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Zusammenfassung

Belastungen des Menschen durch dstrogen-
artig wirkende synthetische Stoffe miissen
vor dem Hintergrund der physiologischen
Variation endogener (korpereigener) Hor-
monspiegel und der unvermeidlichen Auf-
nahme an Phytodstrogenen mit der Nahrung
gesehen werden. Ein fiir die Bewertung
wichtiger Aspekt ist daher auch die Aufkla-
rung von Kombinationseffekten beim Zu-
sammenwirken von Ostrogenen syntheti-
schen und natiirlichen Ursprungs.

Fiir experimentelle Untersuchungen in vitro
wurden transgene Sdugerzellen herangezo-
gen, die den fiir hormonelle Effekte mal3-
geblichen Ostrogenrezeptor und ein soge-
nanntes Reportergen enthalten. Mit Hilfe
dieses Systems (Reportergen-Assay) konnen
Wirkungen 6strogener Stoffe auch in grofle-
ren Versuchsreihen noch mit vertretbarem
Aufwand quantifiziert werden. Fiir reprisen-
tative Industriechemikalien (Bisphenol A, p-
tert-Octylphenol, Nonylphenol, o,p"-DDT),
das Phytoostrogen Daidzein und das natiirli-
che Hormon Estradiol sind Dosis-Wirkungs-
Beziehungen ermittelt und bindre Gemische
dieser Stoffe untersucht worden.

Aus Kombinationsversuchen, die bei einer
relativ _hohen Konzentration an Estradiol
(1 nM) mit verschiedenen Xenoostrogen-
Konzentrationen durchgefiihrt wurden, er-
gaben sich Anhaltspunkte fiir iiberadditive
Effekte. In Anbetracht der steilen Dosis-
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Wirkungs-Beziehung fiir Estradiol und sei-
ner - im Vergleich zu endogenen Hor-
monspiegeln - hohen Konzentration im Re-
portergenassay ist die Relevanz dieser Beo-
bachtung und ihre Ubertragbarkeit auf die in
vivo Situation allerdings fraglich. Befunde
von Experimenten, in denen eine niedrigere,
eher physiologische Estradiolkonzentration
(0,1 nM) und verschiedene Konzentrationen
an Fremdstoff kombiniert wurden, werden
daher als wichtiger erachtet: sie zeigen rein
additive Wirkungen.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass bei
den Kombinationsversuchen in vitro bisher
keine Ergebnisse erhalten wurden, die der
Annahme einer additiven Wirkung bei
Kombination von endogenen und exogenen
Ostrogenen widersprechen. Dies ist ein we-
sentlicher Befund fiir die Bewertung und
eine wichtige Basis fiir geplante in vivo-
Untersuchungen mit exemplarischen Kom-
binationen.

1 Einleitung

Erkenntnisse iiber die schiddigenden Wir-
kungen diverser Einzelexpositionen auf die
Umwelt und die menschliche Gesundheit
haben zur Festsetzung von Umweltstandards
gefiihrt (Akademie der Wissenschaften zu
Berlin 1992; Sachverstindigenrat fiir Um-
weltfragen 1994). Kombinationswirkungen
wurden dabei praktisch nicht berticksichtigt.



Die Brisanz des Themas wurde anhand eines
spektakuldren Beispiels angeblich hoch-
gradig synergistischer Wirkung zweier ein-
zeln nur sehr schwach Ostrogen wirksamer
Stoffe offenkundig: Im Juni 1996 erschien in
Science eine entsprechende Veroffentli-
chung (Arnold et al. 1996).

Hormonartige Wirkungen bzw. Wirkungen
von Chemikalien auf das endokrine System
waren bereits zuvor unter dem neuen Stich-
wort "endokrine Disruption" diskutiert wor-
den (Colburn 1995; Colborn et al. 1996).
Die Moglichkeit aber, dass die Wirkung
solcher Stoffe in Kombination um ein Viel-
faches gesteigert werden konnte, initiierte
heftigste Diskussionen iiber die Zweck-
miBigkeit regulatorischer MaBnahmen zur
Begrenzung der Konzentrationen von Stof-
fen in den verschiedenen Umweltmedien mit
dem Ziel, Schadwirkungen zu begrenzen,
weil diese Werte gemeinhin auf der Basis
von Untersuchungen einzelner Stoffe festge-
legt werden.

Die erwédhnten und hochrangig publizierten
Ergebnisse konnten jedoch von anderen
Wissenschaftlern (Ashby et al. 1997; Gaido
et al. 1997; Raamamoorthy et al. 1997a, b)
und schlielich auch von den Autoren selbst
nicht reproduziert werden, die daraufhin die
Veroffenlichung zuriickzogen (McLachlan
1997). Dieses Beispiel zeigt nicht nur die
sehr negativen Auswirkungen einer derzeitig
in den Biowissenschaften grassierenden
Jagd nach kurzfristigem Publikationserfolg
im Hinblick auf die sog. "Impact-Faktoren",
sondern illustriert auch die Dringlichkeit,
mit der die bestehenden Probleme der
Grenzwertsetzung bei kombinierten Exposi-
tionen gegeniiber hormonartig wirkenden
Stoffen geldst werden sollten.

Auf diesem Hintergrund wird in den Jahren
1998-2000 seitens des Umweltbundesamtes
(UBA) ein multizentrisches Forschungs-
projekt zu Kombinationswirkungen 0&stro-
genartig wirkender Chemikalien gefordert,
in dem das IfADo mit Gruppen der Uni-
versitdt Kaiserslautern, der TU Dresden und
der Deutschen Sporthochschule Kdéln zu-
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sammengeschlossen ist. Die hier vorge-
legten Zwischenergebnisse wurden seitens
des Verbundprojektes zum Jahresende 1999
fiir das Umweltbundesamt dokumentiert.
Der Schwerpunkt der experimentellen Ar-
beiten lag dabei auf der Priifung moglicher
Kombinationswirkungen von ausgewédhlten
Fremdstoffen in vitro vor dem Hintergrund
physiologischer Estradiolkonzentrationen.

Bei den ausgewihlten Stoffen handelt es
sich um das Phytodstrogen Daidzein, das
vor allem in Soja vorkommt sowie die In-
dustriechemikalien Bisphenol A, p-tert-
Octylphenol, Nonylphenol und 0,p"-DDT.
Diese Stoffe binden nur mit sehr geringer
Affinitit an den Ostrogenrezeptor und haben
in vitro ein deutlich geringeres Ostrogenes
Potential als das natiirliche Steroidhormon
Estradiol (Gaido et al. 1997; Hopert et al.
1998; Kuiper et al. 1998). Sie zeigen daher
erst in erheblich hoheren Dosierungen bzw.
Konzentrationen als Estradiol (E,) eine

hormonelle Wirkung (Ubersicht: Bolt &
Degen 2000; Degen & Bolt 2000; Mékel4 et
al. 1999).

Generell kann aus der Interaktion mit dem
Ostrogenrezeptor (ER bzw. den Subtypen
ER-alpha und ER-beta) eine agonistische
Wirkung (Aktivierung ER-regulierter Gene),
aber auch eine antidstrogene, also anta-
gonistische Wirkung resultieren (Diel et al.
1999; Saunders 1998). Eine Wirkungsmin-
derung wiére u. U. auch zu erwarten, wenn
schwache "Xenoostrogene" (Fremdstoffe
mit Ostrogenartiger Wirkung) den natiir-
lichen Liganden Estradiol vom Rezeptor
verdrangen. Der skizzierte Wirkungsmecha-
nismus ldsst fliir Gemische vor allem folgen-
de Arten von Kombinationseffekten erwar-
ten, ndmlich synergistische Wirkungen oder
antagonistische ~ Wirkungen; desweiteren
sind {iberadditive (potenzierende) Wir-
kungen oder der in der Pharmakologie hiu-
fige Fall denkbar, dass bei der Gesamtwir-
kung nur der Effekt einer Substanz zum
Tragen kommt (Griefahn et al. 2000).



2 Methodik

Reportergen- bzw. Transaktivierungsassays
werden primdr zur Bestimmung des &stro-
genen Potenzials von Priifsubstanzen einge-
setzt; ein solches Testsystem ist in Gegen-
wart von Estradiol aber auch geeignet, ein
antiostrogenes Potential von Stoffen aufzu-
decken (Diel et al. 1999).

Es wurden stabil mit einem Reporter-
gensystem transfizierte humane Brustkrebs-
zellen (s. u.) mit Kombinationen von Estra-
diol (1 nM bzw. 0,1 nM) und Fremdstoffen
in Konzentrationen von 1 nM bis 1 uM in-
kubiert. Die Reportergeninduktion korreliert
direkt mit dem hormonellen Potenzial der
Substanzkombinationen. Im gleichen Expe-
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riment wurden jeweils eine Estradiolstan-
dardkurve sowie die Konzentrations-
Wirkungskurven (1-1000 nM) der jeweili-
gen Einzelstoffe mitgefiihrt.

2.1 Reportergenassay

Das in vitro-Testsystem erlaubt anhand der
Ligand-Rezeptor-DNA-Interaktion, die die
Transkription und Translation des Reporter-
gens zur Folge hat, einen funktionellen, spe-
zifischen und sensitiven Priifansatz (vgl.
Abb. 1). Da ein Mikrotiterplattenlumino-
meter zur Verfligung steht, kann mit stabil
transfizierten reportergenexprimierenden
Zellen ein schneller Probendurchsatz er-
reicht werden.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des verwendeten zellularen Systems zur Priifung estrogen aktiver

Verbindungen
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2.1.1 Versuchsdurchfiihrung:

Transaktivierungsassay

Zellen (1x10°) in Petrischalen aussden
U

Inkubation der Zellen in serumfreiem Medi-

um
(24 h)

4

Nachinkubation der Zellen in
10% CDFCS*-Medium (18 h)

4
Zellyse
4

Luminometer/ELISA

*CDFCS: Mit Aktivkohle behandeltes Kalber-
serum, das weitgehend frei von endogenen
Hormonen ist

3 Ergebnisse

Fiir die Bestimmung des hormonellen Po-
tenzials von Kombinationen zwischen dem
endogenen Hormon und Ostrogenartigen
Substanzen wurden stabil transfizierte hu-
mane  Mammakarzinomzellen =~ MCF-7-
VITA2-Luciferase (auch MVLN-Zellen)
herangezogen (Mulller & Eisenbrand 1995).
Diese Zelllinie wird von dem Endocrine
Disruptor Screening and Testing Advisory
Committee (EDSTAC) der US-EPA als best
geeignetes und valides Testsystem fiir in
vitro-Priifungen von ,,endokrinen Disrup-
toren* ausdriicklich empfohlen. Dieses Test-
system erlaubt neben der exakten Bestim-
mung des Reportergens eine sehr effiziente
Testdurchfiihrung. Mit keinem anderen der
von uns auch eingesetzten Testsysteme ist
ein vergleichbar hoher Probendurchsatz er-
reichbar. Insbesondere der sogenannte E-
Screen-Assay erfordert einen hoheren Ar-
beitsaufwand und liefert kein verldssliches
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Ergebnis der Ligand-Rezeptor-
Wechselwirkung, da weitere Signaltransduk-
tionswege durch Estradiol und/oder Fremd-
stoff beeinflusst werden konnen.

In den Experimenten wurden verschiedene
Konzentrationen an Xenodstrogen mit zwei
unterschiedlich hohen Konzentrationen an
Estradiol kombiniert. Diese Versuche wur-
den in zwei groflen Blocken durchgefiihrt:
bei der hoheren Estradiolkonzentration
(1 nM) ist das Reportergen bereits durch die
eine Komponente deutlich aktiviert, so dass
auller additiven auch antagonistische Effekte
der zweiten Komponente aufgedeckt werden
konnen. Die eher physiologische, niedrigere
Estradiolkonzentration (0,1 nM) diente pri-
mir dazu, synergistische Kombinationswir-
kungen aufzudecken.

3.1  Kombinationsexperimente in vitro:
Fremdstoffe (1 nM-1 puM) bei einer
1 nM-Konzentration Estradiol

Die in den Abb. 2 - 6 dargestellten Einzel-
ergebnisse reprasentieren jeweils mindestens
4 unabhingige Einzelmessungen. Die hier
und im Folgenden dargestellten Ergebnisse
resultieren aus vielen hundert Einzel-
messungen, da jeweils die Bestimmung der
Reportergeninduktion durch Estradiol als
BezugsgroBe durchgefiihrt wurde und auch
Negativkontrollen = mitbestimmt  werden
mussten. Bei der Bestimmung der Kombi-
nationswirkungen sind oft deutlich grofere
Schwankungsbreiten zu beobachten als in
den Einzelexperimenten. Die Ergebnisse
werden im Folgenden einheitlich dargestellt:

Die schwarzen Balken (1-5) représentieren
die Reportergeninduktion, die durch den
physiologischen Liganden Estradiol iiber
einen Konzentrationsbereich von 0,01 nM -
100 nM erzielt wird. Dies gilt fiir die Abbil-
dungen 2 - 11.

Die weillen Balken (10-13) représentieren
jeweils die Reportergeninduktion durch die
Einzelstoffe. Dies gilt ebenfalls fiir die Ab-
bildungen 2 - 11.

Die grauen Balken (6-9) ergaben sich aus



der Kombination des physiologischen Li-
ganden Estradiol (1 nM) mit dem jeweiligen
Fremdstoff in zunehmender Konzentration

Il Estradiol
[ Bisphenol A und Estradiol 1 nM

200000 [] Bisphenol A

T

150000+

1000001

Relative Lichteinheiten

500001

(1-1000 nM).

1. Estradiol 0,01 nM
2: Estradiol 0,1 nM
3. Estradiol 1nM
4: Estradiol 10 nM
5: Estradiol 100 nM
6: Bisphenol A 1nM

und Estradiol 0,1 nM
7. Bisphenol A 10 nM

und Estradiol 0,1 nM
8: Bisphenol A 100 nM
und Estradiol 0,1 nM
9: Bisphenol A 1000 nM

1 2 3 4 5 6 7 8

9

und Estradiol 0,1 nM

10: Bisphenol A 1nM

IEI IHEI 11: Bisphenol A 10 nM
, ' , ' . 12: Bisphenol A 100 nM
10 11 12 13 13: Bisphenol A 1000 nM

Abb. 2: Reportergeninduktion durch Estradiol, Bisphenol A und Kombinationen von E; (1 nM) mit zuneh-
menden Bisphenol A-Konzentrationen (1-1000 nM)

Die in Abb. 2 dargestellten Ergebnisse der
Kombination von Estradiol und Bisphenol A
erreichen durchweg das Séttigungsplateau,
das auch durch unphysiologisch hohe Estra-
diolkonzentrationen erreicht wird. Die
Kombination von Estradiol und Bisphenol A
ruft vor allem bei niedrigen Bisphenol A-
Konzentrationen (1-10 nM) scheinbar {iber-
additive Effekte hervor, die jedoch nie das
Wirkplateau hoher Estradiolkonzentrationen
iiberschreiten. Inwieweit diese Messergeb-
nisse tatsdchlich iiberadditive Wirkungen
der Fremdstoffe wiedergeben, konnte nicht
abschlieBend ermittelt werden. Detailliertere
Untersuchungen, insbesondere in dem sehr
steil verlaufenden Dosis-Wirkungs-Kurven-
abschnitt um den EC50-Wert von Estradiol,
konnten hier eventuell zur weiteren Klarung
beitragen.
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Die in Abb. 3 dargestellten Ergebnisse der
Kombination von Estradiol und o,p"-DDT
erreichen das Sattigungsplateau bei 10 nM
0,p"-DDT. Die im Falle von Balken 8 und 9
beobachtbare Abnahme des Reportergen-
signals konnte auf partiell antagonistische
Wirkungen hoher 0,p"-DDT-Konzentra-
tionen zurilickzufiihren sein.



Il Estradiol
[ DDT und Estradiol 1 nM

1: Estradiol 0,01 nM

200000y L DDT 2: Estradiol 0,1 nM

% 3. Estradiol 1nM

= ) 4: Estradiol 10 nM

g % 5: Estradiol 100 nM
€ 1500001 %

£ ] % ~ 6: DDT 1nM

© % und Estradiol 1 nM

— 7. DDT 10 nM

Q 100000y und Estradiol 1 nM

'-g i 8: DDT 100 nM

o) und Estradiol 1 nM

x 50000 9: DDT 1000 nM

und Estradiol 1nM

. 10: DDT 1nM

’EE‘ ﬁ 11: DDT 10 nM

0- t t t t t t t t { 12: DDT 100 nM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 13: DDT 1000 nM

Abb. 3: Reportergeninduktion durch Estradiol, o,p"-DDT und Kombinationen von E, (1 nM) mit zuneh-
menden o,p"-DDT Konzentrationen (1 - 1000 nM)

Hl Estradiol 1: Estradiol 0,01 nM

2000007 B Octylphenol und Estradiol 1 nM 2: Estradiol 0,1nM

(1 Octylphenol 3: Estradiol 1nM

% i 4: Estradiol 10 nM

= 5: Estradiol 100 nM
g 150000

£ | 6: Octylphenol 1nM

% % und Estradiol 1 nM

© 7: Octylphenol 10 nM

5 100000} {» und Estradiol 1nM

Q | 8: Octylphenol 100 nM

'-g und Estradiol 1nM

2 50000+ 9: Octylphenol 1000 nM

n'e und Estradiol 1nM

. 10: Octylphenol 1nM

IEEI |E| |95| 11: Octylphenol 10 nM

0- t ' + + + t { 12: Octylphenol 100 nM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 13: Octylphenol 1000 nM

Abb. 4: Reportergeninduktion durch Estradiol, p-tert-Octylphenol und Kombinationen von E, (1 nM) mit
zunehmenden p-tert-Octylphenol-Konzentrationen (1-1000 nM)
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Il Estradiol

2000007 ] Nonylphenol

150000+

100000+

Relative Lichteinheiten

50000+

[ Nonylphenol und Estradiol 1 nM

1: Estradiol 0,01 nM
2. Estradiol 0,1 nM
3: Estradiol 1nM
4: Estradiol 10 nM
5: Estradiol 100 nM
6: Nonylphenol 1nM

und Estradiol 1nM
7: Nonylphenol 10 nM

und Estradiol 1nM
8: Nonylphenol 100 nM

und Estradiol 1nM

9: Nonylphenol 1000 nM

1 2 3 4 5 6 7 8

9

und Estradiol 1nM

10: Nonylphenol 1nM

ﬁ Ifl 11: Nonylphenol 10 nM

' ' : + | 12: Nonylphenol 100 nM
10 11 12 13 13: Nonylphenol 1000 nM

Abb. 5: Reportergeninduktion durch Estradiol, Nonylphenol (techn.) und Kombinationen von E, (1 nM) mit
zunehmenden Nonylphenol (techn.) Konzentrationen (1-1000 nM)

Isomerenreines p-tert-Octylphenol und No-
nylphenol (techn.) induzieren in Kombi-
nation mit Estradiol ebenfalls eine additive
Reportergenantwort. Die erhaltenen Werte
aus den Kombinationsversuchen werden
durch die zytotoxischen Wirkungen der Al-
kylphenolderivate beeinflusst.

Insbesondere bei hohen Nonylphenol- und
Octylphenolkonzentrationen iiberlagern sich
moglicherweise gemischt agonistische/anta-
gonistische Wirkungen der Verbindungen
mit toxischen Nebeneffekten, die einen Ein-
fluss auf die Reportergenstimulation haben
konnen.

Il Estradiol
[ Daidzein und Estradiol 1nM 1: Estradiol 0,01 nM
2000007  [] Daidzein 2: Estradiol 0,1 nM
c 3: Estradiol 1nM
2 % 4: Estradiol 10 nM
_‘JCJ 5: Estradiol 100 nM

c 1500001

Q 6: Daidzein 1nM
S und Estradiol 1 nM
| 7: Daidzein 10 nM
g 1000007 und Estradiol 1nM
= 8: Daidzein 100 nM
% und Estradiol 1 nM
n: 50000+ 9: Daidzein 1000 nM
und Estradiol 1nM
= 5 = 10: Daidzein 1nM
Iaj 11: Daidzein 10 nM
0+ } } } } } } 1 12: Daidzein 100 nM
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 13: Daidzein 1000 nM

Abb. 6: Reportergeninduktion durch Estradiol, Daidzein und Kombinationen von E; (1 nM) und zuneh-

menden Daidzein-Konzentrationen (1-1000 nM)
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Daidzein, das als Einzelverbindung in den
gewidhlten Konzentrationen eine relativ
schwache estrogene Aktivitidt aufweist, in-
duziert in den Kombinationsexperimenten
die Reportergeninduktion bis in das maxi-
male Wirkplateau unphysiologischer Estra-
diolkonzentrationen.

In allen durchgefiihrten Kombinations-
experimenten ergaben sich additive Effekte
aus der Kombination Estradiol und Fremd-
stoff. Dagegen konnten keine signifikanten
Uberadditiven (,,potenzierenden*) Wirkun-
gen von Kombinationen mit Fremdstoff in-
nerhalb der Testreihe beobachtet werden.
Additive Wirkungen fiihrten hdchstens bis
zum maximalen Wirkplateau, das auch
durch unphysiologische Estradiolkonzen-
trationen erreicht werden kann. Im Falle der
hochsten Fremdstoftkonzentrationen kénnen
partiell antagonistische Wirkungen der
Fremdsubstanzen auftreten.

Die durchgefiihrten Untersuchungen wurden
nach Beratung von Seiten der Projektgruppe
durch exemplarisch durchgefiihrte Experi-
mente zur Hemmbarkeit der Transakti-
vierung vervollstindigt. Hierbei wurde

durch die zusitzliche Gabe eines Ostrogen-
rezeptor-Antagonisten (z.B. ICI 182 780)
das Reportergensignal aus der Kombination
Fremdstoff und Estradiol vollstindig unter-
driickt. Der Ubersicht halber sind diese (fiir
verschiedene Kombinationen plus 1 uM ICI
182 780) einheitlichen Ergebnisse nicht gra-
fisch dargestellt. Diese Beobachtungen ste-
hen im Einklang mit Ergebnissen aus Expe-
rimenten mit Einzelstoffen, in denen das
komplette Antiestrogen ICI 182 780 ab einer
Konzentration von 1 uM die Reportergenin-
duktion durch potente Agonisten praktisch
vollstindig hemmt.

3.2 Kombinationsexperimente:
Fremdstoffe (1 nM-1 uM) bei einer
0,1 nM-Konzentration an Estradiol

Die Diskussion der oben dargestellten Er-
gebnisse innerhalb der Projektgruppe fiihrte
dazu, zusdtzliche Experimente bei einer
Estradiolkonzentration durchzufiihren, die
zu einer Reportergeninduktion knapp ober-
halb der Signifikanzschwelle fiihrt. Fiir diese
Experimente wurde eine Konzentration von
0,1 nM Estradiol gewéhlt.

Reportergenassay: Kombination von Bisphenol A und 0,1 nM Estradiol

Il Estradiol
[ Bisphenol A und Estradiol 0,1 nM

200000 [ Bisphenol A

150000

100000

Relative Lichteinheiten

50000

1: Estradiol 0,01 nM
2: Estradiol 0,1 nM
3: Estradiol 1nM
4: Estradiol 10 nM
5: Estradiol 100 nM
6: Bisphenol A 1nM

und Estradiol 0,1 nM
7: Bisphenol A 10 nM

und Estradiol 0,1 nM

8: BisphenolA 100 nM
und Estradiol 0,1 nM
Bisphenol A 1000 nM
und Estradiol 0,1 nM
10: Bisphenol A 1nM
: Bisphenol A 10 nM
100 nM

©

Ifl 11
; ' E' , , , . 12: Bisphenol A
9 10 11 12

13 13: Bisphenol A 1000 nM

Abb. 7: Reportergeninduktion durch Estradiol, Bisphenol A und Kombinationen von E, (0,1 nM) und zu-

nehmenden Bisphenol A Konzentrationen (1-1000 nM)
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Reportergenassay: Kombination von DDT und 0,1 nM Estradiol

1: Estradiol 0,01 nM
Il Estradiol 2: Estradiol 0,1 nM
[ I pDT und Estradiol 0,1 nM 3: Estradiol 1 nM
% 2000007 L1 oDT 4: Estradiol 10 nM
E 5: Estradiol 100 nM
O .
o und Estradiol 0,1 nM
— 7: DDT 10 nM
4 und Estradiol 0,1 nM
.= 100000 .
w 8: DDT 100 nM
o) | und Estradiol 0,1 nM
(0's 9: DDT 1000 nM
50000 und Estradiol 0,1 nM
10: DDT 1nM
l ﬁ IEEI ﬁ 11: DDT 10 nM
0- ; : ; ; ; ; ; ; . 12: DDT 100 nM
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

13: DDT 1000 nM

Abb. 8: Reportergeninduktion durch Estradiol, o,p"-DDT und Kombinationen von E, (0,1 nM) und zuneh-
menden o,p’-DDT-Konzentrationen (1-1000 nM)

Reportergenassay : Kombination von Octylphenol und Estradiol

1: Estradiol 0,01 nM

2: Estradiol 0,1 nM

3: Estradiol 1nM

S B Estradiol 4: Estradiol 10 nM

= 200000 - [ Octylphenol und Estradiol 0,1 nM 5: Estradiol 100 nM
g [ Octylphenol

-% 6: Octylphenol 1nM

z 150000 - und Estradiol 0,1 nM

L_J 7: Octylphenol 10 nM

o und Estradiol 0,1 nM

> 100000 8: Octylphenol 100 nM

© und Estradiol 0,1 nM

Q 9: Octylphenol 1000 nM

o 50000 — und Estradiol 0,1 nM

10: Octylphenol 1nM

] ﬁ F:h ﬁ |£| 11: Octylphenol 10 nM

04 , , , , , , |E| , |£| , . 12: Octylphenol 100 nM

1 2 s 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 13: Octylphenol 1000 nM

Abb. 9: Reportergeninduktion durch Estradiol, p-tert-Octylphenol und Kombinationen von E;, (0,1 nM) und
zunehmenden p-tert-Octylphenol-Konzentrationen (1-1000 nM)
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Reportergenassay: Kombination von Nonylphenol und 0,1 nM Estradiol

1: Estradiol 0,01 nM
2: Estradiol 0,1 nM
) 3: Estradiol 1nM
Estradiol .
qC) 5 Nonylphenol und Estradiol 1 nM 4: EStrad!m 10 nM
= 200000 ] Nonylphenol 5: Estradiol 100 nM
< J

.GEJ 6: Daidzein 1nM
= 150000 und Estradiol 0,1 nM
o | 7: Daidzein 10 nM
— und Estradiol 0,1 nM
°>’ 100000 — 8: Daidzein 100 nM
-c'% und Estradiol 0,1 nM
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Abb. 10: Reportergeninduktion durch Estradiol, Nonylphenol (techn.) und Kombinationen von E; (0,1 nM)
und zunehmenden Nonylphenol-Konzentrationen (1-1000 nM)
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Abb. 11: Reportergeninduktion durch Estradiol, Daidzein und Kombinationen von E, (0,1 nM) und zu-
nehmenden Daidzein-Konzentrationen (1-1000 nM)

Die nach eingehender Diskussion der Be- wesentlichen Einfluss die gewihlte Estradi-
funde der ersten Serie (Abb. 2 - 6) durchge- olkonzentration in dem biologischen System
filhrten Kombinationsuntersuchungen des haben kann.

zweiten Blocks (Abb. 7 - 11) zeigen im Er-
gebnis durchweg eine rein additive Repor-
tergeninduktion. In der Gesamtschau ma-
chen diese Ergebnisse deutlich, welchen
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4 Diskussion und Ausblick

In der aktuellen Diskussion um mogliche
Gefahrdungen von Mensch und Tier durch
sogenannte Umwelthormone spielen Che-
mikalien mit Ostrogen-dhnlicher Wirkung
eine zentrale Rolle (European Community
1997; Toppari et al. 1996, Mikeld et al.
1999). Die Frage, welche tatsachlichen Ge-
fahrdungen unter realistischen Expositions-
szenarien von solchen Stoffen ausgehen,
wird dabei kontrovers diskutiert (Ubersicht:
Miiller et al. 1995; Bolt & Degen 2000).
Dies hédngt u. a. damit zusammen, dass eine
Risikobewertung in Bezug auf das sehr
komplexe endokrine System schwierig ist
und auf verschiedenen Feldern noch For-
schungsbedarf besteht. Belastungen durch
Ostrogenartig wirkende synthetische Stoffe
(sogenannte Xenodstrogene) miissen zudem
vor dem Hintergrund der physiologischen
Variation endogener Hormonspiegel und der
unvermeidbaren Aufnahme an Phytodstro-
genen mit der Nahrung gesehen werden
(Bolt et al. 1998; Degen et al. 1999). Ein fiir
die Bewertung wichtiger Aspekt ist daher
auch die Aufkldrung von Kombinationsef-
fekten beim Zusammenwirken von Ostroge-
nen synthetischen und natiirlichen Ur-
sprungs.

Insgesamt stehen inzwischen einander er-
ginzende in vitro-Testsysteme zur Verfii-
gung, die es uns erlauben, Vergleiche zwi-
schen reinen Proliferationsstimuli und endo-
genen bzw. transgenen Reportergen-
induktionen auf Protein- und mRNA-Niveau
zu ziehen (Hopert et al. 1998; MulBller &
Eisenbrand 1995). Dies erlaubt eine umfas-
sende in vitro-Charakterisierung der ausge-
wihlten Testverbindungen und weiterer
Stoffe.

Die bisher im Verbundprojekt erhaltenen
Untersuchungsergebnisse stehen in Einklang
mit der Annahme additiver Wirkungen von
Ostrogenartig  wirkenden Umweltchemi-
kalien, Phytoostrogenen aus der Nahrung
und endogenen Hormonen. Der gewihlte
Ansatz, nidmlich verschiedene Konzentra-
tionen an Xenodstrogen bei zwei unter-
schiedlich hohen Estradiolkonzentrationen
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zu priifen, erwies sich in der Untersuchung
moglicher  Kombinationswirkungen  als
wichtiger Punkt. Wegen der steilen, nicht
linearen Konzentrations-Wirkungs-
Beziechung fiir den starken  Ostro-
genrezeptor-Agonisten Estradiol ist es nicht
ohne weiteres mdglich zu erkennen, ob die
zweite Komponente additiv oder iiberadditiv
wirkt. Da in unseren Versuchen auch Kon-
zentrations-Wirkungs-Beziehungen fiir die
jeweiligen Xenodstrogene mit erstellt wur-
den, konnte in fraglichen Fillen noch die
Methode der Isobolen fiir eine weitere Eva-
luation herangezogen werden (Griefahn et
al. 2000).

Ein anderes (populdres) Verfahren fiir eine
Analyse von Kombinationswirkungen, ndm-
lich die Effekt-Summation, wird von Kor-
tenkamp und Altenburger (1998) kritisiert,
die anhand von Beispielen zeigen, dass es
fiir Xenodstrogengemische zu falschen In-
terpretationen fiihrt. Die Autoren diskutieren
ferner Publikationen, in denen iiberadditive
Effekte tibersehen worden sind (Kortenkamp
& Altenburger 1998). Doch in keinem Fall
waren dies potenzierende Wirkungen in der
GroBenordnung, die urspriinglich Anlass zu
erheblicher Aufregung und Besorgnis gab
(vgl. Einleitung).

Dennoch hat die Frage nach der Wirkung
von Gemischen fiir die umwelttoxikolo-
gische Diskussion iiber hormonartig wirken-
de Chemikalien weiterhin gro3e Bedeutung.
Zunichst unabhingig davon, ob Schwellen-
werte anzunehmen sind, implizieren unsere
Ergebnisse, dass sich die Wirkungen der
Einzelkomponenten eines Gemisches in Ab-
hingigkeit von der Konzentration addieren.
Auf dieser Grundlage sind weitere Untersu-
chungen zu Kombinationswirkungen in
umweltrelevanten, d.h. niedrigen Kon-
zentrationen geplant. Ferner soll die Rele-
vanz unserer in vitro-Ergebnisse im Tierver-
such (in vivo) exemplarisch gepriift werden.
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Vorwort

Im Rahmen der Projektplanungen im IfADO wurden in einem moderierten Workshop im Laufe
des Jahres 1998 iibergreifende Themengebiete identifiziert, die fiir die mittel- und langfristige
Projektplanung des Instituts von Bedeutung erscheinen. In diesem Zusammenhang wurde fest-
gestellt, dass die Thematik von Kombinationswirkungen im Institut interdisziplindr bearbeitet

werden sollte.

Eine weitere Vertiefung der internen Diskussion erfolgte in einem Workshop ,,Kombinations-
wirkungen®, der am 16.04.1999 im Institut stattfand und der erstmals Beitrdge aus verschiede-
nen Projekten und Fachdisziplinen des Instituts fiir eine iibergreifende Betrachtung vereinte. In
der Aufarbeitung dieser Diskussion entstand der Vorschlag, die Ergebnisse des Workshops wei-
ter zu vertiefen und in dem hiermit vorgelegten 2. Jahresband unserer Schriftenreihe ,,Arbeits-

physiologie heute* niederzulegen.

Mit diesem Vorlauf ist der vorgelegte Band einem iibergreifenden Generalthema gewidmet. Er
soll einerseits Diskussionen aus dem Institut nach aulen anregen, andererseits aber auch dazu

dienen, die interne Diskussion des Themas von Kombinationswirkungen weiter zu férdern.

Univ.-Prof. Dr. Dr. Hermann M. Bolt
(Institutsdirektor des IfADO)



