Ergebnis des E-Screen-Assays negativ beeinflussen (niedere PE-Werte).

Die in Abb. 15 dargestellten Ergebnisse zeigen, welche Auswirkungen die Hitzeinaktivierung des
fotalen Kélberserums haben kann. Zusétzlich wurde untersucht, ob vor dem Ausséen eine zusatz-
liche mechanische Vereinzelung der Zellen (s. Abschnitt \VV 2.1) nach der Trypsinbehandlung das
Ergebnis des E-Screen-Assays beeinflussen kann. Abb. 15 zeigt das Ergebnis aus je vier E-
Screen-Assays, in denen das Serum Gibco Nr. 10081 verwendet wurde. Als Testsubstanz wurde
0,1 nM 17B-Estradiol eingesetzt. AuRerdem wurde noch ein Serumersatz (BMS; Basal Medium
Supplement, Biochrom Nr. S5173) getestet. BMS und Serum wurden zeitgleich nach der
Methode von Stanley et al. (1977) gestrippt. Ein Teil des Serums wurde vorher hitzeinaktiviert
(h.) bzw. nichthitzeinaktiviert (n.h.).
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Abb. 15: Proliferationseffekt von 10" M 17p-Estradiol in MCF-7-Zellen. Vergleich zwischen
hitzeinaktiviertem, nicht hitzeinaktiviertem Serum, und einem Serumersatz (BMS).

Ohne zusétzliche mechanische Vereinzelung vor dem Ausséen zeigten die verwendeten MCF-7-
Zellen mit 0,1 nM 17(3-Estradiol einen niedrigen Proliferationseffekt (etwa 1,5). Ein Unterschied
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zwischen hitzeinaktiviertem und nicht hitzeinaktiviertem Serum war in diesem Fall nicht zu
sehen.

Es ist jedoch deutlich zu erkennen, daR bei vollstandiger Vereinzelung der Zellen vor dem Aus-
séen das nicht hitzeinaktivierte Serum zu deutlich besseren Ergebnissen fiihrt. Eine
Hitzeinaktivierung, welche zur Standardisierung der Seren beitragen soll, hatte also hier einen
negativen Effekt.

1,8
1,6 1
1,4

OD bei 550 nm

h. h. n.h. n.h. BMS BMS
Kontr. E2 Kontr. E2 Kontr. E2

Kontrollen (K) und 17 3-Estradiol

Abb. 16: Auswirkung der Hitzeinaktivierung der Seren auf die Proliferation der MCF-7-Zellen. Es
wurden das Serum Gibco Nr. 10081 und ein Serumersatz (BMS) getestet. Alle Zellen wurden
vor dem Aussden vereinzelt. Es wurden nur die Negativkontrolle (Kontr.) und 0,1 nM E2
gemessen (n=4).

In Abb. 16 sind fir die Experimente mit vereinzelten MCF-7-Zellen aus Abb. 15 auf der Y-
Achse die Mittelwerte der gemessenen Extinktionen bei 550 nm (optische Dichte, OD)
aufgetragen.

Die Hitzeinaktivierung konnte ein Protein, welches die estrogenabhéngige Proliferation der
Negativkontrolle inhibiert, zerstéren. Moglicherweise ist im Kalberserum ein zum Estrocolyone-1
im humanen Serum (Soto et al. 1992b) analoges Protein enthalten, welches weniger hitzestabil
ist. Die gemessenen Extinktionswerte der Negativkontrolle waren bei Verwendung von
hitzeinaktiviertem Serum hoher als bei nicht hitzeinaktiviertem. Die gemessene optische Dichte
der Positivkontrolle lag jeweils bei etwa 1. Durch die starker proliferierende Negativkontrolle
wurden also bei Verwendung von hitzeinaktiviertem Serum fir die Testsubstanz (E2) geringere
Proliferationseffekte gemessen. Bei Verwendung des Serumersatz (BMS) proliferierte die
Negativkontrolle sehr stark. Der Unterschied zur Positivkontrolle war nur noch sehr gering.

1.5.3 Strippen des fotalen Kalberserums
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Zwei fotale Kalberseren (Gibco Nr. 10081 und Biochrom Nr. S0115) wurden am 14.01.1997
zeitgleich nach zwei unterschiedlichen Methoden mit Aktivkohle-Dextran behandelt (,,Strippen*)
und anschliefend einmal im E-Screen-Assay eingesetzt. Die Seren wurden vor dem Strippen
nicht hitzeinaktiviert. Abb. 17 zeigt, daR die von Stanley et al. (1997) vorgeschlagene Methode
zu besseren Ergebnissen fiihrt. Mitttelwerte und Standardabweichungen entsprechen einem
Einzelexperiment mit 24-Well-Platten (Vierfachansatz).
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Abb. 17: Vergleich der Proliferationswirkung von E2 in MCF-7-Zellen bei Verwendung von zwei
fotalen Kalberseren, welche nach verschiedenen Methoden mit Aktivkohle-Dextran gestrippt
wurden. Links zwei Seren, die nach der Methode von Soto et al. (1992) gestrippt wurden.
Rechts die gleichen Seren, die zeitgleich nach der Methode von Stanley et al. (1977) gestrippt
wurden.

Madglicherweise ist das Erwarmen des Serums auf 37 °C, welches die Strippmethode nach Soto
et al. beinhaltet, der Grund dafir, dal dieses CD-FCS fiir den E-Screen-Assay weniger gut geeig-
net sein kann. Eine zeitweilige unabsichtliche Erwarmung des Serums auf tber 37 °C konnte
wichtige wachstumsfordernde Proteine zerstéren. Bei der nach Stanley et al. vorgeschlagenen
Strippmethode wird das Serum wahrend des Strippens immer gekuhlt (0 - 4 °C), dadurch also
schonender behandelt.

1.6 Etablierung des E-Screen-Assay mit EFM-Zellen

Der Nachweis der proliferierenden Wirkung einer Testsubstanz in einer zweiten ER-positiven
humanen Zellinie erhéht die Spezifitat des Nachweises einer estrogenen Wirkung.

Die estrogensensitive, adhérent wachsende Zellinie EFM-19 stammt aus dem Brusttumor einer
50-jahrigen Frau (Simon et al. 1984). Im Gegensatz zu MCF-7- wurden EFM-19-Zellen bisher
nur selten zu Forschungszwecken verwendet. Das Wachstum der EFM-19-Zellen ist wesentlich
langsamer als das der MCF-7-Zellen. Der ER-Gehalt liegt mit 7 fmol/mg Protein (Hackenberg et
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al. 1991 und eigene Messungen) niedriger als in MCF-7-Zellen, die PGR-Gehalte im
steroidfreien Medium sind &hnlich.

Wir arbeiten mit zwei verschiedenen Stocken von EFM-19-Zellen. Stock 1 wurde bei Passage 90
von Dr. H. Bartsch, Universitats-Frauenklinik Tlbingen, erhalten. Die Zellen wachsen wie MCF-
7-Zellen in DME-Medium, aber mit 10 % FCS.

Stock 2 stammt von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
in Braunschweig und wird in RPMI 1640-Medium (Biochrom Nr. F1295) mit 10 % FCS
kultiviert.

Der Proliferationstest mit EFM-19-Zellen wird ahnlich wie mit MCF-7-Zellen durchgefihrt. In
24-Well-Platten wird eine Zellzahl von 20.000 pro Well ausgesét; 48 Stunden spéter erfolgt
Mediumwechsel und Substanzzugabe. Am 7. Tag wird das Experimentalmedium mit der
Testsubstanz erneuert, die Zellzahlung erfolgt nach 10 Tagen Inkubation am 12. Tag.

EFM-19: 173-Estradiol (n=4) MCF-7: 173-Estradiol (n=4)
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Abb. 18: Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven von 17p-Estradiol in MCF-7- und EFM-19-Zellen
(Stock 1). Die Kurven und die ECs-Werte entsprechen jeweils Mittelwert und
Standardabweichung von vier unabhéngigen Einzelexperimenten.

Fir 17B-Estradiol zeigen die beiden EFM-19-Zellstocke eine dhnliche Konzentrations-Prolifera-
tions-Kurve wie fur die MCF-7-Zellen (Abb. 18). Auch die Hemmung der Proliferation mit
Tamoxifen gelingt. Fir 5a-Dihydrotestosteron verhalten sich die beiden Zellinien ebenfalls sehr
ahnlich (s. Abb. 11). Ein Vergleich der zwei Zellinien mit weiteren Einzelsubstanzen ist in Kap.
V1.2 zu finden. Literaturangaben Uber das proliferative Verhalten verschiedener Xenoestrogene
in den EFM-19-Zellen liegen nicht vor.

2 Untersuchung von Einzelsubstanzen
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Tab. 5 zeigt eine Auflistung der im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen getesteten Einzelsubstan-
zen. Aufgefuhrt sind neben dem Reinheitsgrad die Firmen, von welchen die Chemikalien
bezogen wurden und die Molmasse. Die Substanzen wurden entweder in DMSO oder in Ethanol
geldst und in kleinen Glaskolben im Kihlschrank aufbewahrt. Die letzte Spalte in Tab. 5 zeigt,
welche Konzentration (in mol/L) die Stammldsungen jeweils hatten. Die Stammlésungen der
Steroide und 173-Estradiol-Metabolite wurden bei -20°C gelagert, die Ldsungen der Gbrigen
Substanzen bei +4 °C.

Tab. 5: Ubersicht (iber die im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen getesteten Einzelsubstanzen. Ein Teil
der Substanzen wurde zusatzlich in EFM-19-Zellen (Stock 2) getestet. Die Stamml6sungen
wurden in DMSO bzw. Ethanol (*) hergestellt.

Substanz Reinheit Herkunft Molmasse Konz. Stamm-
I6sung (mol/L)

Phenole 4-Methylphenol z.Synth. Univ. Tib. 180,1 0,1
4-t-Butylphenol 99 % Fluka 150,2 0,01
4-t-Octylphenol >90 % Fluka 206,3 0,01
4-n-Octylphenol 99 % Aldrich 206,3 0,01
4-t-Nonylphenol techn. (85 %) Fluka 220,4 0,01
4-n-Nonylphenol >98 % Lancaster 220,4 0,1
Bisphenol A 97 % Fluka 228,3 0,01
BPA-dimethacrylat Aldrich 364,4 0,1
4-Hydroxybiphenyl >98 % Fluka 170,2 0,1
2-Hydroxybiphenyl >98 % Fluka 170,2 0,1
2-t-Butyl-4-methylphenol 99 % Aldrich 164,3 0,1
2,6-di-t-Butyl-4-methyl- Sigma 220,4 0,1
phenol (BHT)
3-t-butyl-4-hydroxyanisol > 98% Fluka 180,3 0,1
(BHA)

Halogenierte  Tetrabrombisphenol A 97 % Aldrich 543,9 0,05

Phenole 4-Chlor-3-methylphenol 99 % Aldrich 142,6 0,1
4-Chlor-2-methylphenol 97 % Aldrich 142,6 0,1
2-Chlor-4-methylphenol 97 % Aldrich 142,6 0,1
4-Chlorphenol 98 % Supelco 128,6 0,1
2,4-Dichlorphenol 98 % Supelco 163,0 0,1
2,4,5-Trichlorphenol 98 % Supelco 197,8 0,1
2,4-D Quality Grade Poly Science 221,0 0,1
2,4-Dibromphenol 98 % Supelco 2519 0,1
Irgasan DP300 99,3 % Ciba Geigy 2884 0,1

Pestizide o-HCH 99 % Riedel 290,3 0,05
B-HCH 99 % Riedel 290,3 0,01
y-HCH 99 % Riedel 290,3 0,01
Dieldrin >99 % Riedel 380,9 0,05
a-Endosulfan >99 % Riedel 406,9 0,05
Atrazin Poly Science 215,5 0,01
Simazin Ciba Geigy  201,7 0,01
Dimethoat (Roxion) 36,7 % Celaflor 0,1
Metiram (Polyram 80 % Celamerck 1087 0,01
Combi)

Phthalate Di-n-butylphthalat 99 % Merck 278,4 0,1
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Benzyl-n-butylphthalat 98 % Merck 312,4 0,1
Di-(2-ethylhexyl)phthalat 390,6 0,1
Mono-(2-ethylhexyl)- synthetisiertz 278,6 0,1
phthalat (MEHP)

div. Stoffe Phenolrot Sigma 354,4 0,014
Tris-(2-chloroethyl)- 97 % Aldrich 285,5 0,1
phosphat
Benzophenon Aldrich 182,2 0,1
p-Nitrotoluol z. Synth. Univ. Tib. 137,1 0,1
t-Butylbenzol z. Synth. Univ. Tub. 134 0,1

Phytoestrogene Coumestrol 95 % Fluka 268,2 0,005*
Genistein 98 % Sigma 270,2 0,01

Steroide 17B-Estradiol Sigma 272,4 0,001*
Estron Sigma 270,4 0,005*
2-Hydroxyestron Sigma 286,4 0,001*
4-Hydroxyestron Sigma 286,4 0,001*
2-Methoxyestron Sigma 300,4 0,0033*
16a-Hydroxyestron 95 % Sigma 286,4 0,0007*
Estriol >99 % Sigma 288,4 0,005*
2-Hydroxyestriol >90 % Sigma 304,4 0,001*
2-Methoxyestriol Sigma 318,4 0,001*
2-Hydroxyestradiol Sigma 288,4 0,001*
2-Methoxyestradiol Sigma 302,4 0,0033*
17a-Ethinylestradiol > 98 % Sigma 296,4 0,01*
Mestranol Sigma 310,4 0,001*
Hydrocortison 98 % Sigma 362,5 0,001*
Testosteron Sigma 286,4 0,01*
5a-Dihydrotestosteron Sigma 290,4 0,005*
4-Androsten-4-o0l-3,17- Sigma 302,4 0,001*
dien

Antiestrogene  Tamoxifen 99 % Sigma 3715 0,01*
ICI 182.7803 Zeneca 606,8 0,0001

2im Arbeitskreis von Prof. Rettenmaier, Inst. fir Arbeits- und Sozialmedizin der Univ. Tiibingen
3 Geschenk der Firma Zeneca, Grofbritannien

Nach Verdinnung mit Experimentalmedium wurden die Substanzen im E-Screen-Assay getestet.
Nach der indirekten kolorimetrischen Zellzahlbestimmung wurde fiir jede Substanz der relative
Proliferationseffekt (RPE) und die relative Potenz (EEF) berechnet; als Positivkontrolle diente
173-Estradiol. Jede estrogen wirksame Substanz wurde mindestens in drei unabhangigen Experi-
menten getestet. Es wurden nur E-Screen-Assays fir die Auswertung berticksichtigt, bei denen
der Proliferationseffekt (PE) der Positivkontrolle (bei 10° M) = 2 war.

Die Ergebnisse sind nach Substanzklassen geordnet in Tabellen zusammengefalit. Die Tests wur-
den entweder in 24- oder in 96-Well-Platten durchgefiihrt. In Spalte 2 ist jeweils die Gesamtzahl
n der durchgeflihrten und auswertbaren unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente angegeben.
m ist dabei die Zahl der Einzelexperimente, bei denen die Zellzahl durch den MTT-Assay
ermittelt wurde. Sofern keine anderen Angaben gemacht sind, wurden die Ubrigen
Einzelexperimente (n - m) mit dem SRB-Assay ausgewertet.
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Fur die Bewertung der estrogenen Wirkungsstarke einer getesteten Substanz wurde flr jeden E-
Screen-Assay der relative Proliferationseffekt (RPE) berechnet; Mittelwert und Standardabwei-
chung sind in Spalte 3 angegeben. Ein RPE < 10 % wurde als nicht nachweisbar (n.n.) gewertet.
In der 5. Spalte (EC100) Wird der Mittelwert der kleinsten molaren Konzentration (ECiq0) der
jeweils getesteten Substanz angegeben, die im E-Screen-Assay den hdchsten proliferativen
Effekt bewirkt hat. Fir die nicht proliferierend wirkenden Substanzen wird in dieser Spalte die
hdchste im E-Screen-Assay getestete Konzentration angegeben.

Fur jede proliferierend wirkende Substanz wurde nach Log-Probit-Transformation der mittleren
Dosis-Wirkungskurve der ECso-Wert (in mol/L) berechnet und in Spalte 5 angegeben. Dazu
wurde fur die jeweilige Testsubstanz fur jede eingesetzte Konzentration der Mittelwert der
relativen Extinktionen aus den einzelnen E-Screen-Assays berechnet. Diese Mittelwerte zeigten
in der Regel eine brauchbare Dosis-Wirkungs-Kurve und wurden auch fir die Erstellung der
dargestellten Balkendiagramme verwendet. Die vorletzte Spalte gibt die ECsq (in mol/L) fir die
jeweils zugehdrige Positivkontrolle 173-Estradiol an, die bei jedem Assay getestet wurde. In der
letzten Spalte ist schliellich die relative Potenz (EEF) der Testsubstanz, bezogen auf die
Positivkontrolle 17B-Estradiol (EEF = 1), als Quotient der ECso-Werte angegeben.

2.1 Alkylphenole, Bisphenole, Hydroxybiphenyle

Tab. 6: Ergebnisse der Testung von alkylierten Phenolen im E-Screen mit MCF-7-Zellen.

Substanz n (m)”* RPE EC100 ECso  ECso (E2) EEF
(E2=100%)  (mol/L)  (mol/L)  (mollL)  (E2=1)

4-Methylphenol 3(0) 13,3(2,9) n.n. (1E-06) n.n. n.n.

4-t-Butylphenol 3(1) 67,7(9,9) 1E-05 1,4E-06  15E-11  1,0E-05
4-t-Octylphenol 32(1) 96,8(11,9)  3E-06 n.b. n.b. 1,1E-043
4-n-Octylphenol 4* (1) 69,0 (10,0 SE-06 9,1E-07 7,5E-12 8,2E-06

techn. 4-Nonylph.  32(1) 104,8(9,8)  1E-06  14E-07 15E-11  1,1E-04

4-n-Nonylphenol 7*(2) 68,2 (11,4 6E-06 1,3E-06 1,1E-11 8,7E-06
Bisphenol-A 3(1) 97,4(4)9) 4E-06 2,6E-07  16E-11 6,0E-05
BPA-dimethacr. 4(1) 915(14,2) 4E-06 3,2E-07  2,1E-12 6,7E-06

4-Hydroxybiphenyl ~ 4(3) 70,9(66)  8E-06  15E-06 1,6E-11  1,1E-05

2-Hydroxybiphenyl 4 (2)  34,7(8,6)  4E-05 78E-06  1,2E-11  1,5E-06
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2-t-Butyl-4- 3(1) 28,041 8E-05 4,7E-06  1,4E-11 3,0E-06
methylphenol

2,6-di-t-Butyl-4- 3(1) n.n. n.n (1E-04) n.n. n.n.
methylphenol (BHT)

3-t-Butyl-4-OH 3(2) 30,6 (6,5) 5E-05 53E-06 1,3E-11 2,4E-06
anisol (BHA)

* n = Gesamtzahl der unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

* bei 3 Assays wurde die Zellzahl direkt bestimmt (Neubauer-Z&hlkammer)
2 pei 1 Assay wurde die Zellzahl direkt bestimmt (Neubauer-Zahlkammer)

3 der EEF wurde Uber die EC1g9-Werte bestimmt

Um den modifizierten E-Screen-Assay zu validieren und um Informationen Uber die Strukturab-
hangigkeit der estrogenen Wirkung von alkylierten Phenolen zu erhalten, wurden verschiedene
phenolische Substanzen in MCF-7-Zellen getestet, von denen fiir viele eine estrogene Wirkung
bereits bekannt war. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengefalt.

4-t-Octylphenol (4-t-OP) und techn. 4-Nonylphenol (4-t-NP) sind ebenso wie Bisphenol-A und
Bisphenol-A-dimethacrylat volle ER-Agonisten; die berechneten RPE-Werte liegen bei etwa 100
%. In den EFM-19-Zellen (Stock 2) wurde nur 4-t-OP getestet (n=2). Der berechnete RPE-Wert
lag sogar tber 100 % (128 %). Weitere der in Tab. 6 aufgefuhrten Phenole wurden bisher nicht in
den EFM-19-Zellen getestet. Die estrogene Potenz (EEF) von 4-t-OP und 4-t-NP war jeweils
etwa um einen Faktor 1000 geringer als die des natirlichen Estrogens 17p3-Estradiol. Damit sind
diese beiden Alkylphenole diejenigen nichtsteroidalen Chemikalien mit der stérksten bisher
bekannten estrogenen Potenz. Die eigenen Ergebnisse stimmen gut mit den Daten aus der Litera-
tur Gberein (vgl. Abb. 7 und 8 in VI 1.3.1).

Im Vergleich zu 4-t-OP und 4-t-NP waren die beiden Isomere mit linearer Alkylkette (4-n-OP, 4-
n-NP) in ihrer estrogenen Wirkung im E-Screen-Assay schwécher. Sowohl der RPE- als auch der
EEF-Wert lagen jeweils deutlich niedriger; 4-n-OP und 4-n-NP wirkten nur noch als partielle
Agonisten (vgl. Abb. 19). Die Ergebnisse stimmen gut mit Messungen der transkriptionalen
Aktivierung eines estrogenabhangigen Reportergens in gentechnisch veranderten Hefezellen
uberein. Routledge et al. (1997) fanden heraus, daf die estrogene Wirksamkeit der Alkylphenole
von der Verzweigung und der L&nge der Alkylkette abhangt. Die tertidr verzweigten waren die
wirksamsten (tertidr > sekundar > primar).

In Ubereinstimmung mit den Daten von Soto et al. (1995) war 4-t-Butylphenol im E-Screen-
Assay weniger stark wirksam und weniger potent als 4-t-OP und 4-t-NP, wéhrend 4-
Methylphenol nahezu unwirksam war. RPE- und EEF-Wert fir 4-t-Butylphenol entsprachen in
etwa denen von 4-n-OP und 4-n-NP. Diese Befunde zeigen, dalR neben der Verzweigung die
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Lange der Alkylkette fir die estrogene Wirkung der p-Alkylphenole entscheidend ist. Routledge
et al. (1997) stellten fest, dafl Alkylphenole die hochste estrogene Aktivitat besitzen, wenn sich
die tertidr verzweigte Alkylgruppe in para-Position befindet und 6 bis 8 C-Atome enthalt.

Da im Rahmen dieses Projektes nur para-substituierte Alkylphenole im modifizierten E-Screen-
Assay getestet wurden, kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse keine unmittelbare Aussage
getroffen werden, wie die Stellung der Alkylkette (para, meta, ortho) einen EinfluR auf die
estrogene Wirksamkeit eines Alkylphenols im E-Screen-Assay hat. Soto et al. (1995) konnten im
E-Screen nur fur das para-substituierte t-Butylphenol eine estrogene Wirkung nachweisen. Die
ortho- und meta-substituierten zeigten keine Wirkung. Routledge et al. (1997) fanden im Hefe-
Transkriptionsassay, dal’ die estrogene Wirksamkeit am hochsten ist, wenn die Alkylkette in der
para-Position ist (para > meta > ortho).
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Abb. 19: Dosis-Proliferations-Kurven von 4-n-Nonylphenol und techn. 4-t-NP in MCF-7-Zellen.
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In Analogie zu diesen Befunden konnten wir durch Vergleich der estrogenen Wirksamkeit von 4-
Hydroxybiphenyl und 2-Hydroxybiphenyl zeigen (Abb. 20), dal? die para-Stellung des zweiten
Phenylrestes zur OH-Gruppe (4-Hydroxybiphenyl) eine deutlich starkere estrogene Aktivitat
bewirkt (s. auch Abb. 7 und 8 in VI 1.3.1). Fiir 2-Hydroxybiphenyl ist die estrogene Potenz um
fast einen Faktor 10 niedriger. Aufgrund seiner fungiziden Wirkung wird 2-Hydroxybiphenyl
(ortho-Phenylphenol) zur Konservierung von Zitrusfriichten eingesetzt.
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Abb. 20: Dosis-Proliferations-Kurven fiir 4-Hydroxybiphenyl und 2-Hydroxybiphenyl in MCF-7-Zellen.

3-t-Butyl-4-hydroxyanisol (BHA) ist als Antioxidans in Lebensmitteln, Kautschuk-Produkten
und Seifen weit verbreitet. Es wird vom Menschen gut resorbiert, aber auch schnell wieder
eliminiert (Conning et al. 1986).

Die von Soto et al. (1995) gefundene schwache estrogene Wirkung von BHA konnten wir
bestatigen, der RPE-Wert betrug 31 + 7 % (s. auch Abb. 7 in VI 1.3.1). Ebenso konnten wir
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bestatigen, dal 2,6-di-t-Butyl-4-methylphenol (2,6-di-t-Butyl-4-kresol), welches oft als Butyl-
hydroxytoluol (BHT) bezeichnet wird, im E-Screen-Assay unwirksam ist.

In dem von uns etablierten E-Screen-Assay sind BHA und 2-t-Butyl-4-methylphenol schwache
Xenoestrogene. Wie bei Soto et al. (1995) betragt der RPE fir BHA etwa 30 %. 2-t-Butyl-4-
methylphenol ist ein etwas schwécheres Estrogen als BHA. Der RPE von 2-t-Butyl-4-
methylphenol liegt bei 28 + 4 %. Beide Substanzen haben den gleichen EEF (etwa 2,5*10°°).

Der Grund fir die schwache estrogene Wirksamkeit dieser beiden Substanzen liegt vermutlich in
der volumindsen t-Butylgruppe, welche eine starke Bindung an den ER verhindert (s. Abb. 21).

OH OH
C(CH;), C(CH;),

O_CH3 CH3

Abb. 21: Strukturen von 3-t-Butyl-4-hydroxyanisol (BHA) und 2-t-Butyl-4-methylphenol.

2.2 Halogenierte Phenole

Tab. 7: Ergebnisse der Testung von halogenierten Phenolen im E-Screen mit MCF-7-Zellen.

Substanz n (m)”* RPE ECu00 ECso  ECs (E2) EEF
(E2=100%) (mol/L)  (mol/lL)  (mol/L) (E2=1)

Tetrabrom- 5(2) 47,5(10,6) 2E-05 8,5E-06  4,5E-12 1,1E-06
Bisphenol-A

4-Chlor-3-methyl- 3(1) 458(4,7) 7E-05 1,8E-05  54E-12 3,1E-07
phenol

4-Chlor-2-methyl- 3*0) 27,9(7,8) 1E-04 3,5E-05  5/4E-12 1,8E-07
phenol

2-Chlor-4-methyl- 3(1) n.n. n.n. (1E-04) n.n. n.n.
phenol

4-Chlorphenol 32(0) n.n. n.n. (1E-04) n.n. n.n.
2,4-Dichlorphenol 3* (0) n.n. n.n. (Le-04) n.n. n.n.

2,4,5-Trichlorphenol 32 (0) n.n. n.n. (1E-05) n.n. n.n.
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2,4-D 5% (1) 156 (14,3)  4E-05 n.b. n.b.

2,4-Dibromphenol 4 (0) 23,7 (7,4) 4E-05 2,9E-06 7,0E-12 2,4E-06

Irgasan DP300 4 (3) n.n. 1E-05 n.n. n.n. n.n.

* n = Gesamtzahl der unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

* 1 E-Screen-Assay wurde in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt

2 2 E-Screen-Assays wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgeftihrt

Die schwache estrogene Wirksamkeit von Tetrabrom-Bisphenol-A, 4-Chlor-3-methylphenol (p-
Chlor-m-kresol), 4-Chlor-2-methylphenol (p-Chlor-o-kresol) und von 2,4-Dibromphenol wurde
im Rahmen dieses Projektes erstmalig entdeckt (Kdrner et al. 1998). Die Ergebnisse sind in Tab.
7 zusammengefalit.

Tetrabrom-Bisphenol-A (BrsBisA) ist ein Flammschutzmittel, welches als Zusatz fiir eine
Reihe von Kunststoffen in Elektronikinstrumenten (z.B. Computer) benutzt wird. Jahrlich
werden weltweit etwa 60.000 Tonnen BrsBisA hergestellt (WHO 1995). Nach Eintritt in die
Umwelt wird Tetrabrom-Bisphenol-A durch Methylierung der beiden Phenolgruppen zu
Dimethoxy-Tetrabrom-Bisphenol-A umgewandelt. Dieser Metabolit ist noch starker lipophil und
kann sich daher besser im Fettgewebe anreichern. Er ist in Fischen und Muscheln nachgewiesen
worden (WHO 1995).

Br Br
CH,

HO OH

CH,
Br Br

Abb. 22: Struktur von Tetrabrom-Bisphenol-A, 4,4’-Isopropylidenbis-(2,6-dibromphenol)

BryBisA ist im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen ein partieller ER-Agonist; der ausgeldste
relative proliferative Effekt betragt 48 £ 11% (s. Tab. 7 und Abb. 23).
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Abb. 23: Dosis-Proliferations-Kurve fiir Tetrabrom-Bisphenol-A in MCF-7-Zellen.

Die estrogenartige Wirkung einer Substanz ist dann mit Sicherheit nachgewiesen, wenn sie die
estrogenabhangige Proliferation von Brustkrebszellen stimulieren kann, und dieser proliferative
Effekt durch Ko-Inkubation mit einem Estrogenrezeptor(ER)-Antagonisten (Tamoxifen oder ICI
182.780) inhibiert werden kann. Abb. 24 zeigt, dal} der proliferative Effekt von BrsBisA in den
MCF-7-Zellen durch Ko-Inkubation mit 5*10° M des ER-Antagonisten Tamoxifen komplett
inhibiert wird. Dies ist ein Beweis, dal BrsBisA an den Estrogenrezeptor bindet. Auch die
Erhohung der Sekretion des pS2-Proteins (siehe VI 2.7) zeigt, dal? Br4BisA estrogenartig wirkt.

Br4Bis A TAM Br4Bis A + TAM
2,E-05 5,E-06

Abb. 24: Ko-Inkubation mit Tamoxifen (5*10° M) bewirkt in MCF-7-Zellen eine komplette Inhibierung
der durch Br,BisA (2*10° M) induzierten Zellproliferation (n=3).

4-Chlor-3-methylphenol (p-Chlor-m-kresol) und sein Natriumsalz wirken bakterizid und fungi-
zid. Ihre Wirkung wird im Gegensatz zu der vieler anderer Mikrobiozide weder von Eiwei8 noch
durch Schmutz nennenswert beeinfluf3t. 4-Chlor-3-methylphenol wird von Ratten nach oraler,
inhalativer oder dermaler Aufnahme schnell in unveranderter Form berwiegend Gber den Urin
ausgeschieden. Wegen der geringen Warmblutertoxizitat, dem schnellen Wirkungseintritt und
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der Temperaturstabilitat resultiert die Hauptanwendung als Wirkstoff in Desinfektions- und
Konservierungsmitteln. 1990 wurden in Westeuropa ca. 2100 t 4-Chlor-3-methylphenol
produziert, davon 2000 t in Deutschland. 1600 t der deutschen Produktion wurden in 41 Lander
exportiert. Fast 40 % der produzierten Menge dient im klinischen Bereich zur Desinfektion von
Instrumenten und Flachen. Als Wirkstoff in Konservierungsmitteln wird 4-Chlor-3-methylphenol
in der Lederindustrie eingesetzt. AuBerdem wird es fur die Konservierung von Leim,
Kihlschmiermitteln und Hilfsstoffen fur die Textilindustrie verwendet sowie bei der Herstellung
von Pappe und Papier eingesetzt (BUA 1994a).

OH OH OH
CH, Cl

CH,
cl cl CH,

4-Chlor-2-Methylphenol 4-Chlor-3-Methylphenol 2-Chlor-4-Methylphenol

Abb. 25: Strukturen von drei Chlorkresolen.

BE2 m4-Cl-3 MP | (n=3)
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Abb. 26: Dosis-Proliferations-Kurven fir drei Chlorkresole in MCF-7-Zellen.

4-Chlor-2-methylphenol (p-Chlor-o-kresol) ist das Edukt fur die Produktion von Phenoxyalkan-
séure-Herbiziden wie MCPA (4-Chlor-2-methylphenoxyessigsaure) und MECOPROP (2-(4-
Chlor-2-methylphenoxy)propansaure). Bis 1990 wurden j&hrlich mehr als 3000 t von MCPA und
MECOPRORP in Deutschland produziert (BUA 1994b). Die Produktion von 4-Chlor-2-methyl-
phenol wurde in Deutschland 1991 eingestellt.

Drei Chlorkresole und drei Chlorphenole wurden in je drei unabh&ngigen E-Screen-Assays in
den MCF-7-Zellen getestet. 4-Chlor-3-methylphenol und 4-Chlor-2-methylphenol zeigten eine
schwache estrogenartige Wirkung, wéhrend 2-Chlor-4-methylphenol nicht wirksam war (s. Tab.
7 und Abb. 26).

Abb. 27 zeigt, daB der proliferative Effekt von 4-Chlor-3-methylphenol (5*10™ M) und 4-Chlor-
2-methylphenol (10 M) auf die MCF-7-Zellen durch Ko-Inkubation mit Tamoxifen (5*10° M)
inhibiert wird. Auch 10°® M ICI 182.780 inhibiert die Proliferation der Chlorkresole (ohne Abb.).



54

Auch die Messung der Sekretion des pS2-Proteins (siehe VI 2.7) zeigt, dal 4-Chlor-3-methyl-
phenol und 4-Chlor-2-methylphenol in den MCF-7-Zellen estrogenartig wirken.

P i e e

Rel. Prol. vs. Kontrolle
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Abb. 27: Inhibierung der von 4-Chlor-3-methylphenol (n=5) und 4-Chlor-2-methylphenol (n=3)
induzierten Proliferation von MCF-7-Zellen durch Ko-Inkubation mit 5*10° M Tamoxifen
(TAM). 5¥10° M Tamoxifen alleine bewirkt keine Proliferation (PE = 1).

4-Chlorphenol, 2,4-Cl,-Phenol und 2,4,5-Cls-Phenol zeigten im E-Screen-Assay keine estrogene
Aktivitat (Tab. 7).

Der Austausch der Methylgruppe im 4-Chlor-2-methylphenol durch ein Chloratom (2,4-Cl,-Phe-
nol) verhindert also eine estrogene Wirkung, vermutlich weil die Elektronendichte am Aromaten
verringert statt erhéht wird. Entsprechend wirkt auch 2,4,5-Cls-Phenol nicht estrogenartig. Offen-
sichtlich ist auch im 4-Chlorphenol die Elektronendichte am Aromaten zu gering, d.h. die
Anwesenheit eines Substituenten mit +I-Effekt (z.B. Methylgruppe) ist flr eine Bindung an den
ER und damit fur eine estrogene Wirkung notwendig.

Werden die beiden Chloratome im 2,4-Cl,-Phenol durch zwei Bromatome ersetzt, entsteht ein
schwacher partieller ER-Agonist, welcher im E-Screen-Assay eine schwache estrogene Aktivitét
zeigt. Der relative proliferative Effekt von 2,4-Dibromphenol in den MCF-7-Zellen betrégt 24 +
7 % (Tab. 7 und Abb. 28). Die mdglichen Grinde hierflr kénnten zum einen in einer besseren
Polarisierbarkeit des Molekils durch den gréReren Br-Substituenten und zum anderen in einer
hoheren Elektronendichte am Aromaten durch die geringere Elektronegativitat von Brom liegen.
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Abb. 28: Dosis-Proliferations-Kurve fiir 2,4-Dibromphenol in MCF-7-Zellen.

Irgasan DP 300 (Triclosan; 2,4,4’-Trichloro-2’-hydroxydiphenylether) findet als antimikrobielles
Agens ahnlich wie 4-Chlor-3-Methylphenol eine breite Anwendung in Kosmetikprodukten und
Textilien (Beck et al. 1989). Eine estrogene Wirkung war im E-Screen-Assay nicht nachweisbar.
Allerdings wirkte es bei 10 uM auf die MCF-7-Zellen stark zytotoxisch.

Cl

Cl o) Cl

OH

Abb. 29: Struktur von Irgasan DP 300 (Triclosan; 2,4,4’-Trichloro-2’-hydroxydiphenylether)

2.3 Pestizide

Von verschiedenen Organochlorinsektiziden (o,p’-DDT, o,p’-DDE, Kepone, Methoxychlor, [3-
HCH) ist eine estrogenartige Wirkung in vivo z.T. schon lange bekannt (vgl. 1V). Fur weitere
Organochlorinsektizide wie Dieldrin, a- und -Endosulfan, Toxaphen, Alachlor und Nonachlor
wurde in den letzten Jahren eine solche Wirkung in vitro beschrieben (Soto et al. 1994; 1995;
Klotz et al. 1996). Die meisten dieser Pestizide sind in Deutschland nicht zugelassen oder schon
lange verboten. Viele der Organochlorinsektizide sind in der Umwelt persistent und bioakkumu-
lieren im menschlichen Organismus.
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Im Rahmen dieses Forschungsprojektes sollte die estrogene Wirkung fur einige Organochlorin-
sektizide verifiziert werden, zum anderen sollten mehrere Pestizide aus anderen
Verbindungsklassen getestet werden.

2.3.1 Hexachlorcyclohexan-lsomere

MCF-7

BE2 Oa-HCH (n=3)
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Abb. 30: Dosis-Proliferations-Kurven von a-HCH in MCF-7 und EFM-19-Zellen.

MCF-7
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Abb. 31: Dosis-Proliferations-Kurven von 3-HCH in MCF-7 und EFM-19-Zellen.

Hexachlorcyclohexan (HCH) nimmt unter den Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden eine Sonder-
stellung ein, da die insektizide Wirksamkeit von der Molekilgeometrie abhangt. Von allen
Isomeren besitzt nur y-HCH (Lindan) eine insektizide Wirkung. Die technischen HCH-Gemische
enthalten neben dem y-Isomer die insektizid unwirksamen, unter Umweltbedingungen aber sehr
stabilen a-, 3-, & und e-Isomere. Da sie fiir den Menschen toxisch sind, sind diese technischen
HCH-Gemische mittlerweile verboten. Lindan mit einem Reinheitsgrad >99 % wird weiterhin
zur Insektenbekdmpfung und auch als Bestandteil von Holzschutzmitteln eingesetzt. In der
Veterindr- und Humanmedizin findet es Anwendung als Jacutin zur Bekdmpfung von
Ektoparasiten wie Zecken und Milben.

Coosen & van Velsen (1989) zeigten, dal B-HCH in MCF-7-Zellen bei Konzentrationen = 1 uM
die estrogenabhédngige Synthese von Progesteronrezeptoren induzieren kann. In der Ratte wurden
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fur y-HCH sowohl estrogene als auch antiestrogene Effekte beschrieben (Cooper et al. 1989).
Faria et al. (1984) konnten eine Bindung an den ER nicht nachweisen.

Tab. 8: Ergebnisse der Testung von Pestiziden im E-Screen mit MCF-7- und EFM-19-Zellen.

Substanz n (m)”* RPE ECi00 ECso  ECso(E2)  EEF

(E2=100%)  (mol/L) (mol/lL)  (mol/lL) (E2=1)
a-HCH 3*(0) 34,9(6,7) 4E-05 3,0E-06 4,7E-12  1,6E-06
o-HCH (EFM-19) 3(0) n.n. n.n. (2E-05) n.n. n.n.
B-HCH 10* (3) 66,1 (13,9) 1E-05 3,7E-07 1,2E-11  3,2E-05
B-HCH (EFM-19) 3(0) 34,4(12,6) 2E-05 42E-06 2,5E-11  5,9E-06
y-HCH 72(1) 35,0(13,4) 2E-05 14E-06 4,7E-12  3,6E-06
y-HCH (EFM-19) 4 (0) n.n. n.n. (4E-05) n.n. n.n.
Dieldrin 42(0) 56,0(3,4) 4E-06 6,7E-07 1,6E-12  2,4E-06
Dieldrin (EFM-19) 4*(0) 27,0(19,6)  1E-05 1,7E-06  14E-11  7,9E-06
a-Endosulfan 42(0) 67,5(7,3) 4E-06 1,7E-07 16E-12  9,5E-06
a-Endosulfan (EFM-19) 4* (0) 27,7 (17,7)  5E-06  (4,1E-08) 1,3E-11 (3,1E-04)
Atrazin 2 (0) n.n. n.n. (1E-05) n.n. n.n.
Simazin 2 (0) n.n. n.n. (1E-05) n.n. n.n.
Dimethoat (Roxion) 2* (0) n.n. n.n. (1E-04) n.n. n.n.
Metiram 2* (0) n.n. n.n. (1E-06) n.n. n.n.
(Polyram Combi)

* n = Gesamtzahl der unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

* 1 E-Screen-Assay wurde in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt
2 2 E-Screen-Assays wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgeftihrt
‘4 E-Screen-Assays wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgefiihrt

Im E-Screen-Assay wurden die a-, -, und y-HCH-Isomere in MCF-7-Zellen und EFM-19-
Zellen getestet. Die Ergebnisse sind in Tab. 8 zusammengefalit. In den Abb. 30 und 31 sind die
Dosis-Proliferations-Kurven von a- und B-HCH in MCF-7- und EFM-19-Zellen dargestellt.

3-HCH erwies sich in den MCF-7-Zellen als das wirksamste Isomer (RPE= 66 = 14 %). Die
estrogene Wirksamkeit der beiden anderen Isomere lag um etwa 50 % niedriger (a-HCH: 35 *
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7%; y-HCH: 35 + 13 %). Auch die Messung der Sekretion des pS2-Proteins (siehe VI 2.7) zeigte,
daB B-HCH estrogenartig wirkt. Fiir B-HCH betragt der EEF 3,1*10°, fir die beiden anderen
Isomere liegt der EEF etwa eine Zehnerpotenz niedriger (a-HCH: 1,6%10°; y-HCH: 3,5*10°°).

Verglichen mit den MCF-7-Zellen war die estrogene Aktivitat der drei HCH-Isomere in den
EFM-19-Zellen wesentlich geringer oder gar nicht meRbar. B-HCH wirkte in den EFM-19-Zellen
als schwacher partieller Agonist (RPE= 34 + 13 %), a- und y-HCH-Isomere zeigten keine estro-
gene Wirkung.

Die Balkendiagramme zeigen, dal? die E-Screen-Assays mit den EFM-19-Zellen fir die Positiv-
kontrolle (17(3-Estradiol) eine gute Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigen, und dal? die Zellen estro-
gensensitiv sind (der PE fur 17p3-Estradiol liegt zwischen 3 und 4). Der Grund fur die nicht meR-
bare estrogene Wirkung der HCH-Isomere o und y liegt vermutlich in den unterschiedlichen
Eigenschaften der beiden angewandten Zellinien. Die Zahl der AR und ER ist bei den EFM-19-
Zellen und den MCF-7-Zellen unterschiedlich (siehe Einleitung und Diskussion).

2.3.2 Dieldrin und Endosulfan

Dieldrin ist ein insektizides Kontakt- und Fral3gift mit groBer Wirkungsbreite. In den Tropen
wird wird es zur Bekampfung der Anopheles-Micke und der Tse-Tse-Fliege verwendet.
Aufgrund seiner Persistenz ist Dieldrin in der Umwelt global verbreitet und akkumuliert in
Nahrungsketten (WHO 1984). In der Bundesrepublik Deutschland sind Dieldrin-haltige
Insektizide seit 1971 verboten.

Endosulfan wird gegen beiende und saugende Insekten eingesetzt. In Deutschland wurde es bis
1997 im Ackerbau, Wein- und Obstbau und Weinbau sowie in der Forstwirtschaft eingesetzt.
Technisches Endosulfan besteht aus zwei Stereoisomeren (a- und [-Isomer im Verhaltnis 7:3)
Im S&ugerorganismus wird Endosulfan schnell resorbiert, aber auch schnell wieder eliminiert.
Endosulfan akkumuliert in marinen Tieren (Naqvi et al. 1993). Bei méannlichen Ratten, welchen
mit der Nahrung Endosulfan zugefihrt wurde, konnte eine Atrophie der Testes beobachtet
werden (Gupta & Gupta 1979). Auch eine Abnahme des Gonadotropin- und Testosteronspiegels
im Plasma wurde festgestellt (Singh & Pandey 1990).

Die estrogene Wirkung von Endosulfan und Dieldrin wurde von Soto et al. (1994) im E-Screen-
Assay erkannt. Die RPE-Werte bei jeweils 10 uM betrugen fir Dieldrin 55 % und fiir das techni-
sche Endosulfan 81 %. Beide Substanzen stimulierten bei 10 uM die Induktion des pS2-Proteins
signifikant.

Simons (1996) wies mit Bindungsassays bei Verwendung von transfektierten Hefen nach, daR
Dieldrin und Endosulfan 173-Estradiol nur zu 60 % vom ER verdrédngen kdnnen. Simons geht
davon aus, dal} 17p3-Estradiol an zwei Bindungsstellen des ER bindet, und daR die beiden Insekti-
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zide nur eine Bindungsstelle haben, und somit nur einen Teil (etwa die Hélfte) des naturlichen
Liganden vom ER kompetitiv verdrangen kénnen.

Auch in den von uns durchgefiihrten E-Screen-Tests mit MCF-7-Zellen war a-Endosulfan ein
wirksameres Xenoestrogen als Dieldrin (s. Tab. 8). Die RPE-Werte betrugen fur a-Endosulfan
68 + 7 % und fiir Dieldrin 56 + 3 % (bei einer ECyq0 von jeweils 4*10°° M). Der EEF-Wert fiir a-
Endosulfan lag bei 9,5%10° und fiir Dieldrin bei 2,4*10°°.

Wie bei den HCH-Isomeren wurden auch fir a-Endosulfan und Dieldrin in den EFM-19-Zellen
deutlich niedrigere estrogene Aktivitaten gemessen als in den MCF-7-Zellen. Die RPE-Werte
lagen etwa 50 % unter denjenigen, die mit den MCF-7-Zellen gemessen wurden.

Aufgrund der hohen Standardabweichungen bei der Berechnung der Proliferations-Mittelwerte
flr die verschiedenen Konzentrationen war die Berechnung von EEF-Werten in den EFM-19-
Zellen sehr ungenau.
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Abb. 32: Dosis-Proliferations-Kurven von a-Endosulfan in MCF-7 und EFM-19-Zellen.

Die Ergebnisse der E-Screen-Experimente mit MCF-7- und EFM-19-Brustkrebszellen deuten
darauf hin, daB es bei partiell agonistisch wirkenden Substanzen Unterschiede zwischen beiden
Zellinien gibt. Offensichtlich zeigen partielle ER-Agonisten in MCF-7-Zellen eine stéarkere
Proliferationswirkung als in EFM-19-Zellen, wahrend volle ER-Agonisten wie 17(3-Estradiol (s.
VI 1.6), 17a-Ethinylestradiol (VI 2.7) sowie die Phytoestrogene Coumestrol und Genistein (VI
2.6) in beiden Zellinien bei dhnlichen Konzentrationen die maximal mogliche Zellproliferation
induzieren.

Bei gegenwartigem Kenntnisstand 4Rt sich fir diese Unterschiede noch keine schliissige Erkla-
rung geben. Der niedrigere ER-Gehalt der EFM-19-Zellen scheint nicht die Ursache zu sein,
denn fur volle Agonisten ist der Proliferationseffekt in beiden Zellinien annéhernd gleich hoch
(vgl. Abb. 18, VI 1.6). Da im E-Screen-Assay die Zellproliferation, d.h. die letztlich resultierende
Reaktion der gesamten Zelle auf die Anwesenheit einer Testsubstanz gemessen wird und nicht
das Primérereignis, die Bindung an den Estrogenrezeptor, konnen verschiedene, derzeit noch
unbekannte Faktoren in der Signaltransduktionskette der beiden Zellinien die unterschiedliche
estrogene Aktivitat der untersuchten Pestizide bewirken.

2.3.3 Atrazin, Simazin, Dimethoat und Metiram

Die Triazin-Herbizide Atrazin und Simazin, das Organophosphat-Insektizid Roxion (Wirkstoff:
36,7 % Dimethoat) sowie das Fungizid Polyram Combi (Wirkstoff: 80 % Metiram) wurden in je
zwei unabhéngigen Assays in den MCF-7-Zellen getestet. Keine der Substanzen zeigte eine
estrogene Wirkung.

Fur die Herbizide Atrazin und Simazin wurde eine estrogenartige Wirkung in vivo beschrieben
(Eldridge et al. 1994). Balaguer et al. (1995) konnten fir diese beiden Herbizide bei deren
Testung in transfektierten HelLa-Zellen keine transkriptionale Aktivierung des ERE-
kontrollierten Reportergens messen. Soto et al. (1995) fanden flr die Herbizide Atrazin, Simazin
und Propazin bei Testung im E-Screen-Assay ebenfalls keine estrogenartige Wirkung.
Vermutlich wird die estrogenartige Wirkung von Atrazin und Simazin nicht tber eine Bindung
an den ER bewirkt, sondern auf indirekte Weise Uber eine Beeinflussung von Biosynthese
und/oder Metabolismus des endogenen 17(3-Estradiols.

2.4 Phthalate und andere Chemikalien

Phthalsaureester (Di-2-ethylhexylphthalat, DEHP; Di-n-butylphthalat, DBP; Benzyl-n-butyl-
phthalat, BBP) werden in grof’en Mengen als Weichmacher in PVC und anderen Kunststoffen,
u.a. auch in Lebensmittelverpackungen verwendet. Phthalate werden sehr gut inhalativ, oral und
dermal resorbiert (EPA 1987). Aufgrund des relativ hohen Dampfdrucks der Phthalate darf deren
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inhalative Exposition, z. B. in Autos, nicht vernachlaRigt werden (Schéafer et al. 1996). Phthalate
kdnnen die Plazentaschranke in S&ugern passieren (Koch 1989; Sharpe et al. 1995).

BBP wird bei der Herstellung von Vinyl-Bodenbeldgen (Linoleum), synthetischem Leder und
Lebensmittelverpackungen eingesetzt. DBP wird vorwiegend bei der Herstellung von PVC
verwendet (IARC 1982, Autian 1973). In einer englischen Studie wurde 1987 herausgefunden,
dal’ durch den Verzehr von Gemdse, welches in Zellulosefolie verpackt war, taglich 230 ug DBP
aufgenommen werden (Ministry of Agriculture 1987). In einer Schokolade, welche in einer
Polypropylen-Folie verpackt war, wurden 14 mg/kg DBP gemessen (Ministry of Agriculture
1990).

Nach Soto et al. (1995) wirkt nur BBP estrogenartig. Fir DBP und dem am meisten eingesetzten
Phthalat DEHP konnte im E-Screen-Assay keine estrogene Wirkung gemessen werden. Durch
Messung der Luciferase-und [3-Galaktosidase-Aktivitét in transfektierten MCF-7-Zellen konnten
Jobling et al. (1995) eine estrogene Aktivitat fiir DBP bei 10* M messen. DEHP aktivierte die
transkriptionelle Aktivitat nicht. Der bisher einzige positive in vivo-Befund zur estrogenartigen
Wirkung von Phthalaten hat eine kontroverse Diskussion ausgeldst: Nachdem trachtigen Ratten
1000 pg/L BBP mit dem Trinkwasser verabreicht wurden, zeigten die méannlichen Nachkommen
eine gerade signifikante Reduktion der Spermienproduktion um 10 - 21% (Sharpe et al. 1995).

Tab. 9: Ergebnisse der Testung von Phthalaten und anderen Chemikalien im E-Screen mit MCF-7-
Zellen.

Substanz n (m)”* RPE EC100 ECso  ECso (E2) EEF
(E2=100%)  (mol/L)  (mol/L)  (mollL)  (E2=1)

DBP 4*(2) 63,1(10,9) 9E-05 2,4E-05 16E-11  6,8E-07
BBP 4(2) 80,0(9,4) 3E-05 3,1E-06 14E-11  4,5E-06
DEHP 3(0) n.n. n.n. (4E-05) n.n. n.n.
MEHP 3(1) n.n. n.n. (1E-05) n.n. n.n.
Phenolrot 62(0) 73,9 (13,0 1E-04 44E-06  15E-11  3,3E-06

Phenolrot (EFM-19) 3 (0) 112,5(44,9)  1E-04 19E-05 94E-12  4,9E-07

Tris-(2-chloroethyl)- 3 (1) n.n. n.n. (1Le-05) n.n. n.n.
phosphat
p-Nitrotoluol 4 (0) n.n. n.n. (4E-05) n.n. n.n.

t-Butylbenzol 2 (0) n.n. n.n. (5E-06) n.n. n.n.
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* n = Gesamtzahl der unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

* 1 E-Screen-Assay wurde in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt

2 2 E-Screen-Assays wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt

Fur die Testung der Phthalate wurden im E-Screen-Assay nur MCF-7-Zellen eingesetzt. Die
Ergebnisse sind in Tab. 9 zusammengefalit. DEHP und sein primérer Metabolit Mono-2-
ethylhexylphthalat (MEHP) sind keine Xenoestrogene (s. auch Abb. 33).

Der von uns fur BBP ermittelte relative Proliferationseffekt (RPE) liegt mit 80% nur geringfligig
niedriger als der von Soto et al. (1995) erhaltene RPE-Wert 90%. Die ECioo betragt 3*10° M
oder 8,6 mg/L. Die von Page et al. (1992) gemessenen BBP-Gehalte in der folienverpackten
Butter (47,8 mg/kg) liegen somit héher. Auch DBP wirkt in dem von uns etablierten Assay
estrogenartig. Bei 9¥10”° M (24,4 mg/L) betragt der RPE 63%.
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Abb. 33: Dosis-Proliferations-Kurven von DEHP und BBP in MCF-7-Zellen.
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Phenolrot, welches als pH-Indikator in fast allen Zellkulturmedien in einer Konzentration
zwischen 15 und 45 pM enthalten ist, wirkt estrogenartig (Berthois et al. 1986). Die Autoren
zeigten, dall phenolrothaltiges Experimentalmedium (mit CDFCS) die Induktion der
Progesteronrezeptoren bewirken kann. Mit Tamoxifen kann der proliferative Effekt von
Phenolrot auf die MCF-7-Zellen inhibiert werden.

Um eine Internalisierung der ER (Down-Regulierung) zu vermeiden, sollten die Zellen vor der
Zugabe von Testsubstanzen im E-Screen-Assay in einem Medium wachsen, welches keine ER-
Agonisten enthélt. Dadurch sollten hohe PE-Werte gewahrleistet sein. Aus diesem Grund werden
in dem von uns etablierten E-Screen-Assay die Zellen in phenolrotfreiem Medium
(Experimentalmedium) ausgesat. Nach den 24 Stunden (bzw. 48 Stunden bei den EFM-19-
Zellen), die man bis zur Anhaftung der Zellen wartet, ist gewdhrleistet, dal3 der grofite Teil der
ER frei von Liganden ist. Soto (1992) und andere Arbeitsgruppen, welche den E-Screen-Assay
anwenden, verwenden fur das Aussden der Zellen Kulturmedium, welches FCS und Phenolrot
enthélt.

In unserem E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen zeigt Phenolrot (PR) einen RPE von 74 + 13 %.
In den EFM-19-Zellen liegt der RPE-Wert hoher. Er betragt 113 + 45 % (vgl. Tab. 9 und Abb.
34). Aufgrund der hohen Standardabweichung ist der Unterschied jedoch schwer zu
interpretieren. Die maximale Proliferationswirkung (ECig0) wird in beiden Zellinien bei etwa 10°
* mol/L erreicht.
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Abb. 34: Dosis-Proliferations-Kurven fir Phenolrot (PR) in MCF-7- und EFM-19-Zellen.

Tris-(2-chloroethyl)-phosphat, das als Flammschutzmittel in Matratzen und anderen Textilien
breite Verwendung findet, zeigte keinen Effekt im E-Screen. Ebensowenig waren 4-Nitrotoluol
und t-Butylbenzol wirksam.

2.5 Phytoestrogene

Epidemiologische Untersuchungen haben ergeben, daR in L&ndern, in denen mit pflanzlichen
Lebensmitteln  vermehrt sogenannte Phytoestrogene aufgenommen werden, weniger
Krebserkrankungen auftreten. Phytoestrogene lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen:
Isoflavonoide, die u.a. in Sojaprodukten und anderen Leguminosen vorkommen, und Lignane,
welche in Samen, Vollkornprodukten, Gemise (Kreuzblitler) und in Nussen vorhanden sind.
Seit 1931 ist bekannt, dal} Sojabohnen bis zu 300 mg/100g der Isoflavonoide Diadzein und
Genistein enthalten (Walz et al. 1931). AuBerdem findet man geringe Mengen Coumestrol (5
1g/100g) (Lookhart et al. 1978). Coumestrol kommt vor allem in Klee und Alfalfa vor.

Untersuchungen mit Mé&usen ergaben, dal} Coumestrol die Expression des estrogenresponsiblen
c-fos-Gens, welches als eines der ersten bei der Mitose exprimiert wird, induziert. Dies ist ein
Hinweis dafur, dall Coumestrol estrogenartig wirkt (Makel& et al. 1995). Bei weiblichen Schafen
in Neuseeland und Australien, die einen hohen Anteil von rotem Klee im Futter hatten, wurden
Anovulationen und andere Reproduktionsstérungen beobachtet (Lundh 1995).

Tab. 10: Ergebnisse der Testung von Genistein und Coumestrol im E-Screen mit MCF-7- und EFM-19-
Zellen.

Substanz n (m)” RPE EC100 ECso  ECs (E2) EEF
(E2=100%) (mol/L)  (mol/L)  (mol/lL) (E2=1)
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Genistein 3(0) 123(17,7) 8E-07  18E-08 51E-12  2,9E-04
Genistein (EFM-19)  32(0) 101(19,2)  1E-06  3,1E-08 17E-11  55E-04

Coumestrol 3(0) 106 (13,7) 5E-07 2,8E-09  4,8E-12 1,7E-03
Coumestrol  (EFM- 4*(0) 96,6 (8,9) 3E-07 1,0E-08 1,3E-11 1,2E-03
19)

* n = Gesamtzahl der unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

* 1 E-Screen-Assay wurde in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt
2 2 E-Screen-Assays wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt

Im Vergleich zu Coumestrol sind die estrogenen Effekte von Genistein spezifischer und weniger
umfassend. Neben estrogenen Effekten ist bekannt, dafl Genistein auch das Wachstum
verschiedener Tumorarten hemmen kann. So wurde durch eine Behandlung neugeborener Méuse
mit Genistein das Ansprechen auf eine chemische Induktion von Mammakarzinomen verzogert
(Lamartiniére et al. 1995). Hierflir werden verschiedene Mechanismen verantwortlich gemacht,
darunter auch eine antiestrogene Wirkung. Genistein inhibiert die Tyrosin-Kinase, welche eine
wichtige Rolle bei der Proliferation und Transformation der Zellen spielt (Adlercreutz 1995), und
die Expression von Brustkrebsonkogenen bewirkt (Le Cam et al. 1991).

In Hepatozythen-Priméarkulturen stimulierten sowohl Genistein als auch Coumestrol die
estrogenabhangige Synthese des Vitellogenins. Dieser Effekt konnte durch Tamoxifen wieder
inhibiert werden. Die Potenz dieser Phytoestrogene war um drei GrolRenordnungen Kleiner
verglichen mit E2 (Pelissero et al. 1993).

MCF-7
BEE2 E Coumestrol (n=3)
7
L R T
o
£ 5
o
¥ 4
n
> 3
=
w 2
g1
0 : :
N — o (@] (o]
— — rl| o OI
L L L L L
— — - — -
Konz. mol/L

EFM-19



67

OEZ2 B Coumestrol (n=5)

Rel. Ext. vs. Kontrolle
w

Konz. mol/L

Abb. 35: Dosis-Proliferations-Kurven fir Coumestrol in MCF-7- und EFM-19-Zellen.

Coumestrol und Genistein sind sowohl in MCF-7 als auch in EFM-19-Zellen volle ER-
Agonisten (vgl. Tab. 10, Abb. 35 und 36). Auch die relative estrogene Potenz (EEF) ist fur die
zwei Phytoestrogene in beiden Zellinien sehr &hnlich. Die estrogene Potenz von Coumestrol ist
nur drei GrolRenordnungen schwacher als die von 17(3-Estradiol und liegt somit noch um einen
Faktor 10 hoher als die der stérksten bisher bekannten Xenoestrogene 4-t-Nonylphenol und 4-t-
Octylphenol. Die Ergebnisse fir Coumestrol entsprechen denjenigen von Soto et al. (1992). Die
estrogene Potenz von Genistein war etwas kleiner als die von Coumestrol.
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Abb. 36: Dosis-Proliferations-Kurven fiir Genistein in MCF-7- und EFM-19-Zellen.

2.6 Metabolite des 173-Estradiols
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2-Hydroxy-Estradiol 16a-Hydroxy-Estron
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2-Methoxy-Estradiol Estriol
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Abb. 37: Metabolismus des 17[3-Estradiol.
Das naturliche Estrogen 17p3-Estradiol wird hauptsachlich im Ovar und wéhrend der Schwanger-

schaft in der Plazenta gebildet, auRerdem in geringen Mengen in den Nebennieren und beim
Mann in den Hoden. 17(-Estradiol ist fir die Auspragung der weiblichen sekundaren
Geschlechts-merkmale verantwortlich und reguliert zusammen mit den Gestagenen fast alle
Vorgéange der Reproduktion bei der Frau. Die tégliche Produktion an 17(3-Estradiol betragt bei
der Frau je nach Zyklusphase 24 - 100 pg. Gegen Ende der Schwangerschaft kann diese Menge
auf bis zu 30 mg/Tag ansteigen. Trachtige Stuten scheiden bis zu 100 mg/Tag aus (Turan et al.
1995).

Die Abb. 37 zeigt den Metabolismus des 17(3-Estradiol (E2). Es wird zuerst zu Estron (E1)
oxidiert, welches flr den weiteren Ablauf eine Schliisselrolle spielt. Estron kann zu drei weiteren
Metaboliten umgewandelt werden, welche sich nur durch die Position der Hydroxylgruppe
unterscheiden: zum Catecholestrogen 2-Hydroxyestron (2-OH-E1), zu 16a-Hydroxyestron (16a-
OH-E1) oder zu 4-Hydroxyestron (4-OH-E1).

Brustkrebsgewebe enthalt mehr 16a-OH-E1 als normales Brustgewebe und nur wenig 2-OH-E1
(Bradlow et al. 1995). In der asiatischen Bevolkerung gibt es weit weniger Brustkrebs-
erkrankungen als in den USA und anderen westlichen Industrielandern. Frauen, die aus Asien in
die USA eingewandert sind, und sich vorwiegend von Gemise und Obst ernéhren,
metabolisieren 17(3-Estradiol zum groRten Teil zum 2-Hydroxy-Estron. Der Anteil an gebildetem
16a-Hydroxyestron ist gering. Demgegeniiber zeigen asiatische Frauen, welche sich den
amerikanischen ERgewohnheiten angepaft haben, viel hdhere Plasmaspiegel an 16a-OH-E1. Da
flr das 16a-Hydroxyestron auch genotoxische Wirkungen nachgewiesen wurden (Telang et al.
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1992) wird dieser E2-Metabolit mit der Entstehung von Brustkrebs in Zusammenhang gebracht
(Bradlow et al. 1995).

Die Hydroxylierung des Estron zum 2-Hydroxyestron erfolgt durch Cytochrom P-450-abhéngige
Monooxygenasen, welche auch alle weiteren Catecholestrogene synthetisiert. Die instabilen
Catecholestrogene werden von der Catechol-O-Methyltransferase (COMT) methoxyliert; aus 2-
Hydroxyestron wird das stabile 2-Methoxyestron (2-MeO-E1) gebildet. Die COMT ist in jedem
gesunden Brustgewebe vorhanden.

Die Ergebnisse aller im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen getesteten Estradiol-Metabolite sind
in Tab. 11 zusammengefalit. Estron (E1) und 16a-Hydroxyestron sind volle ER-Agonisten (s.
Abb. 38). Die estrogene Potenz (EEF) ist jedoch im Vergleich zu 173-Estradiol niedriger. Estron
erreicht erst bei einer 60-fach hoheren Konzentration den gleichen agonistischen Effekt (EEF =
1,7*10). 16a-OH-E1 ist nochmals um einen Faktor von 10 weniger potent (EEF = 1,7*10°%).
Diese Ergebnisse stimmen mit denjenigen von Soto et al. (1995) tberein.

Entsprechend den Ergebnissen von Vandewalle & Lefebvre (1989) zeigte 2-Hydroxyestron im E-
Screen-Assay keine Proliferationswirkung (s. Abb. 38).

Das stabile 2-Methoxyestron (2-MeO-E1) hat nach Martucci und Fishman (1979) keine Affinitat
zum ER und stimuliert nach Vandewalle (1988) die Proliferation der MCF-7-Zellen nicht.
Allerdings erwies es sich in unseren E-Screen-Experimenten als schwach potentes Estrogen (EEF
=1,9*10°) mit einer partiell agonistischen Wirkung. Der RPE lag bei 53 + 9 %.
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Abb. 38: Dosis-Proliferations-Kurven fir Estron (E1), 16a-OH-E1 und 2-OH-E1 in MCF-7-Zellen.

Aus den Ergebnissen 1aRt sich folgern, dall das instabile Catecholestrogen 2-Hydroxyestron
wahrend der Testung in MCF-7-Zellen nicht methoxyliert wird. Untersuchungen von Ball et al.
(1972) zeigten, dal} 2-Hydroxyestron die COMT-AKktivitat blockieren kann.

4-Hydroxyestron wirkt im E-Screen-Assay als voller ER-Agonist (RPE = 99 £ 20 %). Die estro-
gene Potenz liegt mit einem EEF von 1,7*10™* nahezu 4 GroRenordnungen niedriger ist als die
von 17B-Estradiol und um einen Faktor von 10 niedriger als diejenige des 16a-Hydroxyestron.

Tab. 11: Ergebnisse der Testung von Metaboliten des 17(3-Estradiols im E-Screen mit MCF-7-Zellen.

Substanz n (m)”* RPE EC100 ECso  ECso (E2) EEF
(E2=100%)  (mol/L)  (mol/L)  (mollL)  (E2=1)

Estron (E1) 3*(0) 111(16,8)  1E-08  29E-10 49E-12 0,017

16a-OH-Estron 4(3) 105(10,3) 2E-08 6,0E-09  1,0E-11 0,0017
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2-Hydroxyestron 3* (0) n.n. n.n. (1E-06) n.n. n.n.

2-Methoxyestron 32(0) 52,7(9,00  4E-06  3,8E-07 7,3E-12  1,9E-05

4-Hydroxyestron 3*(0) 985(19,5) 7E-07  22E-08 38E-12  1,7E-04

2-Hydroxyestradiol 32(1) 94,9(12)9) 4E-07 1,2E-08 3,9E-12 3,2E-04

2-Methoxyestradiol 4 (1) 92,6 (12,1)  4E-07  7,6E-09 69E-12  9,1E-04

Estriol (E3) 3*(0) 91,4(28,6) 7E-09 3,2E-11  6,8E-12 0,21
2-Hydroxyestriol 3(1) 71,0 (4,2) 7E-06 7,2E-07  8,4E-12 1,2E-05
2-Methoxyestriol 4(0) 81,6(29,6) 4E-06 4,4E-07 1,5E-11 3,5E-05

* n = Gesamtzahl der unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

* 1 E-Screen-Assay wurde in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt
2 2 E-Screen-Assays wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgefiihrt

Die Hydroxylierung von 17p-Estradiol fiihrt zur Bildung von 2-Hydroxyestradiol (2-OH-E2)
oder 4-Hydroxyestradiol (4-OH-E2). Schutze et al. (1993) zeigten, daB beide Metabolite in MCF-
7-Zellen die Proliferation induzieren; der proliferative Effekt relativ zu 17(3-Estradiol betrug fir
2-OH-E2 36 % und flr 4-OH-E2 76 %. Durch Methoxylierung entsteht aus dem 2-OH-E2 das 2-
Methoxyestradiol (2-MeO-E2). Dieser stabile Metabolit inhibiert in vitro die Angiogenese und
verhindert die Proliferation von Endothelzellen. Oral appliziert kann 2-MeO-E2 bei Mdusen das
Tumorwachstum inhibieren (Fotsis et al. 1994).

In unserem E-Screen-Assay wurden 2-Hydroxyestradiol und 2-Methoxyestradiol getestet. Beide
Estradiol-Metabolite wirkten als volle ER-Agonisten (Tab. 11). Die estrogene Potenz war 3 - 4
GroRerordnungen schwacher als die von 17(3-Estradiol; 2-MeO-E2 war etwas starker potent als
2-OH-E2.

Aufgrund der Untersuchungen von Schiitze et al. (1993) sollte 2-OH-E2 nur als schwacher
partieller Agonist wirken. Moglicherweise wurde 2-OH-E2 nach Zugabe zu den MCF-7-Zellen
von der COMT zu 2-MeO-E2 methoxyliert. Eine andere Erklarung wére, daR das von Schitze et
al. selbst hergestellte 2-OH-E2 einen anderen Reinheitsgrad aufwies als das von der Firma Sigma
hergestellte, welches in unseren Experimenten eingesetzt wurde.

16a-Hydroxyestron wird im Organismus zu Estriol (E3) metabolisiert (s. Abb. 37). Wéhrend der
Schwangerschaft scheidet eine Frau taglich tber den Urin etwa 20 mg Estriol aus, gleichzeitig
werden vom 17(3-Estradiol taglich nur 260 pg ausgeschieden (Fotsis et al. 1980, 1987).Bei
wiederholter Applikation wirkt Estriol im Tiermodell als voller ER-Agonist (Martin et al. 1976).
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In unserem E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen wirkt Estriol als voller ER-Agonist (s. Tab. 11).
Die estrogene Potenz ist nur etwa einen Faktor 5 niedriger als die von 17(3-Estradiol (EEF =
0,21). Soto et al. (1995) erhielten in ihrem E-Screen-Test fur Estriol einen EEF von 0,1. Somit
zeigt Estriol von allen getesteten Estradiol-Metaboliten die starkste estrogene Potenz im E-
Screen-Assay.

Durch Hydroxylierung entsteht aus Estriol das 2-Hydroxyestriol (2-OH-E3), welches weiter zu 2-
Methoxyestriol (2-MeO-E3) methoxyliert werden kann. Im E-Screen wirkten beide Metabolite
als starke partielle Agonisten; die RPE-Werte lagen bei 71 + 4 % bzw. 82 = 30 %. Die estrogene
Potenz (EEF) war jeweils fast 5 GroRenordnungen geringer als die vom 17[3-Estradiol.

2.7 Synthetische Estrogene

Weil das natirliche 17(3-Estradiol im Organismus schnell metabolisiert wird, ist es nach oraler
Applikation nur chwach wirksam. Viel stabilere und damit biologisch aktivere Verbindungen
wurden durch die Einfuhrung einer Ethinylgruppe in Position 17a des Estradiolmolekiils
hergestellt. 17a-Ethinylestradiol (EE2) und 17a-Ethinylestradiol-3-Methylether (Mestranol) sind
die synthetischen Estrogenkomponeneten der oralen Kontrazeptiva, die am meisten verwendet
werden. Durch die Einfihrung der Ethinylgruppe wird der D-Ring gegen Oxidation stabilisiert.
Estron kann hier nicht gebildet werden. Als Folge davon wird Ethinylestradiol bis zu 80 %
unverdndert in konjugierter Form mit dem Urin ausgeschieden (Ranney 1977) und gelangt in
dieser Form Uber das Abwasser in die Klaranlagen. Mestranol selbst ist nicht estrogen wirksam.
Durch O-Demethylierung am C3-Atom wird im Organismus jedoch das 17a-Ethinylestradiol
gebildet.
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Abb. 39: Dosis-Proliferations-Kurven fir 17a-Ethinylestradiol und Ethinylestradiol-3-Methylether in
MCF-7 und EFM-19-Zellen.

Sowohl 17a-Ethinylestradiol als auch Mestranol wirken in den MCF-7-Zellen als volle ER-
Agonisten (s. Tab. 12 und Abb. 39). Dies ist ein Beweis, dal3 die MCF-7-Zellen in der Lage sind,
eine O-Demethylierung des 17a-Ethinylestradiol-3-Methylethers zu katalysieren. Die estrogene
Potenz von 17a-Ethinylestradiol ist etwa gleich der von 17(3-Estradiol, was dem von Soto et al.
(1995) publizierten Ergebnis entspricht. Mestranol (Eth-E2-3-Met.-Ether) hat eine fast 100mal
geringere estrogene Potenz als 17(3-Estradiol (EEF = 0,014).

In den EFM-19-Zellen zeigt 17a-Ethinylestradiol einen etwas geringeren proliferativen Effekt
und eine etwas schwadchere estrogene Potenz (Tab. 12). Die grolRen Standardabweichungen
erschwe-ren jedoch die Interpretation der Ergebnisse.

Tab. 12: Ergebnisse der Testung von synthetischen Estrogenen im E-Screen mit MCF-7- und EFM-19-
Zellen.
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Substanz n (m)”* RPE ECi00 ECso  ECso (E2) EEF
(E2=100%) (mol/L)  (mol/L)  (mollL) (E2=1)

17a-Ethinylestradiol  5* (1) 102 (13,7) 1E-09 8,1E-12 7,9E-12 0,98
EE2 (EFM-19) 3(0) 838(376) 1E-09  3,1E-11  8,3E-12 0,27

Mestranol 42(0) 99,8 (13,9) 2E-07 6,1E-10  8,2E-12 0,014

* n = Gesamtzahl der unabhangigen E-Screen-Einzelexperimente, m = Zahl der Einzelexperimente mit
Auswertung durch MTT-Assay

* 1 E-Screen-Assay wurde in 96-Well-Kulturplatten durchgefihrt
2 2 E-Screen-Assays wurden in 96-Well-Kulturplatten durchgeftihrt

2.8 Induktion der estrogenabhangigen Sekretion des pS2-Proteins

Zusatzlich zur Messung der Zellproliferation kann als spezifischer Endpunkt fir die estrogene
Wirkung einer Substanz im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen die Synthese und Sekretion der
34 kDa und 52 kDa Proteine Kathepsin D und Prokathepsin D sowie des 7 kDa Proteins pS2
bestimmt werden (Mayer et al. 1992; Krishnan et al. 1993). Diese Proteine werden von den
MCF-7-Zellen in das Kulturmedium abgegeben und konnen mit kommerziellen
radioimmunometrischen Assays detektiert werden. 17B3-Estradiol und Xenoestrogene bewirken
in MCF-7-Zellen einen signifikanten Anstieg der Sekretion des pS2-Proteins in das
Kulturmedium (Soto et al. 1995; Villalobos et al. 1995). Die auf Zellzahl normierte pS2-Menge
ist somit ein empfindlicher und spezifischer Endpunkt einer estrogenen Wirkung.

Aufgrund der hohen Kosten der Kits zur pS2-Bestimmung konnte nur eine begrenzte Zahl von
Kulturmedien-Proben aus den E-Screen-Assays fir ausgewdhlte Testsubstanzen analysiert
werden. Anhand der aus den gemessenen Extinktionen berechneten Zellzahlen des E-Screen-
Assays wird die gemessene pS2-Menge auf die Zellzahl normiert und in ng/1 Mio. Zellen
ausgedruckt.
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Abb. 40: Vergleich der im E-Screen-Assay gemessenen Proliferationseffekte mit der auf die Zellzahl
normierten pS2-Menge, jeweils bezogen auf die hormonfreie Negativkontrolle.

Abb. 40 zeigt die relative Erh6hung der pS2-Menge fir E2 bzw. fur die untersuchten Xeno-
estrogene gegenuber den pS2-Mengen, welche in den entsprechenden Negativkontrollen
gemessen wurden. Fir jede Konzentration einer Testsubstanz wurde das pS2-Protein im
Kulturmedium in zwei von vier Wells eines E-Screen-Assays gemessen. Angegeben sind jeweils
Mittelwert und Standardabweichung der pS2-Mengen aus n unabhdngigen E-Screen-
Experimenten. Zum Vergleich ist fur jede Substanz die in den zugehdrigen E-Screen-Assays
gemessene relative Proliferation angegeben.

Bei allen acht untersuchten Substanzen, die im E-Screen-Assay als volle oder partielle Agonisten
die Zellproliferation stimulierten, war die Proliferationserhéhung der MCF-7-Zellen von einer
erhdhten Sekretion des pS2-Proteins begleitet. Auch fir Br4BisA und die beiden 4-Chlorkresole
war die normierte pS2-Menge signifikant erhoht. Dies ist ein weiterer Beweis dafur, dal3 die
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untersuchten Substanzen mit dem Estrogenrezeptor in Wechselwirkung treten und Uber eine
Aktivierung des ER die Zellvermehrung ausldsen.

Allerdings war der im E-Screen erzielte Proliferationseffekt stets grofer als die von der gleichen
Konzentration ausgeldste relative Erhéhung der pS2-Menge. 17B-Estradiol zeigte bei den drei
gemessenenen Konzentrationen (107, 10°, 10 M) eine Dosisabhangigkeit der pS2-Menge.

Die fir 10 uM Testosteron (Test) gemessene deutliche Erhéhung der pS2-Menge sind ein
Beweis, dal’ die proliferierende Wirkung ER-vermittelt ist und deshalb nur durch metabolische
Konversion zu einem Estrogen (Aromatisierung durch die Cytochrom P-450 abhéangige
Monooxygenase zum Estron) zustande kommen kann.

3  Testung von Substanzgemischen

Ein zentrales Ziel dieses Forschungsprojektes war es, ein Screening-System zu etablieren, mit
dem estrogenartige Aktivitaten in Umweltproben quantitativ bestimmt werden kénnen. Um das
Konzept der Estradiol-Aquivalenzfaktoren anwenden zu konnen, d.h. die gemessene estrogene
Aktivitat im Probenextrakt quantitativ auf die estrogene Wirkung einer Referenzsubstanz (17[3-
Estradiol) beziehen zu koénnen, mulR die Bedingung erfillt sein, dal sich in Gemischen die
estrogene Wirkung der einzelnen Stoffe additiv verhélt.

Um dies flr unseren modifizierten E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen zu verifizieren, flhrten
wir Experimente mit zwei verschiedenen Gemischen von jeweils drei estrogen wirksamen
Substanzen durch.

Gemisch 1 enthielt dquimolare Konzentrationen (50 nM) der drei vollstdndigen ER-Agonisten 4-
t-Octylphenol, 4-t-Nonylphenol (techn.) und Bisphenol-A. Die gewahlte Konzentration lag fur
die Einzelsubstanzen an oder wenig Uber der Wirkungsschwelle (s. Abb. 41a). Im Gemisch
wirkten die drei Stoffe additiv; der ausgeldste Proliferationseffekt (Mittelwert aus vier
unabhéngigen Einzelexperimenten) entsprach nahezu dem rechnerisch erwarteten (Addition der
PE-Werte der Einzelsubstanzen).

Im zweiten Ansatz wurden zwei partielle ER-Agonisten (2 uM Benzyl-n-butylphthalat und 1 uM
4-Hydroxybiphenyl) zusammen mit 50 nM Bisphenol A getestet. Gemisch 2 enthielt also die
beiden partiellen Agonisten insgesamt im 60-fachen molaren UberschuB im Vergleich zum
vollen Agonisten. In diesem Gemisch wirkten die drei estrogenen Stoffe anndhernd additiv; der
ausgeldste PE blieb etwas unter dem theoretisch zu erwartenden Wert (s. Abb. 41b).
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Abb. 41: Estrogene Aktivitat von zwei terndren Gemischen im Vergleich zur Wirkung der Einzel-
substanzen im modifizierten E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier bzw. sechs unabhdngigen Experimenten.
Gemessen wurde die Extinktion bei 550 nm (Referenz 630 nm) nach SRB-Farbung der Zellen.

Die Ergebnisse der E-Screen-Experimente mit zwei terndren Gemischen belegen also das
additive Verhalten der estrogenen Wirkung von Einzelsubstanzen im Gemisch. Der beobachtete
schwache Antagonismus in Gemisch 2 steht im Einklang mit der rezeptorvermittelten Wirkung,
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denn grundsatzlich sind bei allen Wirkungen von mehreren Stoffen am gleichen Rezeptor bei
ausreichend hohen Konzentrationen auch antagonistische Effekte zu erwarten. So ist von
verschiedenen Ah-Rezeptor-vermittelten Wirkungen der polychlorierten Dibenzo-p-dioxine
bekannt, daf in einem Gemisch, das neben vollstandigen Agonisten einen groRen UberschuR des
partiellen Agonisten Octachlordibenzo-p-dioxin enthélt, schwache antagonistische Effekte des
partiellen Agonisten zu beobachten sind (Schrenk et al. 1991).

Mit dem E-Screen-Assay testeten Soto et al. (1994; 1995) ein Gemisch von zehn Xenoestrogenen
(Pestizide und Biphenyle), welche einzeln partiell agonistisch wirken, in MCF-7-Zellen. Die
eingesetzten Konzentrationen (1 uM) waren jeweils um den Faktor 10 kleiner als die minimale
Konzentration mit maximaler Wirkung. Im Gemisch zeigten die Substanzen beziiglich des
proliferativen Effektes ein additives Verhalten. Die Ergebnisse zeigten aber auch, dal’ ein
Gemisch mit einer grofReren Zahl von estrogenartigen Substanzen eine estrogene Wirkung
ausldsen kann, selbst wenn die Konzentrationen der einzelnen Substanzen unterhalb oder an der
Wirkungsschwelle liegen.

Uberadditive (synergistische) Wirkungen von Xenoestrogenen konnten bisher nicht belegt
werden. Arnold et al. berichteten 1996 Uber einen starken Synergismus von bindren Gemischen
der estrogen wirksamen Organochlorinsektizide Dieldrin, Endosulfan, Toxaphen und Chlordan
auf die transkriptionale Aktivierung eines ERE-kontrollierten Reportergens in transfektierten
Hefezellen. Da diese Ergebnisse von den Autoren und anderen Arbeitsgruppen nicht
reproduzierbar waren, wurde die Verdffentlichung zurtickgezogen (McLachlan 1997).

Die eigenen Ergebnisse stellen somit zusammen mit den Literaturdaten eine ausreichende
Datenbasis dar, um den E-Screen-Assay mit brauchbarer Genauigkeit zur quantitativen
Bestimmung der estrogenen Aktivitat in Extrakten diverser Umweltproben anwenden zu kénnen.
Das Konzept der Estradiol-Aquivalenzfaktoren (EEF) laBt sich auf Umweltproben ubertragen
und der Gesamtgehalt an estrogenartig wirkenden Stoffen in einem Extrakt als 17R-Estradiol-
Aquivalentkonzentration (EEQ) ausdriicken.

4 Untersuchung von aquatischen Umweltproben

Um fllssige oder feste Proben mit Hilfe eines Biotests auf bestimmte organische Stoffen zu un-
tersuchen, muf ebenso wie bei jedem Verfahren der chemischen Spurenanalytik zundchst deren
Extraktion erfolgen. Bei der Extraktion sollen die interessierenden Verbindungen mdoglichst
quantitativ aus der Probenmatrix herausgeldst und im Extrakt angereichert werden. Fur die Ex-
traktion von un- bis semipolaren Substanzen sind organische Ldsungsmittel notwendig. Auf-
grund der Zytotoxizitat der Losungsmittel koénnen die Extrakte aber nicht direkt in die Zellkultur
gegeben werden. Im allgemeinen gilt fir Kulturen von Sdugerzellen, daR die Losungsmittelkon-
zentrationen im Zellkulturmedium nicht tber 0,1 % liegen sollen. Folglich mussen vor der



80

Testung die Extrakte mit Kulturmedium mindestens 1000-fach verdinnt werden. Damit aber die
interessierenden Substanzen dennoch in ausreichend hohen Konzentrationen vorliegen, missen
die Extrakte zunéchst auf ein sehr kleines Volumen (50 - 100 pl) eingeengt werden (Abblasen im
Stickstoffstrom oder Vakuumkonzentrator). Ein vollstdndiges Entfernen des Ldsungsmittels
sollte vermieden werden, da sonst Verluste von Substanzen durch Verflliichtigung nicht
auszuschlielen sind. Um dies mit Sicherheit zu verhindern, setzen wir dem Extrakt vor dem
Entfernen des ldsungsmittels eine kleine Menge (50 ul) eines hochsiedenden Solvens zu
(Dimethylsulfoxid oder n-Tetradecan), welches die im Extrakt enthaltenen Substanzen
zurickhélt.

AuBRerdem sollte das zuriickbleibende Solvens neben einem guten Ldsungsvermogen fur
lipophile Substanzen auch im walRrigen Kulturmedium l6slich sein. Hierzu bieten sich
Dimethylsulfoxid (DMSQO) oder Ethanol an, die sich als Lésungsmittel fir die Testung von
Einzelsubstanzen bewéhrt haben.

Verwendet man als Verdunstungsschutz n-Tetradecan, so ist nach dem Einengen ein Zusatz von
50 pl Ethanol als Lésungsvermittler notwendig; bei Benutzung von DMSO kann direkt mit
Kulturmedium verdiinnt werden.

4.1 Quantifizierung und Nachweisgrenzen

Zur Quantifizierung des Gesamtgehaltes an estrogenartig wirkenden Substanzen in einem Extrakt
nimmt an an, dal3 sich die estrogene Wirkung der einzelnen Stoffe in der Probe additiv verhélt (s.
VI 3). Aus den ECso-Werten der Probe und der Positivkontrolle 17p3-Estradiol 183t sich dann die
Estradiol-Aquivalentkonzentration (EEQ) direkt berechnen:

 Bei festen Proben (z.B. Sediment) ist die Estradiol-Aquivalentkonzentration (EEQ) der
Quotient aus den ECsp-Werten von E2 und dem Extrakt der Probe:

EEQ = ECs (E2) / ECso (Probe) [pmol/g TS oder ng/g TS]

Die ECsp von Estradiol hat die Einheit pmol/L oder ng/L Kulturmedium, die ECs, einer festen
Probe die Einheit g TS/L Medium, sodal sich fiir die EEQ die Einheit pmol/g TS bzw. ng/g TS
ergibt.

» Bei Extrakten von flussigen Proben stellt der ECso-Wert keine Konzentration dar, sondern
entspricht dem Verdinnungsvolumen, bei dem 50 % des Proliferationseffekts erreicht werden.
Das Produkt aus dem entsprechendem Verdunnungsfaktor (dimensionslos) und der ECs, der
Positivkontrolle ergibt dann die E2-Aquivalente (EEQ) in der Probe in pmol EEQ/L oder ng
EEQ/L.

EEQ = ECs (E2) * ECso (Probe) [pmol/L oder ng/L]
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Am Beispiel einer Wasserprobe der Kdrsch soll dies veranschaulicht werden (s. Abb. 42). Die
Log-Probit-Transformation der Konzentrations-Proliferations-Kurve des E-Screen-Assays vom
30.9.1997 ergab fur die Korschwasserprobe fir die ECsp ein Verdinnungsvolumen von 2,59 L.
Die Division durch das Probevolumen (1,5 L) ergab den zugehérigen Verdinnungsfaktor von
1,73. Die ECs fur die Positivkontrolle 17B-Estradiol betrug 6,32E-12 mol/L. Daraus errechnet
sich durch Produktbildung ein EEQ-Wert von 1,1E-11 mol/L bzw., nach Multiplikation mit
dem Molekulargewicht von 17(3-Estradiol, von 3,0 ng/L.

Der relative Proliferationseffekt (RPE) der Korschwasserprobe errechnet in diesem Fall nach der
Formel

RPE = [PE-1 (Testsubstanz) / PE-1 (E2)] » 100 %
RPE = (4,25-1) / (5,85-1) = 3,25/ 4,85 = 0,67 = 67 %

1,5L Wasser von Kérsch C, 24.7.96 17R3-Estradiol
7 7
S e s o
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2 44 2 44
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g 3+ g 3+
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0 1 1 1 0 1 1
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Abb. 42: Konzentrations-Proliferations-Kurven des Toluol-Extraktes von 1,5 L Wasser der Korsch
(Probenahmestelle C) vom 24.7.1996 und der Positivkontrolle 17(3-Estradiol eines E-Screen-
Einzelexperimentes vom 30.9.1997 im Achtfachansatz.

Durch den Zusatz von 50 pl des schwer fluchtigen Dimethylsulfoxid (DMSO) mufR mit
steroidfreiem Kulturmedium (Experimentalmedium) mindestens auf 50 ml (1:1000) verdinnt
werden, damit die DMSO-Endkonzentration im Medium nicht Gber 0,1 % liegt. Bei Extraktion
von 1 L einer Wasserprobe ergibt sich somit ein Anreicherungsfaktor von 20. Ausgehend von der
Nachweisgrenze des flr eine Einzelsubstanz von 1 pmol EEQ/L (z.B. 1 pmol/L E2) liegt die
Nachweisgrenze des E-Screen-Assays dann bei 0,05 pmol EEQ/L oder 0,014 ng EEQ/L.

Z.T. haben wir bei den getesteten Proben (FluBwasser, Kléranlagenabldufe) bei der hdchsten
Konzentration des Extraktes zytotoxische Effekte beobachtet. Bei einer flinf- oder zehnfach
hoheren Verdinnung war jedoch keine Zelltoxizitat mehr erkennbar. Die Bestimmungsgrenze
liegt somit bei 0,25 - 0,5 pmol EEQ/L oder 0,07 - 0,14 ng EEQ/L.
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Der E-Screen-Assay ist damit sehr empfindlich. Die Bestimmungsgrenze liegt etwa eine
GroRenordnung niedriger als mit den derzeitigen Methoden der chemischen Spurenanalytik fir
die Bestimmung von steroidalen Estrogenen erreichbar ist.

4.2 Beschreibung der Proben, Probenahme und -vorbereitung

4.2.1 Klaranlagenablaufe

Klaranlage Nellingen

Die Klaranlage Nellingen leitet ihr gereinigtes Abwasser unterhalb der Probenahmestelle Kdérsch
C in die Korsch. Vom 18. bis 26.3.1997 wurde von den Mitarbeitern des Klarwerks eine Sam-
melprobe genommen und bis zur Extraktion in einer braunen Glasflasche bei Raumtemperatur
aufbewahrt. 1 L Ablauf wurde analog den FluBwasserproben mit Toluol extrahiert und fur den
Zellkulturtest vorbereitet.

Klaranlage Stuttgart-Buisnau

Von der Kléranlage Stuttgart-Busnau am Institut fur Siedlungswasserbau, Wassergute und
Abfallwirtschaft der Universitat Stuttgart wurden Extrakte von zwei Ablaufproben erhalten
(Prof. Dr. J. Metzger, Dr. C. Kempter) und im E-Screen-Assay getestet.

Probe 1: Stichprobe vom Januar 1997. 1 L Ablauf wurde durch einen 100 um Glasfaserfilter fil-
triert, auf pH 2 angeséuert, eine Festphasenextraktion mit 1 g RP-C18-Material durchgefihrt und
mit 6 ml Methanol eluiert. Nach dem Verdiinnen mit Wasser und Extraktion mit Dichlormethan
wurde der Extrakt in einem kleinen Reagenzglas im Stickstoffstrom zur Trockne abgeblasen und
die Probe bei 4 °C aufbewahrt.

Probe 2: 24 Stunden-Mischprobe vom 3.6.1997. 1 L Ablauf wurde wie Probe 1 filtriert, ange-
séuert und extrahiert, wobei die C18-S&ule mit 6 ml Aceton eluiert wurde. Der Extrakt wurde
sédulenchromatographisch mit 1 g Kieselgel, desaktiviert mit 5 % Wasser (Chromabond SiOH),
gereinigt; die Elution erfolgte mit 6 ml Hexan/Aceton-(65:35).

Analog der Vorschrift von Sonnenschein et al. (1995) wurden zu den trockenen Extrakten 50 pl
Ethanol und 4,95 ml Experimentalmedium gegeben, ca. 30 Sek. an einer Vortex-Apparatur
gemischt, die klare Losung steril filtriert und in einem sterilen Polypropylen(PP)-Réhrchen bzw.
in einem sterilen Glaskolben mit Glasstopfen bei 4 °C aufbewahrt. VVon dieser Stammlésung, die
1 % Ethanol enthélt, wurden vor jedem Test mit Experimentalmedium Verdiinnungen von 1:10
(0,1 % Ethanol) und hoher hergestellt und mit den MCF-7-Zellen auf estrogenartige Wirkung
getestet.

4.2.2 FluBwasserproben

Am 24.7.1996 wurden drei kleine Flieigewésser im Grofsraum Stuttgart beprobt, deren anthro-
pogene Belastung und Wasserqualitat sehr unterschiedlich ist: zwei Stellen der Korsch, die



83

Mindung des Sulzbaches in die Koérsch sowie der Krahenbach kurz vor der Einmindung in die
Aich. Die Probenahmestellen entsprechen denen, die im Rahmen des seit 1995 laufenden BMBF-
Verbundprojektes VALIMAR (Nr. 070TX214) ausgewahlt wurden (Koordination: Dr. habil.
Rita Triebskorn, Zoologisches Institut der Universitat Tubingen). Die Flisse fuhrten nach starken
Regenfallen mit Gewittern in der Nacht zuvor noch betrdchtliches Hochwasser. Das Wasser
wurde mit braunen Glasflaschen dicht unter der Wasseroberflache aufgefangen.

Koérsch und Sulzbach

Die Kdrsch entspringt westlich von Rohr bei Stuttgart und mindet nach einer Flie3strecke von ca. 25 km
unterhalb von Deizisau in den Neckar. Ihr Einzugsgebiet umfalt ca. 127 kmz, ihre Zufliisse sind insge-
samt etwa 95 km lang. Die Entwasserung umfait den gesamten, dicht besiedelten und landwirtschaftlich
intensiv genutzten Filderraum, den sudlichen Stadtbereich Stuttgarts bis hin zu den Ausldaufern des
Schénbuchs. Ein bedeutender Zufluf3 der Kérsch ist der Sulzbach, dessen Miindung in die Kérsch bei
Denkendorf liegt, und der Schadstofffrachten aus Landwirtschaft und Flughafen transportiert.

An die Kdrsch sind sechs Klaranlagen mit einem Ausbauwert von insgesamt Uber 339.000 Einwohner-
gleichwerten (EWG) angeschlossen. Die Korsch fuhrt somit als relativ kleiner Vorfluter mit einer Jah-
reswassermenge von 57 Mio. m3 eine verhaltnismafig groRe Fracht an geklartem Abwasser von ca. 20
Mio m3/Jahr. Mit anderen Worten: im Mittel wird das gereinigte Abwasser durch das Kérsch-Wasser nur
knapp dreifach verdiinnt. In Trockenperioden besteht der Wasserkdrper der Korsch sogar nahezu voll-
stdndig aus geklartem Abwasser. Bei Starkregen entlasten die am Oberlauf der Kérsch angeschlossenen
ca. 40 Regenuberlaufe bzw. Regenlberlaufbecken (Auffangbecken von SchmutzstofRen bei Sturzregen)
die Klarwerke, belasten aber zusétzlich das Gewasser.

Die Gutekarte der FlieRBgewasser in Baden-Wirttemberg (Ministerium fir Umwelt, 1991) weist die
Korsch als ein stark verschmutztes Gewasser aus (Glteklasse I11). Der oberhalb von Denkendorf ein-
mindende Sulzbach ist noch starker belastet, ihm wird die Guteklasse IlI-1V (sehr stark verschmutzt)
zugeordnet.

Kréahenbach

Der Kréhenbach entspringt bei Holzgerlingen in einem Waldgebiet und miindet nach ca. 3 km kurz unter-
halb der Probenahmestelle ,,Aich B bei Schdnaich in die Aich. Das Wassereinzugsgebiet umfalit ca. 10
km2. Der Krahenbach flieRt durch eine diinn besiedelte Landschaft mit hauptséchlich Waldbestdnden und
nur wenigen landwirtschaftlich genutzten Flachen. In den Kréhenbach leiten keine Klaranlagen ein.

Der Krahenbach ist in der Giitekarte der FlieBgewésser in Baden-Wiirttemberg nicht erfal3t. Untersu-
chungen aus dem seit 1995 laufenden BMBF-Verbundprojektes VALIMAR weisen auf eine Einstufung
in eine Gewasserglite zwischen I und I1 hin.

Extraktion und Vorbereitung fur Zellkulturtest

1,5 L der Wasserprobe wurden in einem 2 L-Schutteltrichter sukzessive mit 100, 70 und 50 ml
Toluol p.a. ausgeschdittelt. Die vereinigten Toluolfraktionen wurden in einem Glaskolben bis zur
weiteren Aufarbeitung im Dunkeln aufbewahrt. Zur Trocknung sowie zum Abtrennen von festen
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Partikeln wurden die Extrakte in einen mit wasserfreiem Natriumsulfat gefiillten Glastrichter
gegeben. Kolben und Trichter wurden mit 10 ml Toluol nachgespult. Die Extrakte wurden am
Rotationsverdampfer auf 1 - 2 ml eingeengt und in 5 ml Probenglaschen mit Teflondichtung
transferiert. Nach Zugabe von jeweils 50 pl Tetradecan (mind. 99,9 %) wurde das restliche
Toluol im Stickstoffstrom abgeblasen. AnschlieRend wurden je 50 ul Ethanol p.a. zugegeben und
die Proben im Kihlschrank aufbewahrt.

Zum eingeengten Extrakt mit je 50 pl Tetradecan und Ethanol wurden 4,95 ml Experimental-
medium (phenolrotfreies DME-Medium mit 5 % CD-FCS) gegeben, ca. 30 Sek. homogenisiert
und die Loésung in ein PP-Rohrchen Uberflhrt. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt.
AnschlieRend wurde die gesamte klare Losung (10 ml) steril filtriert und in einem sterilen Glas-
kolben mit Glasstopfen aufbewahrt. VVon dieser Stammlésung, welche Ethanol und Tetradecan in
einer Gesamtkonzentration von 1 % enthélt, wurden vor jedem Test mit Experimentalmedium
Verdinnungen von 1:10 (0,1 % Lésungsmittelgehalt) und hoher hergestellt und nach den Gbli-
chen Protokollen mit MCF-7- und EFM-19-Zellen auf estrogenartige Wirkung getestet.

4.2.3 Bodensee-Sedimente

Probenahme und Extraktion

Am 15.4.1996 wurden an der tiefsten Stelle des Bodensees (252 m) 5 Sedimentkerne entnom-
men. Die Kerne wurden sofort, entsprechend der Schichtabfolge in Scheiben von 1,5 bis 2 cm
geschnitten und die Scheiben durch Prof. Dr. G. Miller, Universitdt Heidelberg, aufgrund
bestimmter Merkmale visuell datiert. Die Proben wurden gefriergetrocknet und homogenisiert.
Die gesamte 30 ml Soxhlet-Apparatur mit 100 ml Rundkolben und Extraktionshulse (25 x 80
mm) wurde zun&chst zur Reinigung ca. 3 Stunden mit Aceton vorextrahiert. Jeweils 1 g
Trockensubstanz der Mischproben aus den Schichten 2-4 cm (Jahre 1985/90), 15-17 cm
(1945/55) und 22,5-24 cm (1900/15) wurden in die Hulsen geflllt, mit ca. 1 cm wasserfreiem
Natriumsulfat tberschichtet und mit 85 ml Aceton/n-Hexan-(1:1) 20 bis 24 Stunden lang extra-
hiert. AnschlieBend erfolgte eine zweite Extraktion mit 85 ml Ethanol fur 20 - 24 Stunden.

Erst- und Zweitextrakte wurden am Rotationsverdampfer jeweils auf 1 - 2 ml eingeengt, in 5 ml
Probenglaschen wberfiihrt, mit 12,5 pl Tetradecan versetzt, im Stickstoffstrom das restliche
Lésungsmittel abgeblasen und nach Zugabe von 12,5 pl Ethanol im Kihlschrank aufbewahrt.

Vorbereitung fur den Zellkulturtest

Zum eingeengten Extrakt wurden 2,5 ml Experimentalmedium gegeben, ca. 30 Sek. homogeni-
siert, die Suspension steril filtriert und die nun klare Lésung in einem sterilen PP-R6hrchen bei 4
°C aufbewahrt. Von dieser Stammldsung mit einer Ethanol- und Tetradecan-Konzentration von
insgesamt 1 % wurden vor jedem Test mit Experimentalmedium folgende Verdinnungen herge-
stellt und mit den MCF-7-Zellen auf estrogenartige Wirkung getestet.

Verdiinnung 1:10 1:100 1:1000

Gesamtvolumen (ml) 25 250 2500
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Sedimentkonz. (g TS/L) 40 4 0,4

Lésungsmittelkonz. (%) 0,1 0,01 0,001
4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Blindwerte

Von den drei beprobten kleinen FlieBgewéassern wurden auch Sedimentproben genommen und
analog wie die Bodensee-Sedimente extrahiert und fir den Zellkulturtest vorbereitet. Die
Ergebnisse der einzelnen E-Screen-Experimente zeigten groRe Streuungen, die eine eindeutige
Bewertung der Proben hinsichtlich ihrer estrogene Aktivitdt kaum zulieBen. Die groRen
Schwankungen konnten ein Hinweis daftr sein, daR aus den Polypropylen-Réhrchen, in welchen
die mit Experimentalmedium verdinnten und steril filtrierten Stammlésungen der Extrakte
(Losungsmittelgehalt 1 % Tetradecan/Ethanol) aufbewahrt wurden, estrogen wirksame
Substanzen herausgeldst wurden, zumal die einzelnen E-Screen-Tests iber einen Zeitraum von 3
- 15 Wochen durchgefuhrt wurden.

Aufgrund dieses Verdachts wurden zwei Serien von Blindproben im E-Screen-Assay getestet.

Die erste Blindprobenserie entsprach einer Blindprobe zu den Sedimentextrakten: eine
vorgereinigte 250 ml Soxhlet-Apparatur mit leerer Extraktionshilse (35 x 150 mm) wurde 24
Stunden mit Aceton extrahiert. Das Aceton wurde am Rotationsverdampfer auf 1 - 2 ml
eingeengt, in 5 ml Probengldschen tberfihrt, mit 50 pl Tetradecan versetzt, im Stickstoffstrom
das restliche Aceton abgeblasen und 50 pl Ethanol zugegeben. Die steril filtrierte Stammldsung
in 9,90 ml Experimentalmedium (1 % Ldsungsmittelgehalt) wurde jeweils zur Hélfte in einem
Polypropylen-Réhrchen (P1) bzw. in einem 25 ml Pyrex-Glas mit Schraubverschlul? (P2) bei 4
°C mehrere Wochen aufbewahrt.

Bei der 2. Serie von Blindproben wurden jeweils 10 ml Experimentalmedium, versetzt mit 50 pl
Ethanol, in ein steriles Polypropylen- (PP) bzw. in ein Polystyrolréhrchen (PS) sowie in ein
sterilisiertes (2 Stunden bei 200° C) Glasrohrchen mit Kunststoff-Schraubverschlul (Glas)
gegeben und bei 4 °C mehrere Wochen aufbewahrt.

Abb. 43 zeigt, daB die Blindprobe mit einem Tetradecan/Ethanol-Gehalt von 1 %, welche im PP-
Roéhrchen (P1) aufbewahrt wurde, verdiinnungsabhéangig einen deutlichen Proliferationseffekt im
E-Screen-Assay ausloste, wahrend die im Glasrohrchen (P2) aufbewahrte Blindprobe nicht
wirksam war. Dies ist ein Hinweis dafiir, dal Xenoestrogene aus den Kunststoffrohrchen
entweichen, und das Ergebnis des E-Screen-Assays beeinflussen.

Abb. 43 zeigt ferner, dall Experimentalmedium, welches in PS- oder PP-Rohrchen aufbewahrt
wurde, eine leichte estrogene Aktivitdt im E-Screen-Assay ausloste. Obwohl das
Experimentalmedium keine organischen Ldsungsmittel enth&lt, konnen offensichtlich bei
langerer Lagerung in Kunststoffrohrchen (zwei Wochen und mehr) estrogen wirkende
Substanzen freigesetzt werden.
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Auch das im Glasrohrchen (Glas) aufbewahrte Experimentalmedium war im E-Screen-Assay
leicht aktiv. Eine mogliche Erklarung hierfur ist der Kunststoff-Schraubverschlu3, welcher eine
Gummidichtung hat, mit der das Medium zumindest Uber den Luftraum in Kontakt kommt. Aus
dieser Dichtung kdnnten Xenoestrogene freigesetzt worden sein.

Als wichtige Konsequenz aus diesen Ergebnissen ergibt sich, dafl Stammlésungen von zu
testenden Umweltproben wie die getesteten Einzelsubstanzen in (sterilen) Glaskolben mit
Glasstopfen aufbewahrt werden sollten. Fur die FluBwasserproben und z.T. fir die
Kléranlagenabldufe wurde dies im Rahmen des Projektes bereits praktiziert. Bei den Bodensee-
Sedimenten wurde mit Ruckstellproben der gleichen Extrakte eine 2. Serie von E-Screen-
Experimenten durchgefiihrt. Die Proliferationseffekte der Extrakte waren in dieser 2. Serie
niedriger als in der ersten Testserie. Nur die Ergebnisse der 2. Serie sind in Abschnitt VI 4.3.4
dargestellt.
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Abb. 43: Estrogene Aktivitat von Experimentalmedium mit 1% Tetradecan/Ethanol (P1, P2) bzw. ohne
Losungsmittel (PP, PS, Glas) im E-Screen-Assay mit MCF-7-Zellen, nach Aufbewahrung in
sterilen GefaBen aus verschiedenen Materialien Uber 2 Wochen und langer bei 4 °C.

4.3.2 Klaranlagenablaufe

Tab. 13: Estrogene Aktivitat von drei Ablaufextrakten kommunaler Klaranlagen in MCF-7-Zellen. Die
E-Screen-Tests wurden z.T. in 24-Well und z.T. in 96-Well-Kulturplatten durchgefiihrt. Die
E2-Agivalente (EEQ) wurden aus den ECs,-Werten berechnet.

St.-BlUsnhau Stichprobe Blsnau 24 Std. Nellingen 18.-

(Jan. 1997) 3.6.1997 26.3.1997

(n=2) (n=2) (n=3) (n=5)

Zellinie EFM-19 MCF-7 MCF-7 MCF-7
Proliferationseffekt Probe | 5,25/ 2,46 2,97/2,11 2,27 + 0,33 2,53 +0,56

Proliferationseffekt E2 504/357 2,85/2,25 2,74 £ 0,63 3,25+ 0,99
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RPE in % (E2=100%) 105/ 56,7 106 /89,0 75,6 12,9 70,4 9,9
ECso Probe* 4,22** 8,56 /8,59 2,15/0,47* 1,25+ 0,86
ECs0 E2 (pmol/L) 31,5 13,2/2,32 7,82 /8,52 3,563+1,10
E2-Aquivalente (ng/L) 36 31/5,4 46/1,1 12+1,1

* = Verdinnungsfaktor: Quotient aus dem Verdiinnungsvolumen im Experimentalmedium und dem
urspringlichen Probevolumenvon 1 L.

** bei einem Assay nicht geniigend Datenpunkte fur ausreichend genaue ECso-Bestimmung.

Die Ergebnisse der drei im E-Screen-Assay getesteten Klaranlagenabldufe sind in Tab. 13
zusammengefalit, zusétzlich ist in Abb. 44 fir die Probe Stuttgart-Busnau 3.6.1997 die Dosis-
Wirkungs-Kurve der estrogenen Aktivitat dargestellt.

In allen drei Ablaufextrakten wurde eine konzentrationsabhéangige estrogene Aktivitat gefunden,
deren Stérke nahezu der von E2 entsprach (RPE > 70 %). Die induzierte Zellproliferation wurde
durch Ko-Inkubation mit 5 pumol/L des Antiestrogens Tamoxifen komplett gehemmt (s. Abb.
45). Da es sich bei der Probe Stuttgart-Bisnau 1/97 um eine Stichprobe handelt, ist der
gefundene hohe EEQ-Wert nicht unbedingt als reprasentativ anzusehen. Andererseits muf3 man
davon ausgehen, dal} der im Ablauf der Klaranlage Nellingen gefundene EEQ-Gehalt zu niedrig
liegt, da die Probe bis zur Extraktion mehrere Monate bei Raumtemperatur gelagert wurde. Ein
Teil der estrogenartig wirkenden Substanzen konnte in dieser Zeit durch die in der Probe
vorhandenen Mikroorganismen bereits abgebaut worden sein.

Aufgrund dieser ersten Ergebnisse muf} man davon ausgehen, da3 tber kommunale Klaranlagen
ein nicht zu vernachlassigender kontinuierlicher Eintrag von estrogenartig wirkenden Substanzen
in FlieRgewasser erfolgt.

1L KA-Ablauf Blisnau 3.6.97 (n=3) a5 17R-Estradiol (n=3)
()
§ 3,0 T 310 T
5
V. 25 T 25 +
4
c 20 + 20 +
S
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E 15 + 15 +
z
a 10 + 10 +
T
T o5+ 05 |
0.0 - ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 1 1 1 : :
Tam 5uM Taﬂ(ﬁpf;)b SL 05L 005L Kontr. 1E-12 1E-11 1E-10 1E-09 1E-08
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Abb. 44: Estrogene Aktivitdt im Extrakt von 1 L Ablauf der Kléranlage Stuttgart-Busnau (24 Std.-
Sammelprobe vom 3.6.1997) in MCF-7-Zellen im Vergleich zu 17R-Estradiol (E2). Die E2-
Konzentrationen sind in mol/L; die Volumenangaben der Probe entsprechen dem Endvolumen
nach Verdiinnung mit Experimentalmedium. Tam = Tamoxifen.
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Am Institut fir Siedlungswasserbau, Wassergute und Abfallwirtschaft der Universitat Stuttgart
wurde ein Aliquot der 24 Std.-Sammelprobe vom 3.6.1997 mit HRGC/LRMS auf verschiedene
Steroide und einige andere Xenoestrogene analysiert, sodal ein Vergleich mit dem Ergebnis aus
dem Zellkulturtest moglich war (s. Tab. 14). Neben den in Tab. 14 aufgefiihrten Substanzen
wurde auch eine halbquantitative Bestimmung von Di-n-butylphthalat (DBP) durchgefiihrt. Die
Konzentration lag &hnlich wie die von Bisphenol-A im oberen ng/L-Bereich.

Tab. 14: Konzentrationen naturlicher und synthetischer Estrogene im Ablaufextrakt der Klaranlage St.-
Bisnau vom 3.6.1997, sowie Berechnung der Estradiol-Aquivalentkonzentration aus den rela-
tiven estrogenen Potenzen (EEF) der Einzelsubstanzen im E-Screen-Test.

Substanz Konzentration Rel. Potenz  E2-Aquivalente (EEQ)
ng/L  mol/L (E2=1) ng/L %
Bisphenol-A 400 1,8E-09 6,0E-05 0,03 0,83
Estron 7 2,6E-11 0,017 0,12 3,48
Ethinylestradiol 3,1 1,0E-11 0,98 2,79 81,2
1703-Estradiol 0,5* 1,8E-12 1,0 0,50 14,5
Gesamt 3,44 100

* Halfte der Bestimmungsgrenze

17a-Ethinylestradiol hatte von den untersuchten Substanzen den groRten Beitrag zu den E2-
Aquivalenten (EEQ). Der aus den Ergebnissen der chemischen Spurenanlytik errechnete EEQ-
Wert ist mit dem aus den E-Screen-Tests vergleichbar (3,4 vs. 2,9 ng EEQ/L). Von den
steroidalen Substanzen besitzt 17a-Ethinylestradiol in Kldranlagenabldufen aufgrund seiner
starken estrogenen Potenz offensichtlich eine allgemeine groRe Relevanz, da auch Ternes et al.
(1997) durchschnittliche Gehalte von 2 ng/L in 14 verschiedenen Kl&ranlagenabldufen fanden. In
Laboruntersuchungen mit mannlichen Regenbogenforellen rief 17a-Ethinylestradiol bereits unter
1 ng/L nach 3 Wochen Exposition eindeutige estrogene Wirkungen hervor (Purdom et al. 1994).
Die deutlich hoheren Konzentrationen fur Bisphenol-A und DBP lassen darauf schlief3en, daf3
auch nichtsteroidale Chemikalien mit estrogener Wirkung in relativ hohen Mengen tber Klaran-
lagenabldufe in die aquatische Umwelt eingetragen werden, die bisher in Gewassermonitoring-
Programmen nicht erfalst wurden. Hierzu halten wir ausfuhrliche Untersuchungen fir dringend
erforderlich.

4.3.3 FluRwasser

Von den am 24.7.1996 an Korsch und Sulzbach entnommenen Wasserproben sind die
Ergebnisse der bis Ende des Projektes im E-Screen untersuchten Proben in Tab. 15 dargestellt. In
den zwei Wasserproben der Kdrsch wurde eine hohe dosisabhéngige estrogene Aktivitét
gefunden. Sowohl die relative Wirkungsstirke (RPE) als auch die E2-Agivalente lagen ahnlich
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hoch wie in den untersuchten Klaranlagenablaufen. Die Probenahmestelle Korsch C befindet sich
oberhalb der Klaranlage Nellingen, Korsch B weiter fluBabwaérts bei Denkendorf kurz vor der
Einmindung des Sulzbaches. Aufféllig ist, daR die estrogene Aktivitat in der Korsch weiter
fluBabwarts deutlich héher war. Der Sulzbach war geringer belastet als die Kérsch. Im natur-
belassenen Krahenbach war mit beiden Zellinien keine estrogene Aktivitat mel3bar.

Tab. 15: Estrogene Aktivitat der Toluol-Extrakte von drei FluBwasserproben in MCF-7- und EFM-19-
Zellen. Die E-Screen-Tests wurden in 24- bzw. in 96-Well-Kulturplatten durchgefiihrt.

1,5L Koérsch B 1,5L Koérsch C 1,5 L Sulzbach

(n=4) (n=5) (n=5)
Zellinie EFM-19 MCF-7 MCF-7
Proliferationseffekt Probe 2,85+0,16 3,19 £ 0,87 2,50+0,81
Proliferationseffekt E2 3,04 £0,21 3,99 +1,35 4,15+ 1,36
RPE in % (E2=100%) 91,1+9,8 74,8+9,4 45,8 + 8,4
ECs, Probe * 587 +1,45 2,67 +1,13 0,63 £ 0,30
ECso E2 (pmol/L) 6,48 + 1,14 4,86 +1,61 512+ 1,20
E2-Aquivalente (ng/L) 10,5+ 4,0 33+1,3 0,92 + 0,62

* = Verdunnungsfaktor im Experimentalmedium

Im laufenden BMBF-Verbundprojekt Nr. 070TX214 (Koordination: Dr. habil. Rita Triebskorn,
Zoologisches Institut der Universitat Tibingen, Abt. Physiologische Okologie) wurden in
Korsch, Sulzbach und Kréhenbach in den letzten beiden Jahren regelmaRig verschiedene Klassen
von Pestiziden, Chlorphenole, Chlorbenzole, PCB, PAK sowie Schwermetalle analysiert.
Folgende Chemikalien mit bekannter oder wahrscheinlicher estrogener bzw. anderer endokriner
Wirkung wurden dabei in der Kdérsch und den angeschlossenen Klaranlagenablaufen
nachgewiesen:

DDT und Metabolite, Endosulfan, yHCH, Atrazin, Trifluralin, PCB, PCP, Cadmium

Ein Teil der Stoffe wurde auch in den Sedimenten und in Fischen gefunden. Der Kréhenbach ist
im Gegensatz zur Korsch kaum mit Pestiziden belastet.

Diese Substanzen kénnen jedoch nicht die beobachtete estrogene Wirkung erkléren, da eine aus
diesen Stoffen hergestellte Mischung selbst bei Konzentrationen, die 100fach Uber den
durchschnittlich in der Korsch gemessenen Gehalten lagen, im E-Screen-Test keine Wirkung
zeigte. Synthetische und nattrliche Steroide bzw. andere nichtsteroidale Xenoestrogene mussen
also die Ursache sein.

Blindproben
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Die zu den Klaranlagenablédufen Busnau sowie zu den FluBwasserproben gehdrenden beiden
Blindproben wurden erst nach dem Ende des Projektes im E-Screen getestet. Eine geringe
estrogene Aktivitat war lediglich beim kleinsten Verdinnungsvolumen (50 bzw. 100 ml) mel3bar,
die aber fur die Quantifizierung der estrogenen Aktivitat in den Proben vernachlassigbar war
(Korner et al. 1999).

4.3.4 Bodensee-Sedimente

Jeder Rohextrakt der Sedimentproben wurde ohne vorherige Aufreinigung mit MCF-7-Zellen in
drei unabhéngigen E-Screen-Experimenten in 24-Well-Platten auf estrogene Gesamtaktivitat
getestet. Die Ergebnisse sind in Tab. 16 und Abb. 45 dargestellt. Zusammenfassend laRt sich
feststellen:

+ Die Aceton/Hexan-Erstextrakte von allen 3 Sedimentschichten zeigten im E-Screen-Test eine
partielle, konzentrationsabhangige estrogene Aktivitat.

+ Der Effekt war bei der 1:10-Verdiinnung maximal, welche einer Sedimentkonzentration von 40
g TS/L Medium entspricht.

+ In den beiden getesteten Ethanol-Zweitextrakten war noch eine schwache estrogene Aktivitat

nachweisbar, die deutlich niedriger lag als im Erstextrakt.

Tab. 16: Estrogene Gesamtaktivitat von Extrakten aus drei Schichten eines Bodensee-Sedimentkernes im
E-Screen-Test mit MCF-7-Brustkrebszellen (n = 3).

Schichttiefe (cm) 2-4 15-17 225-24 17@-Estradiol
Zeitraum 1985/90 1945/50 1900/15
PE Erstextrakt (Aceton/Hexan) |2,32+ 0,33 2,28+ 0,67 | 2,16+ 0,34 | 4,42+ 0,75
PE Zweitextrakt (Ethanol) n.b. 1,89+ 0,43 1,42+ 0,36
RPE in % (E2 = 100%)
Erstextrakt (Aceton/Hexan) 39,1+1,0 [40,0+22,0| 358+124 100
Zweitextrakt (Ethanol) n.b. 259+ 84| 119+ 8,6

Erstextrakt (Aceton/Hexan) 2,71+2,17|160+0,88 | 1,68+0,94 | 6,20 £1,48 pM

Zweitextrakt (Ethanol) n.b. 2,23+ 1,09 n.n.
E2-Aquivalente (pmol/ig TS)

Erstextrakt (Aceton/Hexan) 3,2+1,7 4,7+2,3 43+1,8

Zweitextrakt (Ethanol) n.b. 31+1,1 n.n.

Die aus den ECso-Werten berechneten Estradiol-Agivalente sind sehr dhnlich mit denen, die
Legler et al. (1996) mit Reportergen-Assays in Aceton-Extrakten von Sedimenten aus dem
Rotterdamer Hafen und dem Nordsee-Kanal bestimmten. Die gemessene maximale estrogene
Wirkung entsprach etwa 30 % der von 17R-Estradiol, was in Korrespondenz mit unseren Daten
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steht. In den Hexan-Extrakten der gleichen (und weiterer) Proben fanden die Autoren hingegen
nur geringe estrogene Aktivitéat.

Welche Substanzen fir die gefundene estrogenartige Aktivitat in den Extrakten der Bodensee-
Sedimente verantwortlich sind, wird noch untersucht. Fir die beiden oberen Schichten kénnten
estrogenartig wirkende Insektizide wie o,p’-DDT, o,p’-DDE und HCH-Isomere sowie
Industriechemikalien wie Phthalate (DBP, BBP), deren Prasenz in Bodenseesedimenten im unte-
ren bzw. oberen ppb-Bereich (ng/g) seit langem bekannt ist (Hagenmaier et al. 1986), eine Rolle
spielen.

Fur die Schicht aus dem Zeitraum 1900 - 1915 kénnte die Wirkung lediglich durch die Prasenz
von Naturstoffen (z.B. Phytoestrogene) erklart werden. Da bekannt ist, dal verschiedene
Naturstoffe im anaeroben Milieu eines Sedimentes stabil sind (Muller 1997), kann die Présenz
von Phytoestrogenen im Bodensee-Sediment nicht ausgeschlossen werden.

17R-Estradiol (E2), n=3 Sedimentschicht 2-4 cm (1985/90)
5
S |
Bod 1 i it
£ 9 T
© ‘E 31 | |
a2 T
27 . N W M - 7o =
g > I T
2= L - R B i -
@
0 1 1 1 1 1
1E-12 1E-11 1E-10 1E-09 0,4 4,0 40
Konz. in mol/L Sedimentkonz. in g TS /L Medium
Schicht 15-17 cm (1945/50) Schicht 22,5-24 cm (1900/15)
5
_g 4 O Erstextrakt (Aceton/Hexan) | DErstextrakt (Aceton/Hexan) |
g % OZweitextrakt (Ethanol) O Zweitextrakt (Ethanol)
=5 34+
°s T :
o
52 T i P Ho
=y | B I T T
L s : = R=: I
04
0 1 1 1 1
0,4 4,0 40 0,4 4,0 40
Sedimentkonz. in g TS/ L Medium Sedimentkonz. in g TS/ L Medium

Abb. 45: Estrogene Gesamtaktivitidt von Extrakten aus drei Schichten eines Bodensee-Sedimentkernes
im E-Screen-Test mit MCF-7-Brustkrebszellen (n = 3).

VIl Fortschritte bei anderen Stellen
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Dal’ die bisher bekannten Xenoestrogene kein gemeinsames Strukturelement besitzen, war bis
vor kurzem nicht zu erklaren. Das Ratsel wurde mit der Aufklarung der Kristallstruktur der
Ligandenbindungsdoméne des humanen Estrogenrezeptors alpha (hERa) geltst (Brzozowski et
al. 1997). Die dreidimensionale Struktur ergab, daR die Tasche der Ligandenbindungsdoméne
mit 45 statt 25 nm weitaus groRer ist als die Bindung des nattrlichen 17(3-Estradiols erfordert.
Folglich ist fur viele andere, nichtsteroidale Substanzen die Wechselwirkung mit dem
Estrogenrezeptor prinzipiell moglich. Man mul3 daher davon ausgehen, dal’ es weitere Stoffe in
der Umwelt gibt, deren estrogenartige Wirkung bislang unerkannt ist. Dieser Befund setzt der
Anwendung von theoretischen Struktur-Wirkungs-Beziehungen Grenzen und unterstreicht die
Notwendigkeit der experimentellen Testung von Einzelsubstanzen wie von Umweltproben auf
estrogene Wirkung.

Vor einiger Zeit wurde bei Mensch und Ratte eine zweite Form des ER entdeckt, die als beta-
Form bezeichnet wird (Kuiper et al. 1996). Der ER[3 ist mit 55 kDa Kleiner als der urspriinglich
entdeckte Estrogenrezeptor ER alpha und hat eine vollig andere N-terminale Doméne. Wahrend
im humanen Brust- und Endometriumsgewebe kein ERR gefunden wurde, kommt in den
Granulosazellen ausschlief3lich die beta-Form vor. In den Ovarien und der Lunge kommen alpha-
und beta-Form in etwa gleicher Menge vor. Die effiziente Bildung von Heterodimeren aus alpha-
und beta-Form wurde nachgewiesen und konnte mit der unterschiedlichen Wirkung des
Estrogen-Antagonisten Tamoxifen im Brustgewebe im Vergleich zu anderen Zielgeweben im
Zusammenhang stehen (Gustafsson 1996). Nach ersten Untersuchungen ist die Affinitat von
Phyto- und Xenoestrogenen zu beiden ER-Formen unterschiedlich. So binden Genistein,
Coumestrol, Bisphenol-A und Methoxychlor mit etwa zehnfach hoherer Affinitat an den ER[3 im
Vergleich zur alpha-Form.

In den letzten beiden Jahren sind in Europa Anstrengungen unternommen worden, rekombinante
Reportergen-Assays mit menschlichen Zellinien zum Nachweis Estrogenrezeptor-vermittelter
Wirkungen zu verbessern. Die stabile Transfektion des Reportergen-Konstruktes in die
menschliche Brustkrebszellinie T47-D wurde vor kurzem von einer niederlandischen
Arbeitsgruppe beschrieben (Legler et al. 1998). Dieser als ER-CALUX-Assay bezeichnete Test
ist mit einer ECso fur 17R-Estradiol von 6 pmol/L bei weitem empfindlicher als entsprechende
Reportergen-Assays mit Hefen und sogar noch etwas sensitiver als der E-Screen-Assay.

Auch im Rahmen eines derzeit laufenden PUG-Projektes (U 96 017; Eisenbrand, Seng, Mussler)
wird mit einem rekombinanten Reportergen-Assay mit transfizierten MCF-7-Brustkrebszellen
zum Nachweis estrogener Wirkungen von Einzelsubstanzen gearbeitet. Der E-Screen-Assay mit
MCF-7-Zellen dient dabei als Vergleichsmethode. Im Rahmen dieses Projektes konnte von
weiteren Chemikalien (z.B. ein optischer Aufheller) und Naturstoffen eine bislang unerkannte
estrogene Wirkung nachgewiesen werden, was die im 1. Abschnitt dieses Kapitels genannte
Einschétzung bereits unterstreicht.
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Vil Bewertung und Nutzen der Ergebnisse

Fortschritte

Die Proliferation estrogenrezeptor(ER)-positiver menschlicher MCF-7-Brustkrebszellen im
Vergleich zu Kontrollen mit und ohne 17B-Estradiol (E2) konnte als ein einfach
durchzufuhrendes Screening-System zum quantitativen Nachweis estrogenartiger Wirkungen
erfolgreich etabliert werden. Bei einer Nachweisgrenze fur E2 von 1 pmol/L (0,27 ng/L) und
einer ECspvon 4 - 9 pmol/L gibt es derzeit kein empfindlicheres Testsystem. Gegeniiber der von
A. Soto 1992 beschriebenen Originalmethode wurden einige wesentliche Vereinfachungen
eingefihrt, welche insgesamt zu einer Standardisierung beitragen und die Empfindlichkeit dieses
als ,,E-Screen* bezeichneten Assays nicht beeintrachtigen.

Die mit dem E-Screen-Test mogliche quantitative Bestimmung der estrogenen Wirkung ist
reproduzierbar: Fur neun Substanzen mit bekannter estrogener Aktivitat wurden die quantitativen
Ergebnisse mit Literaturdaten verglichen. Obwohl die Stoffe hinsichtlich Hersteller und Charge
unterschiedlich waren, zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der Daten.

Mit dem ,,E-Screen“-Assay konnten wir zeigen, dal} es mit einem einfachen in vitro-System
maoglich ist, mit begrenztem Aufwand die Gesamtheit an estrogenartig wirksamen Substanzen in
Extrakten von aquatischen Umweltproben quantitativ zu bestimmen.

Bei einer Reihe von verschiedenen Umweltproben (Klé&ranlagenabldufe, FluBwasser, Sedimente)
hat sich der E-Screen-Test als zuverlassig und robust erwiesen. In jedem Falle konnten die
Rohextrakte ohne einen zeitraubenden Reinigungsschritt (clean up) direkt in den Zellkulturen
getestet werden. Zelltoxizitat war nicht oder nur bei der hochsten Konzentration zu beobachten.
Der E-Screen-Assay ist sehr empfindlich. Die Nachweisgrenze von 0,014 ng EEQ/L fur 1 L einer
walrigen Probe liegt 1 - 2 GroRenordnungen niedriger als mit den derzeitigen Methoden der
chemischen Spurenanalytik flr die Bestimmung von steroidalen Estrogenen erreichbar ist.

Der E-Screen-Test ist in jedem Labor, in der die Basisausstattung fir das Arbeiten mit
Zellkulturen vorhanden ist, durchfihrbar. Es ist keine spezielle apparative Ausstattung
notwendig, besondere Sicherheitsvorschriften miissen nicht beachtet werden. Der Test kann von
jedem Laborpersonal, welches Grunderfahrung mit sauberem, sterilem Arbeiten hat, problemlos
durchgefuhrt werden. Der Assay hat sich wahrend des zweijahrigen Projektes als robust
erwiesen. Die MCF-7-Zellen haben wéhrend dieser Zeit ihre Estrogensensitivitat tber mehr als
40 Zellkulturpassagen bewahrt. Vergleichbare quantitative Ergebnisse mit einer anderen ER-
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positiven humanen Brustkrebszellinie (EFM-19) zeigen, dal3 fur den E-Screen prinzipiell jede
estrogensensitive Brustkrebszellinie geeignet ist.

Mit unserer aktiven Unterstiitzung wurde der E-Screen-Assay mittlerweile an folgenden
Instituten erfolgreich etabliert und wird dort routineméRig angewandt:

TNO Toxicology, Zeist, Niederlande
Kaneka Corp., Kobe, Japan
Staatl. Medizinal-, Lebensmittel- und Veterindruntersuchungsamt Mittelhessen, GieRRen

Ein entscheidender Faktor fir die erfolgreiche Durchfliihrung des E-Screen-Assays ist, daR das im
Zellkulturmedium verwendete fotale Kélberserum vor Benutzung langsam und schonend
aufgetaut wird. Die bei Zellkulturarbeiten meist routinemafiiig durchgefuhrte Hitzeinaktivierung
des Serums ist nicht notwendig.

Aufgrund seiner Sensitivitat, Spezifitat, Robustheit und einfachen Durchfiihrung ist der E-
Screen-Test hervorragend geeignet, um den Gesamtgehalt an estrogenartig wirksamen
Substanzen in festen wie fliissigen Umweltproben quantitativ zu bestimmen. Der Test kann ohne
Probleme als Routinemethode fiir Uberwachungs- und Monitoringzwecke, z.B. von
Kléaranlagenabldaufen, FluR- und Trinkwasser, von den entsprechenden Untersuchungsdmtern
bzw. Anlagenbetreibern eingesetzt werden. In gezielter Kombination mit der instrumentellen
Spurenanalytik ist der E-Screen-Assay ein leistungsfahiges Werkzeug, um den Eintrag und Ver-
bleib von natlrlichen und anthropogenen Substanzen mit rezeptorvermittelter estrogener Wir-
kung in FlieRgewasser und Seen untersuchen zu kénnen.

Empfehlungen

Die Ergebnisse der in der Endphase des Projektes durchgefiihrten ersten Analysen von
Ablaufextrakten von kommunalen Klaranlagen konnten von uns in der Zwischenzeit durch
Folgeuntersuchungen bestatigt werden (Koérner et al. 1999). Nach derzeitigem Kenntnisstand
mull man davon ausgehen, daB (ber kommunale Klaranlagen in Baden-Wirttemberg (und
ebenso in den anderen Bundesléandern) ein kontinuierlicher Eintrag von estrogenartig wirkenden
Substanzen in FlieRgewasser erfolgt. Ausgedriickt in 17B-Estradiol-Aquivalentkonzentrationen
(EEQ) liegen die Gehalte zwischen 1 und > 20 ng EEQ/L. In einem FluB, dessen Wasser zu
einem groRBen Teil aus Klédranlagenabldufen besteht, wurden nahezu ahnlich hohe Werte
gemessen. In England durchgefuhrte Laboruntersuchungen mit mannlichen Regenbogenforellen
zeigten, dal} 17a-Ethinylestradiol bzw. 17(3-Estradiol im Bereich von <1 bzw. 1 - 10 ng/L bereits
deutliche estrogene Wirkungen hervorriefen (Purdom et al. 1994; Routledge et al. 1998). Die von
uns gemessenen estrogenen Aktivitaten in Klaranlagenabldufen kdnnten also durchaus ein Risiko
flr die Reproduktion von Fischen und anderen aquatischen Organismen bedeuten. Hierzu halten
wir entsprechende Labor- und Freilanduntersuchungen an geeigneten Spezies, auch an
Wirbellosen, fur dringend erforderlich.
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Welche Substanzen fiir die gemessene estrogene Aktivitat verantwortlich sind, kann gegenwartig
erst ansatzweise beantwortet werden. Das synthetische Estrogen 17a-Ethinylestradiol und das
natlrliche 17@-Estradiol wurde von einigen deutschen Arbeitsgruppen in Klédranlagenablaufen
nachgewiesen (Ternes 1997). Allerdings kdnnten auch nichtsteroidale Substanzen mit estrogener
Aktivitat eine nennenswerte Rolle spielen. So wurde an der Universitat Stuttgart, Institut fur
Siedlungswasserbau, Wasserglite und Abfallwirtschaft, im Ablauf von zwei Klaranlagen
Bisphenol A im oberen ng/L-Bereich gefunden. Diese Ergebnisse konnten von uns inzwischen an
einer anderen Anlage bestatigt werden. Die im Oktober 1997 veroffentlichte Kristallstruktur des
menschlichen Estrogenrezeptors alpha mit einer wenig stringenten Ligandenbindungstasche
(Brzozowski et al. 1997) l&Rt es als wahrscheinlich erscheinen, daR in der Umwelt noch weitere
Substanzen anzutreffen sind, deren (anti-)estrogene Wirkung bislang unerkannt ist. Deshalb
versprechen systematische Untersuchungen mit einer Kombination von biologischer (E-Screen-
Assay) und chemischer Spurenanalytik an einer groReren Zahl von Klaranlagen wesentliche neue
Erkenntnisse Uber Art und Menge des Eintrages von Substanzen mit estrogenartiger Wirkung in
die aquatische Umwelt. Folgerichtig fordert das Ministerium fir Umwelt und Verkehr seit dem
1.4.1998 im Rahmen eines Werkvertrages eine entsprechende Untersuchung in diesem Bereich.

Unabhangig von der chemischen Natur der estrogenen Substanzen in Kléranlagenablaufen sind
Untersuchungen erforderlich, inwieweit durch neue Techniken der Abwasserrreinigung kiinftig
der Eintrag solcher Stoffe mit einem vertretbaren Aufwand vermindert werden kann. Im Rahmen
eines von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt finanzierten Habilitationsstipendiums laufen
hierzu bereits entsprechende Forschungen an der Universitat Tubingen.
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