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1 Einleitung 
 

Die in den vergangenen Jahrzehnten beobachteten Veränderungen der Population 

einiger Wildtierarten durch Exposition mit Xenobiotika, wurde mit Störungen der hor-

monellen Homöostase der betroffenen Spezies in Zusammenhang gebracht. Eine 

der bekanntesten ökotoxikologischen Beobachtungen ist die Abnahme der Alligator-

population im Lake Apopka, Florida USA. 1980 kam es durch einen Chemieunfall zu 

einem hohen Eintrag an 1,1,1-Trichlor-2,2-bis-(p-chlorphenyl)-ethanol (Dicofol) und 

1,1,1-Trichlor-2,2-bis-(p-chlorphenyl)-ethan (DDT). In den folgenden 10 Jahren wurde 

eine drastische Abnahme der Alligatorpopulation beobachtet [Guillette et al., 1994]. 

Bis zu 80% der untersuchten männlichen Alligatoren waren in Folge einer starken 

Reduktion der Penisgröße unfruchtbar. Viele der ausgewachsenen Tiere wiesen 

Merkmale des anderen Geschlechts auf. Zusätzlich dazu waren ca. 75% der unter-

suchten Alligatoreier abgestorben. Im Serum männlicher Alligatoren war der Testos-

teronspiegel deutlich reduziert, der Estrogenspiegel war bei weiblichen Alligatoren 

erhöht [Guillette, 1996]. Bei Untersuchung der Alligatoren stellte man 1,6 – 8,5 mg/kg 

1,1-Dichlor-2-2-bis-(p-chlorphenyl)-ethen (DDE) im Körperfett und 0,013 – 0,17 

mg/kg DDE in der Leber fest. Für den Rückgang der Alligatorpopulation wurde das 

damals schon als schwaches Estrogen bekannte DDT verantwortlich gemacht. Spä-

ter erkannte man zusätzlich noch die starke antiandrogene Aktivität von DDE.  

Weitere ökotoxikologische Beobachtungen sind beispielsweise die Verweiblichung 

von männlichen Fischen in Kläranlagenvorflutern durch Alkylphenole [Nimrod & Ben-

son, 1996], die Vermännlichung von weiblichen, marinen Schnecken durch Tributyl-

zinn [Bryan et al., 1986], die Abnahme der baltischen Seehundpopulation durch Poly-

chlorierte Biphenyle [Helle, 1980] oder die Abnahme der Population verschiedener 

Seevögel durch DDT [Fry et al., 1987].  

Als Ursachen werden eine verringerte Fertilität, ein verändertes Brutverhalten, eine 

verringerte Lebenserwartung der Nachkommen, ein verändertes Sexualverhalten, 

sowie strukturelle Missbildungen der Geschlechtsorgane der Individuen diskutiert. 

Betroffen sind vor allem im Wasser lebende Arten, die ihre gesamte Entwicklung im 

Wasser durchlaufen, in engem Kontakt mit ihrem kontaminierten Lebensraum stehen 

und deren Nahrung hauptsächlich aquatischen Ursprungs ist.  
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In der Literatur hat sich für Verbindungen, die die hormonelle Homöostase exponier-

ter Organismen stören, der Begriff „endokrine Disruptoren“ bzw. „endokrine Modula-

toren“ eingebürgert, der von der „Organization for Economic Cooperation and Deve-

lopment“ (OECD) wie folgt definiert wird: „Ein endokriner Disruptor ist eine Substanz 

oder ein Substanzgemisch, das Funktionen des endokrinen Systems derart verän-

dert, dass daraus schädliche Wirkungen auf die Gesundheit eines unversehrten Or-

ganismus oder dessen Nachkommenschaft resultieren“ [OECD, 1996]. Die Mecha-

nismen für eine Schädigung des hormonellen Systems sind vielfältig. Endokrine Dis-

ruptoren können an Steroidhormonrezeptoren binden und so Veränderungen in der 

Genexpression hervorrufen, die Biosynthese und/oder den Abbau physiologischer 

Hormone verändern, sowie auch Einfluss auf die Bioverfügbarkeit der Hormone neh-

men.  

 

Verbindungen mit potentieller hormoneller bzw. antihormoneller Aktivität werden an-

hand von Strukturbetrachtungen ausgewählt und dann in geeigneten in vitro Testsys-

temen untersucht. Ein Nachteil solcher Testsysteme ist, dass Einflüsse wie Resorpti-

on, Metabolismus, Verteilung und Eliminierung nicht in das Testergebnis einfließen. 

Daraus resultieren z.T. widersprüchliche endokrine Aktivitäten in in vivo und in vitro 

Untersuchungen hinsichtlich ihrer Wirkungsstärke aber auch bezogen auf ihre biolo-

gischen Effekte. In der Literatur sind beispielsweise in vitro Hinweise auf estrogene 

Aktivität einiger Phthalatester wie z.B. Butylbenzylphthalat (BBP, Abbildung 2.7) be-

schrieben [Zacharewski et al., 1998; Harris et al., 1997], die in vivo nicht bestätigt 

wurden [Milligan et al., 1998; Zacharewski et al., 1998]. Diese Diskrepanz liegt an der 

schnellen metabolischen Inaktivierung von BBP hinsichtlich estrogener Aktivität [Har-

ris et al., 1997]. Die metabolische Aktivierung einer Substanz zum Steroidhormonre-

zeptorliganden wurde ebenfalls beschrieben. Therapeutisch ausgenutzt wird die 

Hydroxylierung des Chemotherapeutikums Flutamid, dessen Metabolit Hydroxyfluta-

mid (Abbildung 2.17) ein potentes Antiandrogen ist [Shet et al., 1997].  

Die gängigen in vitro Testsysteme sind in der Regel nicht bzw. nur bedingt in der La-

ge, eine Testsubstanz zu metabolisieren. Das „Endocrine Disruptor Screening 

Testing and Advisory Committee“ (EDSTAC) empfiehlt daher in seinem Abschlussbe-

richt ein aufwendiges Testprogramm, das sich aus verschiedenen in vitro und in vivo 

Untersuchungen zusammensetzt [EDSTAC, 1998]. Zunächst werden mit Hilfe von 

Strukturbetrachtungen potentielle endokrine Disruptoren ausgewählt und auf ihre Fä-



1 EINLEITUNG  3 

higkeit untersucht, an Steroidhormonrezeptoren zu binden. Bei diesen Untersuchun-

gen sollen die Testsubstanzen bereits mit einem metabolisierenden System wie z.B. 

S9-Mix behandelt werden. Anschließend wird die transkriptionsaktivierende Potenz 

der Testsubstanzen in vitro untersucht. Zusätzlich kommen etablierte in vivo Unter-

suchungsverfahren zum Einsatz, bei denen möglicherweise schädigende Effekte auf 

das endokrine System eines intakten Organismus beobachtet werden können. Diese 

aufwendige Testbatterie könnte durch die Entwicklung eines geeigneten in vitro 

Tests, der zusätzlich zur transkriptionsaktivierenden Potenz auch Einflüsse des Me-

tabolismus untersucht, möglicherweise vereinfacht werden.  
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2 Theoretische Grundlagen 
 

2.1 Metabolismus 
 

Biotransformation bzw. Metabolismus spielt im lebenden Organismus eine zentrale 

Rolle. Sollen unerwünschte Stoffe ausgeschieden werden, müssen sie in eine was-

serlösliche und damit leicht eliminierbare Form überführt werden. In der Regel wer-

den diese Verbindungen durch sogenannte Phase I Enzyme mit funktionellen Grup-

pen versehen, die dann im Anschluss mit großen hydrophilen Molekülen, wie aktivier-

ter Glucuronsäure oder aktiviertem Sulfat durch Phase II Enzyme, konjugiert werden. 

Die Superfamilie der Cytochrom P450 (CYP) Monooxigenasen ist die wichtigste 

Gruppe der Phase I Enzyme. CYP Monooxigenasen zeichnen sich durch ihre große 

Vielfalt an Reaktionsmöglichkeiten, langsamen Umsatzraten und geringe Substrat-

spezifität aus. Sie sind in der Lage, molekularen Sauerstoff so zu aktivieren, dass ein 

Sauerstoffatom in den Fremdstoff eingebaut, das andere zu Wasser reduziert wird. 

CYP Enzyme kommen in praktisch allen Organen vor. Die enzymatischen Aktivitäten 

verschiedener Zellen können aber sehr unterschiedlich sein. [Guengerich, 1995] 

CYP-Isoenzyme enthalten als prosthetische Gruppe ein Häm B, dessen Stickstoff-

atome die vier äquatorialen Koordinationsstellen des oktaedrischen Eisenkomplexes 

besetzen. Während die fünfte axiale Position durch die SH-Gruppe eines Cystein 

belegt ist, wird die sechste Koordinationsstelle variabel besetzt. Im substratgebunde-

nen Zustand ist an dieser Stelle der für die Monooxigenierung benötigte Sauerstoff 

gebunden. 

In Abbildung 2.1 wird vereinfacht der Reaktionszyklus dargestellt, durch den ein Sub-

strat oxidiert wird. Nach Anlagerung des Substrats RH (1), wird von der NADPH-

Cytochrom P450 Reduktase ein Elektron übertragen (2), und das zentrale dreiwertige 

Eisen reduziert. An dieses zweiwertige Eisen bindet der molekulare Sauerstoff mit 

hoher Affinität (3). Dieser Komplex erhält nun erneut ein Elektron von der Reduktase 

(4). Unter Verbrauch zweier Protonen wird nach Disproportionierung Wasser ab-

gespalten (5). Das am Enzym verbleibende Sauerstoffatom wird in das Substrat ein-

gebaut (6 + 7). Nach Abdissoziation des oxidierten Substrats (8) steht das Enzym für 

einen neuen Zyklus zur Verfügung. [Guengerich, 1995] 
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Abbildung 2.1 Mechanismus der CYP katalysierten Monooxigenierung [Eisen-
brand & Metzler, 2001; modifiziert]      

 

Die Einteilung der CYP Enzyme in Familien erfolgt entsprechend ihrer Aminosäure-

sequenz. CYP Enzyme einer Familie stimmen zu über 40% in der Aminosäurese-

quenz überein und werden mit arabischen Ziffern bezeichnet (Abbildung 2.2). Jede 

Familie wird in sogenannte Unterfamilien gegliedert, deren Mitglieder zu mehr als 

55% in der Aminosäuresequenz übereinstimmen. Sie werden mit Buchstaben be-

zeichnet. Zur Kennzeichnung von Isoenzymen (Übereinstimmung > 97%) wird wie-

derum eine arabische Ziffer verwandt. Die für den Fremdstoffmetabolismus zuständi-

gen CYP gehören beim Menschen zu den Familien 1 bis 3. In Tabelle 2.1 sind zu-

sammenfassend die humanen CYP Familien und ihre Funktion im Stoffwechsel dar-

gestellt. 
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  CYP   1  A  1 

 

  

  

Abbildung 2.2 Nomenklatur der CYP Enzyme [Guengerich, 1995] 

Tabelle 2.1 CYP Familien und ihre Funktion [Rendic & Di Carlo,1997; Guenge-
rich, 1995] 

CYP Familie Hauptfunktion 

CYP 1 Metabolismus von Xenobiotika 

CYP 2 Metabolismus von Xenobiotika 

Arachidonsäurestoffwechsel 

CYP 3 Metabolismus von Xenobiotika 

Steroidhydroxylierung an C2, C6, C15, C16 

CYP 4 Fettsäurehydroxylierung 

CYP 5 Thromboxan A2 Synthese 

CYP 7 Gallensäuresynthese 

Steroidhydroxylierung am C7 

CYP 8 Prostacyclinsynthese 

CYP 11 Pregnenolon-, Cortison- und Aldosteronsynthese 

Steroidhydroxylierung am C20, C22, C11, C18 

CYP 17 Steroidhydroxylierung am C17 

C17, 20 Lyasespaltung 

CYP 19 Aromatisierung von Androgenen zu Estrogenen 

CYP 21 Synthese von Gluco- und Mineralcorticoiden 

Steroidhydroxylierung am C21 

CYP 24 Inaktivierung von Vitamin D3 

Steroidhydroxylierung am C24 

CYP 27 Gallensäuresynthese 

Steroidhydroxylierung am C27 

CYP 51 Cholesterinsynthese 

Lanosterol-14α-Demethylierung 

Familie 

Unterfamilie 
Isoenzym 
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2.2 Hormonelle Signalübertragung  
 

2.2.1 Steroidhormonrezeptoren 
 

Die Steroidhormonrezeptoren (Estrogen-, Progesteron-, Androgen-, Mineralcorticoid- 

und Glucocorticoidrezeptor) zählen neben Retinolsäure-, Vitamin D3- und Thyroidre-

zeptoren zur Superfamilie der nukleären Rezeptoren. Des Weiteren werden auch 

sogenannte „Orphan-Rezeptoren“, deren Liganden bisher noch nicht identifiziert 

wurden, zu dieser Superfamilie gerechnet. Alle nukleären Rezeptoren zeichnen sich 

durch eine hohe Homologie bezüglich der Aminosäuresequenz aus. Insgesamt kön-

nen 5 funktionelle Domänen unterschieden werden: die A/B- oder Modulator-Region, 

die C- oder DNA-bindende Domäne (DBD), die D-Region, die E- oder Ligand-

bindende Domäne (LBD) und schließlich die F-Region (Abbildung 2.3). [Mangelsdorf 

et al., 1995]  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2.3 Schematische Darstellung eines Steroidhormonrezeptors [Grone-
meyer, 1992; modifiziert] 

 

In der A/B-Domäne liegt die konstitutive Transaktivierungsfunktion AF-1, die durch 

Wechselwirkungen mit Komponenten des Transkriptionsapparates die Aktivierung 

von Zielgenen vermittelt [Tsai & O’Malley, 1994]. Die Bindung an die DNA sowie z.T. 

die Dimerisierung des Rezeptors findet an der hochkonservierten DBD statt. Die DBD 

enthält eine 70 - 80 Aminosäuren lange Region, die besonders reich an konservier-

COOH

Hsp90-Bindung 

Nukleäre Translokation 

NH2 

A/B C D E F
AF-1 AF-2DBD LBD

Dimerisierung 
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ten Cysteinen ist. Diese formen durch tetraedrische Koordination von zweiwertigen 

Zinkionen zwei Zinkfinger. Der N-terminale Zinkfinger ist für die Positionierung der 

Erkennungshelix des Rezeptors in der DNA verantwortlich. Die im N-terminalen Zink-

finger liegende sogenannte P-Box, die aus drei hochkonservierten Aminosäureresten 

besteht, sorgt für die Erkennung des richtigen „Responsiven Elements“ der DNA. An-

hand der P-Box des N-terminalen Zinkfingers kann man die nukleären Rezeptoren in 

verschiedene Unterfamilien einteilen: Zur Glucocorticoid-Familie gehören auch An-

drogen-, Progesteron- und Mineralcorticoidrezeptoren. Vitamin D3-, Thyroid- und Re-

tinolsäurerezeptoren gehören zur Estrogenrezeptorfamilie. Der C-terminale Zinkfin-

ger ist für die Interaktion mit dem Zuckerphosphat-Rückgrat der DNA und für die Di-

merisierung verantwortlich. [Slater et al., 1994; Tsai & O´Malley, 1994] 

Über die D-Region wird zum einen die Konformation des Rezeptors, und zum ande-

ren die nukleäre Translokation kontrolliert. Des Weiteren besitzt die D-Domäne eine 

Transaktivierungsfunktion. 

Die Ligandbindung erfolgt über die LBD. Zusätzlich liegt hier eine weitere Transakti-

vierungsfunktion (AF-2) vor, die durch Hormonbindung aktiviert wird. Weitere Funkti-

onen dieser Region sind Dimerisierung, nukleäre Translokation und Wechselwirkun-

gen mit Hilfsproteinen wie Heat-Shock-Protein (hsp) 90. [Mangelsdorf et al., 1995; 

White & Parker, 1998] 

 

2.2.1.1 Estrogenrezeptoren 

 

Der Estrogenrezeptor (ER) wurde von Green et al. (1986) aus humanem Uterusge-

webe kloniert. 1996 entdeckten Kuiper et al. (1996) einen zweiten Estrogenrezeptor, 

der ERβ genannt wurde. Der bis 1996 einzige bekannte ER wurde in ERα umbe-

nannt. Beide Estrogenrezeptoren sind sich in ihrer Aminosäuresequenz, insbesonde-

re in LBD (>95%) und DBD (ca. 60%), sehr homolog [Kuiper et al., 1996]. Aufgrund 

der unterschiedlichen Genloci von ERα (14q22-24) und ERβ (6q25) kann ausge-

schlossen werden, dass es sich um unterschiedliche Splicevarianten handelt [En-

mark et al., 1997]. ERα besteht aus 595 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht 

von 65kDa [Green et al., 1986]. Im Gegensatz dazu ist ERβ mit einer Länge von 485 

Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 54,2 kDa deutlich kürzer [Kuiper et 

al., 1996]. 
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Die ER-Isoformen zeigen ein unterschiedliches Expressionsmuster: In Ovar und Ute-

rus der Ratte wurde für beide ER-Isoformen eine hohe Expression festgestellt. Die 

höchste ERβ-Expression wurde in Ovar und Prostata beobachtet. Testes, Uterus, 

Blase und Lunge zeigten eine moderate ERβ-Expression. In Hypophyse, Nebenho-

den und Thymus wurde nur wenig ERβ mRNA nachgewiesen. ERα wird im Gegen-

satz zu ERβ in Organen wie Nebenhoden, Testes, Hypophyse, Uterus, Niere und 

Nebenniere in hohem Maße exprimiert. [Kuiper et al., 1997] 

 

2.2.1.2 Androgenrezeptor   

 

Das Gen des Androgenrezeptors (AR) ist beim Menschen auf dem X-Chromosom 

(Xq11 - q13) lokalisiert, was zur Folge hat, dass bei männlichen Individuen Mutatio-

nen dieses Gens nicht durch ein zweites Allel kompensiert werden können [Prins, 

2000; Sack et al., 2001]. Das Protein besteht aus 910 bis 919 Aminosäuren mit ei-

nem vom Phosphorylierungsgrad abhängigen Molekulargewicht (110 und 114 kDa) 

[Prins, 2000]. Der AR wurde in Testes, in der Prostata, in der Epidermis der Vorhaut, 

im Brustgewebe, in Schweiß- und anderen apokrinen Drüsen sowie in der Leber 

nachgewiesen [de Winter, 1991]. Ein zweiter AR bei Regenbogenforelle und japani-

schem Aal wurde 1999 entdeckt. Die Eigenschaften und Funktion sind im Einzelnen 

noch zu charakterisieren [Ikeuchi et al., 1999; Takeo et al., 1999]. 

 

2.2.2 Mechanismus der Signalübertragung 
 

In inaktiver Form, das heißt ohne Bindung an einen Liganden, liegen die Steroidhor-

monrezeptoren in einem Proteinkomplex vor, deren einzelne Bestandteile noch nicht 

vollständig charakterisiert sind. Dieser Proteinkomplex besteht aus dem Rezeptor 

und den Heat-Shock-Proteinen hsp 90, hsp 70, hsp 59 und p23. Die Hilfsproteine 

sind für die korrekte Faltung der Ligandbindungstasche verantwortlich und blockieren 

die Bindung des nicht aktivierten Rezeptors an die DNA. [Beato et al., 1996] 

 
 

Nach Diffusion der Steroidhormone in die Zelle, können sie an ihren Rezeptor bin-

den. Dies geschieht je nach der Lokalisation des Rezeptors im Cytoplasma oder im 

Kern. Der Androgenrezeptor liegt in Abwesenheit seines Liganden im Cytoplasma 
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vor. Die ER-Isoformen sind lose an Kernstrukturen assoziiert. Die Bindung des Hor-

mons führt zu einer Konformationsänderung des Rezeptors. Der Rezeptor wird 

phosphoryliert und die hsp 90 dissoziieren ab. Nach der nun folgenden Dimerisierung 

werden die Rezeptordimere gegebenenfalls in den Kern transferiert [Gronemeyer, 

1992; Slater et al., 1994].  

An den „Steroidhormone Responsive Elements“ (SRE) findet die Wechselwirkung 

zwischen aktiviertem Rezeptor und DNA statt. Bei den SRE handelt es sich um pa-

lindromische Sequenzen, die in der Regel durch drei nicht konservierte Basen von-

einander getrennt sind (Abbildung 2.4). Ebenso wie die Rezeptoren können die SRE 

in zwei Gruppen eingeteilt werden: zum einen die „Hormone Responsive Element“ 

(HRE)-Gruppe, an die Androgen-, Glucocorticoid-, Mineralcorticoid- und Progesteron-

rezeptoren binden können, und die „Estrogen Responsive Element“ (ERE)-Gruppe, 

die von Estrogen-, Retinolsäure-, Vitamin D3- und Thyroidrezeptoren erkannt wird. 

[Gronemeyer, 1992; Slater et al., 1994]. 

 

 

HRE     GGTACAnnnTGTYCT 
             1   2   3   4  5  6 

ERE     AGGTCAnnnTGACCT 
        Y=C oder T 

 

Abbildung 2.4 SREs der Steroidhormonrezeptoren [Slater et al., 1994] 

 

Nach Interaktion der Rezeptordimere mit der DNA, kommt es zur Wechselwirkung 

mit im Einzelnen noch nicht näher charakterisierten Adapterproteinen/Koaktivatoren, 

die den Kontakt zum basalen Transkriptionsapparat herstellen. Es handelt sich dabei 

teilweise um Transkriptionsfaktoren. Nach Anlagerung der RNA-Polymerase II an die 

TATA-Box, kann das Gen transkribiert werden (Abbildung 2.5). [McDonnell et al., 

1995; Beato et al., 1996] 
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Abbildung 2.5 Mechanismus der Aktivierung eines Steroidhormonrezeptors (SR) 
durch seinen Liganden: Diffusion des Liganden durch die Zell-
membran, Bindung an seinen Rezeptor, Konformationsänderung, 
Abdissoziation der Begleitproteine, Dimerisierung, Phosphorylie-
rung, Translokation in den Nukleus und Wechselwirkung mit einem 
„Responsiven Element“ der DNA sowie Anlagerung des Transkrip-
tionsapparats [Giangrande & McDonnell, 1999; modifiziert] 

 

Bei der Abschaltung der Steroidhormonrezeptor-vermittelten Transkription scheinen 

wiederum Hilfsproteine wie p23 und hsp 90 eine entscheidende Rolle zu spielen. 

Freeman und Yamanoto (2002) zeigten, dass p23 und hsp 90 die Bindung der Re-

TATA 

Transkriptionsapparat 
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SR
PP

SR
P P
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SR SR
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zeptordimere an die entsprechenden SREs reduzieren. Die Autoren vermuten, dass 

diese Proteine in der Lage sind, den transkriptionsregulierenden Komplex aus Re-

zeptordimer und basalem Transkriptionsapparat aufzulösen und so die Transkription 

des Zielgens beenden.  

 

 

2.3 Estrogenrezeptorliganden 
 

2.3.1 Strukturelle Betrachtungen 
 

Anhand der kristallographischen Untersuchungen der ligandgebundenen ER-

Isoformen [Brzozowski et al., 1997; Pike et al., 1999] wurden folgende Strukturmerk-

male für einen potentiellen ER-Liganden abgeleitet: Ein potentieller ER-Ligand hat 

ein phenolartiges aromatisches System (z.B. eine phenolische OH-Gruppe oder ei-

nen chlorierten Aromaten). Diese OH-Gruppe (vergleichbar mit der OH-Gruppe in 3-

Position von Estradiol (E2), Abbildung 2.6) tritt mit den Aminosäuren Glutamat353 und 

Arginin394 (im Fall des humanen ERα) der Ligandbindungstasche über Wasserstoff-

brücken in Wechselwirkung. Ein weiterer Wasserstoff-Donor (vergleichbar mit der 

17β-OH Position von E2) tritt mit einem der beiden Stickstoffe des Imidazolrests der 

Aminosäure Histidin524 ebenfalls über eine Wasserstoffbrücke in Wechselwirkung. Da 

beide Stickstoffe des Imidazolrests zu einer Interaktion fähig sind, führt dies zu einer 

gewissen Flexibilität der Bindungstasche bezüglich eines Liganden. Der Abstand zwi-

schen den beiden OH-Gruppen sollte zwischen 92 und 123 nm liegen. Gefördert wird 

die Bindung einer Substanz zusätzlich durch ein hydrophobes Zentrum. Es tritt mit 

dem Aromaten des Phenylalanins404 in Kontakt. [Tanenbaum et al., 1998; Fang et al., 

2001] 
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Abbildung 2.6 Position von Estradiol in der Ligandbindungstasche des humanen 
ERα. Die 3-OH-Gruppe von E2 tritt mit Glu353, Arg394 und einem 
Molekül Wasser in Wechselwirkung, die 17β-OH-Gruppe interagiert 
mit einem Stickstoff des Imidazols von His524. Phe404 bildet hydro-
phobe Wechselwirkungen mit dem hydrophoben Zentrum von E2 
aus. [Fang et al., 2001] 

 

Fast alle bisher identifizierten Estrogenrezeptorliganden zeigen mindestens eine der 

beschriebenen strukturellen Voraussetzungen, nämlich eine phenolische OH-Gruppe 

bzw. ein phenolartiges aromatisches System (Abbildung 2.7). Man kann die ER-

Liganden in verschiedene Substanzgruppen einteilen: Steroide, Substanzen mit einer 

stilbenartigen Struktur, Triphenylethene, Diphenylmethane und deren Analoga, Phy-

toestrogene, Polychlorierte Biphenyle (PCB), Phenole und eine gemischte Gruppe 

mit unterschiedlichen Vertretern. In Abbildung 2.7 sind die Strukturen der wichtigsten 

Vertreter der Substanzgruppen dargestellt. 

Steroide und stilbenartige Substanzen wie Diethylstilbestrol (DES) binden mit der 

größten Affinität an ERα. Es folgen in abnehmender Bindungsstärke Phytoestrogene, 

Diphenylmethane, PCB und Phenole.  
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Abbildung 2.7 Strukturformeln einiger Estrogenrezeptorliganden        
[Strukturformeln aus Fang et al., 2001] 
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2.3.2 Physiologische Estrogene  
 

2.3.2.1 Funktion 

 

In den klassischen Zielorganen der Estrogene Ovar, Uterus, Vagina, Zervix und 

Mamma stimulieren Estrogene die Zellproliferation, beeinflussen die Apoptose sowie 

u.a. die Progesteronrezeptorsynthese. Im Ovar fördert E2 die Follikel- und Eireifung. 

Die Uterusschleimhaut wird durch E2 zur Proliferation angeregt. In der Vagina kommt 

es durch die Einwirkung von E2 zur Verdickung der Schleimhaut und zu einer 

vermehrten Abstoßung glykogenhaltiger Epithelzellen. Aus dem Glykogen wird durch 

Laktobazillen Milchsäure gebildet, was zu einer Absenkung des pH-Werts in der 

Scheide und damit zu einer Verringerung der Infektionsgefahr führt. Estrogene för-

dern die Bildung des zervikalen Schleimpfropfs, der eine wesentliche Barriere für das 

Eindringen von Spermien darstellt. Gemeinsam mit den gonadotropen Hormonen 

Follitropin, Lutropin und Prolactin steuern Estrogene den weiblichen Sexualzyklus. 

Sie sind außerdem zur normalen Entwicklung der Geschlechtsmerkmale nötig.  

Des Weiteren sorgen Estrogene für eine Erhöhung der Knochenstabilität, was mögli-

cherweise durch eine estrogen-vermittelte Hemmung der Interleukinsynthese in ER-

exprimierenden Osteoblasten hervorgerufen wird [Diel & Michna, 1996]. Interleukine 

sind Stimulatoren des Knochenabbaus. Der Schutz vor kardiovaskulären Erkrankun-

gen durch Estrogene wird wahrscheinlich durch eine Vielzahl von Wirkungen hervor-

gerufen: Estrogene hemmen die Expression der induzierbaren NO-Synthase oder 

Cyclooxygenase II [Diel et al., 1996], die an inflammatorischen Prozessen beteiligt 

sind. Sie hemmen zusätzlich das Wachstum und die Migration der die Gefäße aus-

kleidenden glatten Muskulatur [Hodges et al., 1999] und sorgen für eine Erniedrigung 

des Serumcholesterinspiegels.  
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2.3.2.2 Biosynthese 

 

Die Biosynthese der Steroidhormone (Abbildung 2.8) geht vom Cholesterol aus. Der 

erste Schritt besteht in der Entfernung einer C6-Einheit aus der Seitenkette des Cho-

lesterols, wobei Pregnenolon entsteht. Die Seitenkette wird zuerst am C20, dann am 

C22 hydroxyliert; daran schließt sich die Spaltung der Bindung zwischen diesen bei-

den C-Atomen an (CYP 11).  
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Abbildung 2.8 Biosynthese der Steroidhormone Estradiol und Testosteron [Stryer, 
1996; modifiziert] 
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Aus Pregnenolon entsteht durch Oxidation der 3-Hydroxylgruppe zur Ketofunktion 

und Isomerisierung der Doppelbindung Progesteron. Daraus wird durch Hydroxylie-

rung am C-17 (CYP 17) und Abspaltung einer Seitenkette Androsten-3,17-dion syn-

thetisiert, aus dem nach der Reduktion von Position 17 Testosteron entsteht. Die A-

romatase (CYP 19) entfernt die C-19-Methylgruppe und aromatisiert den A-Ring, wo-

durch 17β-Estradiol (E2) entsteht [Stryer, 1996]. 

 

2.3.2.3 Metabolismus und hormonelle Aktivität 

 

E2 wird durch Sulfatierung in Position 3 inaktiviert. Es kann aber auch in Position 17 

zum Estron oxidiert werden, das immer noch signifikante estrogene Aktivität zeigt 

[Kuiper et al., 1997; Sohoni & Sumpter, 1998]. Estron wird ebenfalls durch Sulfatie-

rung in Position 3 inaktiviert. 

Der Metabolismus von E2 findet sowohl in der Leber, als auch in extrahepatischen 

Geweben statt. Hepatisch wird E2 hauptsächlich durch CYP 1A2 und der 3A-Familie  

zu 2-Hydroxy-E2 umgesetzt (Abbildung 2.9), das im Serum in der Regel in Position 3 

methoxyliert, glucuronidiert oder sulfatiert vorliegt. 2-Hydroxy-E2 wird auch in gerin-

gen Mengen extrahepatisch in Uterus, Mamma, Plazenta, Niere und Gehirn gebildet. 

Wie sich in Versuchen zur Proliferationsstimulation estrogenabhängiger Zelllinien 

[Gupta et al., 1998] und in Transkriptionsaktivierungsexperimenten mit ERα transfi-

zierten Hefezellen [Elsby et al., 2000] zeigte, besitzt 2-Hydroxy-E2 nur noch schwach 

estrogene Aktivität. Zurückgeführt werden kann dies vermutlich auf die geringe Bin-

dungsaffinität von 2-Hydroxy-E2 an ERα bzw. ERβ [Kuiper et al., 1997]. In hohen 

Konzentrationen wurde die durch 1 nM E2 induzierte Proliferation von MCF-7-Zellen 

durch Koinkubation mit 2-Hydroxy-E2 gehemmt [Gupta et al., 1998].   

Als Nebenweg des hepatischen E2-Metabolismus gilt die Hydroxylierung in Position 4 

(Abbildung 2.9). Extrahepatisch wird die Metabolisierung von E2 zu 4-Hydroxy-E2 

durch CYP 1B1 als Hauptweg bestritten. 4-Hydroxy-E2 hat ähnliche Bindungseigen-

schaften an ERα und ERβ wie 2-Hydroxy-E2 [Kuiper et al., 1997], dissoziiert jedoch 

vom ERα schlechter ab als E2, was zu einer längeren, andauernden Aktivierung des 

ER führt. In vivo wurde zwar eine Erhöhung des Uterusgewichts nach Verabreichung 

von 4-Hydroxy-E2 beobachtet, insgesamt war es aber geringer estrogen aktiv als E2. 
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Abbildung 2.9 Metabolismus von E2 [Liehr, 2001; modifiziert] 

 

Die Catecholestrogene 2- und 4-Hydroxy-E2 sind redoxaktiv und werden in die ent-

sprechenden Chinone überführt. Im Zuge dieser Reaktion kommt es zur Bildung von 

reaktiven Sauerstoffspezies. In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurden 

durch reaktive Sauerstoffspezies verursachte Einzelstrangbrüche oder auch oxidierte 

DNA-Basen wie z.B. 8-Oxoguanin nachgewiesen [Liehr, 2001]. Darüber hinaus sind 

beide Chinonestrogene in der Lage, an die DNA zu binden [Yagi et al., 2001]. Unter-

suchungen zeigten, dass das 3,4-Chinon instabile DNA-Addukte bildet, wodurch es 

zu potentiell mutagenen apurinischen Stellen kommt. Die durch das 2,3-Chinon ge-

bildeten DNA-Addukte sind stabiler und können durch die Reparatursysteme der Zel-

le eliminiert werden. Die Beobachtung einer stärkeren kanzerogenen Wirkung von 4-

1 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 

2 CYP 1A2,3A-Familie 

3 CYP 1B1, 3A-Familie 
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Hydroxy-E2 im Vergleich zu 2-Hydroxy-E2 in Hamster und Mäusemodellen stimmt 

damit überein. Darüber hinaus gehört 2-Hydroxy-E2 zu den potentesten endogenen 

Antiangiogenesefaktoren [Zhu & Conney, 1998]. 

Neben Hydroxylierungen in den Positionen 2 und 4 kann E2 auch an den Positionen 

6, 7, 15α und 16α hydroxyliert werden. 6- oder 7-hydroxylierte Metabolite zeigen kei-

ne estrogene Aktivität in vitro und nur äußerst schwache estrogene Aktivität in vivo. 

Die Hydroxylierung in Position 15α läuft vor allem während der Schwangerschaft 

vermutlich in der fötalen Plazenta ab. 15α-Hydroxy-E2 ist nicht bzw. nur äußerst 

schwach estrogen aktiv. Wahrscheinlich schützt die schnelle 15α-Hydroxylierung das 

Ungeborene vor zu hohen endogenen E2-Konzentrationen, wie sie während der 

Schwangerschaft auftreten [Zhu & Conney, 1998]. 16α-Hydroxy-E2 oder Estriol 

(Abbildung 2.9) bindet mit geringer Affinität an ERα bzw. ERβ [Kuiper et al., 1997]. In 

Transaktivierungsexperimenten zeigte Estriol eine mit E2 vergleichbare estrogene 

Potenz [Gupta et al., 1998]. Estriol wird als 16-Glucuronid ausgeschieden [Zhu & 

Conney, 1998]. 

 

 

2.3.3 Einfluss des Metabolismus an ausgewählten Beispielen 
 

2.3.3.1 Methoxychlor 

 

Das Insektizid Methoxychlor wurde als Ersatz für DDT entwickelt und zeichnet sich 

bei gleichem Wirkungsspektrum vor allem durch seine wesentlich schnellere Abbau-

barkeit aus. Primärer Angriffspunkt für die metabolisierenden Enzyme stellen die bei-

den Methoxygruppen in para-Stellung dar (Abbildung 2.10), die durch CYP-

Isoenzyme schnell hydroxyliert und in Form von Formaldehyd abgespalten werden 

können. Aus Methoxychlor entstehen dadurch mono- bzw. dihydroxylierte Phenole, 

die aufgrund ihrer phenolischen Struktur estrogene Aktivität erwarten lassen. Reduk-

tive Dehalogenierung führt zu substituierten Ethenderivaten, die möglicherweise auf-

grund ihrer strukturellen Ähnlichkeit zu DDE antiandrogen aktiv sind [Kupfer & Bulger 

1987]. 
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Abbildung 2.10 Metabolismus von Methoxychlor [Kupfer & Bulger 1987, modifiziert] 

 

Nach Exposition von ovarektomierten Spargue-Dawley-CD-Ratten mit reinem Metho-

xychlor (>99,9%) zeigte sich nur eine geringe Zunahme des Uterusgewichts. Techni-

sches Methoxychlor (95%) mit Dihydroxy-Methoxychlor als Hauptkontaminante war 

deutlich stärker estrogen aktiv [Bulger et al., 1978].   

Methoxychlor ist nicht in der Lage, an die ER-Isoformen der Ratte zu binden. Die Me-

taboliten Dihydroxy- und Monohydroxy-Methoxychlor zeigten dagegen deutliche Ver-

drängung von radioaktiv markiertem E2 [Kupfer & Bulger 1987].  

Methoxychlor ist in vitro im Hefe-ERα-Reportergensystem (vgl. 2.5.2.1.2) im Ver-

gleich zum physiologischen Hormon E2 nur sehr schwach estrogen aktiv und kann 

nur eine halbmaximale Reportergenaktivität induzieren. Dihydroxy-Methoxychlor ist 

stärker estrogen aktiv (EC50 0,13 µM) und erzeugt wie E2 maximale Reportergenin-

duktion [Elsby et al., 2000]. 
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Gaido et al. (1999) beobachteten in Transaktivierungsexperimenten eine unter-

schiedliche Wirkung von Dihydroxy-Methoxychlor auf ERα bzw. ERβ: Dihydroxy-

Methoxychlor wirkt agonistisch auf ERα. Im Gegensatz dazu wurde antagonistische 

Aktivität auf ERβ beobachtet. Dihydroxy-Methoxychlor ist darüber hinaus auch anti-

androgen aktiv [Maness et al., 1998; Gray et al., 1999a]. 

Insgesamt zeigt sich, dass Methoxychlor selbst nicht bzw. nur gering estrogen aktiv 

ist und durch Demethylierung zu einem Agonist für ERα und einem Antagonist für 

ERβ und den Androgenrezeptor aktiviert wird. Dieses Beispiel verdeutlicht die we-

sentliche Rolle des Metabolismus potentieller endokriner Disruptoren und die Not-

wendigkeit, entsprechende Testansätze zu entwickeln. 

 

2.3.3.2 Polychlorierte Biphenyle (PCB) 

 

Polychlorierte Biphenyle (PCB, Abbildung 2.11) wurden in großen Mengen herge-

stellt. Sie eignen sich aufgrund ihrer chemischen und thermischen Stabilität und ihren 

hohen Dielektrizitätskonstanten hervorragend für elektrische Transformatoren und 

Kondensatoren, als Weichmacher für Kunststoffe und als Hydraulikflüssigkeiten. Es 

sind 209 Kongenere bekannt, die mittlerweile ubiquitär verteilt sind. PCB sind je nach 

Substitutionsmuster unterschiedlich persistent. Insbesondere para-ständige Chlor-

substituenten behindern die metabolische Hydroxylierung und damit die Eliminierung 

der Substanzen.  

 

Clx

Cly

PCB  
 

Abbildung 2.11 Polychlorierte Biphenyle [nach Eisenbrand & Metzler, 2001] 

PCB induzieren CYP 1A-Enzyme, was zu einem erhöhten Abbau von Steroidhormo-

nen führt. Darüber hinaus stehen sie in Verdacht, estrogene Aktivität zu besitzen. Die 

Gabe von 10 mg/kg 2,2´,6,6´-Tetrachlorbiphenyl (i.p.) an juvenile Sprague-Dawley-

Ratten führte zu einer signifikanten Erhöhung des Uterusgewichts im Vergleich zur 

Negativkontrolle [Arcaro et al., 1999].  
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Auch in in vitro Untersuchungen wurde schwache estrogene Aktivität der PCB Kon-

genere (2,2´,3,4´,5,6,6´-Heptachlorbiphenyl und 2,2´,4,6,6´-Pentachlorbiphenyl) fest-

gestellt. Ihre p-hydroxylierten Metabolite waren wesentlich stärker estrogen aktiv 

[Andersson et al., 1999].  

Pang et al. (1999) untersuchten die Wirkung verschiedener PCB-Kongenere auf die 

Induktion von CYP 1A1 und CYP 1B1 in MCF-7-Zellen. Durch 3,4,4´,5-

Tetrachlorbiphenyl und 3,3´,4,4´,5-Pentachlorbiphenyl wurde dabei die Metabolisie-

rung von E2 in behandelten MCF-7-Zellen signifikant erhöht. PCB könnten daher 

möglicherweise in MCF-7-Zellen ihre Metabolisierung selbst induzieren und in para-

Position hydroxyliert und damit zu Estrogenen aktiviert werden. 

 

2.3.3.3 Chrysen 

 

Chrysen (Abbildung 2.12), ein polycyclischer Kohlenwasserstoff (PAK), entsteht bei 

unvollständigen Verbrennungsprozessen. Es zeigte sich, dass unter den zahlreichen 

metabolischen Oxidationsreaktionen vor allem die Epoxidierung an der sogenannten 

„Bay-Region“ (Abbildung 2.12) zur metabolischen Aktivierung führen. Aus diesen  

Epoxiden kann nicht-enzymatisch das korrespondierende Phenol entstehen. Durch 

die Epoxidhydrolase werden sie in Dihydrodiole umgesetzt, die ihrerseits erneut epo-

xidiert werden können. Die entstandenen Diolepoxide können durch die 

Epoxidhydrolase nur noch unzureichend entgiftet werden und sind in der Lage, 

kovalent an die DNA zu binden [Nesnow et al., 1998].  
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Abbildung 2.12 Strukturformeln von Chrysen, einiger Chrysenmetabolite und 5,11-
Diethyl-5,6,11,12-tetrahydrochrysen-2,8-diol. Zum strukturellen 
Vergleich ist Estradiol dargestellt. 

 

Chrysen ist in transfizierten MCF-7-Zellen schwach estrogen aktiv [Clemons et al., 

1998]. Wahrscheinlich spielt auch hier der Metabolismus eine entscheidende Rolle, 

da Chrysen keine phenolische OH-Gruppe besitzt und so nicht in der Lage sein soll-

te, an ER-Isoformen zu binden. Untersuchungen von Boyiri et al. (2002) zeigten, 

dass MCF-7-Zellen in der Lage sind, 6-Nitro-Chrysen in 1,2-Dihydroxy-6-

aminochrysen umzusetzen. Es besteht also die Möglichkeit, dass Chrysen durch 

MCF-7-Zellen in 1,2-Dihydroxychrysen umgewandelt werden könnte. Dieser Metabo-

lit trägt wie fast alle estrogen aktiven Substanzen phenolische OH-Gruppen, so dass 

die beobachtete estrogene Aktivität von Chrysen möglicherweise auf eine entspre-

chende Metabolisierung durch MCF-7-Zellen zurückgeführt werden kann.  

Untersuchungen von Vinggaard et al. (2000) ergaben antiandrogene Aktivität von 

Chrysen (IC50 10,3 µM) in transfizierten CHO-Zellen. Dies könnte eventuell an einer 

induzierenden Wirkung von Chrysen auf CYP-Isoenzyme liegen, wodurch das zu 

antagonisierende physiologische Hormon abgebaut wird und so nicht mehr für die 

Transkriptionsaktivierung zur Verfügung steht. 
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Nach Entdeckung des zweiten Estrogenrezeptors (ERβ) durch Kuiper et al. (1996) 

und seiner im Vergleich zum bekannten ERα unterschiedlichen Gewebeverteilung 

(vgl. 2.2.1.1), ist man auf der Suche nach selektiven Liganden der ER-Isoformen α 

und β. Man hofft dadurch, Chemotherapeutika zu entwickeln, die das Wachstum von 

Mammatumoren hemmen und gleichzeitig nicht zu einer Proliferationsstimulation an-

derer estrogenabhängiger Gewebe wie dem Uterus führen, einer nachteiligen Eigen-

schaft des gängigen Antiestrogens Tamoxifen (vgl. 2.3.4). Mit der Entwicklung des 

Chrysenderivats 5,11-Cis-diethyl-5,6-11,12-tetrahydrochrysen-2,8-diol (Abbildung 

2.12) durch Shiau et al. (2002), scheinen in dieser Hinsicht Fortschritte erzielt worden 

zu sein. Der in dieser Arbeitsgruppe synthetisierte Chrysenabkömmling ist ein spezi-

fischer Agonist für ERα und ein vollständiger Antagonist für ERβ. 5,11-Cis-diethyl-

5,6-11,12-tetrahydrochrysen-2,8-diol könnte als Ausgangspunkt für die Entwicklung 

weiterer Chemotherapeutika dienen, die über eine spezifische Aktivierung bzw. 

Hemmung einer der beiden ER-Isoformen wirken.  

Bei diesen Therapieansätzen sollte nicht außer Acht gelassen werden, dass Chrysen 
in vivo kanzerogen ist und als planare Substanz CYP-Isoenzyme induzieren kann 

[Clemons et al., 1998], was zu einem schnelleren Abbau der endogenen Hormone 

führen könnte.  

 

2.3.4 Antiestrogene   
 

Unter Antiestrogenen versteht man Substanzen, die die Wirkung estrogen aktiver 

Verbindungen in den Zielgeweben ganz oder teilweise hemmen. Sie spielen eine 

wichtige Rolle bei der Therapie von estrogenabhängigen Mammakarzinomen. Man 

kann zwei Typen von Antiestrogenen unterscheiden: komplette Antiestrogene (Typ II) 

wie ICI 164384 und ICI 182780 (Abbildung 2.13) und Antiestrogene mit partiellen  

agonistischen sowie antagonistischen Effekten (Typ I). Substanzen, die in die Estro-

gensynthese eingreifen, wie z.B. Aromatasehemmer, werden ebenfalls zu den An-

tiestrogenen gezählt. Typ I Antiestrogene werden auch als „Selective Estrogen Re-

ceptor Modulator“ (SERM) bezeichnet, da sie auf verschiedene Organe estrogene, 

aber auch antiestrogene Wirkung haben können.  

Ein idealer SERM sollte folgende Eigenschaften haben: Er wirkt auf Mamma und  

Uterus als potentes Antiestrogen und verhindert so die Proliferation dieser Gewebe. 

Gleichzeitig sollten sie erwünschte estrogene Eigenschaften, wie z.B. Erhöhung der 
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Knochenstabilität oder eine protektive Wirkung auf das kardiovaskuläre System auf-

weisen (vgl. 2.3.2).  
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Abbildung 2.13 Strukturformeln einiger Antiestrogene [Andersen et al., 1999] 

 

Ein SERM der ersten Generation, Tamoxifen (Abbildung 2.13), ist ein potentes An-

tiestrogen der Mamma, wirkt aber gleichzeitig ebenfalls estrogen auf den Uterus, wo-

durch das Risiko von Endometriumskarzinomen erhöht wird. Zusätzlich wurden in der 

Rattenleber DNA-Addukte nachgewiesen [Phillips, 2001]. Ob allerdings die erhöhte 

Inzidenz an Endometriumskarzinomen auf die estrogenen Effekte von Tamoxifen 

oder auf seine Gentoxizität zurückzuführen ist, ist nicht abschließend geklärt.  

Das Benzothiophen Raloxifen (Abbildung 2.13) gilt als SERM der zweiten Generati-

on, da es im Gegensatz zu Tamoxifen partiell agonistisch/antagonistisch auf den Ute-

rus wirkt [Pike et al., 1999]. Mittlerweile ist ein SERM der dritten Generation in der 

wissenschaftlichen Diskussion (EM-652, Abbildung 2.13), der sowohl auf Mamma als 

auch auf den Uterus antiestrogen wirkt [Labrie et al., 1999; Gutman et al., 2002]. 

Die Mechanismen, die der gewebespezifischen Wirkung der SERMs zu Grunde lie-

gen, sind bisher nicht eindeutig geklärt. Möglicherweise spielen dabei mehrere Fakto-
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ren eine Rolle, wie z.B. unterschiedliche Effekte der Liganden auf die Transaktivie-

rungsdomäne der ER-Isoformen, Rezeptor-gebundene Koaktivatoren oder auch Zell- 

und Promotorstruktur [White & Parker, 1998].  

Agonisten wie E2 oder DES verstärken die transkriptionelle Aktivität der ligandabhän-

gigen Aktivierungsfunktion II (AF-II) der ER-Isoformen. Die transkriptionelle Aktivität 

von AF-II wird durch Typ I und II Antiestrogene vollständig gehemmt. Dies ist darin 

begründet, dass die Bindung eines Agonisten die „Agonistposition“ der sogenannten 

Helix 12 stabilisiert, einer Proteinkonformation, die die Interaktion mit Koaktivatoren 

erlaubt. Die Bindung eines Antagonisten dagegen führt nicht zu dieser „aktivierenden 

Position“ der Helix 12 [Brzozowski et al., 1997]. Genistein (Abbildung 2.7) induziert 

bei ERα die typische „Agonistposition“ der Helix 12. Im Gegensatz dazu nimmt die 

Helix 12 im ERβ-Genistein-Komplex die „Antagonistenposition“ ein [Pike et al., 1999]. 

Gewebespezifische agonistische bzw. antagonistische Eigenschaften könnten dem-

nach auf der unterschiedlichen Gewebeverteilung der beiden ER-Isoformen und auf 

einer spezifischen Wirkung einer Substanz gegenüber den ER-Isoformen liegen.   

Zusätzlich binden ER nicht ausschließlich an EREs, sondern z.B. auch an die „activa-

tor protein 1 site“, der Bindungsstelle für den Fos-Jun Transkriptionsfaktor. Wird ERα 

durch einen Agonisten aktiviert, ist er in der Lage, die Transkription über diese DNA-

Bindungsstelle zu aktivieren. Ein von E2 oder DES belegter ERβ ist hierzu nicht in der 

Lage [Gustafsson, 1998].  

  

 

2.4 Androgenrezeptorliganden 
 

2.4.1 Androgene 
 

2.4.1.1 Funktion 

 

Androgene bewirken die Ausprägung der männlichen sekundären Geschlechts-

merkmale (Behaarungstyp, Körperbau, Kehlkopfgröße, Talgdrüsenaktivität u.a.), re-

gulieren die Spermato- und die Spermiogenese in den Hodenkanälchen sowie 

Wachstum und Funktion von Genitalien, Prostata und Samenbläschen. Auch die Ge-

schlechtsdifferenzierung wird durch Androgene gesteuert. Nach Festlegung des ge-
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netischen Geschlechts, bilden sich die geschlechtsspezifischen Gonaden aus. Die 

weitere somatische Geschlechtsentwicklung und -differenzierung wird durch Andro-

gene gesteuert und verläuft in Abwesenheit von ihnen zum weiblichen Phänotyp.  

Androgene wirken anabol, was u.a. zu der stärker entwickelten Muskulatur des Man-

nes führt. Neben den physiologischen Androgenen wie z.B. Testosteron (Abbildung 

2.14) existieren eine Reihe synthetischer Androgene wie die Steroidabkömmlinge 

Methyltrienolon (R1881, Abbildung 2.14) und Miboleron, sowie in 17-Position methy-

lierte oder an 17β-Position veresterte Derivate [Murad & Haynes, 1985]. 
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Abbildung 2.14  Strukturformel von Androgenen [Murad & Haynes, 1985] 

2.4.1.2 Biosynthese 

 

Die Synthese der Androgene erfolgt in den Leydigschen Zwischenzellen des Ho-

dens, sowie in den Nebennieren und im Ovar, ausgehend von Cholesterin, Pregne-

nolon bzw. Progesteron über Dehydroepiandrosteron bzw. Androsten-3,17-dion zum 

Testosteron (Abbildung 2.14). Testosteron wird in den Zielgeweben von der 5α-

Reduktase zu 5α-Dihydrotestosteron (DHT) dem physiologisch aktivsten Androgen 

umgesetzt. [Stryer, 1996] 

 

2.4.1.3 Metabolismus und hormonelle Aktivität 

 

Der Abbau und damit auch die Inaktivierung von DHT erfolgt durch Oxidationen bzw. 

Reduktionen an den Positionen 3 bzw. 17 zu Androsteron, Androstan-3,17-dion oder 

Androstan-3,17-diol (Abbildung 2.15), die nicht mehr bzw. nur noch gering androgen 
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aktiv sind. Sie werden mit aktivierter Glucuronsäure in Position 3 konjugiert und aus-

geschieden. [Murad & Haynes, 1985] 

Testosteron kann auch in Position 4 zu 4-Hydroxytestosteron hydroxyliert werden, 

das im Vergleich zu DHT mit verringerter Affinität (Faktor 4) an den Androgenrezep-

tor bindet [Davies et al., 1992]. 4-Hydroxytestosteron kann zu 4-Hydroxy-

androstendion oxidiert werden, das eine stark hemmende Wirkung auf die Aromatase 

hat [Brodie, 1991].  

Testosteron kann nicht nur zu DHT sondern auch zum physiologisch inaktiven 5β-

Dihydrotestosteron reduziert werden, aus dem dann nach 3-Ketoreduktion und 17-

Oxidation Etiocholan-3α-ol-17-on entsteht, das ebenfalls in 3-Position glucuronidiert 

und ausgeschieden wird [Murad & Haynes, 1985].  

Testosteron selbst wird als Glucuronid ausgeschieden. Es kann aber auch durch die 

Aromatase zu E2, dem physiologisch aktivsten Estrogen umgesetzt werden. Die  

Vorstufe des Testosterons, Androst-4-en-3,17-dion, wird durch die Aromatase zu 

Estron umgesetzt, aus dem seinerseits E2 gebildet werden kann. [Stryer, 1996] 
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Abbildung 2.15 Metabolismus von Testosteron [Forth et al., 2001; modifiziert] 

 

Welche Aminosäuren der Ligandbindungstasche des humanen Androgenrezeptors 

mit dem physiologischen Liganden DHT in Wechselwirkung treten, ist durch kristal-

lographische Untersuchungen festgestellt worden (Abbildung 2.16). Die Ketofunktion 

in Position 3 von DHT tritt mit den Aminosäuren Glutamin711 und Arginin752 vermutlich 

über Wasserstoffbrücken in Kontakt. Position 18 scheint mit Threonin877, Position 19 

mit Methionin745 zu interagieren. Die Hydroxyfunktion in Position 17 steht in Wech-

selwirkung mit Asparagin705 und Threonin877 [Sack et al., 2001]. Da die hydrophoben 

Wechselwirkungen zwischen der Ligandbindungstasche und dem physiologischen 

Liganden DHT nicht ausgesprochen spezifisch sind, zeigt der Androgenrezeptor eine 

1 
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gewisse Crossreaktivität mit anderen Steroidhormonen wie E2 oder Progesteron, die 

in einer 100-fach höheren Konzentration etwa 10% der Aktivierung von DHT vermit-

teln können [Roy et al., 2001]. 
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Abbildung 2.16 Darstellung der Ligandbindungstasche des Androgenrezeptors in 
Wechselwirkung mit dem physiologischen Liganden DHT [nach 
Sack et al., 2001] 

 

2.4.2 Antiandrogene 
 

Antiandrogene konkurrieren kompetitiv mit dem physiologischen Hormon DHT um 

den Androgenrezeptor. Sie binden zwar an den Androgenrezeptor, können aber kei-

ne Bindung an die DNA vermitteln und auch keine Transkriptionsaktivierung auslösen 

[Kelce et al., 1996]. 

Bei der Behandlung von hormonabhängigem Prostatakrebs haben sich vor allem die 

Antiandrogene Flutamid und Cyproteronacetat (Abbildung 2.17) bewährt. Cyproteron-

acetat ist ein steroidaler Vertreter der Antiandrogene mit partiellen agonistischen, 

sowie gestagenen Eigenschaften. Zu den nichtsteroidalen Antiandrogenen gehört 

neben Bicalutamid (Casodex®) auch Flutamid, das in vitro nur schwach antiandro-

gen aktiv ist. Der Hauptmetabolit im Blutplasma, Hydroxyflutamid, zeigt dagegen in 

vitro starke antiandrogene Aktivität und äußert in hohen Dosen auch schwache an-
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drogene Eigenschaften [Wong et al., 1995]. Untersuchungen mit rekombinanten 

CYP-Isoenzymen ergaben, dass CYP 1A2 für die Bildung von Hydroxyflutamid ver-
antwortlich ist [Shet et al., 1997]. In vivo führt die Verabreichung von Flutamid zur 

Reduktion von Prostata und Samenblasengewicht [Kelce et al., 1997]. 

Weitere bekannte Antiandrogene sind die Vinclozolin Metabolite M1 und M2 

(Abbildung 2.17). Das Carboximidfungizid Vinclozolin ist in vitro nicht antiandrogen 

aktiv [Wong et al., 1995], führt aber in vivo z.B. zu einer Beeinträchtigung der sexuel-

len Differenzierung männlicher Nachkommen [Gray et al., 1994] und einer Verände-

rung in der Expression androgenabhängiger Gene [Kelce et al., 1996].   

Als etabliertes Antiandrogen ist auch DDE (Abbildung 2.17), ein Metabolit von DDT, 
zu nennen. DDE bindet den Androgenrezeptor in vitro und hemmt in Koinkubations-

experimenten die Transkription DHT-induzierbarer Gene. Auch in vivo beeinflusst 

DDE die Expression androgenabhängiger Gene in antiandrogener Weise. Männliche 

Nachkommen von Ratten, die mit 100 mg/kg Körpergewicht DDE behandelt wurden, 

zeigten Veränderungen der Geschlechtsorgane wie z.B. erniedrigte Prostatagewichte 

[Gray et al.,1999]. Besonders interessant an dieser Verbindung ist, dass eine nicht 

bzw. nur schwach estrogen aktive Substanz (DDT) zu einer stark antiandrogen akti-

ven Verbindung (DDE) aktiviert wird.  
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Abbildung 2.17 Strukturformeln von bekannten Antiandrogenen und des Estrogen-
rezeptorliganden o,p´-DDT [Kelce et al., 1996] 

 

2.4.2.1 Dicofol 

 

Das nicht systemische Kontaktakarizid Dicofol (Kelthane, Abbildung 2.18) wird 

hauptsächlich zum Schutz von Baumwolle, Zitrusfrüchten und Erdbeeren vor Spinn-

milben eingesetzt [IARC Monograph 1983]. 50% der ausgebrachten Gesamtmenge 

entfallen auf Baumwolle, 30% auf Zitrusfrüchte. 80% des Dicofols liegt in einer For-

mulierung p,p´-substituiert, die restlichen 20% o,p´-substituiert vor [EPA RED, 1998].  
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Swiss-Webster-Mäuse metabolisieren Dicofol (30 mg/kg Körpergewicht) nach i.p. 

Gabe zu Dechlordicofol (Abbildung 2.18), Dichlorbenzophenon (DCBP) und Dichlor-

benzhydrol (DCBH). Berichte über DDE als Metabolit von Dicofol sind wahrscheinlich 

auf eine Verunreinigung mit α-Chlordicofol zurückzuführen, das in vitro durch Ratten-

lebermikrosomen zu DDE umgesetzt wurde [Brown & Casida, 1987]. 

Nach einmaliger, oraler Gabe von 50 mg/kg Körpergewicht Dicofol an Sprague-

Dawley-Ratten wurde im Fäzes Dechlordicofol, DCBH und am Aromaten hydroxylier-

tes DCBP bzw. DCBH nachgewiesen. Zusätzlich zu Dechlordicofol, DCBH und 

DCBP wurde im Urin Dichlorbenzilsäure und p-Chlorbenzoesäure in Form von      

Glycinkonjugaten detektiert. [EPA RED, 1998] 

DCBP wird in vitro durch Rattenlebermikrosomen zu DCBH reduziert [Yoneyama & 

Matsumura, 1981], das schnell wieder zu DCBP reoxidiert werden kann [Knowles & 

Ahmad, 1971]. 

Weitere Quellen für DCBP sind DDT, sowie die Akarizide Chlorbenzilat und 
Chlorpropylat. DDT kann in vivo durch Oxidation am zentralen C-Atom in Dicofol  

überführt werden (Abbildung 2.18). Regenbogenforellen metabolisierten DDE zu 

DCBP [Menzie, 1980]. Die Akarizide Chlorbenzilat und Chlorpropylat (Abbildung 

2.18) wurden in vitro durch nicht-induzierte Rattenlebermikrosomen zu DCBP und 

DCBH umgesetzt [Knowles & Ahmad, 1971]. 

 

In der Literatur sind Hinweise auf einen nicht-enzymatischen Abbau von Dicofol zu 

DCBP vorhanden. Es werden alkali-induzierte [Walsh & Hites, 1979; Reeve et al., 

1980; Nome et al., 1981] bzw. UV-Licht-induzierte [Chen et al., 1984; Brown et al, 

1986] Prozesse diskutiert.  
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Abbildung 2.18 Metabolismus von Dicofol [Brown & Casida, 1987; modifiziert] 

 

Nach Hinweisen aus der Literatur ist Dicofol schwach estrogen aktiv. In vitro bindet 

Dicofol sehr schwach an den ER des amerikanischen Alligators [Vonier et al., 1996]. 

Im „E-Screen-Assay“ (vgl. 2.5.2) in estrogenabhängig wachsenden MCF-7-Zellen 

wurde ein schwach wachstumsfördernder Effekt beobachtet [Du & Xu, 2001], der 

durch Untersuchungen von Vinggaard et al. (1999) allerdings nicht bestätigt wurde. 

In ERα-exprimierenden Hefezellen wurde schwache estrogene Aktivität von Dicofol 

festgestellt. 
In vivo sind Hinweise auf potentielle hormonelle bzw. antihormonelle Aktivität von 

o,p´-Dicofol vorhanden. Die Exposition von amerikanischen Turmfalken (Falco spar-

verius) mit 20 mg/kg KG über zwei Generationen führte u.a. zur Reduktion des Auf-

zuchtserfolgs und Testesabnormalitäten (verlängerter Testes, helles durchscheinen-
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des Gewebe) bei männlichen Nachkommen bzw. abnormaler Ovarmorphologie bei 

weiblichen Nachkommen [MacLellan et al., 1996 und 1997].  
Das Umwandlungsprodukt von Dicofol DCBP zeigte in vitro antiandrogenes Potential. 

Die durch 100 nM DHT-induzierte Reportergenaktivität wurde durch 10 µM DCBP in 

Transaktivierungsexperimenten um 40% gehemmt. [Guth, 2000] 

 

Diese Daten legen den Schluss nahe, dass der Rückgang der Alligatorpopulation im 

Lake Apopka (vgl. Kapitel 1) nach Kontamination mit Dicofol und DDT nicht aus-

schließlich durch schwache estrogene Effekte von o,p´-DDT bzw. starke antiandro-

gene Effekte von DDE verursacht wurde. Die möglicherweise leicht estrogene Aktivi-

tät von Dicofol bzw. das antiandrogene Potential von DCBP müssen ebenfalls in Be-

tracht gezogen werden. Der Hersteller von Dicofol, die Rohm & Haas Company, sieht 

aber trotz oben genannter Daten Dicofol bzw. sein Umwandlungsprodukt DCBP nicht 

als Ursache für die beobachtete Abnahme des Alligatorbestandes im Lake Apopka 

an [EPA RED, 1998]. 

 

2.4.2.2 Linuron  

 

Linuron (N-(3,4-Dichlorphenyl)-N´-methoxy-N´-methyl-harnstoff, Abbildung 2.19) wird 

als Herbizid im Getreide und Gemüseanbau eingesetzt. In vitro und in vivo Untersu-

chungen ergaben antiandrogene Aktivität von Linuron. 

Sowohl Linuron als auch seine Metabolite N-(3,4-Dichlorphenyl)-N´-methyl-harnstoff 

(Linuron M2), N-(3,4-Dichlorphenyl)-harnstoff (Linuron M1), 3,4-Dichloranilin (DCA) 

und 3,4-Dichloranilinacetanilid (Abbildung 2.19) binden mit geringer Affinität an den 

AR verschiedener Spezies [Cook et al., 1993; Lambright et al., 2000; Bauer et al., 

1998]. In transienten Transaktivierungsassays wurde eine Reduktion der durch DHT-

induzierten Reportergenaktivität durch Linuron um 50-60% beobachtet [Lambright et 

al., 2000; Guth 2000].  
In vivo Versuche mit adulten und juvenilen, männlichen Ratten, die mit 200 mg/kg 

Linuron behandelt wurden, führten nach zwei Wochen zu einer Abnahme des Ge-

wichts der Geschlechtsorgane. Die Spiegel an Testosteron, E2 und Luteinisierendem 

Hormon waren dabei, vermutlich aufgrund der fehlenden negativen Rückkopplung, 

erhöht [Cook et al., 1993]. Ähnliche Resultate wurden von anderen Arbeitsgruppen 

erhalten [Lambright et al., 2000; Gray et al., 1999], wobei auch bei den männlichen 
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Nachkommen reduzierte Gewichte der Geschlechtsorgane festgestellt wurden. Zu-

sätzlich kam es zu einer im Vergleich zur Negativkontrolle veränderten Expression 

androgenabhängiger Gene [Gray et al., 1999; Lambright et al., 2000].  
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Abbildung 2.19 Metabolismus von Linuron [Kearny & Kaufman, 1975; modifiziert] 
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2.4.2.3 Strukturelle Betrachtungen  

 

Unter Berücksichtigung der bekannten Antiandrogene Hydroxyflutamid und Vinclozo-

lin M2 ließen sich anhand von „molecular-modelling“-Verfahren Strukturmerkmale für 

potentiell antiandrogene Substanzen ableiten [Mußler, 1999]. Hydroxyflutamid und 

Vinclozolin M2 sind Carbonsäureanilide. Dieses Strukturelement findet man auch bei 

Phenylharnstoffherbiziden (Abbildung 2.20).  

Untersuchungen von Guth (2000) zeigten, dass Vertreter der Phenylharnstoffherbizi-

de wie Linuron, Diuron, Fluometuron und Metobromuron unabhängig vom Substituti-

onsmuster am Phenylring in vitro antiandrogen aktiv sind. Nicht-N´-substituierter 

Phenylharnstoff ist im Gegensatz zu den N´-substituierten Phenylharnstoffen nicht 

antiandrogen aktiv.  
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Abbildung 2.20 Strukturmerkmal Carbonsäureanilid (rot markiert) antiandrogen ak-
tiver Substanzen [Mußler, 1999; Guth, 2000; modifiziert] 
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Vergleicht man die Strukturen des etablierten Antiandrogens DDE mit denen einiger 

Benzophenone wie des Antiandrogens Dihydroxybenzophenon [Guth, 2000], kann 

man ebenfalls ein gemeinsames Strukturmerkmal erkennen (Abbildung 2.21). Beide 

Verbindungen sind am zentralen C-Atom sp2-hybridisiert. In direkter Nachbarschaft 

zu diesem C-Atom befinden sich zwei Phenylreste. Unterschiede liegen in der Keto-

funktion des Benzophenons im Vergleich zur Dichlorethenbindung des DDEs. Mit 

Hilfe dieser Strukturmerkmale wurde von Mußler (1999) ein zweites Strukturelement 

für antiandrogen aktive Substanzen, die Diarylketonstruktur, abgeleitet.  
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Abbildung 2.21 Strukturmerkmal Diarylketon (rot markiert) [Mußler, 1999; Guth, 
2000; modifiziert] 

 

2.4.2.4 Xanthohumol 

 

Das prenylierte Chalcon Xanthohumol (Abbildung 2.22) ist das Hauptchalcon des 
Hopfens (Humulus lupulus). Es rückte aufgrund potentieller chemopräventiver Eigen-

schaften in das Interesse von Wissenschaft und Öffentlichkeit. Xanthohumol kann in 

vitro die Aktivierung von Prokarzinogenen durch Hemmung von CYP-Isoenzymen 

verringern [Miranda et al., 2000; Henderson et al., 2000] und induziert die Bildung 

der Chinonreduktase in Hepa 1c1c7-Zellen [Miranda et al., 2000a]. Xanthohumol ist 

in der Lage, das Zellwachstum von Krebszelllinien im mikromolaren Bereich zu 

hemmen [Miranda et al., 1999]. Als Chalcon zeichnet sich Xanthohumol darüber hin-



2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN  39 

aus durch seine antioxidativen Eigenschaften aus [Miranda et al., 2000b]. Zu den 

intrinsischen protektiven Effekten von Xanthohumol, liegen in der Literatur auch Hin-

weise auf eine Hemmung von Effluxpumpen vor [Conseil et al., 2000]. Wie die Auto-

ren zeigten, sind einige prenylierte Flavonoide wie 6-Prenylchrysin oder 8-

Prenylgalangin in der Lage, ABC-Transporter zu hemmen. Xanthohumol könnte also 

auch den Export von Stoffen wie Chemotherapeutika aus Tumorzellen hemmen.  
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Abbildung 2.22 Strukturformel von Xanthohumol [Miranda et al., 1999] 

 

Die estrogene Aktivität der weiblichen Hopfenblüten, die beim Bierbrauen als ge-

schmacksgebende Komponente zum Einsatz kommen, ist seit langem bekannt. Ver-

antwortlich hierfür ist wahrscheinlich 8-Prenylnaringenin (Abbildung 2.23), ein Flava-

non, das stärker estrogen aktiv zu sein scheint, als die seit langem bekannten Phy-

toestrogene Genistein oder Coumestrol [Milligan et al., 1999 und 2000]. Vergleicht 

man die relativen Bindungsaffinitäten (RBA) von Naringenin und 8-Prenylnaringenin 

(Abbildung 2.23) an die Estrogenrezeptoren der Ratte, erhält man deutliche Unter-

schiede in der Affinität: Naringenin (RBA 0,0075, [Fang et al., 2001]) bindet mit ge-

ringerer Affinität an die Estrogenrezeptoren als 8-Prenylnaringenin (RBA 0,023, [Mil-

ligan et al., 1999]). Der Prenylrest hat demnach einen entscheidenden Einfluss auf 

die estrogene Aktivität von Flavonoiden, da die Affinität für den Estrogenrezeptor 

signifikant erhöht wird.  

Trotz struktureller Ähnlichkeit zu dem als estrogen aktiv geltenden Chalcon Licochal-

con A [Rafi et al., 2000] zeigte Xanthohumol keine estrogenen [Milligan et al., 1999 

und 2000], allerdings ausgeprägte antiestrogene Eigenschaften [Gerhäuser et al., 

2002].  
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Abbildung 2.23 Strukturformeln von Isoxanthohumol und 8-Prenylnaringenin [Mi-
randa et al., 2000] 

 

Xanthohumol wird beim Brauprozess zu Isoxanthohumol, einem prenyliertem Flava-

non, umgesetzt [Stevens et al., 1999a], das sich nur durch eine Methoxygruppe in 

Position 5 von 8-Prenylnaringenin (Abbildung 2.23) unterscheidet. Diese Methoxy-

gruppe könnte leicht durch CYP-Isoenzyme entfernt werden. Aus Isoxanthohumol, 

das keine Affinität zu den ER-Isoformen zeigte und im Hefe-Testsystem nicht estro-

gen aktiv ist [Milligan et al., 2000], entstünde so 8-Prenylnaringenin. 

Es sollte untersucht werden, ob das potentielle krebspräventive Xanthohumol nicht 

auch in vivo über Isoxanthohumol zu 8-Prenylnaringenin umgesetzt wird und so eine 

intrinsische estrogene Aktivität äußert. 

 

Die Chalconstruktur von Xanthohumol lässt sich zusammengesetzt aus dem       

Strukturelement eines Benzophenons (blaue Markierung in Abbildung 2.24) und ei-

nes Stilbens (rote Markierung) vorstellen. Bei Vergleich der Chalconstruktur mit der 

Diarylketonstruktur, sind Ähnlichkeiten zu erkennen: Beide Substanzen tragen in  

direkter Nachbarschaft zum sp2-hybridisierten, zentralen C-Atom eine Phenylgruppe 

(Abbildung 2.24). Durch die Einführung einer Vinylgruppe, wird der zweite Phenylrest 

vom zentralen C-Atom entfernt und das Molekül insgesamt vergrößert. Wie die     

Diarylketone ist das Molekül planar. Möglicherweise ließe sich das Diarylketonmerk-

mal für potentielle antiandrogene Aktivität auf die Gruppe der Chalcone erweitern.  
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Abbildung 2.24 Darstellung von Xanthohumol. Blau markiert ist das Strukturele-
ment eines Benzophenons, das eines Stilbens ist rot markiert. Zum 
Vergleich ist die Diarylketonstruktur dargestellt.  

 

 

2.5 Testmethoden  
 

2.5.1 In vivo Modelle  
 

Eine der am häufigsten genutzten in vivo Untersuchungen zur Bestimmung des 

estrogenen Potentials einer Substanz ist der uterotrophe Assay, bei dem die Zunah-

me des Uterusgewichts untersucht wird. Als eindeutigster Test zur Bestimmung der 

estrogenen Aktivität gilt bei Nagern jedoch die Untersuchung der vaginalen Verhor-

nung. [Zacharewski, 1998] 

Die Bestimmung androgener bzw. antiandrogener Potenz in vivo erfolgt über das 

Gewicht androgen-abhängiger Organe wie Hoden, Nebenhoden, Samenblase und 

Prostata. [Ashby & Lefevre 2000] 

Der Einfluss von hormonell bzw. antihormonell aktiven Verbindungen auf Ge-

schlechtsdifferenzierung und Entwicklung kann in Mehrgenerationenstudien unter-

sucht werden.  

Der Vorteil der vorgestellten in vivo Systeme ist, dass Parameter wie Metabolismus, 

Pharmakokinetik und Wechselwirkungen der Substanzen mit Plasmaproteinen, die 

die Aufnahme der Testsubstanz in die Zellen beeinflussen, mitberücksichtigt werden. 

Die Nachteile liegen im hohen Zeit- und Arbeitsaufwand.  
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2.5.2 In vitro Modelle 
 

Relative Bindungsaffinität (RBA)  
 

In Bindungsstudien mit Zell- oder Kernextrakten relevanter Zelllinien oder mit rekom-

binanten Steroidhormonrezeptoren kann die relative Bindungsaffinität von Testsub-

stanzen an Steroidhormonrezeptoren, sowie die Verdrängung des natürlichen Ligan-

den aus seiner spezifischen Bindung untersucht werden [Korenman, 1970]. Der re-

sultierende RBA-Wert drückt lediglich die Affinität der Testsubstanz zum Rezeptor, 

nicht aber das Potential der Rezeptoraktivierung oder –hemmung aus. Es ist daher 

nicht möglich, eine Testsubstanz als Agonisten oder Antagonisten zu identifizieren.  

 

Band-Shift-Untersuchungen  
 

Beim Band-Shift-Assay wird die Bindung von Rezeptordimeren des Zelllysats an 32P 

oder Digoxigenin-markierte SREs untersucht. Da die Rezeptordimere nur nach vor-

angegangener Aktivierung in der Lage sind, an diese DNA-Sequenzen zu binden, 

gibt diese Untersuchungsmethode auch Aufschluss über das Aktivierungspotential 

der Testsubstanz. [Garner & Revzin 1986; Ramanujam et al., 1990; Ikeda & Oda, 

1993] 

 

E-Screen-Assay  
 

Beim E-Screen-Assay wird untersucht, ob die Testsubstanz die Proliferation estro-

genabhängig wachsender Zelllinien, wie z.B. MCF-7-Zellen, stimuliert. Endpunkt der 

Untersuchung ist die Messung des Lebend-Proteingehalts der inkubierten Zellen im 

Vergleich zur Negativ- und Positivkontrolle. [Soto & Sonnenschein, 1995] 

Ein Nachteil dieser Untersuchungsmethode ist, dass eine Stimulation der Zellteilung 

nicht unbedingt auf Wechselwirkungen mit den ER-Isoformen basieren muss. Die 

Testsubstanzen könnten auch über andere Signaltransduktionswege und somit ER-

unabhängig die Zellteilung beeinflussen. Ein Beispiel für ER-unabhängige Beeinflus-

sung der Proliferation ist der bei dem schwachen Estrogen DDT beobachtete Prolife-

rationsstimulus in der ER-negativen Zelllinie MCF-10A [Shen et al., 1997].  

 



2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN  43 

Induktion hormonell abhängiger Genexpression 
 

Als Maß für die hormonelle Aktivität von Testsubstanzen kann auch der Einfluss auf 

die hormonabhängige Genexpression untersucht werden. Als Beispiel sei das pS2-

Gen genannt, das estrogenabhängig exprimiert wird. Die Genprodukte können mit 

den verschiedensten molekularbiologischen und biochemischen Methoden (RT-PCR, 

ELISA oder Western-Blot u.a.) nachgewiesen werden. Es ist allerdings auch möglich, 

transgene Ansätze mit Hilfe eines Reportergenverfahrens durchzuführen.   

 

2.5.2.1 Reportergenverfahren 

 

Unter Reportergenen versteht man Gene, die in der Wirtszelle endogen nicht vor-

kommen und deren Genprodukte nach einem Gentransfer durch einfache und spezi-

fische Reaktionen nachweisbar sind. Zum Erreichen ihrer vollen Aktivität sollten die 

Expressionsprodukte keiner posttranslationalen Modifikation bedürfen und eine hohe 

Stabilität aufweisen. Die Reportergensequenzen werden in Vektorplasmide kloniert, 

mit denen sie in verschiedenste Zelllinien eingeschleust werden können. Vor der ko-

dierenden Sequenz liegt ein Promotor, welcher die Expression des Reportergens 

kontrolliert. Mit Hilfe von Reportergenen können unbekannte Sequenzen auf regula-

torische Aktivität untersucht, Einblicke in Signaltransduktionswege gewonnen oder 

Substanzen auf ihre transkriptionelle Potenz untersucht werden. [Alam & Cook, 1990] 

Gängige Reportergene sind die Leuchtkäfer-Luciferase (Luc), bakterielle Luciferase, 

β-Galactosidase (lacZ), Aequorin („Green Fluorescence Protein“), sekretierbare pla-

zentare alkalische Phosphatase und mit geringerer Bedeutung Chloramphenicolace-

tyltransferase [Alam & Cook, 1990].  

Im Folgenden soll auf die in dieser Arbeit verwendeten Reportergene und Testsys-

teme näher eingegangen werden.  

 

Luciferasen 
 

Es konnten bisher sieben pro- und eukaryontische Luciferasegene isoliert und se-

quenziert werden. Die Leuchtkäfer-Luciferase mit einem Molekulargewicht von 62 

kDa von Photinus pyralis enthält weder prosthetische Gruppen noch Metallionen oder 

Disulfidbrücken und muss somit nicht posttranslational modifiziert werden. Die En-
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zymaktivität der Luciferase wird durch die Umsetzung von Luciferin zu Oxyluciferin 

bestimmt (Reaktionsmechanismus Abbildung 2.25). Hierbei wird zunächst in einer 

ATP- und magnesiumabhängigen Reaktion aus Luciferin eine Acyl-AMP-

Zwischenstufe gebildet, die dann in Gegenwart von molekularem Sauerstoff oxidiert 

und zum angeregten Oxyluciferin decarboxyliert. Beim Rückfall der angeregten Elekt-

ronen in den Grundzustand werden Photonen emittiert. [Alam & Cook, 1990; 

Bronstein et al., 1994; Hartmann, 1991] 
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Abbildung 2.25 Reaktionsmechanismus der Leuchtkäfer Luciferase [Hartman, 
1991; modifiziert] 

 

ββββ-Galactosidase 
 

β-Galactosidasen katalysieren die Hydrolyse von β-Galactosiden, wie beispielsweise 

Lactose. Als Reportergen wird das lacZ-Gen von Escherichia coli verwendet und 

häufig als internes Kontrollgen zum Abgleich unterschiedlicher Transfektions-

effizienzen eingesetzt. Um die transfizierte β-Galactosidase von endogener β-

Galactosidase zu unterscheiden, werden die unterschiedlichen pH-Optima der En-

zyme ausgenutzt.  
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Eukaryontische β-Galactosidasen arbeiten bei einem leicht sauren pH-Wert, bakteri-

elle β-Galactosidasen dagegen bei pH 8 [Alam & Cook, 1990]. 

Die Enzymaktivität der β-Galactosidase kann photometrisch oder luminometrisch 

nachgewiesen werden. Beim photometrischen Verfahren wird gelbes Chlorphenolrot-

β-D-galactopyranosid zu rotem Chlorphenolrot umgesetzt. Die gebildete Menge an 

Chlorphenolrot wird dann bei 540 nm gemessen. Im Gegensatz zum photometri-

schen Verfahren, dessen Nachweisgrenze bei ca. einer Milliarde Moleküle liegt, kön-

nen mit der Lumineszenzreaktion noch zehntausend Moleküle nachgewiesen wer-

den. Das Substrat (GalactonTM), ein β-D-Galactopyranosid-verknüpftes 1,2-Dioxetan, 

wird vom Enzym β-Galactosidase zu einem Dioxetan-Anion umgesetzt, das Photo-

nen emittiert [Clontech, 1999]. 

 

2.5.2.1.1 MCF-7-Luc-Testsystem  

 

MCF-7-Luc-Zellen (MVLN-Zellen) entstanden durch stabile Transfektion der Mam-

makarzinomzelllinie MCF-7, die endogen beide ER-Isoformen exprimiert, mit dem 

Plasmid pVITtk-Luc. pVITtk-Luc codiert für das Reportergen Luc, vor das der Vitello-

genin A2 (VIT-A2)-Promotor des afrikanischen Krallenfroschs (Xenopus laevis) ge-

schaltet ist. An diesen Promotor ist ein Signalverstärker, der Promotor des Thymidin-

kinasegens (tk) des Herpes Simplex-Virus, gekoppelt. [Pons et al., 1990] 

Vitellogenin, das in der Leber von Amphibien und eierlegenden Vertebraten syntheti-

siert wird, ist die Vorstufe der Eidotterproteine Lipovitellin, Phosvitin und Phosphette I 

und II. Vitellogenin wird estrogenabhängig in den Hepatozyten geschlechtsreifer 

Weibchen gebildet, während bei Männchen nur äußerst geringe Mengen bzw. kein 

Vitellogenin synthetisiert wird [Wahli et al., 1981; Klein-Hitpass et al., 1986; Gerber-

Huber et al., 1987]. Der VIT-A2-Promotor enthält zusätzlich zu einem perfekten und 

einem imperfekten ERE [Klein-Hitpass et al., 1988] einen hormonunabhängigen Akti-

vator, der die transkriptionelle Aktivität der EREs zusätzlich verstärkt [Döbbeling et 

al., 1988]. Nach Aktivierung der ER-Isoformen kommt es zur Bildung der Luciferase, 

deren Aktivität luminometrisch bestimmt werden kann.  
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2.5.2.1.2 Hefe-ER-Testsystem  

 

Die zur Untersuchung auf estrogene bzw. antiestrogene Aktivität geeigneten Hefezel-

len wurden von der Firma Glaxo (Großbritannien) entwickelt. Da die Hefe (Saccha-

romyces cerevisiae) endogen keine Estrogenrezeptoren enthält, wurde das Gen des 

humanen ERα stabil in das Genom der Hefe integriert. Die Hefezellen wurden zu-

sätzlich mit einem Reportergenplasmid, das für das Reportergen lacZ codiert, 

kotransfiziert. LacZ wird unter der Kontrolle eines ERE exprimiert [Routledge & 

Sumpter, 1996]. Nach Aktivierung des humanen ERα kommt es zur Expression des 

Reportergens lacZ. Das Protein β-Galactosidase wird ins Medium abgegeben und 

setzt das Substrat Chlorphenolrot-β-D-galactopyranosid zu Chlorphenolrot um, das 

photometrisch bestimmt wird. [Routledge & Sumpter, 1996] 
 

2.5.2.1.3 COS-AR-Luc-Testsystem  

 

COS-7-Zellen entstanden durch Transfektion von Nierenzellen der grünen Meerkatze 

Cercopithecus aethiops (CV-1-Zellen) mit Mutanten des Simian Virus 40 (SV40). 

COS-7-Zellen sind nicht mehr viral, produzieren aber noch das T-Antigen des SV40-

Virus. Dadurch amplifizieren COS-7-Zellen Plasmide mit einem SV40-Promotor in so 

hoher Kopienzahl (> 105 Kopien), dass sie diese Masse an extrachromosomaler DNA 

ca. 72h nach erfolgter Transfektion nicht mehr tolerieren können und absterben. We-

gen der hohen Amplifikationsrate eignet sich diese Zelllinie besonders zur transien-

ten Transfektion. [Gluzman et al., 1981; Sambrock et al., 1989] 

COS-7-Zellen, die endogen keine Steroidhormonrezeptoren enthalten [Couette et al., 

1994], werden zur Untersuchung auf androgene bzw. antiandrogene Aktivität mit ei-

nem Androgenrezeptorexpressionsplasmid (pSG5-hAR) transfiziert. Zusätzlich wer-

den das Reportergenplasmid pMAMneoLuc und das Kontrollplasmid pSVβ, das kon-

stitutiv das β-Galactosidase-Gen exprimiert, kotransfiziert. [Guth, 2000] 

pMAMneoLuc codiert für das Reportergen Luc, das unter der Kontrolle des „Mouse 

Mammary Tumor Virus-Promotors“ (MMTV-Promotor) steht. Der zu den Retroviren 

gehörende MMTV verursacht Mammakarzinome in der Maus. Der MMTV-Promotor 

gehört zu den am besten untersuchten hormonregulierten Promotoren. Der Promotor 

enthält vier HREs, an die neben AR auch andere Steroidhormonrezeptoren wie Pro-
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gesteron- oder Glucocorticoidrezeptor binden können. Des Weiteren kann der Pro-

motor auch durch andere Transkriptionsfaktoren wie z.B. „Nuclear Factor I“ reguliert 

werden. [Günzburg & Salomons, 1992] 

Nach Aktivierung des humanen AR kommt es zur hormonabhängigen Expression 

des Reportergens Luc. Die Enzymaktivität wird luminometrisch bestimmt. Die ge-

messene Luciferaseaktivität wird durch die Aktivität der konstitutiv gebildeten β-

Galactosidase (Kontrolle der Transfektionseffizienz) korrigiert. [Guth, 2000]  

 

2.5.2.1.4 Hefe-AR-Testsystem  

 

Hefe-AR-Zellen wurden von der Firma Glaxo (Großbritannien) entwickelt. Hefe-AR-

Zellen (Saccharomyces cerevisiae Stamm PGKhAR) synthetisieren konstitutiv den 

humanen AR. Zusätzlich wurden die Hefe-Zellen mit einem Reportergenplasmid 

kotransfiziert. Das Reportergen lacZ, das für das Enzym β-Galactosidase kodiert, 

wird unter Kontrolle eines HRE exprimiert. Nach Aktivierung des AR durch einen Li-

ganden kommt es zur Transkription und Expression des lacZ-Gens. Die β-

Galactosidaseaktivität wird photometrisch vermessen. [Sohoni & Sumpter,  1998] 

 

2.5.2.2 Diskussion der Reportergensysteme 

 

Beim Hefe-ER-System wurden Hefezellen, die normalerweise keinen ER exprimieren 

mit dem Gen des humanen ERα stabil transfiziert, so dass gezielt ERα-vermittelte 

Prozesse untersucht werden können. Es handelt sich dabei um ein artifizielles Sys-

tem, bei dem möglicherweise entscheidende Regionen des Rezeptors in einer ver-

änderten Faltung vorliegen [Metzger et al., 1995]. Benötigte Kofaktoren wie Hitze-

schockproteine oder Transkriptionsfaktoren könnten im Vergleich zu anderen Euka-

ryonten in unterschiedlicher Form vorkommen. Darüber hinaus besitzen Hefen statt 

einer Zellmembran als äußerste Schicht eine Zellwand mit hohem Gehalt an β-1,6-

Glucan und Chitin [Schlegel, 1992]. Durch die dadurch bedingte oftmals erschwerte 

Aufnahme von Substanzen, müssen Hefezellen z.T. mit wesentlich höheren Konzent-

rationen behandelt werden als Säugerzellen. Manche Substanzen sind für Hefezellen 

sehr toxisch [Andersen et al., 1999]. All diese Faktoren führen möglicherweise zu 

unterschiedlichen Untersuchungsergebissen bezogen auf hormonelle bzw. antihor-
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monelle Aktivität. Das Isoflavon Daidzein ist beispielsweise in MCF-7-Luc-Zellen 

estrogen aktiv [Mußler, 1999]. In Hefe-ER-Zellen wurde dagegen keine estrogene 

Aktivität festgestellt [De Boever et al., 2001]. Die Unterscheidung zwischen Agonisten 

und Antagonisten ist mit dem Hefe-ER-System nicht immer möglich [Andersen et al., 

1999]. 

Im Gegensatz zu Hefe-Zellen bilden MCF-7-Luc-Zellen endogen beide ER-Isoformen 

und alle zur Transkriptionsaktivierung notwendigen Kofaktoren. Darüber hinaus kön-

nen die ER-Isoformen miteinander in Wechselwirkung treten, wie es der natürlichen 

Situation entspricht. Mechanistische Studien über einen einzelnen ER sind deshalb 

aber nicht möglich.  

MCF-7-Luc-Zellen enthalten den vollständigen Promotor des Vitellogenin-A2-(VIT-

A2)-Gens des afrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis [Pons et al., 1990]. Im 

Gegensatz dazu wird zur Reportergenexpression im Hefe-ER-System nur ein synthe-

tischer Promotor eingesetzt [Routledge & Sumpter 1996]. Der Wildtyppromotor hat 

gegenüber einem synthetischen Promotor mehrere Vorteile: Zum einen ist ein ERE, 

das von seiner natürlichen DNA-Sequenz umgeben ist, wesentlich stärker transkripti-

onell aktiv als nur ein einzelnes ERE [Klein-Hitpass et al., 1988]. Zum anderen sind 

beim VIT-A2-Promotor zusätzlich zu der perfekten ERE-Sequenz noch ein imperfek-

tes ERE und ein weiteres die Transkription verstärkendes Element vorhanden [Döb-

beling et al., 1988]. Dadurch wird die Aktivität der beiden EREs verstärkt. Darüber 

hinaus erlaubt ein Wildtyppromotor nur eine „natürliche“ Interaktion mit einem Rezep-

tordimer und ist daher als der spezifischere Promotor anzusehen.  

Die metabolische Kompetenz von MCF-7-Zellen war Gegenstand zahlreicher Unter-

suchungen (Tabelle 2.2). Es wurden konstitutiv synthetisierte CYP-Enzyme nachge-

wiesen [Pasanen et al., 1988; Christou et al., 1994; Spink et al., 1990]. Die metaboli-

sche Aktivität von CYP-Enzymen in MCF-7-Zellen ist durch 2,3,7,8-Tetrachlor-

dibenzo[1,4]dioxin (TCDD) [Christou et al., 1994; Spink et al., 1990; Moore et al., 

1993], Methylcholanthren oder Benzanthracen [Chaloupka et al., 1992] induzierbar. 

Die Induktion durch TCDD, Methylcholanthren und Benzanthracen deutet auf die In-

duktion der CYP 1A-Familie und CYP 1B1 über den „Aryl Hydrocarbon Receptor“ 

(AhR) hin [Waxman, 1999]. Inwieweit der Abkömmling MCF-7-Luc metabolische Ak-

tivität besitzt, ist bisher nicht untersucht worden.  
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Tabelle 2.2 Metabolische Kompetenz von MCF-7-Zellen 

Enzym Substrat/Nachweismethode Literatur 

Carbonylreduktase Daunorubicin/ Northern-Blot Akman et al., 1990 

Katalase Wasserstoffperoxid/ Northern-Blot Akman et al., 1990 

NADPH(Chinon)Reduktase Dichlorphenolinophenol 

 

Menadion/Northern-Blot 

Smitskamp-Wilms et 

al., 1994 

Akman et al., 1990 

GSH-Peroxidase t-Butylhydroperoxid/ Northern-Blot Akman et al., 1990 

GSH-Reduktase NADPH Hosking et al., 1990 

GSH-Transferase α Western-Blot Lewis et al., 1989 

GSH-Transferase µ Western-Blot Lewis et al., 1989 

CYP Benzo[a]pyren-7,8-diol Pasanen et al., 1988

 Dimethylanthracen Christou et al., 1994

 Estradiol1) Spink et al., 1990 

 Western-Blot2)  

CYP 1A1 Ethoxyresorufin/ Western-Blot1)2) Moore et al., 1993 

Chaloupka et al., 

1992 

Sulfotransferasen I-IV 2-Hydroxynaphthol Cowan et al., 1986 

Superoxiddismutasen Northern-Blot Akman et al., 1990 

Thioesterase Western-Blot Smith et al., 1984 

UDP-Glucuronosyl-

Transferase 

Methylumbelliferon 

Nitrophenol 

Ivy et al., 1988 

Cowan et al., 1986 
 

1) Aktivität durch 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo[1,4]dioxin (TCDD) induzierbar 
2) Aktivität durch Methylcholanthren und Benzanthracen induzierbar 

 

Auch Hefezellen sind in der Lage, eine Reihe von Xenobiotika CYP-abhängig umzu-

setzen [Kärenlampi et al., 1980 & 1982; Miller et al., 1986]. Die wichtigste CYP-

katalysierte Reaktion in Hefen ist die 14α-Demethylierung von Lanosterol [Yoshida & 

Aoyama, 1984]. Die metabolische Kompetenz des verwendeten Hefestamms wurde 

bisher jedoch nicht untersucht.  
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Das „Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee“ (EDSTAC) 

empfiehlt in seinem Abschlussbericht MCF-7-Luc-Zellen für das Screening auf estro-

gene Aktivität in vitro [EDSTAC, 1998]. 

Die Unterschiede der Reportergentestsysteme zur Untersuchung auf hormonelle 

bzw. antihormonelle Aktivität sind in Tabelle 2.3 zusammenfassend dargestellt. 

 

Tabelle 2.3 Gegenüberstellung der Säugerzell- und Hefezelltestsysteme 

 MCF-7-Luc 
(stabil)  

Hefe-ER 
(stabil) 

COS-AR-Luc 
(transient) 

Hefe-AR 
(stabil) 

Zelltyp human  

 

Zellmembran 

Hefezellen 

 

Zellwand 

Cercopithecus 

aethiops  

Zellmembran 

Hefezellen 

 

Zellwand 

Rezeptor-

ausstattung 

endogen beide 

ER-Isoformen 
humaner ERα,

transfiziert 

humaner AR 

transfiziert 

humaner AR 

transfiziert 

Transkriptions-

apparat 

vollständig 

 

Hefe-

Transkriptions-

apparat 

evtl. nicht 

 vollständig 

Hefe-

Transkriptions-

apparat 

Promotor VIT-A2- 

Promotor 

synthetisches 

ERE 

MMTV-

Promotor 

synthetisches 

HRE 

Reportergen Luc lacZ Luc lacZ 

Metabolische 

Kompetenz 

wahrscheinlich 

vorhanden 

wahrscheinlich 

vorhanden 

kaum unter-

sucht 

wahrscheinlich 

vorhanden 

 

 

Die Testsysteme COS-AR-Luc und Hefe-AR sind beide mit dem Gen des humanen 

AR transfiziert, so dass der AR als einziger Steroidhormonrezeptor gebildet wird. Stö-

rungen durch andere nukleäre Rezeptoren, die an dasselbe HRE binden, können 

damit ausgeschlossen werden. Der humane AR liegt in beiden Testsystemen aller-

dings nicht im natürlichen Kontext vor. Die verwendeten COS-7-Zellen sollten als 

Säugerzelllinie aber über die nötigen Koaktivatoren und Transkriptionsfaktoren ver-

fügen, so dass es nicht zu einer Veränderung der AR-vermittelten Transkriptionsakti-

vierung kommen sollte. Einige der für die Transkriptionsaktivierung durch DHT nöti-

gen Faktoren wie der Steroidkoaktivator 1 (SRC1), das AR-assoziierte Protein 70 
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(ARA70) oder das Glucocorticoidrezeptor-interagierende Protein 1 (GRIP1) wurden 

kürzlich auch in Hefezellen nachgewiesen [Rana et al., 1998]. Da die an der AR-

vermittelte Transkriptionsaktivierung beteiligten Kofaktoren noch nicht vollständig 

identifiziert wurden, könnten entscheidende Proteine in Hefe- und COS-AR-Luc-

Zellen fehlen. 

Die metabolische Kompetenz der COS-7-Zellen bzw. ihrer Vorläuferzelllinie CV-1 ist 

kaum charakterisiert. Die Ausstattung des verwendeten Hefestamms mit metabolisie-

renden Enzymen ist ebenfalls noch nicht untersucht worden. Im COS-AR-Luc-

System wird mit dem MMTV-Promotor ein vollständiger, gut charakterisierter Promo-

tor verwendet. Beim Hefe-AR-System wird die Expression des Reportergens lediglich 

von einem einzelnen HRE kontrolliert.  

 

2.5.2.3 Auswerteverfahren  

 

Die Auswertung der Transaktivierungsexperimente erfolgte mit Hilfe der von Mußler 

(1999) erarbeiteten und diskutierten Ansätze. Der für Ligand-Rezeptor-

Wechselwirkungen typische sigmoidale Kurvenverlauf (Abbildung 2.26) wird mathe-

matisch durch die sogenannte logistische Gleichung (Gleichung 2.1) beschrieben. 

 

 

Gleichung 2.1

 

 

A1: unteres Plateau (nicht aktivierter Rezeptor) 

A2:  oberes Plateau (Sättigungsbereich des Rezeptors) 

p: Exponent; Steigung im Wendepunkt 

x0: x-Wert bei 50% Aktivierung, Wendepunkt der Kurve = „effective concentration“ 

EC50 

 

Das untere Plateau A1 beschreibt den Konzentrationsbereich, bei dem noch keine 

Reportergenantwort vorliegt. Das obere Plateau A2 stellt den Zustand dar, bei dem 

alle vorhandenen Rezeptoren vollständig aktiviert sind und weitere Substanzgabe die 

Transkriptionsrate nicht erhöhen kann. Der xo-Wert beschreibt im Falle einer ago-
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nistischen Aktivität die Konzentration, bei der eine halbmaximale Wirkung erreicht 

wird (EC50-Wert).  
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Abbildung 2.26 Auswerteverfahren: sigmoidale Regression der Daten des physio-
logischen Liganden E2 (inklusive 95. Perzentil) im Testssystem 
MCF-7-Luc. Die durch E2 induzierte Luciferaseaktivität wird kon-
zentrationsabhängig durch das Antiestrogen ICI 182780 gehemmt. 
Zusätzlich ist die Signifikanzschwelle („benchmark“) für agonisti-
sche Aktivität angegeben, die durch das potente Estrogen DES ü-
berschritten wird [Mußler, 1999]. 

 

Beim sog. „benchmark-Verfahren" wird zur Auswertung agonistischer Aktivität eine 

Signifikanzschwelle („benchmark“) eingeführt. Sie ergibt sich aus dem oberen 95. 

Perzentil des unteren Plateaus A1 (Abbildung 2.26). Verbindungen, deren induzierte 

Reportergenaktivität (inkl. Standardabweichung) die Signifikanzschwelle überschrei-

tet, können als agonistisch aktiv bezeichnet werden [Mußler, 1999].  

Bei der Untersuchung auf antagonistische Aktivität muss eine durch ein physiologi-

sches Hormon induzierte Reportergenaktivität durch die Testsubstanz gehemmt wer-

den. Hierzu werden die Testsysteme mit einer zu hemmenden Positivkonzentration 

und unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz koinkubiert. Die zu hem-
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mende Hormonkonzentration sollte im submaximalen Dosis-Wirkungsverlauf, also 

am Übergang zwischen linearem Bereich der Kurve und dem oberen Plateau A2 lie-

gen. Zu hohe Hemmkonzentrationen könnten Antagonistenkonzentrationen erfor-

dern, die über der Löslichkeitsgrenze der Testverbindung liegen würden. Bei einer zu 

niedrigen zu hemmenden Konzentration kann keine Dosis-Wirkungsbeziehung für die 

Testsubstanz erarbeitet werden, da bereits geringe Antagonistenkonzentrationen 

eine vollständige Hemmwirkung zeigen können. Mit einer submaximalen Reporter-

geninduktion lässt sich zumindest teilweise eine Dosis-Wirkungsbeziehung erarbei-

ten.  

Zur Auswertung antagonistischer Aktivität wurde wie bei agonistischer Aktivität eine 

Signifikanzschwelle eingeführt. Sie ergibt sich bei Untersuchung auf antagonistische 

Aktivität aus dem unteren 95. Perzentil der zu hemmenden physiologischen Hormon-

konzentration (Abbildung 2.27). Verbindungen, deren antagonistische Aktivität (inkl. 

Standardabweichung) diese Signifikanzschwelle unterschreitet, können als antago-

nistisch aktiv angesehen werden. 
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Abbildung 2.27 Auswerteverfahren: sigmoidale Regression der Daten des physio-
logischen Liganden DHT im Testsystem COS-AR-Luc (inklusive 95. 
Perzentil). Angabe der Signifikanzschwelle für antagonistische Ak-
tivität, die bei Koinkubation von 100 nM DHT mit dem Antiandrogen 
DDE deutlich unterschritten wird. 
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2.5.2.4 Weiterentwicklung der etablierten Reportergensysteme hinsichtlich 
metabolischer Kompetenz  

 

Ein großer Nachteil der in vitro „Screening-Systeme“ ist das Fehlen, bzw. das im 

Vergleich zur in vivo Situation stark herabgesetzte Vorhandensein metabolischer 

Kompetenz. Während in MCF-7-Zellen noch CYP-Aktivität nachweisbar ist, ist dies 

für COS-7-Zellen nicht bekannt. In Saccharomyces cerevisiae konnte als Haupten-

zym CYP 51 nachgewiesen werden [Yoshida & Aoyma, 1984].  

Es sind verschiedene Versuchsansätze zur Erhöhung der metabolischen Kompetenz 

von in vitro Testansätzen denkbar. Bereits vom EDSTAC vorgeschlagen ist die Vor-

inkubation der Testsubstanzen mit S9-Mix bzw. Mikrosomen und Untersuchung des 

Inkubats in einem geeigneten Testsystem [EDSTAC, 1998]. Anschließend wird die 

ermittelte endokrine Aktivität des Inkubats mit der Aktivität der Ausgangssubstanz 

verglichen. Als Resultat erhält man eine Verstärkung oder Abschwächung des Ef-

fekts der Ausgangssubstanz. Dieses Verfahren wurde zur Bestimmung der endokri-

nen Aktivität von Methoxychlor und einiger Metabolite bereits angewandt [Bulger et 

al., 1978; Elsby et al., 2000].  

Zur Umgehung des zeitaufwendigen Zweistufenansatzes könnten die bereits beste-

henden Testsysteme zusätzlich mit für CYP Monooxigenasen kodierenden Plasmi-

den kotransfiziert werden. Hierzu muss aber bekannt sein, welches der CYP-

Isoenzyme für die Metabolisierung der jeweiligen Testsubstanz verantwortlich ist. 

Nachteilig bei einer Mehrfachtransfektion ist die rückläufige Transfektionseffizienz bei 

steigender Plasmidzahl mit der Folge einer möglicherweise unzureichenden Expres-

sionsrate des metabolisierenden Enzyms. Stabil mit CYP-Isoenzymen transfizierte 

Hamsterlungenfibroblasten (V79 Zellen) enthalten endogen ERα [Kong et al., 2000] 

und müssten lediglich mit einem entsprechenden Reportergen kotransfiziert werden.  

Eine weitere Möglichkeit ist die Verwendung primärer Hepatozyten, die Steroidhor-

monrezeptoren wie die ER-Isoformen [Kuiper et al., 1997], AR [de Winter, 1991] so-

wie Progesteron- und Glucocorticoidrezeptor enthalten. In den letzten Jahren hat sich 

die Transfektionstechnik soweit weiterentwickelt, dass auch empfindliche primäre 

Zellen mit hoher Effizienz transfiziert werden können. Eleganter ist aber die Nutzung 

eines endogenen Reporters, der über ELISA-Technik einfach und schnell nachge-

wiesen und quantifiziert werden kann.  
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Zusätzlich müssen die gebildeten Metabolite identifiziert und quantifiziert werden, da 

so zum einen die Metabolisierungsrate überprüft werden kann. Zum anderen kann 

die Kenntnis über das Ausmaß an Metabolisierung möglicherweise auch Hinweise 

auf die Verbindung liefern, die für die beobachtete endokrine Aktivität verantwortlich 

ist. 
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3 Problemstellung  
 

Das Kontaktakarizid Dicofol geriet 1980 in den Blickpunkt der Öffentlichkeit als bei 

einem Unfall große Mengen von mit DDT verunreinigtem Dicofol in den Lake Apopka, 

Florida (USA), gelangten. Einige Jahre später beobachtete man eine Abnahme der 

Alligatorpopulation [Guillette et al., 1994]. Hierfür wurde das damals schon als 

schwach estrogen aktiv bekannte o,p´-DDT verantwortlich gemacht. Später erkannte 

man in dem DDT Metaboliten DDE ein starkes Antiandrogen, welches zusätzliche 

Störungen der hormonellen Homöostase verursacht [Kelce et al., 1995]. Dicofol, die 

Hauptkontaminante, wurde indes nicht weiter beachtet. Durch Untersuchungen von 

Guth (2000) ergaben sich neue Anhaltspunkte für eine endokrine Aktivität von Dico-

fol. Dichlorbenzophenon (DCBP), ein Abbauprodukt von Dicofol, wurde in verschie-

denen Reportergensystemen als Antiandrogen erkannt. Daraus ergibt sich die Hypo-

these, dass nicht nur DDT und DDE, sondern auch DCBP bzw. Dicofol für die beo-

bachteten Störungen des hormonellen Systems verantwortlich sein können. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst der Metabolismus von Dicofol in vitro quan-

titativ beschrieben werden. Es sollte vor allem untersucht werden, ob Dicofol durch 

metabolische Prozesse oder evtl. unter Lichteinfluss bzw. durch alkalische Katalyse 

im alkalischen Medium zu DCBP abgebaut wird [EPA RED, 1998]. Im Hinblick auf die 

potentielle endokrine Aktivität sollten Dicofol, DCBP und Dichlorbenzhydrol (DCBH) 

in verschiedenen Testsystemen auf endokrine Aktivität untersucht werden. 

 

Des Weiteren sollte in verschiedenen Testsystemen untersucht werden, welchen Ein-

fluss der Metabolismus auf die hormonelle Aktivität des Antiandrogens Linuron 

[Lambright et al., 2000] haben könnte. Schon Guth (2000) hatte festgestellt, dass 

nicht-N´-substituierter Phenylharnstoff keine antiandrogene Aktivität zeigt. Im Zuge 

einer desalkylierenden Metabolisierung von Linuron sollte es also zu einer Inaktivie-

rung der Substanz hinsichtlich antiandrogener Aktivität kommen. Linuron und seine 

Hauptmetaboliten sollten deshalb auf androgene bzw. antiandrogene Aktivität unter-

sucht werden. 

 

Ein Strukturmerkmal, das auf antiandrogene Aktivität hindeutet, ist die Struktur eines 

Benzophenons (vgl. 2.4.2.3). Das prenylierte Chalcon Xanthohumol ist ein Naturstoff, 

der Strukturelemente eines Benzophenons und eines Stilbens vereint (vgl. Abbildung 
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2.24). Erste Berichte lassen vermuten, dass es sich bei Xanthohumol um eine Sub-

stanz mit potenter antiestrogener Wirkung handelt [Gerhäuser et al., 2002]. Die struk-

turelle Nähe zu antiandrogen aktiven Benzophenonen legte zusätzlich die Untersu-

chung auf antiandrogene Aktivität nahe.  
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4 Ergebnisse und Diskussion 
 

4.1 Dicofol und seine Umwandlungsprodukte 
 

4.1.1 Untersuchungen zum Abbau von Dicofol  

4.1.1.1 Methodenentwicklung zur chromatographischen Trennung von 
Dicofol und seinen Degradationsprodukten 

 

Für die Analytik von Dicofol wurde ein in der Literatur für technisches Dicofol be-

schriebenes, chromatographisches Trennverfahren auf der Basis einer Umkehrpha-

sen-HPLC mit UV-Detektor weiter entwickelt [Rothman, 1980]. Mit einem Aceto-

nitril/Wasser-Gemisch (60/40) wurde eine bessere Trennleistung und eine wesentli-

che Verkürzung der Analysenzeit erreicht. Dicofol und seine Zerfallsprodukte eluie-

ren dabei in der Reihenfolge DCBH, DCBP und Dicofol. Aufgrund seiner strukturellen 

Ähnlichkeit zu DCBP wurde Oxybenzon (Abbildung 4.1) als interner Standard zur 

Kompensation von Fehlern bei Extraktion und Probenaufarbeitung zugesetzt. Mit 

Hilfe dieses Verfahrens wurden auch für Dicofol zufriedenstellende Wiederfindungen 

erreicht. 

 

4.1.1.2 Charakterisierung des kommerziell erhältlichen Dicofol 

 

Dicofol wird großtechnisch durch Chlorierung von DDT am zentralen C-Atom und 

einer anschließenden Hydrolyse hergestellt. Da Verunreinigungen im kommerziell 

erhältlichen Dicofol später die Untersuchungen zur endokrinen Aktivität stören könn-

ten, wurde insbesondere auf eine Kontamination mit DDT, DDE und DCBP geprüft. 

In einem typischen Analysengang eluiert der interne Standard Oxybenzon (A) bei 3,4 

min, das Abbauprodukt DCBP (B) bei 6,7 min und Dicofol (C) bei 11,75 min. Ein Sig-

nal im Chromatogramm (X) bei 7,5 min (Abbildung 4.1) ließ zunächst vermuten, es 

handle sich aufgrund fast identischer Retentionszeiten um das Abbauprodukt DCBP. 

Durch Standardadditionsanalyse mit DCBP konnte dies jedoch wiederlegt werden, 

da DCBP (B) früher als die unbekannte Kontaminante (X) eluiert (Abbildung 4.1). 
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Abbildung 4.1 Chromatographische Trennung von Dicofol und seinen Degrada-
tionsprodukten mittels RP-HPLC und UV-Detektion nach Stan-
dardadditionsanalyse                   
A: Oxybenzon (interner Standard)            
B: DCBP               
X: Kontaminante (evtl. p,p´-Dichlorbenzil)          
C: Dicofol              
Es sind deutlich zwei unterschiedliche Signale für DCBP und die 
Kontaminante zu erkennen.  

 

Aufgrund der unvollständigen Trennung von DCBP, sollte die Substanz ähnliche 

physikalische, chemische und strukturelle Eigenschaften wie DCBP aufweisen. Nach 

Rothman (1980) könnte es sich bei der Substanz um p,p´-Dichlorbenzil (Abbildung 

4.1) handeln. Diese Vermutung wurde durch eine 1H-NMR Untersuchung des kom-
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merziell erhältlichen Dicofols in deuteriertem Chloroform bestätigt. Die Resonanz bei 

δ = 3,45 ppm konnte dem alkoholischen Proton von Dicofol zugeordnet werden. Die 

Multipletts bei δ = 7,24 ppm und δ = 7,58 ppm entsprechen den aromatischen Proto-

nen des Dicofols [Keith et al., 1969]. Die in der Vergrößerung zu erkennenden Reso-

nanzen bei δ = 7,49 ppm und δ = 7,91 ppm stimmen mit den von Okimoto et al. 

(1996) bestimmten Resonanzen von p,p´-Dichlorbenzil überein (Abbildung 4.2; 

Tabelle 4.1). 
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Abbildung 4.2 1H-NMR-Spektrum von Dicofol               
Die Resonanzen von p,p´-Dichlorbenzil sind vergrößert dargestellt. 
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Tabelle 4.1 Vergleich der gemessenen 1H-NMR Resonanzen mit Literaturdaten 

 Literatur Eigene Daten 

Dicofol δ = 3,52 ppm1 (s) δ = 3,45 ppm (s) 

 δ = 7,24 ppm1 (m) δ = 7,29 ppm (m) 

 δ = 7,58 ppm1 (m) δ = 7,62 ppm (m) 

p,p´-Dichlorbenzil δ = 7,43 ppm2 (d) δ = 7,49 ppm (d) 

 δ = 7,92 ppm2 (d) δ = 7,91 ppm (d) 
1 Keith et al., 1969 
2 Okimoto et al., 1996 

 

Es blieb nun zu klären, ob Dichlorbenzil möglicherweise bei den nachfolgenden Le-

bermikrosomeninkubationen durch Bildung von DCBP zu Verfälschungen der Ergeb-

nisse führen könnte. Im stark alkalischen Milieu lagern Benzile zu Benzilsäuren um 

(Benzilsäureumlagerung) [Becker et al., 1990], aus der durch Decarboxylierung 

DCBP entstehen könnte (Abbildung 4.3).  
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Abbildung 4.3 Reaktionsmechanismus zur Entstehung von DCBP aus p,p´-
Dichlorbenzil 
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Die Bildung von DCBP aus p,p´-Dichlorbenzil scheint jedoch unter den äußerst mil-

den Bedingungen des Lebermikrosomeninkubationsversuchs (K2HPO4/KH2PO4-

Puffer; pH 7,4; 37°C) nicht wahrscheinlich, da die Reaktionssequenz, ausgehend von 

p,p´-Dichlorbenzilsäure zu DCBP starke Oxidationsmittel wie Ce4+ [Hanna & Sarac, 

1977] oder Chromsäure [Montagne, 1902] erfordert. In der Literatur wurden keine 

Hinweise auf eine enzymatische Umsetzung von p,p´-Dichlorbenzilsäure in DCBP 

gefunden. Eine Verringerung des p,p´-Dichlorbenzilsignals wurde in orientierenden 

Versuchen nicht beobachtet. Andere Kontaminanten, wie DDE oder die o,p´-Isomere 

der oben genannten Verbindungen, wurden nicht detektiert, weshalb auf die Aufrei-

nigung des kommerziell erhältlichen Dicofols verzichtet wurde. 

 

4.1.1.3 Herstellung der Lebermikrosomen 

 

Die Herstellung der Mikrosomen aus Rinder-, Schweine- oder mit aroclor-induzierter 

Rattenleber wurde wie unter 6.7.1 beschrieben durchgeführt. Es wurden die in 

Tabelle 4.2 aufgeführten Protein-, CYP- und Cytochrom b5-Gehalte bestimmt. Erwar-

tungsgemäß weisen induzierte Rattenlebermikrosomen den höchsten CYP-Gehalt 

auf. Da die verwendeten Mikrosomen bei unabhängigen, parallelen Metabolisie-

rungsstudien gute metabolische Aktivität gezeigt hatten [Schmitt, 2001], wurde auf 

die erneute Prüfung metabolischer Aktivität verzichtet.  

 

Tabelle 4.2 Charakterisierung der hergestellten Lebermikrosomen 

Spezies Proteingehalt 

[mg/ml Suspension]

Cytochrom P 450 

[nmol/mg Protein] 

Cytochrom b5 

[nmol/mg Protein] 

Rind 54 0,85 0,85 

Schwein 37 0,84 0,78 

Ratte 
(aroclor-induziert) 

25 1,21 0,98 
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4.1.1.4 In vitro Untersuchungen zum Metabolismus von Dicofol  

 

In orientierenden Versuchen wurden Rinderlebermikrosomen mit 400 µg Dicofol 2 h 

bei 37°C im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde anschließend mit eisgekühltem 

Aceton (0,5 ml) gestoppt, die Analyten mit Essigester extrahiert, der Extrakt zur 

Trockne im Stickstoffstrom eingeengt und der HPLC-Analyse zugeführt.  

Auch in der Blindprobe (durch Erhitzen inaktivierte Mikrosomen) war Bildung von 

DCBP zu beobachten, was auf Artefaktbildung während der Aufarbeitung und/oder 

auf einen nicht-enzymkatalysierten Zerfall von Dicofol hinwies. Allerdings wurde auch 

in einer Aufarbeitungskontrolle, bei der Dicofol erst nach dem Abstoppen der Inkuba-

tion zugesetzt worden war, DCBP nachgewiesen. Im Folgenden wurde deshalb die 

Inkubationsreaktion mit 1 ml essigsaurem (10%) Aceton abgestoppt und die Analyten 

ebenfalls in essigsaurem (10%) Methanol aufgenommen. Diese Aufarbeitungsvarian-

te war für die Untersuchungen zum Metabolismus von Dicofol geeignet, da nun kein 

DCBP in den Aufarbeitungskontrollen nachzuweisen war.  

Obwohl in den mitgeführten Aufarbeitungskontrollen mit anschließender saurer Auf-

arbeitung keine DCBP-Bildung nachzuweisen war, wurden in den Blindproben und in 

mikrosomenfreien Inkubationsansätzen immer etwa die gleichen DCBP-

Konzentrationen nachgewiesen wie in den Proben mit aktiven Mikrosomen 

(Abbildung 4.4). Um zu überprüfen, ob es sich bei der beobachteten Bildung von 

DCBP um eine CYP-abhängige Reaktion handelt, wurde der Versuch mit aroclor-

induzierten Rattenlebermikrosomen wiederholt. Aufgrund des höheren CYP-Gehalts 

sollte im Falle einer CYP-abhängigen DCBP-Bildung entsprechend mehr DCBP ge-

bildet werden. Es wurde jedoch keine Erhöhung der DCBP Entwicklung durch aroc-

lor-induzierte Rattenlebermikrosomen festgestellt (Abbildung 4.4). Darüber hinaus 

wurde auch bei Verwendung hitzeinaktivierter, aroclor-induzierter Rattenlebermikro-

somen DCBP-Bildung festgestellt. 
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Abbildung 4.4 Entstandenes DCBP nach Inkubation von Lebermikrosomen mit 

Dicofol    
 

 

Durch Erhöhung der Inkubationstemperatur auf 50°C bzw. auf 60°C denaturiert das 

für die Katalyse benötigte Protein. Daher sollte bei einer enzymatischen Reaktion 

keine Erhöhung der gebildeten DCBP-Menge beobachtet werden, während bei nicht-

enzymatischer Reaktion die DCBP-Entwicklung erhöht sein sollte. In Abbildung 4.4 

ist deutlich eine verstärkte DCBP-Bildung bei erhöhter Reaktionstemperatur zu er-

kennen, weshalb von einer nicht-enzymkatalysierten Reaktion auszugehen ist.  

Parallel dazu wurden die Dicofolgehalte der Inkubationsansätze gemessen 

(Abbildung 4.5). Die deutliche Abnahme der Dicofol-Konzentration bei 50°C bzw. 

60°C und die gleichzeitige verstärkte DCBP-Bildung belegen die enzymunabhängige 

Umwandlung von Dicofol zu DCBP. 
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Abbildung 4.5 Abnahme der Dicofol-Konzentration nach Inkubation von Dicofol 
mit Lebermikrosomen       

 

Bestimmung der Aktivierungsenergie 
 

Nach Untersuchungen von Nome et al. (1981) beträgt die Aktivierungsenergie der 

Degradation von Dicofol in Wasser 60,3 kJ/mol. Stimmt nun die Aktivierungsenergie 

in Gegenwart metabolisch aktiver Enzyme mit der Aktivierungsenergie in Gegenwart 

von Wasser überein, kann von einer enzymunabhängigen Reaktion ausgegangen 

werden.  

Zur Bestimmung der Aktivierungsenergie der Umsetzung von Dicofol zu DCBP wur-

de eine Reaktion erster Ordnung angenommen [Nome et al., 1981]. Aus der Ge-

schwindigkeitsgleichung einer Reaktion erster Ordnung (Gleichung 4.1) erhält man 

nach unbestimmter Integration die Geschwindigkeitskonstante k der Reaktion 

(Gleichung 4.2) mit der Reaktionsdauer (t) und Anfangs- ([Dicofol]0) sowie Endkon-

zentration ([Dicofol]t) der Ausgangssubstanz. [Wedler, 1997] 
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Gleichung 4.1 

 

 

Gleichung 4.2 

 

 

Gleichung 4.3 

 

 

Die Geschwindigkeitskonstante k einer Reaktion hängt nach Arrhenius von der Reak-

tionstemperatur T ab. Trägt man die Reaktionskonstanten k (Logarithmus naturalis) 

der jeweiligen Reaktionstemperatur T gegen den Kehrwert der Reaktionstemperatur  

(1/T) auf, erhält man eine Gerade (Gleichung 4.3, Abbildung 4.6). Diese Gerade ist 

durch den Ordinatenabschnitt lnA und durch die Steigung –EA/R (mit R der allgemei-

nen Gaskonstanten und EA der Aktivierungsenergie) charakterisiert. [Wedler, 1997] 
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Abbildung 4.6 Berechnung der Aktivierungsenergie nach Arrhenius      
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Die Berechnung der Aktivierungsenergie aus den Steigungen ergab 63,5 ± 5,4 

kJ/mol in Gegenwart metabolisch aktiver Enzyme. Damit stimmt die in der vorliegen-

den Arbeit berechnete Aktivierungsenergie mit den Literaturdaten überein [Nome et 

al., 1981]. Die fast identischen Aktivierungsenergien sind ein weiterer deutlicher Hin-

weis für einen nicht-enzymatischen Prozess des Dicofolabbaus. Bei einer enzyma-

tisch-beschleunigten Reaktion hätte die Aktivierungsenergie in Gegenwart von 

Mikrosomen wesentlich geringer ausfallen müssen.  

 

4.1.1.5 In vitro Untersuchungen zum Metabolismus von DCBP  

 

DCBP wurde mit Rinder-, Schweine- und mit Aroclor induzierten Rattenlebermikro-

somen bei 37°C, 2 h behandelt. Bei Inkubation von hitzeinaktivierten Mikrosomen mit 

DCBP wurde erwartungsgemäß keine Umsetzung beobachtet. Dagegen wurde 

DCBP durch aktive Mikrosomen schnell und annähernd vollständig zu DCBH redu-

ziert (Abbildung 4.7 und Abbildung 4.8).  

Da bei Inkubation von Mikrosomen mit DCBP auch unter anaeroben Bedingungen in 

Gegenwart von Kohlenstoffmonoxid die Reduktion von DCBP zu DCBH beobachtet 

wurde [Yoneyama & Matsumara, 1981], ist die enzymatische Reduktion von DCBP 

zu DCBH vermutlich nicht von CYP-Isoenzymen katalysiert. Die Reduktion könnte 

auch durch andere Enzyme, wie beispielsweise Cytochrom P450 Reduktase oder 

Alkoholdehydrogenase katalysiert worden sein.  

DCBP wird wahrscheinlich auch im Körper schnell zu DCBH reduziert, das als Glucu-

ronsäure- oder Sulfatkonjugat ausgeschieden werden könnte, falls die Reoxidation 

zu DCBP nicht der bevorzugte Prozess ist.   

 

 



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION  68 

ina
kti

vie
rte

 M
ikr

os
om

en

ak
tiv

e M
ikr

os
om

en

ina
kti

vie
rte

 M
ikr

os
om

en

ak
tiv

e M
ikr

os
om

en

ina
kti

vie
rte

 M
ikr

os
om

en

ak
tiv

e M
ikr

os
om

en
0

5

10

15

20

25

30

35

   
   

 D
C

BH
-K

on
ze

nt
ra

tio
n 

[µ
M

]

 aktive Rindermikrosomen
 aktive Schweinemikrosomen
 aktive ind. Rattenmikrosomen

 

Abbildung 4.7 DCBH-Bildung durch Inkubation von Lebermikrosomeninkubation 
mit DCBP  
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Abbildung 4.8 DCBP-Konzentration nach Inkubation von DCBP mit Leber-

mikrosomen  
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4.1.1.6 Inkubation von Dicofol in alkalischen Lösungen 

 

In der Literatur sind Hinweise auf eine alkaliinduzierte Umsetzung von Dicofol zu 

DCBP vorhanden [Walsh & Hites 1979]. Aus den beschriebenen Literaturdaten geht 

jedoch nicht hervor, ob eine geeignete Aufarbeitung vor der Analyse durchgeführt 

wurde. Dies erscheint aber nach den Untersuchungen dieser Arbeit unumgänglich 

(vgl. 4.1.1.4), weshalb die Untersuchungen wiederholt wurden. Dicofol wurde bei 

20°C im Dunkeln in methanolischen NaOH-Lösungen unterschiedlicher Konzentrati-

on (10 mM, 1 mM, 0,1 mM) behandelt.  

In einer 10 mM methanolischen NaOH-Lösung ist die Umsetzung von Dicofol zu 

DCBP schon innerhalb von 2 Minuten fast vollständig abgelaufen. Im Gegensatz da-

zu verläuft die Reaktion in Gegenwart von 0,1 mM NaOH deutlich langsamer 

(Abbildung 4.9 und Abbildung 4.10). In 10%-iger methanolischer Essigsäurelösung 

und reinem Methanol wurde keine DCBP-Bildung beobachtet. Die Resultate der Un-

tersuchungen dieser Arbeit zeigen eine direkte Abhängigkeit der Umsatzrate von der 

NaOH-Konzentration. Die Umwandlung von Dicofol zu DCBP erfolgt somit umso 

schneller, je höher die Hydroxidionenkonzentration ist.  
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Abbildung 4.9 Entstandenes DCBP nach Inkubation von Dicofol mit methanoli-
schen NaOH-Lösungen  
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Abbildung 4.10 Dicofolkonzentration nach Inkubation von Dicofol mit methanoli-
schen NaOH-Lösungen   

 

 

4.1.1.7 Chloroformbestimmung durch Headspace GC beim Dicofolabbau 
unter alkalischen Bedingungen 

 

Mögliche Reaktionsmechanismen der Umsetzung von Dicofol zu DCBP 
 

Die Säurekonstanten (pKS) der aliphatischen Alkoholfunktion von Trichlorcarbinolen 

wie z.B. Dicofol liegen zwischen 11,8 und 12,2 [Reeve et al., 1980]. Unter alkalischen 

Bedinungen ist deshalb für die Reaktion von Dicofol zu DCBP als einleitender Schritt 

die Deprotonierung von Dicofol anzunehmen (Abbildung 4.11).  
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Abbildung 4.11 Mögliche Reaktionsmechanismen der alkaliinduzierten Umwand-
lung von Dicofol in DCBP [Nome et al., 1981; Reeve et al., 1980; 
modifiziert] 

 

Ausgehend vom Alkoxid-Ion können zwei Mechanismen angenommen werden. Die 

Reaktion könnte unter Eliminierung eines Trichlormethylanions (Weg A in Abbildung 

4.11) zu DCBP verlaufen [Nome et al., 1981]. Dieser Reaktionsmechanismus ähnelt 

der basenkatalysierten Zersetzung von Cyanohydrinen. Da der pKS-Wert des Trich-

lormethylanions wesentlich höher ist, als der der Cyanide, wird spontan Chloroform 

gebildet und die Reaktion auf die Seite der Produkte geschoben [Nome et al., 1981]. 

Verläuft die Reaktion nach Weg B (Abbildung 4.11), kommt es unter intramolekularer 
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Eliminierung eines Chloridions zur Bildung des 2,2-Dichlor-3,3-bis-(p-chlorphenyl)-

oxirans, aus dem dann nach Dichlorcarbenabspaltung DCBP entsteht [Reeve et al., 

1980]. Ein nukleophiler Angriff der im Reaktionsgemisch vorhandenen Hydroxidionen 

am intermediär entstandenen Epoxid scheint aufgrund der großen, sterisch behin-

dernden Substituenten wenig wahrscheinlich.  

Welchen Einfluss Chlor- bzw. Phenylsubstituenten auf die Reaktivität bzw. Stabilität 

des hypothetischen Epoxids haben könnten, soll im Folgenden diskutiert werden. 

Chlorierte Ethene werden durch CYP-Monooxigenasen zu den entsprechenden Epo-

xiden metabolisiert. Aus Chlorethen (Vinylchlorid) entsteht dabei im Zuge der Meta-

bolisierung 2-Chloroxiran, aus 1,1-Dichlorethen (Vinylidenchlorid) 2,2-Dichloroxiran 

(Abbildung 4.12).  
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Abbildung 4.12 Strukturformeln von Epoxiden 
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2,2-Dichloroxiran konnte im Gegensatz zu 2-Chloroxiran nicht isoliert werden [Bolt et 

al., 1982]. Die Einführung eines zweiten Chlorsubstituenten in 2-Position führt dem-

nach zu einer Erhöhung der Reaktivität bzw. zu einer Erniedrigung der Stabilität des 

Epoxids. Chlorethen bzw. sein Metabolit 2-Chloroxiran induziert wesentlich mehr 

DNA-Schäden als 1,1-Dichlorethen bzw. sein Metabolit 2,2-Dichloroxiran, da 2-

Chloroxiran reaktiv genug ist, um an die DNA-Basen zu binden, aber auch gleichzei-

tig stabil genug ist, um vom Cytosol in den Kern gelangen zu können. Es bindet nicht 

sofort an die im Cytosol zahlreich vorhandenen Proteine. 2,2-Dichloroxiran dagegen 

scheint aufgrund der beiden Chlorsubstituenten wesentlich weniger stabil zu sein und 

sollte sehr rasch im Cytosol reagieren. Die höhere Reaktivität von 2,2-Dichloroxiran 

spiegelt sich in der geringeren Inzidenz an präneoplastischen Foci in der Leber wie-

der [Bolt et al., 1982]. 

Ein Phenylsubstituent in 3-Position hat einen stabilisierenden Einfluss auf Mono-

chloroxiran. Die E,Z-Isomere von 2-Chlor-3-(p-chlorphenyl)-oxiran (Abbildung 4.12) 

wurden synthetisiert und charakterisiert [Kirrmann & Nouri-Bimorghi, 1968; McDonald 

& Cousins, 1980]. 2-Chlor-3,3-bis-(p-chlorphenyl)-oxiran (Abbildung 4.12), mit einem 

zweiten Phenylrest in 3-Position, wurde ebenfalls hergestellt und war im Ames-Test 

positiv [Gold et al., 1981]. Im Gegensatz dazu führt ein weiterer Chlorsubstituent in 2-

Position (2,2-Dichlor-3-(p-chlorphenyl)-oxiran, Abbildung 4.12) nicht zu einem isolier-

baren Epoxid [Gukasyan et al., 1989].  

Legt man die dargestellte hohe Reaktivität bzw. die geringe Stabilität von Epoxiden 

mit zwei sterisch großen, elekronenziehenden Chlorsubstituenten in 2-Position zu 

Grunde, ist das postulierte Epoxid (2,2-Dichlor-3,3-bis-(p-chlorphenyl)-oxiran) wahr-

scheinlich extrem instabil und nicht nachweisbar bzw. eine Bildung über Reaktions-

weg B nicht sehr wahrscheinlich. 

 

Orientierende Versuche zur Chloroformbestimmung durch Headspace-GC 
 

Um Hinweise auf einen der beiden Reaktionsmechanismen zu erhalten, sollte das 

freigesetzte Chloroform nach Reaktionsmechanismus A (Abbildung 4.11) aus dem 

Reaktionsansatz durch Headspace-GC bestimmt werden. Hierzu muss sichergestellt 

sein, dass zum einen Chloroform im Reaktionsgemisch stabil ist und zum anderen 

die Reaktion zum Zeitpunkt der Analyse vollständig abgelaufen ist. In einer 1 mM 
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methanolischen NaOH-Lösung ist die Reaktion von Dicofol zu DCBP bei 20°C nach 

20 min fast vollständig abgelaufen (vgl. 4.1.1.6). Die Headspace-GC Untersuchun-

gen wurden daher nach einer Inkubationszeit von 20 min bei 85°C durchgeführt.  

 

In orientierenden Versuchen wurde zunächst die Stabilität von Chloroform in 1mM 

methanolischer NaOH untersucht. Zu 2 ml Lösungsmittel (reines Methanol oder 1mM 

methanolische NaOH) wurden unterschiedliche Mengen an Chloroform gegeben. 

Nach dem Verschließen der Flaschen wurden diese 20 min bei 85°C äquilibriert und 

anschließend analysiert. In diesen Ansätzen wurden parallel Nachweis- (1 µmol) und 

Bestimmungsgrenze (6 µmol) des Analyten Chloroform bestimmt. Im Anschluss wur-

den die Peakflächen der Chloroformsignale in Methanol und in 1 mM methanolischer 

NaOH verglichen. Wie in Abbildung 4.13 zu erkennen ist, wurden keine Unterschiede 

hinsichtlich der Signalflächen der Chloroformsignale in MeOH und 1 mM methanoli-

scher NaOH festgestellt. Lineare Regressionen ergaben annähernd identische Gera-

den. Es ist daher davon auszugehen, dass Chloroform in 1 mM methanolischer Na-

OH wahrscheinlich über die gewählte Reaktionszeit stabil ist.    
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Abbildung 4.13 Stabilität von Chloroform in 1mM methanolischer NaOH            
Nachweisgrenze (1 µmol Chloroform) und Bestimmungsgrenze     
(6 µmol Chloroform) 
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Der Nachweis des bei der alkali-induzierten Degradation von Dicofol gebildeten  

Chloroforms wurde mit Hilfe des Standardadditionsverfahrens durchgeführt, da bei 

einer eingesetzten Menge von 1,1 µmol Dicofol in der Nähe der Nachweisgrenze 

gemessen wurde. Mit dem Standardadditionsverfahren können auch Analytenkon-

zentrationen unterhalb der Bestimmungsgrenze quantifiziert werden. Die Probe wird 

allein und nach Zugabe unterschiedlicher Analytenkonzentrationen gemessen und 

die erhaltenen Signale einer linearen Regression unterworfen [Matissek et al., 1992]. 

Der Schnittpunkt der erhaltenen Geraden mit der Abszisse entspricht dabei der    

Analytenkonzentration in der Probe (Abbildung 4.14). In ersten Messungen wurden 

mit diesem Verfahren 1,16 ± 0,13 µmol bzw. 0,8 ± 0,03 µmol Chloroform nachgewie-

sen. Bei der Umwandlung von Dicofol in DCBP scheint annähernd äquimolar Chloro-

form zu entstehen, was für den dargestellten Reaktionsmechanismus A spricht 

(Abbildung 4.11). 
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Abbildung 4.14 Quantifizierung von Chloroform bei der alkalischen Inkubation von 
Dicofol mit Hilfe des Standardadditionsverfahrens 

 

 

Da neben DCBP Chloroform als zweites Reaktionsprodukt bei der alkali-induzierten 

Umsetzung von Dicofol nachgewiesen wurde, muss bei einer Exposition mit Dicofol 
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zusätzlich noch die durch Chloroform hervorgerufene Toxizität in Betracht gezogen 

werden.  

Chloroform kann bei hoher oder chronischer Exposition zu Leber- und Nierenschä-

den führen. Für diese Schädigung wird die metabolische Aktivierung zu Phosgen 

verantwortlich gemacht, das durch Salzsäureabspaltung aus dem primär bebildeten 

Hydroxylierungsprodukt Trichlormethanol entsteht. Chloroform ist zwar im Ames-Test 

nicht mutagen, verursacht jedoch im Langzeit-Kanzerogenitätstest in hoher Dosie-

rung Nieren- und Lebertumoren. Die kanzerogene Wirkung wird als Folge einer re-

generativen Zellteilung infolge der cytotoxischen Wirkung angesehen und beruht 

vermutlich nicht auf einer direkten DNA-Schädigung. [Eisenbrand & Metzler, 2001] 

Dicofol war sowohl im Ames-Test (5 – 5000 µg/Platte) als auch im Hypoxanthin-

Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT)-Test (3 – 20 µg/ml) mit und ohne 

metabolische Aktivierung nicht mutagen. 478 mg/kg Dicofol induzierten in vivo keine 

klastogenen Schäden der Chromosomen von Knochenmarkzellen. Dicofol (39,6 und 

79,2 mg/kg/Tag über 45 Wochen) führte bei männlichen B6C3F1-Mäusen zu einer 

erhöhten Inzidenz an hepatozellulären Adenomen und Karzinomen. [EPA RED, 

1998] 

 

 

4.1.1.8 Abbau von Dicofol in den Inkubationsmedien der Transaktivierungs-
systeme 

 

In Anbetracht der gewonnenen Erkenntnisse zur abiotischen Abbaubarkeit von Dico-

fol unter dem Einfluss von Hydroxidionen (4.1.1.6), scheint eine Umwandlung von 

Dicofol in DCBP im Inkubationsmedium (CDFKS-Medium, vgl. 6.1) der zur Untersu-

chung hormoneller bzw. antihormoneller Aktivität eingesetzten Testsysteme in Säu-

gerzellen wahrscheinlich. Das eingesetzte CDFKS-Medium mit einem pH-Wert von 

7,4 enthält 3,7 g/L NaHCO3 [Gibco, 2001]. Im Medium der Hefetestsysteme (pH 7,1) 

[Routledge & Sumpter, 1996] sollte keine bzw. nur geringe Degradation von Dicofol 

zu DCBP zu beobachten sein.  

Dicofol wurde in beiden Medien 2 h und 24 h bei 37°C inkubiert. Es wurde wie bei 

allen anderen Experimenten zur Umwandlung von Dicofol eine Aufarbeitungskontrol-

le mitgeführt. Erwartungsgemäß wurde keine Umwandlung von Dicofol zu DCBP im 
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Hefemedium beobachtet (Abbildung 4.15). Im Gegensatz dazu sind bereits nach 2 h 

Inkubation im CDFKS-Medium 5,6% und nach 24 h 14,5% des eingesetzten Dicofol 

zu DCBP umgesetzt.  

Wie Guth (2000) bereits feststellte, ist 1 µM DCBP bereits gering antiandrogen aktiv. 

Bei Inkubation von COS-AR-Luc-Zellen mit 10 µM Dicofol ist nach den vorliegenden 

Ergebnissen nach 24 h also eine zur Feststellung antiandrogener Aktivität ausrei-

chende DCBP-Konzentration (ca. 1,5 µM) im Inkubationsmedium vorhanden.  
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Abbildung 4.15 Entstehung von DCBP aus Dicofol unter Inkubationsbedingungen 
in den Medien der Transaktivierungssysteme 
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Abbildung 4.16 Abnahme von Dicofol unter Inkubationsbedingungen in den Medien 
der Transaktivierungssysteme  
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4.1.1.9 Bestrahlung mit UV-Licht 

 

Aufschluss über die UV-Licht induzierte, abiotische Abbaubarkeit sollte durch die Be-

strahlung von Dicofol mit UV-Licht gewonnen werden. Hierzu wurde Dicofol in unter-

schiedlich polaren Lösemitteln mit UV-Licht einer Wellenlänge von 254 nm und mit 

unterschiedlichen Strahlungsdosen (0,25 J/cm2, 0,5 J/cm2, 0,75 J/cm2) bestrahlt. Zur 

Simulation einer lipophilen Phase wurde n-Hexan gewählt. Aufschluss über die abio-

tische Abbaubarkeit im polaren, wässrigen Medium sollte durch Bestrahlung in Me-

thanol bzw. in einem Methanol/Wasser Gemisch gewonnen werden. 
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Abbildung 4.17 Entstandenes DCBP nach UV-Bestrahlung von Dicofol 

 

Die Entstehung von DCBP aus Dicofol unter Einfluss von UV-Licht nimmt mit stei-

gender Behandlungsdauer bzw. Strahlungsdosis zu und erfolgt umso schneller je 

unpolarer das Lösemittel ist (Abbildung 4.17). Dies spricht für eine schnelle Degrada-

tion von Dicofol in unpolarer Umgebung, wie beispielsweise auf dem wachsartigen 

Überzug von Blatt- und Fruchtoberflächen. Langsamer erfolgt der UV-induzierte Ab-
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bau in polarer Umgebung, wie z.B. in Wasser. Wahrscheinlich überwiegt in Wasser 

bei entsprechendem pH-Wert eher die durch Hydroxidionen induzierte Umwandlung. 

 

4.1.2 Untersuchungen auf endokrine Aktivität 
 

4.1.2.1 Validierung der verwendeten Testsysteme 

 

Zur Untersuchung der estrogenen bzw. antiestrogenen Aktivität der Testverbindun-

gen standen MCF-7-Luc-Zellen (vgl. 2.5.2.1.1) und Hefe-ER-Zellen (vgl. 2.5.2.1.2) 

zur Verfügung. Zur Untersuchung auf androgene bzw. antiandrogene Aktivität wur-

den COS-AR-Luc-Zellen (vgl. 2.5.2.1.3) und Hefe-AR-Zellen (vgl. 2.5.2.1.4) einge-

setzt.  

Vor Einsatz der Testsysteme musste überprüft werden, ob bei der Verwendung der 

Testsysteme in dieser Arbeit Abweichungen zu historischen Kontrollen auftraten. 

Hierzu wurden die Testsysteme mit den physiologischen Hormonen 17-β-Estradiol 

(E2) und 5α-Dihydrotestosteron (DHT) validiert.  

 

4.1.2.1.1 MCF-7-Luc-Testsystem 

 

Die Inkubation von MCF-7-Luc-Zellen mit dem physiologischen Hormon E2 (0,1 – 100 

nM) zeigte die erwartete Dosis-Wirkungsbeziehung. Bei halblogarithmischer Auftra-

gung ergibt sich der für Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen typische sigmoidale 

Kurvenverlauf (Abbildung 4.18). Eine Konzentration bis zu ca. 0,5 nM E2 erzeugt kei-

ne bzw. nur äußerst geringe Luciferaseaktivität (unteres Plateau A1). Der Sättigungs-

bereich (oberes Plateau A2) beginnt bei einer E2 Konzentration von 100 nM. Der 

EC50 liegt im Bereich von 3 nM E2, was mit früheren Daten überein stimmt [Mußler 

1999]. Die durch 100 nM E2 induzierte Luciferaseaktivität wurde durch das reine An-

tiestrogen ICI 182780 (1 µM) vollständig gehemmt (Abbildung 4.18). Das Testsystem 

MCF-7-Luc ist somit valide und kann zur Prüfung von estrogener und antiestrogener 

Aktivität eingesetzt werden. Zur Prüfung auf antiestrogene Aktivität wurde 10 nM E2 

als zu hemmende Konzentration festgelegt (vgl. 2.5.2.3).  
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Abbildung 4.18 Validierung des MCF-7-Luc-Testsystems zur Bestimmung estro-

gener bzw. antiestrogener Aktivität durch das physiologische 
Hormon E2 und das Antiestrogen ICI 182780 

 

 

4.1.2.1.2 Hefe-ER-Testsystem 

 

Die stabil transfizierten Hefezellen zeigten eine durch E2 (50 pM – 50 nM) konzentra-

tionsabhängig induzierbare β-Galactosidaseaktivität (Abbildung 4.19). Nach halb-

logarithmischer Auftragung wurde der erwartete sigmoidale Kurvenverlauf erhalten 

(oberes Plateau A2 ab 50 nM E2, unteres Plateau A1 unter 0,01 nM, EC50 0,2 nM). 

Diese Daten sind mit denen der Literatur vergleichbar [Miller et al., 2001]. Zur Be-

stimmung von antiestrogener Aktivität wurde 10 nM E2 als zu hemmende Agonisten-

Konzentration gewählt.  
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Abbildung 4.19 Induktion von β-Galactosidaseaktivität durch E2 in Hefe-ER-Zellen 

 

Beim Vergleich von MCF-7-Luc-System und Hefe-ER-System fällt beim Hefe-ER-

System eine flachere Dosis-Wirkungsbeziehung auf. Die Steigung p der Dosis-

Wirkungsbeziehung im Wendepunkt ist ein Maß für die Spezifität und Sensivität der 

Ligand-Rezeptor-Beziehung im jeweiligen Testsystem. Je größer die Steigung im 

Wendepunkt ist, desto besser spricht das Testsystem auf die Gabe des physiologi-

schen Hormons E2 an. MCF-7-Luc-Zellen (p = 1,2; Hefe-ER-Zellen p = 0,5) reagieren 

daher sensitiver als Hefe-ER-Zellen auf agonistisch aktive Substanzen.  

Vergleicht man die EC50-Werte der beiden Testsysteme (Hefe-ER und MCF-7-Luc), 

fällt ein um ungefähr eine Potenz geringerer EC50-Wert im Hefe-ER-System auf. Bei 

niedrigeren E2 Konzentrationen wird in Hefe-ER-Zellen bereits estrogene Aktivität 

messbar. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass der Promotor im Hefe-ER-

System kein vollständiger, sondern ein artifizieller Promotor ist, wodurch es zu einer 

unspezifischen Transkription des Reportergens kommen könnte. Zusätzlich sind 

noch die bereits unter 2.5.2.2 diskutierten Parameter wie die unterschiedliche ER-

Ausstattung, sowie der unterschiedliche Zellkontext (Hefezellen versus humane Zel-

len) zu berücksichtigen. Die Aussagekraft des Hefe-ER-Testsystems im Vergleich 

zum MCF-7-Luc-Testsystem ist daher wahrscheinlich eingeschränkt.  
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4.1.2.1.3 COS-AR-Luc-Testsystem 

 

Nach Inkubation von transient transfizierten COS-7-Zellen mit dem physiologischen 

Hormon DHT (0,01 nM – 10 µM) zeigte sich eine konzentrationsabhängige Induktion 

der Luciferaseaktivität (Abbildung 4.20). Der sigmoidale Kurvenverlauf ist folgender-

maßen charakterisiert: oberes Plateau A2 ab 1 µM DHT, unteres Plateau A1 0,01 – 

0,1 nM DHT, EC50 12 nM. Zur Untersuchung auf antiandrogene Aktivität wurden 100 

nM DHT als zu hemmende Agonisten-Konzentration verwendet. Die durch 100 nM 

DHT induzierbare Luciferaseaktivität wurde durch das etablierte Antiandrogen DDE 

[Kelce et al., 1995] dosisabhängig gehemmt (Abbildung 4.20). Diese Daten stimmen 

mit früheren Messungen überein [Guth, 2000]. Das transiente Trans-

aktivierungssystem COS-AR-Luc ist valide und kann zur Prüfung auf androgene bzw. 

antiandrogene Aktivität eingesetzt werden.  
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Abbildung 4.20 Validierung des COS-AR-Luc-Systems durch das physiologische 
Hormon DHT und das etablierte Antiandrogen DDE 
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4.1.2.1.4 Hefe-AR-Testsystem 

 

In Hefe-AR-Zellen ergab sich nach Inkubation mit 0,01 nM – 1 µM DHT ein sigmoida-

ler Dosis-Wirkungsverlauf der β-Galactosidase-Induktion (Abbildung 4.21). Der EC50-

Wert liegt bei 8 nM DHT, das obere Plateau A2 beginnt bei 0,5 µM DHT. Das untere 

Plateau A1 liegt unterhalb von 0,5 nM DHT. Die Ergebnisse dieser Arbeit weichen 

von den Literaturdaten deutlich ab. Sohoni & Sumpter (1998) stellten in geringen 

Konzentrationen (0,1 nM DHT) keine β-Galactosidaseaktivität fest. Eine maximale 

Reportergenaktivität wurde bei Inkubation mit Konzentrationen über 50 nM DHT er-

reicht. Der EC50-Wert lag bei 0,5 – 1 nM DHT. In der vorliegenden Arbeit sind EC50-

Wert und der Beginn des oberen Plateaus A2 um ca. eine Größenordnung zu höhe-

ren Konzentrationen verschoben. Dies könnte daran liegen, dass in der Literatur 

nicht 48 h, sondern lediglich 24 h [Sohoni & Sumpter, 1998] inkubiert wurde. Für die 

Testung auf antiandrogene Aktivität wurde die zu hemmende DHT-Konzentration auf 

50 nM festgelegt. Die durch 50 nM DHT-induzierte β-Galactosidaseaktivität wurde 

durch das etablierte Antiandrogen DDE [Kelce et al., 1995] konzentrationsabhängig 

gehemmt (Abbildung 4.21).  
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Abbildung 4.21 Validierung des Hefe-AR Transaktivierungssystems mit dem phy-
siologischen Hormon DHT und dem etablierten Antiandrogen DDE 
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Aus den sigmoidalen Kurvenanpassungen der durch DHT-induzierten Reportergen-

aktivität wurden in COS-AR-Luc-Zellen und Hefe-AR-Zellen vergleichbare EC50-

Werte erhalten. Die Steigungen in den Wendepunkten der Dosis-

Wirkungsbeziehungen sind ebenfalls vergleichbar (Hefe-AR p = 1,6; COS-AR-Luc    

p = 1,2). Es fällt aber auf, dass DDE im COS-AR-Luc-System (30% Restaktivität bei 

10 µM DDE) wesentlich stärker antiandrogen wirkt als im Hefe-System (80% Restak-

tivität bei 10 µM DDE). Zudem wird eine Hemmung der durch DHT-induzierten Re-

portergenaktivität erst bei einer um eine Größenordnung höheren Konzentration er-

reicht. Die Reaktion auf eine antiandrogen aktive Substanz scheint in Hefe-AR-Zellen 

also weniger ausgeprägt zu sein. Mögliche Ursachen werden im Kapitel 4.4 disku-

tiert.  

 

4.1.2.2 Untersuchung auf estrogene Aktivität 

 

4.1.2.2.1 Dicofol  

 

In der Literatur sind Hinweise auf hormonelle bzw. antihormonelle Aktivität von Dico-

fol vorhanden. Weibliche Wistarratten, die 40 - 50 mg/kg Körpergewicht technisches 

Dicofol über 30 Tage erhielten, zeigten eine Verlängerung der Estrusdauer, Abnah-

me der Estruszyklen und Reduktion der Zahl an gesunden Follikeln [Jadatmkunti & 

Kaliwal 1999]. Eine Kontamination des verwendeten Dicofols mit DDT, DDE und/oder 

DCBP wird von den Autoren nicht ausdrücklich ausgeschlossen. Es war daher zu 

vermuten, dass die beobachteten Effekte unter Umständen auf Kontaminanten wie 

DDT, DDE sowie DCBP beruhten. Nach der Behandlung weiblicher, amerikanischer 

Turmfalken (Falco sparverius) mit 20 mg/kg Körpergewicht o,p´-Dicofol (99,9%) wur-

den Gonadenabnormalitäten bei männlichen sowie atypische Ovarienmorphologie 

bei weiblichen Embryonen festgestellt [MacLellan et al., 1996] . 

In vitro sind ebenfalls Hinweise auf estrogene Aktivität von Dicofol beschrieben. Die 

Untersuchung von Dicofol (50 – 100 µM) in Hefe-ER-Zellen ergab nur schwache 

estrogene Aktivität [Vinggaard et al., 1999]. Im Wachstumstest in MCF-7-Zellen    

(„E-Screen-Assay“) wurden widersprüchliche Ergebnisse festgestellt. Bei Verwen-

dung von technischem Dicofol (20%-ige Emulsion) wurde eine leichte Wachstums-
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stimulation beobachtet [Du & Xu 2001]. Die Inkubation von MCF-7-Zellen mit reinem 

Dicofol führte im Gegensatz dazu zu keiner Wachstumsstimulation [Vinggaard et al., 

1999]. Die Untersuchungen von Vinggaard et al. (1999) stimmen mit der äußerst ge-

ringen Affinität von Dicofol für den ER des amerikanischen Alligators [Vonier et al., 

1996] überein.  

In der vorliegenden Arbeit wurde Dicofol (96%) in MCF-7-Luc-Zellen und in Hefe-ER-

Zellen auf estrogene Aktivität untersucht. Durch keine der eingesetzten Dicofolkon-

zentrationen (1 nM – 10 µM) wurde ausreichend Luciferaseaktivität induziert, um die 

Signifikanzschwelle für estrogene Aktivität zu überschreiten. Dicofol ist daher in der 

Mammakarzinomzelllinie MCF-7-Luc nicht estrogen aktiv (Abbildung 4.22).  
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Abbildung 4.22 Untersuchung von Dicofol auf estrogene Aktivität in MCF-7-Luc-
Zellen 

 

Widersprüchliche Ergebnisse erhielt man bei der Untersuchung von Dicofol in Hefe-

ER-Zellen. Hohe Dicofolkonzentrationen (10 – 100 µM) zeigten mit E2 vergleichbare 

estrogene Eigenschaften (Abbildung 4.23). Zu berücksichtigen ist jedoch, dass Dico-

folkonzentrationen über 10 µM toxisch für Hefezellen sind [Vinggaard et al., 1999]. 

Bei der Auswertung wurden die gemessenen Chlorphenolrot-Extinktionen bei 540 nm 
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gegen die optische Dichte bei 620 nm korrigiert. Da jedoch bei hoher Toxizität einer 

Substanz nur noch wenige Zellen in der Suspension vorhanden sind, wodurch die 

optische Dichte wesentlich geringer ist, kann durch dieses Verfahren ein möglicher-

weise falsch positives Ergebnis erzeugt werden.  

 

0,0
05 0,0

1
0,0

5 0,1 0,5 1 5 10 50 1 10 10
0

10
00

50
00

10
00

0
50

00
0

10
00

00

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

re
la

tiv
e 

ß-
G

al
ac

to
si

da
se

ak
tiv

itä
t

be
zo

ge
n 

au
f 1

0 
nM

 E
st

ra
di

ol

Konzentration [nM]

 Estradiol
 sigmoidale Regression
 Dicofol

 

Abbildung 4.23 Untersuchung von Dicofol auf estrogene Aktivität im Hefe-ER-
System mit Korrektur durch die optische Dichte 

 

In Abbildung 4.24 sind die Daten zum Vergleich ohne Korrektur gegen die optische 

Dichte dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die gemessenen Extinktionen 

bei 540 nm in den toxischen Konzentrationen deutlich unterhalb der durch die nied-

rigste E2 Konzentration (0,5 pM) induzierten β-Galactosidaseaktivität liegen. Bei stark 

toxischen Substanzen wie Dicofol sind die Grenzen des Hefe Testsystems erreicht. 

Das Testsystem ist für diese Fragestellung nicht geeignet. Es kann lediglich die Aus-

sage liefern, dass Dicofol in niedrigen Konzentrationen (< 5 µM) nicht toxisch und 

auch nicht estrogen aktiv ist.  
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Abbildung 4.24 Untersuchung von Dicofol auf estrogene Aktivität im Hefe-ER-
System ohne Korrektur durch die optischen Dichte 

 

Um auch relativ hefetoxische Verbindungen mit diesem Testsystem untersuchen zu 

können, sollte das System weiterentwickelt werden. Die Messung der optischen 

Dichte bei 620 nm ist ein relativ unspezifischer Parameter, da nicht nur lebende Zel-

len, sondern auch alle anderen Trübstoffe, wie beispielsweise Zellfragmente, mit er-

fasst werden. Diese Bestandteile könnten aus der zu vermessenden Suspension 

durch eine entsprechende Dichtezentrifugation entfernt werden, womit eine spezifi-

schere Aussage in Bezug auf die Lebendzellzahl erhalten werden könnte. Dies hätte 

jedoch eine noch niedrigere Extinktion bei einer Wellenlänge von 620 nm zur Folge, 

wodurch die korrigierten Werte noch stärkere estrogene Aktivität vortäuschen wür-

den.  

Möglicherweise ist der MMT-Test zur Bestimmung der Lebendzellzahl geeignet. 

Beim MTT-Test wird das schwach gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

Tetrazolium Salz (MTT) in die Zellen aufgenommen. Sein Tetrazoliumring wird durch 

Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien reduktiv aufgebrochen, wobei ein alkohollös-

liches, dunkelblaues Formazan entsteht. Nach Lyse der Zellen wird das Formazan 

photometrisch vermessen [Lindl & Bauer, 1987]. Diese schnell durchzuführende Me-

thode ist sowohl für Suspensionskulturen als auch für Monolayerkulturen geeignet.  
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4.1.2.2.2 DCBP und DCBH  

 
Keine der durch DCBP und DCBH induzierten Luciferaseaktivitäten konnte die Signi-

fikanzschwelle für estrogene Aktivität übersteigen. DCBP und DCBH sind daher in 

MCF-7-Luc-Zellen nicht estrogen aktiv (Abbildung 4.25). 
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Abbildung 4.25 Untersuchung von DCBP und DCBH auf estrogene Aktivität in 

MCF-7-Luc-Zellen 

 

DCBP ist auch in Hefe-ER-Zellen nicht estrogen aktiv (Abbildung 4.26). DCBH ist wie 

Dicofol in den höchsten eingesetzten Konzentrationen (5 – 100 µM) für die verwen-

deten Hefezellen stark toxisch, so dass ebenfalls estrogene Aktivität von DCBH vor-

getäuscht wird (Abbildung 4.26). Die Extinktionen ohne Korrektur durch die optische 

Dichte liegen deutlich unterhalb der durch E2 (5 pM) induzierten β-Galactosidase-

aktivität (Abbildung 4.27). Es ist lediglich die Aussage möglich, dass DCBH-

Konzentrationen unter 5 µM für die verwendeten Hefezellen nicht toxisch und auch 

nicht estrogen aktiv sind. Das Hefe-ER-Testsystem ist für die Untersuchung hoher 

DCBH-Konzentrationen auf estrogene Aktivität nicht geeignet. 
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Abbildung 4.26 Untersuchung von DCBP und DCBH auf estrogene Aktivität in He-
fe-ER-Zellen mit Korrektur gegen die optische Dichte 
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Abbildung 4.27 Untersuchung von DCBH auf estrogene Aktivität in Hefe-ER-Zellen 
ohne Korrektur gegen die optische Dichte 
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4.1.2.3 Untersuchung auf androgene und antiandrogene Aktivität 

4.1.2.3.1 DCBP 

 

Guth (2000) hatte antiandrogene Aktivität des Dicofol-Degradationsprodukts DCBP 

festgestellt. In transient transfizierten COS-7-Zellen wurde dabei die durch 100 nM 

DHT-induzierte Luciferaseaktivität durch DCBP konzentrationsabhängig auf maximal 

60 % Restaktivität gehemmt. DCBP konnte des Weiteren die durch 1 nM DHT-

induzierte Bildung des androgen abhängig exprimierten „Prostate Specific Antigen“ 

(PSA) in der Mammakarzinomzelllinie T47D hemmen. Das antiandrogene Potential 

von DCBP wurde durch Untersuchungen von Böhm (2002) bestätigt. Das „Testoste-

rone Repressed Prostate Message 2“ (TRPM-2) Protein wird durch DHT gegenläufig 

reguliert. In Anwesenheit von DHT wird keine TRPM-2 mRNA gebildet. Eine Unter-

drückung der androgenen Aktivität von DHT durch ein Antiandrogen führt zur Erhö-

hung des TRPM-2 mRNA Levels. Dieser Effekt wurde bei Koinkubation von DHT und 

DCBP beobachtet. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde das androgene bzw. antiandrogene Potential von 

DCBP in Hefe-AR-Zellen untersucht. Im stabil transfizierten Hefe-AR-

Transaktivierungssystem wurde die durch 50 nM DHT-induzierte β-Galactosidase-

aktivität von der höchsten eingesetzten DCBP-Konzentration (5 - 100 µM) um ca. 10 

% gehemmt (Abbildung 4.28).  
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Abbildung 4.28 Untersuchung von DCBP auf antiandrogene Aktivität in Hefe-AR-
Zellen 

 

Die Verringerung der durch DHT-induzierten Reportergenaktivität durch DCBP fällt in 

diesem Testsystem deutlich geringer als im transienten Transaktivierungssystem 

COS-AR-Luc aus. Wie bei der Validierung des Testsystems mit DDE war eine um 

eine Größenordnung höhere Konzentration des Antiandrogens (im Vergleich zum 

COS-AR-Luc-System) nötig, um eine hemmende Wirkung auf die Reportergen-

Induktion zu erzielen. Mögliche Ursachen hierfür werden in Kapitel 4.4 diskutiert. 

 

In Hefe-AR-Zellen wurde antiandrogenes, nicht aber androgenes Potential von 

DCBP festgestellt (Abbildung 4.29). Keine der durch DCBP induzierten β-

Galactosidaseaktivitäten war in der Lage, die Signifikanzschwelle für androgene Ak-

tivität zu übersteigen. 
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Abbildung 4.29 Untersuchung von DCBP auf androgene Aktivität im Hefe-AR-

System mit Korrektur durch die optische Dichte 
 

4.1.2.3.2 Dicofol und DCBH  

 

Im transienten Transaktivierungssystem COS-AR-Luc wurde die durch 100 nM DHT-

induzierte Luciferaseaktivität von keiner der eingesetzten Dicofolkonzentrationen (10 

nM – 10 µM) gehemmt (Abbildung 4.30). Insgesamt fällt die hohe Schwankungsbrei-

te der Daten auf, die möglicherweise auf die Umwandlung von Dicofol im Inkubati-

onsmedium (vgl. 4.1.1.8) zurückgeführt werden kann.  

Nach Inkubation der transient transfizierten COS-7-Zellen mit DCBH in Koinkubation 

mit 100 nM DHT zeigte die höchste eingesetzte DCBH-Konzentration (10 µM) eine 

Hemmung der durch 100 nM DHT-induzierten Luciferaseaktivität um ca. 50% 

(Abbildung 4.30). Möglicherweise wird DCBH während der Inkubation zu DCBP oxi-

diert. Ob COS-7-Zellen über entsprechende Enzyme verfügen oder ob DCBH durch 

Luftsauerstoff oxidiert werden kann, ist bisher nicht abschließend geklärt. 

Die Frage nach einer möglichen antiandrogenen Aktivität von Dicofol bzw. DCBH ist 

mit diesen Untersuchungsergebnissen nicht zu beantworten. 



4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION  94 

10
0 -- 10 10

0
10

00
10

00
0 10 10

0
10

00
10

00
0

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

re
la

tiv
e 

Lu
ci

fe
ra

se
ak

tiv
itä

t 
be

zo
ge

n 
au

f 1
00

 n
M

 D
H

T

Konzentration [nM]

 DHT
 DHT 100 nM + Dicofol
 DHT 100 nM + DCBH
 Signifikanzschwelle

 

Abbildung 4.30 Untersuchung von Dicofol und DCBH auf antiandrogene Aktivität in 
COS-AR-Luc-Zellen 

Dicofol und DCBH sind im COS-AR-Luc-System nicht androgen aktiv (Abbildung 

4.31), da die Signifikanzschwelle für androgene Aktivität nicht überschritten wird. 
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Abbildung 4.31 Untersuchung von Dicofol und DCBH auf androgene Aktivität in 
COS-AR-Luc-Zellen 
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Dicofol und DCBH sind für die verwendeten Hefe-AR-Zellen ausgesprochen toxisch. 

Die gemessenen optischen Dichten der Proben nach Inkubation mit 1 – 100 µM 

DCBH bzw. Dicofol waren im Vergleich zu den optischen Dichten der anderen Pro-

ben wesentlich geringer. In Abbildung 4.32 sind die Reportergenaktivitäten bei der 

Untersuchung auf antiandrogene Aktivität mit Korrektur gegen die optische Dichte, in 

Abbildung 4.33 ohne Korrektur gegen die optische Dichte dargestellt.  

In Abbildung 4.34 und in Abbildung 4.35 sind die erhaltenen β-Galactosidase-

aktivitäten bei der Untersuchung von Dicofol und DCBH auf androgene Aktivität auf-

getragen. Wie in Abbildung 4.34 zu erkennen ist, wird beim Standardverfahren mit 

Korrektur gegen die optische Dichte die Signifikanzschwelle für androgene Aktivität 

überschritten. Bei Auswertung der gemessenen Daten ohne Korrektur gegen die op-

tische Dichte ergeben sich Reportergenaktivitäten, die die Signifikanzschwelle nicht 

überschreiten (Abbildung 4.35).  

Im Hefe-AR-Testsystem zeigen Dicofol und DCBH in Konzentrationen unterhalb von 

1 µM eine tolerierbare Toxizität und sind weder androgen noch antiandrogen aktiv.  
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Abbildung 4.32 Untersuchung von DCBH und Dicofol auf antiandrogene Aktivität 

im Hefe-AR-Zellen mit Korrektur durch die optische Dichte 
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Abbildung 4.33 Untersuchung von DCBH und Dicofol auf antiandrogene Aktivität  

in Hefe-AR-Zellen unter Verzicht der Korrektur der Extinktion bei 
540 nm durch die optische Dichte 
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Abbildung 4.34 Untersuchung von DCBH und Dicofol auf androgene Aktivität im 

Hefe-AR-Testsystem mit Korrektur durch die optische Dichte 
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Abbildung 4.35 Untersuchung von DCBH und Dicofol auf androgene Aktivität im 

Hefe-AR-Testsystem unter Verzicht der Korrektur durch die opti-
sche Dichte 

 

4.1.3 Zusammenfassung und Diskussion 
 

4.1.3.1 Abbau von Dicofol 

 

In der Literatur wurden in vivo folgende Metabolite von Dicofol beschrieben: DCBP, 

DCBH, sowie Dechlordicofol [Brown & Casida 1987] und Chlorbenzoesäure [EPA 

RED, 1998] (vgl. 2.4.2.1). In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass Dicofol nicht me-

tabolisch, sondern UV- und/oder alkali-induziert zu DCBP umgesetzt wird. Andere 

Abbauprodukte wurden bei der Inkubation von Lebermikrosomen nicht nachgewie-

sen. Die Metabolisierungsexperimente mit Mikrosomen sind hauptsächlich für die 

Untersuchung CYP-abhängiger Abbauwege geeignet. Nicht erfasst werden beispiels-

weise Glutathion-abhängige reduktive Dehalogenierungen, wie sie für die Dechlorie-

rung von DDT zu 1,1-Dichlor-2,2-bis(p-chlorphenyl)ethan (DDD) beschrieben wurde 

[Kelner et al., 1986]. Dieser Metabolismusweg könnte auch bei der Reaktion von Di-

cofol zu Dechlordicofol eine Rolle spielen. In Mikrosomen sind zwar Glutathiontrans-

ferasen, nicht aber deren Kosubstrat Glutathion vorhanden, so dass möglicherweise 

aus diesem Grund kein Dechlordicofol nachgewiesen wurde.  
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Eine ähnliche nicht-enzymatische Reaktion wie die Degradation von Dicofol zu 

DCBP findet eventuell auch bei anderen DDT-ähnlichen Verbindungen statt. Das als 

antiandrogen aktiv erkannte Dihydroxybenzophenon [Guth, 2000] wurde als Metabo-

lit von Methoxychlor beschrieben [US-Department for health and human services, 

2002]. Der Abbaumechanismus von Methoxychlor zu Dihydroxybenzophenon ist 

noch nicht abschließend geklärt. Legt man die Erkenntnisse des nicht-enzymatischen 

Abbaus von Dicofol zu DCBP zu Grunde, müsste Methoxychlor am zentralen C-Atom 

hydroxyliert werden. Diese Reaktion ist allerdings bisher in der Literatur nicht be-

schrieben worden. Sie sollte jedoch möglich sein, da auch DDT am zentralen C-Atom 

hydroxyliert werden kann [Menzie, 1980].  

Die Entstehung von antiandrogen aktiven, substituierten Benzophenonen im Zuge 

der Metabolisierung von Pestiziden des DDT-Typs, ist eine bisher nicht in Betracht 

gezogene Gefährdungsmöglichkeit hinsichtlich einer Störung des Hormonhaushalts 

und sollte weiter untersucht werden.  

 

4.1.3.2 Analytik von Dicofol 

 

Dicofol ist durch seine im Vergleich zu DDT hohen Wasserlöslichkeit im Oberflä-

chengewässer gelöst und nicht an Sedimente gebunden [Domagalski, 1996]. Diese 

Eigenschaft macht Dicofol schnell durch Hydrolyse oder UV-Licht abbaubar. Über die 

Abbaubarkeit des Degradationsproduktes DCBP liegen bisher keine Untersuchungen 

vor.  

Die in der vorliegenden Arbeit festgestellte Instabilität von Dicofol erschwert eine 

analytische Bestimmung mittels instrumenteller Analytik. Eine gaschromatographi-

sche Untersuchung birgt den Nachteil, dass Dicofol auf der Säule durch die hohen 

Temperaturen bei der Analyse zu DCBP zersetzt wird [DFG, 1991] und als Sum-

menparameter DCBP quantifiziert wird. Zur Sicherstellung einer vollständigen Um-

setzung wird eine Verlängerung des Analysengangs empfohlen [DFG, 1991]. Eine 

Umsetzung von Dicofol zu DCBP könnte bereits während der Probenvorbereitung 

durch eine leicht alkalische Behandlung geschehen, da sich Dicofol unter alkalischen 

Bedingungen vollständig zu DCBP umsetzt [Reeve et al.,1980; Nome et al., 1981].   

Eventuell sollte auf eine HPLC-Trennung mit saurer Probenvorbereitung unter Licht-
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ausschluss zurückgegriffen werden, da unter diesen Bedingungen kein Abbau von 

Dicofol in DCBP zu erwarten ist.  

 

4.1.3.3 Verhalten der o,p´-Isomere 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden nur die p,p´-Isomere von Dicofol bzw. DCBP und 

DCBH, nicht aber die o,p´-Isomere untersucht. o,p´-Dicofol wird in vivo wesentlich 

schneller abgebaut als p,p´-Dicofol. Die UV-Licht- oder alkaliinduzierte Degradation 

von o,p´-Dicofol zum entsprechenden Benzophenon läuft ebenfalls deutlich schneller 

ab. Die Halbwertszeit des o,p´-Isomers bei pH 9 ist mit 9 min um ca. zwei Drittel nied-

riger als die von p,p´-Dicofol mit 26 min [EPA RED, 1998]. o,p´-DCBP könnte eben-

falls ein antiandrogenes Potential besitzen und sollte darauf untersucht werden. Aus 

diesen Untersuchungen könnte möglicherweise ein interessanter Rückschluss auf 

die Auswirkungen unterschiedlicher Substitutionsmuster auf die antiandrogene Aktivi-

tät der Diarylketonstruktur gezogen werden. 

 

4.1.3.4 Dicofolbelastung der Bevölkerung über die Nahrung  

 

Zwischen 1987 und 1996 wurden in den USA pro Jahr ca. 390 Tonnen Dicofol aus-

gebracht [Pesticides Trust, 1999]. In Deutschland darf Dicofol nicht verwendet wer-

den, wenn der Gehalt an Dicofol in der Formulierung kleiner als 780 g/kg oder die 

Kontamination der Formulierung mit DDT größer als 1 g/kg ist [Pflanzenschutzan-

wendungsVO]. Fleischerzeugnisse dürfen in der Bundesrepublik einen Dicofolgehalt 

von 0,5 mg/kg Fett aufweisen. Zitrusfrüchte, Bananen und Erdbeeren dürfen maximal     

2 mg/kg Dicofol, Baumwollsaaten 0,1 mg/kg Dicofol und Steinobst 0,02 mg/kg Dicofol 

enthalten. Die „Duldbare tägliche Aufnahme“ („Acceptable Daily Intake“ (ADI)) wurde 

von der „World Health Organization“ (WHO) aufgrund der Neurotoxizitätsdaten von 

Dicofol festgelegt. Der ADI-Wert liegt bei 2 µg/kg Körpergewicht Dicofol 

[RückstandshöchstmengenVO]. Diese Substanzmenge führt bei lebenslanger, tägli-

cher Aufnahme nicht zu einer Schädigung exponierter Personen.  

Lebensmittelmonitoring-Untersuchungen zeigten, dass 4% der untersuchten Proben 

(n = 5520) mit Dicofol belastet waren, wobei 0,1% die zulässigen Höchstmen-
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gen/Grenzwerte überschritten [Lebensmittelmonitoring, 2000]. Ein anderes Ergebnis 

wurde bei einer Stichprobe erhalten, die im Auftrag des Wochenmagazins „Stern“ 

durchgeführt wurde: Von 20 Erdbeerstichproben waren 30% belastet. Die zulässigen 

Höchstmengen wurden aber nicht überschritten [Güntheroth, 2001].  

Zitrusfrüchte gehören zu den Pflanzen, die nach Baumwolle am häufigsten mit Dico-

fol behandelt werden [EPA RED, 1998]. Zitrusöle werden u.a. in Kosmetika oder 

Tees als geruchsgebende Note eingesetzt. In Italien wurden die Dicofolgehalte von 

Zitrusöl zwischen 1991 und 1996 untersucht. Wurden 1991 noch im Mittel 2,26 ppm 

Dicofol bzw. 1,72 ppm DCBP nachgewiesen, nahm die Kontamination bis 1996 stetig 

auf 0,23 ppm Dicofol bzw. 0,16 ppm DCBP ab. Ähnliche Ergebnisse wurden bei der 

Untersuchung von Orangen- und Mandarinenöl erhalten [Saitta et al., 2000].  

Die „United States Environmental Protection Agency“ (EPA) hat eine Belastung der 

US-Bevölkerung berechnet: Erwachsene nehmen 0,076 µg/kg/Tag Dicofol zu sich, 

gestillte Kleinkinder 0,13 µg/kg/Tag Dicofol, Kinder im Alter von 1 - 6 Jahren 0,15 

µg/kg/Tag Dicofol und Kinder zwischen 6 und 14 Jahren 0,1 µg/kg/Tag Dicofol [EPA 

RED, 1998]. 

Das Risiko einer Schädigung durch die Aufnahme mit Dicofol belasteter Lebensmittel 

wird von der EPA als äußerst gering eingeschätzt, da auch die Personen mit der 

höchsten täglichen Aufnahme (Kinder im Alter von 1 – 6 Jahren) deutlich unterhalb 

des ADI-Werts bleiben. Bei dieser Risikoabschätzung blieben jedoch die möglichen 

hormonellen bzw. antihormonellen Eigenschaften von Dicofol bzw. DCBP unberück-

sichtigt.  

DCBP ist unter Berücksichtigung der Untersuchungen von Guth (2000), Böhm (2002) 

und den Erkenntnissen aus der vorliegenden Arbeit diejenige Substanz, die für eine 

mögliche Schädigung der hormonellen Homöostase nach Dicofolexposition verant-

wortlich zu machen ist. Insgesamt ist die Datenlage über die Belastung von Lebens-

mitteln mit DCBP unzureichend. Zusätzlich liegen keine in vivo Untersuchungen zur 

estrogenen bzw. antiandrogenen Aktivität von DCBP vor. Die hormonelle bzw. anti-

hormonelle Aktivität von o,p´-Dicofol (0; 5; 20 mg/kg Körpergewicht) wurde an ameri-

kanischen Turmfalken (Falco sparverius) untersucht [MacLellan et al., 1996 und 

1997]. Die Weibchen der 20 mg/kg Dosisgruppe zeigten eine abnorme Ovarmorpho-

logie. In der F1-Generation wurde bereits in der 5 mg/kg Dosisgruppe Störungen in 

der Testesentwicklung festgestellt. Da bei der Untersuchung von MacLellan et al. 

(1996 und 1997) keine Dosierung getestet wurde, die nicht zu einer Schädigung der 
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exponierten Falken führte, und da sonst keine Untersuchungen zur hormonellen Ak-

tivität von Dicofol bzw. DCBP vorliegen, ist eine Risikoabschätzung nicht möglich.  

 

4.1.3.5 Belastung der Umwelt 

 

In Fischen (Mugil spp.) wurden im Mittelmeer (Castellon, Spanien) im Mittel 1,3 µg/g 

Frischgewicht Dicofol in den Eingeweiden nachgewiesen. In Wasserproben aus dem 

Mittelmeer wurden 221 ng/L Dicofol gefunden [Barbera et al., 1986]. Spanische Fle-

dermäuse (Pipistrellus pipistrellus) waren mit DCBP (0,012 ppm Fett) belastet [Guil-

len et al., 1994]. Es scheint insbesondere saisonbedingt zu hohen Dicofolbelastun-

gen (max. 2,5 µg/L) zu kommen [Domagalski, 1996].  

Dicofol ist für aquatische Organismen hochtoxisch (z.B. Regenbogenforelle LC50 

0,124 ppm). Eine Gefährdung von aquatischer Organismen, die mit Dicofol in Kon-

takt kommen, ist insbesondere aufgrund der hohen saisonalen Belastungen durch 

Feldabläufe (0,55 – 2,2 ppm) [EPA RED, 1998] nicht auszuschließen. Terrestrische 

Organismen zeigen eine höhere Toleranz gegenüber Dicofol (Wühlmaus LC50 1000 

ppm). Dennoch ist auch hier eine Gefährdung durch hohe Dicofolkonzentrationen im 

Boden bzw. in ihrer Hauptnahrung Gras (100 – 700 ppm) nicht auszuschließen.  

Dass die Exposition mit Dicofol bzw. dem Abbauprodukt DCBP zu Störungen in der 

Population exponierter Tierarten führen kann, wurde bereits am Lake Apopka be-

schrieben. Die Zulassung von Dicofol als Pflanzenschutzmittel sollte daher überprüft 

werden. Möglicherweise lässt sich das Risiko für Wildtiere durch eine Einschränkung 

der ausgebrachten Dicofolmenge reduzieren.  

 

4.1.3.6 Endokrine Aktivität 

 

Dicofol, DCBH und DCBP sind im stabil transfizierten Testsystem MCF-7-Luc nicht 

estrogen und im transienten Transaktivierungssystem COS-AR-Luc nicht androgen 

aktiv. Die Inkubation von Dicofol führte im Testsystem COS-AR-Luc zu einer leichten 

Hemmung der durch DHT-induzierten Luciferaseaktivität, was aber auf eine Umset-

zung zu DCBP zurückzuführen sein dürfte. Die antiandrogene Aktivität von DCBH 
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könnte durch Oxidation zu DCBP verursacht worden sein. DCBP ist in Hefe-AR-

Zellen schwach antiandrogen aktiv.  

Beide Hefe-Testsysteme reagieren auf eine Behandlung mit den Alkoholen Dicofol 

und DCBH mit Anzeichen einer erheblichen cytotoxischen Wirkung. Die Hefe-

Systeme sind daher für die Untersuchung hoher Konzentrationen dieser Substanzen 

nicht geeignet. Konzentrationen unter 1 µM Dicofol bzw. DCBH sind im Hefe-ER-

System nicht estrogen und im Hefe-AR-System weder androgen noch antiandrogen 

aktiv.  

Möglicherweise schädigende Wirkungen von Dicofol auf die hormonelle Homöostase 

von exponierten Organismen werden nach den vorliegenden Ergebnissen durch 

DCBP verursacht. Im Hinblick auf die Kontamination des Lake Apopka mit techni-

schem Dicofol scheint der Rückgang der Alligatorpopulation nicht ausschließlich 

durch o,p´-DDT und DDE verursacht zu sein. Dicofol bzw. das Abbauprodukt DCBP 

haben einen entscheidenden Beitrag geleistet. Der See gilt zwar heute als nicht be-

lastetes Gewässer, DDT und DDE, sowie Dicofol (log POW 4,28) und DCBP (log POW 

4,44) reichern sich jedoch im Körperfett an, so dass die Substanzen auch noch lange 

nach einer Exposition remobilisiert werden [RAIS, 2001].  

 

 

4.2 Untersuchung von Linuron und einigen Metaboliten auf 
androgene bzw. antiandrogene Aktivität 

 

Linuron (N-3,4-Dichlorphenyl-N´-methyl-N´-methoxy-harnstoff) wird als systemisch 

wirksames Herbizid zur Kontrolle von Wildkräutern eingesetzt. Sowohl in vivo [Gray 

et al., 1999] als auch in vitro ist Linuron antiandrogen aktiv [Lambright et al., 2000; 

Cook et al.1993, Bauer et al., 1998].  

Über die antiandrogene Wirkung von Linuronmetaboliten ist bisher wenig bekannt. 

3,4-Dichloracetanilid, 3,4-Dichloranilin (DCA) und N-3,4-Dichlorphenyl-N´-methyl-

harnstoff (Linuron M2) binden mit geringer Affinität an den AR [Cook et al., 1993]. 

Bisher wurden Linuronmetabolite nur in Affinitätsstudien und nicht in den wesentlich 

aussagekräftigeren Transaktivierungsexperimenten untersucht.  

Wie bereits Guth (2000) festgestellt hatte, besitzen N´-substituierte Phenylharnstoffe 

antiandrogenes Potential. Nicht-N´-substituierter Phenylharnstoff ist dagegen nicht 
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antiandrogen aktiv. Die beiden N´-substituierten Phenylharnstoffe Linuron und Linu-

ron M2 (Abbildung 4.36) sollten auf Grundlage dieser Überlegungen antiandrogen 

aktiv sein. Der nicht-N´-substituierte Metabolit Linuron M1 (N-3,4-Dichlorphenyl-

harnstoff, Abbildung 4.36) und DCA (ohne Phenylharnstoffstruktur) sollten dagegen 

keine antiandrogene Aktivität zeigen. Ingesamt wird also eine Inaktivierung von Linu-

ron im Sinne endokriner Aktivität im Zuge der Metabolisierung vorausgesagt. 

Linuron und die drei Hauptmetabolite Linuron M2, Linuron M1 und DCA wurden im 

Säugerzellsystem COS-AR-Luc und im Hefezellsystem auf androgene und antian-

drogene Aktivität untersucht.  
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Abbildung 4.36 Strukturformeln der untersuchten Linuronmetabolite [Kearny & 
Kaufman, 1975] 
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4.2.1 Linuron 
 

Die durch 100 nM DHT-induzierte Luciferaseaktivität wurde im transienten Trans-

aktivierungssystem COS-AR-Luc durch 1 µM und 10 µM Linuron um 40 % gehemmt 

(Abbildung 4.37). Niedrigere Konzentrationen waren nicht bzw. nur schwach antian-

drogen aktiv. 

Im stabil transfizierten Hefe-AR-System wurde bereits durch 0,1 µM Linuron eine 

schwache Hemmwirkung auf die durch 50 nM DHT-induzierte Reporter-

genexpression beobachtet. Durch 50 – 100 µM Linuron wurde die durch 50 nM DHT-

induzierte Reportergenaktivität auf 60% Restaktivität gehemmt (Abbildung 4.38). 
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Abbildung 4.37 Untersuchung von Linuron auf antiandrogene Aktivität im transien-
ten Transaktivierungssystem COS-AR-Luc 
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Abbildung 4.38 Untersuchung von Linuron auf antiandrogene Aktivität in Hefe-AR-
Zellen 

 

In beiden Testsystemen wurde eine dosisabhängige Reduktion der durch DHT-

induzierten Reportergenaktivität auf ca. 60% Restaktivität beobachtet. Im Hefe-AR-

System waren hierzu höhere Konzentrationen als im transienten Trans-

aktivierungssystem in Säugerzellen nötig (vgl. Diskussion in Kapitel 4.4). Eine erste 

Hemmwirkung wurde aber im Vergleich zum transienten Reportergensystem COS-

AR-Luc bereits bei niedrigeren Linuronkonzentrationen (0,1 µM) erzielt.  

 

In beiden Testsystemen (COS-AR-Luc-Zellen und Hefe-AR-Zellen) wurde keine an-

drogene Aktivität von Linuron beobachtet (Abbildung 4.38 und Abbildung 4.39). Die 

durch die Testsubstanz induzierten Reportergenaktivitäten waren nicht in der Lage, 

die Signifikanzschwelle für androgene Aktivität zu überschreiten.  
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Abbildung 4.39 Untersuchung von Linuron auf androgene Aktivität im transienten 
Transaktivierungssystem COS-AR-Luc 
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Abbildung 4.40 Untersuchung von Linuron auf androgene Aktivität in Hefe-AR-
Zellen 
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4.2.2 Linuron M2 
 

Die Untersuchung von Linuron M2 in transient transfizierten COS-7-Zellen ergab eine 

dosisunabhängige Reduktion der durch 100 nM DHT-induzierten Reportergenaktivi-

tät um ca. 30% (Abbildung 4.41).  

Im stabil transfizierten Hefe-AR-System wurde eine konzentrationsabhängige Hem-

mung der durch 50 nM DHT-induzierten Reportergenaktivität um max. 40% beobach-

tet (Abbildung 4.42). 

Beide Testsysteme zeigten übereinstimmend antiandrogene Aktivität von Linuron 

M2. Im Hefe-AR-System wurde die stärkere maximale Hemmung der durch DHT-

induzierten Reportergenaktivität beobachtet. Insgesamt scheint Linuron M2 im tran-

sienten Transaktivierungssystem COS-AR-Luc stärker antiandrogen aktiv zu sein, da 

bereits durch niedrigere Konzentrationen die durch DHT-induzierte Reportergenakti-

vität gehemmt wurde. 

Linuron M2 ist weder in COS-AR-Luc-Zellen noch in Hefe-AR-Zellen androgen aktiv 

(Abbildung 4.43 und Abbildung 4.44). 
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Abbildung 4.41 Antiandrogene Aktivität von Linuron M2 im transienten Trans-
aktivierungssystem COS-AR-Luc 
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Abbildung 4.42 Untersuchung von Linuron M2 auf antiandrogene Aktivität in Hefe-
AR-Zellen 
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Abbildung 4.43 Untersuchung von Linuron M2 auf androgene Aktivität in COS-AR-
Luc-Zellen 
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Abbildung 4.44 Untersuchung von Linuron M2 auf androgene Aktivität im Hefe-

AR-Transaktivierungssystem 
 

 

 

 

4.2.3 Linuron M1 
 

Die mittleren eingesetzten Linuron M1-Konzentrationen (100 nM und 1 µM) führten 

im transienten Transaktivierungssystem COS-AR-Luc zu einer schwachen Reduktion 

der durch DHT-induzierten Luciferaseaktivität. Eine Konzentration von 10 µM Linuron 

M1 zeigte keine antiandrogene Aktivität (Abbildung 4.45). Aufgrund der fehlenden 

Dosisabhängigkeit, wird davon ausgegangen, dass Linuron M1 im transienten Tran-

saktivierungssystem nicht antiandrogen aktiv ist. Nach Inkubation von Hefe-AR-

Zellen mit Linuron M1 zeigte sich keine Reduktion der durch DHT-induzierten β-

Galactosidaseaktivität (Abbildung 4.46).    
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Abbildung 4.45 Untersuchung von Linuron M1 auf antiandrogene Aktivität in COS-
AR-Luc-Zellen 
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Abbildung 4.46 Untersuchung von Linuron M1 auf antiandrogene Aktivität in Hefe-
AR-Zellen 
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Weder in transient transfizierten COS-AR-Luc-Zellen (Abbildung 4.47), noch in stabil 

transfizierten Hefe-AR-Zellen (Abbildung 4.48) wurde eine Überschreitung der Signi-

fikanzschwelle für androgene Aktivität durch die durch Linuron M1 induzierten Repor-

tergenaktivitäten beobachtet. 
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Abbildung 4.47  Untersuchung von Linuron M1 auf androgene Aktivität im COS-

AR-Luc-System 
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Abbildung 4.48 Untersuchung von Linuron M1 auf androgene Aktivität im Hefe-AR-
System 
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4.2.4 3,4-Dichloranilin  
 

Die durch 100 nM DHT-induzierte Reportergenaktivität wurde durch DCA (10 nM) im 

transienten Transaktivierungssystem gehemmt. Bei höheren Konzentrationen nahm 

die antiandrogene Aktivität wieder ab (Abbildung 4.49). Da DCA nur in niedrigen 

Konzentrationen eine Hemmung der durch DHT-induzierten Reportergenaktivität 

zeigte, scheint DCA transienten Transaktivierungssystem keine spezifische antian-

drogene Aktivität aufzuweisen. 

Die Hemmung der durch 50 nM DHT-induzierten Reportergenaktivität im Hefe-AR-

Testsystem um 30 – 40 % wird durch toxische Wirkung der beiden Konzentrationen 

(50 – 100µM) hervorgerufen (Abbildung 4.50). Die gemessene optische Dichte war 

bei diesen Konzentrationen stark reduziert, so dass keine Aussage über eine antian-

drogene Wirkung diesen Testkonzentrationen getroffen werden kann. Niedrige Kon-

zentrationen waren nicht antiandrogen aktiv.  
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Abbildung 4.49 Untersuchung von DCA im transienten Transaktivierungssystem 
COS-AR-Luc auf antiandrogene Aktivität 
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Abbildung 4.50 Untersuchung von DCA auf antiandrogene Aktivität im Hefe-AR-
Transaktivierungssystem 

 

Keine der eingesetzten DCA-Konzentrationen zeigte in einem der beiden Testsyste-

me COS-AR-Luc oder Hefe-AR androgene Aktivität (Abbildung 4.51 und Abbildung 

4.52), da die Signifikanzschwelle für androgene Aktivität nicht überschritten wurde. 
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Abbildung 4.51 Untersuchung von DCA auf androgene Aktivität im transienten 
Transaktivierungssystem COS-AR-Luc 
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Abbildung 4.52 Untersuchung von DCA auf androgene Aktivität im Hefe-AR-Trans-
aktivierungssystem 
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4.2.5 Zusammenfassung und Diskussion 
 

Linuron und die untersuchten Metabolite Linuron M2, Linuron M1 und DCA zeigten in 

keinem der eingesetzten Transaktivierungsexperimente androgene Aktivität. Linuron 

M1 und DCA waren in allen eingesetzten Konzentrationen nicht in der Lage, eine 

dosisabhängige Reduktion der durch DHT-induzierten Reportergenaktivität zu erzeu-

gen und sind daher nicht als antiandrogen aktiv anzusehen. 

Linuron und Linuron M2 zeigten jedoch in den höchsten eingesetzten Konzentratio-

nen (1 – 10 µM im COS-AR-Luc-System bzw. 1 – 100 µM im Hefe-AR-System) anti-

androgenes Potential, da die durch DHT-induzierte Reportergenaktivität dosisabhän-

gig um maximal ca. 40 - 50% gehemmt wurde.  

Die Hypothese einer Entgiftung hinsichtlich antiandrogener Aktivität von Linuron 

durch Abspaltung der N´-Substituenten am Harnstoff bzw. durch Auflösung der 

Harnstoffstruktur wurde bestätigt. Eine Gefährdung exponierter Organismen mit Linu-

ron kann aufgrund der antiandrogenen Aktivität des primär entstehenden Metaboliten 

Linuron M2 nicht ausgeschlossen werden. Linuron gilt des Weiteren als relativ per-

sistent (Halbwertszeit 150 Tage) und konnte im Grundwasser nachgewiesen werden 

[EXTOXNET, 1996].  

Das Bundesinstitut für gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinärmedizin 

(BgVV) hat 1996 eine duldbare tägliche Aufnahme (DTA) für Linuron von 9 µg/kg 

Körpergewicht festgelegt. In Deutschland darf die Belastung mit Phenylharnstoffher-

biziden bei Steinobst 1 mg/kg, bei Sellerie und Petersilie 0,5 mg/kg, bei Karotten 0,2 

mg/kg und bei Bohnen 0,1 mg/kg (Summe berechnet als DCA) nicht überschreiten 

[RückstandshöchstmengenVO]. In einer Studie der „Food and Drug Administration“ 

(FDA) zwischen 1986 und 1991 wurden folgende Belastungen durch Lebensmittel 

mit Linuron festgestellt: Säuglinge (6-11 Monate) 1,8 ng/kg Körpergewicht und Tag, 

Jugendliche (14-16 Jahre) und Erwachsene 0,7 ng/kg Körpergewicht und Tag [Gun-

derson, 1995]. Insgesamt scheint die Belastung mit Linuron über Lebensmittel gering 

zu sein. Aufgrund hoher Toxizität insbesondere gegenüber aquatischen Organismen 

[EPA RED 1995] hat Schweden den Gebrauch von Linuron als Pflanzenschutzmittel 

verboten. Dies erscheint auch im Hinblick auf eine antiandrogene Aktivität sinnvoll. 
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4.3 Untersuchung von Xanthohumol auf hormonelle bzw. anti-
hormonelle Aktivität 

 

Xanthohumol, das prenylierte Hauptflavonoid des Hopfens (Humulus lupulus), geriet 

aufgrund seiner potentiellen chemopräventiven Eigenschaften in das öffentliche Inte-

resse. Es liegen erste Berichte vor, die potente antiestrogene Aktivität vermuten las-

sen [Gerhäuser et al., 2002]. Aufgrund struktureller Ähnlichkeiten zu etablierten Anti-

androgenen wie DDE [Kelce et al., 1995] sollte Xanthohumol auch auf antiandrogene 

Aktivität untersucht werden (vgl. 2.4.2.4).  

 

 

4.3.1 Bestimmung der Cytotoxizität von Xanthohumol unter Inkubations-
bedingungen in MCF-7-Luc-Zellen 

 

Auf eine 24-stündige Inkubation mit Xanthohumol in serumfreien Medium reagierten 

die MCF-7-Luc-Zellen in der höchsten eingesetzten Konzentration (10 µM) mit An-

zeichen erheblicher Toxizität. Um Xanthohumol auf estrogene bzw. antiestrogene 

Aktivität in diesem Testsystem untersuchen zu können, wurde darauf hin in CDFKS-

Medium (vgl. 6.1) und nicht wie im Standardverfahren in serumfreiem Medium inku-

biert. Bei der Inkubation in CDFKS-Medium besteht jedoch die Möglichkeit, dass 

Xanthohumol an die im Medium enthaltenen Proteine bindet, wodurch es zu einer 

niedrigeren tatsächlichen Xanthohumolkonzentration im Medium kommen könnte. 

Um Cytotoxizität unter den veränderten Inkubationsbedingungen auszuschließen, 

wurde parallel der Trypanblautest und der Sulforhodamin B (SRB)-Test unter identi-

schen Inkubationsbedingungen durchgeführt.  

 

Trypanblautest 
 

Nach 24 h Inkubation in CDFKS-Medium wurde mit dem Trypanblautest (Endpunkt: 

Membranintegrität) in der höchsten eingesetzten Konzentration (10 µM) eine Viabili-

tät von 84 % im Vergleich zur Kontrolle bei gleichbleibender Zellzahl festgestellt. 

Nach erfolgtem Mediumwechsel und 24 h Nachinkubation in substanzfreiem CDFKS-

Medium erholten sich die Zellen (Abbildung 4.53). 
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Abbildung 4.53 Bestimmung der Cytotoxizität von Xanthohumol mit dem Try-
panblautest 

 

SRB-Test 
 

Bei Bestimmung der Cytotoxizität mit dem SRB-Test (Endpunkt: Bestimmung des 

Lebendproteins als Maß für die Zellzahl) wurde nach 24 h keine Abnahme des Le-

bendproteins festgestellt. Nach 24 h Nachinkubation in substanzfreiem CDFKS-

Medium wurde dagegen eine 15%-ige Abnahme des Lebendproteins beobachtet 

(Abbildung 4.54).  
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Abbildung 4.54 Bestimmung der Cytotoxizität von Xanthohumol mit dem SRB-Test 

 

Die geringe Toxizität von Xanthohumol auf die verwendeten MCF-7-Luc-Zellen 

macht die Untersuchung auf estrogene bzw. antiestrogene Aktivität möglich. Bei ei-

nem positiven Signal muss die Toxizität jedoch berücksichtigt werden.  

 

 

4.3.2 Untersuchung auf estrogene bzw. antiestrogene Aktivität  
 

Keine der eingesetzten Xanthohumolkonzentrationen (1 nM – 10 µM) induzierte in 

MCF-7-Luc-Zellen ausreichend Luciferaseaktivität, um die Signifikanzschwelle für 

estrogene Aktivität zu übersteigen (Abbildung 4.55). Xanthohumol ist in MCF-7-Luc-

Zellen nicht estrogen aktiv. Wie in Abbildung 4.56 zu erkennen ist, ist Xanthohumol 

auch im stabilen Transaktivierungssystem in Hefe-ER-Zellen nicht estrogen aktiv. 
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Abbildung 4.55 Untersuchung der estrogenen Aktivität von Xanthohumol in MCF-7-
Luc-Zellen 
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Abbildung 4.56 Untersuchung von Xanthohumol auf estrogene Aktivität in Hefe-

ER-Zellen 
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Die durch 10 nM E2 induzierte Luciferaseaktivität wurde in MCF-7-Luc-Zellen durch 

die höchste eingesetzte Xanthohumolkonzentration (10 µM) um ca. 50% gehemmt 

(Abbildung 4.57). Die beobachtete Hemmung der Luciferaseinduktion von 50% ist 

größer als die beobachtete Reduktion der Viabilität (15%). Dennoch kann nicht aus-

geschlossen werden, dass die beobachtete antiestrogene Aktivität zumindest partiell 

durch cytotoxische Effekte hervorgerufen wurde. In diesem Fall stößt das MCF-7-

Luc-Testsystem an seine Grenzen. Zur Absicherung der Ergebnisse sollten deshalb 

weitere Untersuchungen im Hefe-ER-Testsystem durchgeführt werden.  
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Abbildung 4.57 Untersuchung der antiestrogenen Aktivität von Xanthohumol in 
MCF-7-Luc-Zellen 

 

Durch Xanthohumol wurde die durch 10 nM E2 induzierte β-Galactosidaseaktivität in 

Hefe-ER-Zellen konzentrationsabhängig auf maximal 30% Restaktivität gehemmt 

(Abbildung 4.58). Bereits 1 µM Xanthohumol zeigte signifikante antiestrogene Aktivi-

tät. Keine der eingesetzten Xanthohumolkonzentrationen (1 nM – 100 µM) führte zu 

einer Reduktion der optischen Dichte. 
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Abbildung 4.58 Untersuchung von Xanthohumol auf antiestrogene Aktivität im He-
fe-ER-System 

 

Insgesamt stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen der Literatur überein: 

Xanthohumol zeigt kein estrogenes [Milligan et al., 1999 & 2000], aber ein starkes 

antiestrogenes Potential [Gerhäuser et al., 2002]. 

 

 

4.3.3 Untersuchung auf androgene bzw. antiandrogene Aktivität  
 

Zur Untersuchung auf androgene bzw. antiandrogene Aktivität wurden die Testsys-

teme COS-AR-Luc und Hefe-AR mit Xanthohumol behandelt. Im transienten Trans-

aktivierungssystem COS-AR-Luc wurde die durch 100 nM DHT-induzierte Lucifera-

seaktivität von den höchsten eingesetzten Xanthohumolkonzentrationen (1 – 10 µM) 

auf maximal 60% Restaktivität reduziert (Abbildung 4.59).  
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Abbildung 4.59 Untersuchung von Xanthohumol auf antiandrogene Aktivität in 
COS-AR-Luc-Zellen 

 

Im stabil transfizierten Hefe-AR-Testsystem wurde die durch 50 nM DHT-induzierte 

Reportergenaktivität durch Xanthohumol (50 – 100 µM) ebenfalls auf ca. 60% Rest-

aktivität gehemmt (Abbildung 4.60). Insgesamt zeigt Xanthohumol in beiden Testsys-

temen vergleichbare antiandrogene Eigenschaften. Im stabil transfizierten Transakti-

vierungssystem waren für eine vergleichbare Wirkungsstärke höhere Xanthohumol-

konzentrationen nötig. Mögliche Ursachen werden in Kapitel 4.4 diskutiert.  
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Abbildung 4.60 Untersuchung von Xanthohumol auf antiandrogene Aktivität im He-
fe-AR-System 

 

10 µM Xanthohumol induzierte eine vergleichbare Luciferaseaktivität in COS-AR-

Luc-Zellen wie 0,1 nM DHT (Abbildung 4.61). Es wurde keine androgene Aktivität 

von Xanthohumol festgestellt. Auch im stabil transfizierten Hefe-AR-Testsystem in-

duzierte keine der eingesetzten Xanthohumolkonzentrationen (1 nM – 100 µM) aus-

reichend β-Galactosidaseaktivität, um die Signifikanzschwelle für androgene Aktivität 

zu überschreiten (Abbildung 4.62).  
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Abbildung 4.61 Untersuchung von Xanthohumol in COS-AR-Luc-Zellen auf andro-
gene Aktivität 
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Abbildung 4.62 Untersuchung von Xanthohumol im Hefe-AR-System auf androge-
ne Aktivität 
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4.3.4 Zusammenfassung und Diskussion  
 

Hopfenprodukte sind in letzter Zeit aufgrund der potentiellen chemopräventiven Ei-

genschaften in das öffentliche Interesse gerückt (vgl. 2.4.2.4). In Bier wurden zwi-

schen 2 µg/L und 0,69 mg/L Xanthohumol nachgewiesen [Stevens et al., 1999]. Un-

ter Berücksichtigung des Konsums von durchschnittlich 0,5 L Bier pro Tag werden 

zwischen 1 µg und 0,35 mg Xanthohumol aufgenommen. Der natürliche Xanthohu-

molgehalt von Hopfenprodukten beträgt ca. 0,2 – 1,1%, kann aber durch Extraktion 

mit superkritischem CO2 auf ca. 10% erhöht werden [Biendl et al., 2001].  

Auf dem Markt werden zahlreiche Hopfenprodukte als Nahrungsergänzungsmittel 

oder funktionelle Lebensmittel angeboten. Ihr Xanthohumolgehalt kann um ein Viel-

faches höher sein als der in Hopfen oder Bier. In einem Produkt wurden 321 mg/kg 

Xanthohumol nachgewiesen, was unter Berücksichtigung der vom Hersteller empfoh-

lenen Dosierung zu einer täglichen Aufnahme von 3,2 – 4,8 mg führt [Coldham & 

Sauer 2001], einem Vielfachen der möglichen Aufnahme durch Bier.  

Die möglichen erhöhten Aufnahmen an Xanthohumol durch Nahrungs-

ergänzungsmittel erscheinen im Hinblick auf die in dieser Arbeit festgestellten an-

tiestrogenen und antiandrogenen Eigenschaften bedenklich. Es ist weiterhin zu be-

rücksichtigen, dass Xanthohumol im Körper eventuell zu 8-Prenylnaringenin, einem 

potenten Estrogen, umgesetzt werden könnte [Stevens et al., 1999a]. Die Aufnahme 

von Xanthohumol und 8-Prenylnaringenin könnte möglicherweise insbesondere bei 

noch in der Entwicklungsphase befindlichen Personen zu Störungen der hormonellen 

Homöostase führen. Endokrine Aktivität sowie Toxikokinetik und Metabolismus der 

Hopfenflavonoide Xanthohumol und 8-Prenylnaringenin bedürfen deshalb weiterer 

Untersuchungen, um eine fundierte Risiko/Nutzen-Bewertung zu ermöglichen. 

Xanthohumol und die Substanzgruppe substituierter Benzophenone sind antiandro-

gen aktiv. Wie in der vorliegenden Untersuchung festgestellt wurde, hat die Vergrö-

ßerung des Abstandes zwischen der Ketofunktion des Benzophenons und dem zwei-

ten Phenylrest durch die Einführung einer Vinylbindung keinen Einfluss auf eine anti-

androgene Aktivität. Die Diarylketonstruktur könnte also durch die Substanzgruppe 

der Chalcone erweitert werden. Diese in der vorliegenden Arbeit erhaltenen ersten 

Hinweise sollten durch die Untersuchung geeigneter Chalcone weiter geprüft wer-

den.  
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4.4 Diskussion der Ergebnisse aus den Untersuchungen zur 
antiandrogenen Aktivität 

 

In Gesamtgraphiken sollen die Ergebnisse der Untersuchungen auf antiandrogene 

Aktivität auf einen Blick dargestellt werden (Abbildung 4.63 und Abbildung 4.64). Auf 

die Angabe der Fehler wurde in diesem Fall zu Gunsten einer besseren Übersicht-

lichkeit verzichtet. 
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Abbildung 4.63 Antiandrogene Aktivität von DDE, DCBP, Linuron, Linuron M2 und 
Xanthohumol im Überblick im transienten Transaktivierungssystem 

 

Im transienten Transaktivierungssystem COS-AR-Luc (Abbildung 4.63) ist DDE mit 

Abstand am stärksten antiandrogen aktiv. Bereits bei 10 nM DDE wurde eine Hem-

mung von 60% beobachtet, die bei 1 µM und 10 µM weiter auf 70% anstieg. Die 

Hemmung der durch DHT-induzierten Reportergenaktivität durch Linuron, Xantho-

humol und DCBP1 betrug maximal 40%. Eine erste Verringerung der durch DHT-

induzierten Luciferaseaktivität wurde bei 100 nM Xanthohumol bzw. DCBP beobach-

tet.  

                                            
1 DCBP Daten wurden von Guth (2000) übernommen 
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Eine schwache Reduktion der Reportergenaktivität wurde durch 10 nM Linuron ver-

ursacht, die zunächst wieder abnahm und bei 1 und 10 µM auf 40% anstieg. Durch 

Linuron M2 wurde die durch DHT-induzierte Luciferaseaktivität konzentrationsunab-

hängig um 30 – 40% gehemmt. 
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Abbildung 4.64 Antiandrogene Aktivität von DDE, DCBP, Linuron, Linuron M2 und 
Xanthohumol im Überblick im stabil transfizierten Hefe-System 

 

Die Datenlage des stabil transfizierten Hefe-AR-Systems ist in sich gesehen homo-

gener als beim transienten Transaktivierungssystem. Die durch den physiologischen 

Liganden induzierte Reportergenaktivität wurde durch Linuron M2 auf 42%, durch 

Xanthohumol auf 50%, durch DDE und Linuron auf 55% sowie durch DCBP auf 85% 

Restaktivität gehemmt (Abbildung 4.64). Alle untersuchten Substanzen mit der Aus-

nahme von Linuron zeigten eine Hemmung der durch DHT-induzierten Luciferaseak-

tivität bei einer Konzentration von 1 µM (Linuron 0,1 µM). Auffällig dabei ist, dass im 

Hefe-AR-Testsystem bei allen untersuchten Substanzen für vergleichbare maximale 

Wirkstärken immer eine um ungefähr eine Größenordnung höhere Konzentration nö-

tig war. Bei Linuron M2 ist diese Differenz sogar noch größer. Die durch DCBP-

induzierte Hemmung war auch in den höchsten eingesetzten Konzentrationen (10 – 
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100 µM) wesentlich geringer (15%) als im transienten Transaktivierungssystem (ma-

ximale Hemmung um 40%).  

Hefe-AR-Zellen reagieren nach den vorliegenden Ergebnissen auf antiandrogen akti-

ve Substanzen wesentlich weniger sensitiv, da für vergleichbare Wirkungsstärken im 

Hefe-AR-System mit wesentlich höheren Testsubstanz-Konzentrationen inkubiert 

werden musste. Im Gegensatz dazu wurde nach Inkubation der Testsysteme mit 

dem physiologischen Hormon DHT vergleichbare EC50-Werte aus den sigmoidalen 

Kurvenverläufen errechnet (COS-AR-Luc: EC50 = 12 nM, Hefe-AR: EC50  = 8 nM). 

Beide Testsysteme reagieren auf den hormonellen Stimulus in vergleichbarer Weise, 

obwohl unterschiedliche Promotoren (MMTV-Promotor versus HRE) und unter-

schiedliche Reportergene verwendet wurden. Auch der unterschiedliche Zellkontext 

und die damit möglicherweise, verbundenen unterschiedlichen Ko- und Transkripti-

onsfaktoren (vgl. 2.5.2.2) scheinen keinen Einfluss auf die DHT-vermittelte Transkrip-

tionsaktivierung zu haben. Möglicherweise ist aber eine unterschiedliche Kofakto-

rausstattung der Hefezellen im Vergleich zu COS-7-Zellen der entscheidende Faktor 

für die geringere Effektivität von Antiandrogenen in Hefezellen. In Säugerzellen könn-

te ein antiandrogene Aktivität-vermittelnder Kofaktor existieren, der in Hefezellen 

nicht bzw. in nicht ausreichenden Mengen vorkommt. Dies könnte zu der beobachte-

ten geringeren Sensitivität der Hefezellen auf antiandrogen aktive Substanzen im 

Vergleich zu COS-AR-Luc-Zellen führen.  

Inwieweit eine unterschiedliche metabolische Kompetenz von COS-7-Zellen und He-

fezellen vorliegt, ist gegenwärtig nicht geklärt.  

Möglicherweise liegt die schwächere Reaktion der Hefezellen auf antiandrogen akti-

ve Substanzen in der unterschiedlichen Zellwand bzw. Zellmembran der Zellen be-

gründet: Als Säugerzellen haben COS-7-Zellen eine Zellmembran aus einer Doppel-

lipidschicht. Bei den Hefe-Zellen finden sich zusätzlich noch andere Stoffe wie 1,6-β-

Glucan und Chitin in der Zellwand. Standards und Testsubstanzen müssen also beim 

Hefesystem eine dichtere Barriere überwinden, um in die Hefezelle zu gelangen. 

Dies könnte möglicherweise zu einer unterschiedlichen Konzentration von Standards 

und Testsubstanzen in Hefe-AR-Zellen im Vergleich zu COS-AR-Luc-Zellen führen. 

Dies sollte sich in unterschiedlichen Charakteristika der DHT-Dosis-Wirkungskurven 

äußern. Es wurden jedoch nur geringfügige Unterschiede der beiden Testsysteme 

hinsichtlich der durch DHT-induzierten Reportergensynthese beobachtet. DHT könn-

te durch aktiven Transport von den Hefezellen aufgenommen werden und so die Bar-
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riere besser überwinden als die Testsubstanzen. Dies würde zu einer höheren intra-

zellulären DHT-Konzentration in der Hefezelle im Vergleich zur Testsubstanz führen, 

was sich in der im Verglich zum COS-AR-Luc-System geringeren Sensivität äußern 

könnte. Ebenso ist eine aktive Erniedrigung der Testsubstanzkonzentration in den 

Hefe-Zellen durch Effluxpumpen ebenfalls denkbar, was wiederum zu einer Ver-

schiebung des Verhältnisses von Standard- und Testsubstanzkonzentration führen 

würde. In Hefen konnte ein Netzwerk dieser Pumpen, die beispielsweise auch Harn-

stoffherbizide und Flavonoide über die Membran aus den Zellen transportieren, 

nachgewiesen und charakterisiert werden [Kolaczkowski et al., 1998]. Der in dieser 

Arbeit verwendete Hefe-AR-Stamm ist auf Effluxpumpen bisher noch nicht unter-

sucht worden. In COS-7-Zellen konnten das „multidrug resistance gene 1“ und P-

Glycoprotein auf mRNA- bzw. Proteinebene nachgewiesen werden [Höllt et al., 

1992]. Insgesamt ist die Zelllinie COS-7 bzw. ihr Vorläufer CV-1 hinsichtlich einer 

Ausstattung mit Effluxpumpen wesentlich weniger untersucht als Saccharomyces 

cerevisiae-Stämme.  

 

Ob die geringere Sensivität des Hefe-AR-Systems im Vergleich zum COS-AR-Luc-

System bezogen auf die Detektion antiandrogener Aktivität auf einer unterschiedli-

chen Aufnahme bzw. einem unterschiedlichen Export des Standards im Vergleich zu 

den Testsubstanzen zurückzuführen ist, bleibt ungeklärt bis die intrazellulären DHT- 

und Standardkonzentrationen in beiden Testsystemen bestimmt wurden.  
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Zusammenfassend liegen die Vorteile des Säugerzellsystems COS-AR-Luc im Ver-

gleich zum Hefe-AR-System darin, dass 

a) Hefezellen auf einige der Testsubstanzen mit Anzeichen von erheblicher 

Toxizität reagieren.  

b) beim Säugerzellsystem ein Wildtyppromotor eingesetzt wird, der für eine 

spezifischere Reaktion des Testsystems auf das physiologische Hormon 

DHT ermöglichen sollte. 

c) zur Antagonisierung der durch DHT-induzierten Reportergenaktivität im 

Hefe-AR-System wesentlich höhere Konzentrationen an Testsubstanz nö-

tig waren, um eine vergleichbare Hemmung der Reportergeninduktion zu 

erreichen. Das Hefe-AR-System könnte daher möglicherweise falsch nega-

tive Ergebnisse hinsichtlich antiandrogener Aktivität der Testsubstanz lie-

fern. 

 

Die verwendeten Testsysteme sollten nicht nur auf ihre metabolische Kompetenz 

(Phase I und II Metabolismus), sondern auch auf funktionelle Effluxpumpen (sog. 

Phase III Metabolismus) untersucht und charakterisiert werden. 
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5 Zusammenfassung 
 

Wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Umwandlung 

des Akarizids Dicofol zu Dichlorbenzophenon (DCBP). Literaturhinweise führten zu 

dem begründeten Verdacht, dass keine metabolische Transformation, sondern ein 

UV-Licht- bzw. alkali-induzierter Zerfall der Substanz stattfindet. Diese Hypothese 

wurde durch Inkubation von aktiven und inaktivierten Lebermikrosomen mit Dicofol 

bestätigt. Sowohl in Gegenwart aktiver und inaktivierter Mikrosomen, als auch in An-

sätzen ohne Mikrosomen wurden nahezu vergleichbare Mengen an gebildetem 

DCBP beobachtet. Eine Erhöhung der Inkubationstemperatur führte anschließend zu 

einer Verstärkung der DCBP-Bildung. Die in dieser Arbeit bestimmte Aktivierungs-

energie der Degradation von Dicofol zu DCBP in Gegenwart aktiver Mikrosomen 

stimmt mit der Aktivierungsenergie derselben Reaktion in wässriger Umgebung    

überein. Der Abbau von Dicofol zu DCBP ist wahrscheinlich auch im Organismus ein 

nicht-enzymatisch katalysierter Prozess.  

Im Anschluss wurde die UV-Licht-induzierte Reaktion von Dicofol zu DCBP unter-

sucht. Es wurde festgestellt, dass mit steigender Strahlungsdosis eine Verstärkung 

der DCBP-Bildung einhergeht, die in unpolaren Lösungsmitteln deutlich ausgeprägter 

ist als in polaren Lösungsmitteln. Es ist daher davon auszugehen, dass auch auf der 

wachsartigen, lipophilen Oberfläche von Zitrusfrüchten eine Umsetzung von Dicofol 

zu DCBP stattfindet. Die Abbaubarkeit von Dicofol in wässrigen Medien wurde durch 

Inkubation von Dicofol in methanolischen Lösungen unterschiedlichen Hydroxidio-

nenkonzentrationen untersucht. Die Umsatzrate der Degradation stieg dabei mit zu-

nehmender Hydroxidionenkonzentration und zunehmender Inkubationsdauer an. Die 

alkali-induzierte Reaktion wird wahrscheinlich durch Deprotonierung von Dicofol ein-

geleitet. Im Anschluss werden in der Literatur als mögliche Reaktionsmechanismen 

entweder eine Eliminierung von Chloroform unter DCBP-Bildung oder die Bildung 

eines 2,2-Dichlor-3,3-bis-(p-chlorphenyl)-oxirans diskutiert, aus dem DCBP und Dich-

lorcarben entstehen. In orientierenden Versuchen wurde Chloroform durch Headspa-

ce-GC annähernd äquimolar zur eingesetzten Dicofolmenge nachgewiesen, was auf 

ersteren Reaktionsmechanismus hindeutet. 

Bei der Untersuchung von Dicofol, DCBP und DCBH auf androgene bzw. antiandro-

gene Aktivität im Hefe-AR-Testsystem wurde nur DCBP eindeutig als antiandrogen 

aktiv erkannt. Die eingesetzten Hefezellen reagierten mit Anzeichen erheblicher To-
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xizität auf hohe Dicofol- bzw. DCBH-Konzentrationen, was eine Beurteilung ihrer an-

tiandrogene Aktivität in diesem Testsystem erschwert. Die beobachtete antiandroge-

ne Aktivität von Dicofol im transienten Transaktivierungssystem (COS-AR-Luc) be-

ruht wahrscheinlich zum größten Teil auf der alkali-induzierten Degradation von Dico-

fol zu DCBP im Inkubationsmedium. Die antiandrogene Aktivität von DCBH könnte 

auf die Oxidation von DCBH zu DCBP durch Luftsauerstoff oder auf enzymatische 

Katalyse zurückgeführt werden. Dicofol, DCBP und DCBH zeigten in der Mammakar-

zinomzelllinie MCF-7-Luc keine estrogene Aktivität. Auch Hefe-ER-Zellen reagierten 

auf die Exposition mit Dicofol und DCBH mit Anzeichen starker Toxizität. Die darge-

stellten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Reduktion der Alligatorpopulati-

on des Lake Apopka nach Kontamination mit Dicofol und DDT nicht ausschließlich 

auf estrogene Aktivität von DDT bzw. antiandrogene Aktivität von DDE zurückzufüh-

ren ist. Das aus Dicofol gebildete DCBP könnte einen wesentlichen Beitrag geleistet 

haben. 

 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einfluss des  

Metabolismus auf die antiandrogene Aktivität des Phenylharnstoffherbizids Linuron     

(N-3,4-Dichlorphenyl-N´-methoxy-N´-methyl-harnstoff). Linuron wird durch Ab-

spaltung der N´-Substituenten und Auflösung der Harnstoffstruktur zu 3,4-

Dichloranilin (DCA) abgebaut. Die Linuronmetabolite N-3,4-Dichlorphenyl-harnstoff 

(Linuron M1) und DCA waren in den eingesetzten Testsystemen weder androgen 

noch antiandrogen aktiv. Linuron und der primäre gebildete Metabolit N-3,4-

Dichlorphenyl-N´-methyl-harnstoff (Linuron M2) zeigten keine androgene, aber anti-

androgene Aktivität. Der Metabolit Linuron M2 zeigte im stabil transfizierten Hefe-AR-

System mit Linuron vergleichbare Aktivität, schien aber im COS-AR-Luc-System et-

was stärker antiandrogen aktiv zu sein. Im Zuge des metabolischen Abbaus von Li-

nuron kommt es zu einer Inaktivierung hinsichtlich antiandrogener Aktivität. Da die 

Metabolisierung insgesamt jedoch langsam abläuft und der primär gebildete Metabo-

lit Linuron M2 starke antiandrogene Aktivität zeigt, kann aufgrund der vorliegenden 

Daten eine Gefährdung exponierter Organismen nicht ausgeschlossen werden. 
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Des Weiteren sollte die endokrine Aktivität von Xanthohumol, dem prenylierten 

Hauptchalcon des Hopfens, untersucht werden. Xanthohumol zeigte keine estrogene 

aber starke antiestrogene Aktivität im Hefe-ER-System. Es wurde keine androgene, 

aber antiandrogene Aktivität in den Testsystemen COS-AR-Luc und Hefe-AR beo-

bachtet.  

Der Einsatz von Hopfen als Nahrungsergänzungsmittel sollte insbesondere wegen 

möglicher hoher Exposition mit Xanthohumol und dem potenten Estrogen 8-

Prenylnaringenin kritisch auf potentielle endokrine Effekte in vivo überprüft werden. 

Mit der Untersuchung von Xanthohumol sollte auch festgestellt werden, ob die Ein-

führung einer Vinylbindung zwischen Ketofunktion und Phenylrest in die Diarylke-

tonstruktur Einfluss auf die antiandrogene Aktivität hat. Legt man die vorliegenden 

Ergebnisse zu Grunde, hat diese Strukturänderung keinen Einfluss. Dies sollte aber 

in nachfolgenden Untersuchungen mit geeigneten Substanzen weiter geprüft wer-

den. 
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6 Material und Methoden 
 

6.1 Zellkultur 
 

Kultivierungsbedingungen 
 

Adhärent wachsende Zellen werden unter sterilen Bedingungen bei 37°C, 5% (V/V) 

Kohlenstoffdioxid und 90% Luftfeuchtigkeit in Petrischalen oder Kulturflaschen in se-

rumhaltigem Medium kultiviert. Zum Schutz vor Prokaryonten wird eine Penicillin-

Streptomycin-Lösung zugesetzt. [Lindl & Bauer, 1987] 

 

Medienwechsel 
 

Zur Versorgung der Zellen mit Nährstoffen und zur Entfernung von Stoffwechselpro-

dukten wird alle 3 bis 4 Tage ein Medienwechsel durchgeführt. Als Indikator dient 

dem Medium zugesetztes Phenolrot, dessen Farbumschlag von rot nach gelb eine 

Übersäuerung durch Stoffwechselprodukte anzeigt. Nach Entfernen des alten Medi-

ums wird mit PBS gewaschen und neues Medium zugegeben. [Lindl & Bauer, 1987] 

 

Passagieren von Zellen 
 

Wenn die Kulturflaschen zu 70% konfluent bewachsen sind, muss ein Teil der Zellen 

in eine neue Flasche überführt werden. Hierzu wird das Medium entfernt und zwei-

mal mit PBS gespült. Anschließend wird etwas Trypsin-Lösung auf die Zellen gege-

ben und kurze Zeit im Brutschrank inkubiert, bis sich die Zellen ablösen. Zur Inakti-

vierung des Trypsins wird serumhaltiges Medium zugesetzt. Anschließend werden 

die Zellen durch mehrmaliges Aufziehen in eine Pipette vereinzelt und ein Teil der 

Zellsuspension in eine neue mediumhaltige Flasche eingesät. [Lindl & Bauer, 1987] 

 
Auszählen von Zellen 
 

Abtrypsinierte und vereinzelte Zellen werden in eine Neubauer-Zählkammer gegeben 

und unter dem Mikroskop ausgezählt. Ein Feld der Zählkammer entspricht 0,1 µl Vo-

lumen der Zellsuspension. [Lindl & Bauer, 1987] 
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Einfrieren von Zellen 
 

1 ml abtrypsinierter und vereinzelter Zellen wird in einem Kryoröhrchen mit 100 µl 

DMSO versetzt und zunächst bei –20°C und dann bei –70°C bzw. zur längeren La-

gerung in flüssigem Stickstoff gelagert. [Lindl & Bauer, 1987] 

 

Auftauen von Zellen 
 

Die eingefrorenen Zellen werden im Wasserbad möglichst schnell aufgetaut und an-

schließend in ein mit Medium befülltes Röhrchen überführt. Die erhaltene Suspensi-

on wird bei 4°C, 1500 U/min 5 min zur Abtrennung des cytotoxischen DMSO zentri-

fugiert. Der Überstand wird verworfen, die Zellen mit serumhaltigem Medium re-

suspendiert und in eine mit Medium befüllte Kulturflasche überführt. [Lindl & Bauer, 

1987] 

 
Lösungen und Materialien 

 

FKS (Gibco)    Fötales Kälberserum 

 

CD (Charcoal Dextran) FKS 50 ml einer sterilen Lösung aus 0,5% Norrit A und 

0,05% Dextran in 0,14 M NaCl werden in 500 ml 

FKS gegeben, 45 min im Wasserbad bei 52°C in-

kubiert und zweimal bei 800g 20 min zentrifugiert. 

Der Überstand wird bei –20°C gelagert. 

 

Penicillin-Streptomycin-  10 000 I.E./ml Penicillin und 10 000 I.E./ml  

Lösung (Gibco)   Streptomycin 

 

L-Glutamin (Gibco)   200 mM L-Glutamin 
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PBS     5 g NaCl  

     0,72 g Na2HPO4  

     0,25 g KCl 

     0,125 g KH2PO4  

     pH 7,3 

auf 500 ml mit bidest. Wasser aufgefüllt und steril 

autoklaviert 

 

Trypsin-Lösung   125 mg Trypsin (Serva) 

     62,5 mg EDTA 

     auf 250 ml mit PBS aufgefüllt, über Nacht gekühlt  

rühren und durch 0,2 µm Sterilfilter filtrieren 

   
DMSO (Fluka)   Dimethylsulfoxid für die Spektroskopie  

 

Kulturmedien für die Zelllinien MCF-7-Luc und COS-7 

 

serumhaltig   

• CDFKS-Medium: 

Dulbecco’s DMEM (Gibco) ohne Phenolrot und L-Glutamin 

500 ml Kulturmedium, 50 ml CDFKS, 5 ml Penicillin/Streptomycin, 4 ml L-

Glutamin 

• FKS-Medium:  

RPMI 1640 (Gibco) mit Phenolrot und L-Glutamin  

500 ml Kulturmedium, 50 ml FKS, 5 ml Penicillin/Streptomycin 

 

serumfrei 

• Dulbecco’s DMEM (Gibco) ohne Phenolrot und L-Glutamin 

 500 ml Kulturmedium, 5 ml Penicillin/Streptomycin, 4 ml L-Glutamin 
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6.2 Trypanblauaussschluss 
 

Mit Substanz behandelte Zellen werde abtrypsiniert, vereinzelt und mit Trypanblaulö-

sung gemischt. Intakte Zellen zeigen unter dem Mikroskop gelbliche, Zellen mit ge-

schädigter Zellmembran blaue Färbung. [Lindl & Bauer, 1987] 

 

Lösungen und Materialien 

 

Trypanblaulösung  0,4 g Trypanblau (Serva) 

    0,81 g NaCl 

    0,06 g KH2PO4 

    in 100 ml bidest. Wasser pH 7,2 

 

6.3 Sulforhodamin B-Test 
 

1 Mio. MCF-7-Luc-Zellen werden in Petrischalen (Durchmesser 6 cm) ausgesät, 2 

Tage kultiviert und anschließend inkubiert. Nach erfolgter Inkubation werden die Zel-

len durch 4°C kalte TCA-Lösung (10% Endkonzentration) 60 min bei 4°C an die Pet-

rischalenoberfläche fixiert und die Zellproteine ausgefällt. Nach vier- bis fünfmaligem 

Waschen mit kaltem Leitungswasser werden die Petrischalen an der Luft getrocknet. 

Die Petrischalen werden mit 1 ml SRB-Lösung angefärbt. Nach 30 min wird der ü-

berschüssige Farbstoff abgegossen und die Platten solange mit 1%-iger Essigsäure 

gewaschen bis kein Farbstoff mehr an das Waschwasser abgegeben wird. Der prote-

ingebundene Farbstoff wird nach erneutem Trocknen in 4°C kaltem Tris-Puffer (pH 

10,5) solubilisiert und innerhalb von 15 min bei 564 nm photometrisch vermessen. 

Überschreiten die gemessenen Extinktionen einen Wert von 1,2, wird entsprechend 

mit Tris-Puffer verdünnt bis die gemessenen Extinktionen im linearen Bereich des 

Photometers liegen. Die erhaltenen Extinktionen sind der Proteinmenge und somit 

der Lebenszellzahl proportional. [Skehan et al., 1990] 
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Lösungen und Materialien 

 

50%-ige Trichloressigsäurelösung (Acros) 

 

SRB-Lösung  0,4 % SRB (Sigma) in 1%-iger Essigsäure (aus Eisessig, Roth) 

 

Tris-Base (Roche) 10 mM, pH 10,5 

 

Halbmikroeinwegküvetten (Fischer) 

 

UV-Spektralphotometer Uvikon 810 (Kontron) 

 

6.4 Detektion und Eliminierung von Mycoplasmen 
 

Zellen werden auf einem Objektträger bis zu einer Konfluenz von 50 – 70 % kultiviert. 

Anschließend wird der Objektträger in –20°C kaltes Methanol gestellt und 15 min 

fixiert. Nachdem der Objektträger vollständig getrocknet ist, werden 40 µl 4´,6-

Diamidin-2-phenylindoldihydrochlorid-Lösung aufgetropft und mit einem Deckglas 

belegt. Nach Abdichtung mit handelsüblichem Nagellack wird unter dem Fluores-

zenzmikroskop mit 340/380 Anregungsfilter und LP 430 Sperrfilter untersucht. Kon-

taminierte Zellen zeigen fluoreszierende Punkte im Cytoplasma. Zur Entfernung der 

Mycoplasmen werden die Zellen eine Woche mit „Mycoplasma Removel Agent“ 100 

µg/ml behandelt und erneut auf Mycoplasmen überprüft.  

 

Lösungen und Materialien 

 

4´,6-Diamidin-2-phenylindoldihydrochlorid (Roche) 

 

Mycoplasma Removel Agent (ICN Biochemicals) 

 Enthält 50 µg/ml 4-Oxo-chinolin-3-carboxysäuren-Derivate 

 

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioskop) 
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6.5 Reportergensysteme 
 

6.5.1 Elektroporation 
 

In Flaschen kultivierte COS-7-Zellen werden abtrypsiniert, in ein steriles 15 ml Röhr-

chen gegeben, vereinzelt und ausgezählt. Die Zellsuspension wird 2× 5 min bei 1500 

U/min und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird abpipettiert, die Zellen in eiskaltem 

PBS aufgenommen (3-4 Mio. Zellen in 500 µl PBS) und in eine Elektroporationskü-

vette überführt. Nach Zugabe der Plasmide (je 10 µg pSG5-hAR, pMAMneoLuc und 

pSVβ) werden die Küvetten zum Mischen aufgetippt und 10 min auf Eis inkubiert. 

[Guth, 2000; Invitrogen, 1996]  

Nach erfolgter Elektroporation wird erneut 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend 

werden die Zellen in FKS-Medium überführt und ausgesät. 

 

Lösungen und Materialien 

 

Elektroporationsküvetten (Invitrogen) 0,4 cm; einzeln verpackt 

 

Elektroporator II (Invitrogen) 

 Geräteeinstellungen  Spannung: 330 V 

      Stromstärke: 25m A 

      Leistung: 25 W 

      Elektrische Feldstärke: 500 µF 

      Widerstand: R = ∞  

 Ladezeit    3 Minuten 

 

Zentrifuge     Megafuge (Heraeus) 
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6.5.2 Luciferase-Reportergenassay 
 

Inkubation 
 

MCF-7-Luc-Zellen werden in CDFKS-Medium ausgesät und 48 h kultiviert. Anschlie-

ßend wird das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gespült und mit den zu unter-

suchenden Substanzen in serumfreiem Medium oder CDFKS-Medium in Gegenwart 

von 0,1% DMSO als Lösungsvermittler inkubiert. Nach 24 h Inkubation wird das Me-

dium abgenommen und die Zellen 24 h in CDFKS-Medium nachinkubiert. Danach 

erfolgt die Aufarbeitung der Zellen. 

COS-AR-Luc-Zellen werden nach der Elektroporation 17 h kultiviert. Die Inkubation 

mit den zu untersuchenden Substanzen erfolgt in CDFKS-Medium in Gegenwart von 

0,1% DMSO als Lösevermittler. Im Folgenden wird analog zu den MCF-7-Luc-Zellen 

vorgegangen. 

 

Herstellung der Zellextrakte 
 

Nach insgesamt 48 h Inkubation wird zur Aufarbeitung das Medium abgesaugt, 

zweimal mit PBS gespült und anschließend die Zellen mit Lysepuffer lysiert (150 – 

250 µl). Nach 20 min Inkubation werden die Zellen abgeschabt und die Suspension 

in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. Nach zweiminütiger Zentrifugation bei 13000 

U/min, 4°C wird der Überstand, der die Luciferase und die β-Galactosidase enthält, in 

ein weiteres 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. [Promega, 1996] 

 

Messung der Luciferaseaktivität 
 

60 µl des Überstandes werden in eine 96-Lochtiterplatte gegeben. Hierzu erfolgt die 

Zugabe des Luciferase-Substrats (180 µl) automatisch durch die Luminometerpum-

pe. Die Messung der emittierten Lichtsignale wird bei 50 Messintervallen mit einer 

Gesamtmesszeit von 250 sec/Loch durchgeführt. 
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Lösungen und Materialien 

 

Lyse-Puffer 5x (Promega)   125 mM Tris-Phosphat pH 7,8 

      10 mM Dithiotreitol 

     10 mM 1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N´,N´- 

tetraessigsäure 

      10% Glycerin 

      1% Triton X-100 

 

 

Luciferase Assay Puffer (Promega) 20 mM Tricine 

      1,07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2 * 5H2O 

      2,67 mM MgSO4 

      0,1 mM EDTA 

      33,3 mM DTT 

      270 µM Coenzym A 

      470 µM Luciferin 

      530 µM ATP 

      pH 7,8 

 

Luciferase Assay Substrat (Promega) 

 

Luminometer Lumistar (BMG) 

 

Weiße 96-Lochtiterplatten (Nunc) Maxisorp 96 

 

Messung der ββββ-Galactosidaseaktivität 
 

30 µl des Überstandes werden mit 200µl β-Galactosidase-Puffer in 96-

Lochtiterplatten versetzt. Nach 60 min Inkubation erfolgt die Messung der emittierten 

Lichtsignale bei 25 Messintervallen mit einer Gesamtmesszeit von 125 sec/Loch in-

nerhalb von 60 min automatisch im Luminometer. [Clontech, 1999] 
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Lösungen und Materialien 

 

Reaction Buffer (Clontech) 

Substrate (Clontech) 

Keine weiteren Angaben seitens des Herstellers. 

 

Luminometer Lumistar (BMG) 

 

Weiße 96-Lochtiterplatten (Nunc) Maxisorp 96 

 

 

6.5.3 Hefe-Reportergentestsysteme 
 

Zunächst wird ein Glycerolstock der stabil transfizierten Hefen 24 h in 52 ml Wachs-

tumsmedium bei 30°C unter Schütteln angezogen. Am nächsten Tag werden für die 

Testkultur 0,5 ml der Übernachtkultur mit einer optischen Dichte von 1 entnommen 

und in 52 ml Wachstumsmedium mit 0,5 ml CPRG-Lösung überführt (Testkultur). In 

die Löcher einer 96-Lochplatte werden die in Ethanol gelösten Testsubstanzen bzw. 

Standards pipettiert. Nach Abdampfen des Ethanols werden 200 µl der oben herge-

stellten Testkultur in die Löcher gegeben. Nach 48 h Inkubation bei 30°C unter 

Schütteln wird die Färbung der Zellsuspensionen bei 540 nm und die optische Dichte 

bei 620 nm im Photometer bestimmt. Durch Abgleich der Extinktion bei 540 nm mit 

der optischen Dichte bei 620 nm wird die relative β-Galactosidaseaktivität bestimmt. 

[Sohoni & Sumpter, 1998; Routledge & Sumpter, 1996]  

 

Lösungen und Materialien 

 

Minimalmedium  KH2PO4    13,61 g 

    (NH4)2SO4    1,98 g 

    KOH     4,2 g 

    MgSO4 (0,235 g MgSO4 × H20) 0,2 g 

    Fe2(SO4)3-Lösung (40 mg/ml) 1 ml 

    L-Leucin    50 mg 
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    L-Histidin    50 mg 

    Adenin    50 mg 

    L-Arginin-HCl   20 mg 

    L-Methionin    20 mg 

    L-Tyrosin    30 mg 

    L-Isoleucin    30 mg 

    L-Lysin-HCl    30 mg 

    L-Phenylalanin   25 mg 

    L-Glutaminsäure   100 mg 

    L-Valin    150 mg 

    L-Serin    375 mg 

Mit bidest. Wasser auf 1L auffüllen und steril filtrieren (0,2 µm Filter). Bei 4°C lagern. 

 

Wachstumsmedium 

45 ml Minimalmedium 

 5 ml Glucoselösung (20%-ig) sterilfiltriert (0,2 µm Filter)  

 0,5 ml Vitamin-Lösung Thiamin   8 mg 

     Inositol   40 mg 

     Pyridoxin   8 mg 

     Pantothensäure  8 mg 

     Biotin-Lösung (20 mg/L) 20 ml 

In 200ml bidest. Wasser lösen und steril filtrieren 

(0,2 µm Filter).  

125 µl CuSO4-Lösung (20 mM) steril filtriert (0,2 µm Filter) 

1,25 ml Asparaginsäure (4 mg/ml) steril filtriert (0,2 µm Filter)  

 0,4 ml L-Threonin (24 mg/ml) steril filtriert (0,2 µm Filter) 

 

Testmedium  

52 ml Wachstumsmedium  

0,5 ml CPRG-Lösung (10 mg/ml) von Roche steril filtriert (0,2 µm Filter) 

 

Alle Chemikalien in Zellkulturqualität von Merck, Sigma oder Fluka 

 

Photometer: Lambda 340 Microplate Reader (MWG Biotech) 
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96-Lochplatten: transparent (Greiner, Nunc) 

 

Anlegen eines Hefe-Glycerolstocks 
 

Eine Übernachtkultur wird in ein steriles 50 ml Röhrchen überführt und 5 min bei 

1200 U/min bei 4°C zentrifugiert. Nach Abgießen des Medium bis auf 5 ml wird das 

Pellet vereinzelt. Zu 850 µl Hefesuspension werden mit 150 µl Glycerol gemischt und 

bei –80°C gelagert (10-fach konzentrierte Hefe mit einer optischen Dichte von1). 

 

 

6.6 Amplifikation von Plasmiden  
 

6.6.1 Anlegen eines Glycerolstocks   
 

Von einer Prokaryontenkultur werden 850 µl Zellsuspension in ein 1,5 ml Reaktions-

gefäß überführt. Hierzu werden 150 µl 86%-ige Glycerollösung gegeben, gut ge-

mischt und auf Eis gestellt. Die Lagerung kann bei –20°C oder –80°C erfolgen. 

 

Lösungen und Materialien 

 

Glycerollösung   86% steril 

 

6.6.2 Herstellung kompetenter Escherichia coli und Transformation  
 

Zunächst wird aus einem Escherichia coli-Glycerolstock eine Übernachtkultur ange-

legt. Hierzu werden in ein steriles Reagenzglas 5 ml LB-Medium gegeben und mit 

10-20 µl des Glycerolstock angeimpft. Es wird über Nacht bei 37°C im Schüttelinku-

bator inkubiert. Von der Übernachtkultur werden 300 µl entnommen und in 30 ml LB-

Medium gegeben. Anschließend wird bei 37°C 2,5 h inkubiert. Die Bakteriensuspen-

sion wird bei 4°C, 5000 U/min für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen 

und das Pellet in 12,5 ml kalter, steriler 50 mM CaCl2 Lösung resuspendiert und für 

15 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C, 5000 U/min 10 min 

wird der Überstand verworfen und das Pellet in 2,5ml kalter, steriler 50mM CaCl2 Lö-
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sung aufgenommen. Die Zellen sind nun kompetent und können sofort zur Transfor-

mation eingesetzt werden. 

 

In sterile 1,5 ml Reaktionsgefäße gibt man 200 µl kompetente Bakterien und 1,5 µg 

Plasmid. Eine Negativkontrolle wird ebenfalls mitgeführt. Die Eppendorfreaktionsge-

fäße werden 30 min auf Eis gestellt. Anschließend werden die Bakterien für 2 min 

einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und danach 5 min auf Eis gestellt. Zu dieser 

Bakteriensuspension wird nun 1 ml LB-Medium gegeben und 30 min bei 37°C inku-

biert. Die nun transformierten Bakterien werden auf ampicillinfreie LB-Agar-Platten 

und auf LB-Agar-Platten, die 20 µg bis 50 µg Ampicillin enthalten, ausplattiert. Die 

Agarplatten werden bei 37°C über Nacht im Brutschrank inkubiert. [Sambrook et al., 

1989] 

 

Lösungen und Materialien 

 

LB-Medium  10 g Casein-Pepton (Gibco) 

   5 g Bacto-Yeast (Gibco) 

   10 g NaCl (Roth) 

   auf 1L mit bidest. Wasser aufgefüllt und steril autoklaviert 

 

LB-Agar  10 g Casein-Pepton (Gibco) 

   5 g Bacto-Yeast (Gibco) 

   10 g NaCl (Roth) 

   20 g Agar-Agar (Gibco) 

   auf 1L mit bidest. Wasser aufgefüllt und steril autoklaviert  

 

Ampicillin  20 mg/ml Ampicillin (Sigma) 

 

50 mM CaCl2 Lösung, steril 
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6.6.3 Minipräparation von Plasmiden 
 

Von den ampicillinhaltigen LB-Agar-Platten werden mit einer sterilen Pipette Kolonien 

gepickt und in ampicillinhaltigem LB-Medium über Nacht bei 37°C inkubiert. Von die-

ser Übernachtkultur wird ein Glycerolstock angelegt. Vom Rest der Bakteriensuspen-

sion werden 1,5 ml in 1,5 ml Reaktionsgefäße gegeben und bei 4°C und 13000 

U/min 30 sec abzentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Pellet in 100 µl Lö-

sung 1 resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 

200 µl Lösung 2 werden die 1,5 ml Reaktionsgefäße sofort für 5 min auf Eis gestellt. 

Anschließend werden 150 µl vorgekühlter Lösung 3 zugegeben und erneut für 5 min 

auf Eis gestellt. Der entstandene Niederschlag wird bei 13000 U/min 10 min zentrifu-

giert. Der plasmidhaltige Überstand wird in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäße gege-

ben und mit 800 µl absolutem Ethanol versetzt. Die Plasmid-DNA wird mindestens 1 

h bei –20°C gefällt und anschließend bei 13000 U/min 10 min zentrifugiert. Das Pel-

let wird mit 100 µl 70%-igem gekühltem Ethanol gewaschen und bei 13000 U/min 5 

min zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wird nun im Vakuum getrocknet und in 30 µl TE-

Puffer gelöst. [Sambrook et al., 1989; Bertram & Gassen, 1991] 

 

Lösungen und Materialien 

 

Lösung 1   1,66 ml 0,3 M Glucose 

    0,25 ml 1 M Tris HCl pH 8,0 

    0,2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

mit sterilem bidest. Wasser auf 10 ml aufgefüllt und steril 

autoklaviert 

 

Lösung 2   0,2 ml 10 M NaOH 

    1 ml 10% SDS 

mit sterilem bidest. Wasser auf 10 ml aufgefüllt und steril 

autoklaviert 
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Lösung 3   6 ml 5 M Kalium-Acetat 

    1,15 ml Eisessig 

mit sterilem bidest. Wasser auf 10 ml aufgefüllt und steril 

autoklaviert 

 

TE-Puffer (steril)  10 mM Tris 

    1 mM EDTA 

    pH 8,0 oder pH 8,6 

     

 

6.6.4 Maxipräparation von Plasmiden 
 

Als Starterkultur legt man vom bereits transformierten Glycerolstock eine Übernacht-

kultur in LB-Medium/Ampicillin an und inkubiert ca. 8 h bei 37°C im Schüttelinkuba-

tor. Anschließend wird die Starterkultur 1/500 bzw. 1/1000 in ca. 250 ml LB-

Medium/Ampicillin verdünnt und 12-16 h bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert. Die 

Kultur wird dann bei 6000 U/min, Raumtemperatur 15 min zentrifugiert und der Über-

stand verworfen. Das Pellet wird in 10 ml Puffer E1 vollständig resuspendiert. Nach 

Zugabe von 10 ml Puffer E2 inkubiert man 5 min bei Raumtemperatur. Anschließend 

werden 10 ml Puffer E3 zugegeben und sofort bei Raumtemperatur  für 10 min 

zentrifugiert (15000 U/min). Der plasmidhaltige Überstand wird in ein 50 ml Röhrchen 

überführt, bei Bedarf nochmals zentrifugiert und auf die bereits mit 30 ml Puffer E4 

äquilibrierte Säule gegeben. Die Säule wird zweimal mit je 30 ml Puffer E5 gewa-

schen und das Plasmid durch Zugabe von 15 ml Puffer E6 eluiert. Zur Plasmidfällung 

werden 10,5 ml Isopropanol zum Eluat gegeben und bei 4°C, 30 min (15000 U/min) 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Pellet nach Zugabe von 5 ml 70%-

igem Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Das Plasmid wird in 100-150 µl 

sterilem TE-Puffer aufgenommen. [Life Technologies, 1998] 
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Lösungen und Materialien 

 

ConcertTM High Purity Plasmid Purification Systems (Life Technologies) 

       

 

Puffer E1 (Zellsuspensionspuffer)  50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

       10 mM EDTA 

 

RNaseA      20 mg/ml in Puffer E1 

 

Puffer E2 (Zelllyselösung)    200 mM NaOH 

       1% SDS 

 

Puffer E3 (Neutralisationspuffer)   3,1 M Kaliumacetat, pH 5,5 

 

Puffer E4 (Äquilibrierungspuffer)   600 mM NaCl 

       100 mM Natrium-Acetat (pH 5,0) 

       0,15% Triton X-100 (v/v) 

 

Puffer E5 (Waschpuffer)    800 mM NaCl 

       100 mM Natrium-Acetat (pH 5,0) 

 

Puffer E6 (Elutionspuffer)    1,25 M NaCl 

       100 mM Tris-HCl (pH 8,5) 

        

TE-Puffer      10 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

       0,1 mM EDTA 

 

Isopropanol p.A. 

 

Zentrifugenröhrchen 250ml, 50ml (Nalgene) 

 

Zentrifuge J2-21 (Beckman) 
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6.6.5 Restriktionsverdau 
 

Zum Restriktionsverdau werden Restriktionsenzym(e), zu schneidende DNA und Re-

striktionspuffer in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert und bei 37°C 2-4 h inkubiert. 

Falls nötig können die Enzyme durch Erhitzen auf 65°C 10 min inaktiviert und die 

Ansätze bei –20°C gelagert werden. 

 

Lösungen und Materialien 

 

Restriktionsenzyme: 

 

Bgl II (Pharmacia Biotech)     8 000 units/ml 

EcoR I (Pharmacia Biotech)  20 000 units/ml 

Hind III (Pharmacia Biotech)  10 000 units/ml 

Kpn I (Pharmacia Biotech)     8 000 units/ml 

Xba I (Pharmacia Biotech)   12 000 units/ml 

 

10 x Assay Buffer (Pharmacia Biotech) 100 mM Tris-Acetat pH 7,5 

      100 mM Magnesiumacetat 

      500 mM Kaliumacetat 

 

6.6.6 Gelelektrophorese 
 

Zur Überprüfung, ob es sich bei den geschnittenen Plasmiden um die gewünschten 

handelt, werden die Proben im Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefärbt 

und im UV-Licht detektiert.  

 

Herstellung des Agarosegels 
 

Zur Herstellung des Agarosegels wird eine entsprechende Menge Agarose mit 

1×TAE-Puffer versetzt, unter Rühren aufgekocht und anschließend in die Gelkammer 

gegossen. Die Polymerisation erfolgt durch Abkühlen innerhalb von 45 min. 

Proben und Marker werden vor dem Gellauf mit Ladepuffer versetzt und in die Ta-

schen des Gels pipettiert. Das Gel wird mit 1×TAE-Puffer überschichtet und die Pro-
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ben bei konstanter Spannung aufgetrennt. Anschließend wird das Gel im Ethidium-

bromidbad gefärbt, mit Wasser gespült und die Banden im UV-Licht mit Hilfe des 

Lumi-Imagers detektiert. 

 

Lösungen und Materialien 

 

50×TAE-Puffer  242 g Tris 

    57,1 ml Essigsäure 

    100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 

    auf 1 L mit bidest. Wasser aufgefüllt 

 

Ladepuffer   0,2% Bromphenolblau 

    60% Glycerin 

    60 mM EDTA 

 

Größenmarker  λ-DNA/Hind III geschnitten (MBI-Fermentas) 

    Gene Ruler 100 bp ladder plus (MBI Fermentas) 

 

Ethidiumbromidbad  2,5 µg Ethidiumbromid/ml 

 

Agarosegelkammern SubCell BioRad 

 

Power Station Power Pac 300 BioRad, Electrophoresis Power Supply 

EPS 3500 Pharmacia 

 

Lumi-Imager   Böhringer Mannheim 
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6.6.7 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsäuren     
 

Die Konzentration von Nukleinsäuren kann durch die Bestimmung der UV-Extinktion 

bei 260 nm bestimmt werden. Dabei entspricht 

 

  1A260 = 50 µg/ml doppelsträngiger DNA  

     40 µg/ml einzelsträngiger RNA 

 

Der gemessene Extinktionsunterschied gegen Wasser muss mindestens 0,15 betra-

gen. [Gassen et al., 1994] 

 

Lösungen und Materialien 

 

Quarz Halbmikro-Küvetten (Merck) 

 

UV-Spektralphotometer Uvikon 810 (Kontron) 

 

6.7 Lebermikrosomen 
 

6.7.1 Herstellung von Schweine- und Rinderlebermikrosomen 
 

Alle Arbeitsschritte erfolgen unter Eiskühlung! 

 

Schweine- bzw. Rinderleber wird direkt nach der Schlachtung mit eisgekühltem MIC-

I-Puffer überschichtet und gekühlt weiterverarbeitet.  

Ca. 150 g Leber werden mit der 1,5-fachen Gewichtsmenge an gekühltem MIC-I-

Puffer eingewogen und mit einer Schere möglichst fein zerkleinert. Jeweils 20 ml die-

ser Suspension werden im Zellhomogenisator drei bis viermal gepottert und in einem 

Becherglas gesammelt und anschließend fraktioniert zentrifugiert. Die erste Zentrifu-

gation dient zur Gewinnung der S9-Fraktion durch Abtrennung von Geweberesten, 

Zellkernen und Mitochondrien. Hierzu wird jeweils 10 min bei 100 × g, 300 × g und 

schließlich bei 9000 × g und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Die als Über-

stand erhaltene S9-Fraktion wird abdekantiert und getrennt gesammelt. Anschlie-

ßend wird die S9-Fraktion bei 100000 × g 1 h zur Gewinnung der Mikrosomen zentri-
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fugiert. Vom Überstand wird im Wasserstrahlvakuum mit einer Pasteurpipette vor-

sichtig das Fett abgesaugt und das Cytosol abdekantiert. Die Mikrosomen werden 

mit eisgekühltem MIC-II-Puffer überschichtet und durch vorsichtiges Schütteln re-

suspendiert und so vom Glykogen abgetrennt. Die Mikrosomenfraktion wird im 

Handpotter homogenisiert und zur Reinigung erneut 1 h bei 100000 × g zentrifugiert. 

Der Überstand wird verworfen und die Mikrosomen mit MIC-II-Puffer vorsichtig re-

suspendiert (0,5 ml MIC-II-Puffer pro g eingesetzte Leber). Die Mikrosomen werden 

zu 0,5 ml Aliquoten bei – 80°C im Biofreezer eingefroren. [Baum, 1999] 

 

Lösungen und Materialien 

 

MIC-I-Puffer  85,58 g/l Saccharose (0,25 M) 

   2,05 g/l EDTA-Dinatriumsalz (5,5M) 

   2,42 g/l Tris (0,02 M) 

   mit HCl auf pH 7,5 einstellen und kühl lagern 

 

MIC-II-Puffer  893 mg/100ml KCl (0,15 M) 

   605 mg/100 ml Tris (0,05 M) 

   mit HCl auf pH 7,4 einstellen und kühl lagern 

 

Ultrazentrifuge Centrikon O-2055 Kontron 

 

6.7.2 Herstellung von Rattenlebermikrosomen (induziert) 
 

Die Induktion zur Erhöhung des CYP-Gehalts in der Mikrosomenfraktion erfolgte 

1996. Es wurde eine eingefrorene S9-Fraktion wie oben beschrieben weiter aufgear-

beitet. 

 

6.7.3 Bestimmung des Proteingehalts von Lebermikrosomen 
 

Der Proteingehalt der Lebermikrosomen wird nach der Methode von Pierce bestimmt 

[Baum, 1999]. Hierzu werden jeweils 50 µl BSA-Standards (0,05 bis 2 mg/ml Protein) 

und Lebermikrosomen mit 1 ml BCA-Reagenz besetzt, gut durchmischt und 30 min 

bei 37°C inkubiert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur werden alle Lösungen spekt-
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ralphotometrisch bei 562 nm vermessen. Anhand der Extinktionen der Standards 

wird durch lineare Regression eine Eichreihe erstellt, die die Ermittlung des Protein-

gehalts der Lebermikrosomen ermöglicht. [Uptima, 2000] 

 

Lösungen und Materialien 

 

Proteinstandard BSA (Sigma) 

 

BCA-Reagenz A Natriumcarbonat 

Natriumbikarbonat 

Natriumtartrat 0,2 N NaOH 

 

BCA-Reagenz B 4%-ige Kupfersulfatlösung  

 

BCA-Reagenz Reagenz A/Reagenz B (50/1) 

 

Keine weiteren Angaben seitens des Herstellers. 

 

Halbmikro-Küvetten (Fischer) 

 

UV-Spektralphotometer Uvikon 810 (Kontron) 

 

6.7.4 Bestimmung des Cytochrom P450- und Cytochrom b5-Gehalts in Le-
bermikrosomen 

 

Cytochrom b5-Bestimmung 
 

Die mikrosomalen Cytochromgehalte werden differenzphotometrisch ermittelt. Hierzu 

werden in Proben- und Vergleichsküvette je 2,5 ml einer Lebermikrosomensuspensi-

on mit einem Proteingehalt von 1 mg/ml Protein gegeben und die Grundlinie zwi-

schen 390 nm und 500 nm bestimmt. Nach Zugabe einiger Körnchen NADH in die 

Probenküvette zur Reduktion des vorhandenen Cytochrom b5, weist das resultieren-

de Spektrum ein scharfes Signal bei 424 nm auf. Die Berechnung des Cytochrom b5-

Gehalts erfolgt nach Gleichung 6.1 [Baum, 1999]. 
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[ ]Protein nmol/mg
zentrationProteinkon

9,53 x EE)b mc(Cytochro nm 450nm 424
s

−= Gleichung 6.1

 

 
Cytochrom P450-Bestimmung 
 

Da NADH Cytochrom P450 im Gegensatz zu Cytochrom b5 sehr langsam reduziert 

und Cytochrom b5 kein Kohlenmonoxid bindet, kann noch in derselben Probenküvet-

te der Cytochrom P450-Gehalt bestimmt werden. Hierzu werden in beide Küvetten 

einige Körnchen Natriumdithionit gegeben und in die Probenküvette 1 min Kohlen-

stoffmonoxid eingeleitet. Das resultierende Spektrum zeigt ein starkes Signal bei 450 

nm, eine Schulter bei 424 nm und einen starken Abfall bei 410 nm auf. Der Cytoch-

rom P 450 –Gehalt wird nach Gleichung 6.2 berechnet. [Baum, 1999] 

 

[ ]Protein nmol/mg
zentrationProteinkon

10,989 x EE)450 P mc(Cytochro nm 450nm 424 −=  Gleichung 6.2

 

 

Lösungen und Materialien 

 

MIC-II-Puffer  893 mg/100ml KCl (0,15 M) 

   605 mg/100 ml Tris (0,05 M) 

   mit HCl auf pH 7,4 einstellen und kühl lagern 

 

NADH   Sigma 

Na2S2O4  Fluka 

 

Quarzküvetten (Merck) 

 

UV-Spectrophotometer Carry 1 Bio UV-visible spectrophotometer (Varian) 
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6.7.5 Inkubation der Mikrosomen mit Dicofol bzw. DCBP 
 

Die Inkubation der Mikrosomen mit den Testsubstanzen Dicofol bzw. DCBP wird mit 

einem Gesamtvolumen von 500 µl bei 37°C, 50°C oder 60°C, in Dunkelheit und ma-

ximaler Schüttelgeschwindigkeit im Thermomixer durchgeführt.  

Die Blindprobe enthält durch 5 minütiges Kochen in Phosphatpuffer inaktivierte 

Mikrosomen. Bei der Aufarbeitungskontrolle wird erst nach Abstoppen der Reaktion 

Dicofol bzw. DCBP zugegeben.  

In jedem Ansatz sind Mikrosomensuspension, MgCl2, NADPH- generierendes Sys-

tem, H2O bidest., Phosphatpuffer (pH 7,4), 400 µg Dicofol bzw. 10 µg DCBP enthal-

ten. In Tabelle 6.1 ist das Pipettierschema widergegeben.  

 

Tabelle 6.1 Pipettierschema 

 Endkon-

zentration

Blindprobe 

[µl] 

Aufarbeitungs-

kontrolle [µl] 

Positivprobe 

[µl] 

Phosphatpuffer pH 7,4  50 50 50 

H2O bidest  Ergänzen bis 500 µl Gesamtvolumen 

Mikrosomensuspension 1 mg  

Protein 

20 – 40 abhängig von Proteingehalt der 

Mikrosomensuspension 

MgCl2 (0,3 M) 3 mM 5 5 5 

NADP+ (0,05 M) 1 mM 10 10 10 

Glucose-6-Phosphat  

(0,05 M) 

5 mM 5 5 5 

Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase 

(50 units/ml) 

0,5 units 10 10 10 

Dicofol (40 mg/ml) 400 µg 10 10 10 

DCBP (1 mg/ml) 10 µg 10 10 10 

 

 

Nach 2 h Inkubation wird der Reaktionsansatz mit 1 ml eisgekühltem Aceton, das 

10% Essigsäure enthält, abgestoppt und der interne Standard (20 µg Oxybenzon im 

Fall des Dicofolmetabolismus bzw. 10 µg Dimethoxybenzophenon im Fall von DCBP-
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Studien) zugegeben. Das denaturierte Protein wird durch Zentrifugation (1 min, 

13000 U/min, 4°C) abgetrennt. Die Ausgangssubstanz und die Reaktionsprodukte im 

Überstand werden 3 Mal mit 1 ml Essigester extrahiert, die organischen Phasen ver-

einigt und das Lösemittel im Stickstoffstrom entfernt. Anschließend werden die An-

sätze in 1ml Methanol, das 10% Essigsäure enthält, aufgenommen und der HPLC-

Analyse zugeführt. 

 

Lösungen und Materialien 

 

NADPH-generierendes System 

    NADP+ (Sigma)1 mM  

    Glucose-6-Phosphat (Fluka) 5 mM  

    Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (Sigma) 0,5 units 

 

Phosphatpuffer pH 7,4 0,5 M K2HPO4-Trihydrat 

    mit 0,5 M KH2PO4 auf pH 7,4 titriert 

 

MgCl2-Lösung  0, 3M 

 

Dicofol (Riedel-de-Haen)   

DCBP (Fluka)   

Oxybenzon (Sigma) 

Dimethoxybenzophenon (Fluka) 

Methanol p.a. (Merck) 

Essigester p.a. (Baker) 

Essigsäure p.a. (Roth) 

 

Zentrifugen (Megafuge und Biofuge fresco, Heraeus) 
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6.8 UV-Bestrahlung von Dicofol 
 

Dicofol (400 µg/ml), gelöst in den Lösemittel n-Hexan, Methanol oder Metha-

nol/Wasser 3/1), wird in Petrischalen ohne Deckel mit UV-Licht (254 nm) verschiede-

ner Intensitäten bestrahlt (0,25; 0,5 und 0,75J/cm2). Nach Zugabe von 20 µg Oxy-

benzon als internem Standard wird die Lösung in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß über-

führt und das Lösemittel in einer Vakuumzentrifuge entfernt. Die Analyten werden in 

1 ml Methanol (pH5) aufgenommen und der HPLC-Analyse zugeführt. Es wird eine 

Aufarbeitungskontrolle mitgeführt, bei der erst nach erfolgter Bestrahlung Dicofol zu-

gesetzt wird. 

 

Lösungen und Materialien 

 

n-Hexan uvasol (Merck) 

 

MeOH p.a (Merck) 

 

Essigsäure p.a (Roth) 

 

Petrischalen ∅ 3,5 cm (costar) 

 

UV-Bestrahlungslampe (Fluo-Link FLX 2011, Seriennummer 961191, Biometra) 

 

Vakuum-Zentrifuge (Kontron) 

 

6.9 Umwandlung von Dicofol in Gegenwart unterschiedlicher 
Hydroxidionenkonzentration 

 

200 µg Dicofol/ml Lösemittel (methanolische Lösungen von NaOH unterschiedlicher 

Konzentration) werden bei 25°C, im Dunkeln zwischen 1 min und 3 h inkubiert, die 

Reaktion durch Zugabe von 500 µl eisgekühltem Aceton (pH 5) abgestoppt und 20 

µg Oxybenzon als interner Standard zugegeben. Das Lösemittel wird in der Vakuum-

zentrifuge entfernt, die Reaktionsprodukte in MeOH (pH 5) aufgenommen und der 
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HPLC-Analyse zugeführt. Es wird eine Aufarbeitungskontrolle, bei der Dicofol erst 

nach Abstoppen der Reaktion zugesetzt wird, mitgeführt. 

 

Lösungen und Materialien 

 

Natriumhydroxid p.a (Roth) 

 

Methanol p.a. (Merck) 

 

Vakuum-Zentrifuge (Kontron) 

 

Thermomixer 5436 (Eppendorf) 

 

 

6.10 Untersuchung der Umwandlung von Dicofol in CDFKS- und 
Hefemedium 

 

400 µg Dicofol wurden in 10 ml CDFKS- bzw. Hefetestmedium bei 37°C 2 h, 24h 

bzw. 48 h im Dunkeln bei 37°C bzw. 30°C inkubiert. Die Inkubation wird durch Zuga-

be von 1 ml essigsaurem Aceton gestoppt. Nach Zugabe des internen Standards 

Oxybenzon (20 µg) erfolgte die Aufarbeitung analog zur Aufarbeitung der Leber-

mikrosomeninkubationen. Die Analyten werden der HPLC-Analyse zugeführt.  

 

 

6.11 HPLC-Analyse 
 

Über eine 20 µl-Injektionsschleife werden die zu analysierenden methanolischen Lö-

sungen auf die HPLC gegeben. Die Trennung erfolgt mittels Reversed-Phase-HPLC 

auf einer RP-18e-Säule. Als Fließmittel dient ein Acetonitril-Wasser-Gemisch. Die 

Detektion erfolgt durch einen programmierbaren UV-Detektor. Zur Identifikation dient 

der Vergleich mit der Retentionszeiten der Probe mit denen des Standards. 
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Tabelle 6.2 UV-Detektor-Programm bei Dicofol- Inkubationen 

Zeit [min] Wellenlänge λ [nm] Range 

0 – 3,5 min 285 nm 1 

3,5 – 9,5 min 255 nm 0,01 – 2 

9,5 – 20 min 229 nm 1 – 4 

 

Fließgeschwindigkeit: 1,7 ml/min 

 

 

Tabelle 6.3 UV-Detektor-Programm bei DCBP- Inkubation 

Zeit [min] Wellenlänge λ [nm] Range 

0 – 5,5 min 293 nm 1 

5,5 - 12 min 229 nm 0,01 – 0,5 

12 – 20 min 229 nm 0,01 – 0,05 

 

Fließgeschwindigkeit: 1,0 ml/min 

 

 

Berechnung über den internen Standard 
 

k x 
Standard] [interner Fläche

[Substanz] Fläche x Standard] c[interner]c[Substanz =  Gleichung 6.3

 

ard][Teststand Fläche x standard] c[interner
Standard] [interner Fläche x dard]c[Teststan  k =  Gleichung 6.4
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Lösungen und Materialien 

 

HPLC-Säule  RP-18e-Säule 4 µ, 15 cm (Merck) mit RP-18e-Vorsäule 

 

HPLC-Pumpe L 6200 Intelligent Pump (Merck) 

 

UV-Detektor  LCD 501 (Gamma Analysen Technik GmbH) 

 

Integrator  C – R3A (Shimadzu)  

 

Acetonitril p.a.  (Merck) 

 

Fließmittel   Acetonitril/Wasser (10% Essigsäure) = 60/40 

 

 

6.12 Headspace-GC zur Chloroformbestimmung 
 

Zur Bestimmung der Stabilität von Chloroform in alkalischer Methanollösung werden 

zu 2 ml Methanol bzw. 1 mM methanolischer NaOH in 22 ml „Headspace-vials“ un-

terschiedliche Mengen an Chloroform gegeben. Die „Headspace-vials“ werden sofort 

verschlossen. Nach 20 minütiger Inkubation im Probengeberofen bei 85°C erfolgt die 

Injektion automatisch durch den Probengeber. Chloroform wurde über die Retenti-

onszeit (10.5 min) bestimmt. Die Bestimmung der Stabilität erfolgte über Vergleich 

der Flächen der Chloroformpeaks und über lineare Regression. 

 

Zur Quantifizierung der Chloroformmenge, die bei der Umwandlung von Dicofol in 

alkalischer Lösung entsteht, wurde mit Hilfe des Standardadditionsverfahren [Matis-

sek et al., 1992] bestimmt. Der Schnittpunkt der errechneten Geraden nach linearer 

Regression mit der Abszisse entspricht der Analytenkonzentration der Probe. 

Zu 2 ml 1 mM methanolischer NaOH werden 400 µg (1,1 µmol) Dicofol gegeben. 

Zwei Flaschen werden sofort verschlossen. Bei den anderen Flaschen werden zuvor 

unterschiedliche Mengen an Chloroform zugegeben und die Flaschen anschließend 

der Headspace-GC zugeführt. 
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Geräte 

 

Gas Chromatograph Varian Gaschromatograph 3700 mit FID Detektor 

 

Temperaturprogramm 

  Starttemperatur  55°C (1 min) 

  Temperatursteigerung 12°C/min 

  Endtemperatur  190°C (0 min) 

 

Attenuation 4 

 

Säule  Duroplast 5 (Chrompad) 

 

Trägergas  N2 

 

Autosampler   Perkin Elmer Headspace Sampler HS 40 

Ofentemperatur  85°C 

Druckaufbauzeit  3 min 

Injektionszeit   1 min 

Nadeltemperatur  100 °C 

Überführungstemperatur 120 °C 

 

Interface  Perkin Elmer 

 

Auswertesoftware Turbochrom 4 Navigator  

 

Headspace vials  Perkin Elmer (22 ml) 

Verschlüsse  Perkin Elmer PTFE Silicon white B 400 0022 

 

6.12.1 Fehlerfortpflanzung  
 

Nach linearer Regression der Flächen erhält man eine Gerade, die der Gleichung 6.5 

entspricht. Zur Berechnung des Schnittpunkts der Abszisse erhält man nach Umfor-

men von Gleichung 6.5 eine von der Steigung B und dem Ordinatenabschnitt A ab-
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hängige Funktion F(A,B) (Gleichung 6.6). Zur Berechnung des Fehlers des Abszis-

senabschnitts wird diese Funktion nach beiden Variablen differenziert (Gleichung 

6.7), wobei sdA bzw. sdB die Standardabweichungen von A und B sind. Nach Einset-

zen der Variablen kann der Fehler des Abszissenabschnitts berechnet werden. 

 

ABxy +=  Gleichung 6.5

 

)B,A(F
B
Ax =−=  

 

Gleichung 6.6
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Gleichung 6.7

 

 

 

 

Allgemein verwendete Geräte    
 

Analysewaage (AE Mettler) 

Biofreezer (Heraeus) 

Biofuge fresco (Heraeus) 

Brutschrank Cytoperm 8088 (Heraeus) 

Brutschrank Köttermann 2737 

Elektrophorese (Mini Protean II und CubCell Biorad) 

Grobwaage (Sartorius) 

Minifuge T (Heraeus) 

pH Meter (pH 521 WTW) 

Pipettierhilfe (Roth) 

Powersupply (Power Pac 300 Biorad, Electrophoresis Power Supply EPS 3500  

Pharmacia) 

Rotationsverdampfer Rotavapor R 110 (Bühl) 

Schüttelinkubator 
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Sterile Werkbank (Lamin-Air HLB 2472 BS und HBB 2448 Heraeus) 

Thermomixer 5436 (Eppendorf) 

Trockenschrank (Memmert) 

Umkehrmikroskop (Zeiss) 

UV-Spektralphotometer Uvikon 810 (Kontron) 

Vakuumsaugpumpe 

Varioklav Dampfsterilisator (H+P Labortechnik) 

Vortex (Genie Bender, Hobein) 

Zentrifugen (Beckman Mode J2-21, Heraeus Megafuge, Heraeus Minifuge fresco) 

 

Allgemein verwendete Materialien  
 

1,5ml Reaktionsgefäße (Greiner) 

15ml und 50ml Röhrchen (Greiner) 

96-Lochplatten weiß (Nunc), transparent (Nunc, Greiner) 

Cryotubes (Greiner) 

Kulturflaschen (Greiner) 

Neubauerzählkammer (Roth) 

Petrischalen 6cm (Nunc, Greiner)  

Pipettenspitzen (Greiner, Sarstedt) 

Sterile Einwegspritzen und Kanülen (Braun) 

Zellschaber steril (Greiner) 

 

Verwendete Chemikalien  
 

Acetonitril p.a. (Merck) 

Agarose (Serva, Gibco, Biozym)  

Chlorphenolrot-β-D-galactopyranosid (Roche Mannheim) 

DCA (Riedel-de-Haen) 

DCBH (Sigma) 

DCBP (Fluka) 

Dextran (Sigma) 

4´,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) (Roche Mannheim) 

Dicofol (Riedel-de-Haen) 
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Dimethoxybenzophenon (Fluka)  

DMSO für die Spektroskopie (Fluka) 

Ethylen-diamin-tetraessigsäure (Roth) 

Ethanol p.A. (Roth) 

Ethidiumbromid (Sigma) 

Glycerin (Riedel-de-Haen) 

Linuron (Riedel-de-Haen) 

Linuron M2 (Dr. Ehrenstorf GmbH, Augsburg) 

Linuron M1 (Dr. Ehrenstorf GmbH, Augsburg) 

Magnesiumchlorid-hexahydrat (Riedel-de-Haen) 

Methanol p.a. (Merck) 

Natriumhydrogencarbonat (Gibco) 

Norrit A (Serva) 

Sulforhodamin B (Sigma) 

Trishydroxymethylaminomethan, Tris (Roche Mannheim) 

Xanthohumol (Prof. Dr. Becker Saarbrücken) 
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