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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Estrogene und ihre hormonelle Wirkung

Estrogene sind Steroidhormone mit wichtigen Funktionen in der Zellproliferation und Zell-
differenzierung im menschlichen Organismus. Das bekannteste Estrogen ist das weibliche Se-
xualhormon 17/-Estradiol (E2, Abb. 1), das u.a. die Ausprigung der sekundiren weiblichen

Geschlechtsmerkmale steuert.

OH

HO
178 - Estradiol (E2)

Abb. 1: Strukturformel von 175-Estradiol.

E2 wird hauptséchlich in den Ovarien gebildet, der Plasmaspiegel bei erwachsenen Frauen
betrigt etwa 20 — 60 pg/ml und kann wihrend des Menstrutationszyklus bis zu 400 pg/ml
erreichen (Jordan et al., 1992). Méanner produzieren ebenfalls geringe Mengen E2, iiberwiegend
durch Aromatisierung von Androstendion. Der E2-Plasmaspiegel bei erwachsenen Méannern
betrigt ~ 20 pg/ml E2 (Jordan et al., 1992). Fiir den Transport im Blut wird E2 an spezifische
Transportproteine (Sexualhormon—bindendes Globulin, SHBG) gebunden. Hormonell wirksam
ist allerdings nur ungebundenes E2, denn nur freies E2 kann im Zielgewebe die Zellmembran
durch passive Diffusion passieren. In der Zelle bindet E2 an den Estrogen—Rezeptor, der dann

zell- und gewebespezifisch die Expression der Ziel-Gene aktiviert.

1.2 Aufbau und Funktion des Estrogen—Rezeptors

Der Estrogen-Rezeptor (ER) gehort zur Familie der Steroidhormon Rezeptoren (SHR). SHR
sind iiberwiegend im Zellkern lokalisiert (King und Greene, 1984; Bourguet et al., 2000). Sie
liegen als Monomere in einer inaktiven Form vor. Durch die Bindung des Liganden wird der SHR
aktiviert, dimerisiert und bindet dann an eine spezifische DNA—Sequenz in der Promotorregion
eines Gens. Es sind zwei Formen des ER, der ERa (Greene et al., 1986; Green et al., 1986)
und der ERS (Kuiper et al., 1996) bekannt. Der ER« ist in hohen Konzentrationen in den
klassischen E2-Zielgeweben Brust, Uterus und Ovarien lokalisiert. Vom ER/ findet sich grofe

Mengen in den Ovarien und Protasta aber, auch in der Blase und Lunge (Kuiper et al., 1997).
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Der ER« ist ein 66 kD Protein, das aus 595 Aminosduren aufgebaut ist. Die einzelnen ERa—

Doménen und ihre Funktionen sind in Abb. 2 schematisch dargestellt.

Domane , A/B 179 C© 262 D 301 E s52 " 05
HN—] AF-1 DBD LBD AF-2 —COOH
DNA Ligand
Bindung Bindung
. Ligand-unabhangige Rezeptor Ligand-abhangige
Funktion  Transaktivierung Dimerisierung Transaktivierung
Rezeptor

Dimerisierung

Abb. 2: Aufbau des ERc.

Die verschiedenen Doménen werden mit A-E bezeichnet, beginnend am N-Terminus. Die A /B—
Doméne enthélt die Ligand—unabhéngige Transaktivierungsfunktion AF-1. Die DNA-bindende
Domine (DBD) im Bereich C enthélt zwei Zinkfinger, von denen je einer fiir die Rezeptordime-
risierung und die Interaktion mit der DNA benétigt wird. In der Doméne E bindet der Ligand
an den Rezeptor (Ligand-bindende Doméne, LBD). Dort ist zusétzlich die Ligand-abhéngige

Transaktivierungsfunktion AF-2 lokalisiert.

Der von Gustafsson charakterisierte ER(3 besteht aus 485 Aminosduren (Kuiper et al., 1996)
mit einem berechneten Molekulargewicht von 54,2 kDa. Die Aminoséuresequenz von ER« zeigt
eine grofe Homologie zum ERa besonders in der DBD (95 %) und in der LBD (55 %).

Wenn kein Ligand an der ER gebunden ist, liegt er an Chaperone (Chap) gebunden in einer
inaktiven Form vor (Abb 3). Chaperone binden reversibel an die Aggregationszentren von Prote-
inen, um spontane Protein—Protein Interaktionen zu verhindern. Aus der Klasse der Chaperone

sind u.a. die Hitzeschockproteine Hsp90, Hsp70 und Hsp56 am inaktiven ER lokalisiert.

. @®
=
CCrap>

Abb. 3: Aktivierung des ER durch E2.
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Nach der Bindung von E2 spalten sich die Chaperone ab, der ER dimerisiert und bindet an die
ER-Erkennungssequenz auf der DNA (estrogen-responsive elements, ERE), die sich in der Kon-
tollregion der Ziel-Gen Promotoren befinden. Uber AF-2 binden E2-abhiingige Co-Aktivatoren
(z.B. SRC-1, CBP/p300) an den ER-DNA Komplex und ermoglichen so die Bindung der Tran-
skriptionsmaschinerie (TATA-Box bindendes Protein, TBP; Transkriptionsfaktoren, TF und
RNA-Polymerase, RNA-Pol) an die TATA-Box in der Promotorregion (Mueller und Korach,
2001). Der ER kann daher auch als Ligand-aktivierter Transkriptionsfaktor bezeichnet werden
(Abb. 4).

mmmms FRE TATA sl Zid-Gen
DNA

Abb. 4: Transaktivierung von Genen durch aktiven ER.

Neben der Ligand—abhingigen Genexpression kénnen Gene auch iiber die Transaktivierungs-
funktion AF-1 Ligand-unabhéngig exprimiert werden. Dabei werden vor allem Gene aktiviert,
die vom dimeren Transkriptionsfaktor Jun/Fos kontrolliert werden (Kushner et al., 2000). Der
estrogene Stimulus einer Zelle hingt also von AF-1 und AF-2 ab (McDonnell et al., 1995). Wel-
che Transaktivierungsfunktion aktiviert wird, hdngt nicht alleine vom Liganden ab, sondern vor
allem von den Co—Aktivatoren. Co—Aktivatoren werden zell- und gewebespezifisch exprimiert
und begriinden letzlich die Vielfalt der ER—vermittelten Prozesse wahrend der menschlichen

Entwicklung und der Zelldifferenzierung.

Die Gene, die ER—vermittelt exprimiert werden, sind demzufolge prinzipiell von Zelle zu Zelle
verschieden. Generell wird die Genexpression von Steroidhormon-Rezeptoren (ER, Progesteron
Rezeptor), Wachstumsfaktoren und Cyclin D1 verstirkt. Die daraus resultierende verstirkte
Zellproliferation (Henderson und Feigelson, 2000; Nandi et al., 1995) kann promotionsfordernd

bei der Entstehung hormonabhéngiger Tumore (Brust—, Uterus— Prostatakrebs u.a.) wirken.

1.3 Korperfremde endokrin aktive Substanzen

Substanzen, die an den ER binden, kénnen eine ER—vermittelte Antwort auslésen oder in-
hibieren. Dementsprechend koénnen sie in Estrogene bzw. ER—Agonisten und Anti-Estrogene

bzw. ER-Antagonisten unterteilt werden. Wie bereits geschildert ist die ER—vermittelte Ant-
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wort einer Zelle nicht allein eine Frage des Liganden, sondern auch der Ausstattung der Zelle
mit spezifischen Co—Aktivatoren und Co-Repressoren. Das fiihrt dazu, dass z.B. Tamoxifen
in Knochen und Uterus als ER-Agonist und in der Brust als ER-Antagonist wirkt. Fiir sol-
che Substanzen wurde der Begriff selektive ER Modulatoren (SERM) eingefiihrt (Mitlak und

Cohen, 1997). Eine Vielzahl von Substanzklassen kénnen mit dem ER interagieren, darunter:

e Phytoestrogene, z.B. Isoflavone, Lignane

e Mykoestrogene, z.B. Zearalenon

Umweltestrogene, z.B. Bisphenole, Phthalate

Synthetische Estrogene, z.B. Diethylstilbestrol, Ethinylestradiol

Synthetische ER—Antagonisten, z.B. ICI 182,780, ICI 164,384

Selektive ER Modulatoren, z.B. Tamoxifen, 4-HO-Tamoxifen

Diese Substanzen lassen sich nicht immer eindeutig als ER-Agonist oder ER-Antagonist klas-
sifizieren. Alle diese Substanzklassen werden daher unabhéngig von ihrer Wirkungsweise unter
dem Begriff endokrin aktive Substanzen (EAS) zusammengefasst (Barton und Andersen, 1998),

von denen einige in den folgenden Kapitel ndher beschrieben werden.

1.3.1 Diethylstilbestrol

Diethylstilbestrol (DES, Abb 5) wurde von Dodds et al. (1938) als eines der ersten nichtstero-
idalen Estrogene synthetisch hergestellt.

OH

l OH
7
HO HO

17R-Estradiol (E2) Diethylstilbestrol (DES)

Abb. 5: Vergleich der Strukturformel von E2 und DES.

Aufgrund seiner hohen Affinitdt zum ER und der guten oralen Verfiigharkeit wurde DES als
synthetisches Estrogen u.a. zum Schutz vor Fehlgeburten und Komplikationen bei Risiko—
Schwangerschaften eingesetzt. In den 70er Jahren konnten Herbst et al. (1971) zeigen, dass

in der Tochtergeneration DES-behandelter Miitter vermehrt seltene vaginale Adenokarzinome
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und Cervixtumore auftraten. Nachfolgend wurde noch eine Vielzahl von Fehlfunktionen im
Reproduktionstrakt bei ménnlichen und weiblichen Nachkommen von DES-behandelten Miit-
tern festgestellt (Ubersicht in Newbold (2002)). DES wurde als erste Substanz bekannt, die

transplazentar die Nachkommen schidigen und Tumore induzieren kann.

In Tierversuchen wurde die Kanzerogenitdt von DES durch die Tumorinduktion in der Niere
des syrischen Hamsters (Kirkman und Bacon, 1950) und im Uterus von neonatalen Mausen
(Newbold et al., 1990) bestatigt. Allerdings ist der Mechanismus der Krebsentstehung durch
DES nicht vollstandig aufgeklért. Diskutiert wird die Entstehung reaktiver Metabolite im oxi-
dativen Metabolismus mit nachfolgender Bildung von DNA-Addukten (Yager und Liehr, 1996).
Tsutsui et al. (1983) zeigten, dass DES dariiberhinaus in kultivierten Zellen numerische Chro-

mosomenaberrationen (Aneuploidie) durch Bindung an Mikrotubuli-Proteine induzieren kann.

1.3.2 Tamoxifen

Tamoxifen (TAM) und einer seiner oxidativen Metabolite, 4-Hydroxy-Tamoxifen (HO-TAM,
Abb. 6) werden klinisch bei der Chemotherapie von Brustkrebspatienten eingesetzt. Die Uberle-
gung, TAM in gesunden Frauen praventiv gegen Brustkrebs einzusetzen, wird derzeit kontrovers
diskutiert.

Tamoxifen (TAM) 4-Hydroxy-Tamoxifen (HO-TAM)

Abb. 6: Strukturformel von TAM und HO-TAM.

TAM und HO-TAM besitzen eine hohe Affinitat zum ER« (Fang et al., 2001). Sie gehoren zur
Gruppe der SERM, da sie gewebespezifisch als ER—Antagonisten (Brust) und ER-Agonisten
(Uterus und Knochen) wirken (Webb et al., 1995). Die agonistische Wirkung im Uterus wird
als Ursache fiir das leicht erhéhte Tumorrisiko im Endometrium bei TAM-behandelten Frauen
diskutiert (White, 1999). Kushner et al. (2000) erkliaren die estrogene Wirkung von TAM und
HO-TAM mit der Ligand—unabhéngigen Transaktivierung von Genen iiber die AF-1 Doméne
des ER. Die AF—2-Doméne des ER ist zwar blockiert, beeinflusst aber die Funktion von AF-1
nicht.
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In adulten Ratten ist TAM ein starkes Leberkanzerogen (White, 1999), wahrend Tumore im
Uterus nur nach postnataler TAM-Gabe auftreten (Carthew et al., 2000). Als Mechanismus der
Krebsentstehung in der Rattenleber wird die Bildung von DNA-Addukten nach metabolischer
Aktivierung durch Sulfotransferasen diskutiert (Glatt et al., 1998). Beim Menschen besitzen
die entsprechenden Sulfotransferasen in der Leber und im Uterus eine 20-fach geringere Ak-
tivitat (Glatt et al., 1998), so dass eine Aktivierung von TAM und HO-TAM zum ultimalen

Kanzerogen auf diesemn Wege von geringer Bedeutung ist.

1.3.3 Zearalenon

Zearalenon (ZEN, Abb. 7) ist ein Resorcylsdure-Lakton, das als Mykotoxin von Fusarium spp.

gebildet wird und vor allem in verschimmelten Getreide nachgewiesen werden kann.

OH O

HO

Zearalenon (ZEN)

Abb. 7: Strukturformel von ZEN.

Expositionsquellen fiir den Menschen sind daher hauptséchlich Getreideprodukte und Lebens-
mittel, die aus kontaminiertem Getreide hergestellt wurden. ZEN kann in Getreide frei oder
als f—Glucosid gebunden vorliegen. Die gefundenen Konzentrationen variieren sehr stark und
sind von der Getreideart (Mais, Weizen, Gerste, Hirse, Reis) und vom Herkunftsland abhén-
gig. Schneweis et al. (2002) konnten in bayerischen Weizenproben 11 bis 860 pg/kg ZEN und
17 bis 104 pg/kg des ZEN-Glucosids nachweisen. ZEN wird durch groftechnische Prozesse
nicht zerstort. Das Glucosid kann im Darm gespalten werden, so dass auch in dieser Form ZEN
in den menschlichen Kérper gelangen kann. In Deutschland ist in der Mykotoxin-Verordnung
die Hochstmenge fiir Zearalenon in Getreide/Getreideerzeugnissen, Teigwaren, Brot und Back-
waren auf 50 pg/kg festgelegt. Der wissenschaftliche Lebensmittelausschuss der EU (Scientific
Committee of Food, SCF) legte im Juni 2000 die tolerierbare tégliche Aufnahme fiir ZEN bei
0,2 ug/kg Korpergewicht fest (SCF, 2000).

Beim Menschen wird ZEN und sein Hauptmetabolit a—Zearalenol (a—ZEL) hauptséchlich als

Glucuronid iiber den Urin ausgeschieden. Die bilidr ausgeschiedenen Glucuronide unterlie-
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gen einem enterohepatischen Kreislauf mit einer hohen Reabsorptionsrate im Darm (Kuiper-
Goodman et al., 1987).

Die estrogene Wirkung von ZEN ist schon lange bekannt (Hearnshaw et al., 1972). Der No—
Observable-Adverse-Effect-Level, (NOAEL) fiir reproduktionstoxische Effekte betragt in der
empfindlichsten Spezies, dem pubertierenden Schwein, 0,06 mg/kg Korpergewicht und Tag. Der
Hauptmetabolit a—ZEL ist noch stirker estrogen. Die Bindungsaffinitdt von ZEN zum ERa« ist
etwa 20-fach schwécher als die von E2 (Kuiper-Goodman et al., 1987). Akut toxische (Kuiper-
Goodman et al., 1987) und genotoxische Effekte (Ghedira-Chekir et al., 1998; Grosse et al.,
1997) sowie die Kanzerogenitit von ZEN tritt erst bei Dosen ab 2 mg/kg Korpergewicht auf
(Kuiper-Goodman et al., 1987).

Tomaszewski et al. (1998) untersuchten ZEN-Gehalte in gesunden, hyperplastischen und neo-
plastischen Endometrium—Geweben von 48 Frauen. In gesundem Gewebe konnte kein ZEN
nachgewiesen werden, in hyperplastischen und neoplastischen Geweben konnten im Mittel je
167 ng/ml (525 nM) und 48 ng/ml (150 nM) ZEN nachgewiesen werden.

1.3.4 Isoflavone

Isoflavone sind Pflanzeninhaltsstoffe, die wichtige biologische Funktionen als Signalsubstanzen
erfiillen. Sie kommen vorwiegend glykosidisch gebunden in Leguminosen vor und werden in
besonders grofsen Mengen in Sojabohnen und den daraus gewonnenen Produkten gefunden. In
einem kg getrockneter Sojaprodukte konnen bis zu 2000 mg Gesamtisoflavon enthalten sein, in
nichtgetrockneten Produkten (Tofu, Sojabohne) etwa 200 mg/kg (Franke et al., 1995). Genistein
(GEN, Abb. 8) und Daidzein (DAI) sind die Hauptisoflavone in Soja.

OH
OH O O
HOO HO

Genistein (GEN) Daidzein (DAI)

Abb. 8: Strukturformel verschiedener Isoflavone.

Bei normaler Erndhrung wird die tégliche Isoflavon—Aufnahme in westlichen Léndern auf < 5 mg
geschétzt, wihrend in asiatischen Léndern téglich 2040 mg aufgenommen werden (Setchell und
Cassidy, 1999; Barnes et al., 1995). Seit geraumer Zeit sind Isoflavonpréiparate als Nahrungser-
géanzungsmittel auf dem Markt, die GEN und DAI in Milligramm bis Gramm-Mengen enthalten

konnen.



1 Einleitung

Der grofiten Isoflavon Exposition sind Sduglinge ausgesetzt, die mit Sduglingsnahrung auf So-
jabasis erndhrt werden. Die tégliche Dosis wird auf 6-9 mg/kg Korpergewicht geschétzt, das ist
etwa die zehnfach Dosis dessen, was Asiaten zu sich nehmen. Die hochsten Plasmaspiegel (bis
zu 6 uM) wurden dann auch in Sauglingen gefunden (Gesellschaft Deutscher Chemiker, 2000;
Setchell et al., 1997).

Die Isoflavon-Glykoside werden im Darm gespalten und das Aglycon gut resorbiert. Schon im
Darm kénnen die Aglycone durch die Darmflora reduziert und im Diinndarmepithel oxidativ
metabolisiert werden. Die Isoflavone werden hauptséichlich als Glucuronide ausgeschieden. Die
iber die Galle ausgeschiedenen Glucuronide unterliegen einem enterohepatischen Kreislauf. Et-
wa 7-30 % der aufgenommenen Isoflavon-Menge wird im Urin wiedergefunden (Messina, 1995).
Uber den oxidativen Metabolismus und das weitere Schicksal der Metabolite im menschlichen
Korper ist noch relativ wenig bekannt, Untersuchungen dazu wurden von Kulling et al. (2002)

in unserem Arbeitskreis angefertigt.

Epidemiologische Studien zeigten, dass in Asien weniger hormonabhéngige Tumore, wie das
Mammakarzinom und das Prostatakarzinom auftreten. Nach Analyse der Essgewohnheiten
wurden GEN und DAI die protektiven Eigenschaften zugeschrieben (Gesellschaft Deutscher
Chemiker, 2000). Weitere Effekte, die bei in vivo und in vitro Studien mit Isoflavonen gefunden

wurden, sind:

e Antikanzerogenitdt im Tierversuch (Barnes und Peterson, 1995)

e Schutz vor Herz—Kreislauf-Krankheiten durch Absenkung des Plasma—Cholesterinspiegels
(Potter et al., 1996)

e estrogene und antiestrogene Wirkung (Willard und Frawley, 1998; Lamartiniere et al.,
1995)

e antioxidative Eigenschaften (Wei et al., 1995)
e antiproliferative Eigenschaften (Barnes und Peterson, 1995)

e Hemmung der Topoisomerase II durch GEN (Constantinou et al., 1995)

1.3.5 Bisphenol A

Bisphenol A (BPA, Abb. 9) wird in der Kunststoffindustrie als Monomer fiir die Herstellung
von Polycarbonaten und Epoxidharzen eingesetzt. Polycarbonate finden weitldufige Anwendung

bei der Herstellung von CD—Rohlingen, Behiltern fiir Lebensmittel oder in Zahnfiillungen. Mit
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Epoxidharzen wird u.a. das Innere von Konservendosen ausgegleitet. Von BPA werden welt-
weit mehrere hundert Millionen Tonnen jéhrlich hergestellt; im Jahre 1995 rund 750 Millionen
Tonnen allein in den USA (Markey et al., 2001).

OH

HO

Bisphenol A (BPA)

Abb. 9: Strukturformel von BPA.

Nach Migration von BPA aus Epoxidharzen oder Geféfwandungen kann der Mensch durch
Getranke oder Lebensmittelkonserven exponiert werden (SCF, 2002). Daneben kann durch den
Speichel BPA aus frisch hergestellten Kunststoffzahnfiillungen herausgelost werden (Olea et al.,
1996).

Das SCF schiitzt die maximale Exposition mit BPA aus Lebensmittel im Falle eines “worst—
case” auf 0,48 ug/kg Korpergewicht bei Erwachsenen und auf 1,6 ug/kg Korpergewicht bei
Séuglingen bis 12 Monate, die mit kiinstlicher Voll- oder Zusatznahrung erndhrt werden (SCF,
2002). Studien in der Ratte (Pottenger et al., 2000) zeigten, dass die Bioverfiigbarkeit von BPA
sehr gering ist. Nur 2-8 % der oral aufgenommenen Menge wird im Blut wiedergefunden, tiber
80 % werden innerhalb 72 h iiberwiegend (= 90 %) als BPA-Glucuronid ausgeschieden, so dass
nur wenig BPA im Koérper zirkuliert. Durch Untersuchungen an isolierten menschlichen Hepato-
zyten schitzten Pritchett et al. (in SCF (2002)) die Clearance-Rate von BPA unabhéngig vom
Geschlecht auf 0,3-0,9 ml/min/mg Protein. Gebildet wurde iiberwiegend das Monoglucuronid.
Uber den oxidativen Metabolismus ist bisher wenig bekannt, da BPA nur zu einem geringen

Anteil mikrosomal umgesetzt wird (Pfeiffer und Metzler, 2003).

In Studien zur akuten und chronischen Toxizitdt zeigte BPA nur eine geringe Wirksamkeit. Der
NOAEL in der Ratte liegt bei 25 mg/kg Korpergewicht/Tag (SCF, 2002). Nach oraler Aufnah-
me von BPA wurde in Nagern kein erhohtes Krebsrisiko festgestellt (Haighton et al., 2002).
Wihrend in vivo—Genotoxizitdtsstudien in Nagern negativ ausfallen, zeigen in vitro—Studien in
V79-Hamsterzellen (Pfeiffer et al., 1997) und in menschlichen Primérzellen ein aneuploidogenes
Potential von BPA und anderen Bisphenolen, allerdings bei fast zytotoxischen Konzentrationen
(Lehmann, 2002). Tsutsui et al. (2000a) zeigten, dass BPA transformierendes und aneuploido-

genes Potential in embryonalen Zellen des syrischen Hamsters besitzen.
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In Rezeptorbindungsstudien zeigt BPA eine um drei Grofenordnungen schwéchere Affinitdt
zum ER als E2 (Fang et al., 2001). BPA induziert in verschiedenen in wvivo und in vitro—
Studien schwache estrogene Effekte in unterschiedlichen Dosen. In Ratten verursacht BPA eine
Zunahme des Uterusgewichtes (Reid und Wilson, 1944). In einer Dreigenerationen—Studie mit
Ratten reduziert BPA das Korpergewicht der Nachkommen der F1, F2 und F3 Generation. Der
NOAEL in dieser Studie betrigt 5 mg/kg Korpergewicht/Tag (SCF, 2002). Colerangle und
Roy (1997) zeigten ebenfalls in der Ratte, dass die Proliferation von Brustdriisenepithelzellen
schon bei viel geringeren Dosen (0,1 mg/kg Korpergewicht/Tag) stimuliert werden kann. Die
Arbeitsgruppe um vom Saal wich von den Standardprotokollen reproduktionstoxischer Studien
ab und beschrieb nach in utero—Exposition von M&usen mit weniger als 20 pug BPA /kg Kor-
pergewicht Entwicklungsstérungen der mannlichen und weiblichen Nachkommen (Nagel et al.,
1997). Dieser Befund wird derzeit kontrovers diskutiert, weil er als sogenannter low-dose Ef-
fekt der bisherigen Vorstellung der Toxikologie widerspricht, dass eine Dosis unterhalb eines
NOAEL keinen toxischen Effekt mehr bewirkt .

1.4 Testsysteme fiir die Bestimmung der Estrogenitit einer Substanz

Eine Grundvoraussetzung fiir die estrogene Wirkung einer Substanz ist die Bindung an den ER.
Bei der Suche nach EAS wird deshalb zuerst die Affinitdt der Substanz zum ER in einem kom-
petitiven ER-Bindung Assay relativ zu E2 bestimmt (Gaido et al., 2002). Der ER kann aus dem
Uterus der Ratte oder aus kultivierten Zellen isoliert werden und wird mit verschiedenen E2-
oder EAS—Konzentrationen und einer konstanten Konzentration von radioaktiv markiertem E2
fiir 16-20 h inkubiert. Wenn die Substanz mit E2 um die ER-Bindungsstellen konkurriert,
verringert sie konzentrationsabhéngig den Anteil des radioaktiven E2 am ER. Die ungebun-
denen Liganden werden chromatografisch abgetrennt und die Radioaktividt des verbliebenen
E2 bestimmmt. Danach werden die IC50—Werte (Konzentration die 50 % des markierten E2
verdréngt) berechnet und mit dem IC59-Wert von E2 ins Verhéltnis gesetzt. Der ER-Bindung

Assay ist schnell und einfach durchfithrbar mit einem hohen Probendurchsatz.

Dieser Assay kann jedoch nicht zwischen ER-Agonisten oder Antagonisten unterscheiden. Me-
tabolische Aktivierung und Bioverfiigbarkeit werden ebensowenig beriicksichtigt wie eine mdog-
liche Denaturierung des ER durch EAS. Wenn eine EAS eine Affinitdt zum ER besitzt, kann
die estrogene Wirksamkeit mit Hife der folgenden verschiedenen in wvivo oder in wvitro Tests

genauer charakterisiert werden.
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1.4.1 In vivo—Testsysteme

Der klassische in vivo Test ist die Bestimmung des Uterusgewichts nach Gabe von EAS an
Méuse oder Ratten (Rubin et al., 1951; Black und Goode, 1980). Jugendlichen oder ovariek-
tomierten weiblichen Tieren wird an drei bis fiinf aufeinanderfolgenden Tagen die Substanz
alleine oder in Kombination mit E2 verabreicht. Einen Tag nach der letzten Applikation wird
das Tier getotet, der Uterus herauspréipariert und das Nass— oder Trockengewicht bestimmt.
Eine Erhohung des Uterusgewicht bezogen auf das Kérpergewicht wird als estrogene Wirkung
bewertet. Neben dem Uterusgewicht kann auch die Morphologie von Epithelzellen der Vagina
oder der Cervix als Endpunkt herangezogen werden (Riecke und Stahlmann, 2000).

Der Vorteil bei in vivo Tests liegt vor allem in der Beriicksichtigung der Bioverfiigharkeit und
Pharmakokinetik einer Substanz. Ein Nachteil bei der Bestimmung des Uterusgewichts ist die
geringe Spezifitdt des Endpunktes. Toxische Effekte einer Substanz konnen Kérpergewicht und
Organgewichte des Tieres reduzieren oder Abweichungen bei der Uterusentnahme kénnen zu
Schwankungen des Nassgewichtes fithren, ohne dass eine estrogen Wirkung der Substanz be-
steht.

Ausgelost durch die Diskussion um die transplazentare Kanzerogenitdt von DES wurden Test-
strategien entwickelt, die nicht nur kurzzeitige Studien im exponierten Tier, sondern das Re-
produktionsverhalten von exponierten Tieren und deren Nachkommen bewerten (Riecke und
Stahlmann, 2000).

1.4.2 In vitro—Testsysteme

In vivo—Studien sind zeitaufwendig, sehr kostspielig und ethisch nicht unproblematisch. Daher
wurden in vitro Testverfahren in Nager—, Hefe- und Humanzellen entwickelt, die im Vergleich
dazu kostengiinstig und schnell durchzufiihren sind. Als Endpunkte werden die Zellproliferation
oder die Aktivierung oder Inaktivierung eines ER—regulierten Gens herangezogen (Gaido et al.,
2002; Soto et al., 1995).

Eine Ubersicht iiber gingige in vitro Testverfahren ist in Tabelle 1 zusammengestellt. Eine
ausfiihrliche Beschreibung der Testverfahren findet sich in Soto et al. (1995) und Gaido et al.
(2002), Sulforhodamin B- und Methythiazolyldiphenyl-tetrazolium-Test sind in Kap. 5.6 be-

schrieben.
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Tabelle 1: Endpunkte gingiger in vitro Testverfahren zur Bestimmung der Estrogenitét.

Endpunkt | Stimulation oder Inhibierung der Zellproliferation estrogen—sensitiver Zellen
Zellen Brustkrebs Zellinien (MCF-7, ZR-75)

Methoden | elektronische Zellzahlbestimmung

Bestimmung der Zellmasse (Sulforhodamin B-TEST)

Bestimmung der Zellvitalitdt (Methythiazolyldiphenyl-tetrazolium—Test)

Endpunkt | Aktivierung oder Inaktivierung ER-regulierter Gene (Reporter-Gen Assay)

Zellen Vorriibergehend oder stabil transfizierte Zellen Hefezellen, HepG2, HeLa u.a.
Methoden | Bestimmung der Enzymaktivitét

Zellen Nichtmodifizierte estrogen-responsive Zellen (Ishikawa Zellen, MCF-T7)

Methoden | Bestimmung der Enzymaktivitiat und/oder mRNA-Spiegel

In transfizierten Zellen wird ein Enzym, dessen Aktivitdt einfach zu bestimmen ist (Luciferase
oder f—Galaktosidase), in einem Reporterplasmid zusammen mit einer ERE-Sequenz in die
Zelle eingeschleusst. Wenn die Zelle selber keinen ER besitzt (z.B. Hefezellen), wird auch die
Gensequenz des ER eingebracht. In dem resultierenden System sind die Bedingungen fiir eine
Expression des Enzyms genau bekannt, und die Transaktivierungsaktivitidt des ER kann in

Abhéngigkeit vom Liganden untersucht werden.

In diesen Systemen kann allerdings keine Aussage iiber das gewebespezifische Verhalten einer
Substanz gemacht werden. Dafiir eignen sich Zellen aus estrogenen Zielgeweben wie die Ishikawa
Zelllinie oder MCF—7 Zellen, die in Abhé&ngigkeit vom ER ein Enzym oder Protein exprimieren,

dessen Enzymaktivitit oder mRNA—-Spiegel bestimmt werden kénnen.

1.4.3 Estrogen—stimulierte Aktivitdt der alkalischen Phosphatase (AP) in
Ishikawa Zellen

Die Ishikawa Zelllinie wurde 1985 von Nishida aus einem Adenokarzinom im menschlichen
Endometrium isoliert und etabliert (zitiert in Gravanis und Gurpide (1986)). Diese Zelllinie
exprimiert einen funktionellen ER (Hata und Kuramoto, 1992; Croxtall et al., 1990), einen E2-
induzierbaren Progesteron-Rezeptor (Hata und Kuramoto, 1992; Lessey et al., 1996) und einen
Androgen—Rezeptor (Le Guevel und Pakdel, 2001). E2 steigert ausserdem die Expression der
wachstumsfordernden Gene c-erbB-2 und TGF-« (Hata et al., 1998), was nach frithestens einer

Woche zu einer verstérkten Zellproliferation der Ishikawa Zellen fiihrt (Holinka et al., 1986c).
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Die Enzymaktivitdt der DNA—Polymerase (Gravanis und Gurpide, 1986) und der alkalischen
Phosphatase (AP) (Holinka et al., 1986b; Albert et al., 1990) werden ebenfalls konzentrations-
abhingig durch E2 gesteigert. Ubereinstimmend mit der in vivo-Situation reagieren Ishikawa
Zellen auf mikromolare TAM—-Konzentrationen mit einer Steigerung der Zellproliferation, die
Aktivitét der AP wird jedoch nicht stimuliert (Anzai et al., 1989).

Uber die Austattung fremdstoffmetabolisierender Enzyme von Ishikawa Zellen ist wenig be-
kannt. Hata et al. (1987) zeigte durch Konzentrationsbestimmung von E2-Sulfat (Abb. 10)
und Estron im Medium inkubierter Zellen, dass die Zelllinie iiber Steroid—Sulfotransferase und
175-Hydroxysteroid Dehydrogenase (HSD) verfiigt.

OH OH o]

HO 0,80 HO

E2 E2-Sulfat Estron

Abb. 10: Strukturformel von E2-Sulfat und Estron.

In geringen Konzentration bis 10 nM wird E2 zu mehr als 90 % als Sulfat innerhalb von 24 h
ausgeschieden, bei grofseren Konzentrationen spielt die Oxidation zum Estrone durch HSD eine
wichtigere Rolle (Hata et al., 1987; Chetrite und Pasqualini, 1997). Die endogene Bildung von
E2 durch die Aromatase-katalysierte Unwandlung von Androstendion in Ishikawa Zellen konnte

von Tada et al. (1993) gezeigt werden.

Basierend auf der E2-vermittelten Steigerung der AP-Aktivitdt etablierten Holinka et al.
(1986b) einen Estrogenitétstest, der von Littlefield et al. (1990) fiir die Durchfiihrung in Mikro-
titerplatten modifiziert wurde. Die Bestimmung der AP—Aktivitit mit p—Nitrophenylphosphat
(Kap. 5.7) ist einfach und schnell durchfiihrbar. Das entstehende 4-Nitrophenol besitzt eine

intensive gelbe Farbe, die Quantifizierung erfolgt photometrisch bei 405 nm.

Neben der Estrogen-responsiven Ishikawa Zelllinie gibt es noch eine weitere Ishikawa Zelllinie,
die zwar ebenfalls aus einem Adenokarzinom des menschlichen Endometriums isoliert wurde,
aber keinen funktionellen ER enthélt und somit nicht Estrogen-responsiv ist (Personliche Mit-
teilung von Stefan O. Miiller (Merck, Darmstadt)).

Die alkalischen Phosphatasen (EC 3.1.3.1.) sind eine Gruppe membrangebundener Phospho-
monoesterasen, die bei hohen pH-Werten den hydrolytischen Transfer von Phosphatgruppen
katalysieren (She et al., 2000). Zur Gruppe der AP gehoren gewebsspezifische und —unspezifische
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Phosphatasen, die AP der Ishikawa Zellen ist plazentaspezifisch. Die physiologische Bedeutung
der AP ist weitgehend unklar, da sie nur eine geringe Substratspezifitdt besitzt. Im Serum von
Krebspatienten, in der Plazenta und in menschlichen fetalen Hautfibroblasen lassen sich erhoh-
te AP—Aktivitdten nachweisen (She et al., 2000). Daher wird der AP eine entscheidende Rolle

bei der Zellproliferation zugeschrieben.

1.5 Aneuploide

Anomalien in der Chromosomenzahl einer Zelle werden unter dem Begriff Aneuploidie zusam-
mengefasst (Dellarco et al., 1985). Aneuploidie ist die verbreitetste Chromosomenaberration
beim Menschen. Sie tritt in mindestens 0,3 % der Neugeborenen und zu ungefihr 50 % bei
spontanen Fehlgeburten auf und gilt als hdufigste Ursache fiir geistige Stérungen und Schwan-
gerschaftsabbriiche (Abruzzo und Hassold, 1995).

In menschlichen Tumoren wird fast immer Aneuploidie beobachtet, wobei die Frage, ob An-
eupliodie eine Ursache oder eine Folgeerscheinung der Kanzerogense ist, kontrovers diskutiert
wird (Bialy, 2001).

Sen (2000) entwickelte auf der Basis der Mutationstheorie ein Konzept, das Aneuploidie als ei-
genstindiges Ereignis in der malignen Transformation mutierter Zellen beschreibt. Dabei beruft
er sich u.a. auf eine Arbeit von Cahill et al. (1998), in der Mutationen in Mitose-regulierenden

Genen menschlicher Tumore beschrieben werden.

Im Gegensatz dazu stellen Li et al. (2000) die Kanzerogenese als einen zweistufigen Aneuploidie—
induzierten Prozess dar, der keine Genmutation benétigt. Dabei stiitzen sie sich vor allem auf
die lange Latenzzeit zwischen der Initiation und Manifestation des Tumors und das Auftreten
von Tumoren mit stabilem Karyotyp. Nach der Initiation durch préneoplastische Aneuploidie
entwickelt sich die initiierte Zelle autokatalytisch durch numerisch und strukturell veréinderte
Centrosomen und an der Mitose beteiligten Proteine weiter. Analog zur Entwicklung neuer
Spezies fithrt dies zu einer Vielzahl neuer Karyotypen, von denen einige zufillig iiberlebensfihig

und neoplastisch sein konnen (Carere et al., 1999).

Aneuploidie kann durch Hormone induziert werden, die selber nicht oder nur schwach mutagen
sind. So berichtet Liehr (2000) zusammenfassend, dass E2 in vivo und in vitro Aneuploidie und
strukturelle Chromosomenaberrationen induziert. Weiterhin ist bekannt, dass E2 in Ratten,
Méusen und Hamstern Tumore induzieren kann. Beim Menschen korrelieren erhohte Plasma—
Estrogen—Spiegel, ausgelost durch erhdhte endogene E2-Produktion oder Aufnahme von EAS
mit einem erh6hten Risiko, an Uterus— oder Brustkrebs zu erkranken. Diskutiert wird ein dualer

Mechanismus aus unkontrollierter E2—vermittelter Zellproliferation nach DNA—Adduktbildung
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reaktiver E2-Metabolite (Liehr, 2000). Tsutsui et al. (2000b) berichten allerdings, dass embryo-
nale syrische Hamsterzellen, die keinen ER exprimieren, durch E2 morphologisch transformiert

werden. Dabei wird ein erhohter Anteil aneuploider Zellen beobachtet.

Zur Bestimmung des aneuploidogenen Potentials einer Substanz sind in der Literatur zahlrei-
che in wvivo und in vitro Methoden beschrieben (zusammengefasst von Parry et al. (1996)).
Am weitesten verbreitet sind der Mitosearrest—Test und der Mikrokerntest. Aneuploidie kann
nur in proliferierenden Zellen induziert werden. Ein erhéhter Anteil mitotischer Zellen unter
Substanzeinwirkung im Vergleich zu unbehandelten Zellen liefert erste Hinweise auf das aneu-
ploidogene Potential einer Substanz. Ein zweiter Aspekt ist das Auftreten von Mikrokernen im
Cytoplasma. Mikrokerne sind kleine chromatinhaltige Partikel, die von einer eigenen Membran
umschlossen sind. Sie kénnen Chromosomenbruchstiicke oder ganze Chromosomen enthalten,
die durch Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit markierten Centromersonden oder durch Mar-
kierung mit CREST—Antikorpern unterschieden werden kénnen. CREST-Antikérper werden
aus dem Serum von Patienten mit einer Autoimmun-Erkrankung gewonnen und binden an
Proteine in der Centromerregion von Chromatiden und Chromosomoen (Moroi et al., 1980).

Mikrokerne, in denen CREST-Signale zu sehen sind, beinhalten ein vollstdndiges Chromosom.

Der Mechanismus der Aneuploidieinduktion ist noch nicht geklért. Ausgehend von etablierten
aneuploidogenen Substanzen beschreiben Liang und Brinkley (1985) mdgliche zelluldre Ziele in
mitotischen Zellen (Abb. 11)

Mikrotubuli und
assoziierte Proteine

Kinetochore

Centrosomen

Plasmamembran

Abb. 11: Zelluldre Ziele von aneuploidogenen Substanzen.

1.5.1 Mikrotubuli und assoziierte Proteine

Mikrotubuli sind zusammen mit Aktin—Mikrofilamenten und Intermediarfilamenten am Aufbau
des Cytoskeletts einer eukaryotischen Zelle beteiligt. Sie sind beim Aufbau der Mitose-Spindel

von elementarer Bedeutung und wirken u.a. bei intrazelluldren Transportvorgingen mit.
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Mikrotubuli werden durch Polymerisation aus dimeren «/3—Tubulineinheiten gebildet. Die Mi-
krotubuluswand besteht aus 13 longitudinal angeordneten Reihen (Protofilamente), die um
einen zentralen Hohlkorper angeordnet sind. Die Protofilamente sind so gegenander versetzt,

dass die Wand aus abwechselnd angeordneten a— und [B-Tubulin—-Molekiilen aufgebaut ist

(Abb. 12).
Zytoplasma

: ﬁ _ Zentrosom

Kinesin

ubulin

Abb. 12: Aufbau von Mikrotubuli (aus: Roche Lexikon on-line).

Das a/f-Dimer ist 8 nm lang und wird vereinfacht als Tubulin bezeichnet. Die Tubulindi-
mere folgen in den Protofilamenten einer “Kopf-Schwanz’-Anordnung mit der Sequenz af —
af — af usw. So besitzen die Mikrotubuli eine definierte Polaritdt und die beiden Enden sind
nicht gleichwertig. Die Bildung von Mikrotubuli steht in einem Gleichgewicht zwischen Poly-
merisation und Depolymerisation, das als “dynamische Instabilitidt” bezeichnet wird (Kirschner
und Mitchison, 1986). Mikrotubuli wachsen an den Enden der Protofilamente unterschiedliche
schnell, das schnell wachsende Ende wird als “Plus—Ende”, das langsame Ende als “Minus—
Ende” bezeichnet. In der Zelle ist das Minus—Ende wahrend der Interphase im Mikrotubuli—
organisierenden Zentrum, wihrend der Mitose in den Spindelpolen verankert. Die dynamische
Instabilitdt wird von Inoue und Salmon (1995) wie folgt erkért: GTP-tragende Tubulin-Dimere
lagern sich an das Plus—Ende eines Protofilaments an, so dass diese, stabilisiert durch benach-

barte Protofilamente, in gestreckter Form wachsen kann. Beim Zusammenbau der Dimere wird
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das GTP hydrolysiert und es kommt zu einer Konformationsinderung in den Dimeren. Ohne
Stabilisierung wére der einzelne Strang gekriimmt. Die Protofilamente werden vor allem durch
eine stabile “Kappe” GTP-haltiger Dimere gestreckt gehalten. Geht die GTP-Kappe verloren,

kommt es zum explosionsartigen Schrumpfen der Mikrotubuli.

Die Tubulin—Polymerisation ist ein komplexer Prozess, der von einigen Aneugenen gestort wer-
den kann (Hsu und Satya-Prakash, 1985; Liang und Brinkley, 1985). Fiir zellfreie in vitro—
Untersuchungen kann isoliertes Tubulin in einer Photometerkiivette bei 37 °C in Anwesenheit
von Mg?t und GTP zur Polymerisation gebracht werden. Die Bildung von Mikrotubuli wird
mittels Triibungsmessung verfolgt. Die Depolymerisation wird durch Abkiihlen auf 4 °C er-
reicht (Weisenberg, 1972). Aneugene kénnen sowohl die Polymerisation (DES, Colcemid) als

auch die Depolymerisation (Taxol) beeintrichtigen.

Mikrotubuli bestehen neben Tubulin aus Motorproteinen und strukturgebenden Proteinen, die
unter dem Begriff Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAP) zusammengefasst werden. Dyneine
und Kinesine sind zwei Motor—Proteine, die am intrazelluldren Transport von Proteinen oder
Zellorganellen beteiligt sind. Dyneine bewegen sich immer zum Minus—Ende, Kinesine immer
zum Plus-Ende eines Mikrotubulus. Selbstverstindlich kénnen auch die MAP Angriffspunkt
von Aneugenen sein (Liang und Brinkley, 1985).

1.5.2 Kinetochor

Das Kinetochor ist ein Proteinkomplex, der am Verkniipfungspunkt der Schwesterchromatiden
eukaryotischer Chromosomen (Centromer) lokaliert ist. Jedes Chromosom besitzt zwei Kine-
tochore die gegeniiberliegend am Centromer angeordnet sind (Abb 11). Der Aufbau der Kine-
tochore findet wihrend des ganzen Zellzyklus statt. In der Interphase binden strukturgebende
Proteine an die Chromatiden. Zu Beginn der Mitose binden weitere Proteine an das Centromer,
die die drei wesentlichen Funktionen der Kinetochore wihrend der Mitose ausfithren (Maney
et al., 2000):

1. Anheften der Chromosomen an die Mitosespindel
2. Aufrechterhaltung des Mitose—Kontrollpunktes

3. Vermittlung der Chromosomenbewegung wihrend der Mitose

Wird eine dieser Funktionen gestort, kann dies zu einer Fehlverteilung von Chromosomen wéh-
rend der Mitose fiihren (Zinkowski et al., 1990; Vig et al., 1991). Vor dem Ubergang von
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der Metaphase in die Anaphase der Mitose verharren die Chromosomen in einer Ebene zwi-
schen den Spindelpolen (Metaphaseplatte) solange bis der Mitose-Kontrollpunkt {iberschritten
werden kann. Dazu ist es notwendig, dass alle Chromosomen korrekt an die Mikrotubuli der
Spindel angeheftet sind (Campbell et al., 2000; Gardner und Burke, 2000). Sind die Chromoso-
men fehlerhaft angeheftet, wird durch den Kontrollpunkt der Beginn der Anaphase verzogert,
bis der Fehler behoben ist. Kann der Schaden nicht repariert werden, sterben die Zellen ab. Bei
Storungen dieses Kontrollsystems kann es zu einer fehlerhaften Verteilung der Chromosomen
auf die Tochterzellen kommen. Chromosomenbewegungen sind vor der Metaphase notwendig,
um die Chromosomen in der Metaphaseplatte zu bringen. Nach dem Uberschreiten des Mitose—
Kontrollpunktes miissen die getrennten Chromatiden zu den Spindelpolen transportiert werden.
In beiden Fillen spielt die Anheftung der Kinetochore an die Mikrotubuli eine entscheidende
Rolle (Inoue, 1996; Inoue und Salmon, 1995). So kann auch noch nach dem Uberschreiten des

Mitose—Kontrollpunktes Aneuploidie induziert werden.

1.5.3 Centrosomen

Die Centrosomen bilden die Pole der Mitosespindel. Sie bestehen aus zwei Centriolen und
einer Vielzahl assoziierter Proteine, darunter das y—Tubulin. Die Replikation und Separation
der Zentriolen erfolgt in der S bzw. G2-Phase. Durch eine Storung wihrend der Replikation

konnen mehrere Spindelpole entstehen, was zu Aneuploidie fithren kann (Pihan et al., 1998).
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2 Problemstellung

In den letzten Jahren hiufen sich Berichte iiber Substanzen mit hormonartigen Wirkungen in
Lebensmittel, sowohl in der wissenschaftlichen Literatur, als auch in der offentlichen Presse.
Die Substanzen und ihre biologischen Effekte sind so vielfiltig, dass sie allgemein als endokrine
Disruptoren oder endokrin aktive Substanzen bezeichnet werden. Unser Arbeitskreis beschaftigt
sich unter anderem mit dem oxidativen Metabolismus von Phyto— und Umweltestrogenen, die zu
den endokrin aktiven Substanzen gehoren. Ein Testsystem fiir die Bestimmung der estrogenen
Wirkung dieser Substanzen und ihrer Metabolite stand unserem Arbeitskreis bisher nicht zur
Verfiigung. Daher sollte eine in vitro Methode zum Screening der estrogenen Wirkung etabliert

werden.

Bekannte in vitro Estrogenitétstests sind die Bestimmung der Affinitdt zum Estrogen—Rezeptor,
der Zellproliferation von menschlichen MCF-7 Brustkrebszellen oder der Genexpression in
Reportergen—Assays. Der Nachweis endokrin aktiver Substanzen durch die Expression Estrogen—
abhéngiger Gene ist spezifischer als der Einfluss auf die Zellproliferation, die auch durch eine
Stimulation von Wachstumsfaktoren ausgeldst werden kann, daher wird ein Reportergen—Assay

bevorzugt.

Ziel eines Reportergen—Assays ist es, Menge oder Aktivitdt eines Genprodukts zu bestimmen,
dessen Gen in Abhéngigkeit eines aktiven Estrogen—Rezeptors transaktiviert wird. Dazu werden
iiblicherweise Zellen mit einem Gen transfiziert. Die menschliche Ishikawa Zelllinie, 1985 von
Nishida aus einem Endometriumkarzinom isoliert und establiert, bietet sich als Testsystem an,
weil sie natiirlicherweise Estrogen—abhingig die alkalische Phosphatase exprimieren. Ohne die
Zellen tranfizieren zu miissen, steht somit ein Reportergen zur Verfiigung, dessen Genprodukt
durch die Umsetzung von p—Nitrophenylphosphat zum 4-Nitrophenol einfach und empfindlich

bestimmt werden kann.

Endokrin aktive Substanzen koénnen oft nur in geringen Mengen, verbunden mit einem hohen
Preis, erworben werden und auch ihre Metabolite fallen nur in geringer Menge an. Deshalb
soll der Estrogenitidts—Test mit Ishikawa Zellen in Mikrotiterplatten etabliert werden. Damit
der Test eingesetzt werden kann, muss die Empfindlichkeit der Zellen auf 175-FEstradiol, das
wichtigste menschliche Estrogen, bestimmt werden. Ausserdem muss das Testprotokoll beziig-
lich Wachstumverhalten der Zellen und Inkubationsdauer optimiert werden. Anschlieffend soll
die Eigung des Estrogenititstest mit den Positivkontrollen Diethylstilbestrol und Tamoxifen

iiberpriift werden.

Wenn der Test auf die Positivkontrollen die erwarteten Ergebnisse liefert, kann er auf verschie-

dene endokrin aktive Substanzen angewendet werden. Dabei sollen die Substanzklassen getestet
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werden, die zur Zeit Gegenstand unserer Forschung sind: Isoflavone, Bisphenole, Resorcylsdure—

Laktone und Curcumine.

Wie in unserem Arbeitskreis gezeigt werden konnte, konnen endokrin aktive Substanzen auch
aneuploidogenes Potential besitzen. Beispielsweise induzieren 178-Estradiol, Isoflavone und
Bisphenole in wvitro Mitosearrest und Chromosomenverlust wiahrend der Mitose in menschli-
chen Hautfibroblasten und V79 Nagerzellen. Uber den Mechanismus der genotoxischen Effekte
ist bisher wenig bekannt. Als mégliche Angriffspunkte kommen die Proteine des Spindelappara-
tes, die Anheftung der Chromosomen an die Mitosespindel oder die Chromosomenbewegung in
Frage. Die Wirkung von 176-Estradiol auf die Proteine des Spindelapparates ist bereits an an-
derer Stelle beschrieben. Daher ist das Ziel, eine Methode zu entwickeln, mit der die Anheftung
der Chromosomen an die Mitosespindel durch die Kinetochore im zellfreien System nachgestellt
werden kann. Abschlieflend sollte dann gepriift werden, ob dieser Vorgang von 173-Estradiol

und andere endokrin aktiven Substanzen gestort werden kann.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Etablierung des Estrogenititstests
3.1.1 Einfluss von 173—Estradiol auf die Zellproliferation von Ishikawa Zellen

Die bekannteste Wirkung von E2 ist die Steigerung der Zellproliferation in Estrogen-sensitiven
Zellen. Deshalb sollte zuerst der Einfluss von E2 auf das Wachstumverhalten von Ishikawa
Zellen in mittelgroken Petrischalen (Grundfliiche: 69 cm?) untersucht werden. Der Estroge-
nitdtstest wird in Mikrotiterplatten durchgefiihrt, in denen den Zellen dort eine wesentlich
geringere Grundfliiche fiir das Wachstum zur Verfiigung (0,33 cm?) steht. Die Wachstumskurve
in Mikrotiterplatten soll zeigen, wie die Ishikawa Zellen auf eine rdumliche Begrenzung reagie-
ren. Je nach Versuchsbedingungen (ausgestreute Zellzahl, Inkubationsdauer) konnen die Zellen
von der Proliferationsphase in ein konfluentes Zellstadium iibergehen, was die Zellphysiologie

nachhaltig verdndern kann.

Wachstum in mittelgrofsen Petrischalen

Das Wachstumsverhalten von Ishikawa Zellen, die in mittelgroffen Petrischalen mit unterschied-

lichen E2-Konzentrationen inkubiert wurden ist in Abb. 13 dargestellt.

010% FKS OCD-FKS O10pM E2 1 nME2 @1 yM E2 E10 uM E2
600 000 +

400 000 A

200 000 4

Lebendzellzahl pro Schale

-24 0 24 48 72 96
Zeit in Stunden * p=0,01

Abb. 13: Entwicklung der Lebendzellzahl von Ishikawa Zellen in mittelgrofsen Petrischa-
len nach Inkubation mit unterschiedlichen E2-Konzentrationen. Beim Zeitpunkt
t = —24 h wurden die Zellen ausgestreut, bei t = 0 mit Mediumwechsel inkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Fehlerbalken aus einem von zwei unabhiingigen

Versuchen.
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Ausgestreut und inkubiert wurden Zellen in Medium mit 5 % steroidfreies FKS (CD-FKS), die
eingesetzten E2-Konzentrationen reichen von 10 pM bis 10 pM. Zusétzlich wurde in einer Pe-
trischale in Medium mit unbehandeltem FKS (10 % FKS) ausgestreut und inkubiert (ohne E2).
Wihrend der gesamten Inkubationszeit erfolgte kein weiterer Mediumwechsel, die Bestimmung
der Zellzahl ist in Kap. 5.5.1 beschrieben.

Zwischen den Lebendzellzahlen der E2—-inkubierten und substanzfrei wachsenden Zellen besteht
nach 72 h Inkubation kein Unterschied. Nach 96 h unterscheiden sich die Zellzahlen der E2
inkubierten Zellen signifikant (p = 0,01) von den substanzfrei wachsenden Zellen (Abb. 13).
Zwischen den Zellen in Medium mit CD-FKS und unbehandeltem FKS ist kein Unterschied

nach 96 h zu erkennen.

Bei einmaliger Zugabe ohne weiteren Mediumwechsel reichen bereits 10 pM E2 aus um eine
Steigerung der Zellzahl gegeniiber den substanzfrei wachsenden Zellen hervorzurufen. Hohere
E2-Konzentration fiihren nicht zu einer Verstirkung des Effektes. In Abb. 13 sind die Daten
eines Versuches dargestellt, in einem weiteren Versuch konnte das Ergebnis bestétigt werden.
Somit konnte gezeigt werden, dass E2 ab 10 pM nach 96 h Inkubation zu einer verstiarkten

Proliferation von Ishikawa Zellen fiihrt.

Wachstum in Mikrotiterplatten

Der Einfluss von E2 auf das Wachstum von Ishikawa Zellen in Mikrotiterplatten wurde be-
stimmt, indem 10 000 bis 30 000 Zellen pro Kavitit ausgestreut und mit 1 nM E2 oder
0,1 % DMSO inkubiert wurde. Die Bestimmung der Lebendzellzahl ist in Kapitel 5.5.2 be-
schrieben, in Abb. 14 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 14: Entwicklung der Lebendzellzahl in Mikrotiterplatten in Abhingigkeit der ausge-
streuten Zellzahl nach Inkubation mit 1 nM E2. Dargestellt ist der Mittelwert und
die Standardabweichung aus drei unabhéngigen Versuchen.
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In der Mikrotiterplatte unterscheidet sich Entwicklung der Lebendzellzahl zwischen den E2-
inkubierten Zellen und der Losungsmittelkontrolle nicht (Abb. 56 im Anhang). Der Platz, der
den Zellen in der Kavitdt einer Mikrotiterplatte fiir das Wachstum zur Verfiigung steht ist
limitiert, daher erreicht die Lebendzellzahl in Abhéngigkeit der ausgestreuten Zellzahl frither
oder spater einen konstanten Wert. Die Zellpopulation ist dann 100 % konfluent. Die maximale
Zellzahl pro Kavitét liegt in Abb. 14 bei etwa 80 000 Zellen.

In den ersten 24 Stunden nach dem Ausstreuen befinden sich die Zellen in der lag-Phase.
Wihrend dieser Zeit wachsen die Zellen an der Oberfliche der Kavitét an und entwickeln keine
bzw. eine geringe Teilungsaktivitat. Nach 24 Stunden beginnen sich die angewachsenen Zellen zu
teilen und befinden sich dann in der exponentiellen Wachstumsphase mit einer Verdopplungszeit
von ca. 24 h. Sind die Zellen mehr als 70 % konfluent, verlangsamen sie das Wachstum bis kein

Platz mehr fiir das Wachstum zur Verfiigung steht.

Die Zeitspanne zwischen Inkubationsbeginn und Erreichen der maximalen Zellzahl in Mikroti-
terplatten betrégt bei 20 000 und 30 000 ausgestreuten Zellen 48 h, bei 10 000 ausgestreuten
Zellen 72 h.

Im Vergleich zum Wachstum in mittelgrofsen Petrischalen, in denen auch nach 96 h noch Zell-
teilung stattfand, erreicht die Zellpopulation in Mikrotiterplatten in Abhéngigkeit der ausge-
streuten Zellzahl nach 48-72 h die maximale Zellzahl. 1 nM E2 zeigte keinen Einfluss auf die
Entwicklung der Lebendzellzahl.
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3.1.2 Einflufsfaktoren auf die Aktivitit der AP in Ishikawa Zellen

Holinka et al. (1986b) zeigten, dass die alkalische Phosphatase (AP) in Ishikawa Zellen kon-
stitutiv exprimiert wird und die Enzymaktivitit durch E2 konzentrationsabhéngig induziert
werden kann. Albert et al. (1990) konnten die erhohte AP-Aktivitat nach Inkubation mit E2
auf eine verstirkte Genexpression zuriickfithren. Nach Inkubation mit ER-Antagonisten (z.B.
ICI 164,384) waren mit und ohne E2 keine erhohte AP—Aktivitit (Simard et al., 1997) und kei-
ne mRNA fiir AP mehr nachweisbar (Albert et al., 1990). Daraus folgt, dass die AP in Ishikawa
Zellen ER—abhéngig exprimiert wird.

Die Aktivitat der AP in Ishikawa Zellen kann von vielen Faktoren beeinflusst werden, z.B.:

e Konzentration von E2

Inkubationsprotokoll (Inkubationsbeginn und —dauer)

Bestimmung der Enzymaktivitdt (Lysezeit, pH Wert der Substratlgsung)

Ausgestreute Zellzahl

Art und Konzentration des Lésungsmittels

e Mediumzusitze (Phenolrot, L-Glutamin, FKS)

In den nachfolgenden Abschnitten soll der Einfluss der oben genannten Faktoren auf die En-
zymaktivitdt beschreiben werden. Alle Versuche wurden vom Ausstreuen bis zur Messung in
Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Wenn nicht anders beschrieben, wurde E2 in 0,1 % DMSO ein-
gesetzt, dementsprechend wurde mit 0,1 % DMSO im Medium die Grundaktivitit bestimmt.
Fiir die Bestimmung der Enzymaktivitdt wird die AP—katalysierte Hydrolyse des fast farblosen
p-Nitrophenylphosphat (p-NPP) zum intensiv gelb—gefarbten 4-Nitrophenol (4-NP) benutzt
(Albert et al., 1990). Die Produktbildung wird photometrisch bei 405 nm an einem Plattenlese-
gerit verfolgt, und die Kinetik der 4-NP-Bildung der Berechnung der Enzymaktivitit zugrunde
gelegt. Neben der Enzymaktivitit der Zellen wurde auch das Verhiltnis der E2—-stimulierten
Enzymaktivitdt zur Grundaktivitdt berechnet; diese Grofe wird nachfolgend als Vielfaches der
Kontrolle bezeichnet. Mit diesem Quotienten wird die Induzierbarkeit der AP beschrieben. Die

Versuchsdurchfithrung und Auswertung sind in Kapitel 5.7 beschrieben.

3.1.3 Einfluss von 17(5-Estradiol auf die AP—Aktivitit

In Abb. 15 ist die AP-Aktivtéit gegen die E2-Konzentration aus zwei unabhingigen Versuchen
aufgetragen. Die Versuche unterscheiden sich im eingesetzten E2-Konzentrationsbereich. Im
ersten Versuch wurde 1 pM bis 100 pM E2, im zweiten Versuch 1 pM bis 100 nM E2 eingesetzt.
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Abb. 15: Abhingigkeit der AP—Aktivitdt von E2 nach 48 h Inkubation. In der oberen Gra-
fik sind die gemessenen AP—-Aktivitdt aufgetragen, in der unteren Grafik sind sie
als Vielfaches der Grundaktivitét berechnet. Links wurde mit 1 pM (1E-12) bis
100 uM (1E-4) E2 inkubiert, rechts von 1 pM (1E-12) bis 100 nM (1E-7). Die
Grundaktivitéit, nach Inkubation mit 0,1 % DMSO, ist bei 1E-13 aufgetragen. Dar-

gestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus einem Versuch.

Die in Abb. 15 dargestellten AP-Aktivititen zeigen, dass die AP in den Ishikawa Zellen
konstitutiv exprimiert wird. Die Grundaktivitit betrdgt in den dargestellten Versuchen et-
wa 50 pmol 4-NP/min pro Kavitat. Die maximale AP Aktivtitdt nach Inkubation mit E2 ist
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bei den hier gewdhlten Versuchsbedingungen 10-12 mal héher als in der Kontrolle und betrégt
etwa 550 pmol 4-NP /min pro Kavitét.

Eine Erhéhung der AP-Aktivitét wird bereits nach 48 h Inkubation mit 5 pM E2 beobachtet
und erreicht bei nanomolaren Konzentrationen ein Maximum. Ab 1 yM E2 nimmt die AP-
Aktivitét ab (Abb. 15 links). Vermutlich spielen hierbei zytotoxische Effekte von E2 eine Rolle.
Der lineare Bereich der Stimulation liegt zwischen 10 pM und etwa 500 pM E2. Die maxi-
male Enzymaktivitit wird mit 1 nM E2 erreicht. Ein Vergleich mit dem E2-Gehalt im Blut
von Méanner und Frauen (Tabelle 2) zeigt, dass die AP Expression in Ishikawa Zellen durch

physiologische E2-Konzentrationen induzierbar ist.

Tabelle 2: E2-Konzentrationen im Blutplasma von Frauen und Mé&nnern (Jordan et al.,

1992).
Konzentration
pg/ml pM
Frau vor der Menopause | 23 — 361 85 — 1300
Frau in der Menopause < 30 < 110
Frau vor der Pubertét < 20 < 74
Mann < 50 < 184 pM

Die Schwankungsbreite der AP-Aktivitét in Ishikawa Zellen nach 48 h Inkubaton mit 1 nM E2
ist in Abb. 16 dargestellt.
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Abb. 16: Schwankungsbreite der AP-Aktivitdt nach Inkubation mit 1 nM E2 fiir 48 h. Jeder
Balken steht fiir die AP—Aktivitat der Zellen in einer Kavitdt der Mikrotiterplatte.
Der Mittelwert der Enzymaktivitit ist als Querstrich eingezeichnet, die X—Symbole
stehen fiir den Mittelwert jeder Spalte.
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Der Mittelwert aus allen AP—Aktivitdten betrigt 266 pmol 4-NP /min pro Kavitit, der relative
Variationskoeffizient (VK%) betrégt 12 %. Die kleinste (200 pmol 4-NP /min pro Kavitdt) und
grofite AP-Aktivitét (350 pmol 4-NP/min pro Kavitit) unterscheiden sich um den Faktor 1,5.
Die Schwankungsbreite der Enzymaktivitdten innerhalb einer Spalte betragt 7 bis 12 %. Die
Mittelwerte der Spalten steigen zwar leicht von links nach rechts an, jedoch liegen die Werte

innerhalb der Standardabweichung des Mittelwertes der Platte.

Die AP-Aktivitdten nach Inkubation von Ishikawa Zellen ohne ER mit 1 pM bis 50 nM E2
sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 17: AP-Aktivitdt in ER-negativen Ishikawa Zellen in Abhingigkeit der E2 Konzentra-
tion. Inkubiert wurde mit 1 pM (1E-12) bis 100 nM (1E-7) E2. Die Grundaktivitit,
nach Inkubation mit 0,1 % DMSO, ist bei 1E-13 aufgetragen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem Versuch.

Die Aktivitat der DMSO Kontrolle liegt mit 65 pmol 4-NP /min pro Kavitat (Abb. 17) etwas
hoher als bei den ER—positiven Zellen, allerdings lasst sich mit steigender E2-Konzentration
keine hohere Enzymaktivitdt induzieren. Damit konnte gezeigt werden, dass auch in der ER~
negativen Ishikawa Zelllinie die AP konstitutiv exprimert wird, die E2 vermittelte Steigerung
der AP-Aktivitdt allerdings einen funktionellen ER erfordert.
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3.1.4 Inkubationsprotokoll

Fiir die Bestimmung der AP—Aktivitit in Ishikawa Zellen nach Inkubation mit Estrogen—aktiven
Substanzen in Mikrotiterplatten finden sich in der Literatur verschiedene Inkubationsprotokolle.
Littlefield et al. (1990) und Zielinski et al. (1991) inkubieren sofort beim Ausstreuen der Zellen
mit den Substanzen, wihrend andere Arbeitsgruppen (Albert et al., 1990; Simard et al., 1997)
24 h nach dem Ausstreuen verbunden mit einem Mediumwechsel inkubierten. Der Unterschied
besteht darin, dass bei Inkubation 24 h nach dem Ausstreuen die Zellen ohne Substanzein-
wirkung anwachsen kénnen und erst dann der Substanz ausgesetzt werden, wenn sie sich in
der exponentiellen Wachstumsphase befinden. Die beschriebenen Protokolle unterscheiden sich
auch in der Zeit, die die Zellen mit der Substanz inkubiert wurden (Inkubationsdauer). Die
Inkubationsdauer variiert zwischen 48 h (Le Guevel und Pakdel, 2001) und 96 h (Kotov et al.,
1999).

Ein Vergleich der AP-Aktivitdt nach Anwendung verschiedener Inkubationsprotokolle soll den
Einfluss von Inkubationsdauer und —zeitpunkt auf das Testsystem zeigen. In Tabelle 3 sind
die Inkubationsprotokolle aufgelistet, die gegeneinander verglichen werden sollen. Ausgestreut
wurden immer 20 000 Zellen, inkubiert wurde mit 1 pM bis 100 nM E2.

Tabelle 3: Inkubationprotokolle zur Bestimmung der E2 induzierten AP—Aktivitat in Ishi-
kawa Zellen. A, Ausstreuen der Zellen; I, Inkubation mit E2; M, Messung der

Enzymaktivitit; in Klammern steht die Inkubationsdauer.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6
Protokoll 1 (P1) AundI M (24h) M (48h) M (72h) M (96 h) M (120 h)
Protokoll 2 (P2) A I M (24h) M (48h) M (72h) M (96 h)
Protokoll 3 (P3) A I(96h) T(72h) T1(48h) 1(24h) M

In P1 werden die Zellen direkt beim Ausstreuen, in P2 und P3 24 h nach dem Ausstreuen,
verbunden mit einem Mediumwechsel, mit E2 versetzt. Der Unterschied zwischen P2 und P3
besteht darin, dass bei P2 die Zellen zu Beginn ihrer exponentiellen Wachstumsphase inkubiert
werden, wiahrend in P3 auch Zellen im konfluenten Stadium inkubiert werden. Ziel ist es zu
zeigen, ob es zu einem Unterschied in der Enzyminduktion fiithrt, wenn die Zellen wiahrend der
exponentiellen Wachstumphase oder im konfluenten Zustand mit E2 inkubiert werden. Bei den
ersten beiden Protokollen wird je eine Platte an den darauffolgenden Tagen gemessen, wahrend
bei P3 jeden Tag eine Mikrotiterplatte inkubiert wird und am letzten Versuchstag alle Platten
gemessen werden. Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurde kein weiterer Mediumwechsel
vorgenommen. Die AP—Aktivitdten, die nach P1 und P2 gemessen wurden sind in Abb. 18

gegeniibergestellt.
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Abb. 18: Vergleich von P1 und P2 zur Bestimmung der E2-induzierten AP-Aktivitét in Is-
hikawa Zellen. Links sind die AP—Aktivitdten nach P1, rechts nach P2 dargestellt.
Inkubiert wurde mit 1 pM (1E-12) bis 100 nM (1E-7) E2. Die Grundaktivitét nach
Inkubation mit 0,1 % DMSO, ist bei 1E-13 aufgetragen. Dargestellt sind die Mit-
telwerte und Standardabweichungen aus einem Versuch.
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Unabhéngig vom Inkubationsprotokoll wurde nach 24 h Inkubation mit E2 keine Erhohung
der Enzymaktivitdt gemessen. Bei ldngeren Inkubationszeiten fallen die konstitutive und indu-
zierte Enzymaktivitat bei P1 etwa um den Faktor 2 geringer aus, als bei P2 (Abb. 18, obere
Zeile). Nach P1 erreichen die AP-Aktivitaten und die Induzierbarkeit der AP nach 72 h In-
kubation einen Maximalwert und fallen danach stetig ab. In P2 steigt die Enzymaktivitdt und
die Induzierbarkeit der AP mit der Inkubationsdauer an (Abb. 18, untere Zeile). Dennoch un-
terscheiden sich die beiden Protokolle nicht in der Induzierbarkeit der AP. Sie liegt in beiden
Fillen zwischen 10 und 15, was im Rahmen der Variabilitdt des Systems liegt, der Vorteil von
P2 ist jedoch, dass hohere AP—Aktivitdten erreicht werden. Dadurch kénnen substanzbedingte
Effekte auf die AP-Aktivitdt (z.B. Hemmung) besser erkannt und erfasst werden.

In Abb. 19 sind die AP-Aktivitdten aus dem Vergleich der beiden Protokolle P2 und P3 ver-
gleichend dargestellt.

Nach 24 h Inkubation ist bei P3, wie schon beim Vergleich von P1 und P2, keine erhdhte
AP—-Aktivitat messbar. Die AP—Aktivitit nimmt nach Inkubation mit E2 mit steigender Inku-
bationsdauer in P2 und P3 zu (Abb. 19), ebenso die Induzierbarkeit der AP. Die Enzymaktivitat
und die Induzierbarkeit der AP nach 24-96 h Inkubation mit E2 sind zwar in P3 generell etwas

grofer als in P2, unterscheiden sich aber nicht wesentlich voneinander.

Wie bereits in Abb. 14 und dargestellt, erreicht die Zellpopulation etwa 48 h nach Beginn der
Exposition mit E2 die maximale Zellzahl, wenn 20 000 Zellen ausgestreut werden. Das entspricht
Tag 4 des Versuchs (Tabelle 3). Demzufolge wurde in P3 an Tag 4 und 5 bei konfluentem Zustand
inkubiert. Da sich die AP—Aktivitit und die Induzierbarkeit der AP in beiden Protokollen
nicht unterscheiden, scheint es unerheblich zu sein, ob die Zellen wahrend der exponentiellen

Wachstumsphase oder in konfluentem Zustand mit E2 inkubiert werden.

30



3 Ergebnisse und Diskussion

Protokoll 2 (P2) Protokoll 3 (P3)
O 24h A 48h v 72h < 96 hinkubation
1000+ E
800 7
@ ]
S 600
o
c
£ 400 . A
= ~ a
5 //ﬂ’_ - W
o
£ 200
o
< S Q o ® e ®
3 0
= J J
% 1E-12 1E-10 1E-8 1E-12 1E-10 1E-8
i)
m
20
&
o ]
§ o
= 15 v
=]
XY <& ]
: - a
% 10 X
2
Q
RS 1 A
- / T
> 5
0
©
o ]
e—e—%/o ° e—eJ/o o o
0 T T T T Al T T T T T T T
1E-12 1E-10 1E-8 1E-12 1E-10 1E-8
Konzentration E2 in M
Abb. 19: Vergleich von P2 und P3 zur Bestimmung der E2-induzierten AP-Aktivitdt in

Ishikawa Zellen. Die AP—Aktivitédten, die nach P2 erhalten werden sind in der linken
Spalte, die nach P3 in der rechten Spalte dargestellt. Inkubiert wurde mit 1 pM (1E-
12) bis 100 nM (1E-7) E2. Die Grundaktivitét, nach Inkubation mit 0,1 % DMSO, ist
bei 1E-13 aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus einem Versuch.
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Aus dem Vergleich der drei Inkubationsprotokolle lassen sich folgenden Schliisse ziehen:

e Nach 24 h Inkubation mit E2 ist unabhéngig vom Inkubationsprotokoll keine Erhéhung
der AP-Aktivitét messbar.

e Wenn die Zellen wéihrend der Anwachszeit mit E2 inkubiert werden (P1) fallen die AP-
Aktivitdten geringer aus als bei Inkubation nach Anwachsen der Zellen. Ausserdem er-
reicht die Enzymaktivitdt in P1 nach 72 h Inkubation mit E2 ein Maximum, wéhrend in
P2 und P3 die Aktivitét bis 96 h Inkubation mit zunehmender Inkubationsdauer ansteigt.

e Die Induktion der AP ist unabhéngig vom Beginn der Inkubation mit E2. Sie hingt allein

von der E2-Konzentration und der Inkubationsdauer ab.

Beim Vergleich der drei Inkubationsprotokolle ist der EC5o—Wert aus den Dosis—Wirkung Kur-
ven ein Maf fiir die Empfindlichkeit des Systems unter den jeweiligen Bedingungen. Der ECso—
Wert entspricht der Konzentration, mit der 50 % der maximalen AP—Aktivitat erreicht wird.

Je geringer der EC5o—Wert ist, desto empfindlicher ist das Testsystem.

In Tabelle 4 sind die ECs9—Werte der drei Testprotokolle nach 48 h, 72 h und 96 h Inkubation
mit E2 aufgelistet.

Tabelle 4: Vergleich der drei Inkubationsprotokolle P1, P2 und P3 anhand der EC5¢p—Werte.

Inkubationsdauer: || 48h | 72h | 96h

P1 68 pM | 62 pM | 117 pM
P2 80 pM | 86 pM | 150 pM
P3 61 pM | 106 pM | 110 pM

Die EC59—Werte der drei Inkubationsprotokolle unterscheiden sich nach 48 h Inkubation nicht
voneinander. Mit zunehmender Inkubationsdauer steigen die EC59g—Werte an, wodurch das Sy-

stem allerdings nur unwesentlich unempfindlicher wird (maximal Faktor 2).

Bezogen auf die Induzierbarkeit der AP und die Empfindlichkeit des Testsystems ldsst sich
kein Unterschied zwischen den drei Inkubationsprotokollen ausmachen. Die Stimulation der
AP ist allein abhéngig von der E2-Konzentration und der Inkubationsdauer mit E2. Wenn
Substanzen in Ishikawa Zellen auf ihr estrogenes Potential untersucht werden, sollte regelmé-
kig eine E2-Platte mitgefiihrt werden, um die Variabilitdt der Enzymaktivitéit ausreichend zu

beriicksichtigen.

In den weiteren Versuchen wird P2 bevorzugt, da Effekte, die das Anwachsen der Zellen beein-

flussen konnten, ausgeschlossen werden sollen. Andererseits kann eine direkte Wechselwirkung
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einer Substanz mit dem Enzym gut erfasst werden, da hohe Enzymaktivitdten erreicht werden.
Weiter spricht fiir P2 die einfacheren Arbeitsschritte im Vergleich zu P1 und die kiirzere Ver-
suchsdauer im Vergleich zu P3. Eine Inkubationsdauer von 48 h ist ausreichend, um eindeutige
Dosis—Wirkung Kurven zu erhalten, ausserdem gibt es keine Probleme mit der Stabilitdt von
Mediumbestandteilen (Antibiotika, L-Glutamin).

Nachinkubation

Hata et al. (1987) und Chetrite und Pasqualini (1997) zeigen iibereinstimmend, dass nach
Inkubation von Ishikawa Zellen mit 10 nM E2 innerhalb von 24 h 95-98 % vom eingesetzten
E2 als Sulfat im Medium wiedergefunden werden konnte. Bei héheren E2-Konzentrationen
geht der Anteil an konjugiertem E2 zuriick, und es bildet sich mehr nichtkonjugiertes Estron.
Dementsprechend miissten 24 h Inkubation mit E2 ausreichen, um eine AP-Stimulation zu
erreichen. Da in den Abb. 18 und 19 nach 24 h Inkubation mit E2 bis 100 nM keine erhohte
AP-Aktivitdt im Vergleich zur Grundaktivitdt messbar war, soll in den folgenden Versuchen

substanzfrei nachinkubiert werden.

Dazu wurden die Zellen 24 h mit E2 (1 pM bis 100 nM) inkubiert, nach 24 h ein Mediumwechsel
durchgefiihrt und 24 bzw. 48 h substanzfrei nachinkubiert. In einem zweiten Ansatz wurde fiir
48 h mit E2 inkubiert und 24 h substanzfrei nachinkubiert. Zum Vergleich wurde jeweils 48
und 72 h mit E2 ohne Mediumwechsel inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 20 dargestellt.
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Bildung 4-NP
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Abb. 20: AP-Aktivitét in Ishikawa Zellen in Abhéngigkeit der Inkubationsdauer mit und oh-
ne Mediumwechsel. Links wurde 24 h mit E2 inkubiert und 24 und 48 h nachinku-
biert. Rechts wurde 48 h mit E2 inkubiert und 24 h nachinkubiert. Die gestrichelten
Kurven geben die Versuche mit Mediumwechsel wieder, die durchgezogenen Kurven
zeigen die Aktivitdten ohne Mediumwechsel. Inkubiert wurde mit 1 pM (1E-12) bis
100 nM (1E-7) E2, die Grundaktivitdt nach Inkubation mit 0,1 % DMSO ist bei
1E-13 aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus
einem Versuch.
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Obwohl nach 24 h Inkubation mit E2 keine erhohte Enzymaktivitdt messbar ist (Abb. 19),
kommt es nach Mediumwechsel und substanzfreier Inkubation fiir 24 h und 48 h zu einer Er-
hohung der AP-Aktivitédt. Allerdings induzieren E2-Konzentrationen bis 10 nM eine geringere
AP-Aktivitat, als bei entsprechender Inkubationsdauer ohne Mediumwechsel. Verglichen mit
der entsprechenden Inkubationsdauer ohne Mediumwechsel (48 h und 72 h) reagieren die Zellen
aber unempfindlicher auf die eingesetzten E2-Konzentrationen. Der Mediumwechsel fiihrt zu
einer Rechtsverschiebung der Kurven (Abb. 20, linke Spalte) und damit verbunden zu einer
deutlichen Erh6hung der EC5o—Werte (Tabelle 5).

Tabelle 5: Vergleich der EC5p—Werte aus substanzfreier Nachinkubation und Inkubation ohne
Mediumwechsel.

Inkubationsdauer
mit MW ohne MW
24424 135 pM 48 50 pM
24448 1471 pM 72 61 pM
48+4-24 61 pM 48 82 pM
72 59 pM

Anders verhalten sich die E2-induzierten AP—Aktivitdten, wenn 48 h mit E2 inkubiert und
danach fiir 24 h substanzfrei nachinkubiert wird (Abb. 20, rechte Spalte). Es ist kein Untschied
zwischen den AP—-Aktivitdten, der Induzierbarkeit der AP und den ECso—Werten zu erkennen.

Die Ergebnisse in Abb. 20 kénnen wie folgt interpretiert werden: Nach Inkubation mit E2
kommt es u.a. zu einer verstirkten Bildung von ER. Ist weiterhin E2 vorhanden (Inkubation
ohne Mediumwechsel), kénnen die Rezeptoren aktiviert werden und es kommt zu einer ver-
starkten Expression der Ziel-Gene (in Ishikawa Zellen z.B. Bildung von AP). Wird E2 nach
24 h Inkubation aus dem Medium entfernt, konnen keine Rezeptorstellen mehr besetzt werden
und die AP-Aktivitit resultiert aus der bis dato ausgelésten Genexpression bzw. Transkrip-
tion. Deshalb fiihrt der Mediumwechsel nach 24 h zu einer Rechtsverschiebung der Kurven
in Abb. 20 relativ zu den Kurven ohne Mediumwechsel. Nach 48 h Inkubation scheinen alle

Rezeptorstellen besetzt zu sein, und die AP wird maximal exprimiert.

Die Befunde stimmen auch gut mit der Ausscheidungsrate von E2 in Ishikawa Zellen iiberein.
Werden 95 % der eingesetzten E2-Konzentration nach 24 h zum Sulfat konjugiert, verbleiben
beispielsweise von 10 nM E2 noch 500 pM E2 um die AP in den Zellen zu stimulieren. Mit dieser
Konzentration kann fast die maximale AP-Aktivitdt stimuliert werden (Abb. 15). Wird sub-
stanzfrei nachinkubiert, wird das nichtkonjugierte E2 dem Medium entzogen und eine weitere
Stimulation der AP-Aktivitét ist nicht mehr mdglich.
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3.1.5 Bestimmung der Enzymaktivitit

Bei der Bestimmung der AP-Aktivitdt werden die Zellen vor Zugabe des Substrates durch
Einfrieren bei —80 °C lysiert. Nach dem Wiederauftauen wird die Bildung von 4-NP bei pH 9,8
gemessen (Kap. 5.7). Der Einfluss der Einfrierzeit und der pH-Wert der Substratlosung auf
die Bestimmung der AP—Aktivitdt in Ishikawa Zellen wird in den nachfolgenden Abbildungen

beschrieben.

Einfluss der Lysezeit

Der Einfluss der Lysezeit auf die AP—Aktivitdt in Ishikawa Zellen nach 48 h Inkubation mit E2
ist in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21: Aktivitdt (links) und Induzierbarkeit (rechts) der AP in Ishikawa Zellen in Abhén-
gigkeit der Lysezeit bei -80°C. Gemessen wurde ohne Lyse (0 min), nach 20 min,
7 und 24 h Lysezeit. Inkubiert wurde mit 1 pM (1E-12) bis 100 nM (1E-7) E2.
Die Grundaktivitdat nach Inkubation mit 0,1 % DMSO, ist bei 1E-13 aufgetragen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem Versuch.

Die Lysezeit hat im Bereich von 20 min bis 24 h keinen Einfluss auf die AP—Aktivitit oder auf
die Induzierbarkeit der AP. Wird die Platte ohne vorherige Lyse gemessen, fiihrt dies zu einem
Verlust von etwa 25 % AP—Aktivitit. Dagegen wird die Induzierbarkeit der AP (Abb. 21, rechte
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Grafik), nicht reduziert, da sowohl die Kontrollaktivitdt, als auch E2-stimulierte Aktivitét
von Aktivitdtsverlust betroffen ist. Fiir vergleichbare Bedingungen bei der Messung der AP-
Aktivitat sollte daher die Lysezeit mindestens 20 min betragen, gegebenenfalls kann die Lysezeit

bis zu 24 h ausgedehnt werden.

Einfluss des pH—Wertes der Substratlésung

Die AP gehort zur Gruppe der Phosphatasen, die bei alkalischem pH-Wert Phosphatgruppen
von ihren Substraten abspalten konnen. Littlefield et al. (1990) und She et al. (2000) bestimmen
die AP-Aktivitit mit 4-NPP bei einem pH-Wert von 9,8; Albert et al. (1990) bei pH 7,6 und
Telfer und Green (1993) bei pH 10,7.

In Abb. 22 ist der Einfluss des pH-Wertes der Substratlosung auf die E2-induzierte AP-
Aktivitat in Ishikawa Zellen dargestellt. Der pH-Wert wurde ausgehend vom Standardprotokoll

(pH 9,8) um 0,3 Einheiten nach oben und nach unten veréndert.
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Abb. 22: AP-Aktivitdt in Abhéngigkeit des pH-Wertes der eingesetzten Substratlésung. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte aus 8 Messungen nach Inkubation mit 0,1 % DMSO
oder 1 nM E2. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus

einem Versuch.
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Eine Verringerung des pH-Wertes von 9,8 auf 9,5 hat keinen Einfluss auf die Enzymaktivitit,
eine Erhohung des pH-Wertes auf 10,1 fithrt jedoch zur Messung gréferer Aktivitdten. Wie
in der Enzymatik iiblich, muss daher auf eine genaue Einhaltung der Bedingungen geachtet

werden, damit die Ergebnisse miteinander vergleichbar sind.

3.1.6 Einfluff der Zellzahl auf die AP—Aktivitit

In den zuriickliegenden Abschnitten wurde die Entwicklung der Zellzahl in den Kavitéiten einer
Mikrotiterplatte und die Abhéngigkeit der AP—Aktivitdt von der E2-Konzentration und der
Inkubationsdauer beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Ishikawa Zellen nach
48 h Inkubation mit DMSO oder E2 im konfluenten Zustand befinden, also die maximale Zell-
zahl erreicht wird, wenn etwa 20 000 Zellen ausgestreut werden (Abb. 14). Die AP-Aktivitét
bzw. die Induzierbarkeit nimmt unter diesen Bedingungen mit zunehmender Inkubationsdau-
er zu (Abb. 19). Jedoch ist noch unklar, welchen Einfluf die ausgestreute Zellzahl auf die
AP-Aktivitdt hat, und ob es einen Zusammenhang zwischen der Lebendzellzahl und der AP—
Aktivitdt nach 48 bzw. 72 h Inkubation mit E2 gibt. Ausserdem sollte gezeigt werden, ob die
Zellzahl durch den Methythiazolyldiphenyl-tetrazolium— (MTT) oder Sulforhodamin B-Test
(SRB) abgeschitzt werden kann. In Abb. 23 ist das Inkubationsschema beschrieben, nach dem
der Einfluss der Zellzahl auf die AP-Aktivitdt untersucht wurde. Inkubation der Zellen und
Bestimmung der Enzymaktivitdt wurden wie in Kapitel 5.7 beschrieben durchgefiihrt. Die Be-
stimmung der Zellzahl erfolgte wie in Kapitel 5.5.2, MTT-Test wie in Kapitel 5.6.1 und der
SRB-Test wie in Kapitel 5.6.2 beschrieben.

Abb. 23: Inkubationsschema zur Bestimmung der AP-Aktivitéit in Ishikawa Zellen in Mi-
krotiterplatten in Abhéngigkeit der Zellzahl. Die gestrichelten, vertikalen Linien
grenzen die Bereiche gleicher Zellzahl voneinander ab. In die erste und letzte Spalte
wurden keine Zellen ausgestreut (Blindwert). Die Zellen in den grau unterlegten
Kavitdten wurden mit 1 nM E2 inkubiert, die farblos unterlegten mit DMSO.

38



3 Ergebnisse und Diskussion

Entwicklung der Zellzahl

In fiinf voneinander unabhingigen Versuchen wurden Zellzahlen im Bereich von 10 000 bis
30 000 ausgestreut und mit 1 nM E2 fiir die maximale Genexpression der AP inkubiert. Als
Kontrolle bzw. zur Bestimmung der Grundaktivitit wurde mit 0,1 % DMSO 48 und 72 h inku-
biert. Zu jedem der Zeitpunkte wurde die Lebendzellzahl und die Aktivitat der AP bestimmt.
In Abb. 24 ist die Entwicklung der Lebendzellzahl in Abhéngigkeit der ausgestreuten Zellzahl
nach 48 und 72 h Inkubation grafisch dargestellt. Die Lebendzellzahlen von E2— und DMSO-
behandelten Zellen unterscheiden sich normalerweise nicht signifikant (Tabelle 17 im Anhang)

und werden deshalb als ein Datenpunkt wiedergegeben.
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Abb. 24: Lebendzellzahl pro Kavitat einer Mikrotiterplatte in Abhéngigkeit der ausgestreuten
Zellzahl und der Inkubationsdauer. Links nach 48 h, rechts nach 72 h Inkubation
mit DMSO oder E2. Die Daten, die aus einem Versuch stammen, sind mit dem

gleichen Symbol versehen.

Anhand der ausgestreuten Zellzahl kann auf die Konfluenz der Zellpopulation riickgeschlos-
sen werden, bzw. wie lange sich die Zellen im konfluenten Zustand befinden. Bei 20 000 und
mehr ausgestreuten Zellen wird, wie bereits in Abb. 14 gezeigt, 48 Stunden nach Beginn der
Inkubation das Maximum der Lebendzellzahl erreicht. Werden 10-15 000 Zellen ausgestreut,
wird in Ubereinstimmung mit Abb. 14 friihestens 72 Stunden nach Inkubationsbeginn die ma-
ximale Zellzahl erreicht. Die maximale Zellzahl liegt in diesen Versuchen bei etwa 65-70 000
(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Mittlere maximal erreichte Zellzahl (max Zz) nach 48 und 72 h Inkubationsdauer
auf 1000 Zellen gerundet.

Versuch | max Zz 48 h ‘ max Zz 72 h

A 68 000 76 000
B 65 000 64 000
C 80 000 64 000
D 59 000 64 000
E 69 000 68 000

Zellzahl und MTT-Formazan Bildung

Die Umsetzung von MTT zum MTT-Formazan gilt als Maf fiir die metabolische Aktivitdt und
den Redox-Status einer Zelle (Bernas und Dobrucki, 2002) und wird u.a. zur Zytotoxizitits-
bestimmung (Scudiero et al., 1988) und indirekten Bestimmung der Zellzahl beim E-SCREEN

eingesetzt.

Mit dem Ziel, die zeitintensive Zellzahlbestimmung zu ersetzen, wurde gepriift, ob die MTT—
Formazan Bildung von der Lebendzellzahl nach Ende der Inkubation abhingt. In Abb. 25
wurde sowohl die ausgestreute Zellzahl als auch die Lebendzellzahl gegen die Extinktion des
MTT-Formazans aufgetragen. Da sich die Extinktionen von den E2— und DMSO-behandelten
Zellen normalerweise nicht signifikant unterscheiden (Tabelle 18 im Anhang), wurde in Abb. 25
der Mittelwert wiedergegeben. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung
von Fehlerbalken verzichtet, der VK% liegt zwischen 5 und 15 % (Tabelle 19 im Anhang).
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Abb. 25: Bildung von MTT-Formazan in Abhéingigkeit der Zellzahl und Konfluenz der Zel-
len. In der linken Grafik ist die Bildung von MTT-Formazan nach 48 h und 72 h
Inkubation gegen die ausgestreute Zellzahl aufgetragen. Die anderen beiden Gra-
fiken zeigen die Abhéngigkeit der Formazan—-Bildung von der Lebendzellzahl nach
48 h und 72 h Inkubation. Die Datenpunkte, die aus einem Versuch stammen, sind
mit dem selben Symbol gekennzeichnet und sind in der Reihenfolge, in der sie in

der Tabelle auftreten miteinander verbunden.

Beim Vergleich der MTT—-Formazan Extinktion mit der Zellzahlentwicklung (Abb.25) zeigt sich,
dass der MTT-Test unter den gegebenen Bedingungen nur bedingt den Verlauf der Zellzahl
wiedergibt. Nach 48 h Inkubation ist eine méfiige Korrelation zwischen Zellzahl und Forma-
zan Extinktion zu erkennen: mit steigender Zellzahl wird eine grofere Extinktion gemessen,
allerdings sind die Unterschiede in den Extinktionen fiir eine zuverldssige Bestimmung der Zell-
zahl zu gering. Ausserdem verdndert sich die Formazan—Extinktion nach 48 h Inkubationszeit
bei Zellzahlen > 70 000 nicht mehr. Nach 72 h Inkubation sind die Extinktionen deutlich ge-
ringer als nach 48 h, obwohl die Zellzahl konstant bleibt (Abb. 25, rechtes Diagramm). Ein
Zusammenhang zwischen der MTT-Formazan Bildung und der Zellzahl l&sst sich nicht ab-
leiten. Jedoch nimmt die Formazan Bildung ab, je ldnger die Zellen im konfluenten Zustand
verweilen (Abb. 25, linkes Diagramm). Demzufolge veréndert sich die metabolische Aktivitét
oder der Redox—Status von Zellen wenn sie sich langere Zeit im konfluenten Zustand befinden.

Fiir eine Bestimmung der Zellzahl ist der MTT-Test unter diesen Bedingungen nicht geeignet.
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Zellzahl und SRB—Extinktion

Sulforhodamin B (SRB) bindet unspezifisch an zelluldre Proteine (Skehan et al., 1990) und kann
zur Zytotoxizitdtsbestimmung in vitro eingesetzt werden. Mit dem Ziel die Zellzahlbestimmung
zu ersetzen, wurde gepriift, ob die SRB-Extinktion nach Ende der Inkubation (48 und 72 h)
mit 0,1 % DMSO und 1 nM E2 von der Lebendzellzahl abhangt (Abb. 26).
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Abb. 26: SRB-Extinktion in Abhéngigkeit der Zellzahl nach 48 h und 72 h Inkubation mit
0,1 % DMSO und 1 nM E2. Die Lebendzellzahl wurde als Saulen dargestellt und auf
die linke Achse bezogen. Die SRB-Extinktionen nach Inkubation mit DMSO (ge-
strichelte Linie) und E2 (durchgezogene Linie) wurden auf die rechte Achse bezogen.
Ein Datenpunkt entspricht dem Mittelwert aus 8 Messungen, die Fehlerbalken wur-
den als Standardabweichung der Stichprobe berechnet.

Die SRB-Extinktion nach Inkubation mit DMSO oder E2 gibt den Verlauf der Zellzahl ziemlich
gut wieder. Jedoch unterscheiden sich die Extinktionen zwischen der Ldsungsmittelkontrolle
und E2-inkubierten Zellen statistisch signifant (p > 99). Daher kann der SRB-Test unter den

gegebenen Bedingungen nicht als Ersatz fiir die Zellzahlbestimmung herangezogen werden.

Zellzahl und AP—-Aktivitit

Wie wirkt sich nun der Verlauf der Zellzahl auf die Enzymaktivitdt maximal stimulierter und
konstitutiv exprimierter AP bzw. der Induzierbarkeit der AP aus? Zuerst soll in Abb. 27 die
Induzierbarkeit der AP betrachtet werden.
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Abb. 27: Induzierbarkeit der AP in Ishikawa Zellen nach Inkubation mit 1 nM E2 fiir 48
und 72 h. Die Reihenfolge der Daten in der Tabelle (nach ausgestreuter Zellzahl)
legt den Verlauf der Linie fest. Obere Zeile: Abhéngigkeit der Induzierbarkeit von
der ausgestreuten Zellzahl, mittlere Zeile: bezogen auf die gemessene Lebendzellzahl,
untere Zeile bezogen auf die Bildung von MTT-Formazan. Die Daten, die aus einem
Versuch stammen, sind mit dem selben Symbol und Farbe versehen. Die Werte aus
Versuch E nach 72 h Inkubation beziehen sich auf die rechte Achse.
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Die Enzymaktivitdten betragen nach 48 h Inkubation etwa das 10 bis 15-fache der Kontrolle
unabhéngig von der Zellzahl (Abb. 27). Sie unterscheiden sich damit quasi nicht voneinander, da
dieser Bereich die natiirliche Schwankungsbreite umfasst. Jedoch ist der Trend erkennbar, dass
nach 48 h Inkubation die Induzierbarkeit der AP mit steigender ausgestreuter Zellzahl stetig
abnimmt. Nach 72 h Inkubation tritt dieser Trend stérker zutage. Bei Zellen, die erst kurze
Zeit in der Konfluenz verweilen (< 20 000 ausgestreuten Zellen), ist die Induzierbarkeit der AP
am grohten (etwa 20-fach) und nimmt dann kontinuierlich ab. Bei Zellen, die schon ldngere
Zeit konfluent sind, betrigt die Induktion der Enzymaktivitit nur noch 50 % des grofiten
Wertes. Daraus folgt, dass die Induzierbarkeit der AP zum einen von der Inkubationsdauer
abhéngig ist und zum anderen davon ob, und wie lange die Zellen schon konfluent sind, also
von der ausgestreuten Zellzahl. Ein linearer Zusammenhang zwischen der Lebendzellzahl und
der Induzierbarkeit der AP—Aktivitét konnte nicht festgestellt werden (Abb. 27, mittlere Zeile).

Qualitativ &ndern sich die Ergebnisse nicht, wenn nach 48 h Inkubation stellvertretend fiir die
Lebenzellzahl die Extinktion des MTT-Formazans gegen die Induzierbarkeit der AP aufgetra-
gen wird (Abb. 27, untere Zeile): Keine Erhohung der Induzierbarkeit mit steigender Formazan—
Bildung. Die Werte streuen im Bereich ihrer normalen Schwankungsbreite iiber die gesamte X~
Achse. Nach 72 h Inkubation geht ein Trend proportional zur Extinktion des MTT-Formazans.
Zellen, die erst kurze Zeit konfluent sind, bilden mehr MTT-Formazan und besitzen eine hohere

Induzierbarkeit der AP als Zellen, die schon ldngere Zeit konfluent sind.

In Tabelle 7 ist die Korrelation zwischen der Induzierbarkeit und der Zellzahl noch einmal
zusammengefasst. Daneben ist auch die Abhéngigkeit der Enzymaktivitaten (Kontrolle und
E2-stimuliert) von der Zellzahl dargestellt.

Tabelle 7: Einflut der Zellzahl auf die Induzierbarkeit der AP und die konstitutive und estro-
gen stimulierte Enzymaktivitat in Ishikawa Zellen. Der Einflufs der Zellzahl wur-
de dabei als Lebendzellzahl (LebZZ), die damit verbundene Bildung des MTT-
Formazans und Konfluenz der Zellpopulation beschrieben. Ein + bedeutet, dass

eine Korrelation besteht; (4), eingeschrankte Korrelation; -, keine Korrelation.

LebZZ MTT-Formazan  Konfluenz Abbildung
48h T2h|48h  72h |48h 72h |
Induzierbarkeit - - - - - + Abb. 27
konstitutive Aktivitdt | -+ - + + (+) (+) | Abb. 28, Abb. 29
stimulierte Aktivitét + - (+) - (+)  + | Abb. 28, Abb. 29

Die nachfolgenden Ausfithrungen werden sich im einzelnen mit dem Einfluss der Zellzahl auf
die Aktivitdt der konstitutiv exprimierten AP und der mit 1 nM E2 maximal exprimierten AP
beschéftigen (Abb. 28 und 29).
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Aktivtédten der konstitutiv exprimierten und der estrogen-stimulierten AP zeigen nach 48 h
Inkubation in den Einzelversuchen eine relative gute Korrelation zur Lebendzellzahl (Abb. 28,
links). Die Einzelversuche lassen sich jedoch nicht untereinander vergleichen, da z.B. im Bereich
von 60 000 Zellen grofe Schwankungen zu beobachten sind. Nach 72 h Inkubation ist kein

Zusammenhang zwischen Zellzahl und Grundaktivitat feststellbar.

Werden die konstitutiven Enzymaktivitdten mit der metabolischen Aktivitdt in Form der
MTT-Formazan Bildung bezogen, ergibt sich fiir beide Inkubationszeitpunkte eine Korrela-
tion (Abb. 28, rechts). Nach 48 h Inkubation mit DMSO steigt die Aktivitdt proportional zur
Formazan Bildung, nach 72 h Inkubation mit DMSO verhilt sich die Enzymaktivitat jedoch um-
gekehrt proportional zur metabolischen Aktivitdt. Bei der estrogen stimulierten AP—Aktivitét
steigt nach 48 h Inkubation mit 1 nM E2 die Enzymaktivitat proportional mit der metaboli-
schen Aktivitdt der Zellen. Nach 72 h Inkubation mit 1 nM E2 besteht kein Zusammenhang

mehr zwischen der stimulierten Enzymaktivitdt und der metabolischen Aktivitit der Zellen.

Die Abhéngigkeit der AP—Aktivitit in Ishikawa Zellen von der Konfluenz der Zellpopulation
nach Inkubation mit DMSO oder 1 nM E2 ist in Abb. 29 dargestellt.

Der Einfluss der Proliferation bzw. der Konfluenz auf die Grundaktivitét ist relativ gering
(Abb. 29). Nach 48 h Inkubation korreliert die Grundaktivitidt schwach mit der ausgestreuten
Zellzahl. Bei mehr als 20 000 ausgestreuten Zellen besteht nach 48 h Inkubation kein Unterschied
mehr in der Lebendzellzahl (Abb. 24). Dementsprechend sollte sich auch die Grundaktivitét
der AP in den Ishikawa Zellen in diesem Bereich nicht mehr verdndern. Das ist nur bedingt der
Fall (Abb. 29 und Abb. 57 im Anhang). Nach 72 h Inkubation betrégt die Lebendzellzahl pro
Kavitat etwa 70 000, unabhingig von der ausgestreuten Zellzahl. Die Grundaktivitéit erreicht
bei Zellen, die schon mindestens 24 h konfluent sind (> 20 000 ausgestreute Zellen) einen
konstanten Wert von 40 bis 60 pmol 4-NP /min pro Kavitit.

Der Einfluss der ausgestreuten Zellzahl auf die AP—Aktivitdt nach maximaler Estrogen—stimu-
lierter Genexpression ist etwas komplexer als der auf die Grundaktivitéit. Hier wird ein unter-
schiedliches Verhalten zwischen proliferierenden Zellen und der konfluenten Population beob-
achtet. Nach 48 h Inkubation steigt bei proliferierenden Zellen (< 20 000 ausgestreute Zellen)
die Aktivitdt mit zunehmender ausgestreuter Zellzahl. Das ist auch eine logische Konsequenz
der vorherigen Beobachtungen. Es wurde bereits festgestellt, dass die Zellzahl sich zu diesem
Zeitpunkt einigermafien linear mit der ausgestreuten Zellzahl entwickelt (Abb. 24) und die En-
zymaktivitit zur Lebendzellzahl proportional ist. Bei Zellen die nach 48 h Inkubation konfluent
leben, bleibt die Enzymaktivitét konstant oder nimmt ab (Abb. 29). Nach 72 h Inkubation wird
deutlich, dass die Aktivitat der E2 stimulierten AP abnimmt, je linger sich die Zellen im kon-
fluenten Zustand befinden. Der Aktivitatsverlust kann bis zu 60 % betragen. Wie in Abb. 24
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Bildung 4-NP in pmol/min pro Kavitat
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Abb. 29: Zusammenhang zwischen AP-Aktivitit und Konfluenz der Zellpopulation, darge-
stellt als ausgestreute Zellzahl. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 8 Messungen.
Die Daten, die aus einem Versuch stammen, sind mit dem selben Symbol und Farbe
versehen.
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gezeigt, sind die Lebendzellzahlen in einer Mikrotiterplatte nach 72 h Inkubation unabhén-
gig von der ausgestreuten Zellzahl, aber sie befinden sich unterschiedlich lange im konfluenten

Stadium.

Die wesentlichen Punkte des Einflusses der Zellzahl auf die Estrogen—stimulierbare AP—Aktivitét
in Ishikawa Zellen, bei Inkubation in Mikrotiterplatten, sollen im Folgenden noch einmal zu-
sammengefasst werden. Mit zunehmender Inkubationsdauer veréndern die Ishikawa Zellen unter
den gegebenen Versuchsbedingungen ihre Eigenschaften, die in erster Linie darauf beruhen, dass
die Zellen durch den limitierten Platz in den Kavitdten der Mikrotiterplatten frither oder spéter
die Proliferation einstellen und in ein konfluentes Stadium iibergehen. Dadurch verdndern sich
unter anderem der Zellzyklus (groferer Anteil Zellen in der Gy Phase) und die metabolische

Aktivitdt der Zellen. Daraus resultieren folgende Veréinderungen in der AP-Aktivitét:

e Die Induzierbarkeit der AP ist von der Inkubationsdauer abhéngig. Nach 48 h und 72 h
Inkubation ist sie unabhéngig von der aktuellen Lebendzellzahl. Nach 48 h ist die Indu-
zierbarkeit relativ konstant und liegt 10 bis 15-fach liber der Grundaktivitat. Je langer die
Zellen konfluent sind (Abb. 27) desto geringer ist die Induzierbarkeit der AP. Bei prolife-
rierenden Zellen bzw. Zellen, die erst kurze Zeit konfluent wachsen, ist die Induzierbarkeit

am grofsten.

e Die Enzymaktivititen (Grundaktivitdt und E2-stimuliert) verhalten sich nach 48 h Inku-
bation einigermafsen proportional zur Lebendzellzahl. Nach 72 h Inkubation gibt es keine
Korrelation zwischen Enzymaktivitdt und Lebendzellzahl. Wenn die Zellpopulation schon
langer als 24 h konfluent ist, kann die E2-stimulierte AP-Aktivitit bis zu 60 % Prozent
geringer sein als bei einer Population, die weniger lange konfluent ist, obwohl sich die

Lebendzellzahlen dieser Populationen nicht voneinander unterscheiden.

e Die AP-Aktivitit verdndert sich nach 48 h Inkubation proportional zur MTT-Formazan
Bildung in den Zellen. Die Induzierbarkeit der AP ist davon jedoch nicht betroffen. Nach
72 h Inkubation lésst sich nur noch die konstitutive Enzymaktivitit mit der MTT-

Formazan Bildung korrelieren.

Fiir die Bedingungen im Estrogenitatstest (20 000 ausgestreute Zellen, 48 h Inkubation) lassen

sich folgende Voraussagen treffen:

e Die Induzierbarkeit der AP sollte in etwa zwischen 10 und 15 liegen.

e Die Lebendzellzahlen nach Ablauf der Inkubationszeit konnen von Versuch zu Versuch
sehr unterschiedlich sein, und damit schwanken auch die gemessenen Enzymaktivitdten

und die Bildung von MTT-Formazan.
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Abschliefsend soll noch darauf hingewiesen werden, dass zwar ein Zusammenhang zwischen
der AP-Aktivitdt in Ishikawa Zellen und der Lebendzellzahl nach 48 h Inkubation festgestellt
wurde, dieser aber darauf beruht, dass unterschiedliche Zellzahlen ausgestreut wurden. Ob ein
Zusammenhang zwischen der Enzymaktivitdt und der Lebendzellzahl unter zytotoxischen oder
wachstumshemmenden Bedingungen besteht, also ausgehend von konstant ausgestreuter Zell-
zahl (z.B. Enzymaktivitat nach Inkubation mit 10 bis 100 M E2 fiir 48 h in Abb. 15), kann nicht
beantwortet werden. Besteht bei einer Substanz die Vermutung, dass sie wachstumshemmend in
Ishikawa Zellen wirkt, wird empfohlen, parallel zur AP—Aktivitéit eine Zellzahlbestimmung mit
dem CASY® durchzufiihren, da die elektronische Zellzdhlung zuverléssige und nachvollziehbare
Daten liefert.

3.1.7 Einfluss des Losungsmittels

In der Zellkultur stellt sich immer wieder die Frage, ob die Substanz in DMSO oder in anderen
Losungsmittel wie z.B. Ethanol (EtOH) gelost und in das Medium gegeben werden soll. DMSO
besitzt sehr gute Eigenschaften als Losungsvermittler, die besonders bei der Untersuchung von
unpolaren Verbindungen, z.B. Steroide, zum Tragen kommen. Jedoch gilt DMSO zytotoxischer
als EtOH.

Der Einfluss der DMSO- und EtOH-Konzentration (0,1 und 1 %) auf die E2-stimulierte AP—
Aktivitdt in Ishikawa Zellen ist in Abb. 30 dargestellt. Nach Inkubation mit E2 in 0,1 und
1 % DMSO im Medium wurde zusétzlich eine Zellzahlbestimmung (Kap. 5.5.2) durchgefiihrt.

Nach 48 h Inkubation mit DMSO als Losungsmittel (Abb. 30 linke Spalte) zeigt sich die AP-
Aktivitdt und die Lebendzellzahl abhéngig von der eingesetzten DMSO-Konzentration. Die
Induzierbarkeit der AP bleibt jedoch unbeeinflusst. Die Lebendzellzahl erreicht nach Inkubati-
on mit 1 % DMSO im Medium nur 85 % der Zellzahl, die nach Inkubation mit 0,1 % DMSO
erreicht wird. In einem Wiederholungsversuch konnte diese Differenz bestétigt werden. Der Un-
terschied in der AP—Aktivitat fallt noch deutlicher aus. Die Enzymaktivitit nach Inkubation
mit 1 % DMSO im Medium erreicht nur 70 % der Aktivitat nach Inkubation mit 0,1 % DMSO im
Medium. Im Wiederholungsversuch betrug die Differenz 50 %. Die AP—Aktivitéit reagiert offen-
sichtlich empfindlicher auf das verdnderte Wachstumsverhalten der Zellen als die Entwicklung
der Zellzahl. Zum Beispiel wire denkbar, dass die DMSO-Konzentration die Verdopplungs-
zeit der Zellpopulation vergrofiert, was zu einer Abnahme der AP—Aktivitit in Ishikawa Zellen
fithren konnte. Abschliefende Klarung kénnte die parallele Bestimmung der AP—Aktivitdt und
der Verdopplungszeit von Ishikawa Zellen bringen, die mit E2 in unterschiedlichen DMSO-

Konzentrationen iiber einen léngeren Zeitraum inkubiert werden.
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Abb. 30: Einfluss der Losungsmittelkonzentration auf die E2-induzierte AP—Aktivitit in Is-
hikawa Zellen nach 48 h Inkubation. Links sind die AP—Aktivitdten nach Inkubation
in 0,1 und 1 % DMSO, rechts nach Inkubation in 0,1 und 1 % EtOH dargestellt. Zu-
sétzlich ist die Lebendzellzahl bei DMSO-inkubierten Zellen aufgetragen, die sich auf
die rechte Achse bezieht. Inkubiert wurde mit 1 pM (1E-12) bis 100 nM (1E-7) E2.
Die Grundaktivitdt nach Inkubation mit 0,1 % DMSO, ist bei 1E-13 aufgetragen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem Versuch.
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Der Einfluss von EtOH auf die AP—Aktivitdt in den Ishikawa Zellen ist mit dem von DMSO
vergleichbar. Mit 1 % EtOH im Medium wahrend der Inkubation, erreicht die AP—Aktivitit nur
etwa 50 % der Aktivitat, die mit 0,1 % EtOH ereicht wird. Allerdings nimmt auch die Induzier-
barkeit um 25 % ab. Dieser Unterschied kann durchaus im Rahmen der natiirlichen Schwankung
liegen, ist in diesem Fall aber sicher darauf zuriickzufiihren, dass die Kontrollaktivitét bei In-
kubation mit EtOH in Abb. 30 stirker beeinflusst wurde, als bei der Inkubation mit DMSO.
Abschliefsend wurden die AP—Aktivitdten von nichtinkubierten und Losungsmittel-behandelten
Zellen verglichen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Einfluss von DMSO und EtOH auf die AP Aktivitdten. Aufgelistet sind die Grund-
aktivitdten als Bildung 4-NP in pmol/min pro Kavitdt nach Inkubation mit und
ohne Losungsmittel (LM) aus Abb. 30.

ohne LM mit LM
Versuch Medium | 0,1 % DMSO 1% DMSO 0,1 % EtOH 1 % EtOH
AP Aktivitit 54 \ 49 37 55 40

DMSO- oder EtOH-behandelte Ishikawa Zellen zeigen bei 0,1 % Losungsmittel im Medium
keinen Unterschied in der AP-Aktivitdt zu unbehandelten Zellen (Tabelle 8). Auch grofkere
DMSO-Konzentrationen (bis 0,4 % im Medium) zeigten keinen Einfluss auf die AP—Aktivitét
(Daten nicht gezeigt), konnen also bei schwerloslichen Substanzen oder bei Koinkubationen
eingesetzt werden. Dagegen fiihrt 1 % Losungsmittel im Inkubationsmedium zu einer deutlichen

Abnahme der Enzymaktivitét.

Es macht also keinen Unterschied, ob DMSO oder EtOH zur Substanzinkubation von Ishikawa
Zellen verwendet wird. Es ist vielmehr eine Frage der Konzentration, ob adverse Effekt vom
Losungsmittel auf die Zellen ausgehen. Da DMSO die besseren Eigenschaften als Lésungsver-
mittler besitzt, wird bei der Durchfithrung des Estrogenitéitstest DMSO zur Inkubation ein-
gesetzt. Der DMSO-Anteil im Inkubationsmedium wird immer mdoglichst klein gehalten und
sollte 0,4 % nicht iiberschreiten.

3.1.8 Einflufs von Mediumbestandteilen auf die AP—Aktivitit

Zusitze zum Zellkulturmedium kénnen die AP-Aktivitdt in Ishikawa Zellen beeinflussen, wenn
sie das Wachstumsverhalten der Zellen beeinflussen (L-Glutamin) oder wenn sie ein estrogenes

Potential besitzen, wie das beim fetalen Kélberserum oder Phenolrot der Fall ist.

Phenolrot (Abb. 31) wird Zellkulturmedien als Indikator zugesetzt, um Verdnderungen im pH-

Wert des Kulturmediums schnell erkennen zu kénnen. Allerdings ist eine Verunreinigung des
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Indikators (Abb. 31) bekannt, die estrogenes Potential besitzt, und deren Anteil bis zu 5 %
betragen kann. Um eine Stimulation der AP—Aktivitdt durch das Medium auszuschliefsen, wurde
daher zum Kultivieren der Zellen und wéhrend der Versuchsdurchfiihrung nur phenolrot—freies

Medium verwendet.

OH

OH
0,S
iSre% isge
/S
HO 0= >0 HO

Abb. 31: Strukturformel von Phenolrot (links) und der estrogen—aktiven Verunreinigung
(rechts).

Eigene Untersuchungen wurden zum Einfluss von L-Glutamin und FKS auf die AP-Aktivitat
in Ishikawa Zellen durchgefiihrt. Der Einfluss von Bisphenol A auf die AP-Aktividt wird in
Kaptitel 3.2.4 beschrieben. Aufgrund der Estrogenitét von Bisphenol A in in vitro—Tests (Kris-
hnan et al., 1993) wurden in der Zellkultur keine Behélter oder Gefafse aus Polycarbonat zum

Erhitzen von Losungen verwendet.

Einfluss von L—Glutamin auf die AP—Aktivitit

L-Glutamin (GLU) (Abb. 32) spielt eine wichtige Rolle in der Zellproliferation und im Meta-
bolismus der Zelle. Schon in den 50er Jahren zeigten Eagle et al. (1955), dass GLU essentiell
fiir die Proliferation von HeLa—Zellen ist. In zahlreichen Studien wurde die Rolle von GLU als
Energiequelle in schnell proliferierenden Krebszellen (Mates et al., 2002), (Irani et al., 1999)
und in der Protein— und Nukleotid-Biosynthese (Wasa et al., 1996), (Yamauchi et al., 2002)

beschrieben.

OH NH;
OMO
H$ NH,

Abb. 32: Strukturformel von L-Glutamin.

Zellkulturmedien wird vor dem Einsatz in der Zellkultur, abhéngig von der Zellline, 2-5 mM
GLU zugesetzt. GLU ist im Zellkulturmedium bei 37°C nicht stabil. Collins et al. (1998) zeigten,
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dass GLU zum Glutamat oxidiert werden kann. Durch den geringeren GLU-Gehalt im Medi-
um verlangsamte sich das Zellwachstum von verschiedenen Tumorzelllinien. Dadurch kénnten
Enzyme, die an der Zellproliferation beteiligt sind (z.B. die AP), nachhaltig in ihrer Aktivitét

verandert werden.

Um den Einfluss von GLU auf die AP—-Aktivitdt in Ishikawa Zellen zu bestimmen wurden
GLU-frei kultivierte Zellen mit E2 inkubiert. Ein Teil der GLU-freien Zellen wurde in den
letzten 7 Tagen vor Versuchsbeginn in GLU-haltigem Medium kultiviert. Die AP-Aktivitadten
sind in Abb. 33 dargestellt. In beiden Ansédtzen wurden die Zellen in GLU-haltigem Medium

ausgestreut und inkubiert.
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Abb. 33: Einfluss von GLU auf die E2-induzierte AP—Aktivitat in Ishikawa Zellen, die oh-
ne Glutamin kultiviert (ohne Glutamin) bzw. 1 Woche vor Versuchsbeginn re-
glutaminiert wurden. Inkubiert wurde von 1 pM (1E-12) bis 100 nM (1E-7) E2.
Die Grundaktivitdt, nach Inkubation mit 0,1 % DMSO, ist bei 1E-13 aufgetragen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus einem Versuch.

Die AP—Aktivitdt und Induzierbarkeit bei glutaminfrei kultivierten und inkubierten Ishikawa
Zellen betrigt etwa 50 % der Aktivitdt von Zellen, die eine Woche vor Versuchsbeginn mit
glutaminhaltigem Medium re-glutaminiert wurden (Abb. 33).
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3 Ergebnisse und Diskussion

In einem weiteren Versuch sollte {iberpriift werden, ob ein kurzzeitiger GLU-Entzug im Me-
dium zu Verdnderungen in der E2—stimulierten AP—Aktivitdt von Ishikawa Zellen fiihrt. Dazu
wurden Zellen, die in glutaminhaltigem Medium kultiviert wurden, mit glutaminfreiem Medi-
um ausgestreut und mit E2 inkubiert. Als Kontrollen wurden Zellen, die mit und ohne GLU
kultiviert, ausgestreut und inkubiert wurden, mitgefiihrt. In Abb. 34 ist die AP-Aktivitdt nach
48 h Inkubation mit E2 dargestellt.

® mit Glutamin O ohne Glutamin inkubiert
A ohne Glutamin kultiviert und inkubiert

500
400
300~

200

Bildung 4-NP in pmol/min
Vielfaches der Kontrolle

100 +

1E-12 1E-10 1E-8 1E-12 1E-10 1E-8

Konzentration E2 in M

Abb. 34: Einfluss von kurzzeitigem GLU-Entzug auf die E2-stimulierte AP—Aktivitét in Is-
hikawa Zellen. Links dargestellt als Bildung 4-NP in pmol/min pro Kavitét, rechts
als Vielfaches der Kontrolle. Mit einem Kreis sind die Aktivitdten von Zellen, die mit
glutaminhaltigem Medium kultiviert und ausgestreut wurden, dargestellt. Ausge-
fiillter Kreis, 48 h Inkubation mit E2 in glutaminhaltigem Medium; offener Kreis, in
glutaminfreiem Medium. Offenes Dreieck, Zellen wurden in glutaminfreiem Medium
kultiviert und inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichun-

gen aus einem Versuch.

Die E2-induzierte AP-Aktivitdt ist nach 48 h Inkubation mit 1 nM E2 in GLU-freiem Medium
deutlich geringer als nach Inkubation in GLU-haltigem Medium (Abb. 34). Damit sinkt auch
die Induzierbarkeit der AP nach 48 h Inkubation mit E2 auf etwa 5, was eine Abnahme um
50 % verglichen mit dem Normalwert (=~ 10) bedeutet. Nach 72 h Inkubation mit 1 nM E2 sind
die AP-Aktivitdten grofer als nach 48 h und die Induzierbarkeit erreicht ~ 10. Ein kurzzeitiger
GLU-Entzug geniigt demnach, um die AP-Aktivitét bzw. deren Induzierbarkeit zu reduzieren.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die EC59—Werte der beiden Kontrollen unterscheidet sich allerdings nicht wesentlich voneinan-
der (ECsp mit GLU, 35 pM; EC59 ohne GLU, 86 pM)

Die geringere E2-induzierte AP-Aktivitdt GLU-frei inkubierter Zellen konnte seine Ursache
im verinderten Wachtumverhalten haben. Zur Uberpriifung wurden 10 bis 30 000 GLUfrei
kultivierte Zellen mit DMSO bzw. 1 nM E2 in GLU-freiem Medium inkubiert. Nach 48 h und
72 h Inkubation wurde die Zellzahl und die AP Aktivitdt bestimmt. Die Daten wurden mit den
Ergebnissen aus Kapitel 3.1.6 verglichen. Die Abhéngigkeit der AP-Aktivitdt von der Zellzahl
bei Inkubation in GLU-freiem Medium ist in Abb. 35 dargestellt.
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Abb. 35: AP-Aktivitdt und Verlauf der Zellzahl in glutaminfrei kultivierten Ishikawa Zellen
nach Inkubation mit 0,1 % DMSO und 1 nM E2. Die Zellzahlen nach 48 h (links) und
72 h Inkubation (rechts) sind als Sdulen dargestellt, die AP-Aktivitéten als Punkte
iiber den Sdulen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus

einem Versuch.

Die Entwicklung der Zellzahl in Mikrotiterplatten unterscheidet sich nicht zwischen GLU-frei
kultivierten Zellen und Zellen, die in GLU-haltigem Medium kultiviert wurden. Bei > 20 000 aus-
gestreuten Zellen wird nach 48 h Inkubation mit E2 oder DMSO die maximale Zellzahl erreicht.
Die Grundaktivitit der Ishikawa Zellen ist nach 48 h oder 72 h Inkubation gegeniiber Zellen,
die in GLU-haltigem Medium kultiviert und inkubiert wurden, nicht verédndert, dagegen ist die

E2-stimulierte AP—Aktivitdt reduziert. In Tabelle 9 sind die Ergebnisse zusammengefasst.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 9: Einfluss von GLU auf die Entwicklung der Zellzahl und AP—Aktivitat in Ishika-
wa Zellen. Die Zellzahl ist als Lebendzellzahl pro Kavitéit angegeben, die AP-
Aktivitdten als Bildung 4-NP in pmol/min pro Kavitdt und als Vielfaches der

Kontrolle

| GLU fiei mit GLU
maximale Zellzahl 60 000-80 000 60 000-80 000
Grundaktivitét 40-60 40-60

abhéngig von der Zellzahl

E2-stimulierte AP—Aktivitét 200-300 400-800
bei > 20 000 ausgestreuten Zellen
Induzierbarkeit der AP 4-6 7-15
nach 48 h Inkubation unabhéngig von der Zellzahl
Induzierbarkeit der AP 7-10 15-20
nach 72 h Inkubation

Fetales Kéalberserum

Fetales Kéalberserum (FKS) wird dem Kulturmedium fiir Ishikawa Zellen zu 10 % zugesetzt,
um ein optimales Wachstum der Zellen zu gewéhrleisten. Neben Proteinen enthélt das FKS
auch endogene Steroide, die Estogen—wirksam sein kénnen. Damit diese im Estrogenititstest
keine unerwiinschte Stimulation der AP hervorrufen, wird das kdufliche FKS mit Aktivkohle
und Dextran steroidfrei gemacht (Kapitel 5.4). Das CDFKS) (Charcoal-Dextran FKS) wird zu

5 % dem Medium zugesetzt, mit dem der Versuch ausgestreut und inkubiert wird.

Littlefield et al. (1990) empfehlen die Ishikawa Zellen 24 h vor dem Ausstreuen mit steroidfrei-
em Medium zu inkubieren. In eigenen Versuchen, bei denen die Zellen 24 h vor dem Ausstreuen
mit steroidfreiem Medium inkubiert wurden, konnte kein Unterschied zu nicht—vorinkubierten
Zellen in den Punkten Entwicklung der Zellzahl, AP—Aktivitdt und Induzierbarkeit der AP
festgestellt werden (Vergleich Abb. 57 mit Abb. 59 im Anhang). Die Wartezeit zwischen Aus-
streuen und Inkubieren der Zellen geniigt demnach, um eine eventuell vorhandene estrogene
Aktivitdt des FKS “auszuwaschen”. Eine Vorbehandlung der Zellen mit steroidfreiem Medium

wird deshalb nicht als notwendig erachtet.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.2 Anwendung des Estrogenititstests

Nachdem der Estrogenitdtstest in Ishikawa Zellen mit E2 etabliert und die Versuchsbedin-
gungen optimiert wurden, sollte er auf verschiedene Substanzen angewendet werden. Zunéchst
wurden mit Diethylstilbestrol (DES) und Tamoxifen (TAM) zwei Positivkontrollen ausgew&hlt.
Thre Wirkung auf den ER ist in der Literatur ausfiihrlich beschrieben (Kap. 1.3.1 und 1.3.2).
Danach wird der Estrogenitétstest auf Resorcylsdure-Lactone, Isoflavone, Bisphenole und Cur-
cumine angewendet. Neben den ECso—Werten, wird auch das Verhiltnis zwischen maximaler
E2-stimulierter und maximaler Substanz—induzierter AP—Aktivitdt bei der Bewertung einer
Substanz beriicksichtigt. Bezugswert ist die mitgefiihrte E2-Kontrolle auf jeder Platte (Kapi-
tel 5.7.1). Daher kann das berechnete Verhiltnis der beiden AP—Aktivitdten von den darge-

stellten Kurven abweichen.

3.2.1 Positivkontrollen: Diethylstilbestrol und Tamoxifen
Diethystilbestrol (DES)

DES (Abb. 36) ist ein synthetisches Estrogen, dessen Bindungsaffinitdt zum ER mit E2 ver-
gleichbar ist (Fang et al., 2001).

l OH
(7
HO

Diethylstilbestrol (DES)

Abb. 36: Strukturformel von DES.

DES und wirkt in Estrogen-Assays (z.B. E-SCREEN) als starker ER-Agonist (Soto et al.,
1995). Die starke estrogene Wirkung von DES wird auf die Strukturahnlichkeit mit E2 zuriick-
gefiihrt. Der Abstand der beiden OH-Gruppen (dpo-_0), ein wichtiger Parameter fiir die Rezep-
torbindung und estrogene Wirkung, unterscheiden sich bei DES und E2 (dp__oE2 = 11,0 A,
do__oDES = 12,1 A) nur geringfiigig (Fang et al., 2001). In Ishikawa Zellen induziert DES
konzentrationsabhéngig die AP-Aktivitit (Abb. 37).
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Abb. 37: AP—-Aktivitat in Ishikawa Zellen nach 48 h Inkubation mit DES und E2. Die Enzy-
maktivitét ist als Vielfaches der Kontrolle berechnet (linke Achse), die Zellvitalitét
stammt aus dem MTT-Test (rechte Achse, gestrichelte Linie). Beide Substanzen
wurden von 1 pM (1E-12) bis 100 nM (1E-7) eingesetzt, dargestellt sind die Daten

aus einem Versuch.

Die AP-Aktivitdten nach Inkubation mit gleicher E2- und DES-Konzentration unterscheiden
sich nicht. Die EC5y—Werte von DES und E2 und die daraus berechnete relative stimulatorische
Aktivitat (RSA) aus dieser Versuchsreihe sind in Tabelle 10 gegeniibergestellt.

Tabelle 10: EC5,—Werte und RSA von E2 und DES. SD, Standardabweichung aus n unab-

héngigen Versuchen

E2 DES
ECso 105 pM 222 pM
SD 46 pM 133 pM
RSA (%) 100 47
n 10 7

Die RSA von DES bezogen auf E2 betrigt etwa 50 %. In den Einzelversuchen variiert die RSA
von DES zwischen 40 und 70 %. Die estrogene Wirkstarke von DES ist demnach mit der von E2
vergleichbar. In diesem neu etablierten Test besitzt DES die estrogene Wirkung, die aufgrund
der Strukturéhnlichkeit mit E2 zu erwarten ist und die auch in anderen in vitro—Testsystemen
beschrieben ist (Littlefield et al., 1990; Soto et al., 1995)

o8



3 Ergebnisse und Diskussion

Tamoxifen (TAM)

TAM (Abb. 6) und einer seiner oxidativen Metabolite, 4-Hydroxy-Tamoxifen (HO-TAM), sind
bekannte SERM, d.h. ER—Antagonisten, die selber eine geringe, gewebespezifische Estrogenitit
besitzen, aber die ER—vermittelte biologische Wirkung von E2 verhindern. TAM und HO-TAM
sollen als Antiestrogene eingesetzt werden, die bei Koinkubation mit E2 die E2—stimulierte AP—

Aktivitat reduzieren.

Inkubation mit 1 pM bis 10 uM TAM oder HO-TAM steigert die AP-Aktivitét in Ishikawa
Zellen nicht, die konstitutive AP—Aktivitat bleibt jedoch erhalten (Abb. 38).
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Abb. 38: Einfluss von TAM und HO-TAM auf die AP-Aktivitdt in Ishikawa Zellen nach 48 h
Inkubation mit und ohne Koinkubation mit 1 nM E2. Die AP-Aktivitét ist als Anteil
der mit 1 nM E2 induzierten AP—Aktivitéit berechnet (linke Achse), die Zellvitalitét
stammt aus dem MTT-Test (gestrichelte Linie, rechte Achse). Eingesetzt wurden
1 pM (1E-12) bis 50 uM (5E-5) TAM und HO-TAM. Die Aktivitét der E2-Kontrolle
ist bei 1E-13 eingezeichnet, die LM—Kontrolle (0,2 % DMSO) bei 1E-4, dargestelt

ist jeweils ein Versuch.

Fiir beide Substanzen konnten in diesem Konzentrationsbereich im MTT-Test keine zytotoxi-
schen Effekte nachgewiesen werden, erst bei 50 M TAM oder HO-TAM erwiesen sich beide

Substanzen als zytotoxisch.

Nach Koinkubation mit 1 nM E2 hemmt HO-TAM die E2-induzierte AP-Aktivitdt bei gerin-
geren Konzentrationen als TAM. Die ECsp—Werte fiir TAM und HO-TAM unterscheiden sich
um zwei Grofenordnungen, der ECso—Wert betrigt fiir HO-TAM 2,45 nM, fiir TAM 200 nM.

29



3 Ergebnisse und Diskussion

Ubereinstimmend mit den ECsy—Wert unterscheiden sich auch die Affinititen von TAM und
HO-TAM zum ER um zwei Grofenordnungen.

Die Hemmung der AP-Aktivitdt in Ishikawa Zellen nach Koinkubation mit 1 nM E2 kann
als antiestrogene Wirkung einer Substanz interpretiert werden, wenn keine direkte Interaktion
mit dem Enzym vorliegt. Zur Bewertung des antiestrogenen Potentials der in den folgenden
Kapiteln untersuchten EAS wird das relative antiestrogene Potential (RAP) bezogen auf HO-
TAM berechnet. Dazu werden die EC5¢p—Werte nach Koinkubation der Substanz mit 1 nM E2
mit dem EC5p—Werte von HO-TAM analog der Berechnung des RSA (s. Kapitel 5.7) zueinander

ins Verhéltnis gesetzt.

3.2.2 Resorcylsdure—Lactone

Zu den Resorcylsdure-Lactonen (RAL, Abb. 39) gehoren neben dem bereits in Kapitel 1.3.3
vorgestellten Zearalenon (ZEN) auch das Masthilfsmittel Zeranol (a—ZAL) und sein Isomeres
Taleranol (8-ZAL).

OH O OH 0 OH O
o o o)
HO | HO | HO |
o) “/OH OH

Zearalenon (ZEN) o-Zearalenol (a-ZEL) 3-Zearalenol (B-ZEL)
OH O OH O OH O
o} o o
HO HO HO
o “ OH OH
Zearalanon (ZAN) o-Zearalanol (o-ZAL) 3-Zearalanol (B-ZAL)

Abb. 39: Strukturformel von verschiedenen RAL.

In den USA und Kanada darf a~ZAL in der Tiermast zur Wachstumsforderung verwendet
werden. Die EU verbietet die Behandlung von Masttieren mit Wachstumshormonen und die
Einfiihrung von hormonbehandeltem Fleisch. In Masttieren und im Mensch kann ZEN durch
Reduktasen und die 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase zu Zearalanon (ZAN), Zearalenol (a—
und #-ZEL) und Zearalanol (a— und $-ZAL) metabolisiert werden (Abb. 39). Alle genannten
RAL induzieren konzentrationsabhéngig die AP—Aktivitdt in Ishikawa Zellen (s. Abb. 40).
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Abb. 40: AP-Aktivitat in Ishikawa Zellen nach 48 h Inkubation mit verschiedenen RAL und
E2. Inkubiert wurde mit Konzentrationen von 1 pM (1E-12) bis 1 uM (1E-7), dar-

gestellt sind die Daten aus je einem Versuch.

Die maximale AP—Aktivitdt kann je nach Versuch unbedeutende 10-20 % geringer sein, als die
maximale E2-induzierte Aktivitat. Das stirkste Estrogen unter den getesteten RAL ist a—ZEL,
das schwéchste ist 3—ZEL. Die EC59—Werte von E2 und den untersuchten RAL und die daraus
berechneten RSA sind in Tabelle 11 gegeniibergestellt.

Die Zytotoxizitdt der RAL wurde im MTT-Test getestet. Eingesetzt wurden die héchsten
Konzentrationen aus dem Estrogenititstest (10 nM, bei S—ZEL 1 uM), gefunden wurden keine
zytotoxischen Effekte bei allen getesteten RAL.

Tabelle 11: EC5p—Werte und RSA von E2 und verschiedenen RAL in Ishikawa Zellen. SD,
Standardabweichung aus n unabhéngigen Versuchen

| E2  aZFEL a7ZAL ZAN  ZEN (-ZAL [ ZEL
ECso | 105pM 99 pM 250 pM 418 pM 15nM 2,0 nM 26 oM

SD 46 pM 40pM 110pM 100pM 05nM 1,1 nM 11 nM
RSA (%) 100 106 42 25 7 ) 0,41
n 10 10 7 6 4 ) 5
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Die Reihenfolge in der Tabelle gibt die Rangfolge der Wirkstidrke der RAL in Ishikawa Zellen
wieder:

E2 ~ oZEL > o-ZAL > ZAN > ZEN ~ -ZAL > (-ZEL.

ZEN und seine Metabolite a—ZEL, a—ZAL und ZAN sind in diesem Testsystem als starke
Estrogene einzustufen, deren Wirksamkeit mit der von E2 vergleichbar ist. a—ZEL zeigte dabei
die stirkste estrogene Wirksamkeit, die sich nicht von der von E2 unterscheidet. Die Aktivitét
des natiirlich vorkommenden ZEN ist eine Grofenordnung geringer als die von E2 und die
Metabolite mit G—stdndiger OH-Gruppe erwiesen sich als die schwichsten Estrogene. Leffers
et al. (2001) untersuchten die Estrogenitét von RAL in menschlichen Brustkrebszellen (MCF-
7). Als Endpunkt wurde der Einfluss auf die Expression verschiedener estrogen—abhingiger
Gene gewahlt, und es wurde dieselbe Rangfolge und Wirksamkeit wie in den Ishikawa Zellen
gefunden. Auch von Fang et al. (2001) ermittelten Bindungsaffinititen der RAL an den ER«

aus dem Uterus der Ratte stimmen gut mit deren Estrogenitit in Ishikawa Zellen {iberein.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass ZEN und seine Metabolite auch in Ishikawa Zellen
eine starke estrogene Wirkung besitzen, die schon in pM Konzentrationen die AP stimulieren
konnen. Der Metabolismus von ZEN fiihrt dabei keineswegs zu einer Inaktivierung der Substanz,

da a—ZEL und a—ZAL eine Grofenordung stérker estrogen wirken als die Muttersubstanz.

3.2.3 Isoflavone

Biochanin A (BCA) und Prunetin (PRU) sind nur in geringen Mengen in der menschlichen
Nahrung nachweisbar, da sie vorwiegend in Pflanzen vorkommen, die nicht der menschlichen
Erndhrung dienen (z.B. roter Klee). Neben Genistein (GEN) und Daidzein (DAI) werden aber
BCA und PRU (Abb. 41) als Roter—Klee Extrakten in Priparaten zur Selbstmedikation gegen

Menopausebeschwerden vermehrt auf den Markt gebracht.
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Biochanin A (BCA) Prunetin (PRU)

Abb. 41: Strukturformel verschiedener Isoflavone

Die Bindungsaffinitéit von BCA und PRU (Fang et al., 2001) entspricht etwa der von DAI, die

wiederum eine Grofenordnung geringer ist als die von GEN (Kapitel 1.3.4).

Der Einfluss von DAI, GEN, BCA und PRU auf die AP-Aktivitédt in Ishikawa Zellen ist in

Abb. 42 zusammengefasst.
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Abb. 42: AP-Aktivitat in Ishikawa Zellen nach 48 h Inkubation mit verschiedenen Isoflavo-
nen und E2. Die Enzymaktivitdt wurde als Vielfaches der Kontrolle berechnet und
bezieht sich auf die linke Achse. Inkubiert wurde mit Konzentrationen von 1 pM
(1E-12) bis 100 pM (1E-4), die LM-Kontrolle ist bei 1E-13 aufgetragen, dargestellt
sind die Daten aus einem Versuch.
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Von den vier getesteten Isoflavonen wirkt GEN am stérksten estrogen in Ishikawa Zellen. Ver-
glichen mit E2 ist die Aktividt von GEN drei bis vier Grofenordnungen geringer. Eine Grofen-
ordung kleiner sind die EC5o~Werte von BCA, DAI und PRU, die sich nur wenig voneinander
unterscheiden. Nach Inkubation mit PRU erreicht die maximale AP-Aktivitat nur ca. 50 % der
maximalen E2-stimulierten AP-Aktivitdt, deshalb wird PRU schwécher estrogen wirksam als
BCA und DATI eingestuft. Zytotoxische Effekte der getesteten Isoflavone wurden im SRB-Test
erst bei Konzentrationen iiber 10 uM festgestellt. Die EC5o—Werte fiir GEN und DAI (Tabel-
le 12) stimmen sehr gut mit den Ergebnissen von Markiewicz et al. (1993) im selben Testsystem

iiberein.

Tabelle 12: EC5p—Werte und RSA von E2 und verschiedenen Isoflavonen in Ishikawa Zellen.
Anzahl der Versuche = 2, deshalb wurde keine SD berechnet.
| E2 GEN  BCA DAl  PRU

ECso | 40pM 72,3nM 407 nM 656 nM 379 nM
RSA (%) | 100 0,06 0,01 0,006 0,01

Nach Koinkubation mit 1 nM E2 hemmt keines der vier getesten Isoflavone bis 100 M die AP.
Ab 10 uM sind zytotoxische Effekte im SRB-Test messbar, die E2—stimulierte AP—-Aktivitét
war bis zu dieser Isoflavon-Konzentration nicht beeintréchtigt (Ergebnisse sind nicht grafisch
dargestellt).

3.2.4 Bisphenole

Bisphenole (Abb. 43) werden in der Kunststoffindustrie als Monomere fiir die Herstellung von
Polycarbonaten und Epoxidharzen und als Antioxidantien fiir Kunststoffe und hydraulische
Fliissigkeiten eingesetzt. Bisphenol B (BPB) und Bisphenol F (BPF) werden verwendet, um
die physikalischen Eigenschaften der Polycarbonate bzw. Epoxidharze zu variieren. Dimethyl-
BPA (DMBPA), auch Bisphenol C genannt, und seine Derivate werden zugesetzt um feuerfeste
Polycarbonate und Epoxidharze zu erhalten, die dann in Flugzeugbau eingesetzt werden sollen
(Rusanov, 1994).
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oH OH oH
HO O Ho HO
Bisphenol A (BPA) Bisphenol B (BPB) 4,4’ -Bis-(4-hydroxyphenyl)heptan
(PrPr-BPA)
OH OH OH
HO O H "'
Bisphenol F (BPF) Dimethyl-Bisphenol A Tetramethyl-Bisphenol A
(DMBPA) (TMBPA)

Abb. 43: Strukturformel verschiedener Bisphenole.

Der Einfluss von BPA, BPB, DMBPA, TMBPA, PrPrBPA und BPF auf die AP-Aktivitit in
Ishikawa Zellen im Vergleich mit E2 ist in Abb. 44 dargestellt. Die Zellvitalitdt wurde aus der
Formazan-Bildung im MTT-Test berechnet.
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Abb. 44: AP-Aktivitét in Ishikawa Zellen nach 48 h Inkubation mit verschiedenen Bispheno-
len und E2. Die Enzymaktivitdt wurde als Vielfaches der Kontrolle berechnet und
bezieht sich auf die linke Achse, die Zellvitalitdt aus dem MTT-Test (gestrichelte
Linie) von 3 ausgewédhlten Beispielen bezieht sich auf die rechte Achse. Inkubiert
wurde mit Konzentrationen von 1 pM (1E-12) bis 100 pM (1E-4), die LM-Kontrolle
ist bei 1E-13 aufgetragen. Dargestellt sind die Daten aus einem Versuch.
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Die untersuchten Bisphenole induzieren konzentrationsabhéngig die AP—Aktivitéit in Ishikawa
Zellen. Eine Steigerung der AP—Aktivitdt wird unabhingig vom Bisphenol erst ab 100 nM
(1E-7) beobachtet, bei BPF ab 10 uM beobachtet. Die maximale Enzymaktivitat wird je nach
Bisphenol zwischen 1 uM und 5 uM erreicht, bei BPF erst bei 100 pM. Allerdings erreichen
die AP-Aktivitdten nach Inkubation mit den Bisphenolen nur ca. 50 % der mitgefiihrten E2-
Kontrolle (1 nM). Die EC59p-Werte der untersuchten Bisphenole und E2 sind in Tabelle 13

zusammengefasst.

Tabelle 13: EC50—Werte und relative stimulatorische Aktivitdt (RSA) von verschiedenen Bis-
phenolen. SD, Standardabweichung der EC59o—Werte aus n unabhingigen Versu-

chen.
E2 BPB  DMBPA PrPrBPA TMBPA BPA BPF
ECsq 58 pM 328 nM 360 nM 475 nM 537 nM 1042 nM < 10 uM
SD 5pM 141 nM 141 nM 148 nM 492 nM 541 nM
RSA (%) 100 0,018 0,016 0,012 0,011 0,006 < 0,0006
n 6 4 4 2 3 4 1

Im MTT-Test konnte keine Zytotoxizitdt der Bisphenole bis 10 pM, BPF sogar bis 100 uM
festgestellt werden, so dass die reduzierte AP—Aktivitdt wahrscheinlich nicht auf zytotoxischen
Effekten beruht. Jedoch zeigten BPA und BPB bei 50 uM eine starke Erhohung der MTT-
Formazan Bildung (Abb. 45), die eine Steigerung der Zellvitalitit um etwa 50 % bedeuten
wiirde. Die lichtmikroskopische Betrachtung der mit 50 uM BPA und BPB inkubierten Zellen
wies allerdings eine geringere Zelldichte auf als die Kontrollpopulation, weshalb die Steigerung
der Zellvitalitéit als falsch—positives Ergebnis interpretiert wurde. Als zusétzliche Zytotoxizi-
tatstests wurden deshalb der SRB-Test durchgefiihrt (Kapitel 5.6.2) und die Lebendzellzahl
(Kapitel 5.5) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 45 zusétzlich zum MTT-Test dargestellt.
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Abb. 45: Zytotoxizitit von BPA und BPB in Ishikawa Zellen. Vergleich von MTT-Test, SRB-
Test und Lebendzellzahl. Inkubiert wurde mit Konzentrationen von 1 nM (1E-9)
bis 100 uM (1E-4), die LM-Kontrolle ist bei 1E-13 aufgetragen. Dargestellt sind die

Ergebnissen aus einem Versuch.

Die verstirkte Formazan—Bildung im MTT-Test nach 48 h Inkubation mit 50 yM BPA oder
BPB steht nicht im Zusammenhang mit einer Erhéhung der Lebendzellzahl. Eine Erhéhung
des Proteingehaltes relativ zur Kontrolle konnte mittels SRB—Test ebenfalls nicht festgestellt

werden.

Theoretisch sollte die Bildung von MTT-Formazan proportional zur Lebendzellzahl einer Zell-
population sein, jedoch berichteten schon mehrere Arbeitsgruppen, dass dies nicht immer der
Fall ist (zusammengefasst in Holian und Walter (2001). Dabei zeigte sich, dass die Reduktion
von MTT zum Formazan vom Zelltyp, pH-Wert des Kulturmediums, Alter der Zellpopulation,
Zellzyklus, NADH und NADPH-Spiegel der Zelle abhingig ist. Substanzkonzentrationen, die
einen Zellzyklusarrest bewirken, konnen das Ergebnis des MTT-Tests genauso beeintréchtigen
wie reduzierende oder Redox—Cycling auslésende Verbindungen. Bei solchen Effekten wird eine
erhohte Reduktion von MTT beobachtet, was mit einer groferen Zellzahl assoziiert wird. Es-
Saady et al. (1996) zeigten durch einen Zellzyklusarrest von MCF-7 Zellen in der G2/M-Phase,
dass sich das Zellvolumen vergroferte und die damit verbundene Steigerung der Mitochondri-

enzahl zu einer vermehrten MTT-Reduktion fiithrte.
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Die Ursache fiir die erh6hte MTT Reduktion durch 50 pM BPA und BPB ist ungeklédrt. Eigene
vorldufige durchflusszytometrische Messungen ergaben, dass 50 pM BPB nach 48 h Inkubation
in Ishikawa Zellen einen starken G2/M-Block verursachen. Die erh6hte MTT-Formazan Bildung

kénnte demnach durch einen Zellzyklusarrest ausgelost werden.
Nach Koinkubation mit 1 nM E2 reduzieren BPA, BPB, DMBPA und TMBPA konzentra-
tionsabhéngig die AP—Aktivitdt (Abb. 46).
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Abb. 46: Einflufs verschiedener Bisphenole auf die AP—Aktivitét in Ishikawa Zellen nach Koin-
kubation mit 1 nM E2 fiir 48 h. Die Enzymaktivitat ist als Anteil der E2-induzierten
AP-Aktivitat berechnet und bezieht sich auf die linke Achse, die Zellvitalitdt aus
dem MTT-Test (gestrichelte Linie) bezieht sich auf die rechte Achse. Inkubiert wur-
de von 1 pM (1E-12) bis 100 M (1E-4), die X-Achse ist zwischen 1E-10 und 1E-7

unterbrochen. Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem Versuch.

Die hemmende Wirkung der vier getesteten Bisphenole auf die AP nach Koinkubation mit E2
wird zwischen 2 und 20 uM beobachtet, dabei ist BPA am schwéchsten wirksam und TMBPA
am stirksten. Bezogen auf HO-TAM sind die Bisphenole jedoch um vier bis fiinf Gréfken-
ordnungen schwécher wirksam. In Tabelle 14 sind die ECso—Werte der hemmenden Wirkung
zusammengefasst und das relative antiestrogene Potential (RAP) bezogen auf HO-TAM be-

rechnet.
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Tabelle 14: EC5y—Werte und RAP von HO-TAM und verschiedenen Bisphenolen.

‘HOfTAM TMBPA BPB DMBPA BPA

ECso 2 nM 2puyM  8puM 10 M 20 pM
RAP (%) 100 0,1 0,025 0,02 0,01
n 1 2 2 2 2

Die EC59—Werte der AP-Hemmung liegen um eine Gréfenordnung iiber den EC5o—Werten aus
der Estrogenitétsstudie (Tabelle 13). Dieses Ergebnis ist nicht einfach zu erkléren, zumal noch
in Betracht gezogen werden muss, dass Bisphenole bei alleiniger Inkubation nur etwa 50 % der

maximalen, E2-stimulierten AP—Aktivitat in Ishikawa Zellen induzieren.

Die hemmende Wirkung der Bisphenole auf die AP nach Koinkubation mit E2 kénnte auf einer
Konkurrenz um den ER beruhen. Da die EC5p—Werte der Bisphenole nach Koinkubation mit
1 nM E2 sehr grof sind, konnte die Antiestrogenitit auch auf zytotoxischen Effekten beruhen.
Jedoch konnte im MTT-Test keine Reduktion der Formazan-Bildung durch BPB, DMBPA
und TMBPA bis 10 uM, bei BPA sogar bis 50 uM nachgewiesen werden (Abb. 46).

Untersuchungen im eigenen Arbeitskreis (Pfeiffer, personliche Mitteilung) zeigten, dass BPA
membrangebundene Enzyme hemmen kann. Die reduzierte AP—Aktivitit konnte daher auf einer
direkten Inhibierung der stimulierten AP beruhen. Zur Uberpriifung wurden 0,0015 Einheiten
kiufliche, rekombinant hergestellte AP der menschlichen Plazenta mit 0,1, 1 und 10 4M BPA,
BPB, DMBPA bzw. TMBPA bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. Anschliefend wurde 4-NPP als
Substrat zugegeben und die Enzymaktivitéit bestimmt. Keines der vier untersuchten Bisphenole
zeigte einen Einfluft auf die isolierte AP (Ergebnisse nicht dargestellt). Daher wird ausgeschlos-
sen, dass die hemmende Wirkung der Bisphenole auf die AP auf einer direkten Interaktion mit
der AP beruht.

Arbeiten von Misumi et al. (1986) und Misumi et al. (1986) zeigten, dass die AP—Aktivitét
in isolierten Hepatozyten aus der Ratte auch dadurch gehemmt werden kann, dass nach der
Biosynthese der Transport vom Zytosol zur Zellmembran gestort wird. Nach Inkubation mit
Colchizin, das die Polymerisation von Mikrotubuli inhibiert, wodurch ein wichtiges Transport-
system in der Zelle zum Erliegen kommt, wurde eine geringere AP—Aktivitdt in den Hepa-
tozyten gemessen. Untersuchungen in unserem Arbeitskreis zeigten, dass BPA, DMBPA und
TMBPA in wvitro in hohen Konzentrationen adverse Effekte auf das Mikrotubuligeriist einer
Zelle haben (Lehmann, 2002). Im zellfreien System storten TMBPA, BPB, DMBPA und BPA
die Tubulinpolymerisation (Pfeiffer, personliche Mitteilung). Wie schon bei der Hemmung der
E2-stimulierten AP—Aktivitdt (Tabelle 14), ist TMBPA stéarkster wirksam als BPB, DMBPA
und BPA.
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Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass Bisphenole durch Stérung des Mikrotubuli-
vermittelten Transportes der AP zur Zellmembran die AP—Aktivitdt beeintréchtigen kénnen.
Um zu zeigen, dass die Hemmung der AP-Aktivitdt auf einer Stérung der ER-vermittelten
Transkription beruht, miisste ausserdem gepriift werden, ob der Spiegel an mRNA der AP

nach Koinkubation mit Bisphenolen geringer ist als nach Inkubation mit E2.

3.2.5 Curcuminoide

In verschieden asiatischen Landern wird der Extrakt aus dem Rhizom der Curcumapflanze
Curcuma longa seit Jahrhunderten in der Volksmedizin eingesetzt. In westlichen Léndern ist
Curcuma als natiirlicher Lebensmittelfarbstoff vor allem als Bestandteil im Curry—Gewiirz be-
kannt. Seit Forschungen der letzten Jahre den drei Hauptbestandteilen des Curcuma—Extraktes
Curcumin (CUR), Mono-demethoxycurcumin (DMC) und Bis-demethoxycurcumin (BDMC)
(s. Abb. 47) anti-inflammatorische, antimutagene und antikanzerogene Wirkung im Tier nach-
weisen konnten (Anto et al., 1996; Ruby et al., 1995), werden in den USA Curcuminoide auch fiir
die Selbstmedikation zum Verkauf angeboten. Die Bestdtigung dieser Effekt in einer klinischen
Studie steht allerdings noch aus. Hahm et al. (2002) zeigten, dass Curcuminoide in vitro die Bil-
dung des DNA-Komplexes von Fos und Jun inhibieren kénnen und fiithren die antikanzerogene

Wirkung darauf zuriick.

(0] OH
MeO I X Az l OMe
HO OH

Curcumin (CUR)

O OH 0] OH
I X AN l OMe O N NS O
HO OH HO OH
Mono-demethoxycurcumin (DMC) Bis-demethoxycurcumin (BDMC)

Abb. 47: Strukturformeln der Hauptbestandteile des Curcuma—Extraktes.

Bisher ungeklért ist, ob Curcuminoide ein estrogenes oder antiestrogenes Potential besitzen.
Deshalb wurde die AP—Aktivitdt in Ishikawa Zellen nach Inkubation mit CUR, DMC und
BDMC allein, und nach Koinkubation mit 1 nM E2 bestimmt (s. Abb. 48).
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Abb. 48: Einflulf von CUR, DMC und BDMC auf die AP-Aktivitdt in Ishikawa Zellen
mit und ohne Koinkubation mit 1 nM E2. Die Enzymaktivitit ist als Anteil der
E2-induzierten AP-Aktivitidt berechnet (linke Achse), die Zellvitalitdt aus dem
MTT-Test (gestrichelte Linie) bezieht sich auf die rechte Achse. Eingesetzt wur-
den 0,1 uM (1E-7) bis 30 uM (3E-5) CUR, DMC und BDMC. Dargestellt sind die

Ergebnisse aus einem Versuch.

Die drei Hauptbestandteilen der Curcuma (CUR, DMC und BDMC) stimulieren die AP-
Aktivitdt in Ishikawa Zellen nicht. Die Hemmung der estrogen—induzierten AP—Aktivitdt nach
Koinkubation mit 1 nM E2 bewegt sich in der Nahe des zytotoxischen Bereichs (30 uM, Abb. 48,
gestrichelte Linie). Ab 15 uM CUR, DMC oder BDMC war bei der Zellpopulation eine verdnder-
te Morphologie und Zelldichte zu beobachten. Deshalb kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die Reduktion der estrogen—stimulierten AP-Aktivitdt nicht auf Hemmung der Transkriptions-
aktivitdt beruht, sondern auf anderen, z.B. zytotoxischen oder wachstumshemmenden Effekten
beruht. Zur Klarung konnte beispielsweise wihrend der Inkubation das Zellwachstum anhand

der Lebendzellzahl und Zellzyklusanalyse iiberpriift werden.
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3.2.6 Zusammenfassung der Wirkung verschiedener endokrin aktiver Substanzen
auf die AP—-Aktivitidt in Ishikawa Zellen

Die Positivkontrollen DES fiir estrogene Wirkung und TAM fiir antiestrogene Wirkung konn-
ten etabliert werden. Aus der Gruppe der endokrin aktiven Substanzen (EAS) wurden Myko-,
Phyto— und Umweltestrogene auf ihren Féhigkeit getestet, die AP in Ishikawa Zellen zu indu-

zieren.

DES zeigte erwartungsgeméf die selbe Wirkstérke wie E2. ZEN und seine Metabolite erwiesen
sich als starke Estrogene in den Ishikawa Zellen. Die Metabolite mit a—stédndiger Hydroxygruppe
induzierten die AP stérker als ZEN oder ZAN, am schwichsten wirksam waren die Metabolite
mit [f-stindiger Hydroxygruppe. Dennoch waren alle getesteten RAL estrogener als die gete-
steten Isoflavone, von denen GEN die gréfite Estrogenitét zeigte. BCA, DAI und PRU zeigten
sich eine Grofenordnung schwicher wirksam als GEN. Die Fahigkeit der Bisphenole die AP zu
stimulieren war fiinf bis sechs Grofenordnungen schwécher als die von E2, aufserdem erreicht
die AP—Aktivitdt nicht den selben Wert wie nach maximaler Stimulation mit 1 nM E2. Ausge-
hend von Arbeiten aus unserem Arbeitskreis wird vermutet, dass die Bisphenole durch Stoérung
des Mikrotubuli—-abhéngigen Transportes der AP zur Zellmembran einen direkten Einflufs auf
die AP-Aktivitdt ausiiben konnen. Bei den bisher wenig untersuchten Curcuminoiden konnte

keine Estrogenitét in Ishikawa Zellen festgestellt werden.

Die Estrogenitdt der getesteten Substanzen ldsst sich wie folgt zusammenfassen:
E2 ~ DES > RAL > Isoflavone > Bisphenole. In Tabelle 15 sind die relativen Wirkstéirken der

getesteten Substanzen bezogen auf E2 in absteigender Reihenfolge aufgelistet.

Tabelle 15: Relative stimulatorische Aktivitdt (RSA) von von allen untersuchten EAS in
absteigender Reihenfolge

EAS E2 a—ZEL DES a-ZAL ZAN ZEN [(-ZAL
RSA (%) 100 106 47 42 25 7 5
GEN BCA B—ZEL DAI PRU BPB DMBPA
0,45 0,043 0,041 0,023 0,018 0,018 0,016

PrPrBPA TMBPA  BPA BPF
0,012 0,011 0,006 < 0,0006

Die SERM TAM und HO-TAM induzierten keine Steigerung der AP-Aktivitét in Ishikawa
Zellen, die konstitutive Aktivitéit wurde jedoch nicht reduziert. Nach Koinkubation mit 1 nM E2
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reduzierten TAM und HO-TAM konzentrationsabhingig die AP-Aktivitdt bis auf das Niveau
der Grundaktivitét. Dabei zeigte sich HO-TAM um zwei Grofenordnungen wirksamer als TAM.
Von den getesteten Substanzen zeigten die Bisphenole und die Curcuminoide eine Hemmung der
AP nach Koinkubation mit E2. Jedoch waren sie drei bis vier Grofenordnungen schwécher als
HO-TAM, und iiberlagerten sich zum Teil mit zytotoxischen Effekten. Eindeutigere Ergebnisse
zur antiestrogenen Wirkung ist von der Bestimmung der AP mRNA-Level nach Koinkubation

mit E2 zu erwarten.
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3.3 Genotoxische Effekte von 175—Estradiol
3.3.1 Bekannte Effekte

Untersuchungen in unserem Arbeitskreis zeigten, dass durch mikromolare E2-Konzentrationen
aneuploidogene Effekte (Kap. 1.5) in Nagerzellen (V79) und menschlichen Hautfibroblasten

induziert werden konnen. Lehmann (2002) konnte zeigen, dass

e unter Substanzeinfluss CREST-positive Mikrokerne induziert werden.
e unter Substanzeinfluss die Zellen in der Mitose arretieren.

e wihrend substanzfreier Nachinkubation weitere CREST-positive Mikrokerne induziert

werden.

Beim genaueren Betrachten der Mitosen fiel auf, dass bei etwa 30 % der Metaphasen eini-
ge Chromosomen nicht in der Metaphaseplatte zwischen den beiden Spindelpolen angeordnet

waren, sondern oberhalb bzw. unterhalb einer der Spindelpole, wie in Abb. 49 dargestellt.

Abb. 49: Mikroskopisches Erscheinungsbild eines ,,off-plate“~-Chromosoms nach Inkubation
von AG01522C-Fibroblasten mit E2. Das linke Bild zeigt die Aufnahme der DAPI-
gefiarbten Zellkerne, das rechte die immunologisch gegen a-Tubulin fluoreszenzmar-
kierte Mitosespindel zusammen mit den Zellkernen. Die griingelben Signale stam-

men von immunologisch FITC-markierten Kinetochorproteinen.

Wenn die Zelle den Schaden nicht repariert ehe die Mitose beendet ist konnen daraus Mikrokerne
entstehen. Die Mechanismen der Entstehung von “off-plate” Chromosomen sind noch ungeklart

und waren das Ziel eigener Untersuchungen.

Zuerst musste einen andere Zellinie gew#hlt werden, weil die CREST-Signale in V79—Zellen
schlechter zu sehen sind als in den menschlichen Hautfibrobasten, diese aber nur begrenzt zur
Verfiigung standen. Die Spezifitdt der Antikorper ist in erster Linie gegen menschliche Kine-

tochorproteine gerichtet (Moroi et al., 1980), deshalb wurde mit HeLa—Zellen eine menschliche
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Tumorzelllinie gewéhlt, die gut auswertbare CREST-Signal liefert und in ausreichender Menge
zur Verfiigung steht.

Mit 20 pM E2 konnte in HeLa-Zellen ein erhthter Mitosearrest (Mitoseindex 10-15 %) im
Vergleich zur Kontrolle (Mitoseindex 3-5 %) induziert werden. Wahrend Substanzinkubation
und substanzfreier Nachinkubation werden CREST-positive Mikrokerne induziert und bei fluo-
renszenzmikroskopischer Betrachtung der Mitosen ist ein betréchtlicher Anteil an “off-plate”
Chromosomen zu sehen. Diese Effekte bestdtigen die Befunde aus V79-Zellen und priméren

Hautfibroblasten, daher kann diese Zelllinie fiir weitere Untersuchungen eingesetzt werden.

Der Mitosearrest konnte durch E2-bedingten Einfluss auf die Tubulinpolymerisation ausgel6st
werden. Jedoch zeigt E2 keine Effekte auf das zelluldre Mikrotubuli-Geriist (Lehmann, 2002)
und eine Storung der zellfreien Polymerisation von Tubulin ist nicht zu beobachten (Pfeiffer,

personliche Mitteilung).

3.3.2 Kinetochor Funktions—Assay

Nachdem ein Einflufs von E2 auf die Mikrotubuli ausgeschlossen werden konnte, sollte als
néchstes gepriift werden ob die Anheftung der Chromosomen an den Spindelapparat {iber die
Kinetochor—Proteine durch E2 beeintrachtigt wird. Dazu sollten mitotische Chromosomen aus
HeLa Zellen isoliert und die Anheftung iiber ihre Kinetochor-Proteine an polymerisierendes

Tubulin fluoreszenzmikroskopisch qualitativ und quantitativ beschrieben werden.

Tubulin polymerisiert im zellfreien System (Kap. 5.13) in Gegenwart von Mgt und 1 mM
GTP durch Erwdarmen auf 37 °C, vorrausgesetzt es ist eine bestimmte Menge freies Tubulin
vorhanden (kritische Konzentration), um die Polymerisation zu initiieren (Gaskin, 1982). Un-
terhalb dieser kritischen Konzentration startet die Polymerisation nur dann, wenn Mikrotubuli—

stabilisierende Bedingungen gewéhlt werden (z.B. Zugabe von Taxol).

Beim Kinetochor Funktions—Assay wird das Plus Ende der Mikrotubuli (Kap. 1.5.1) durch die
Kinetochore isolierter mitotischer Chromosomen stabilisiert. Dadurch kénnen die Mikrotubuli
eine Grofse erreichen, die nach Antikérper—Markierung fluoreszenzmikroskopisch auswertbar ist
(Mitchison und Kirschner, 1985). Nach Etablierung des Assays sollte der Einfluss von E2 auf die

Anheftung der Chromosomen an die Kinetochor—stabilisierten Mikrotubuli untersucht werden.

Isolation mitotischer Chromosomen

Um eine moglichst grofse Ausbeute mitotischer Chromosomen zu erhalten werden die HeLa

Zellen mit einem zweifachen G1-Block im Zellzyklus, ausgelost durch Thymidin, synchronisiert
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(Kapitel 5.9). Anschliefend werden die Zellen mit Colcemid, das die Tubulinpolymerisation

hemmt, in der Mitose arretiert. Die Ausbeute mitotischer Zellen betrégt zirka 80 %.

Ein Einfluss von Colcemid auf die Kinetochor—-Funktion wird von zahlreichen Autoren nicht
beobachtet (Valdivia und Brinkley, 1986; Mitchison und Kirschner, 1985), dennoch ist nicht
auszuschlieen, dass eine Fehlfunktion des Kinetochors schon wéihrend seines Aufbaus in der
Interphase und in friithen Mitosephasen induziert werden kann. Deshalb werden die Zellen fiir

die Chromosomenisolation nicht nur mit Colcemid, sondern auch mit E2 in der Mitose arretiert.

Fiir die Isolation mitotischer Chromosomen sind in der Literatur verschiedene Protokolle be-
schrieben, z.B. die Hexylenglycol- (Valdivia und Brinkley, 1985) und die Polyamid-Methode
(Mitchison und Kirschner, 1985). Da der Hexylenglycol-Puffer Ca—Ionen enthilt, die bekann-
termafen die Tubulinpolymerisation hemmen (Weisenberg, 1972), wird die Polyamid-Methode
bevorzugt (Kap. 5.11). Nach der Zelllyse werden die Chromosomen durch Zentrifugation iiber
einen Saccharose-Dichtegradienten (10-60 %) aufgereinigt (Kap. 5.11.2). Die vereinzelten Chro-
mosomen werden bei zirka 30 % Saccharose wiedergefunden. Nach CREST-Farbung (Kap. 5.8)
konnte fluoreszenzmikroskopisch gezeigt werden, dass die Mehrzahl der isolierten Chromosomen

zwel Kinetochore besitzt.

Die Isolation und Aufreinigung der Chromosomen nach der Polyamid—Methode ist innerhalb
eines Tages durchfithrbar und liefert eine gute Ausbeute. Die Chromosomensuspension kann
vor oder nach der Gradientenzentrifugation im Kiihlschrank bei 4 °C ein bis zwei Wochen

auftbewahrt werden.

Tubulinpriparation

Tubulin kann aus tierischen Zellen oder Geweben isoliert werden. Besonders viel Tubulin ent-
halten Nervengewebe, weshalb haufig Hirn zur Isolation benutzt wird. Standardprotokolle exi-
stieren zur Tubulinisolation aus Rinder— und Schweinehirn (Williams et al., 1982). In unserem
Arbeitskreis ist die Isolation aus Rinderhirn durch mehrere Zentrifugationsschritte etabliert
(Kapitel 5.12.1). Die resultierende Fraktion wird als Mikrotubuli-Protein (MTP) bezeichnet,
denn sie enthélt neben Tubulin noch verschiedene Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAP)
(Kap. 1.5.1). Aus 700-800 g frischem Rinderhirn konnten mit dieser Methode 250-270 mg

MTP in einer Konzentration von 10-12 mg/ml (~ 100 mM) isoliert werden.

Durch Vergleich der Bandenintensitédt nach elektrophoretischer Auftrennung und Farbung mit
Coomassieblau (Kap. 5.12.4) wird der Tubulin-Anteil in der MTP-Fraktion auf zirka 80-90 %
geschitzt.
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Im zellfreien System verringern die MAP die kritische Konzentration von Tubulin (Williams
und Detrich, 1979), begiinstigen also die Polymerisation. Um MAP-induzierte Effekte auf die
Tubulinpolymerisation auszuschliefsen, werden die MAP weitgehend aus der MTP-Fraktion
entfernt. Dafiir gibt es zwei gingige Methoden: die Aufreinigung iiber Phosphocellulose (PC)
nach Weingarten et al. (1975), und iiber DEAE-Sephacel (Hamel und Lin, 1981). Durchgefiihrt
wurde die Aufreinigung iiber PC wie in Kapitel 5.12.2 beschrieben. Der Proteingehalt ergab
1,7 pg/ml (15 pM). Wiahrend der Aufreinigung erfolgte demnach eine Verdiinnung von etwa
1:6000. Die Reinheit des PC-Tubulins betrégt ca. 99 %, wie durch Elektrophorese (Kap. 5.12.4)

bestimmt wurde.

Durchfiihrung des Kinetochor Funktions—Assay

Der Kinetochor Funktions—Assay sollte nach Mitchison und Kirschner (1985) durch Inkubation
von PC—Tubulin unterhalb der kritischen Konzentration mit Chromosomen, die ein funktions-
fiahiges Kinetochor (CREST-Férbung, Kap. 5.8) besitzen, etabliert werden.

Die kritische Konzentration des PC—Tubulins im zellfreien Polymerisationsassay (Kap. 5.13)
konnte nicht bestimmt werden, weil der Tubulin—Gehalt der Ausgangslosung (15 pM) nicht
ausreichte um eine Polymerisation zu initiieren. Davon ausgehend, dass die einzusetzende Kon-
zentration unterhalb der kritischen Konzentration liegen soll (Mitchison und Kirschner, 1985),
wurde die PC-Tubulin Losung weitgehend unverdiinnt (14 gM) mit den Chromosomen inku-
biert. Der Ansatz wurde auf Polylysin-beschichtete Objekttrager (PL-OT) aufzentrifugiert,
fixiert und immunologisch gefdrbt. Bei der abschliefenden fluoreszensmikroskopischen Betrach-

tung waren keine Mikrotubuli zu erkennen.

Als Gegenprobe wurde PC-Tubulin (14 M) im Polymerisationsassay (Kap. 5.13) mit 10 uM
Taxol inkubiert. Die Triibungsmessung ergab keine Polymerisation, wihrend bei der fluores-
zensmikroskopische Betrachtung des Ansatzes eine schwache Mikrotubuli-Bildung zu erkennen

war.

Dagegen war nach Polymerisation von 10 gM MTP ohne und mit Chromosomen in einem
Reaktionsgeféfl oder direkt auf PL-OT bei der fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung ein
gut ausgeprigtes Mikrotubuli Netzwerk zu sehen. Die Mikrotubuli setzten erwartungsgeméfs

nicht an den Kinetochoren der Chromosomen an.
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3 Ergebnisse und Diskussion

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der Tubulinpolymerisation aus dem Kinetochor-Funktions

Assay noch einmal zusammengefasst.

Tabelle 16: Ergebnisse der Tubulinpolymerisation im Kinetochor—Funktions Assay. +-+,

starke Polymerisation; +, schwache Polymerisation; 0, keine Polymerisation; n.g.,

nicht getestet.

PC-Tubulin MTP

+ Mg?* und GTP 0 ++
+ Mg?*, GTP und Taxol + n.g.
+ Mg?*, GTP und Chromosomen 0 ++

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die eingesetzte PC-Tubulin Konzentration (14 pM)

zu niedrig war, um eine Polymerisation einleiten zu kénnen. Dass unter den gegebenen Bedin-

gungen eine Polymerisation mdglich gewesen wére, konnte mit der Polymerisation von MTP

gezeigt werden.
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4 Zusammenfassung

Fiir das Screening der estrogenen Wirkung endokrin aktiver Substanzen wurde ein Rezeptorgen—
Assay in Ishikawa Zellen in unserem Arbeitskreis etabliert. Ishikawa Zellen exprimieren estro-
genabhingig die alkalische Phosphatase; der Test basiert auf der Messung der erhdhten En-
zymaktivitdt nach Inkubation mit einer Testsubstanz. Die Versuchsbedingen wurden beziig-
lich Zellzahl und Inkubationsdauer dahingehend optimiert, dass der Test in Mikrotiterplatten

durchgefiihrt werden kann.

Die alkalische Phosphatase in Ishikawa Zellen konnte mit physiologisch relevanten Konzentra-
tionen von 174-Estradiol stimuliert werden. Die maximale Enzymaktivitit wurde mit Kon-
zentrationen ab 1 nM erreicht. Weiter konnte gezeigt werden, dass unter diesen Bedingungen
der Methythiazolyldiphenyl-tetrazolium—Test in diesem Testsystem nicht mit der gemessenen

Zellzahl korreliert, jedoch Aussagen iiber die metabolische Aktividt der Zellpopulation zuldsst.

Anhand der Positivkontrollen Diethylstilbestrol fiir die estrogene und Tamoxifen fiir die antie-
strogene Wirkung konnte die Eignung des Estrogenititstest festgestellt werden und der Test
auf weitere endokrin aktive Substanzen angewendet werden. Getestet wurden Resorcylsdure—
Laktone aus der Klasse der Mykoestrogene, Isoflavone aus der Klasse der Phytoestrogene, Bis-
phenole aus der Klasse der Umweltestrogene und Curcumine, die bisher noch nicht beziiglich

ihrer hormonellen Wirkung charakterisiert wurden.

Die Bewertung der Estrogenitdt von endokrin aktiven Substanzen basierte auf den errechne-
ten ECso—Werten der induzierten Aktivitit der alkalischen Phosphatase. Der EC50—Wert einer
Substanz wurde mit dem ECso—Wert von 175-Estradiol ins Verhéltnis gesetzt und die dar-
aus resultierende relative stimulatorische Aktivitit als Mak fiir die Estrogenitit herangezogen.
Es zeigten sich auch Unterschiede in der maximal erreichbaren Enzymaktivitdt im Vergleich zu
176-Estradiol, die in die Bewertung miteinbezogen wurden. Die Rangfolge der Estrogenitét der
einzelnen Substanzklassen bezogen auf 173-Estradiol kann wie folgt zusammengefasst werden:
176-Estradiol > Resorcylsdure-Laktone > Isoflavone > Bisphenole. Bei den Curcuminen konn-

te keine Estrogenitét festgestellt werden.

Die getesteten Resorcylsidure-Laktone erwiesen sich in den Ishikawa Zellen als starke Estrogene.
Die Wirkung von Zearalenon, das als Mykotoxin verschiedener Fusarienstdmme in Getreidepro-
dukten vorkommen kann, ist nur eine Grofenordnung geringer als die von 178-Estradiol. Der
Hauptmetabolit a—Zearalenol zeigte die stérkste estrogene Wirkung innerhalb der getesteten
Substanzen, die identisch mit der von 175—Estradiol war. Die Rangfolge der eingesetzten sechs
Resorcylsdure-Laktone ldsst sich wie folgt beschreiben:

173-Estradiol = a—Zearalenol > a—Zearalanol > Zearalanon > Zearalenon =~ (—Zearalanol >

(B—Zearalenol.
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4 Zusammenfassung

Die Isoflavone erwiesen sich als schwache Estrogene in Ishikawa Zellen. Von den getesteten
Isoflavonen war Genistein am stérkten estrogen, das estrogenene Potential war jedoch drei
Grofenordnungen geringer als von 178-Estradiol. Die drei anderen gestesteten Isoflavone Bio-
chanin A, Daidzein und Prunetin waren eine Grofenordnung schwicher wirksam als Genistein
und unterschieden sich nur geringfiigig in ihren EC5g—Werten. Jedoch induzierte Prunetin nur
etwa 50 % der Enzymaktivitdt die bei maximaler Stimulation mit 173-Estradiol erreicht wer-
den kann. Die Rangfolge der getesteten Isoflavone lésst sich wie folgt zusammenfassen:
173-Estradiol > Genistein > Biochanin A ~ Daidzein > Prunetin.

Antiestrogene Effekte der Isoflavone Genistein und Daidzein, werden vor allem im Zusammen-
hang mit der Chemoprevention vor hormonabhéngigen Krebsarten wie Brust— und Uteruskrebs
diskutiert. In Ishikawa Zellen zeigte keines der vier getesteten Isoflavone bei Koinkubation mit
176-Estradiol eine Hemmung der Aktivitit der alkalischen Phosphatase bei nicht—zytotoxischen

Konzentrationen.

Alle getesteten Bisphenole erwiesen sich als sehr schwache Estrogene in Ishikawa Zellen. Bis-
phenol B, Dimethylbisphenol A, Tetramethylbisphenol A und 4,4’-Bis(4-hydroxy-phenyl)heptan
waren am stérksten wirksam. Sie unterschieden sich praktisch nicht in ihrer Fahigkeit die al-
kalische Phosphatase zu induzieren, waren aber im Vergleich zu 175-Estradiol vier Grofsenord-
nungen schwicher wirksam. Das stark diskutierte Bisphenol A war sogar um fiinf Gréfsenord-
nungen schwicher in seiner Estrogenitét, wihrend das estrogene Potential von Bisphenol F nur
geschitzt werden konnte. Die Rangfolge der Bisphenole lauten demnach:

175-Estradiol > Bisphenol B &~ Dimethylbisphenol A & Tetramethylbisphenol A ~ 4 4’-Bis(4-
hydroxy-phenyl)heptan > Bisphenol A > Bisphenol F.

Auffillig war allerdings, dass keines der Bisphenole in der Lage war, die gleiche Enzymakti-
vitdt zu stimulieren die nach maximaler Stimulation mit 1 nM 178-Estradiol erreicht wurde.
Die erreichten Aktivitdten der alkalischen Phosphatase betrugen nur zirka 50 % der maximal
stimulierbaren Aktivitdt. Von Bisphenol A ist bekannt, dass es membrangebundene Enzyme
in ihrer Aktivitdt hemmen kann, deshalb wurde der Einfluss der Bisphenole auf die Aktivitét
isolierter alkalischer Phosphatase untersucht. Keines der sechs untersuchten Bisphenole zeigte

einen Einfluss auf die Aktivitdt von isolierter alkalischer Phosphatase.

Nach Koinkubation mit 175-Estradiol zeigte die Bisphenole Tetramethylbisphenol A, Bisphe-
nol B, Dimethylbisphenol A und Bisphenol A einen hemmenden Einfluss auf die estrogen—
stimulierte Enzymaktivitdt. Die hemmenden Konzentrationen befanden sich allerdings im Be-

reich beginnender Zytotoxiztat.
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4 Zusammenfassung

Die Curcumine Curcumin, Mono-demethoxycurcumin und Bis-demethoxycurcumin zeigten
keinen stimulierenden Effekt auf die alkalische Phosphatase. Im Bereich zytotoxischer Kon-
zentrationen hemmten die Curcumine nach Koinkubation mit 178-Estradiol die stimulierte
Enzymaktivitdt. Allerdings konnte nicht gekldrt werden, ob dieser Effekt iiber eine Interaktion

mit dem Estrogenrezeptor bewirkt wird oder ob er rein zytotoxischer Natur ist.

Bei der Untersuchung zum aneuploidogenen Potential von 178-Estradiol sollte ein Kinetochor—
Funktions Assay etabliert werden. Nach erfolgreicher Isolierung mitotischer Chromosomen aus
HeLa—Zellen und Tubulinaufreinigung aus Rinderhirn gelang es jedoch nicht, die Anheftung

der Chromosomen an polymerisierendes Tubulin im zellfreien System nachzustellen.
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5 Material und Methoden

5 Material und Methoden

Nicht néher spezifizierte Chemikalien stammen vom Carl Roth (Karlsruhe), Sigma—-Aldrich
(Deisenhofen) oder SERVA (Heidelberg) in der Reinheit mind. ,zur Analyse“.

Wenn nicht anders angegeben, wird entionisiertes Wasser aus der Hausversorgung verwendet.

5.1 Gerite

Sterilbank Uni Equip Uniflow UVUB 1200 Biohazard
Brutschrank Sanyo COs -Inkubator MCO-17AI
Zellzdhlgerit, elektronisch CASY®1 Schirfe Systeme

Fluoreszenzmikroskop

Zeiss Axioskop Plan Neofluor
Okular: 10x; Objektive: 63x/100x (Oil)
Filterblocks: A (DAPI), 12/3 (FITC), N2 (Rhodamin), Tripelfilter

Nikon Eclipse E400

Okular: 10x; Objektive: Plan Apo 60x, 100x (O1)

Filterblocks: UV-2A (DAPI, Ex!: 330-380, DM2: 400, BA3: 420), G-2A (Rhodamin, Ex:
510-560, DM: 575, BA: 590), FITC (Ex: 465-495, DM: 505, BA: 515-555), Tripelfilter
Dokumentation: Spot-RT monochrom CCD-Digitalkamera (Diagnostic Instruments), Me-
taView (Universal Imaging Corp.)

Phasenkontrastmikroskop Leitz Labovert F'S; Objektive: 10x, 20x, 32x
Mikrotiterplattenlesegerdt GENios (Tecan) mit Auswertesoftware XFluor
Elektrophorese Mini-PROTEAN II (BioRad); Power supply, Modell 1000/500 (BioRad)
Handzihlgeriite

Pipetten Biozym Precision 0,5 — 10 ul / 5 — 50 ul / 50 — 200 pl
Eppendorf 50 pl / 100 ul / Research 2 — 20 ul / Oktapette / Multipette
Abimed Pipetman P1000 / P200 / P100

! Anregung, Wellenlinge in nm
*Dichroistischer Spiegel, Wellenléinge in nm
*Emissionsfilter, Wellenléinge in nm
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Zentrifugen Hereaus Megafuge 1.0R
Kiihlzentrifuge Centrikon T-124 mit Rotor A 6.14 (Kontron)
Ultrazentrifuge Centrikon T-1080 mit Rotor TFT 55.38 (Kontron)

Trockenschrank Heraeus
Wasserbad mgw Lauda, Thermostar

Waagen Handy H 51 und PT 1200 (Sartorius)

Préazisionswaage Modell 434 (Kern)
Heizplatte Omnilab Jiirgens (Bremen) PST100
Magnetriihrer
pH-Meter Metrom 610 Ton-Meter; pH-Elektrode Blueline 12 (Schott)
Photometer UV /VIS-Spektralphotometer Uvikon 930 (Kontron) mit Thermostatic Ciculator
Kontainer fiir die Cytozentrifuge fiir Hereaus Megafuge 1.0R (Haereus)

Vakuumpumpe Membran-Vakuumpumpe Typ: N86KN.18 Forderleistung 1/min: 6,0 (Roth)

5.2 Verbrauchsmaterialien

CASYTON (Schéarfesyteme)

CASY®cup (Schérfesyteme)

Reaktionsgefifie 1,5 ml (Sarstedt)

Pipettenspitzen, Plastik 1 ml, 200 ul (Sarstedt)

Mikrotiterplatten Nunclon 96-Loch, steril (Nunc)
,»Quatriperm“-Inkubationsgefiifie (Heracus) Multischalen 132x82 mm?, 4 Vertiefungen
Zellkulturflaschen Cellstar 550 ml 175 cm? (Greiner)

Petrischalen 94/16 mm (Greiner)

Objekttriger, superfrost (Menzel)

Deckglédser 24x60 mm (Roth)
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Zentifugenrdhrchen 50 ml (Greiner); 15 ml (Sarstedt); 2 ml (Greiner, ,cryo.s)
Coplinbecher (Glas) (Merck)

Kiivetten fiir die Photometrie aus Quarzglas und aus Polystyrol (Sarstedt)
Sterilfilter Porengrofe 0,45 pm und 0,22 pm (Roth)

Spritzenkaniile Einmal-Kaniilen, kurzer Schliff Abmessungen (Durchmesser x Lénge): 0,55 x
25 mm Gauge: 24 G x 1”7

5.3 Methoden in der Zellkultur
Zellen

HeLa Zelllinie aus einem humanen Cervixkarzinom. Die Verdopplungszeit betrdgt ungeféhr
24 h.

Ishikawa Zelllinien aus einem Adenokarzinom des menschlichen Endometriums. Zwei Spezies
mit dem selben Namen. Eine ist ER—-positiv, die andere ER-negative. Beide Zelllinien
stammen aus dem selben Gewebe, besitzen dieselbe Morphologie haben aber unterschied-
liche physiologische Eigenschaften. Unklar ist, weshalb beide Zelllinien denselben Namen
tragen. Die Verdopplungszeit der ER—positiven Zellinie betragt ungefihr 24 h, die der
ER-negativen etwa 36 h. Beide Zelllinien wurden freundlicherweise von Stefan O. Miiller
(Merck, Darmstadt) aus dem Bestand des National Institute of Environmental Health

Sciences (Research Triangle Park, North Carolina) zur Verfiigung gestellt.

Losungen

Medien und Medienzusitze ausser FKS stammen von Sigma, FKS von GibcoBRL. Allen Medi-
en, die zur Kultivierung von Zellen eingetzt werden, ist Penizillin (Endkonzentration: 100 U/ml),

Streptomycin (Endkonzentration 100 pg/ml) und 10 % FKS zugesetzt.

Medien

HeLa Ham’s F12 mit 2 mM L-Glutamin.
Ishikawa Ham’s F12/DMEM im Verhéltnis 141 (v/v) mit 2,5 mM L-Glutamin.

10x PBS-CMF Es werden 80 g NaCl (1,37 M), 2 g KCI (27 mM), 11,1 g NagHP Oy (was-
serfrei) (78 mM) und 2 g KHoP Oy (15 mM) in 11 Wasser gelost.
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PBS 7,4 Ein Volumenteil 10x PBS-CMF wird in etwa 5 Volumenteilen Wasser aufgenommen.
Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt. Es wird mit Wasser auf 10 Volumenteile aufgefiillt.

Trypsin (Sigma) 0,25 %.

Trypsin—EDTA In 900 ml PBS-CMF 200 mg EDTA (freie Saure, Sigma) 16sen, den pH-Wert

auf 7.4 einstellen und autoklavieren. Danach 100 ml Trypsin steril zugeben.

Kultivierung und Passagieren

Die Zellen werden bei 37 °C, 5 % COs in einer mit Wasser geséttigten Atmosphire inkubiert.
Vor der Benutzung werden alle Losungen auf 37 °C erwérmt.

Zum Passagieren wird das Medium abgegossen, der Zellrasen zwei Mal mit 10 ml PBS 74
und ein Mal mit 10 ml Trypsin—-EDTA gewaschen und mit 5 — 10 ml Trypsin—-EDTA bedeckt.
Die Zellkulturflasche wird solange in den Brutschrank gestellt, bis sich die Zellen abgekugelt
haben. Die Zellen werden durch Klopfen vom Flaschenboden getrennt, und in 10 ml Medium

aufgenommen. Etwa 1 Mio. Zellen werden in 20 ml frischem Medium ausgestreut.

Alle zwei Tage wird ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Dazu wird das Medium aus der Kul-
turflasche gegossen, der Zellrasen mit PBS 7,4 gewaschen und 20 ml frisches Medium in die
Flasche gefiillt.

5.4 Herstellung von Aktivkohle—Dextran behandeltem fetalem K&lberserum

Die Herstellung von Aktivkohle-Dextran behandeltem FKS (CDFKS) erfolgt durch zweimalige
Inkubation von FKS mit 0,25 % Aktivkohle und 0,025 % Dextran T70 wie in (Holinka et al.,
1986a) beschrieben.

Chemikalien und Lésungen

Aktivkohle Norit A, Sdure gewaschen (Sigma) wird 2x mit kaltem, autoklaviertem Wasser

gewaschen und dann getrocknet.
Dextran T70 (Sigma).

FKS (GibcoBRL).
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Durchfiihrung

0,25 g Aktivkohle und 0,025 g Dextran T70 werden mit 100 ml FKS fiir 30 min im Schiit-
telinkubator bei 200 rpm und 56°C inkubiert und dann abzentrifugiert (3000 g, 15 min). Der
Uberstand wird mit 0,25 g Aktivkohle und 0,025 g Dextran T70 fiir 30 min im Schiittelinkubator
bei 200 rpm und 37°C inkubiert und wieder abzentrifugiert (3000 g, 15 min).

Fiir die Sterilfiltration wird zuerst mit einem 0,45 um Filter vorfiltriert, die Hauptfiltration

erfolgt mit sterilen 0,22 pm Filtern.

5.5 Zellzahlbestimmung

Neben dem klassischen Auszéhlen der Zellen mit einer Neubauer Zahlkammer besteht auch
die Moglichkeit der elektronischen Zellzahlbestimmung mit dem CASY®. Das Prinzip dieser
elektronischen Bestimmungsmethode beruht auf einer Leitfdhigkeitsmessung. Zellen wirken als
Isolatoren und verringern die Leitfihigkeit. Aus dem Leitfahigkeitsverlust wird das Zellvolumen
berechnet und nach vorheriger Kalibrierung mit lebende und toten Zellen kann die Lebendzell-

zahl bestimmt werden.

Losungen

PBS 7,4 (Kap. 5.3)
Trypsin-EDTA (Kap. 5.3)

Medium (Kap. 5.3)

5.5.1 Erstellen einer Wachstumskurve

20 000 Ishikawa Zellen werden nach dem Abtrypsinieren (Kapitel 5.3) in eine Petrischale
(Grundfiiche: 69 c¢m?) ausgestreut und alle 24 h die Zellzahl bestimmt. Wenn das Wachs-
tumverhalten unter Substanzeinfluss untersucht werden soll, kann 24 h nach dem Ausstreuen

mit Substanz inkubiert werden.

Fiir die elektronische Zellzahlbestimmung wird das Medium abgegossen, der Zellrasen zweimal
mit PBS-CMF gewaschen, 2,5 ml Trypsin-EDTA zugegeben und 5 min im Brutschrank bei
37 °C belassen. Die abgkugelten Zellen werden durch Klopfen von der Petrischale gelost und

5 ml Medium zugegeben. Die Zellsuspension wird vereinzelt und quantitativ (2x mit je 2,5 ml
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Medium nachspiilen) in ein Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, die Zellen gut vereinzelt, ein Ali-
quot in ein 10 ml CASYTON enthaltendes CASY®cup gegeben und sofort mittels CASY® die
Zellzahl bestimmt.

5.5.2 Zellzahlbestimmung in Mikrotiterplatten

Ishikawa Zellen werden nach dem Abtrypsinieren (Kapitel 5.3) in eine Mikrotiterplatte ausge-
streut und alle 24 h die Zellzahl gemessen. Wenn das Wachstumverhalten unter Substanzeinfluss

untersucht werden soll, kann 24 h nach dem Ausstreuen mit Substanz inkubiert werden.

Fiir die elektronische Zellzahlbestimmung wird das Medium aus der Mikrotiterplatte vorsichtig
abgesaugt, der Zellrasen zweimal mit 150 pl PBS-CMF gewaschen (absaugen), 150 ul Trypsin-
EDTA zugegeben und 5 min im Brutschrank bei 37 °C belassen. Die abgkugelten Zellen werden
durch Zupipettieren von 100 pul Medium mit einer Oktapette von der Platte geldst und durch
mehrmaliges Aufziehen vereinzelt (gleichzeitig maximal 4 Kanéle der Oktapette benutzen).
Die Zellsuspension wird quantitativ (1x mit 100 ul Medium nachspiilen) in ein Zentrifugen-
réhrchen iiberfiihrt, die Zellen gut vereinzelt, ein Aliquot in ein 10 ml CASYTON enthaltendes
CASY®cup gegeben und sofort mittels CASY® die Zellzahl bestimmt.

5.6 Kolorimetrische in vitro Zytotoxizititstests

Fiir die Bestimmung der Zellproliferation gibt es neben der direkten Bestimmung der Zellzahl
(Neubauer—Zihlkammer, elektronische Zellzdhlung) eine Reihe photometrischer Verfahren, die
schneller durchzufiihren sind. Als Endpunkte der photometrischen Verfahren dienen die Umset-
zung oder Bindung eines Farbstoffes. Nach Substanzbehandlung der Zellen kann die Absorption

relativ zur Losngsmittelkontrolle bestimmt werden.

5.6.1 Methythiazolyldiphenyl-tetrazolium—Test

Der Methythiazolyldiphenyl-tetrazolium (MTT)-Test beruht auf der zelluliren Reduktion des
MTT zum MTT-Formazan (Abb.50), das bei 570 nm sein Absorptionsmaximum besitzt. Die
Reduktion des MTT ist ein Mafs fiir den Redox—Status einer Zellpopulation und kann als Le-
bensfahigkeit (Viabiltdt) oder metabolische Aktivtat wiedergegeben werden (Holian und Wal-
ter, 2001).
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N N _H
/
N=N+ R —

Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium MTT-Formazan
(MTT)

Abb. 50: Strukturformel MTT und MTT-Formazan.

Die Aufnahme der ionischen Ausgangssubstanz erfolgt durch Endocytose (Liu et al., 1997). Die
Bildung des MTT-Formazans kann abhéngig vom Zelltyp in den Mitochondrien, Lysosomen
oder im Cytosol erfolgen (Liu et al., 1997; Takahashi et al., 2002). Reduzierende Substanzen
(Chakrabarti et al., 2000), Glutathion-S—Transferase Aktivitéit erhthende (York et al., 1998)
und Redox-Cycling auslésende Substanzen (Holian und Walter, 2001) kénnen ohne die Zellzahl
zu beeinflussen die MTT—Formazan Bildung erhéhen, und so eine héhere Zellzahl als tatséchlich

vorhanden vortduschen.

Losungen

PBS 7,4 (Kap. 5.3) autoklaviert.

MTT-Lo6sung 50 mg MTT-Bromid (Sigma) werden in 10 ml sterilem PBS gelost (erwér-
men, u.U. Ultraschallbad), mit 0,22 pm Filter sterilfiltriert und in 2 ml Portionen im
Kiihlschrank im Dunkeln aufbewahrt.

salzsaures Isopropanol 4 ml 1 M HCI werden mit Isopropanol zu 100 ml aufgefiillt (0,04 M
HCI).

Durchfiihrung

Zwei Stunden vor Ablauf der Inkubationszeit wird mit einer Pipette soviel MTT-Lésung in die
Kavitiaten der Mikrotiterplatte pipettiert, dass sie 1:10 verdiinnt wird. Danach wird die Platte

wieder fiir 2 h zuriick in den Brutschrank gestellt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das Medium vorsichtig bis zur Trockene abgesaugt und
100 pl salzsaure Isopropanol-Losung zupipettiert. Die Platte wird 5 min bei Raumtemperatur

stehen gelassen, im Plattenlesegerdt 5 min geschiittelt und die Absorption bei 570 nm gemessen.

88



5 Material und Methoden

Auswertung

Nach Abzug des Reagenzienblindwertes werden die Extinktion auf die Lésungsmittelkontrolle

bezogen und als % der Kontrolle angegeben.
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5.6.2 Sulforhodamin B—Test

Bei dem Sulforhodamin B (SRB)-Test bindet das SRB (Abb. 51) im sauren an die Proteine der
Zelle (Skehan et al., 1990). Nach Auswaschen des ungebundenen Farbstoffes wird das gebundene
SRB mit einer basischen Tris—Losung wieder in Lésung gebracht. SRB kann photometrisch bei

570 nm bestimmt werden.

Sulforhodamin B (SRB)

Abb. 51: Strukturformel SRB.

Losungen

Trichloressigsiure—Losung 10% (w/v) 50 g Trichloressigsdure (Fluka) werden in 500 ml

Wasser gelost und im Kiihlschrank aufbewahrt.
Essigsdure 1 % (v/v) 50 ml Eisessig (Roth) werden mit Wasser auf 5 1 aufgefiillt.
SRB-Lo6sung 0,4 % (w/v) 0,4 g Sulforhodamin B werden in 100 ml 1 % Essigsdure gelost.

Tris—Puffer (10 mM, ungepuffert) 0,6 g Tris Base werden in 500 ml Wasser gelost.

Durchfiihrung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das Medium vorsichtig aus der Mikrotiterplatte abge-
saugt und die Zellen fiir 30 min mit 100 ul Trichloressigsdure (4 °C) im Kiihlschrank fixiert.
Danach wird die Platte fiinf Mal mit Wasser gewaschen und {iber Nacht bei Raumtemperatur

getrocknet.

In jede Kavitdt der Platte werden 70 ul SRB-Losung pipettiert und fiir 20 min bei Raumtem-

peratur inkubiert. Anschliefend wird solange mit 1 % Essigsdure gewaschen, bis kein ungebun-

90



5 Material und Methoden

dener Farbstoff mehr in der Platte zu sehen ist (in der Regel reichen fiinf Mal waschen aus),

und die PLatte iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

Der gebundene Farbstoff wird zur Messung mit 200 pl Tris—Puffer solubilisiert. Nach 5 min wird
die Farbstofflosung in neuen Mikrotiterplatten 1:4 mit Tris—Puffer verdiinnt und nach kurzem

Schiitteln (15 s) die Absorption bei 570 nm im Plattenlesegerédt gemessen.

Auswertung

Nach Abzug des Reagenzienblindwertes werden die Extinktion auf die Lésungsmittelkontrolle

bezogen und als % der Kontrolle angegeben.

5.7 Bestimmung der AP—Aktivitit in Ishikawa Zellen

Die Bestimmung der Enzymaktivitét beruht auf der AP—katalysierten Umsetzung von 4-Nitro-
phenylphosphat (4-NPP) zu 4-Nitrophenol. Die Bestimmung der AP-Aktivitit in Ishikawa
Zellen wird in Mikrotiterplatten durchgefithrt und basiert auf dem Protokoll von Littlefield
et al. (1990).

Das Standard—Versuchsprotokoll zur Bestimmung der AP-Aktivitét ist in Abb. 52 dargestellt,
parallel wird ein Zytotoxizitéitstest (SRB oder MTT) unter den selben Bedingungen durchge-
fiihrt.

Tag‘ 0 24 h T?g 1 48 h Tag‘ 3
\ \ \
Ausstreuen Inkubation mit Testsubstanz Messung
LM-Ko (0,1% DMSO) Auswertung

Pos-Ko (1 nM E2)

Abb. 52: Standard—Protokoll zur Bestimmung der Substanz-induzierten AP—Aktividt in Is-
hikawa Zellen.

Losungen

PBS 7,4 s. Kapitel 5.3

Steroidfreies Medium DMEM/F-12 Medium wird anstelle von 10 % unbehandeltem FKS
5 % CD-FKS (s. Kapitel 5.4) zugesetzt.

MgCly—Stammlésung (24 nM) 0,49 g MgCly - 6H20O werden in 100 ml Wasser gelost, zu

1,2 ml portioniert und eingefroren.
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4-NPP-Losung 0,186 g 4 NPP (5 mM), 10,51 g Diethanolamin (1 M) und 1 ml MgCly-
Stammlosung (0,24 mM) werden in Wasser gelost, der pH-Wert mit konz. HCI auf 9,8

eingestellt und auf 100 ml aufgefiillt.

Testsubstanzen

Alle Testsubstanzen werden in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost.

173-Estradiol (Sigma)

Diethylstilbestrol (Sigma)

Zearalenon (Sigma)

Zearalanon (Sigma)

a— und (- Zearalenol (Sigma)

a— und (- Zearalanol (Sigma)

5,7,4’-Trihydroxyisoflavon, Genistein (Fluka)
5,4’-dihydroxyisoflavon, Daidzein (Indofine)
5,7-Dihydroxy-4’-methoxyisoflavon, Biochanin A (Sigma)
5,4’-Dihydroxy-7-methoxyisoflavon, Prunetin (Indofine)

2,2’-Bis(4-hydroxy-phenyl)propan, Bisphenol A (Sigma)

2,2’-Bis(4-hydroxy-phenyl)butan, Bisphenol B (eigene Herstellung)

4,4’-Bis(4-hydroxy-phenyl)heptan (eigene Herstellung, Pfeiffer)

2,2-Bis(4-hydroxy-3-methyl-phenyl)propan, Dimethylbisphenol A (Sigma)

2,2-Bis(4-hydroxy-3,5-dimethyl-phenyl)propan, Tetramethylbisphenol A (Sigma)

Bis(4-hydroxy-phenyl)methan, Bisphenol F (Sigma)

Curcumin Nach Isolation aus Curcuma-Pulver zur Verfiigung gestellt von Solyom, A. M.;

Arizona Center for Phytomedicine Research, Arizona, Tuscon (USA).

Mono-Demethoxycurcumin Nach Isolation aus Curcuma—Pulver zur Verfiigung gestellt von

Solyom, A. M.; Arizona Center for Phytomedicine Research, Arizona, Tuscon (USA).
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Bis-demethoxycurcumin Nach Isolation aus Curcuma-Pulver zur Verfligung gestellt von
Solyom, A. M.; Arizona Center for Phytomedicine Research, Arizona, Tuscon (USA).

5.7.1 Ausstreuen und Substanzinkubation

Die Zellen werden abtrypsiniert (Kap. 5.3) und die benétigte Zellzahl (2 Mio/20 ml fiir 1 Platte)
bei 1500 rpm 5 min abzentrifugiert. Das Pellet wird zwei Mal mit PBS gewaschen, zentrifugiert
und in estrogenfreiem DMEM /F12 Medium resuspendiert. Mit einer Oktapette werden 20 000

Zellen pro Kavitéit ausgestreut.

24 h spater wird das Medium vorsichtig abgesaugt und die angewachsenen Zellen mit der Test-
substanz in 200 pl frischem Medium inkubiert. Die Testsubstanzen werden mit 0,1 % DMSO
im Medium gelost. Auf jeder Platte werden 1 nM E2 als Positivkontrolle und die Lésungsmit-
telkontrolle (0,1 % DMSO) mitgefiihrt.

5.7.2 Messung der Enzymaktivitit

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das Medium aus der Platte herausgeschiittet und drei
Mal mit PBS 7,4 gewaschen. Die Platte wird 5 min umgedreht auf ein Kiichentuch gelegt und

dann zur Zelllyse fiir mindestens 20 min bei -80 °C aufbewahrt.

Die tiefgefrorene Platte wird 5 min bei Raumtemperatur angetaut, weitere 5 min auf Eis gestellt

und dann 50 pl einer eiskalten 4-NPP-Losung in jede Kavitét pipettiert.

Danach wird die Platte 5 min bei Raumtemperatur temperiert und bei Raumtemperatur in
einem Plattenlesegerdt die Absorption bei 405 nm alle 10 min iiber einen Zeitraum von 1 h

gemessen.

5.7.3 Auswertung

Die Enzymaktivitdt (AP) wird als Bildung einer bestimmten Stoffmenge 4-NP (An (4-NP))

in einem bestimmten Zeitraum At berechnet:

An(4 — NP)

AP = N (1)

Aus dem Lambert-Beerschen Gesetz ergibt sich die gebildete Stoffmenge von 4-NP nach:

E
4 —-NP)=—-V 2
nd - NP)= = @)
mit n (4-NP): Stoffmenge 4-NP in mol; E: Extinktion; e: molarer Extinktionskoeffizient in
mol~! - em™!; d: Schichtdicke; V: Volumen der Messlésung.
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Eingesetzt in Gleichung (1) ergibt sich fiir die Enzymaktivitét:

_ AE
 At-e-d

AP (3)

werden die Konstanten & bei 405 nm in 0,01 M NaOH = 184 mM~! - ¢cm™'; d = 0,15 cm;
V = 50 pl eingesetzt, vereinfacht sich Gleichung (3) zu:

Ap = 8F g mmo
At min

(4)

Die Bildungsgeschwindigkeit % = Bildungsgeschwindigkeit 4-NP wird aus dem linearen Teil
der gemessenen Kinetik mit der Funktion “Steigung” im Computerprogramm EXCEL® berech-

net.

In der grafischen Darstellung der Ergebnisse werden die Enzymaktivitdt und die Induzierbarkeit
gegeniibergestellt. Die Konzentrationen sind logarithmisch dargestellt. Die Losungsmittelkon-

trolle wird eine Grofenordnung unterhalb der kleinsten eingesetzten Konzentration aufgetragen.

Die Berechnung der Dosis—Wirkung Kurven erfolgt mit Computerprogramm Origin®, das mit
dem Levenberg—Marquardt—Algorithmus eine nichtlineare Ausgleichsgerade nach dem Prinzip
der kleinsten Abweichungsquadrate durch die Mefpunkte berechnet. Der sigmoidale Kurven-
verlauf wird mit der Logistic-Funktion beschrieben (DeLean et al., 1978):

A - Ay
y—1+(X£O>p+A2 (5)

mit A;: Minimalwert (Kontrolle); As: Maximalwert (Maximale AP Stimulation); X: Konzen-

tration in mol/l; Xo: EC59 Wert; p: Steigung.

In Abb. 53 ist beispielhaft eine Kurve mit den berechneten Parametern dargestellt.
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600 + A2
£
£ 500+
=
=}
€ 400 1 XO Data: Datal_B
Q Model: Logistic
£
o 300+ Chir2 = 0.12013
z RA2 =0.99928
<
o 200+ Al 52.39836 +0.62521
g A2 575.42781 +20.20307
S 1004 X0 5.0568E-11 +7.8398E-12
E A1 p 1.29478  +0.15733
O ey - . -

1E-10 1E-8 1E-6

Konzentration in mol/L

1E-12

Abb. 53: Rechnerisch erstellte sigmoidale Dosis—Wirkung Kurve und ihre Parameter.

Der ECso-Wert (effective concentration) beschreibt die Konzentration einer Substanz, mit der
50 % des maximalen Effekts erreicht werden. Bei der E2-abhingigen Stimulation der AP-—
Aktivitidt in Ishikawa Zellen, entspricht er der Konzentration mit der 50 % der maximalen,

substanzinduzierten AP—Aktivitat erreicht wird.

Nach der Berechnung der ECso-Werte wird die relative stimulatorische Aktivitdt (RSA) der
endokrin aktiven Substanz (EAS) bezogen auf E2 nach der folgenden Gleichung berechnet:

_ ECs(E2)
RSAMK) = Lo tpas) 10 (6)

5.8 Immunologische Firbung

Losungen

2x CB-Puffer Der Puffer besteht aus NaCl (137 mM), KCI (5 mM), NapgHP Oy (1,1 mM),
KHPOy4 (0,4 mM), MgCly (2 mM), EDTA (2 mM), Pipes (5 mM), Glucose (5,5 mM).
Der pH-Wert ist 6,1.

Triton X-100-Lésung Triton-X-100 (Sigma) wird als 10%ige (w/v) Losung in Wasser einge-

setzt.

Formaldehyd-Fixans Es werden 3,5 g Paraformaldehyd (Merck) in 50 ml Wasser suspendiert
und mit 1 ml NaOH-Losung (1 M) gemischt. Fiir 5 min auf 60 °C erhitzen. Davon 40 ml
mit dem gleichen Volumen 2x CB-Puffer mischen und den pH-Wert auf 6,1 einstellen. Es
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werden 2 ml Triton X-100-Losung zugemischt. Die Losung ist im Kiihlschrank etwa 4 h
haltbar.

Antifade-Losung 100 mg p-Phenylendiamin-dihydrochlorid (Sigma) in 10 ml PBS-Lésung 16-
sen und mit NaHCO3-Losung (0,5 M, pH 9,0 mit NaOH) auf pH 8,0 einstellen. Mit
Glycerin auf 100 ml auffiillen. Sterilfiltrieren und bei —20 °C lichtgeschiitzt aufbewahren.

DAPI-Antifade-L6sung In 10 ml Antifade-Losung werden 10 ul DAPI-Losung (1 mg/ml in
H20) gelost (Konz.: 1 pg/ml). In Portionen & ca. 0,7 ml lichtgeschiitzt bei —20 °C auf-

bewahren.

DAPI-Antifade-Verdiinnung DAPI-Antifade-Losung wird mit Antifade-Lésung 1:50 (v/v)
verdiinnt (Konz.: 0,02 pug/ml). Die Losung wird lichtgeschiitzt bei —20 °C aufbewahrt.

PBS 8,0 Ein Volumenteil 10x PBS-CMF wird in etwa 5 Volumenteilen Wasser aufgenommen.
Der pH-Wert wird auf 8,0 eingestellt und mit Wasser auf 10 Volumenteile aufgefiillt.

Ziegennullserum (GibcoBRL)
BSA-L6sung (1 % (m/v)) Rinderserumalbumin (Serva) wird in PBS 8,0 gelost.

Priméire AntikGrper
Centromer positve Control (,,CREST-Antikoérper”) (DPC Biermann, Bad Nauheim)

Monoclonaler Anti-a-Tubulin-Antikorper aus Maus-Ascitesfliissigkeit (Sigma)

Primirantikérper-Losung Die Primdrantikorper werden mit BSA-Lésung verdiinnt
(CREST: 1:15; Tubulin: 1:500).

Sekundire Antikérper
Polyvalenter Anti-Human-Antikérper der Ziege (Sigma); FITC-konjugiert

Anti-Maus-Antikorper der Ziege (Jackson Immuno Research); CY3-konjugiert

Sekundirantikérper-Losung Die Sekundérantikérper werden mit BSA-Losung verdiinnt
(Anti-Human: 1:200; Anti-Maus: 1:250).

Fixierung der Zellen

Die Objekttriger werden fiir 5 min in Formaldehyd-Fixans gestellt. Anschliefend bis zur Ver-
wendung (mindestens 30 min) in Methanol (—20 °C) gelagert.

96



5 Material und Methoden

Farbung der Zellen

Alle Inkubationsschritte erfolgen in einer feuchten Kammer bei 37 °C.
Die Objekttriger werden dreimal fiir 5 min in PBS 8,0 gewaschen.

Es wird mit 200 pl Ziegenserum (Deckglas) fiir 1 h inkubiert. Die Deckgléser werden entfernt
und die Objekttréger in PBS 8,0 geschwenkt.

Mit 100 pl Primérantikorper-Losung (Deckglas) fiir 1 h inkubieren. Die Deckgléser werden ent-
fernt und die Objekttrager dreimal fiir 5 min in PBS 8,0 gewaschen.

Die OT fiir 1 h mit je 100 ul Sekundérantikorper-Losung (Deckglas) behandeln. Die Objekt-

trager dreimal fiir 5 min in PBS 8,0 gewaschen.
Die Objekttrager werden mit etwa 30 ul DAPI-Antifade-Losung eingedeckt.

Die Markierung ist im Dunkeln mehrere Wochen haltbar.

5.9 Synchronisation von HeLa Zellen

Die Synchronisation von HeLa Zellen erfolgt mit dem Ziel, eine grofe Ausbeute mitotischer
Zellen zu erhalten, die dann zur Isolierung von Chromosomen eingesetzt werden kénnen. Die
Ausbeute mitotischer Zellen nach Inkubation mit Colcemid oder einem anderen Spindelgift
kann nicht durch beliebig lange Inkubationszeiten erhoht werden, da Zellen, die lange in der
Mitose arretiert sind, durch Apoptose absterben. Deshalb ist es angebracht die Zellen an einem
fritheren Stadium des Zellzyklus anzuhalten, bevor sie mit dem Spindelgift inkubiert werden.
Compton (1998) beschreibt, dass die Zellen zum Zeitpunkt der “Ernte” ca. 90 % konfluent sein
sollten, um einen hohen Mitoseindex zu erreichen. Die Synchronisation soll bei etwa 40 % Kon-
fluenz beginnen. Zunéchst werden die Zellen zweimal mit Thymidin am G1-Restriktionspunkt
arretiert, bevor abschliefend mit einem Spindelgift (Colcemid, Nocodazol 0.4.) die Mitose ge-
stort wird (Compton, 1998). Die Zellen werden zweimal am Gl-Restriktionspunkt arretiert,
um den Anteil synchronisierter Zellen zu erhchen, da Zellen, die sich wihrend der ersten Thy-

midinbehandlung in der S-Phase befinden, dort arretiert werden.
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Losungen

Medium fiir HeLa Zellen Kap. 5.3.
PBS 7,4 Kap. 5.3.

Thymidin (200 mM) 96 mg Thymidin (Sigma) werden in 2 ml Wasser gelést und durch sterile
0,22 pm Filter filtriert. Die sterile Losung wird im Kiihlschrank aufbewahrt.

Colcemid (10 pug/ml) gebrauchsfertig (Serva).

Durchfiihrung

Der Ablauf der Synchronisation ist in Abb. 54 dargestellt. Die Thymidin—freie Zwischeninku-
bation muss so lange sein, dass sowohl die Zellen in der S—Phase als auch die durch Thymidin

bereits in der G1-Phase angesammelten Zellen die S-Phase vollstdndig durchlaufen konnen.

"shake-off"
Colcemid
Ausstreuen Thymidin MW Thymidin MW
| | | | | | |
I | L L
2-3 Tage 24 h 8h 12-16h 5h 5h

Abb. 54: Schematischer Ablauf der Synchronisation von HeLa—Zellen

In eine Zellkulturflasche (Grundfifiche 175 cm?) werden 1,5 Mio HeLa Zellen in 20 ml Medium
ausgestreut. Nach 2-3 Tagen wird das Medium entfernt, einmal mit PBS 7.4 gewaschen und
durch 20 ml frisches Medium mit 2 mM Thymidin ersetzt. Nach 24 h wird das Thymidin-haltige
Medium entfernt, die Zellen zweimal mit PBS 7,4 gewaschen und mit Thymidin—freiem Medium
fiir 8 h inkubiert. Danach wird erneut mit 2 mM Thymidin im Medium tiber Nacht (12-16 h) in
der G1-Phase arretiert. Nach einer Zwischeninkubation mit Medium fiir 5 h werden die Zellen
weitere 5 h mit 20 ml Medium, dem 120 pl Colcemid (Endkonzentration 0,06 pg/ml) zugesetzt

werden, inkubiert.

Durch sanftes Schlagen der Zellkulturflasche gegen den Handballen (“shake-off”) werden die
mitotischen Zellen von der Oberfliche der Flasche gelost und zur Chromosomenisolation ein-

gesetzt.
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5.10 Herstellung Polylysin—beschichteteter Objekttriger

Losungen

Ethanol (70 % v/v) 70 ml EtOH (96 %, vergillt) + 30 ml Wasser.

Polylysin Losung (0,5 ml/ml) 10 mg Polylysin (Molekulargewicht > 150 kDa) werden in
20 ml Wasser im Wasserbad bei 30 °C gel6st. Anschlieffend wird die Lésung portioniert
(1 ml) und bei —20 °C aufbewahrt.

Durchfiihrung

Die Objekttrager (OT) werden mit Spiilmittel unter fliefendem Leitungswasser gereinigt und
mit Wasser klargespiilt. Danach werden die OT in einem Coplin—Becher 15 min in 70 % Etha-
nol gestellt und anschliefend an der Luft getrocknet. Die trockenen OT werden mit 80 ul
Polylysin—-Losung bedeckt und bei Raumtemperatur fiir mindestens 1 h in einer feuchten Kam-

mer inkubiert.

Danach werden die Polylysin-beschichteten OT (PL-OT) in einem Coplin-Becher drei Mal
fiir 5 min mit bidest. Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet. Die trockenen PL-OT
werden in einen sterilen trockenen Coplin—Becher gestellt und unter einer UV-Lampe 45 min

sterilisiert.

5.11 Isolation mitotischer Chromosomen nach der Polyamid—Methode

Losungen

Polyamid—Puffer 10x (100 mM Pipes, 20 mM EDTA, 800 mM KCI, 2 mM Spermin, 5 mM
Spermidin, pH 6,8) 3,024 g Pipes; 584 mg EDTA; 5,964 g KCl; 70 mg Spermin und
125 mg Spermidin werden in ca. 50 ml Wasser gelost, mit NaOH auf pH 6,8 eingestellt
und in einem 100 ml Messkolben mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Losung wird
im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

PMSF-Lo6sung (10 mM) 17,4 mg Phenylmethylsulfonyl-fluorid (PMSF) werden in 10 ml Iso-
propanol gelost. Die Losung wird im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Polyamid—Puffer (PA—Puffer) (10 mM Pipes, 2 mM EDTA, 80 mM KCIl, 0,2 mM Sper-
min, 0,5 mM Spermidin, pH 6,8) 5 ml Polyamid—Puffer 10x werden mit 45 ml gemischt
und im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Vor Gebrauch werden 500 ul PMSF-Lésung
(Endkonzentration 0,1 mM) zupipettiert.
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Detergenz—Losung (10 %) 1 g Nonylphenol oder Triton X—100 werden in 9 ml Wasser gelost
und im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Lyse—PA 5 ml PA werden mit 50 ul Detergenz-Losung versetzt (Endkonzentration Detergenz
0,1 %).

PA—Puffer mit 20 % Saccharose 20 g Saccharose werden mit PA—Puffer auf 100 ml aufge-
fiillt und wird bei —20 °C aufbewahrt.

PA—Puffer mit 30 % Saccharose 30 g Saccharose werden mit PA—Puffer auf 100 ml aufge-
fiillt und wird bei —20 °C aufbewahrt.

PA—Puffer mit 40 % Saccharose 40 g Saccharose werden mit PA—Puffer auf 100 ml aufge-
fiillt und wird bei —20 °C autbewahrt.

PA—Puffer mit 50 % Saccharose 50 g Saccharose werden mit PA-Puffer auf 100 ml aufge-
fiillt und wird bei —20 °C aufbewahrt.

PA—Puffer mit 60 % Saccharose 50 g Saccharose werden mit PA—Puffer auf 100 ml aufge-
fiillt und wird bei —20 °C aufbewahrt.

DAPI-Antifade s. Kap 5.8.

5.11.1 Isolation

Die Zellsuspension mit den mitotischen Zellen (Kap. 5.9) wird 5 min bei 500 g abzentrifugiert
und das Zellpellet zwei Mal mit jeweils 10 ml PA gewaschen und zentrifugiert. Danach werden
die Zellen in 10 ml PA fiir 10 min bei 37 °C inkubiert und abzentrifugiert (5 min bei 1500 g,
Raumtemperatur). Zum Zellpellet werden sofort 5 ml eiskalter Lyse-PA zugegeben und mit

einer Nadel (Gauge: 24 G) durch mehrmaliges Aufziehen (15x) in eine Spritze lysiert.

5.11.2 Aufreinigung iiber Saccharose-Dichtegradient

In ein 15 ml Zentrifugenréhrchen werden jeweils 1 ml von jeder Saccarose-Losung mit aufstei-
gendem Saccharose—Gehalt unterschichtet. Der Stufengradient wird auf Eis gekiihlt, die lysierte
Chromosomensuspension vorsichtig auf die oberste Stufe des Gradienten gelegt und fiir 1 h bei
1500 g und 4 °C zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation werden die einzelnen Stufen vorsichtig mit einer Glas—Pasteurpipette

aufgezogen. Von jeder Fraktion werden 20 pl auf Polylysin—beschichtete Objekttrager (Kap. 5.10)
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fiir 15 min bei 3000 g und 4 °C aufzentrifugiert, fixiert (Kap. 5.8), mit 20 ul DAPI-Antifade

eingedeckt und fluoreszensmikroskopisch betrachtet.

5.12 Tubulinpriparation

Die Isolierung von Tubulin aus schlachtfrischem Rinderhirn basiert auf der Methode von Shelan-
ski et al. (1973). Mikrotubulin-Protein (MTP) wird durch zwei Zyklen von Polymerisation und
Depolymerisation mit anschliefender Ultrazentrifugation von anderen Zellbestandteilen abge-
trennt. MTP polymerisiert im zellfreien System in Gegenwart von 0,5 mM Mg?*Tonen und
1 mM GTP bei 37 °C, 4 M Glycerin in der Losung erhéhen die Ausbeute der Polymerisation.
Unter Eiskiihlung depolymerisieren die gebildeten Mikrotubuli in ihre Tubulin—Dimere.

In der anschliefsenden Sdulenchromatographie werden die Mikrotubuli-assoziierten Proteine
(MAP) von MTP abgetrennt. Die Abtrennung der MAP erfolgt mit dem Kationentauscher
Phosphocellulose (PC). Die alkalischen MAP binden an die PC wéhrend die sauren Tubulin-

Dimere fast unretardiert eluieren.

5.12.1 Priparation von Mikrotubuli-Protein (MTP) aus Rinderhirn
Losungen

Die angegebenen Mengen reichen fiir eine Tubulinpraparation aus drei schlachtfrischen Rinder-

hirnen aus.

REA-Puffer 10x (pH 6,4) MES (100 mM); EGTA (1 mM) und MgCly (0,5 mM) werden in
200 ml Wasser geldst, der pH mit konz. NaOH auf pH 6,4 eingestellt und mit Wasser auf
1000 ml aufgefiillt.

REA—Puffer (100 mM MES, 1 mM EGTA, 0,5 mM MgCly, pH 6,4) 500 ml REA-Puffer 10x
wird mit Wasser auf 5 1 aufgefiillt.

REA 4M (pH 6,4) 100 ml REA 10x und 386 g Glycerin (wasserfrei) werden mit Wasser auf
1000 ml aufgefiillt.

REA 8M (pH 6,4) 25 ml REA 10x und 184 g Glycerin (wasserfrei) werden mit Wasser auf
250 ml aufgefiillt.

GTP Nay-Guanosin-5 -triphosphat - 3 HaoO (Serva).

Fliissiger Stickstoff
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Durchfiihrung

Alle Lésungen und Rotoren werden 24 h vor Beginn der MTP-Priparation im Kiihlschrank
auf 4 °C gekiihlt. Eine Ubersicht der MTP-Préparation ist in Abb. 55 zu sehen.

Rinderhirn
i 1. 100009
4°C 2. 100 000 g Pellet Uberstand
w @
=
< o Lmy > ———— 2. Zyklus
N || ¢ 100000 g U 100 000 g
= 37°C| 30°C 4°C ] acc
Pellet Uberstand
: [ ﬁ
X 1mMm
> MTP
N || 6TP 1000009 U 100 000 g
o 37° 30 °C 4°C 4°C
Polymerisation Depolymerisation

Abb. 55: Schematische Darstellung der MTP-Praparation

Fiir eine Priaparation werden drei schlachtfrischen Rinderhirne (nicht langer als 2 h post mor-
tem) mit einem Gesamtgewicht von 700 bis 800 g verwendet. Das schlachtwarme Material wird

eisgekiihlt ins Labor transportiert.

Aufarbeitung des Rinderhirns

Im Labor werden die Hirne unter stindiger Eiskiihlung mit einer Pinzette vorsichtig von der
Hirnhaut und anhingenden Blutgefifien befreit. Die verbleibende Masse wird zweimal mit

eiskaltem REA-Puffer gewaschen und gewogen.

Portionen von etwa 200 g Hirn werden in zirka 150 ml eiskaltem REA 4M (70 ml Puffer
pro 100 g Hirn) mit einer Schere grob zerkleinert und anschlieffend mit dem Piirrierstab unter
Eiskiihlung homogenisiert. In einer Zentrifuge wird das Homogenat 30 min bei 4 °C und 10 000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abdenkantiert und in einer Ultrazentrifuge (UZ)
60 min bei 4 °C und 100 000 g zentrifugiert. Diese Losung wird dem ersten Polymerisations—/
Depolymerisationszyklus (Abb. 55) unterworfen.
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Erster Polymerisations—/Depolymerisationszyklus

Vom Uberstand wird das Volumen bestimmt (ca. 350 ml) und GTP bis zu einer Endkonzen-
tration von etwa 1 mM (ca. 200 mg) zugegeben, und die Losung im Wasserbad bei 37 °C fiir
30 min inkubiert. Die Bildung der Mikrotubuli ist an der zunehmenden Triibung der Ldsung
zu erkennen. Zwischenzeitlich werden Rotor und UZ auf 30 °C temperiert. Nach Ablauf der

Inkbationszeit werden die Mikrotubuli in der UZ abzentrifugiert.

Der Uberstand wird verworfen, das Pellet zweimal mit 30 °C warmem REA-Puffer gewaschen
und in 80 ml eiskaltem REA—Puffer suspendiert. Damit das Pellet sich auflost wird sanft unter
Eiskiihlung gepottert und anschlieffend 30 min auf Eis depolymerisiert. Wahrenddessen wer-
den Rotor und UZ auf 4 °C gekiihlt. Im Anschlufs daran werden die nichtdepolymerisierten
Bestandteile bei 60 min bei 30 °C und 100 000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wird in den
zweiten Zyklus eingesetzt, kann aber gegebenfalls iiber Nacht bei —20 °C gelagert werden.

Zweiter Polymerisations—/Depolymerisationszyklus

Vom Uberstand wird das Volumen bestimmt (ca. 80 ml), mit gleichem Volumen REA 8M
ergidnzt und GTP bis zu einer Endkonzentration von 1 mM (ca. 90 mg) zugegeben. Die Poly-

merisation und Zentrifugation erfolgt wie im ersten Zyklus beschrieben.

Der Uberstand wird verworfen, das Pellet mit zweimal mit warmem REA-Puffer gewaschen
und in 20 ml kaltem REA-Puffer suspendiert, wie im ersten Zyklus beschrieben. Nach 30 min
Depolymerisation auf Eis wird der nichtpolymerisierte Anteil wie im ersten Zyklus beschrieben

abzentrifugiert.

Der MTP-haltige Uberstand (20-25 ml) wird gesammelt, durchmischt und in Kryorghrchen
portioniert (1 ml). Die Lagerung der MTP erfolgt in in fliissigem Stickstoff. Die Proteinbe-
stimmung erfolgt mit der Methode nach Bradford (Kap. 5.12.3). Die Reinheitskontrolle erfolgt
mittels Gelelektrophorese Kap. 5.12.4).

5.12.2 Aufreinigung der Mikrotubuli-Proteine {iber Phosphocellulose

Losungen

REA-Puffer 10x (pH 6,4) (s. Kapitel 5.12.1)

Sdulenpuffer I 100 ml REA-Puffer 10x werden mit 309 mg Dithiothreitol (2 mM) versetzt
und mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt (pH 6,4).
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Sdulenpuffer IT 25 ml REA-Puffer 10x werden mit 77 mg Dithiothreitol (2 mM) und 11 g
NaCl (0,75 M) versetzt und mit Wasser auf 250 ml aufgefiillt (pH 6,4).

MgSO,—Lésung (100 mM) werden in REA-Puffer (pH 6,4) (s. Kapitel 5.12.1) gelost.
GTP Nay-Guanosin-5 "-triphosphat - 3 HyO

P—-23 Servacel

Durchfiihrung

Alle Losungen kommen eisgekiihlt zum Einsatz, die Glassdule muss auf 4 °C gekiihlt werden.

15-20 g Phosphocellulose (PC) P-23 werden nach Angaben des Herstellers mit HCl und NaOH
gewaschen und in einem Becherglas mit 250 ml kaltem Saulenpuffer I resuspendiert. Das Sau-
lenmaterial wird in die gekiihlte Glassdule (2,5 x 45 cm) gefiillt und mit 500 ml S&ulepuffer

equilibriert.

Die MTP-Losung wird auf die Séule gegeben und mit Saulenpuffer I eluiert (Fliefsgeschwin-
digkeit 20 ml/h). Das Eluat wird in Fraktionen von 2-3 ml gesammelt und der Proteingehalt
mit der Methode nach Bradford (Kap. 5.12.3) bestimmt. Tubulin ist in der ersten Protein-
fraktion enthalten, weil es unretardiert eluiert. Fraktionen mit einem Proteingehalt grofer als
0,5 mg/ml werden gesammelt, durchmischt und mit MgSO4—Loésung auf 1 mM Endkonzentrati-
on gebracht. Das erhaltene PC-Tubulin wird nach Proteinbestimmung und Reinheitskontrolle

iiber Gelelekrophorese (Kap. 5.12.4) in fliissigem Stickstoff gelagert.

Die auf der Saule verbliebenen MAP koénnen mit Sdulenpuffer II eluiert werden. Proteinbestim-

mung, Reinheitskontrolle und Konservierung erfolgt wie bei PC—Tubulin beschrieben.

5.12.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Coomassie-Farbstoff Brilliant—-Blau G250 bindet in saurer Lisung an Proteine. Die da-
durch verursachte Verschiebung des Absorptionsmaximums von 495 nm auf 595 nm erméglicht

die Bestimmung von Proteingehalten (Bradford, 1976).

Losungen

Farbereagenz 10 mg Coomassie Brilliant-Blau G-250 in 5 ml Ethanol 16sen, 10 ml ortho—
Phosphorséaure (85 %) zugeben und mit Wasser auf 100 ml auffiillen, filtrieren.
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BSA-Stammlésung (1 mg/ml w/v) 10 mg Rinderserumalbumin (BSA) in einem Messkolben

mit Wasser auf 100 ml auffiillen.

Durchfiihrung

Von der Proteinlosung werden 100 pl in einem Reaktionsgefdf mit 1 ml Farbereagenz durch-
mischt. Nach 5 min erfolgt die photometrische Bestimmung in Kunststoffkiivetten bei 595 nm.
Die Kalibriergerade wird von 10-150 ug/ml erstellt. Jede Messung wird einer Dreifachbestim-

mung unterworfen. Vorsicht: hoher Blindwert.

5.12.4 SDS—Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Protein Elektrophorese wurde nach dem Prinzip der denaturierenden diskontinuierlichen
SDS—Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) im Tris—HCl/Tris—Glycin Puffer nach Laemm-
i (1970) durchgefiihrt. Hierbei wird durch das anionische Detergenz Natrium-Dodecylsulfat
(SDS) und einem Disulfid-reduzierende Agens eine vollstéindige Entfaltung der Proteine be-
wirkt, verbunden mit einem konstanten Ladung/Masse—Verhiltnis. Dadurch erfolgt die elek-
trophoretische Trennung nach dem Molekulargewicht (Weber und Osborn, 1969). Der Gelauf-
bau als diskontinuierliches System bewirkt mittels Isotachophorese eine Aufkonzentrierung der

Proteinlosung vor der eigentlichen Trennung und verbessert dadurch die Auflésung.

Als Gelstand wurde das vertikale Mini-PROTEAN® II System der Firma BioRad mit einer

Gelgrofte von 60 x 85 x 2 mm fiir das Trenngel und 15 x 85 x 2 mm fiir das Sammelgel verwendet.

Losungen

Probenpuffer (2x), 3,21 g Tris; 2 g SDS; 1,35 ml Eisessig; 10 mg Bromphenolblau; 10 ml
Glycerin; 1 ml 3-Mercapto—1,2-propandiol werden Wasser auf 50 ml aufgefiillt.

Acrylamid Stammlésung (AA, 30 % T, 3 % C) 29,1 g Acrylamid; 0,9 g Bisacrylamid

werden mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Gelpuffer Trenngel (4x, pH 8,8) 18,18 g Tris; 0,4 g SDS werden in etwas Wasser gelost, mit
HCI auf pH 8,8 eingestellt und auf 100 ml aufgefiillt.

Gelpuffer Sammelgel (4x, pH 6,8) 6,06 g Tris; 0,4 g SDS werden in etwas Wasser gelost, mit
HCI auf pH 6,8 eingestellt und auf 100 ml aufgefiillt.

APS Starterlosung 40 % (w/v) 40 mg Ammoniumperoxodisulfat in 100 ul Wasser lésen

(jeweils frisch herstellen).
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TEMED N,N,N’ N'-Tetramethylethylendiamim (Fluka).
Elektrodenpuffer 10x 30,3 g Tris; 10 g SDS werden mit Wasser auf 1 1 Wasser aufgefiillt.
Kathodenpuffer Elektrodenpuffer 10x 1:10 mit Wasser verdiinnen.

Andodenpuffer 14,4 g Glycerin; 100 ml Elektrodenpuffer 10x mit Wasser auf 1000 ml auffiil-

len.
Fixierlosung 40 ml Ethanol + 10 ml Eisessig + 50 ml Wasser.

Férbelosung A 25 mg Coomassie Brillant Blue (R-250, oder G-250) in einer Mischung aus
45 ml Ethanol + 5 ml Wasser 16sen.

Farbelosung B 20 ml Eisessig + 80 ml Wasser.
Entfirbelosung A = Fixierlosung
Entfirbelésung B 20 ml Ethanol + 10 ml Eisessig + 70 ml Wasser.

Glycerinlésung 3 % (w/v) 3 g Glycerin (wasserfrei) + 100 ml Wasser.

Probenvorbereitung

Die Proteinlosung wird mit dem Probenpuffer 141 verdiinnt, so dass ein Proteingehalt von et-
wa 1-2 mg/ml resultiert. Zur vollstdndigen Denaturierung der Proteine wird die Lésung 5 min
im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen ist die Proteinlosung fiir die Elektro-
phorese einsatzbereit, und kann im Kiihlschrank iiber mehrere Wochen aufbewahrt werden. Bei
komplexen Proteinmischungen (MTP-Losung) sollten etwa 100-200 mg Protein, bei weniger

komplexen Mischungen 10-50 mg Protein fiir die PAGE eingesetzt werden.

Elektrophorese

Die Gele werden nach folgendem Schema hergestellt:
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Trenngel (10 % T, 3 % C) Sammelgel (4 % T, 3 % C)
Losung Volumen || Losung Volumen
AABO% T,3%C) 50ml || AAB0% T,3%C) 0,6 ml
Gelpuffer, pH 8,8 3,75 ml || Gelpuffer, pH 6,8 1,25 ml
Wasser 7,5 ml || Wasser 3,15 ml
TEMED 20 pl || TEMED 10 pl
APS-Losung 10 pl || APS-Lésung 10 pl
Gesamtvolumen 15 ml 5 ml

Die PAGE erfolgt bei Raumtemperatur mit konstanter Spannung von 200 V. Die Laufzeit
betrigt etwa 45 min. Fiir schirfere Banden kénnen die Elektrodenpuffer eisgekiihlt eingesetzt

werden.

Fixierung und Firbung

Die Féarbung der Gele erfolgt bei Raumtemperatur nach folgendem Schema:

Schritt Lésung Zeit
Fixierung 100 ml Fixierlosung 30 min
Farbung 50 ml Férbelosung A

+ 50 ml Farbelosung B 10 min
Entfarbung I  Entférbelosung A 5 min

Entférbung 11
Waschen

Entférbelosung B solange notwendig

Wasser mehrmals 5 min, oder iiber Nacht

Bevor das Gel im Geltrockner zur Archivierung auf Filterpapier getrocknet wird, muss das Gel
fiir 20 min in eine 3 %ige Glycerinlosung gelegt werden. Danach wird das Gel im Geltrockner

fiir 2 h auf Filterpapier getrocknet.

5.13 Zellfreie Tubulinpolymerisation

Tubulin polymerisiert im zellfreien System bei 37 °C in Gegenwart von 1 mM GTP und 1 mM
Mg?*-Tonen. MTP (Kap. 5.12.1) polymerisiert bei geringeren Konzentrationen als PC-Tubulin
(Kap. 5.12.2), weil die MAP die Polymerisation begiinstigen und die Mikrotubuli stabilisieren.
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Losungen

REA-Puffer Kap. 5.12.1

GTP-L6sung (25 mM) 3 mg Nag-Guanosin-5 “-triphosphat - 3 HoO werden in 200 ul Wasser

gelost. Die Losung immer frisch ansetzen.

5.13.1 Polymerisation in Reaktionsgefifien

In einem Reaktionsgefaf (V = 1,5 ml) werden die MTP (Endkonzentration 10 M) oder PC—
Tubulin in 480 ul REA—Puffer vorgelegt. Soll mit Substanz inkubiert werden, wird diese in 5 pul
DMSO (Endkonzentration 1 % DMSO) in den Ansatz eingebracht. Bei 37 °C wird fiir 20 min
vorinkubiert, dann die Polymerisation durch Zugabe von 20 ul GTP-Losung (Endkonzentration
1 mM) gestartet.

Die polymerisationsbedingte Triibungszunahme kann photometrisch bei 350 nm verfolgt wer-
den, dazu wird die Polymerisation in Quarzkiivetten und in einem beheizbaren Photometer
durchgefiihrt (Gaskin, 1982).

Die gebildeten Mikrotubuli kénnen nach Zentrifugation fiir 15 min bei 3000 g und 37 °C auf
PL-OT (Kap. 5.10) und anschliefender Fixierung und Immunofarbung (Kap. 5.8) fluoreszens-

mikroskopisch betrachtet werden.

5.13.2 Polymerisation auf Polylysin—beschichteten Objekttriger

In einem Reaktionsgefaf (V = 1,5 ml) werden die MTP (Endkonzentration 10 uM) oder PC—
Tubulin in 480 pl REA-Puffer vorgelegt. Soll mit Substanz inkubiert werden, wird diese in 5 ul
DMSO (Endkonzentration 1 % DMSO) in den Ansatz eingebracht und bei 37 °C fiir 20 min
vorinkubiert und danach auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Polymerisation durch Zugabe
von 20 pul GTP-Losung (Endkonzentration 1 mM) gestartet. Sofort nach der GTP-Zugabe
werden jeweils 100 pl aus dem Polymerisationsansatz auf zwei PL-OT (Kap. 5.10) pipettiert,

mit einem Deckglas bedeckt und bei 37 °C in einer feuchten Kammer 30 min inkubiert.

Die Mikrotubuli konnen nach Fixierung und Immunofiarbung (Kap. 5.8) fluoreszensmikrosko-

pisch ausgewertet werden.

5.13.3 Kinetochor—Funktions Assay

Damit das Tubulin an den Kinetochoren anpolymerisiert, muss die PC-Tubulin Endkonzen-

tration unterhalb der kritischen Kontrolle liegen. Das heisst, dass unter nicht-stabilisierenden
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Bedingungen (Kinetochore, Taxol) keine Polymerisation stattfindet (Mitchison und Kirschner,
1985).

In einem 1,5 ml Reaktionsgefiff werden PC-Tubulin und 10 gl mitotische Chromosomen in
240 pl REA-Puffer vorgelegt und fiir 15 min bei 37 °C vorinkubiert. Die Polymerisation wird
nach Zugabe von 10 pl GTP-Losung (Endkonzentration 1 mM) gestartet (nach Mitchison und
Kirschner (1985)).

Die Bildung von Mikrotubuli kann nach Zentrifugation fiir 15 min bei 3000 g und 37 °C auf
PL-OT (Kap. 5.10) und anschliefender Fixierung und Immunofiarbung (Kap. 5.8) fluoreszens-

mikroskopisch iiberpriift werden.
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Abb. 56: Vergleich der Zellzahlen nach Inkubation von Ishikawa Zellen mit 1 nM E2 oder
0,1 % DMSO in Mikrotiterplatten. Jede Zeile steht fiir einen unabhéngigen Versuch,
die linke Spalte zeigt die Entwicklung der Lebendzellzahl fiir 10 000, die mittlere fiir
20 000 und die rechte fiir 30 000 Zellen. Die helleren Balken in jedem Diagramm ste-
hen fiir die Zellzahlen nach Inkubation mit DMSO, die dunkleren fiir die Inkubation
mit 1 nM E2.x

120



Anhang

69°0 08S0T  G8S9L | 6ETIT 61666 8z'0  SIES  9CFFL | 0cLF  LT0€9 | 09TIE Cl
99°0  9z€C 29189 | 6ITF  S0S99 €c’0 FETC  699.9 | 9¢68  ¥60TL 90TT1% CI
2e'0  €8Ly  TSITL | T6FF  0LTl9 PG00 L86C  9L099 | €98C  9LFF9 | ¥8G6T Cl
0T'0  LgSe  TL9T19 | T6TT  TESLS €e’0 LGLC 9008F | ¢961¢ 18229 | ¥990T CI
60°0 TESOT  6S.29 | 8.F9  18T9G 9¢'0 8868  L£€TS | T9TF  6TcLS | 09£9% a
9z'0  G6S6  2C099 | 9TTZ  TLS6G «10°0 08T  FF199 | GG9&  TTT6S | 00F.LT a
ZF'0  T99ET  FCET9 | SFIS  688SG I'0  9¢¢F  CPL¥9 | SOTF  L068C | 89981 a
ce'0  08¢6 L9289 | €90¢  TFLE9 || «100°0 > TPGE  LTS09 | TELT  LE80C | TSSHT a
070 189z  GICEL | PSPGT  6SSL9 080  668F  TOTTF | $08E  2E8LE | 9£€0T a
xC0°0  668¢  ©90€9 | T6ET  CFS9¢ G0  €€8¢  LGJ8L | 68GE  CLT6L 0¥<0€ )
cT'0  €T19  0660L | €S8  STFT9 ¢y'0  8FE9  CG0T06 | FLIZT  GTSP8 | 00F1C )
2e'0 806TT  LEF99 | SIS CT8SS 02'0 0TFF 09618 668 CRTS8 | 09ETC D
60 8689T  LFSEL | 86SF  06L€9 «60°0  T98E  TLTVL | S09Z  008L9 | 0T99T )
«€0°0  OFPIG  2SH99 | 9%0€  TTLLS «10°0 €61  L2LIS | 081  OFSSy radnl )
«10°0  0L0€ 86189 | TLTF  €98¢¢ 0T'0 9ST8  TEOTL | 9TcL  €8G09 | 0S¥LT qa
ce’0 €L99 €099 | €0TS  €FL09 IT'0  0SLL  €CT0L | LS€€ 1129 | 0TEhe q
90°0 8TSE  G8989 | L0SF  0S9T9 9¢'0  98FL  8€S69 | 60FF  €€2S9 | TI96T qa
Z8°0  6.8F  GC6S9 | TG8F  0SL99 9T°0  ¥€0F €209 | ¥CLc  TSTF9 | SLLVIT a
€L0  LTeF  8€E99 | 0GTE  8TEL9 ¢z'0 GT6eT  8TSF9 | FOSL  TT0SS | 9T90T qa
80 GG8¢  GESGL | GLSS  TIGLL «10°0  6I6E  FEPIL | FEST  9ETF9 | 0088% v
6.°0 TE89  LIGLL | 889T  ZFSIL ¢c’0  60%F  PoTllL | L86T 6099 | 0861% v
780  FT0S  OTSPL | L€g€  OFFGL c0'0  F6EE 90869 | 888¢  FTLF9 | SPCST v
ce0  OFSL  TLFRL | S€T9  LEL6L 080  €P6L  9PLE9 | €EELL  T8T6S | 06TFI v
8T°0 6029  GSPSL | 9LLT  08S0L 0T'0 899¢  FE6IS | 6F7€E  FITL¥ 80£6 Y
d gs T(uexpz | ds  [ueAegz d as [uezpz | ds  [URZRZ | [qez[e7 | youswop
i i) OSINd U 2L it IS OSINd U 8F 0="1

"9, GG NBIATUZURNYIUSIG JUeJIUSIS PoTyIsIoqt ) ¢, ‘1s9]—1 JeyypIuleypsiqep ‘d (Sunypoemgeprep
-ue)g ‘S ‘uepunyg gL pun gy Iy g INU T pun OSINA % 10 YW UOHeqnyu] Uoeu US[eZ[[2ZPUa|a] Iop YDI[SIOA LT S[[AqEL

121



Anhang

«¢00°0  €£0°0  €18°0 | 6S0°0 8060 «10°0  TPO'0  69T°T | L80°0 T60°T | 09TIE Cl
«¢0'0  GE0'0  TS80 | FFO'0  806°0 IT°0 8S0°0 LOT'T | 280°0 TIO‘T | 90TIC cl
«100°0 > 690°0 T¥L°0 | #¥0°0 T1.8°0 ¢80 8E0°0 T90°T | €L0°0 9L0°T | ¥8S6T Cl
«¢00°0  T80°0 LGL°0 | L60°0 ¥88°0 || «I00°0 > TTI0'0 8260 | 6S0°0 LE8°0 | ¥990T cl
€10 TF0'0  FFLO | TIO0  LTILO «€0°0  LEO'0 TI6'0 | 8€0°0 ©S8'0 | 09£9% a
€1'0 1200 ¥9.°0 | 6T0°0 STL0 L9°0 920°0 TT6°0 | LFO'0 968°0 | 00F.T a
820 T¥0'0 0£8°0 | ¢EO'0  68L°0 €2°0 €T0°'0 8T6°0 | 9¥0°0 998°0 | 8998T a
¢z'0 6200 T06°0 | 0S0°0 980 970 0800 F¥6'0 | C90°0 €€6°0 | TCSHT a
¢80 ST0'0 S96°0 | TL00  ¥S6°0 8Z'T 9£0°0 8.L8°0 | €50°'0 1¢8'0 | 9£€0T a
880 L90°0 089°0 | TL0°0 00L0 CI'0  L¥V0'0  €F0°T | 980°0 6IT'T | 0FS0E D
€.0 0200 T6S°0 | 950°0 F09°0 80°0 0S0°0 TS6°0 | LL0°0 S90°T | 00¥%1C D
1€0 ¥20°'0 86S°0 | 0E0°0  ¥¥9°0 L0°0 9€0°0 6660 | 960°0 90T°T | 09€1C D
CI'0 000 299°0 | 8S0°0 00,0 ce'0 TE€0°0  9€0°T | 0S0°0  090°T | 0T99T D
8¢‘0 8G0°0 T8L0 | €90°0 LES0 ¥€'0 SF0°0 6060 | ¢T0'0 6060 | SHIT o)
60°0 TG00 8FL0 | 2¢Z0'0  669°0 8Z'0 LS00 L60°T | 60T°'0 €90°T | 0S¥LE q
Ze'0 TG00 ¥69°0 | €200 €C9°0 99°0  8S0°0 866°0 | 8€0°0  900°T | 0ZEFT d
€9°0  6F0°0 T0L0 | T9O'0 ¥.9°0 0 €20°0 CTO'T | 6F0°0 STO'T | TI96T q
8.0 ¥E0'0 TFL0 | LFO'0 8TL0 8¢'0 TG00 €E0°T | GL0°0 2O0'T | SLLFT d
C6'0 6S0°0 €€8°0 | €80°0 0TS0 || xT0O0'0 > GO0 T66°0 | €50°0 888°0 | 9T90T |
€8°0 6F0°0 FLL0 | OFO'0 ¥08°0 12°0  6S0°0 G880 | €F0°0 €960 | 0088% v
€8°0 GS0°0 EFL0 | 980°0 6SL0 09°0 ¥E0'0 TFS0 | TEO'0 0980 | 0861% Vv
98°0 €L0°0 TPL0 | S60°0 €8L°0 06°0 0S0°0 1Z8'0 | LFO'0 TI8'0 | 8FSST v
9.0 090°0 0LL0 | #S0°0  €LL°0 0€°0 980°0 €9.°0 | LEO'D €EL0 | 06TFI Vv
180 160°0 L28°0 | 2L0°0  098°0 2g'0 2900 TRL'0 | ¥F0'0  889°0 | 80£6 A
d ags wg | as xd d gs =g | @S Xd | [qeZRZ | wonssop
¢d 1 TL OSINA Y gL ¢ U 8¥ OSINA Y8y | 0=1

"0/, G NBIATUZURYTUSIG (JUR{YIUSIS PAIYISIDI() “y (1S9 —1 ey ypIuLypsIiyep) ‘d (Bunyplemqepiepur)§ ‘JS
WSPUNYG 7L PUN 8F I ZH INU T PUn OSINA % T°0 YW UONRNNU YDRU USUONUNXY URZeUIO T, LN 19P [W[3IA 8T S[PqeL

122



Anhang

«100°0 > 180°0 988°0 | LS00 SCT'T 970 6¢c0T  TL6FL | SPIC  6F8IL 09TT¢E cl
«100°0 > L80°0 806'0 | LS00 €O0T'T ee'0 LTy S1TL9 | T669  9LE69 9011¢ Cl
«100°0 > €L0°0 €T8'0 | €20°0 080T IT'0  069%  L¥689 | GGLZ  9.T99 78G6T cl

«G'0  6S0°0 628°0 | 6S0°0 6880 ¥9°0  T0I€  ¢096S | 6I9LT  €9T9S 7990T Cl
«100°0 > €00 TEL0 | LFO'0 880 «F0°'0  TESOT  6GLZ9 | 0669  SLLFS 09£9% a
«100°0 > ¥€0°0 T¥L'0 | LEO'0 F06°0 ¢y'0  T1€eL  T96T9 | 99¢F  €£8929 007.¢ a
«100°0 > TF0°0 608°0 | LF0'0 1680 880 9.T0T  T2I6S | C96F  ¥T8IH 8998T a
«800°0 FF0'0 88'0 | 6V0°0 8€6°0 «100°0 9669  ¥CT99 | L8LG  789SS s a
«100°0 > 2S00 6S6°0 | €50°0 0S8°0 | xT00°0 > 7888  GEFOL | 68IF  LI9F6E 9¢e0T a
«100°0 > 990°0 069°0 | 220°0 T80T | «T00°0 > F¥IFF  F086S | GEFE  9T06.L 0¥S0€ )
«100°0 > 620°0 L6S°0 | 980°0 800°T | %«I00°0 > 1928  L0L99 | 0.6  GIELS 00712 )
«100°0 > GE€0°0 T29°0 | 680°0 TSO'T | «T00'0 > €2TIOT  T€929 | 6IPE  TLGES 09€1¢ D
«100°0 > €C0°0 8L9°0 | V0’0 8¥0'T €8°0 €99¢T 61889 | 2I9F  9£01L 01991 )
«100°0 > 990°0 608°0 | TE0'0 606°0 | xT00°0 > 6809  L180T9 | TVLE  T8.LSV 8THTT )
«100°0 > T190°0 L¥L'0 | G80°0 080T IF'0  S0€9 <2809 | 9906  T6LS9 08¢ d
«100°0 > TOT'0 02L0 | LFO'0 200°'T Z9°0  S66C 88879 | TTL69  T8T99 02EFT q
«100°0 > 660°0 9€L°0 | 8¥0°0 LI0'T ¢80 LIPS 891S9 | 9€19  98€L9 z1961 d
«100°0 > 960°0 ¥8L0 | €90°0 8TI0°T 20°0  GTSF  €C€99 | 0TS¢  TTETH 8LLVT S|
«100°0 > 280°0 098°0 | 690°0 0¥6°0 G0‘0 28SE¢  €€899 | 8TOTT  69.6S 91901 d
«100°0 > CF0°0 68L°0 | T90°0 616°0 | «I00°0 > T9SF  8¥S8L | CLLF  G8LLO 00882 Vv
«100°0 > 690°0 0SL0 | 2€0°0 TS8O «G00°'0  6T9%  0€0LL | 986&  9T¥69 0861¢ Vv
«70°0  ¥80°0 T9L'0 | LFO'0 6180 «600°0 089S  CL6FL | SEIF  ©90.9 81781 Vv

70 ¥S0°0  TAL0 | G90°0 8FL0 | xT00°0 > 9669  SOTLL | €919  GIGT9 062¥1T Vv
«100°0 > 6.0°0 698°0 | 090°0 FTL'0 | «T00°0 > 996F  LI0EL | TEIF  6FS6¥ 80€6 Vv

d as w4 | as w4 d ds ez | dS  IYRZRZ | [URZpez | yensiep
q gL 7 8¥ q gL 7 8¥ 0=1

"0 GG NRIATUZURNYIUSIG JURYIUSIS POTYISIONU() ‘. 1S9T—) JoyyodIuIeydsigepy ‘d (Sunyoromqe
-prepue)g ‘(IS "UONRYNNU] USPUNIG g/ PUN QF [ORU UOIINUNXH URZRULIOI—T, [N PUN US[YRZ[[OZPUD(T IOP YOIO[3I0A :6T °[[PqelL

123



Anhang

Tabelle 20: Enzymaktivitdt der AP nach 48 h und 72 h Inkubation mit DMSO (AP DMSO)
und 1 nM E2 (AP E2) im Vergleich zur Lebendzellzahl (Zz). Die Enzymaktivitit
(AP) wurde als Bildung 4-NP in pmol/min berechnet.

48 h Inkubation 72 h Inkubation
Versuch | ausg. Zz | Zz | APDMSO | APE2 | Zz | AP DMSO | AP E2
A 9308 | 49279 35,4 375 | 71529 33,6 96
A 14290 | 63237 40,8 645 | 77105 48,1 91
A 18548 | 65980 49.7 698 | 73363 52,1 85
A 21980 | 68237 54,4 612 | 76545 57,3 72
A 28800 | 67785 62,2 472 | 78548 56,1 57
B 10616 | 59769 25,8 319 | 66833 42.1 106
B 14778 | 62312 37,5 529 | 66353 48 4 108
B 19612 | 67386 46,2 548 | 65186 54,3 99
B 24320 | 66182 53,7 551 | 62888 51,4 93
B 27480 | 65792 55,8 475 | 60825 54,3 85
C 11428 | 48784 33,8 381 | 60533 44.6 149
C 16610 | 71036 49,0 655 | 63519 55,0 151
C 21360 | 84657 60,1 726 | 59453 61,3 164
C 21400 | 85355 51,1 716 | 66707 62,0 142
C 30540 | 79016 60,3 636 | 58553 75,3 147
D 10336 | 39322 17,1 194 | 68185 35,7 106
D 14552 | 55252 28.6 326 | 65979 41,6 118
D 18668 | 61842 37,1 379 | 58879 46,3 127
D 27400 | 63842 40,8 393 | 58469 46,6 103
D 26360 | 56676 41,5 283 | 60395 47,3 57
E 10664 | 44056 16,1 320 | 59602 19,1 115
E 19584 | 65276 36,3 653 | 68947 41,5 143
E 21106 | 66526 374 739 | 67215 42,3 153
E 31160 | 71849 48.6 720 | 70127 44 4 113
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Abb. 57: Einzeldarstellung der Versuche zur Bestimmung der Lebendzellzahl und Enzymak-
tivitat in Abhéngigkeit der ausgestreuten Zellzahl zu unterschiedlichen Inkubations-
zeiten. Die AP-Aktivitit wurde als Bildung 4-NP in pmol/min pro Kavitit berech-
net, als Punkte mit Fehlerbalken dargestellt und bezieht sich auf die linke Achse.
Die Lebendzellzahl ist als Sdule dargestellt und bezieht sich auf die rechte Achse.
(Fortsetzung néchste Seite)
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Bildung 4-NP in pmol/min

Bildung 4-NP in pmol/min
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Abb. 58: Fortsetzung Abb. 57
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Bildung 4-NP in pmol/min Bildung 4-NP in pmol/min Bildung 4-NP in pmol/min

Bildung 4-NP in pmol/min

Abb. 59:
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Einzeldarstellung der Versuche zur Bestimmung der Lebendzellzahl und Enzymak-
tivitat in Abh#ngigkeit der ausgestreuten Zellzahl zu unterschiedlichen Inkubati-
onszeiten, nach Vorinkubation der Zellen mit estrogenfreiem Medium 24 h vor dem
Ausstreuen. Die AP-Aktivitat wurde als Bildung 4-NP in pmol/min pro Kavitit
berechnet, als Punkte mit Fehlerbalken dargestellt und bezieht sich auf die linke
Achse. Die Lebendzellzahl ist als Saule dargestellt und bezieht sich auf die rechte

Achse.

127

ausgestreute Zellzahl, Versuch D

Lebendzellzahl pro Kavitat = 1000 Lebendzellzahl pro Kavitat « 1000 Lebendzellzahl pro Kavitat * 1000

Lebendzellzahl pro Kavitat * 1000



Anhang

128



Veroffentlichungen aus dieser Arbeit

e H.L. Esch, E. Pfeiffer, M. Metzler: Estrogenic and antiestrogenic properties of bisphenol A
and related bisphenols in Ishikawa Cells. 42. Annual Meeting of the Society of Toxicology,
9.-13. March 2003 in Salt Lake City/Utah. Fundamental and Applied Toxicology — The
Toxicologist 72 (S-1), 654 (2003).

o E. Pfeiffer, H.LL. Esch, S. Héhle, A.M. Solyom, B.N. Timmermann, M. Metzler: In vitro
studies on the estrogenic activity and the metabolism of curcumin. Symposium of the
DFG Senate Commission on Food Safety of Functional Food: Safety Aspects, Karlsru-
he, Germany, 5.—7. May 2002. Abstract: Eisenbrand et al. (eds), Functional food: safety
aspects, Deutsche Forschungsgemeinschaft, Viley-VCH Verlag, Weinheim, im Druck.

e E. Pfeiffer, H.IL. Esch, S. Hohle, M. Metzler, A.M. Solyom, B.N. Timmermann: Chemical
stability of curcuminoids and their estrogenic activity in Ishikawa cells. 41. Annual Mee-

ting of the Society of Toxicology 9.—13. March 2002. Fundamental and Applied Toxicology,
The Toxicologist 66 (S—1), LB112 (2002).

e H.L. Esch, I. Newill, E. Pfeiffer, M. Metzler: Estrogenic activity assessment fo xenoestro-
gens based on the stimulation of alkaline phosphatase in Ishikawa cells. 43. Friihjahrs-
tagung der Deutschen Gesellschaft fiir experimentelle und klinische Pharmakologie und
Toxikologie, 12.-14. Mérz in Mainz. Naunyn-Schmiedeberg ‘s Archives of Pharmacology
365 (Suppl. 1), R 155 (2002)

e H.L. Esch, I. Newill, E. Pfeiffer, M. Metzler: Estrogenic activity assessment of xenoestro-
gens based on stimulation of alkaline phosphatase in Ishikawa cells. 9. Gordon Gordon

Research Conference on Hormonal Carcinogenesis, Meriden, USA, 8.-13. Juli 2001.

e H. Esch, I. Newill, E. Pfeiffer, M. Metzler: Estrogen—abhingige Expression von alkali-
scher Phosphatase in Ishikawa Zellen. Jahrestagung des Regionalverbandes Siidwest der
Lebensmittelchemischen Gesellschaft, Kaiserslautern, 2.-3. April 2001. Lebensmittelche-
mie 55 (2001)

e H. Esch, E. Pfeiffer, M. Metzler: Die Mitosespindel als Angriffsort fiir die aneuploidogene
Wirkung von 175-Estradiol in kultivierten S&ugerzellen. Jahrestagung des Regionalver-
bandes Siidwest der Lebensmittelchemischen Gesellschaft, Karlsruhe, 3.—4. April 2000.
Lebensmittelchemie 54 (2000)






Lebenslauf

Name Harald Lothar Esch
Geburtsdatum 18. Juli 1971
Geburtsort Karlsruhe

Staatsangehorigkeit deutsch

Schulausbildung

1977-1981 Grund- und Hauptschule Grétzingen (Karlsruhe)
1981-1987 Friedrich—Realschule Karlsruhe, Abschluss: Mittlere Reife
1987-1990 Ausbildung zum Chemielaboranten an der LUFA Augustenberg, Karlsruhe

1990-1992 Technische Oberschule (Oberstufe der Berufsoberschule) an der Carl-Engler—Schule,
Abschluss: Fachgebundene Hochschulreife

Wehrdienst
1992-1993 Ersatzdienst in der evangelischen Diakonissenanstalt (Karlsruhe)
Hochschulausbildung

Oktober 1993-November 1997 Studium der Lebensmittelchemie an der Universitat Karls-

ruhe
24. Oktober 1995 Staatliche Vorpriifung
Mai-Juni 1997 Wissenschaftliche Abschlussarbeit
November 1997 1. Staatsexamen

Januar-Juli 1998 Wissenschaftliche Forschungsarbeit an der Universitdt Santiago de Com-
postela, Institut fiir Analytische Chemie, Erndhrung und Bromatologie, AK Prof. Dr. P.

Bermejo Barrera

Seit 1. November 1998 Wissenschaftlicher Angestellter an der Universitit Karlsruhe (TH),
Fakultéit fiir Chemie, Institut fiir Lebensmittelchemie und Toxikologie, AK Prof. Dr. M.
Metzler



