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Abstract

Nonylphenols are a group of chemical compounds consisting of an aromatic ring, hydroxyl
group and a nonyl- side chain, which can be either branched or linear. The technical
nonylphenol, produced in the industrial process, consists of a mixture of different
constitutional isomers and enantiomers and serves as a precursor of nonylphenol ethoxylates.
Due to their good surfactant properties, nonylphenol ethoxylates are widely used as detergents
and cleansing formulations, as agents in paints and as coatings. In sewage treatment plants
nonylphenol derivatives are then degraded to the toxic, persistent 4-NP. The chemical is found
in many environmentally relevant matrices such as marine water, sediments and rivers and
can be ubiquitously detected in food. Thus, nonylphenols were also identified in various
human tissues in relatively high concentrations. Over skin, respiratory system and
gastrointestinal tract a daily intake of approximately 7.5 pg/day in adults and up to 1.4 pg/day
in infants are postulated. Nonylphenol are also able to cross the blood-brain barrier. Due to its
chemical structure, it accumulates easily in lipophilic compartments of the body. Particularly
high concentrations were therefore detected in the adipose tissue, but traces in a nanomolar
rage are also found in the umbilical cord blood, the placenta, breast milk and the brain itself.
Since the 1990s, it has been known that nonylphenols belong to the group of endocrine
disruptors. Those are able to displace the natural hormone 17f-estradiol from its receptor and
thus competitively inhibit or trans-activate it. Through the xenobiotic action, the chemical
mimics the effects of natural estradiol and leads to detectable disorders of the endocrine
system and the sexual maturation in various organisms. It mediates its effects both via the
classical estrogen receptors and via the membrane-bound G protein-coupled receptor GPR30.
In addition to the known effects of nonylphenol as an endocrine disruptor, effects on the
nervous system are also discussed. The chemical mediates neurotoxic effects in vitro in
different neuronal cell types and inhibits neuronal outgrowth and proliferation of neural stem
cells. In the present work it is shown that a technical nonylphenol mixture in a concentration
range from 0.05 nM to 1 pM exerts no toxic effects on neuroblastoma cells of the line B35.
However, incubation with the chemical significantly inhibits the average length of cell
protrusions in B35 cells as well as in primary mouse cerebellar neurons. This effect might be
partially attributable to an influence on the signal transduction of ERK1/2 kinases, which can
be upstream influenced by steroids or hormone-like ligands such as nonylphenols. The
xenoestrogen presumably leads to a competitive inhibition of the signaling pathway, which

leads to further cellular modifications. As a result of nonylphenol treatment, primary cells



react with an inhibition in formation or in regression of synaptophysin-containing vesicles,
which could converge in a reduced synaptic plasticity. Furthermore, under influence of the
chemical, the distribution of actin and tubulin within the B35 cells, their proliferation and
their adhesion and migration behavior change. Additionally, it is shown that the single
nonylphenol isomers NP65, NP111 and NP112, respectively, influence the outgrowth of B35
cell protrusions in different manners. While the isomers NP65 and NP111 dose-dependently
lead to a reduction of mean neurite lengths, the isomer NP112 shows no effect. In zebrafish
application of the technical nonylphenol mixture into the fish water results in an increased
formation or migration of immature oligodendrocyte progenitor cells and mature
oligodendrocytes. In addition, sagittal sections of the zebrafish larvae show increased
proliferation and apoptosis in the spinal cord of the fish. Increased migration or disturbed
differentiation of myelinating oligodendroglial cells can lead to increased myelination of cell
bodies. In summary, nonylphenols can alter fundamental processes of cell differentiation and
neural mechanisms in different cellular systems and organisms, thus causing a negative

impact on the development of the nervous system and the synaptic plasticity.
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1 Einleitung

1.1 Einfithrung und Problemstellung

Im Zuge der Industrialisierung der letzten Jahrzehnte sehen sich Mensch und Umwelt immer
groBBeren Belastungen durch den Eintrag naturfremder Stoffe ausgesetzt. Dabei steigt nicht
nur die Anzahl der synthetisierten Substanzen selbst, sondern auch deren Produktionsmenge
kontinuierlich an (Europdische Chemikalienagentur (ECHA), 2018). Okochemische und
toxikologische Forschungen konnten dabei helfen, die Umweltbelastung durch besonders
schddliche Substanzen wie polychlorierte Biphenole (PCB) oder Pestizide wie
Dichlordiphenyltrichlorethan (DTT) weitestgehend einzuddmmen. Seitdem riickt die
Untersuchung des Verhaltens anderer xenobiotischer Substanzen immer mehr in den Fokus
der Wissenschaft. Vor allem die Erforschung von Stoffen mit hormondhnlicher Wirkung wird
seitdem stark vorangetrieben. Diese so genannten endokrinen Disruptoren (endocrine
disrupting chemicals = EDCs) koénnen pharmazeutischen (Kontrazeptiva), natiirlichen
(Phytoostrogene) oder anthropogenen (Xenodstrogene) Ursprungs sein (Frye et al., 2012;
Couleau et al., 2015; Yang et al., 2015). Obwohl ihr hormonéhnliches Potential deutlich
geringer ausfdllt als das der natiirlichen Hormone, werden sie aufgrund ihrer Persistenz,
Akkumulation in Umwelt und Geweben sowie Synergien mit anderen Substanzen als sehr
problematisch erachtet (Soares et al., 2008; Ying et al., 2002). Ein weit verbreitetes
Xenoostrogen ist das technische Nonylphenol (NP), welches als Intermedidr- und
Abbauprodukt des industriell synthetisierten Nonylphenolethoxylats (NPEO) vorkommt, was
ein breites Anwendungsspektrum hat. Man findet hohe Konzentrationen vor allem in
Ballungsgebieten mit starker Wasserverschmutzung und in der Néhe von Kléiranlagen. Die
durch Labortests ermittelten Grenzwerte der ,,no observed effect concentration (NOEC)
werden hierbei hédufig iiberschritten (Europdische Chemikalienagentur (ECHA), 2018). NP
selbst sind dabei unter aeroben und anaeroben Bedingungen durch Mikroorganismen nur
schwer abbaubar und persistieren in Sedimenten von Oberflichenwissern (Giger ef al., 1981;
Marcomini et al., 1990; Ying et al., 2002). In Bezug auf Abbauwege des NP in Kldranlagen
gibt es bislang nur wenig konsistente Daten zu Mineralisierungsgeschwindigkeiten und
Abbauraten, da eine Halbwertszeit zwischen einigen wenigen bis hin zu fast 100 Tagen
ermittelt wurde (Gabriel et al., 2005; Shan et al, 2011; Ying & Kookana, 2005). Die
Abbaurate von NP konnte durch pH-Wert, Temperatur, Aluminiumsulfat, Acetat, Pyruvat,

Lactat, Hefezusitze und andere experimentelle Parameter beeinflusst werden, insgesamt kann
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aber proklamiert werden, dass NP als schwer abbaubar eingestuft werden miissen (Mao et al.,
2012; Zhang et al., 2009b). Aus diesem Grund werden NP in der Wasserrahmenrichtlinie der
Europdischen Union (EU) seit dem Jahre 2000 als ,,prioritdir gefahrlicher Stoff gefiihrt
(RICHTLINIE 2000/60/EG).

Die Entdeckung von Soto et al., dass NP in der Lage sind, die Wirkung von 17B-Ostradiol
(E2) nachzuahmen, lieB das Interesse an dieser Substanzklasse in den 1990er Jahren
sprunghaft ansteigen (Soto et al., 1991). Seitdem mehren sich Hinweise, dass NP auch
negative Auswirkungen auf die Entwicklung des Nervensystems und die synaptische
Plastizitdt aufweisen. Fiir die meisten NP-Metabolite wurde der Einfluss auf den Menschen

(besonders in Bezug auf das Nervensystem) bislang jedoch nicht hinldnglich untersucht.

1.2 Struktur und Eigenschaften von NP

4-Alkylphenol Ethoxylate (APEOs) gehoren zur Gruppe der nichtionischen Tenside. Der
Begriff Tensid umfasst dabei oberflachenaktive Substanzen, die Mizellen in wéssriger Losung
bilden konnen (Raecker et al., 2011; White et al., 1994; Ying et al., 2002). In APOEs
bestimmt die Polyethoxylatkette aus 1 bis 40 Einheiten den hydrophilen Charakter,
wohingegen die hydrophoben Eigenschaften durch das Alkylphenol mit verzweigten
Kohlenstoffketten aus acht, neun oder 12 Kohlenstoffatomen hervorgerufen werden (Thiele et
al., 1997). Die technische Synthese von APOEs beginnt mit der Friedel-Crafts-Alkylierung
von Phenol mit Trimethylpenten, wodurch 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenol (p-fert-
Octylphenol = OP) entsteht; oder mit der Alkylierung von Phenol mit einer Mischung aus
Nonen-Isomeren, um 4-Nonylphenol in einem sdurekatalysieren Prozess zu erhalten. Die
chemische Zusammensetzung aus technischem Nonen fiihrt zu einer komplexen Mischung
von NP bestehend aus isomeren Komponenten mit verschiedenartig verzweigten Strukturen
der NP-Seitenketten (Acir & Guenther, 2018; Thiele ef al., 1997). NP sind daher eine Gruppe
chemischer Verbindungen mit aromatischem Ring, Hydroxylgruppe und Nonylseitenkette,
wobei technisches NP hauptsdchlich aus einer Mischung isomerer para-substituierter Phenole
mit unterschiedlich verzweigten Nonylseitenketten besteht (ca. 80-90 %). Weiterer
Bestandteil sind entsprechende ortho-substituierte Phenole (ca. 5-10 %) (Bhatt et al., 1992;
Wheeler et al., 1997). Einzelne Isomere konnten bereits chemisch synthetisiert und isoliert
werden (Acir et al., 2016; Boehme et al., 2010; Thiele et al., 2004; Zhang et al., 2007). Die in

der vorliegenden Arbeit verwendeten und von Herrn Professor Klaus Giinther zur Verfligung
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gestellten Isomere NP65, NP111, NP112 sowie das lineare 4-n-NP sind mit ihren
Strukturformeln in Abbildung 1 dargestellt.

4-n-Nonylphenol NP65 4-{1-Ethyl-1-methylhexyl)phenol
OH
OH
CH,
HiC—
CH;
Hy

NP111 4-(1-Ethyl-1,3-dimethylpentyl)phenal NP112 4-{1-Ethyl-1,4-dimethylpentyl)phenol

OH OH
CH; o CH,
HyC—t= H;C
H,C
*
H;C H;C CH;,

Abbildung 1: Strukturformeln des linearen NP und der Isomere NP65, NP111 und NP112 (eigene
Darstellung)

IUPAC-Namen und Nomenklatur geméf Juelich-Nomenklatur (Guenther ef «l, 2006). *markieren
Chiralitdtszentren.

Es ist bedeutsam, dass unterschiedliche Verzweigungsmuster der Alkylketten einen Einfluss
auf die biologischen und biochemischen Eigenschaften der Isomere haben konnen. Bei der
Erfassung der chemisch-physikalischen Eigenschaften des technischen NP (s. Tabelle 1) ist
darauf hinzuweisen, dass die genaue Zusammensetzung der technischen Mixtur je nach

Hersteller variieren kann. Es handelt sich in jedem Falle um ein Gemisch aus mehr als
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20 NP-Isomeren, wobei 211 Konstitutionsisomere und bei Hinzuziehung der Enantiomere 550

Strukturen theoretisch mdglich sind (Acir et al., 2016; Guenther et al., 2006).

Tabelle 1: chemisch-physikalische Eigenschaften von technischem NP

Name Eigenschaft Referenz
Aussehen viskose, blassgelbe Flissigkeit, | (Europidische
leicht phenolischer Geruch Chemikalienagentur (ECHA),
2014)
Molare Masse 220,34 g/Mol (C;5H,40) (European Union Risk
Assessment Report, 2002)
Wasserloslichkeit 4,92 £ 0,31 [mg/L] (bei 10 °C) (Ahel & Giger, 1993)
6,35+ 0,10 [mg/L] (bei 25 °C)
Dampfdruck 0,3 [Pa] (bei 25 °C) (European Union Risk
2,66 [kPa] (bei 180 °C) Assessment Report, 2002)
Siedepunkt 290-300 °C (Europdische
Chemikalienagentur (ECHA),
2014)
Schmelzpunkt ca. -8 °C (Europdiische
Chemikalienagentur (ECHA),
2014)
Dichte 0,95 (bei 20 °C) (European Union Risk
Assessment Report, 2002)
Verteilungskoeffizient log Kow | 4,48 £0,12 (European Union Risk
Assessment Report, 2002)
Besondere Gefahren R22 (gesundheitsschidlich beim | (European Union Risk
Verschlucken) Assessment Report, 2002)
R34 (verursacht Veritzungen)
R50-53 (sehr giftig fiir
Wasserorganismen; kann in
Gewiissern langerfristig
schidliche Wirkung haben)

1.3 Vorkommen und Eintrag in die Umwelt

Der Haupteinsatz von NP ist der als intermedidres Produkt bei der Herstellung von NPEOs.
Im Jahre 1997 produzierten innerhalb der EU nur vier Unternehmen NP. Dabei lag das
Produktionsvolumen jedoch bei 73.500 Tonnen pro Jahr, wobei zusétzlich 8.500 Tonnen pro
Jahr importiert wurden (European Union Risk Assessment Report, 2002). Weltweit werden
heute ca. 10.000 bis 100.000 Tonnen jdhrlich produziert (Europdische Chemikalienagentur
(ECHA), 2018). Wegen ihrer guten Tensidwirkung haben NPEOs ein breites

Anwendungsspektrum als Formulierungshilfsstoffe (Emulgatoren, Netzmittel), Bestandteil
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von chemischen Pflanzenschutzmitteln, Wasch- und Reinigungsmitteln, Farben und Lacken,
sowie als Ausgangssubstanz fiir die Herstellung von Polymeren und Klebstoffen. NPEOs
werden ebenfalls in der Textil-, Leder- und Papierherstellung eingesetzt (Thiele et al., 1997).
Sie gelten insgesamt als kostengiinstig und im Vergleich zu anderen nicht-ionischen Tensiden
als sehr leistungsstark, was erklért, dass sie bereits seit gut 40 Jahren in einer Vielzahl von
Prozessen eingesetzt werden. Nachdem NP in der Richtlinie 2000/60/EG des Européischen
Parlaments und Rates als ,prioritir gefdhrlicher Stoff* eingestuft wurden, legte die
Kommission Vorschldge fiir die Begrenzung dieser Substanzklasse vor (RICHTLINIE
2000/60/EG). Im Zuge eines freiwilligen Selbstverzichts beziiglich des Einsatzes von NPEOs
in Detergenzien im Jahre 2003 ist der Verbrauch an NP innerhalb der EU in den letzten Jahren
kontinuierlich gesunken (RICHTLINIE 2003/53/EG). Industrieabwédsser machen jedoch
weiterhin die Majoritit des Eintrags von NP in die Umwelt aus. Konzentrationen innerhalb
von Kldranlagen liegen prinzipiell in geringen pg/L Bereichen, jedoch wurden auch
Konzentrationen von mehr als 129 pg/L ermittelt (Klecka et al., 2010). Die Bereinigung von
NP in Klédranlagen ist dabei sehr variabel und liegt zwischen 9 und 94 %, je nach Region und
Art der Prozesseinheiten (Soares et al., 2008). Zusitzlich konnen NP jedoch wihrend der
Klarung von Abwissern entstehen, indem NPEOs leicht zu 4-NP abgebaut werden. Hohere
Konzentrationen von NP werden deshalb hédufiger in Abwissern, als in Zufliissen zu
Klédranlagen gefunden (Farré et al., 2002; Soares et al., 2008). Die langsame biologische
Transformation der hoheren Oligomere fithrt dazu, dass ausgeleitete Produkte wegen ihres
lipophilen Charakters teilweise eine hohere Toxizitdt aufweisen als die Ausgangssubstanzen.
Weiterhin konnten Untersuchungen mit dem Mikroorganismus Sphingobium xenophagum
Bayram zeigen, dass durch den Abbau von NP hochgradig Ostrogen-wirksame Isomere durch
ipso-Substitutionen entstehen (Gabriel et al., 2007; Gabriel et al., 2008). Es ist eindeutig
nachgewiesen, dass auch heute noch verschiedenste NP-Metabolite in vielen
umweltrelevanten Matrices vorkommen (z. B. Fluss-, See-, Oberflichen- und Grundwasser;
Sedimente, Ackerbdden) (Araujo et al., 2017; Loos et al., 2008; Mao et al., 2012; Soares et
al., 2008; Thiele et al., 1997; Ying et al., 2002). Die hochsten Konzentration konnten dabei in
China ermittelt werden (148,85 nM), wobei auch in Deutschland, wo im Zuge des freiwilligen
Selbstverzichts der EU der Eintrag von NP in die Umwelt kontinuierlich reduziert wurde,
auch nach Umsetzung der Richtlinie noch Werte zwischen 0,60 bis 5,5 nM in Rhein, Elbe,
Main, Oder und der Nordsee gemessen werden konnten (Bester et al., 2001; Fries &
Puttmann, 2003; Wu et al., 2007). Eine Konsequenz des weltweiten Gebrauchs der

Chemikalie ist deshalb neben deren diffuser Verbreitung in Umweltmatrices auch eine
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Kontamination von Lebensmitteln und Trinkwasser, denen Menschen unmittelbar ausgesetzt
sind. Dies wurde besonders ausfiihrlich von Giinther et al. nachgewiesen (Guenther et al.,
2002; Guenther et al., 2006; Guenther et al., 2017; Raecker et al., 2011). Eine Untersuchung
von 24 Lebensmittelgruppen ergab NP-Werte zwischen 0,1 bis 19,4 ug/kg Frischgewicht mit
besonders hohen Werten in Tomaten und Apfeln. Mithilfe der Nationalen Verzehrsstudie I
(NVS I) und DOrtmund Nutritional and Anthropometric Longitudinally Designed
(DONALD) Studie lieB sich eine tdgliche Aufnahme fiir Erwachsene von 0,1 pg/kg KG/Tag
(= 7,5 ng/Tag) und fiir Sduglinge von 0,23 bis 0,65 ng/kg KG/Tag (= 1,4 png/Tag) postulieren
(Guenther et al., 2002). Die durchschnittliche kalkulierte Aufnahme tiber Plastikflaschen mit
Trinkwasser betrigt demnach ca. 0,36 bis 0,60 pg/Tag (Careghini et al., 2015). Eine
vergleichbare Studie aus Taiwan, mit dort iiblich verzehrten Lebensmitteln, wies besonders
hohe Konzentrationen von NP in Lachs (123,8 ng/g) und Austern (235,8 ng/g) nach (Lu ef al.,
2007). In Asien, Europa, und Nordamerika wurde von hohen Konzentrationen in
Meeresfriichten berichtet (Basheer et al., 2004; Dodder et al., 2014; Ferrara et al., 2008) und
auch Gemiise und Friichte aus Spanien und Schweden sind mit Werten zwischen 5 und 50
ug/kg Frischgewicht belastet. Hier waren vor allem Gemiise betroffen, die in Plastikfolien
verpackt waren (Cacho et al, 2012; Gyllenhammar et al., 2012). Insgesamt waren die
Konzentrationen an NP in Lebensmitteln jedoch nicht von deren Fettgehalt abhingig und
konnten potenziell in diversen Prozessschritten eingebracht werden. Diese Lebensmittel
gelangen jedenfalls iiber den Importweg auch nach Deutschland. Studien, inwieweit sich der
Gehalt von NP in heimischen Lebensmitteln in den letzten Jahren reduziert hat, stehen aus.
Allerdings ist daneben auch die Aufnahme von NP tiber die Haut durch importierte Textilien
aus dem asiatischen Raum nicht zu unterschétzen. Dass der Kontakt von Menschen mit NP
nicht ohne Folgen bleiben kann, ist insofern nicht verwunderlich. NP sind in diversen
menschlichen Geweben nachgewiesen worden. Dieser Aspekt wird in Abschnitt 1.4 genauer

erlautert.

1.4 Metabolismus von NP

Obschon die Persistenz von NP hinlidnglich belegt ist, sind weitergehende Untersuchungen,
die den Abbauweg des NP im Organismus beschreiben, bislang eher selten. Uneinheitlich ist
dabei auch die Verwendung der NP-Referenzsubstanzen in Hinblick auf deren
Isomerenzusammensetzung. Haufig wird das kommerzielle lineare 4-n-NP als
Modellsubstanz herangezogen, welches so in der Umwelt nur in Spuren vorkommt (Calafat et

al., 2005) und deshalb wenig Relevanz hat. Teilaspekte des metabolischen Verhaltens von NP




Einleitung

sind in einigen Pflanzen und Tieren untersucht worden, die einzige Studie mit menschlichen
Probanden beschreibt die pharmakokinetische Wirkung von NP und liegt bereits 20 Jahre
zuriick (Mueller et al., 1998). In Pflanzenzellsuspensionen von Agrostemma githago wurde
nach sieben Tagen Inkubation mit 4-NP mehr als 85 % in die Kornrade aufgenommen und
40 % zu Metaboliten verstoffwechselt, deren Seitenkette monohydroxyliert war (Schmidt et
al., 2003). Bei freiwilligen menschlichen Probanden wurde nach einer einmaligen oralen
(5 mg) oder intravendsen Gabe (1 mg) von *C-markiertem NP eine schnelle exponentielle
Konzentrationsabnahme im Blut mit einer Halbwertszeit von zwei bis drei Stunden
verzeichnet. Die Bioverfiigbarkeit nach oraler Applikation lag bei 20 % und die Verteilung
erfolgte innerhalb von zwei Stunden in die lipophilen Kompartimente des Korpers. 10 %
wurden als Ausgangssubstanz oder einfaches Konjugat im Kot und Urin der Probanden
wiedergefunden (Mueller ef al., 1998). Mittlerweile sind NP und ihre Derivate in den
unterschiedlichsten Kompartimenten, Geweben und Fliissigkeiten des menschlichen Korpers
nachgewiesen worden. Die Konzentrationen in humanen Blutproben rangieren zwischen
Werten unterhalb der Detektionsschwelle bis hin zu 68,5 nM im Blutserum und 984 nM im
Plasma (Chen et al., 2008; Inoue et al., 2000; Shekhar et al., 2017; Tan & Ali Mohd, 2003).
Weiterhin gibt es diverse Studien, welche den Gehalt von NP im Urin koreanischer,
chinesischer und taiwanesischer Populationen untersucht haben (Chen et al., 2005; Park &
Kim, 2017; Xiao et al., 2011; Xiao et al., 2014; Zhou et al., 2013). Hier lagen die Werte
zwischen 2,77 und 42,06 ng/mL.

Da das NP einen log Kow Wert von 4,48 und eine geringe Wasserloslichkeit hat, akkumuliert
es vorwiegend in organischem Material und wird in hohen Konzentrationen im menschlichen
Fettgewebe gefunden. Miiller et al. detektierte es in 25 Fettgewebsproben von Schweizern mit
einer medianen Konzentration von 27 ng/g (Mueller ef al., 1998). Eine andere Arbeitsgruppe
analysierte Proben aus Spanien und fand dort NP-Werte von 260 nM (Lopez-Espinosa et al.,
2009), im Jahre 2011 wurden in Fettgewebsproben einer italienischen Kohorte

Konzentrationen von durchschnittlich 122 ng/g verzeichnet (Ferrara et al., 2011).

Besonders bedenklich ist, dass NP auch in Muttermilch mit Werten zwischen 0,07 bis
32,00 ng/mL gefunden wurden (Ademollo et al., 2008; Chen et al., 2010; Guenther et al.,
2002). Die hochsten Konzentrationen wies eine italienische Kohorte auf, bei der in der Spitze
Werte von 56 pg/L ermittelt wurden (Ademollo et al., 2008). Die Gruppe um Ademollo

postuliert, dass bei einer alleinigen Erndhrung eines Sduglings liber Muttermilch von ihm
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taglich bis zu 3,94 pg/kg/KG/Tag aufgenommen werden, was der tolerierbaren téglichen
Zufuhrmenge (TDI — tolerable daily intake) von 5 pg/kg/KG/Tag sehr nahe komme.

Dass die Plazenta keinen Schutz des Embryos vor der Umweltchemikalie bietet, zeigten
Huang und Kollegen im Jahre 2014. Sie detektierten NP in Nabelschnurblut und
Plazentagewebe mit Werten von 18,8 ng/mL bzw. 19,8 ng/g, was eine Partizipation des
Embryos bedeuten konnte (Huang et al., 2014). Auch andere Arbeitsgruppen hatten dies in
fritheren Jahren bereits nachgewiesen (Chen et al., 2008; Balakrishnan et al., 2011; Tan & Ali
Mohd, 2003). Im Jahre 2017 analysierten Forscher mittels Gas-Chromatographie, ob NP auch
im Fruchtwasser von Frauen présent sind, welches der Fotus trinkt, und fanden hier Werte von
9,38 ng/mL (Shekhar ef al., 2017). Die Exposition der Miitter mit NP ist also positiv mit dem

Auftreten von NP-Spuren in utero assoziiert.

Zusammenfassend konnten die Untersuchungen zeigen, dass sich die Werte von NP bei
einzelnen Populationen sowie je nach Analysemethoden und Matrices stark unterscheiden.
Durchschnittliche Werte fiir NP-Konzentrationen in Geweben und Korperfliissigkeiten sind

der Vergleichbarkeit halber in Tabelle 2 als nanomolare Konzentrationen angegeben.

Tabelle 2: Konzentrationen von NP in verschiedenen menschlichen Geweben

Matrix Konzentrationen Referenz
Blutplasma 984 nM Chen et al., 2008
Blutserum 69 nM Tan & Ali Mohd, 2003
Fettgewebe 260 nM Lopez-Espinosa et al., 2008
Fruchtwasser 43 nM Shekhar et al., 2017
Gehirn 0,04 nM Geens et al., 2012
Muttermilch 145 nM Ademollo et al., 2008
Nabelschnurblut 69 nM Tan & Ali Mohd, 2003
Plazentagewebe 89 nM Huang et al., 2014
Urin 126 nM Xiao et al., 2011

1.5 NP als hormonihnlicher Stoff

Endogene Steroidhormone fithren in der frithen kritischen Phase der Entwicklung zu
sexuellen Dimorphismen in Gehirn und Verhalten und einer geschlechtsspezifischen
Signalantwort auf Hormone in spéteren Entwicklungsstadien (McCarthy et al., 2009; Panzica
et al., 1995). Das fein tarierte Gleichgewicht kann durch eine steigende Anzahl von
Kontaminanten aus der Umwelt, denen das Individuum ausgesetzt ist, aus der Balance

geraten. Hormondhnliche Stoffe konnen an verschiedenen Stellen der Wirkungskaskade
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endogener ~ Hormone  eingreifen. Sie  dndern  dabei  beispielsweise  die
Serumlipidkonzentrationen oder Enzyme des Metabolismus, die fiir die Konvertierung von
Cholesterol zu Steroidhormonen notwendig sind. Weiterhin konnen sie ihre Wirkung tiber
klassische Steroidrezeptoren (oder unabhingig von ihnen) vermitteln, indem sie die Effekte
endogener Steroide (Androgene oder E2) nachahmen, antagonisieren oder dndern (Bonefeld-
Jorgensen et al., 2007). Diese Effekte stellen, isoliert betrachtet, noch keine Schadigung des
Organismus dar, konnen jedoch als Vorstufe zu Schadwirkungen interpretiert werden. Die aus
einer Exposition mit EDCs resultierenden Folgen konnen vielfaltig sein und reichen von
malignen Verdnderungen iiber Fertilitdtsstorungen, Schwéchung des Immunsystems bis hin zu
Schadigungen des zentralen Nervensystems (Kim ef al., 2014; Kim et al., 2015; Kopras et al.,
2014; Kusunoki et al., 2008; Miles-Richardson et al., 1999; Nichols et al., 2001). Im Falle des
NP werden dabei zumeist Effekte beobachtet, die denen der Gruppe der natiirlichen Ostrogene

dhneln. Abbildung 2 zeigt die Strukturformel des natiirlichen Hormons E2.

HO

Abbildung 2: Strukturformel des 17p-Ostradiols (eigene Darstellung nach (Brufani et al., 2017)

Die Wirkung des natiirlichen Hormons kann von NP nachgeahmt werden, indem NP an Ostrogenrezeptoren
binden.

Aufgrund des Wirkungsmechanismus, der in Ligand-Rezeptor-Interaktion konvergiert,
konnen viele hervorgerufene Effekte als reversibel bezeichnet werden. Allerdings kommen
auch langfristige Effekte durch transkriptionelle Modulationen und epigenetische
Verdnderungen in Betracht. Die Ostrogenen Eigenschaften von p-alkylierten phenolischen
Substanzen wurden bereits 1937 entdeckt (Dodds & Lawson, 1938), vor gut 40 Jahren konnte
erstmals beschrieben werden, dass p-alkyliertes Phenol E2 vom Ostrogenrezeptor (ER)
verdrangt oder mit diesem synergiert (Mueller & Kim, 1978). In den 1990er Jahren wurde
dann berichtet, dass aus Polystyrol freigesetztes p-NP in der Lage ist, die Zellproliferation und
den Progesteronrezeptor von Ostrogensensitiven MCF-7 Brustkrebszellen zu induzieren (Soto
et al., 1991). Die Abschétzung der dstrogenen Potenz mithilfe von sensitiven Zellkulturen, die

auf Exposition von hormondhnlichen Substanzen mit Zellteilung reagieren, wird als E-Screen
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bezeichnet und fand seitdem hiufig Anwendung (Gutendorf & Westendorf, 2001; Preuss et
al., 2006). Auch andere Methoden wie Luciferase-Reporter Assays und zellfreie kompetitive
Bindungsassays mit rekombinanten menschlichen ER wurden fiir die Bewertung von
moglichen pathophysiologischen Effekten endokriner Disruptoren herangezogen (Gutendorf
& Westendorf, 2001; Paech et al., 1997; Ter Veld et al., 2008). Ebenfalls eingesetzt werden
genetisch verénderte, dstrogensensitive Hefezellen (rekombinante Saccharomyces cerevisiae)
im so genannten Yeast-Screen (Kim et al., 2004; Shioji et al., 2006). Bei in vivo Assays
dienen aquatische Wirbeltiere wie Zebrafische, Regenbogenforellen und japanische Reisfische
als Modellorganismen. Die Auswahl der Parameter richtet sich hierbei nach der untersuchten
Organismusart. In médnnlichen Fischen erhoht NP die Plasmaspiegel von Vitellogenin, einem
Protein, welches normalerweise nur in geschlechtsreifen Weibchen unter dem Einfluss von
Ostrogenen produziert wird (Verderame & Scudiero, 2017). Im Allgemeinen werden negative
Effekte auf Wachstum, Embryonalentwicklung und Reproduktion in verschiedenen Fischarten
nachgewiesen, die alle auf die hormonelle Wirkung von NP zuriickgefiihrt werden (Kinch et
al., 2016; Saravanan et al., 2019). In Séugetieren liegen ebenfalls bereits einige Daten vor, die
einen Einfluss von geringen chronischen Konzentrationen von NP auf E2-Level und die
Energichomoostase im Reproduktionssystem weiblicher Ratten und Miuse aufzeigen (Di et
al., 2018; Patino-Garcia et al., 2018). Minnliche Ratten, die neonatal mit E2 oder 500
mg/kg/KG/Tag NP behandelt wurden, zeigten Auffilligkeiten bei der Keimzellentwicklung,
jedoch keine Verdanderungen in ihrer Reproduktionsfahigkeit (Nagao et al., 2000). Ergebnis all
dieser vielfdltigen Testverfahren ist die Erkenntnis, dass NP die Fahigkeit besitzen, an
Progesteronrezeptoren und ER mit ihren Subtypen ERa und ERP und membrangebundenen
ER (G protein-coupled receptor 30 - GPR30) zu binden, diese in kompetitiver Weise zu
hemmen oder zu transaktivieren (Sato et al., 2002). Dabei kdnnen sie eine rezeptorvermittelte
Wirkung haben, die Aktivitit des Rezeptors, der natiirlichen Hormone oder deren Abbau
verdndern. Die relative Potenz von NP genormt auf E2 liegt hierbei je nach Organismus
zwischen 10 und 10 (Jobling & Sumpter, 1993; Sonnenschein et al., 1995), wobei sie mit
einer hoheren Affinitdt an den ERP binden (Gutendorf & Westendorf, 2001). Das bislang
potenteste Isomer, welches im Yeast-Screen untersucht wurde, war NP93 mit einer
Ostrogenitit, die nur 1690-fach geringer ausfiel als die des natiirlichen Hormons und ungefihr
doppelt so hoch wie die des technischen Gemisches. Obschon man die dstrogene Wirkung
aufgrund der unterschiedlichsten Isomeren-Zusammensetzungen in NP-Gemischen nicht
pauschalisieren kann, ldsst sich also konstatieren, dass NP eine 0strogene Aktivitit aufweisen,

die ca. 1/1000 bis 1/10.000-mal geringer ist als die des natiirlichen E2. Jedoch wurden im
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menschlichen Blutplasma NP-Maximalkonzentrationen von bis zu 1250 nM (Chen et al.,
2005) und im Serum 68,84 nM (Tan & Ali Mohd, 2003) gefunden. Die Konzentrationen an
E2 im Blut hingegen liegen nur zwischen 0,08 nM und 0,55 nM je nach Alter und Geschlecht
(Ho et al., 1987), also um den Faktor 10 bis 100 niedriger. Dies bedeutet, dass trotz der
geringeren biologischen Aktivitdt von NP aufgrund ihrer hoheren Konzentration im Blut mit
einer Wirkung auf das steroidale System zu rechnen ist. Unterschiede im 6strogenen Potenzial
verschiedener NP-Isomere liegen dabei in ihrer chemischen Struktur. Die Alkylseitenkette
und Anzahl der Kohlenstoffatome (C4-6) spielen dabei genauso eine Rolle wie die Art der
Verzweigungen. Ein hoher Verzweigungsgrad an 8- und y-Kohlenstoffatomen, nicht jedoch an
o-Kohlenstoffatomen, erhohen die Ostrogenitit, wohingegen Isomere mit nur einem a-
Substituenten ein geringeres Ostrogenes Potenzial aufweisen (Gabriel et al., 2008; Shioji et
al., 2006; Zhang et al., 2009a). Die einzelnen Isomere zeigten im E-Screen unterschiedliche
Ostrogene Aktivitdit genormt auf E2 (Preuss et al, 2006), konnten das mRNA-
Expressionslevel von ER und Progesteronrezeptor erhohen und das mRNA-Expressionslevel
des Androgenrezeptors verringern (Liu ef al., 2016). Weiterhin inhibierten NP-Isomere die
Testosteronfreisetzung von Leydig-Zellen {iber einen noch unbekannten Mechanismus (Ying
et al., 2012). Die spezifische Aktivitit der Isomere kann mit Unterschieden in ihrer
Rezeptoraftinitdt, Rezeptoraktivierung oder Aktivierung/Deaktivierung von nicht-Rezeptor
mediierten Seitenwegen der Reportergen-Translation zusammenhéngen (Preuss ef al., 2010).
Im technischen Gemisch konnten somit auch noch nicht identifizierte Isomere oder
Minorkomponenten unterschiedliche Signalwege anstoen, so dass Isomer-spezifische
Untersuchungen essentiell sind. Insgesamt gibt es vier verschiedene Wege, iiber die Ostrogene
wirken kénnen. Eine einfache schematische Darstellung der Ostrogensignalwege und der
Wirkungen von NP findet sich in Abbildung 3. Beim klassischen, direkten genomischen
Signalweg bewirkt die Bindung des E2 an die Rezeptoren ERa und ERf im Cytoplasma der
Zielzellen eine Konformationsdnderung. Diese ermdglicht die Dimerisierung des Rezeptors,
die Translokation in den Zellkern und die Bindung an das Ostrogen-Response-Element
(ERE), welches in der Nédhe von oder auf der Promotorregion des Zielgens liegt. Die Bindung
des Liganden an den Rezeptor fordert daneben auch die Rekrutierung verschiedener Co-
Regulatoren in einen Komplex, der die Chromatinstruktur auflockert sowie die Rekrutierung
der RNA Polymerase-II Transkriptionsmaschinerie. In diesem Fall agiert der Ostrogen-ER-

Komplex als transkriptioneller Aktivator der Genexpression (Vrtacnik et al., 2014).
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Abbildung 3: Die Signaltransduktion von E2 und NP als endokriner Disruptor (eigene Darstellung)

Der klassische genomische Signalweg des Ostrogens hat verschiedene Zwischenschritte, welche die Bildung des
Ostrogenrezeptor-Ostrogen-Komplexes (ER-E), Rezeptordimerisierung, Translokation in den Zellkern und
Bindung an das Ostrogenresponse-Element (ERE) beinhalten, was schlieBlich zu regulatorischen Anderungen
der Transkription fiihrt. Der ER-E kann iber den indirekten genomischen Signalweg ebenfalls an
Promotorregionen binden, die kein ERE tragen. Hier assoziieren zusitzlich Transkriptionsfaktoren (TF) wie
P300, das TATA-Bindeprotein (TBP) und die DNA-abhéngige RNA-Polymerase II (RNA Pol II). Eine weitere
Signalkaskade des Ostrogens verlduft iiber die Interaktion membrangebundener ER mit anderen Rezeptortypen
und vermittelt schnelle, nicht genomische Signalantworten. E2 bindet hierbei an den G-Protein gekoppelten
Rezeptor (GPR30), welcher seinerseits sowohl die Adenylatcyclase mit cAMP als 2™ Messenger, als auch die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) aktiviert. Die Transaktivierung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) fiihrt zur
Bindung der Adapterproteine GRB2 und Src sowie Assoziation von SOS, so dass das kleine G-Protein Ras
aktiviert werden kann, welches die MAP-Kinase-Kaskade initiiert. Die Bindung von Ras an Raf verdndert
dessen Struktur, worauf die Proteinkinase andere Proteine, wie die MEKs, phosphoryliert. Durch MEKs werden
dann wiederum extrazelluldr Signal-regulierte Kinasen (ERKs) aktiviert. Die Phosphorylierung von Serin- und
Tyrosinresten durch die Proteinkinasen A (PKA) oder ERK-Kinase sowie andere extrazelluldre Signale, wie
Wachstumsfaktoren oder NP, konnen auch eine Liganden-unabhéngige Aktivierung der ER nach sich ziehen. Das
NP vermittelt iiber seine Bindung an ER diverse Signalwege. AKT — Proteinkinase B; CREB — cAMP response
element binding protein; NP — Nonylphenol; P — Phosphat

12



Einleitung

Beim indirekten genomischen Signalweg kann E2 auch die Expression von Genen
hervorrufen, die kein ERE in ihrer Promotorregion tragen. In diesem Fall binden die Ligand-
aktivierten ER die DNA nicht direkt, sondern durch Protein-Proteininteraktionen mit anderen

Klassen von Transkriptionsfaktoren (Vrtacnik et al., 2014).

Es ist jedoch bereits lange bekannt, dass einige Ostrogen-induzierte Anderungen zu rasch von
statten gehen, als dass sie mit der Transkription von Zielgenen und anschlieBender
Proteinbiosynthese assoziiert sein kdnnen. Eine weitere Signalkaskade des Ostrogens verlduft
iiber den membrangebundenen ER-Signalweg. Dieser fithrt vor allem zu kurzfristigen
Regulationen innerhalb der Zelle, da er die Generierung des 2™ Messengers cAMP (cyclisches
Adenosinmonophosphat) iiber die Aktivierung der Adenylatcyclase (Aronica et al., 1994),
einen Anstieg von intrazelluldrem Ca* (Beeler & Gable, 1993; Falkenstein et al., 1999) und
Aktivierung des Inositoltriphosphats (Le Mellay et al., 1997) nach Bindung des E2 an den
membrangebundenen ER veranlasst. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Bindung
ebenfalls die schnelle Aktivierung der extrazelluldr Signal-regulierten Kinasen 1 und 2
(ERK1/2 - extracellular signal-regulated kinase) (Migliaccio et al., 1996), Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K) und Proteinkinase AKT hervorruft (Haynes et al, 2000). GPR30 als 7-
Transmembranhelix-Rezeptor vermittelt somit Wachstumfaktor-dhnliche Effekte. Es wird
dabei vermutet, dass die Bindung von E2 an nukledre ER diese auch dazu veranlasst, an der
Plasmamembran durch Protein-Protein-Interaktionen mit verschiedenen Rezeptortypen wie
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und Glutamatrezeptoren zu interagieren und diese zu aktivieren.
Die Konzentrationen, die zur Auslosung eines Effekts bendtigt werden, sind hierbei
vermutlich hoéher, als bei der Aktivierung des genomischen Signalwegs. In lipidreicher
Gehirnumgebung kann Ostradiol gespeichert und langsam freigesetzt werden und Testosteron
kann lokal aromatisiert werden, wodurch die lokale Ostradiolkonzentration in einen Bereich
gebracht wird, der verschiedene Membran-ER-Prozesse stimuliert (Micevych et al., 2008).
Dies kann auch durch hohe Konzentrationen an Ostrogenwirksamen Substanzen wie NP
ausgelost werden. Neben genomischem und nicht-genomischem Signalweg konnen ER auch
in Abwesenheit von E2 aktiviert werden. Die Phosphorylierung von Serin- und Tyrosinresten
durch die Proteinkinasen A (PKA) oder C (PKC) sowie andere extrazelluldre Signale, wie
Wachstumsfaktoren oder NP, konnen auch eine Liganden-unabhingige Aktivierung der ER
nach sich ziehen (Vrta¢nik et al., 2014). Die molekularen Mechanismen, die dem Ostrogen-
Signalweg unterliegen, sind somit sehr vielfdltig und hingen durch die Involvierung diverser

stromabwirts oder aufwirts liegender Transduktionswege und -molekiile von einer groflen
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Anzahl von Zustinden innerhalb der Zelle ab, was auf einen Zelltyp-spezifischen
Mechanismus schlieBen ldsst. Dieselben Zielgene konnen also sowohl durch den
genomischen, als auch nicht-genomischen und Ligand-unabhéngigen Mechanismus aktiviert
werden. Daneben konnen ein und dieselben Promotorsequenzen sowohl ERE tragen, als auch
Response-Elemente, die mit anderen Transkriptionsfaktoren assoziiert sind. Die endgiiltige
Genantwort hdngt also von verschiedenen Faktoren ab, welche die Kombination von
Transkriptionsfaktoren auf den Promotoren, Expressionslevel und zelluldre Lokalisation aller
drei ER, deren zahlreiche Co-Regulatoren und Signalwegkomponenten und den jeweiligen
Stimulus beinhalten (Marino et al., 2006). Die Wirkungen, die durch NP hervorgerufen
werden kOnnen, miissen also im zelluliren Kontext betrachtet werden und kénnen sich
sowohl gegenseitig autheben, als auch verstirken oder iiberlagern. Es konnen sich Effekte in
Proliferation, Zelliiberleben und -differenzierung, jedoch auch Eigenschaften wie verdnderte

Migration und Adhision durch NP-Exposition manifestieren.

1.6 Neurotoxische Effekte von NP

Von besonderer Bedeutung fiir die Interpretation der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist
die Fragestellung, ob NP in der Lage sind ihre Wirkungen unmittelbar im Gehirn zu
vermitteln. Die Blut-Hirn-Schranke (BBB - blood-brain barrier), welche aus Endothelzellen
und Astrocyten besteht, die Kapillaren und Venolen im Gehirn undurchlissig auskleiden, dient
normalerweise als Schutz vor dem Eindringen schédlicher Substanzen aus dem Blut in das
Gehirn. NP sind jedoch in der Lage diese BBB zu iiberwinden (Arukwe et al., 2000; Doerge
et al., 2002). Geens et al. detektierten sehr geringe Konzentrationen von 4-n-NP in
menschlichen Gehirnproben (0,04 nM), allerdings ist hier zu beachten, dass die lineare Form
der NP in den meisten Mixturen nur in geringen Konzentrationen vorkommt (Calafat et al.,
2005; Geens et al., 2012) und aus diesem Grund die tatsichliche Konzentration im
menschlichen Gehirn aufgrund der Datenlage unterschitzt werden konnte. In einer Studie von
Kazemi et al. wurden Ratten 0,2 mg/kg oder 2 mg/kg NP fiir 36 Tage oral appliziert. Die
HPLC- (high performance liquid chromatography) Analyse zeigte, dass besonders hohe
Konzentrationen in der Amygdala und im Hippocampus akkumulierten (Kazemi et al., 2018).
Sofern davon auszugehen ist, dass das NP seine Wirkungen im Gehirn durch Interaktion mit
dem steroidalen System vermittelt, miissen auch die entsprechenden ER dort zu finden sein.
Im Gehirngewebe ist in der Tat eine besonders hohe Expression von ERf zu beobachten, an

den das NP in Bindungsassays mit erhohter Affinitdt band (Kuiper et al, 1997). Die
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Studienlage zeigt, dass Metabolite von NP in der Lage sind, mit dem Nervensystem zu
interagieren (Couderc et al., 2014; Jie et al., 2010; Jie et al., 2013a) und die kognitive
Funktion zu beeinflussen (Kawaguchi et al., 2015a; Kazemi et al., 2018; Kudo et al., 2004;
Lin et al, 2017; Litwa et al., 2014, 2016; Mao et al., 2011). Yokosuka und Kollegen
beobachteten, dass NP einen Einfluss auf die Entwicklung von Synapsen und Dendriten
hatten. Geringere Konzentrationen erhdhten dabei Regionen MAP2- (microtubuli-associated
protein 2) und Synapsin I-positiver Zellen, wohingegen hohe Konzentrationen diese in der
Immunfluoreszenz reduzierten. NP hatten dabei auch dhnliche Auswirkungen auf Gliazellen
wie E2 (Yokosuka et al., 2008). Jie et al. konnten zeigen, dass das mRNA-Expressionslevel
des sauren Gliafaserproteins (GFAP - glial fibrillary acidic protein) und GFAP-positive Zellen
des Hippocampus in der Immunfluoreszenz unter dem Einfluss von NP anstiegen (Jie ef al.,
2016). Auch andere Arbeitsgruppen wiesen einen Einfluss von NP auf verschiedene neuronale
Zelltypen nach. In PC12-Zellen wurde durch NP das Neurotrophin-mediierte Auswachsen von
Neuriten gehemmt (Bevan et al, 2006) und die neuronale Differenzierung reduziert
(Nishimura et al., 2014). Kein Einfluss von NP wurde jedoch auf die Morphologie und das
Dendritenwachstum von Purkinje-Zellen festgestellt (Shikimi et al., 2004), jedoch wurde das
Auswachsen MAP2-positiver Zellfortsidtze hippocampaler Neuronen gehemmt (Matsunaga et
al., 2010). In einem Modell mit Hithnerembryos untersuchten Forscher in ovo die Neuronen
mittels Elektronenmikroskopie. Sie detektierten Schiden an Mitochondrien-, Plasma- und
Nucleusmembran der sich entwickelnden Neuronen. Die NP-behandelten Hiihnerneuronen
hatten unregelméBige Zelloberflachen mit Pseudopodien, Zellschrumpfung und Durchbriichen
der Plasmamembran (Pretorius ef al., 2006). Dies wurde mit apoptotischen Prozessen in
Zusammenhang gebracht, was auch andere Studien, in denen die Aktivitit der Caspase-3 und
der Untergang von Neuronen untersucht wurden, auf die neurotoxischen Effekte des NP
zuriickfiihren (Aoki ef al., 2004; Choi et al., 2014; Huang et al., 2016; Li et al., 2018; Litwa
et al., 2014; Liu et al., 2015; Mao et al., 2008). In Tierstudien mit Nagetieren konnte bereits
eine positive Assoziation zwischen der Zufuhr von NP und der Lern- und Gedéchtniskapazitat
aufgezeichnet werden, auch wenn die Ergebnisse kontrovers sind. Eine orale Gabe von NP
durch Anreicherung des Futters mit 50, 100 oder 200 mg/kg/Tag (= 4,5; 9; 200 uM NP) hatte
kognitive Beeintrdchtigungen maénnlicher Méuse zur Folge, Weibchen blieben ohne
Veranderungen in den eingesetzten Verhaltenstests (Mao et al., 2011). Die Exposition anderer
Nagetiere (Sprague-Dawley Ratten) mit geringen Dosen NP (0,5 und 5 mg/kg KG/Tag = 0,7,
7 uM NP) fiihrte zu einer leichten Verschlechterung im rdumlichen Lernen und der

Gedéichtnisleistung im Labyrinth-Test bei Kawaguchi et al. (Kawaguchi et al., 2015a) und
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dies sowohl bei minnlichen, als auch weiblichen Ratten. Weibchen zeigten zudem
Anderungen im emotional- sowie Angst-motivierten Lernen. Dieselbe Arbeitsgruppe
untersuche zusitzlich, wie sich NP bei den Nachkommen der exponierten Weibchen
auswirkten. Ménnchen der F1-Generation zeigten nach Exposition der Miitter mit 1 bzw. 10
mgkg KG/Tag (= 1,4; 14 pM NP) iiberraschenderweise eine Verbesserung der
Gedédchtnisfunktion und rdumlichen Orientierung im Labyrinth-Test, alle anderen Testsysteme
bliecben ohne Unterschied zwischen exponierten und nicht-exponierten Muttertieren
(Kawaguchi et al., 2015b). Auch eine weitere Arbeitsgruppe konnte keinen Einfluss auf das
Verhalten der F1-Generation im Morris-Water-Maze Test nachweisen (Flynn et al., 2002),
dieser Effekt war unabhingig vom Alter der Ratten. Alle anderen Studien an den
Nachkommen von Sprague-Dawley Ratten, deren Miitter mit NP gefiittert wurden, konnten
jedoch deutliche Storungen der neuronalen Verhaltensentwicklung feststellen. Bei Jie et al.
zeigten Ratten ein gestortes Angstverhalten, andere Vermeidungsreflexe und schlechtere
Leistung im Morris-Water-Maze Test, sofern ihre Miitter mit NP exponiert und sie somit
transplazental mit der Chemikalie in Kontakt kamen (Jie et al, 2013b). Ab einer
Konzentration von 50 mg/kg/Tag (= 68 uM NP) prinatal und gestational wiesen auch
Couderc et al. Anderungen in verschiedenen Verhaltenstests bei Ratten nach. Im Open Field
Test und Morris-Water-Maze Test waren zunidchst nur weibliche Nachkommen betroffen,
wobei Ménnchen nach langerer Zeit ebenfalls Anzeichen von Hyperaktivitét zeigten (Couderc
et al., 2014). Eine aktuelle Studie aus dem Jahre 2018 assoziierte die Konzentration von NP in
verschiedenen Gehirnbereichen erwachsener Ratten mit dem Auftreten von kognitiven
Beeintrachtigungen im rdumlichen Lernen und der Gedichtniskonsolidierung. Eine Gabe von

2 mg/kg fiithrte zusdtzlich zu erhohtem Angstverhalten der Tiere (Kazemi et al., 2018).

Eine Studie an Zebrafischen zeigte auf, dass die Exposition mit NP zu einer Stérung im
zielgerichteten ~Schwimmverhalten und erhohtem Aggressionsverhalten ménnlicher
Zebrafische fiihrt (Xia et al., 2010). Auch Fraser et al. zeigten verdndertes Verhalten bei
Zebrafischen nach Exposition der Embryos mit NP, dieses relativierte sich jedoch bereits 96
Stunden nach Fertilisation wieder, was auf eine kompensatorische Féhigkeit der Fische

hindeutet (Fraser et al., 2017).

Die Gedichtnisleistung ist mit der Anpassung synaptischer Verbindungen assoziiert. Dabei
wird das Kurzzeitgedidchtnis durch eine Stirkung oder Schwéichung synaptischer Kontakte
ausgebildet, wihrend sich beim Langzeitgeddchtnis neue Verbindungen kniipfen oder

bestehende gehemmt werden (Kandel 2011). Dies wird im Folgenden néher erldutert.
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1.7 Synaptische Plastizitit und Lernen

Synaptische Plastizitit meint eine aktivitdtsabhidngige Modifikation der Stirke oder
Wirksamkeit synaptischer Ubertragung bei bereits bestehenden Synapsen. Seit iiber einem
Jahrhundert wird ihr eine zentrale Rolle bei der Fihigkeit des Gehirns zugesprochen,
voriibergehende Erlebnisse in die persistente Erinnerungsspur einzubauen. Dabei sind zwei
Arten von synaptischer Plastizitidt bekannt. Die Kurzzeitplastizitdt moduliert die Stirke von
Synapsen in Milliseskunden bis Sekunden. Eine Anderung der prisynaptischen
Calciumkonzentration vermittelt eine Verstirkung oder Verringerung der synaptischen
Ubertragungen, je nach Aktivititslevel des prisynaptischen Neurons (Zucker & Regehr,
2002). Langfristige Anderungen der Synapsenstirke werden durch einen Calciumeinstrom in
postsynaptische Neuronen vermittelt Die Langzeitplastizitit fiihrt zu Anderungen der
synaptischen Ubertragungsstirke von Stunden, Tagen oder linger und formt die Basis fiir
Geddchtnis und Lernen (Hebb, 1949). Man nimmt an, dass synaptische Plastizitit eine
Schliisselrolle in der frithen Entwicklung neuronaler Schaltkreise spielt und es gibt Evidenz,
dass  Beeintrdchtigungen  synaptischer  Plastizitdtsmechanismen  zu  bekannten
neuropsychiatrischen Erkrankungen beitragen (Citri & Malenka, 2008). Da die
gedichtnisbezogene synaptische Plastizitit durch E2 moduliert wird, ist es mdglich, dass oral
verabreichte Ostrogenartige EDCs (z. B. geringe Dosen von Umweltchemikalien wie NP)

auch die synaptische Plastizitét beeinflussen koénnen.

Bislang gibt es nur zwei Studien, welche den direkten Einfluss von NP auf die
Langzeitpotenzierung (LTP — long term potentiation) bzw. Langzeitdepression (LTD — long
term depression) in verschiedenen Bereichen des Hippocampus untersuchten (Li ef al., 2019;
Ogiue-lkeda et al., 2008). Die Perfusion von adulten Ratten mit 100 nM NP fiihrte demnach
zu einer 10 %-igen Verringerung der LTD in der CA1-Region (Cornu Ammonis), jedoch zu
10 %-iger Erhohung der LTD in der CA3-Region und dem Gyrus dentatus (DG). Dieses
Ergebnis zeigte genau den gegenteiligen Effekt einer Perfusion mit Ostrogen (Ogiue-Ikeda et
al., 2008). Li et al. behandelten Muttertiere wihrend der Schwangerschaft und Stillzeit mit
NP, um die Auswirkungen auf das Lernen und das Gedichtnis ihrer Nachkommen zu
untersuchen. Die elektrophysiologischen Aufzeichnungen wurden anschlieBend im
Hippocampus der Neugeborenen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass die miitterliche
NP-Exposition zu einer schlechten Leistung der Nachkommen im Morris-Water-Maze Test
und insbesondere zu einer Beeintrdchtigung der LTP fiihrte (Li et al., 2019). Es kann

postuliert werden, dass eine Langzeitexposition mit NP in geringen Konzentrationen oder eine

17



Einleitung

akute hohe Exposition zu Anderungen in der Speicherung von Gedichtnisinhalten fithren
konnen. Die Datenlage ist jedoch sehr unzureichend, so dass weitere funktionelle

Untersuchungen in diesem Bereich folgen miissen.

1.8 In vitro und in vivo Modellsysteme

1.8.1 B35-Neuroblastomzellen und Kulturen von Kleinhirnneuronen

Die B35-Neuroblastomzellinie stellt ein gut etabliertes Modell des zentralen Nervensystems
fiir in vitro Versuche dar und wurde aus Nitrosoethylurea-induzierten Tumoren neugeborener
Ratten isoliert. Zellen reagieren auf die Entfernung von Serum und die Anwesenheit von
cAMP mit schnell auswachsenden Neuriten (Diestel et al., 2007; Schubert et al., 1974),
wodurch die Differenzierung eingeleitet wird. B35-Zellen eignen sich besonders gut zur
molekularen Analyse von Signalwegen, die Neuritogenese beinhalten (Otey et al., 2003). Des

Weiteren stellen B35-Neuroblastomzellen ein gutes Modell fiir kortikale Zellen dar.

Kleinhirnneuronen werden hiufig als Modellsystem fiir die Untersuchung von neuronaler
Entwicklung sowie der Analyse von Mechanismen der Synaptogenese herangezogen.
Zusitzlich entwickeln sie, in vitro geziichtet, Eigenschaften von reifen Kleinhirnneuronen, die
ansonsten nur in vivo beobachtet werden, wie beispielsweise ein ausgedehntes neuritisches

Netzwerk (Kraemer & Minichiello, 2010).

1.8.2 Zebrabarblinge (Danio rerio)

Fische reagieren besonders sensibel in Bezug auf Umweltgifte. Verschiedene Arten zeigten
teratogene, toxische und Verhaltenseffekte bei Kontakt mit NP. Vor allem der japanische
Reisfisch (Medaka) entwickelt bei Exposition mit 453 nM NP nur noch 20 % ménnliche
Fischnachkommen (Gray & Metcalfe, 1997), was die dstrogenen Wirkungen der Chemikalie
in eindrucksvoller Weise dokumentiert. Der Zebrafisch hat mittlerweile einen festen Platz in
der biologischen Entwicklungsforschung, in letzter Zeit allerdings auch als Modell fiir
Humanerkrankungen, eingenommen (Amatruda & Patton, 2008; Newman et al., 2011). Mit
seiner Hilfe lassen sich kognitive Dissonanzen auf einfache Weise darstellen. Abbildung 4
zeigt einen drei Tage alten Zebrafisch und die Regionen, welche fiir die Untersuchungen der

vorliegenden Arbeit von Interesse sind.
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Abbildung 4: Der Zebrafisch (Danio rerio) als Modellorganismus (eigene Darstellung)

Die rote Markierung zeigt die Region des Riickenmarks eines drei Tage alten Embryos, die fiir weitere
Untersuchungen von Interesse ist.

Zebrafische durchlaufen in der ersten Phase ihrer Entwicklung spezifische Stadien. Diese
werden bezeichnet als Zygote, Spaltung, Blastula, Gastrula, Segmentierung, Pharyngula und
Schliipf-Phase. Nach 24 Stunden beginnt sich hierbei die Korperachse liber den Dottersack zu
strecken und nach 48 Stunden entwickeln sich die Organe, wobei das Schliipfen asynchron
verldauft. Im frithen Larvenstadium nach 72 Stunden beginnen die Fische mit der
Futteraufnahme und zeigen aktives Vermeidungsverhalten (Kimmel et al., 1995). In diesem
Stadium haben sie bereits ihre komplette Morphogenese durchlaufen, beginnen zu
schwimmen und die Augen zu bewegen. Entwicklungsprozesse konnen mit diesem
Organismus prizise und zuverldssig liberwacht werden, indem transgene Fischlinien mit
spezifischen fluoreszierenden Proteinen unter Einsatz von Lebendmikroskopie untersucht
werden. Die Embryonen entwickeln sich auflerhalb des Mutterleibs, sind klein, in hoher Zahl
verfligbar und durchsichtig. Aus diesem Grund eignen sie sich besonders fiir die
Untersuchung dynamischer Prozesse wie Zellmigration, fiir pharmakologische Screenings im
Hochdurchsatz und genetische Untersuchungen, einschlielich Untersuchungen von Myelin-

assoziierten Genen und verdnderter Myelinisierung (Haffter & Nuesslein-Volhard, 1996).

1.9 Die transgenen Fischlinien Tg(Olig2:eGFP) und Tg(CldnK(cyto):eGFP)

Die Myelinisierung von Axonen durch Oligodendrocyten im zentralen Nervensystem (ZNS)
und Schwann Zellen im peripheren Nervensystem (PNS) fiihrt zur schnellen, saltatorischen
Erregungsleitung von Aktionspotentialen an den Ranvier’schen Schniirringen (Sherman &
Brophy, 2005). Im Zebrafisch wurden bereits einige myelinisierende Proteine charakterisiert.
Oligodendrocyten, die myelinisierenden Zellen des ZNS, entspringen einer spezifischen
Vorlaufer-Region (pMN region — primary motor neuron region) im ventralen Riickenmark (Lu

et al., 2000). Dort regulieren Hedgehog Signalwege die Expression notwendiger
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Transkriptionsfaktoren, einschlielich Olig2 (oligodendrocyte transcription factor), welche an
der Formation von Motorneuronen und reifen Oligodendrocyten beteiligt sind (Lu et al.,
2002; Novitch et al., 2001). Der Gradient von Sonic Hedgehog initiiert dabei das Muster der
Auswanderung, welche in der Formation an festgelegten Positionen der dorsoventralen Achse
des Riickenmarks kulminiert. Olig2 ist ein Protein, welches von unreifen Oligodendrocyten-

Vorlduferzellen (OPCs - oligodendrocyte progenitor cells) exprimiert wird.

Claudine, die zum peripheren Myelin-Protein 22 (PMP22) gehoren, besitzen vier
Transmembrandoménen und sind Bestandteile von Tight Junctions, da sie mit ZO-1 (Zonula
Occludens) co-lokalisieren, welches hierfiir spezifisch ist. Tight Junctions in myelinisierenden
Glia werden auch autotypische Tight Junctions genannt, da sie benachbarte
Myelinmembranen derselben Zellen verbinden. Thre Hauptaufgabe besteht in der Regulation
von parazelluldrer Selektion kleiner Ionen (Findley & Koval, 2009). Claudin K (CldnK), auch
bekannt als Claudin 31, wird von reifen Oligodendrocyten und Schwann Zellen exprimiert,
wobei die Expression bereits zwei Tage nach Fertilisation (dpf - days post fertilization) im
Hinterhirn und rostralen Riickenmark detektiert werden kann. Die Expressionsmuster von
CldnK gehen konform mit der Myelin-spezifischen Expression von Claudin 11 im ZNS und
Claudin 19 im PNS von Saugetieren (Muenzel et al., 2012).

Bei den eingesetzten transgenen Fischlinien sind die Zielproteine mit dem griin-
fluoreszierenden Protein (eGFP — enhanced green fluorescent protein) fusioniert. Mithilfe des
Reporters kann die Proliferation, dorsale Wanderung und Reifung von OPCs und

Oligodendrocyten liberwacht werden.
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2 Zielsetzung

Erste Ergebnisse aus Vorarbeiten deuten darauf hin, dass NP in noch geringeren
Konzentrationen auf entwicklungsabhédngige Prozesse des Nervensystems wirken als bisher
beschrieben wurde. NP-Eintrige aus der Umwelt konnen so nach Akkumulation in
fettreichem Gewebe zu langfristigen Auswirkungen auf die Gedédchtniskonsolidierung fiihren.
Die Manifestation neuropsychologischer Erkrankungen durch ein Zusammenspiel
verschiedener endokriner Disruptoren in Kombination mit dem physiologischen
Alterungsprozess des Gehirns ist also durchaus moglich. In der vorliegenden Arbeit sollen
zundchst NP-Konzentrationen identifiziert werden, die Effekte auf verschiedene
Zellparameter in der Entwicklungsphase des Nervensystems nach sich ziehen. Weiterhin
werden die zugrundeliegenden Mechanismen der NP adressiert. Eine Isomer-spezifische
Analyse ist wichtig, um schlussendlich ggf. auch Grenzwerte innerhalb der EU anpassen zu
konnen. Im Einzelnen sollen in der vorliegenden Arbeit verschiedene Teilaspekte untersucht

werden:

Mithilfe der B35-Neuroblastomzelllinie wird in vitro das toxische Potenzial der NP
abgeschitzt. Es folgen deskriptive Untersuchungen zum Einfluss von NP auf verschiedene
Zellcharakteristika, die mit neuronalen Eigenschaften in vitro und in vivo assoziiert sind
(Proliferation, Migration, Adhésion, Cytoskelett). Der Grad der Zelldifferenzierung unter
Anwesenheit von NP wird anhand der Lidnge der Neuriten und deren Verzweigungsgrad
abgeschitzt. Eine Verifizierung wird anschlieBend mithilfe von murinen Primérneuronen
vorgenommen. Da Synaptogenese im adulten Gehirn wichtig fir Lernen und
Gedidchtnisprozesse ist, werden anschlieBend die Effekte von NP auf die Bildung synaptischer

Kontakte in vitro in immunochemischen Analysen untersucht.

Zur weiteren Charakterisierung der NP-Wirkung auf das Auswachsen von B35-Zellfortsatze
in vitro, wird auf die isolierten NP-Isomere NP65, NP111 und NP112 zuriickgegriffen, die
hinsichtlich ihrer spezifischen Ostrogenitit untersucht werden. Hierbei wird es von
besonderer Wichtigkeit sein, ob manche Isomere stirkere oder schwichere Auswirkungen auf

die Neuritogenese haben werden.

Da o6strogendhnliche Wirkungen der NP durch die Aktivierung verschiedener
Signaltransduktionswege hervorgerufen werden konnen, wird der zugrunde liegende

molekulare Mechanismus adressiert. Die Effekte von NP werden mithilfe der Aktivitiat der
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ERK1/2 Kinase, einem Bestandteil des Membran-gekoppelten GPR30, der im nicht-

genomischen Ostrogensignalweg eine Rolle spielt, abgeschiitzt.

Zur Analyse der Auswirkungen von NP auf das Nervensystem in vivo, wird der Zebrafisch als
Modellorganismus herangezogen. Dazu erfolgt die Sichtbarmachung myelinisierender
Zellpopulationen in transgenen Fischlinien durch die Fusion mit dem fluoreszierenden Protein
eGFP. Die Anzahl dorsal migrierender Olig2- und CldnK-positiver Zellen gibt Aufschluss
iiber die entwicklungsabhédngige Differenzierung des ZNS. Sagittalschnitte der Zebrafische

charakterisieren zusétzlich Bereiche erhdhter Proliferation und Apoptose.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Es wurden nur Chemikalien mit dem Reinheitsgrad pro analysi oder hoher verwendet.

Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalien

Hersteller/Bezugsquelle

1-B-D-Arabinofuranosylcytosin
(AraC)

Sigma-Aldrich, Steinheim

1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyaninperchlorat
(Dil)

Molecular Probes, Eugene
(USA)

2-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

2-Propanol

Carl Roth, Karlsruhe

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonséure
(HEPES)

Serva, Heidelberg

Acti-stain™ 488 Phalloidin

Cytoskeleton, Denver (USA)

Agarose UltraPure™

Invitrogen Braunschweig

Ammoniumperoxodisulfat
(APS)

Merck, Darmstadt

Autoradiography GBX Entwickler Carestream® Kodak®

Sigma-Aldrich, Steinheim

Autoradiography GBX Fixierer Carestream® Kodak®

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bovines Serumalbumin
(BSA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, - 2 H,0)

Merck, Darmstadt

Calciumnitrat-Tetrahydrat (Ca(NOs), - 4H,0O

Carl Roth, Karlsruhe

Crystal Violet Sigma-Aldrich, Steinheim
D-Glucose Sigma-Aldrich, Steinheim
Dibutyryl cyclo-AMP Sigma-Aldrich, Taufkirchen
(db cAMP)

Dimethylsulfoxid AppliChem, Darmstadt
(DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat (Na,HPO, - 12 H,0)

AppliChem, Darmstadt

Direct Blue 71

Sigma-Aldrich, Steinheim

Dulbecco’s Modified Eagle Medium high glucose GlutaMAX
(4,5 g/L) Gibco®

ThermoFischer, Braunschweig

(DMEM-HG)

DNAse | Sigma-Aldrich, Steinheim
Essigsdure, 100 % Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol VWR BDH Prolabo, Darmstadt
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Ethylendiamintetraessigséure

Merck, Darmstadt

(EDTA)

Ethyl-3-Aminobenzoatmethansulfonat Sigma-Aldrich, Steinheim
(MS-222)

Fetales Kilberserum Biochrom, Berlin

(FCS) Biowest, Nuaillé (Frankreich)
Formaldehydlésung (37 %) AppliChem, Darmstadt
Glycerol Carl Roth, Karsruhe

Glycin AppliChem, Darmstadt
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich, Steinheim
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt

Kaliumhydrogenphosphat (KH,POy)

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, - 6 H,0)

Fluka Chemie, Buchs

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO, - 7 H,0)

Merck, Darmstadt

Methanol

Carl Roth, Karlsruhe

Methylenblau Merck, Darmstadt
Milchpulver (Blotting grade pulver), fettarm Carl Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid (NaCl) Chemsolute®, Renningen
Natriumdodecylsulfat Carl Roth, Karlsruhe

(SDS)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;) Merck, Darmstadt
Natronlauge (NaOH) JT Baker®, Griesheim

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin Acros Organics/ThermoFisher,
(TEMED) Braunschweig

Nonylphenol-Gemisch

Fluka Chemie, Buchs

N-Phenylthiourea
(PTU)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Opti-MEM® Reduced Serum Medium Gibco®

ThermoFischer, Braunschweig

Paraformaldehyd
(PFA)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Penicillin-Streptomycin 100x (10.000 I.U. Pen; 10.000 pg/mL
Strep) Gibco®

(P/S)

GE Healthcare, Freiburg
Lonza, Koln

PermaFluor™ Aqueous Mounting Medium

ThermoFisher, Braunschweig

Pferdeserum ¢. ¢. pro, Oberdorla

(HS)

Phenolrot Merck, Darmstadt
Phenylmethylsulfonylfluorid c. ¢. pro, Oberdorla
(PMSF)

Poly-L-Lysin, 70 - 150 kDa Sigma-Aldrich, Steinheim
(PLL)
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Ponceau S

Sigma-Aldrich, Steinheim

Radioimmunoprecipitation-Assay Lysepuffer
(RIPA)

¢. ¢. pro, Oberdorla

Verhiltnis 37,5:1)

Rotiphorese® Gel 40 (40 % Acrylamid-Bisacrylamidldsung im

Carl Roth, Karlsruhe

SERVA Blue R

Serva, Heidelberg

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

Merck, Darmstadt

Triton® X-100

Serva, Heidelberg

Trypsin 10x

c. ¢. pro, Oberdorla

Trypsin/EDTA-L6sung (0,5 %/0,2 % w/v in 10x PBS)

Biochrom, Berlin

Tween® 20

Merck, Darmstadt

3.2 Gerite

Tabelle 4: Geriite

Geriite

Hersteller/Bezugsquelle

Blotkammer:
SD Semi Dry Transfer Cell Trans-Blot”

Bio-Rad, Hercules (USA)

CO,-Brutschrank:
CB-150

Binder, Tuttlingen

Elektrische Pipettierhilfe:
Pipetus® Standard

Hirschmann, Eberstadt

ELISA-Reader:
Tirtertek® PLUS MS2 Reader

ICN, Meckenheim

EnSight Multimode Plate Reader

PerkinElmer Cellular Technologies
Germany GmbH, Hamburg

Gelkammer fiir SDS-PAGE:

Mini Protean® II Cell Bio-Rad, Miinchen
Heizblock:
HTB 130 HCL-Haep Labor Consult, Bovenden

Intas ECL und Fluoreszenz Imager

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

Laborgasbrenner:
1 SCS

Gasprofi

WLD-Tec, Gottingen

Magnetriihrer mit Heizplatte:
Variomag® Electronicrithrer Monotherm

HP-Labortechnik GmbH, Oberschleiffheim

Plattformschiittler (wippend):
Duomax 1030
Rocking Platform

Heidolph Instruments, Schwabach
Biometra®, Gottingen

Spannungsquellen:
2301 Macrodrive 1 Power Supply
Power Pack Biometra P25

LKB, Stockholm, Schweden
Analytic Jena A.G., Jena
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pH-Messgerit:
Mettler Toledo FE20/EL20

Mettler, Gieflen

Pipettierhelfer Macro Brand, Wertheim
Reinstwassersystem:

PURELAB flex Veolia Labwater Technologies, Celle
Sterilbank BIO-FLOW GmbH, Meckenheim
Vakuumpumpe:

MZ2C (1,7 m*h) Vacuubrand, Wertheim

Vortexer:

54117 Heidolph Instruments, Schwabach
Reaxtop Heidolph Instruments, Schwabach
Vortex-Genie® 2 G506E Scientific Industries, Bohemia (USA)
Waagen:

B6 Feinwaage Mettler, Ziirich (Schweiz)

440-35N Kern, Balingen

Zahlkammer, Neubauer improved

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim

Zentrifuge:

Labofuge 200, Rotor: Sepatech 3760

Z 36 HK, Rotoren 221.15/221.23 V01/V02
EBA 200

Eppendorf Centrifuge 5415 0318

Heraeus Instruments, Osterode

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen
Hettich GmbH, Tuttlingen

Eppendorf Gerdtebau, Oldenburg

3.3 Mikroskope

Tabelle 5: Mikroskope

Name Equipment Objektiv Bezugsquelle

2-Photonen TriM Plan-Apochromat 20x/1.0 W DIC | LaVision BioTec

Scope I M27 75mm

Leica DM IL Inverser Phasenkontrast 5x, 10x Leica, Wetzlar

Leica DMIRE2 DFC350 FX Kamera, 5x Leica, Wetzlar
Timelapse

Zeiss LSM510 Plan Apochromat, 63x/1.4 Carl Zeiss Microscopy, Jena
konfokale Laser

Zeiss Axiovert 200 | Inverser Phasenkontrast, 5x, 10x, 20x Carl Zeiss Microscopy, Jena
Fluoreszenz

Zeiss Axioplan 2 ApoTome System 20x Carl Zeiss Microscopy, Jena
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3.4 Software

Tabelle 6: Software

Name Hersteller/Bezugsquelle

AxioVision Release 4.8.2 Carl Zeiss Microscopy, Jena

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, San Diego, CA (USA)

Imagel National Institutes of Health (NIH) (open source)

Intas ChemoStar Analysesoftware Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen

FilaQuant Universitdt Rostock, zur Verfligung gestellt von Prof.
Konrad Engel und Dr. Harald Birkholz

Leica FW4000 Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd,
Cambridge (UK)

LMS510 Carl Zeiss Microscopy, Jena

SynPAnal Synaptic Puncta Analyzer Medizinische Hochschule Wisconsin (USA), zur
Verfiigung gestellt von Dr. Eric Danielson

Zeiss KS100 Carl Zeiss Microscopy, Gottingen

3.5 Arbeitsmaterialien

Tabelle 7: Arbeitsmaterialien

Arbeitsmaterialien Hersteller/Bezugsquelle
Chromatographiepapier:
3 mm Chr Whatman™ GE Healthcare, Freiburg
Deckgléser rund, @ 12 mm ThermoFisher, Braunschweig
Kryor6hren Sarstedt, Niimbrecht
Mikroschraubréhren (1,5 ml) Sarstedt, Niimbrecht
Mikrotiterplatten (0,32 cm?):
Corning™ Costar™ 96-Well, schwarz ThermoFisher, Braunschweig
Greiner Bio-One™ 96-Well, transparent Greiner Bio-One, Frickenhausen
Standard U-Form, transparent fiir Diagonal GmbH & Co. KG, Miinster
Proteinkonzentrationsbestimmung
Multiwellplatten:
TC Platte 12 Well (3,8 cm?) Sarstedt, Niimbrecht
BD Falcon™ 12-Well (3,8 cm?) BD Labware, Franklin Lakes (USA)
TC Platte 24 Well (1,82 cm?) Sarstedt, Niimbrecht
Nitrozellulosemembran:
Ambersham™ Protan™ (0,2 pm) GE Healthcare, Freiburg
Hybond™ - ECL (0,2 pm) GE Healthcare, Freiburg
Objekttrager, 76 x 25 x 1 mm Knittel, Braunschweig
Pasteurpipetten aus Glas, 230 mm Brand, Wertheim
Pipetten (diverse Typen) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf;

ThermoFisher, Schwerte;

Labsystems, Engelsbach;
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Hach Lange, Diisseldorf

Pipettenspitzen:
10 pL, 100 pL, 1000 pL

Sarstedt, Niimbrecht

Reagiergefille:
0,5mL; 1,5mL; 2 mL; 15 mL; 50 mL

Sarstedt, Niimbrecht

Rontgenfilme:
LucentBlue X-Ray Film

Advansta, Menlo Park CA (USA)

Serologische Pipetten:
I mL;2mL; 5mL, 10 mL, 25 mL

Sarstedt, Niimbrecht,
Falcon™ ThermoFischer, Braunschweig

Sterilfilter:
Millex™ Syringe Driven Filter Unit

Merck, Bedford (USA)

Zellkulturflaschen:

TC Standard T75 (75 cm®) + T25 (25 cm?)
mit gelbem Beliiftungsdeckel (Cell+)

T75 (75 cm®) mit rotem Deckel

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturschalen:

BD Falcon™ Easy Grip 35 mm (9,6 cm®)
BD Falcon ™ Easy Grip 60 mm (19.5¢cm?)
SUREGrip Standard 100 mm (58 cm?)

BD Labware, Franklin Lakes (USA)
BD Labware, Franklin Lakes (USA)
Sarstedt, Niimbrecht

Zellschaber

Zur Verfiigung gestellt von PD Dr. S. Diestel, IEL,
Universitiat Bonn

Zellschaber fiir den Einmalgebrauch

Sarstedt, Newton (USA)

3.6 Kits und Standards

Tabelle 8: Kits und Standards

Name

Bezugsquelle

Chemilumineszenzldsungen:
SuperSignal™ West Pico + Dura
WesternBright ECL + Quantum

ThermoFisher, Braunschweig
Advansta, Menlo Park CA (USA)

Click-iT® EdU Imaging Kit (Alexa Fluor® 488)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

Kit (MTT)

CytoSelect ™ Cell Viability and Cytotoxicity Assay

Cell Biolabs, San Diego (USA)

DC™ Protein Assay Kit (Bradford)

Bio-Rad, Miinchen

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
PageRuler™ Unstained Protein Ladder

ThermoFisher, Braunschweig
ThermoFisher, Braunschweig
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3.7 Antikorper

Tabelle 9: Primérantikérper

AK — Antikorper; IF — Immunfluoreszenz; WB - Westernblot

(IgG2a)
Ziel: Tubulin-a-1A
Konzentration: 1000 ug/mL

Littleton, CO (USA)

Primiir- Eigenschaften Bezugsquelle Verdiinnungs-
antikorper faktor/
Anwendung
anti-a-Tubulin | Monoklonaler Maus-AK (IgG1) | Developmental Studies 1:1000 in
Ziel: Tubulin-a-1/2/3 Hybridoma Bank Blockierlosung 111
Konzentration: 394 pg/mL (DSHB), owa (USA) (WB)
anti-a-Tubulin | Monoklonaler Ratten-AK Novus Biologicals, 1:200 in

Blockierlosung I
(IF)

anti-p44/42 Polyklonaler Kaninchen-AK Cell Signaling 1:5000 in
MAPK (IgG) Technology, Frankfurt Blockierlosung 111
(Erk1/2) Ziel: Mitogen-aktivierte (WB)
Proteinkinase 3
Konzentration: 84 pg/mL
anti-phospho- | Polyklonaler Kaninchen-AK Cell Signaling 1:3000 in
p44/42 MAPK | (IgG) Technology, Frankfurt Blockierlosung 111
(Erk1/2) Ziel: Mitogen-aktivierte (WB)
Proteinkinase 3, phosphoryliert
an Thr202/Tyr204 (Erk1) oder
Thr185/Tyr187 (Erk2)
Konzentration: 177 pg/mL
anti- Monoklonaler Kaninchen-AK Cell Signaling 1:200 in
Synaptophysin | (IgG) Technology, Frankfurt, Blockierlosung 11
Ziel: Synaptophysin zur Verfugung gestellt von | (IF)
Konzentration: n. a. Daniel Mitoi, LIMES,
Universitit Bonn
Tabelle 10: Sekundirantikorper
AK — Antikorper; IF — Immunfluoreszenz; WB - Westernblot
Sekundir- Eigenschaften Bezugsquelle Verdiinnungs-
antikorper faktor/
Anwendung
anti-rabbit- Cy™3-konjugierter Ziegen-AK | Jackson 1:500 in

Cy™3

gegen Kaninchen IgG
Konzentration: 1,5 mg/mL

ImmunoResearch, Ely
(GB)

Blockierlosung I
(IF)

anti-rabbit- Peroxidase-konjugierter Ziegen- | Jackson 1:10.000 in

POD AK gegen Kaninchen IgG ImmunoResearch, Ely Blockierlosung 111
Konzentration: 0,8 mg/mL (GB) (WB)

anti-mouse- Peroxidase-konjugierter Ziegen- | Jackson 1:20.000 in

POD AK gegen Maus IgG ImmunoResearch, Ely Blockierlosung II1
Konzentration: 0,8 mg/mL (GB) (WB)
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anti-rat- Cy™3-konjugierter Ziegen-AK | Jackson 1:500 in
Cy™3 gegen Ratten IgG ImmunoResearch, Ely Blockierlosung I
Konzentration: 1,5 mg/mL (GB) (IF)
3.8 Biologisches Material
3.8.1 Zelllinien
Tabelle 11: Zelllinie
Name Beschreibung Bezugsquelle
B35 Adhirente Neuroblastom-Zelllinie Zur Verfligung gestellt von Professorin

von Rattus norvegicus (Wanderratte)

Dr. Maness, University of North
Carolina, Chapel Hill (USA)

3.8.2 Primirn

Tabelle 12: Gewebe

curonen

Name Beschreibung Bezugsquelle
Cerebellare Gehirngewebe von Wildtyp C57B/6 | Zur Verfiigung gestellt vom
Neuronen (postnataler Tag 3-4) Méusen Anatomischen Institut der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitét Bonn

3.8.3 Transgene Fischlinien

Tabelle 13: Transge

ne Fischlinien

Name

Beschreibung

Referenz

Tg(claudinK(cyto):eGFP)

Oligodendrocyten und
Schwannzellen.

GFP-Expression in frithen reifen

(Muenzel et al., 2012)

Tg(olig2:eGFP)

GFP-Expression von frithen
Oligodendrocyten und einigen
Motoneuronen-Vorlauferzellen

(Shin et al., 2003)
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3.9 Losungen, Medien und Puffer

Sofern nicht anders angegeben, handelt es sich bei den eingesetzten Losungen, Medien und
Puffer um einfache Konzentrierungen. Der pH-Wert wurde mit HCl und NaOH eingestellt
und alle Losungen mit zweifach destilliertem (bidest.) Wasser angesetzt. Die verwendeten

Reagenzien haben Raumtemperatur (RT), Abweichungen werden gesondert angegeben.

3.9.1 Allgemeine Puffer

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) 10x Losung B 1000x

1,37 M NaCl 7 mM CaCl,

27 mM KCl 5mM MgCl,

81 mM NazHPO4

15 mM KH,PO,

pH 7,2

Tris-gepufferte Salzlosung (TBS) 10x TBST

1,37 M NaCl TBS

02M Tris 0,05 % (v/v) Tween® 20
pH 7,6

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlosung (DPBS)

PBS
0,1 % (v/v) Losung B

3.9.2 Zellkulturmedien und andere Losungen fiir die Zellkultur

Medium fiir B35-Zellen Medium fiir Neuronen
DMEM-HG DMEM-HG
10 % (v/v) FCS 10 % (v/v) HS

1 % (v/v) P/S

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS") 10x HBSS/EDTA

0,54 M KCl HBSS

0,44 mM KH,PO, 5 mM EDTA

13,7M NaCl

0,55M D-Glucose

3,0 mM Phenolrot

pH72-74

(db) cAMP-Stammlosung Medium fiir Zelldifferenzierung
DMSO Opti-MEM®

250 mM (db) cAMP 1 mM (db) cAMP-L&sung
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PLL-Losung fiirB35-Zellen (0,002 %)

H,O bidest.

0,02 mg/mL  PLL

Trypsinierungsreagenz

Trypsin/EDTA-Losung (0,5 %/0,2 % (w/v)) 10x
1:10 in sterilem H,O bidest.

DNAse I-Losung (-20 °C) (0,2 %)

PBS

2 mg/mL DNAse I

Trypsin/DNAse I-Losung (-20 °C) (0,05 %/0,1 %)

DNAse [-Stammldsung
1:1 in Trypsin-Stammldsung

Crystal Violet Firbelosung

H,O bidest
2 % (v/v) Ethanol
0,1 % (w/v)  Crystal Violet

PLL-Losung fiir Neuronen (0,01 %)

H,O bidest

0,1 mg/mL PLL

AraC-Stammlésung

DPBS

4 mM AraC

Trypsin-Lésung (-20 °C) (0,1 %)

Trypsin-Losung 10x (1:250)
1:10 in sterilem H,O bidest.
1:2,5 in sterilem PBS

DNAse I-Losung in DMEM-H (0,05 %)

Medium fiir Neuronen
0,05 % (v/v)  DNAse I-Losung (0,2 %)

3.9.3 Losungen fiir immunfluoreszenzmikroskopische Analysen

Fixierlosung I (4 °C)
DPBS

3,7 % (v/v) Formaldehyd
Fixierlosung III (4 °C)
DPBS

3,7% (w/v)  PFA

Blockierlosung I

DPBS

1 % (w/v) BSA

Fixierlosung II (eiskalt)
Methanol (100 %)

Blockierlosung 11

DPBS
0,5% (v/v)  HS
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Permeabilisierungslosung I

DPBS
0,1 % (v/v)  Triton ® X-100

Waschlésung I (4 °C)
DPBS

Kernfirbung

Hoechst 33258
1:1000 in DPBS

Acti™ 488 Phalloidin-Losung

DPBS
175 nM Acti™ 488 Phalloidin

Permeabilisierungslosung 11

DPBS
0,5% (v/v)  Triton ® X-100

Waschlosung II (4 °C)

DPBS
3 % (v/w) BSA

Dil-Losung

Medium fiir Neuronen
10 nM Dil

3.9.4 Losungen fiir proteinbiochemische Analysen

3.9.4.1 Losungen fiir die Herstellung von Zelllysaten

RIPA-Lysepuffer (4 °C)

RIPA-Puffer
1 mM PMSF

3.9.4.2 Losungen fiir die Ermittlung von Proteinkonzentrationen

BSA fiir Bradford Protein Assay
1 mg/mL

3.9.4.3 Losungen fiir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

4x Probenpuffer

0,25M Tris HCI, pH 6,8
40 % (v/v) Glycerol

20 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
12 % (v/v) SDS

0,25 % (v/v)  Bromphenolblau

10x SDS-Laufpuffer

247, 7T mM Tris
34,7 mM SDS

APS-Losung
10 % (v/v) APS
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Tris HCI Puffer SDS-Losung

1M Tris HCI, pH 6,8 (fiir Sammelgele) 10 % (W/v) SDS
1,5M Tris HCI, pH 8,8 (fiir Trenngele)

3.9.4.4 Losungen zur Firbung von Proteinen in SDS-Gelen

Coomassie-Firbelosung Entfirbelosung
0,1 % (w/v)  Coomassie Serva Blue R 10 % (v/v) Essigsédure (96 %)
10 % (v/v) Essigsdure (96 %) 30 % (v/v) Methanol

50 % (v/v) Methanol

3.9.4.5 Losungen fiir Westernblot und Immundetektion von Proteinen

Transfer-Puffer Stripping-Puffer

38 mM Tris 0,5M NaCl
39 mM Glycin 0,2M Glycin
1,3mM SDS pH 2,8

20 % (v/v) Methanol

Neutralisationspuffer Blockierlosung I11
20 mM Tris TBST
pH 8,8 5% (w/v) Milchpulver fettarm

Chemilumineszenz-Losung

Luminol-Reagenz und Peroxidase-Reagenz 1:1

3.9.4.6 Losungen zur Firbung von Proteinen auf Membranen

Direct Blue Stammlosung Direct Blue Farbelosung

0,1 % (w/v)  Direct Blue 71 8 % (v/v) Direct Blue Stammldsung
40 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsédure (96 %)

Ponceau S Firbelosung

0,3 % (w/v)  Ponceau S
10 % (v/v) Essigsdure (96 %)
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3.9.5 Losungen fiir die Zebrafisch-Versuche

Danieau-Medium 0,3x MS-222 20x

17 mM NaCl 0,32 % (v/v) MS222
2 mM KCl in 30 % Danieau

1,8 mM Ca(NO3)2

1,5 mM HEPES

0,12 mM MgSO,

pH 7,6 Danieau + PTU

Danieau-Medium (30%)
1,5 mg/mL PTU
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4 Methoden

Die Experimente wurden in den Laboratorien von Frau PD Dr. Simone Diestel durchgefiihrt
(Institut fir Erndhrungs- und Lebensmittelwissenschaften, Abteilung Human Metabolomics,
Universitidt Bonn). Ab 2016 erfolgte die experimentelle Arbeit im Anatomischen Institut der

Medizinischen Fakultit der Universitdt Bonn.

Die Zebratische wurden in einer Fischanlage der Core Facility unter der Leitung von Prof. Dr.
Benjamin Odermatt (Anatomisches Institut, Universitit Bonn) nach Standardmethoden
gehalten und geziichtet. Bei Verpaarung, Fiitterung, Eisammlung und Auswertung waren Felix

Haberlein, Enrico Mingardo und Tobias Lindenberg behilflich.

Die Haltung und Verpaarung der Méuse wurde von Mitarbeitern des Mausstalls des

Anatomischen Instituts Ubernommen.

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivieren von Zellen

Die Zellkulturen wurden in einer wassergesittigten Atmosphdre mit 5 % CO; bei einer
Temperatur vor 37 °C inkubiert. Die Aufzucht der B35-Zellen erfolgte dabei in T75-
Kulturflaschen mit Standardmedium, welches alle zwei bis drei Tage gewechselt wurde.
Sobald die Zellen eine Konfluenz von 80-90 % erreichten, wurden sie in neue Subkulturen
aufgeteilt. Dafiir wurde das alte Medium entfernt und die Zellen zweimal mit 5 mL HBSS’
gewaschen, um Reste des Serums zu entfernen. 1 mL Trypsin/EDTA initiierte die Abheftung
der Zellen vom Flaschenboden durch leichtes Klopfen gegen die Flasche. Abgeldste Zellen
wurden in 5 mL Kulturmedium aufgenommen, in eine 15 mL Roéhre {iberfiihrt und fiir sieben
Minuten bei 310 x g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Resuspension
des Zellpellets in 6 mL frischem Kulturmedium und Verdiinnung der Zellen in neue
Kulturflaschen mit frischem Medium. Die verwendeten Cell+ Flaschen wiesen eine besondere
Beschichtung mit positiv geladenen Stickstoffverbindungen auf, welche die Anhaftung der

adhéirenten Zellen unterstiitzte.
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4.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

B35-Zellen wurden wie oben beschrieben aus den Kulturflaschen geldst. Nach Zentrifugation
erfolgte die Resuspension der Zellen in 900 uL Kulturmedium. Die Zugabe von 100 pL
DMSO unter sanftem Schwenken der Rohre diente dem Gefrierschutz der Zellen. Diese

lagerten anschlieBend in Kryor6hren bei -80 °C oder in fliissigem Stickstoff.

B35-Zellen wurden aufgetaut, indem sie durch Handwdrme und direkte Zugabe von
Kulturmedium ziigig suspendiert und in eine 15 mL Roéhre mit 9 mL vorgelegtem Medium
tiberfiihrt wurden. Nach Zentrifugation fiir sieben Minuten bei 310 x g, Verwerfen des
Uberstandes und Resuspension des Pellets in 1 mL neuen Kulturmedium wurde die
Zellsuspension zur Anzucht in eine T75-Kulturflasche mit 9 mL vorgelegtem Medium

tiberfiihrt. Nach 24 Stunden erfolgte ein Medienwechsel.

4.1.3 Analyse der NP-Toxizitat mittels MTT

Die Viabilitdt einer Zelle wird durch ihre metabolische Aktivitdt charakterisiert und kann
durch Inkubation der Zellen mit einem Tetrazolium-Salz bestimmt werden. Metabolisch
aktive Zellen spalten das 3-(4,5-Dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazoliumbromid
(MTT)-Reagenz in ein farbiges Formazan-Produkt, welches colorimetrisch detektiert werden
kann. Hierfiir wurden 1,0x10° B35-Zellen in 0,002 % PLL-beschichtete 24-Well Platten
ausgesdt und fiir drei Tage mit 0,05 nM, 1 nM, 100 nM oder 1 uM NP behandelt. DMSO
diente als Negativ- und Methanol als Positivkontrolle zur Validierung der Funktionalitit des
Assays. Die Gesamtkonzentration an DMSO belief sich sowohl in den Kontrollen, als auch in
den NP-Behandlungen auf 0,1 %. Bei dieser Konzentration kann davon ausgegangen werden,
dass es nicht zu Auswirkungen auf Zellparameter kommt, die dem organischen Losungsmittel

zuzuschreiben sind. Methanol fiihrt zum kompletten Absterben der Zellen.

Im Weiteren werden Zellen, welche mit DMSO als Kontrolle behandelt wurden, hiufig
synonym als ,,unbehandelt bezeichnet. Fiir die Detektion wurden die Zellen zweimal mit
Medium gewaschen, um tote und lose adhérierte Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurden
200 pL/Well des MTT-Reagenzes hinzugegeben und fiir drei Stunden bei 37 °C und 5 % CO;
zusammen mit den Zellen inkubiert, bis sich ein lilafarbenes Prizipitat absetzte. AnschlieBend
inkubierten 200 pL Detergenz-Losung pro Well fiir weitere zwei Stunden bei RT im Dunkeln.
Die colorimetrische Detektion wurde in einer 96-Well Platte im ELISA-Reader bei 550 nm
durchgefiihrt. Die Absorption ist dabei proportional zur Konzentration metabolisch aktiver

Zellen.
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4.1.4 Analyse der Zellproliferation mittels EAU

Die Proliferationsrate der B35-Zellen unter Einfluss von NP wurde anhand des Click-iT®
EdU Imaging Kits von Invitrogen ermittelt. Das Thymidin-Analogon EdU (5-Ethinyl-2¢-
desoxyuridin) interkaliert wahrend der aktiven DNA-Synthese in die DNA, die Detektion
basiert auf einer Kupfer-katalysierten kovalenten Reaktion zwischen einem Azid und einem
Alkin. EdU enthélt dabei das Alkin, der Alexa Fluor® Farbstoff das Azid. Alexa Fluor® 488
emittiert griine Fluoreszenz bei einer Wellenldnge von ca. 519 nm. Die Aussaat der B35-
Zellen erfolgte auf 0,002 % PLL beschichteten Deckglidschen in 12-Well Schalen. Am
folgenden Tag wurden die Zellen dann mit NP (1 nM; 1 uM), (db) cAMP in Opti-MEM®
(Positivkontrolle) oder DMSO in Kulturmedium (Negativkontrolle) behandelt. Nach drei
Tagen wurde die Proliferationsrate der Zellen nach Empfehlung des Herstellers mithilfe des
Kits ermittelt. Dafiir mussten die Zellen mit einer 10 uM EdU-L6sung inkubiert, nach einer
Stunde und 15 Minuten mit Fixierlosung I fixiert und mit Permeabilisierungslosung II
durchldssig gemacht werden. Zwischendurch erfolgten jeweils zwei Waschschritte mit
Waschpuffer II. Abweichend vom Protokoll des Herstellers wurden anschlieBend 200 pL des
Reaktionscocktails mit dem fluoreszenzmarkierten Antikdrper Alexa Fluor® 488 verwendet
und fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Anfarben der Zellkerne mit dem Hoechst-Farbstoft 33342
konnten die Deckgldschen in PermaFluor™ eingebettet und unter dem Fluoreszenzmikroskop
Zeiss Axioplan 2 mit ApoTome System bei 20-facher VergroBerung ausgewertet werden. Es
erfolgte eine visuelle Auszdhlung aller Zellen, welche EAU inkorporiert haben. Diese wurde

prozentual zur Gesamtzahl aller Zellen gesetzt.

4.1.5 Analyse der Neuritenliingen und Neuritenanzahl

Fiir die Analyse der Neuritenlingen und -anzahl wurden B35-Zellen in 0,002 % PLL
beschichtete 35 mm Schalen ausgesit. Es war darauf zu achten, dass Zellen als Einzelzellen
und nicht im Zellverbund ausplattiert wurden. Dieser Aspekt ist von Bedeutung, da in diesem
Fall das zellautonome Neuritenwachstum bestimmt wurde, welches unabhidngig von
homophilen Transinteraktionen durch Zelladhdsionsmolekiile oder wachstumsfordernde
Substanzen, wie z. B. Laminin, ist. Ein Teil der Zellen wurde einen Tag vor der NP-
Behandlung durch Zugabe von (db) cAMP differenziert. Dazu wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen anschlieBend mit 2 mL HBSS™ gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe
von serumfreiem Opti-MEM® Medium, dem (db) cAMP in angegebener Konzentration

zugefiigt war. Es ist bekannt, dass (db) cAMP zu einer Differenzierung der Zellen und damit
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zu einem reiferen Phénotyp mit verstirktem Neuritenwachstum fiihrt. Die {ibrigen Zellen
wurden in reinem Opti-MEM® Medium ohne Zugabe von (db) cAMP kultiviert. Einen Tag
darauf wurde DMSO als Kontrolle oder verschiedene Konzentrationen von NP oder NP-
Isomeren (NP65, NP111, NP112) zugegeben (Tabelle 14). Fiir die Langzeitversuche wurden
die Zellen, nachdem sie nach ca. drei bis vier Tagen Konfluenz erreicht hatten, gesplittet und
wie oben beschrieben kultiviert, bis sie in 35 mm Schalen ausgesdt wurden. Nach einer drei-
bis  1l-tdgigen Behandlung wurden die B35-Zellen mit einem inversen
Phasenkontrastmikroskop bei 20-facher VergroBerung fotografiert und spiter alle Neuriten-
positiven Zellen ausgewertet. Die Auswahl der Zellen erfolgte visuell anhand folgender
Kriterien: Die Zellen wiesen mindestens einen Neuriten mit einer Lange von liber 5 um auf.
Die Zellen waren nicht im Zellverbund und ihre Neuriten hatten keinen Kontakt zu anderen
Zellen. Fiir die Auswertung der Neuritenanzahl wurde manuell ausgezédhlt, wie viele
Zellfortsitze einzelne Zellen nach dreitdgiger Inkubation mit dem NP-Gemisch aufwiesen.
Fiir die Bestimmung der Neuritenldingen wurden pro Bedingung die Langen von 100-200
Neuriten mittels Zeiss KS100 Software analysiert, wobei die Strecke vom Ubergang des
Zellsomas zum Neuriten bis zum Ende des Neuriten gemessen wurde. Pro Experiment zeigte
die Gesamtlange aller Neuriten geteilt durch die Anzahl an Z&hlungen den Mittelwert (MW)
der Neuritenldnge an. Zusidtzlich wurde exemplarisch die Verteilung der Neuritenldngen

bestimmt.

Tabelle 14: Dauer und Art der Behandlung bei der Analyse der Neuritenliingen

Name Dauer der Behandlung Eingesetzte Konzentrationen
NP-Gemisch 3 Tage 0,05 nM
11 Tage 0,05 nM
NP65 3 Tage 0,05 nM; 1 nM; 100 nM, 1 uM
11 Tage 0,05 nM; 100 nM
NPI111 3 Tage 0,05 nM; 1 nM; 100 nM, 1 uM
11 Tage 0,05 nM; 100 nM
NP112 3 Tage 0,05 nM; 1 nM; 100 nM, 1 uM
11 Tage 0,05 nM; 100 nM

4.1.6 Analyse der Zelladhision mittels Crystal Violet

B35-Zellen wurden in 0,002 % PLL-beschichtete 60 mm Schalen fiir drei Tage in
Anwesenheit von NP (1 nM; 1 uM) oder DMSO als Kontrolle kultiviert. Nach vorsichtigem
mechanischem Abschaben der Zellen mit HBSS/EDTA und Zentrifugation, wurden 1,2x10°
Zellen auf eine 0,002 % PLL-beschichtete 24-Well Platte ausgesdt. Zellen hatten jeweils 30
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bzw. 60 Minuten Zeit sich abzusetzen, bevor nicht adhérierte Zellen abgesaugt wurden. Es
erfolgten zwei Waschschritte mit DPBS, Fixierung bei RT fiir 15 Minuten mit Fixierlosung I,
zwei weitere Waschschritte und anschlieBende Fiarbung mit 0,1 % Crystal Violet fiir 10
Minuten. Nach zwei weiteren Waschschritten mit H,O lysierte die 1%ige SDS-Losung die
Zellen. Die Suspensionen wurden in eine 96-Well Platte transferiert und die Absorption im
ELISA-Reader colorimetrisch bei einer Wellenldnge von 550 nm bestimmt. Die Absorption ist

proportional zur Anzahl adhérierter Zellen nach 30 bzw. 60 Minuten.

4.1.7 Analyse von a-Tubulin und F-Aktin

Um die Anzahl und Linge der Fasern des Cytokeletts zu ermitteln, und somit Anderungen in
Morphologie und Migrationsverhalten zu ermitteln, wurden B35-Zellen fiir drei Tage in
Anwesenheit von DMSO als Kontrolle oder 1 nM bzw. 1 uM NP auf 0,002 % PLL-
beschichteten Glasdeckgldaschen kultiviert. Es erfolgte die Fixierung in 3,7 % Methanol-
freiem Paraformaldehyd fiir 10 Minuten. Da Aktinfasern sehr dynamisch und sensibel auf
Stress reagieren, wurden alle Losungen auf 37 °C vorgewdarmt. Es folgte eine
Permeabilisierung mit 0,1 % Triton™ X-100 fiir drei bis fiinf Minuten und Blockierung mit
5% BSA in PBS fiir 25 Minuten. Der primdre Ratten-anti-a-Tubulin AK wurde 1:200 in
Blockierlosung verdiinnt und fiir 30 Minuten bei RT auf die Zellen gegeben. Nach einem
Waschschritt mit PBS erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt im Dunkeln bei RT fiir
25 Minuten mit dem Cy™3-konjugierten anti-Ratten Zweitantikérper (1:500 in
Blockierlosung) und 75 nM Acti-stain™ 488 Fluorescent Phalloidin. Die Deckglédschen
wurden anschlieBend in PermaFluor™ eingebettet und im Kiihlschrank gelagert. Nach
Aufnahme der Fluoreszenzbilder mit dem konfokalen Zeiss LSM510 MetaUV Mikroskop
wurden Lidnge und Anzahl von Aktin und Tubulin-Filamenten mit der Software FilaQuant
quantifiziert. Die Prédferenzen zur Analyse des Aktins wurden wie folgt gewihlt: Top-Hat
Radius: 6; Noise Penalizer: 0.2; Optimizer Iterations: 167; Max. Vertex Laplacian: -8; Min.
Ridgeness: 18; Min. Edge-Length: 2.5; Max. Edge-Length: 170.7; Filament Model Width:
1.2; Checkerboard Penalizer: 0.1; Intensity Threshold: 40; Random Filament Number: 10.

a-Tubulin wurde mit folgenden Einstellungen analysiert: Top-Hat Radius: 11; Noise
Penalizer: 0.2; Optimizer Iterations: 1000; Max. Vertex Laplacian: 30; Min. Ridgeness: 45;
Min. Edge-Length: 10; Max. Edge-Length: 40.2; Filament Model Width: 1.5; Checkerboard
Penalizer: 0.1; Intensity Threshold: 40; Random Filament Number: 10.
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4.1.8 Methoden zur Ermittlung des Migrationsverhaltens

4.1.8.1 Wundheilungsassay

Zur Ermittlung der Migrationsfahigkeit der B35-Zellen wurde der zweidimensionale
Wundheilungsassay, auch bekannt als Scratch-Test, eingesetzt. Das Prinzip des Assays beruht
darauf, dass einem einschichtigen Zellrasen eine reproduzierbare Wunde zugefiigt wird, die
sich in Abhédngigkeit der Migrationsfahigkeit der Zellen unterschiedlich schnell schliefit. Dazu
wurden die Zellen zunédchst auf 0,002 % PLL-beschichtete 12-Well Platten ausgesédt und
kultiviert, bis sie Konfluenz erreichten. Dies geschah in Anwesenheit von NP (1 nM; 1 uM)
oder DMSO als Kontrolle. 24 Stunden vor Beginn des Experiments wurde das Kulturmedium
gewechselt und ein Serum-reduziertes Medium hinzugegeben (0,25 % FCS), um proliferative
Effekte der Zellen auszuschlieBen. Nach der Inkubationszeit wurde der Zellmonolayer mit
einer 100er Pipettenspitze manuell verletzt, indem ein diagonaler Kratzer durch den Zellrasen
gezogen wurde. Zur Entfernung von Zelltriimmern und abgeldsten Zellen erfolgte ein
Waschschritt mit Medium, darauthin wurden alle Wells mit frischem Serum-reduzierten
Medium aufgefiillt und NP ebenfalls erneuert. Die Timelapse Mikroskopie am Leica DMIRE2
ermoglichte es, die Zellen fiir 24 Stunden im Abstand von jeweils einer Stunde zu
iiberwachen. Hierfiir wurden die Parameter der Kammer auf 37 °C und 5 % CO, eingestellt
und derselbe Bildausschnitt im Abstand von einer Stunde im Phasenkontrast bei 5-facher
VergroBBerung fotografiert. Die Breite der Wunde wurde in Image J bestimmt, indem an

jeweils drei Stellen pro Wunde der Abstand zwischen den Zellrasen in Pixeln ermittelt wurde.

4.1.8.2 Sphiiroid Formationsassay

24-Well Platten wurden vor dem Aussden der B35-Zellen mit 1 % steriler Agarose
beschichtet. Dazu wurde diese erhitzt und im fliissigen Zustand in einer Menge von 350
pL/Well mit abgeschnittener blauer Pipettenspitze in die Wells gegossen. Nachdem die
Agarose ausgehidrtet war, wurden jeweils 1 mL Medium und 10 pL Zellsuspension in jede
Vertiefung pipettiert und NP in den Konzentrationen 1 nM oder 1 uM bzw. DMSO als
Kontrolle zugegeben. Bereits nach einem Tag bildeten sich so genannte Sphéroide, bei denen
die Zellen aneinander im Zellverbund hafteten, sich aber aufgrund der Agarose nicht auf dem
Boden der Plastikplatten absetzen konnten. Uber einen Zeitraum von drei Tagen wurden die
Sphéroide mit NP inkubiert und jeden Tag fotografiert, um ihr GroBenwachstum zu

iiberwachen. Die Auswertung der Gesamtfldache der Sphéroide erfolgte in Image J.
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4.1.8.3 Migration von Sphiiroid-Zellen

Nachdem die Sphéroide der B35-Zellen wie in Versuch 4.1.8.2 geziichtet wurden, erfolgte
deren weitere Kultivierung auf 0,002 % PLL-beschichteten 12-Well Platten, um das
Auswachsen zu beobachten. Hierfiir wurden Spharoide gewahlt, die in etwa die gleiche Grof3e
hatten. Die Sphiroide konnten mithilfe einer abgeschnittenen blauen Pipettenspitze in neues
Kulturmedium inklusive DMSO als Kontrolle bzw. 1 nM oder 1 uM NP umgesetzt werden.
Die Timelapse Mikroskopie mit 5-facher Vergroerung am Leica DMIRE2 ermdglichte es, die
Sphéroide iiber neun Stunden zu {iberwachen. Nach dieser Zeitspanne hatten die migrierten
Zellen den Rand der Bildausschnitte erreicht. Die Parameter der Kammer beliefen sich auf
37 °Cund 5 % CO,. Die Quantifizierung der Phasenkontrast-Aufnahmen mit Image J wurde
durchgefiihrt, indem die Fliache der migrierten Zellen, abziiglich der Grofle des jeweiligen

Sphiroids in Pixel, berechnet wurde.

4.1.9 Priparation und Kultivierung von Primiirzellen

Fiir die Isolation von Primérzellen des Kleinhirns wurden drei bis vier Tage alte (P3/4 -
postnatal) Wildtyp-Miause des Stamms C57B/6 verwendet und die Pridparation nach
Standardmethoden, mit leichten Abwandlungen, durchgefiihrt (van Echten-Deckert et al.,
1997). Nach Dekapitation wurden die Kopfe in einer Petrischale mit PBS platziert, die
Schideldecke abgehoben und das Kleinhirn prapariert. Nach Entfernung von Hirnhduten und
assoziierten grofleren BlutgefaBen wurde das Kleinhirn in kleinere Stiicke geteilt und in eine
15 mL Rohre mit frischem, eiskalten HBSS™ iiberfiihrt. Die Gewebestiicke wurden dreimal mit
eiskaltem HBSS™ gewaschen und anschlieBend fiir 12-15 Minuten mit 1,5 mL Trypsin/DNAse
I Losung bei 37 °C inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt in 1,5 mL DNAse I
enthaltendem Kulturmedium fiir zwei Minuten bei RT, dem die Resuspension der
Gewebestlicke folgte. Mithilfe einer Pipettenspitze oder abgerundeten Pasteurpipetten
(abnehmender Durchmesser durch Abflimmen der Spitze) wurden die Gewebestiicke durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Kam es nach einer kurzen Inkubation zu
einer Sedimentation von undissoziierten Gewebestiicken, wurde nur der Uberstand fiir die
weitere Zentrifugation fiir sieben Minuten bei 310 x g in eine neue 15 mL Rohre {iberfiihrt.
Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in vorgewirmtem
Medium resuspendiert. Kleinhirnneuronen wurden in PLL-beschichtete 35 mm Schalen
ausgesdt und bei 37 °C mit 5 % CO, im Inkubator kultiviert. Nach 24 Stunden wurde 0,04

mM AraC hinzugegeben, um Astrocyten und Gliazellen in ihrer Proliferation zu stoppen.
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4.1.10 Analyse der Neuritenlingen von Kleinhirnneuronen

Nach Priparation der Kleinhirnneuronen konnte die Zellzahl mithilfe einer Neubauer
Zahlkammer ermittelt werden. Jewelils 2,0)(106 Zellen wurden in drei 0,01 % PLL-
beschichtete 35 mm Schalen ausgesédt. Um die Neuronen auch nach Auswachsen der Neuriten
noch diskriminieren zu kénnen, wurden zusitzlich 0,5x10° Zellen mit dem lipophilen
Membranfarbstoff Dil gefarbt und ausplattiert. Dil breitet sich durch laterale Diffusion in der
gesamten Zelle aus und kann mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops bei einem
Emissionsmaximum von 565 nm detektiert werden. Zur Fiarbung der Kleinhirnneuronen
wurde der Lebendfarbstoff in einer Konzentration von 1 pL/mL zur Zellsuspension
hinzugegeben und fiir 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir sieben
Minuten bei 310 x g wurden die gefdrbten Zellen in frischem Kulturmedium homogenisiert
und iiber die bereits ausgesiten ungefarbten Neuronen gegeben. Der Anteil von geférbten zu
ungefarbten Zellen betrug somit 1:200. Nach 24 Stunden erfolgte die Behandlung mit DMSO
als Kontrolle oder 1 nM bzw. 10 nM NP. Die Neuronen verblieben fiir jeweils drei oder 11
Tage in Kultur (DIV - days in vitro), bevor die Neuritenldngen bestimmt wurden. Die
Erneuerung von Medium und NP-Behandlung erfolgte alle drei bis vier Tage. Mit dem Zeiss
AxioVert 200 unter 20-facher VergroBerung aufgenommene Neuriten in Fluoreszenzbildern

wurden mit der KS100 Software in ihrer Linge quantifiziert.

4.1.11 Analyse der Synaptophysin-haltigen Vesikel von Kleinhirnneuronen

Nach Priparation der Kleinhirnneuronen wurden 1,5x10° Zellen auf 0,01 % PLL-beschichtete
Deckgléser in 12-Well Platten ausgesidt und am néchsten Tag mit DMSO als Kontrolle bzw.
10 nM oder 1 uM NP behandelt. Nach 11 DIV wurden die Neuronen mit Fixierlosung II fiir
15 Minuten bei RT fixiert, anschlieBend zweimal mit DPBS gewaschen und die Zellmembran
anschlieBend mit Permeabilisierungslosung II fiir 20 Minuten bei RT durchldssig gemacht.
Nach zweimaligem Waschen mit DPBS erfolgte die Zugabe des Synaptophysin-
Erstantikorpers fiir 30 Minuten bei RT. Die Neuronen wurden erneut zweimal gewaschen und
fiir 30 Minuten lichtgeschiitzt mit dem korrespondierenden anti-rabbit-Cy™3 Zweitantikorper
behandelt. Die Einbettung in PermaFluor™ erfolgte nach Waschen der Deckgldser in PBS
und destilliertem Wasser. Fluoreszenzbilder wurden mit einem Zeiss LMS510 Meta UV
konfokalen Mikroskop generiert und der Software SynPAnal Synaptic Puncta Analyzer
ausgewertet. Der Threshold des Programms (Detektionsschwelle) wurde dabei auf 95

festgelegt, der Kalibrierungsfaktor (= Skalierung) lag bei 0,14277. Er wurde anhand der
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Bildinformationen festgelegt (512 x 512 Pixel, 73,1 um x 73,1 um, also 0,14277 um/Pixel).
Mithilfe des Programms konnten die synaptische Dichte pro Linge und die Punkteintensitét

pro Neurit ausgewertet werden.
4.2 Protein-biochemische Methoden

4.2.1 Zelllyse

Im Rahmen der Zelllyse wurden die Zellen durch chemische und mechanische Verfahren
aktiv zerstort, um an die Proteine fiir die anschlieBenden Versuche zur Proteinauftrennung zu
gelangen. B35-Zellen wurden in 0,002 % PLL-beschichteten 60 mm Schalen kultiviert und
fiir die Bestimmung der ERK1/2-Phosphorylierung fiir 10, 20 oder 30 Minuten mit 100 nM
NP, 1 uM NP oder DMSO als Kontrolle behandelt. Zur Analyse der konstitutiven ERK-
Expression erfolgte die Exposition der Zellen fiir 72 Stunden mit NP oder der entsprechenden
Kontrolle. Fiir die RIPA-Lyse wurden die B35-Zellen auf Eis platziert und zweimal mit
eiskaltem PBS gewaschen. Der -eiskalte RIPA-Puffer wurde mit 10 pL PMSF-
Proteaseinhibitor (100 mM) pro 1 mL Puffer versetzt und 300 pL der Gebrauchslosung in jede
Schale gegeben. Das Abschaben der Zellen erfolgte mithilfe von Rubber-Policemen vom
Boden der Schalen, wonach diese in 1,5 mL Reagiergefdfe tiberfiihrt wurden. Die Proben
inkubierten anschliefend unter gelegentlichem kriftigen Mischen im Vortexer fiir 20 Minuten
auf Eis, um die fortschreitende chemische Lyse durch die mechanische Zerstérung der
Zellintegritdt zu unterstiitzen. Die Lysate wurden anschlieBend bei 12.280 x g und 4 °C fiir 30
Minuten zentrifugiert, wodurch sich Zelltrimmer als Pellet auf dem Boden der Reagiergefille
absetzten und die Proteine in den Uberstand iibergingen, welcher in ein neues Reagiergefil
uberfiihrt  wurde.  Zuletzt wurden die Proben bei -20 °C bis zur
Proteinkonzentrationsbestimmung und SDS-PAGE aufbewahrt.

4.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung von Zelllysaten

Fiir die Bestimmung der Gesamtkonzentration aller Proteine im hergestellten Zelllysat wurde
der DC™ Protein Assay gemifBl der Herstelleranweisung durchgefiihrt. Bei dieser Methode
wird der Proteingehalt durch eine Farbreaktion in einem Spektralphotometer colorimetrisch
ermittelt, wobei der Farbumschlag proportional zur Konzentration an Protein ist. Mithilfe
eines Standards bekannter Konzentration aus BSA in RIPA-Puffer (10 mL/mL Stammldsung)
wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt, welche fiir die Erstellung der Kalibriergeraden

genutzt wurde. Dazu erfolgte die Verdiinnung der Stammldsung in 10 Verdiinnungsstufen um
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jeweils 1:2, so dass eine Reihe von 10 mg/mL bis 0,0195 mg/mL erreicht werden konnte. Die
Proben wurden soweit verdiinnt, dass ihre Extinktionen im linearen Bereich der
Kalibriergeraden lagen. Die entsprechenden Volumina der Standardreihe, Proben und
Bestandteile des DC™ Protein Assays, welche im Dreifachansatz in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert wurden, richteten sich nach den Angaben des Herstellers. Nach
einer Inkubation von 15 Minuten erfolgte die Messung der Absorption bei einer Wellenldnge
von 690 nm im Photometer. Die Konzentration der Proben wurde anschlieBend mit GraphPad

Prism 5 ermittelt.

4.2.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mithilfe der SDS-PAGE konnen Proteine nach ihrem apparenten Molekulargewicht
aufgetrennt werden, indem sie in einem elektrischen Feld durch eine Gelmatrix mit definierter
PorengroBBe in Richtung Anode wandern. Die Anpassung der PorengroBe des Trenngels
erfolgte durch die Variation des prozentualen Anteils an Acrylamid/Bisacrylamid, fiir die im
Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Analyten wurden 10 %ige, diskontinuierliche Gele
eingesetzt. Fiir 2 x 1,5 mm dicke Gele wurden die Komponenten des Trenn- und Sammelgels

wie in Tabelle 15 gemischt. TEMED wurde kurz vor dem Gief3en der Gele zugegeben.

Tabelle 15: Zusammensetzung von 10%igem Trenn- und Sammelgel der SDS-PAGE

Substanz Trenngel [mL] Sammelgel [mL]
H,O 7.9 4,1
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 5,0 -
1 M Tris-HCI pH 6,8 -—— 0,75
30 % Acrylamid-Bisacrylamid-Losung 6,7 1,0
10 % SDS-Losung 0,2 0,06
10 % APS-Losung 0,2 0,06
TEMED 0,008 0,006

Die Losungen des Trenngels wurden zusammen pipettiert, durch vorsichtiges Schwenken
gemischt und zwischen die Glasplatten der Gelapparatur gegossen. Fiir den Zeitraum der
Polymerisation wurde das Trenngel mit Isopropanol {iiberschichtet, um Austrocknung zu
verhindern. Nach Aushirten des Gels wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel
vorbereitet und iiber das Trenngel gegossen. Das Einsetzen der Gelkdmme fiihrte zur Bildung
von 10 Geltaschen, in welche die Analyten aufgetragen wurden. Nach Polymerisation des
gesamten Gels wurden die Glasplatten in die dafiir vorgesehene Gellaufapparatur eingesetzt

und die Gelkdmme entfernt. Der Bereich zwischen den Glasplatten wurde dabei vollstindig,
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die Lautkammer zu 1/4 mit SDS-Laufpuffer befiillt. Zur Vorbereitung der Proben wurden
diese im Verhéltnis 1:3 mit 4x Probenpuffer versetzt und in jede Tasche eine Proteinmenge
von 30 pg aufgetragen. Nach Aufkochen fiir fiinf Minuten bei 95 °C, Mischen und kurzer
Zentrifugation zum Abkiihlen, konnten die Proben mit einer Kapillare in die vorbereiteten
Geltaschen aufgetragen werden. Um das Molekulargewicht der Proben ermitteln zu kénnen,
wurde ein Molekulargewichtsstandard mit definierten ProteingroBen  mitgefiihrt.
Laufbedingungen des Sammelgels beliefen sich auf 35 mA fiir ca. 30 Minuten, wéihrend die
eigentliche Auftrennung bei einer Stromstirke von 40 mA durchgefiihrt wurde. Hatte die
Laufmittelfront das Ende des Trenngels erreicht, war der Gellauf beendet und die Glasplatten
wurden aus der Gellaufapparatur entfernt, das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt und
verworfen. Die Gele wurden entweder gefarbt (siche 4.2.4) oder zum Westernblot (siche

4.2.5) iiberfiihrt.

4.2.4 Firbung von Proteinen in Gelen

Mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie®-Brillant-Blau R-250 (chemisch identisch mit
dem verwendeten SERVA Blue R) lassen sich Proteinbanden im SDS-Gel unspezifisch
anfdrben. Die Bindung des Farbstoffs durch Van der Waals Krifte im sauren Milieu an die
Aminogruppen mit einem Detektionslimit von ca. 100 ng Protein ist dabei reversibel. Nach
der SDS-PAGE wurden die Gele fiir ein bis zwei Stunden in Coomassie Farbelosung unter
dauerhaftem Schwenken inkubiert. Die Entfarbung des Hintergrundes in Entfarber dauerte je

nach Intensitdt der Blaufarbung ca. 16 Stunden.

4.2.5 Westernblot

Ziel des Westernblots ist die Ubertragung der Proteine vom SDS-Gel auf eine
Nitrocellulosemembran. Die Proteine sind anschlieend fiir eine spezifische Immundetektion
auf der Membran zuginglich. Die Gele wurden zundchst fiir 10 Minuten in Transferpuffer
dquilibriert, die Membranen wurden kurz in Aqua. bidest. angefeuchtet und dann zusammen
mit Filterpapieren ebenfalls in Transferpuffer inkubiert (Semi-Dry Verfahren). Der Aufbau des
Sandwichs auf dem unteren Teil der Blotkammer (Anode) wurde in folgender Reihenfolge
durchgefiihrt: drei Filterpapiere — Nitrocellulosemembran — Gel — drei Filterpapiere. Die
elektrophoretische Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte durch Anlegen des
Stroms fiir 1,5 Stunden bei einer elektrischen Stromdichte von 1 mA/cm® Membran. Der
erfolgreiche Transfer konnte lberpriift werden, indem die Proteine mit dem reversiblen

Azofarbstoff Ponceau S angefarbt wurden (siehe 4.2.8).
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4.2.6 Immundetektion von Proteinen auf Membranen

Nach Ubertrag der Proteine auf Nitrocellulosemembranen sind diese fiir die Behandlung mit
spezifischen  Antikérpern  zugédnglich. Zur  Blockierung  freier, unspezifischer
Proteinbindungsstellen musste die Membran zunichst eine Stunde mit Blockierlosung III
abgesittigt werden. Danach wurde die Losung verworfen und die Membran 3 x 5 Minuten mit
TBST gewaschen. Primérantikdrper wurden in Blockierlosung III verdiinnt, auf die Membran
gegeben und wippend iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Membranen wurden wiederum fiir
3x 5 Minuten mit TBST gewaschen, bevor sie der Zweitantikorperbehandlung zugeteilt
wurden. Der in Blockierlosung III verdiinnte Sekundérantikdrper wurde bei RT fiir ein bis
zwei Stunden auf die Membran gegeben und diese anschliefend noch einmal fiir 3 x 5
Minuten mit TBST gewaschen. Schlussendlich folgten zwei Waschschritte mit TBS, um das
Tween® 20 fiir die Chemilumineszenzlosung zu entfernen. Da der Sekundirantikorper mit
einer Peroxidase (POD) gekoppelt ist, kann das Antigen durch Zugabe und Oxidation eines
entsprechenden Substrats mittels Chemilumineszenz detektiert werden. Die zwei
Komponenten wurden nach Herstellerangaben im Verhiltnis 1:1 gemischt und je nach Grofe
der Membran ca. 400-600 pL auf die Membran gegeben. Die Wahl der
Chemilumineszenzldsung (Pico/ECL bzw. Dura/Quantum) richtete sich nach der erwarteten
Proteinmenge. Fiir die Detektion des Signals wurde zu Beginn in einer
Autoradiographiekassette entwickelt. Hierfiir wurde der Rontgenfilm in einer Dunkelkammer
auf der Membran platziert und bis zur Sittigung der Bandenintensitit exponiert
(Expositionszeit abhdngig von Signalintensitét). Bei der anschlieBenden Entwicklung wurde
der Film fiir eine Minute in Entwicklerlosung geschwenkt, kurz in Wasser gewaschen und fiir
zwei Minuten in Fixierlosung gelegt. Nach Waschen des Films mit Leitungswasser und
anschlieBender Trocknung konnten die Banden des Markers eingezeichnet werden. Anderen
Membranen wurden im automatischen Imager System (Intas ECL und Fluoreszenz Imager)
analysiert, bei dem das Programm ChemoStar selbst die optimale Expositionszeit ermittelt.
Die Bandenintensitdt wurden mithilfe der Image J Software ausgewertet. Die konstitutive
ERK-Expression (Gesamt-ERK1/2) wurde bestimmt, indem die Banden gegen anti a-Tubulin
quantifiziert wurden, bei der Bestimmung von p-ERK1/2 wurden die Banden gegen Gesamt-

ERK1/2 normalisiert.

47



Methoden

4.2.7 Entfernung von Antikorpern auf Membranen

Nitrocellulosemembranen, die zum Antigen-Nachweis mit Antikorpern behandelt wurden,
konnen fiir eine erneute Antikorperbehandlung wiederverwendet werden. Dafiir wurde die
Membran fiir zwei bis fiinf Minuten in Stripping-Puffer inkubiert, wodurch die gebundenen
Antikorper entfernt wurden. AnschlieBend erfolgte die kurze Neutralisation mit dem

entsprechenden Neutralisationspuffer.

4.2.8 Firbung von Proteinen auf Membranen

Zur Kontrolle, wie effizient der Ubertrag der Proteine auf die Membran funktioniert hat,
kommt die reversible Ponceau S Firbung nach dem Westernblot-Transfer in Frage. Die
Membran wurde hierfiir zundchst kurz in Aqua bidest. gewaschen, um die Reste des
Transferpuffers zu entfernen. AnschlieBend wurde die Membran fiir eine Minute mit der
Ponceau S Férbelosung inkubiert und der Hintergrund durch mehrmaliges Waschen mit Aqua
bidest. entférbt, bis die Proteine sichtbar waren. Die vollstindige Entfirbung konnte mithilfe
von 60 °C warmem PBS innerhalb von fiinf Minuten durchgefiihrt werden. Fiir die Direct
Blue Firbung wurden Membranen fiir fiinf Minuten in Direct Blue Farbelosung inkubiert
und der Hintergrund durch mehrmaliges Waschen mit Aqua bidest. entfarbt. Diese Farbung ist

sensitiver, jedoch irreversibel.

4.3 Fischversuche

4.3.1 Fischhaltung und Aufzucht

Die Aufzucht und Haltung der transgenen Zebrafischlinien Olig2:eGFP und
CldnK(cyto):eGFP erfolgte nach Standardmethoden (Westerfield, 2007). Nach der
Verpaarung wurden die Fischeier ca. eine Stunde nach Entfernen der mobilen Trennwand
eingesammelt und auf den Zeitpunkt der Befruchtung (null Stunden) datiert. Die weitere
Haltung der Fische und Fischembryos auflerhalb der Fischanlage geschah in Petrischalen in
28 °C warmen Inkubatoren mit Tag-Nacht-Rhythmus. Beim Fischwasser handelte es sich um
das selbst hergestellte Danieau-Medium. Um der Entwicklung von Algen und
Mikroorganismen vorzubeugen, wurden maximal 100 Eier pro Petrischale gehalten und dem
Medium Methylenblau zugesetzt. Des Weiteren enthielt das Standardmedium ab dem ersten

Tag nach der Befruchtung PTU, um die vorzeitige Pigmentierung der Fische zu verhindern.
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4.3.2 Applikation von Substanzen in das Fischwasser

Die Applikation der NP erfolgte auBlerhalb der Fischanlage fiir vier Tage. Fiir die
kontinuierliche Exposition wurden NP zunéchst fiir drei Tage in den Konzentrationen 1 nM
und 1 uM direkt in das Fischwasser gegeben, um die morphologische Entwicklung der Fische
unter Einfluss von NP abzuschétzen. Da es hier jedoch bei der hohen Konzentration zu einem
ausgepragten Phianotyp kam, wurden die Konzentrationen angepasst. Die Applikation geschah
von dort an mit den Konzentrationen 150 nM, 250 nM und 500 nM NP in das Fischwasser,
welches jeden Tag erneuert wurde. Als Kontrolle diente DMSO. Die absolute Konzentration
von DMSO belief sich in allen Bedingungen auf 0,1 %, so dass keine toxischen Effekte auf
die Fische zu erwarten waren. Die Behandlung der Fische erfolgte jeweils von montags bis
freitags, wobei an 4 dpf die Fische im EnSight-Gerdt oder am 2-Photonen-Mikroskop

fotografiert wurden, nachdem sie mit MS-222 betiubt wurden.

4.3.3 Auswertungen am 2-Photonen-Mikroskop, EnSight und Zeiss-Mikroskop

Alle heterozygoten Fische wurden nach Fluoreszenz vorsortiert. Fiir die Aufnahmen am 2-
Photonen-Mikroskop (Olig2) mussten die Fische in Agarose eingebettet werden. Das
Screening im EnSight Gerit erfolgte im Hochdurchsatz in schwarzen 96-Well Platten. Dafiir
wurden die Fische mit einer abgeschnittenen blauen Pipettenspitze in die Wells tliberfiihrt und
das Fliissigkeitsvolumen auf 200 pL angepasst. Fische mussten in der Mitte der Vertiefungen
zentriert und anschlieend kurz zentrifugiert werden, damit eine optimale Position auf der
Seite stattfand und das Gerédt das Riickenmark der Fische aufnehmen konnte. Fiir Olig2
erfolgte die Auswertung automatisch iiber den Algorithmus des Gerdtes, CldnK musste
manuell analysiert werden. Dafiir wurden die Einzelbilder der Schichtaufnahmen (Stacks) in
Image J zusammengefiigt und alle dorsal migrierten CldnK-positiven Zellen ausgezihlt.
Zusitzlich wurden iiber den Algorithmus des EnSight-Gerétes die Lidngen der Zebrafische
automatisch bestimmt, um etwaige Unterschiede aufgrund verdnderten GroéBenwachstums

auszuschlief3en.

4.3.4 Sagittalschnitte von CldnK-Zebrafischen

Zur Analyse, inwieweit eine verdnderte Migration von OPCs und reifen Oligodendrocyten auf
veranderte Proliferation oder Apoptose im Riickenmark zuriick zu fiihren ist, wurden vom
Institut fiir Neuropathologie des Universititsklinikums Bonn (Dr. Anna Japp) 2 um dicke
Sagittalschnitte der Zebrafische angefertigt. Hierfiir wurden Fische der Linie
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CldnK(cyto):eGFP ausgewéhlt, die mit DMSO als Kontrolle oder 500 nM NP fiir vier Tage
behandelt wurden. Diese wurden hierfiir zundchst in 4 % Formaldehyd fixiert, in Paraffin
eingebettet und anschlieBend mit spezifischen Antikérpern fiir Proliferation (PCNA —
proliferating cell nuclear antigen) und Apoptose (c-Caspase 3 — cleaved Caspase 3) behandelt.
Die POD-Reaktion fiihrte dazu, dass ein entsprechendes Chromogen zu einem braunen
Farbton umgesetzt wurde. Mithilfe der Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE-Firbung) erfolgte
die Sichtbarmachung der feingeweblichen Strukturen der Schnitte. Es zeigte sich die typische
blau-violette Féarbung des Gewebshintergrundes, so dass eine Diskriminierung der
apoptotischen oder proliferierenden Zellen vorgenommen werden konnte. Das Experiment
wurde bislang erst einmal durchgefithrt und bedarf weiterer Wiederholung, um eine

Quantifizierung vornehmen zu kdnnen.

4.4 Statistische Auswertung

Die Experimente wurden unabhingig voneinander mindestens dreimal wiederholt. Alle
statistischen Kalkulationen wurden mithilfe der GraphPad Prism 5 Software durchgefiihrt.
Balkendiagramme und Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte (standard
error of the mean — SEM) dargestellt, wobei statistisch signifikante Unterschiede zwischen
zwel Gruppen mit ungepaartem t-Test, drei oder mehr Gruppen hingegen mithilfe der
einfaktoriellen Varianzanalyse (one-way ANOVA) gefolgt vom Dunnett’s post-hoc Test zur
Ermittlung der statistischen Signifikanz analysiert wurden. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als

Signifikanzniveau a festgelegt (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001).
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S Ergebnisse

5.1 Der Einfluss von NP auf die Zellviabilitiit und -Proliferation

Mithilfe des MTT-Assays wurde die Zellviabilitit von B35-Zellen nach einer dreitdgigen
Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen von NP bestimmt. Dieses Experiment
diente der Abschitzung der Toxizitdit der Chemikalie und sollte die Wirkungsschwelle
definieren, bei der sich die Uberlebensrate der Zellen soweit senkt, dass die entsprechende
Konzentration nicht mehr geeignet ist, um in weiteren Versuchen zwischen
Toxizitdt/Apoptose und tatsdchlicher Auswirkung der NP auf neuronale Prozesse
diskriminieren zu konnen. Abbildung 5 informiert iiber den Einfluss von NP auf das

Uberleben der B35-Zellen.
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Abbildung 5: Zellviabilitit von B35-Zellen unter Einfluss von NP

B35-Zellen wurden fiir 72 Stunden mit NP oder den entsprechenden Kontrollen behandelt und anschliefend die
Zellviabilitit mittels MTT-Assay bestimmt. Die Ergebnisse der DMSO-Kontrolle wurden auf 100 % gesetzt und
die Werte der Behandlungen darauf bezogen. Die Werte von drei unabhingigen Experimenten wurden
kombiniert und als Mittelwert + SEM dargestellt. ***p < 0,001. DMSO-Kontr. — DMSO-Kontrolle; MetOH-
Kontr. — Methanol-Kontrolle; NP - Nonylphenol

Es ist zu erkennen, dass die dreitigige Behandlung von B35-Zellen mit verschiedenen NP-
Konzentrationen zwischen 0,05 nM und 1 pM keinen Einfluss auf die Zellviabilidt hatte. Die
Uberlebensfihigkeit lag jeweils bei 107,8 % + 10,87 %, 97,92 % + 5,28 %, 111,8 % +
15,46 % und 116,8 % + 16,88 % nach der Behandlung mit 0,05, 1, 100 oder 1000 nM NP. Die
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Zelliiberlebensfdhigkeit der Negativ-Kontrolle wurde auf 100 % festgelegt und DMSO-
behandelte Zellen wiesen eine Zellviabilitdt von 100 % + 1,76 % auf. Weiterhin lasst sich
feststellen, dass in Methanol-behandelten Zellen ein signifikant hoheres Zellsterben zu
beobachten war, was auf die Funktionalitit des Assays hinweist. Hier lag die
Uberlebensfihigkeit nur noch bei 9,17 % =+ 4,17 %. Bei allen weiteren Experimenten konnen
toxische Effekte durch NP in einem Konzentrationsbereich bis 1 uM ausgeschlossen werden.
Inwieweit Zellen sich jedoch in einem Frithstadium der Apoptose befinden, kann mit diesem

Testsystem nicht abgeschitzt werden.

Mithilfe des EdU-Assays wurde die Teilungsrate von B35-Zellen unter Einfluss von NP
ermittelt. Hierfiir wurden die Zellen fiir drei Tage mit DMSO als Kontrolle bzw. 1 nM oder
1 uM NP fiir drei Tage behandelt. Da bekannt ist, dass das Differenzierungsreagenz (db)
cAMP in Opti-MEM® Medium zu einem Proliferatiosstopp der Zellen fiihrt, diente dies als
Positiv-Kontrolle zur Validierung des Assays. Abbildung 6 zeigt, dass die Proliferationsrate
bei B35-Zellen, die mit DMSO als Kontrolle behandelt wurden, bei 31,46 % + 1,27 liegt. Eine
Behandlung mit 1 nM NP fiihrt zu einer Reduktion der Proliferationsrate um 23,70 % =+
4,40 % im Vergleich zur Negativ-Kontrolle. Hier teilen sich die Zellen nur noch zu 24,00 % +
1,38 %. Kein signifikanter Effekt in Bezug auf die Teilungsrate konnte bei der hoheren NP-
Konzentration von 1 pM beobachtet werden, die bei 31,66 % = 1,21 % lag. Unter dem
Einfluss von cAMP, welches die Zellen differenziert und damit die Proliferationsphase
unterbricht, teilen sich die B35-Zellen nur noch zu 1,61 % + 0,48 %, was darauf hindeutet,

dass die Bestimmung der Proliferationsrate iiber das EQU-Reagenz funktionell ist.
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Abbildung 6: Proliferationsrate von B35-Zellen unter Einfluss von NP

B35-Zellen wurden fiir 72 Stunden mit DMSO als Negativkontrolle, (db) cAMP als Positivkontrolle oder 1 nM
bzw. 1 uM NP behandelt und anschlieBend die Proliferationsrate aus der Anzahl EdU-positiver Zellen in Bezug
auf die Gesamtanzahl an Zellen bestimmt. (A) Représentative, {ibereinander gelagerte Bilder von EdU- (griin)
und Hoechst 33342- Farbungen (blau) von DMSO-, cAMP- oder NP-behandelten B35-Zellen. Mafstabsbalken,
50 pm (B) Quantifizierung der B35-Zellproliferation aus drei unabhdngigen Experimenten. Signifikanzen
beziehen sich auf den Unterschied zur DMSO-Kontrolle, die Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
***p < 0,001. CAMP-Kontr. — cAMP-Kontrolle; DMSO-Kontr. — DMSO-Kontrolle; NP - Nonylphenol
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5.2 Der Einfluss von NP auf die morphologische Differenzierung von B35-Zellen

Der Vorgang der Differenzierung bezeichnet einen Prozess, der in vivo zur Auspriagung
phanotypischer Eigenschaften funktionell voll entwickelter Zellen fiihrt. Er ist eine
Kombination aus konstitutiven und adaptiven Eigenschaften einer reifen Zelle. Als Marker
der Differenzierung von Neuronen in vitro kann die Messung der Neuritenlénge herangezogen
werden. Als Bestandteil des Differenzierungsprozesses bilden die Zellen lange Neuriten,
deren GroBe sich signifikant von denen undifferenzierter Zellen unterscheidet. Die
Anwesenheit von Chemikalien kann die Differenzierung und Plastizitdt neuronaler Prozesse
und Verbindungen beeinflussen. Um die Auswirkungen von NP auf die morphologische
Differenzierung von Nervenzellen zu bestimmen, wurde die Linge der Zellfortsitze von B35-
Neuroblastomzellen bestimmt. Hierbei handelte es sich um das Integrin-unabhingige und
zellautonome Neuritenwachstum. Weiterhin kann die Messung der Anzahl von Neuriten
genutzt werden, um den Differenzierungsgrad einer Zelle zu bestimmen. Durch erhohte
Verzweigungen dndern sich die Zell-Zell Kontakte und die Innervation. Da in Zellkulturen
nicht zwischen Axonen und Dendriten unterschieden werden kann, ist im Folgenden unter

dem Begriff Neurit die Gesamtzahl aller Zellfortsdtze zusammengefasst.

5.2.1 NP-Gemisch

B35-Zellen wurden fiir drei oder 11 Tage mit einem technischen NP-Gemisch behandelt und
nach dieser Inkubationszeit die Lidnge der Neuriten bestimmt. In vorangegangenen
Experimenten von C. Laurini (AG Diestel) wurden bereits hohere Konzentrationen des NP-
Gemisches an B35-Zellen getestet (Daten nicht gezeigt). Es offenbarte sich eine signifikante
Reduktion der Neuritenldngen bereits ab einer Konzentration von 1 nM NP. Zur Verifizierung
der Ergebnisse wurde im Rahmen dieser Arbeit mit einer sehr geringen Konzentration von
0,05 nM NP gearbeitet, deren Effekt in der Literatur so noch nie beschrieben wurde. Hierfiir
wurden sowohl undifferenzierte, als auch differenzierte Zellen verwendet, um einen Einfluss
auf verschiedene neuronale Entwicklungsstadien zu simulieren (Abbildung 7A, B). Nach drei
Tagen NP-Inkubation lieB sich eine signifikante Reduktion der Neuritenldngen bei
undifferenzierten B35-Zellen ermitteln (Abbildung 7C). Dabei lag die durchschnittliche
Lange der Neuriten von unbehandelten Zellen bei 29,29 pm +1,41 pum, was eine Reduktion
von 20,83 % £ 5,77 % auf 23,19 um £ 1,69 um von NP-behandelten Zellen bedeutete. Keine
signifikante Reduktion der Neuritenldinge wurde bei differenzierten Zellen gemessen,

obgleich auch hier eine Tendenz in Richtung kiirzerer Neuriten sichtbar war. Die
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durchschnittliche Neuritenlinge von DMSO-behandelten Zellen lag bei 70,20 pm + 4,27 um,
die der NP-behandelten bei 56,24 pm + 6,05 um, was eine Reduktion um 18,89 % + 8,61 %
bedeutet. Weiterhin ist in Abbildung 7D an der exemplarischen Verteilungskurve der
Neuritenldngen erkennbar, dass sowohl bei differenzierten als auch undifferenzierten B35-
Zellen die Zellfortsdtze nach Inkubation der Zellen mit NP insgesamt prozentual kiirzer sind

und sich ein sigmoidaler Kurvenverlauf ergibt.

Nach einer langen Inkubationszeit von 11 Tagen verschob sich die Reduktion der Zellfortsétze
jedoch auch bei differenzierten Zellen in Richtung signifikanter Unterschiede zur DMSO-
Kontrolle (Abbildung 7E). Es lésst sich beobachten, dass eine Behandlung mit 0,05 nM NP
nach 11 Tagen zu einer signifikanten Verkiirzung der Neuriten in undifferenzierten und
differenzierten B35-Zellen fiihrte. Die durchschnittliche Lénge der undifferenzierten, DMSO-
behandelten Zellen lag nach 11 Tagen bei 42,65 pm + 2,97 um, bei NP-behandelten Zellen bei
32,03 um = 2,15 pm. Die Neuritenlingen von differenzierten, NP-behandelten Zellen
verkiirzten sich von 67,51 uym =+ 3,67 um auf 53,24 pum + 3,68 pum. Neuriten bei
undifferenzierten Zellen sind dabei um 24,90 % =+ 5,04 %, bei differenzierten Zellen um
21,14 % =+ 5,45 % kiirzer. Es kann konstatiert werden, dass ein NP-Gemisch mit unbekannter
Isomeren-Zusammensetzung einen zeit- und dosisabhingigen Effekt auf die B35-

Neuroblastomzelllinie ausubt.
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Abbildung 7: Der Einfluss von NP auf die Neuritenlinge von B35-Zellen

Représentative Mikroskopieaufnahmen von undifferenzierten (A) und differenzierten (B) B35-Zellen nach
Behandlung mit DMSO als Kontrolle oder 0,05 nM NP nach drei Tagen. MaBstabsbalken, 100 pm. Statistische
Auswertung der durchschnittlichen Neuritenldngen (C) und Verteilungskurven (D) nach dreitdgiger Behandlung
von undifferenzierten und differenzierten B35-Zellen mit DMSO als Kontrolle oder 0,05 nM NP. (E) Die
Auswertung der durchschnittlichen Neuritenldngen nach 11-tdgiger Behandlung von B35-Zellen ist als
Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05. DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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Des Weiteren wurde bestimmt, welchen Einfluss eine dreitéigige Inkubation mit NP auf die
Anzahl von Neuriten, ausgehend vom Zellsoma, bei differenzierten und undifferenzierten
B35-Zellen hat. Abbildung 8 zeigt, dass die durchschnittliche Anzahl an Neuriten unter der
Inkubation mit NP keiner Anderung erfihrt. Bei undifferenzierten Zellen tragen ca. 21
DMSO-behandelte und 23 NP-behandelte Zellen nur einen Neuriten, der ldnger als 5 pm ist.
Die meisten Zellen tragen zwei bis drei Zellfortsitze, unabhingig von der Behandlung
(undifferenzierte Zellen: 72 Zellen bei DMSO-Behandlung; 78 Zellen bei NP-Behandlung),
wobei sich dies bei differenzierten Zellen in Richtung von zwei Neuriten verschiebt. Hier
tragen, im Unterschied zu undifferenzierten Zellen, weniger Zellen mehr als zwei Neuriten.

Auch hier gibt es jedoch keine Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Zellen.
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Abbildung 8: Der Einfluss von NP auf die Neuritenanzahl von B35-Zellen

Die statistische Auswertung der durchschnittlichen Anzahl an Neuriten pro Zelle nach dreitédgiger Behandlung
von undifferenzierten (links) und differenzierten (rechts) B35-Zellen mit DMSO als Kontrolle oder 0,05 nM NP
ist als Mittelwert + SEM angegeben. DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP - Nonylphenol
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5.2.2 NP-Isomere NP65, NP111 und NP112

Bislang gibt es keine Studien dariiber, wie sich einzelne NP-Isomere auf die Entwicklung des
Nervensystems auswirken. Diese konnten, isoliert eingesetzt, verstirkt oder abgeschwicht in
Bezug auf das Auswachsen von Neuriten agieren. Die drei synthetisierten und
charakterisierten Isomere NP65, NP111 und NPI112 wurden in diese Experimente
eingeschlossen und auf ihre Effekte beziiglich des Neuritenwachstums der B35-Zellen hin
getestet. Hierfiir wurden die Zellen fiir drei oder 11 Tage mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Isomere behandelt und die Linge der Neuriten, wie in Abschnitt 4.1.5
beschrieben, analysiert. Da es bislang keine verfiigbaren Daten zur Wirkung der Isomere gibt,
wurde ein Konzentrationsbereich von 0,05 nM bis 1 pM bei den Kurzzeitversuchen
abgedeckt. Abbildung 9 und Abbildung 10 zeigen die Auswirkungen der NP-Isomere auf
differenzierte und undifferenzierte Zellen nach drei- bzw. 11-tdgiger Inkubation. Die
Auswertungen ergaben, dass Isomere unterschiedliche Dosis-Wirkungsbeziehungen haben.
Wihrend die Neuriten der mit NP65 und NP111 behandelten Zellen sich bei einer dreitigigen
Inkubation mit steigender Konzentration verkiirzen und dies bei NP65 ab 1 uM und bei
NP111 ab 100 nM signifikant, konnte bei NP112 keine Abhingigkeit zwischen Konzentration
und Einfluss auf das Auswachsen der Neuriten ermittelt werden (Abbildung 9). Fiir das
Isomer 65 ergaben sich bei undifferenzierten B35-Zellen folgende Neuritenlédngen: 25,24 pm
+ 3,14 pm, 24,81 pm = 0,86 um, 23,45 pm = 1,21 pm und 20,22 uym + 1,36 pm (0,05; 1; 100;
1000 nM NP). Das Isomer NP65 verringerte die Lange der Neuriten von undifferenzierten
Zellen bei einer Konzentration von 1 uM mit einer Reduktion um 28,55 % + 4,82 %. Die
Quantifizierung der Neuritenldngen undifferenzierter B35-Zellen, die mit NP111 behandelt
wurden, ergab folgende Werte: 20,77 pm £+ 1,12 pm, 20,40 ym + 1,25 pm, 19,06 pm =+
1,58 pum und 17,22 pm £ 1,16 pm (0,05; 1; 100; 1000 nM NP). Bei dem Isomer 111 zeigte
eine Inkubation mit 100 nM eine signifikante Reduktion der Neuritenlédnge undifferenzierter
Zellen um 27,99 % + 5,89 % und bei 1 uM um 34,95 % =+ 4,40 %. NP112 dnderte die
Neuritenlinge von undifferenzierten Zellen nicht signifikant, Werte bewegten sich kurz
oberhalb oder unterhalb des Mittelwerts der unbehandelten B35-Zellen, welcher bei 23,28 um
+ 1,33 um lag. Die Lédnge der Zellfortsitze NP112-behandelter, undifferenzierter Zellen
konnte mit diesen Werten beziffert werden: 22,82 um £ 2,17 pm, 19,37 um £ 1,39 um,
19,40 um + 1,39 pm und 21,00 pm £ 1,18 um (0,05; 1; 100; 1000 nM NP). Des Weiteren
zeigte sich, dass keines der Isomere in der Lage war, das Auswachsen der Neuriten

differenzierter Zellen nach einer dreitdgigen Inkubationszeit signifikant zu beeinflussen.

58



Ergebnisse

Neuritenlédngen differenzierter B35-Zellen unter dem Einfluss von NP65 waren 49,56 um +
7,15 um, 51,28 pm + 5,27 um, 47,56 um + 4,05 um und 37,18 pm £ 5,50 um (0,05; 1; 100;
1000 nM NP); von NP111 53,26 um £ 5,37 um, 52,29 um + 4,07 pm, 45,08 pm + 0,06 um
und 47,31 um £ 3,21 um (0,05; 1; 100; 1000 nM NP); sowie NP112 48,33 um =+ 2,77 um,
52,98 pm + 4,62 um, 47,31 pm + 3,82 um und 41,62 um £ 0,97 um (0,05; 1; 100; 1000 nM
NP).
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Abbildung 9: Der Einfluss unterschiedlicher NP-Isomere nach drei Tagen Inkubation auf die
Neuritenlinge von B35-Zellen

Undifferenzierte oder mit (db) cAMP differenzierte B35-Zellen wurden fiir drei Tage mit unterschiedlichen
Konzentrationen der NP-Isomere 65, 111 oder 112 behandelt. Die Quantifizierung der Neuritenldngen von drei
unabhingigen Experimenten ist als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05; **p < 0,01. DMSO-Kontr. —
DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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Da davon ausgegangen werden muss, dass Menschen der Umweltchemikalie iiber einen
langeren Zeitraum ausgesetzt sind, wurden auch hier Langzeiteffekte der Isomere eruiert.
Nach einer langen Inkubationszeit von 11 Tagen konnte keines der Isomere, weder bei
undifferenzierten, noch bei differenzierten Zellen, die Lénge der Neuriten signifikant
verkiirzen, auch wenn Tendenzen bei NP65 und NP111 sichtbar waren (Abbildung 10). Die
durchschnittlichen Neuritenlingen von undifferenzierten Zellen, welche mit DMSO als
Kontrolle bzw. NP65 fiir 11 Tage behandelt wurden, lagen bei 34,56 um + 5,75 pm, 30,02 um
+ 7,09 um und 27,97 pm = 4,97 um (DMSO; 0,05; 100 nM NP). Dies bedeutet eine
durchschnittliche Reduktion der mittleren Neuritenlange um 13,14 % + 20,53 % bei 0,05 nM
NP und 19,07 % + 14,46 % bei 100 nM NP. Differenzierte Zellen zeigten Neuritenldngen von
77,91 pm £ 9,26 pm, 52,12 ym + 6,37 um und 53,40 um + 4,28 um (DMSO; 0,05; 100 nM
NP). Dies bedeutet eine durchschnittliche Reduktion der mittleren Neuritenldnge bei 0,05 nM
um 33,10 % =+ 8,30 % und bei 100 nM um 31,46 % =+ 5,49 %. Bei dem Isomer NP111 lassen
sich dhnliche Tendenzen bei exponierten Zellen in Richtung kiirzerer Neuriten aufzeigen. Die
durchschnittliche Linge der Zellfortsidtze undifferenzierter B35-Zellen lag bei 34,34 um +
9,56 pm, 28,06 um £ 3,96 um und 22,71 pm + 3,71 um (DMSO; 0,05; 100 nM NP), was eine
Reduktion um 18,29 % = 11,52 % bzw. 33,87 % + 10,80 % ist; bei differenzierten Zellen lag
sie bei 73,89 um + 8,76 um, 59,05 pm = 7,01 pm und 53,07 um + 4,22 um (DMSO; 0,05;
100 nM NP). Lediglich das Isomer NP112 fiihrte dazu, dass die durchschnittliche
Neuritenlénge differenzierter Zellen nach der 11-tagigen Inkubation leicht erh6ht war, wenn
auch nicht signifikant. Dies konnte daran liegen, dass in diesem Fall die Lange unbehandelter
Zellen deutlich geringer ausfiel als bei Experimenten mit anderen Isomeren, so dass der
Unterschied zur DMSO-Kontrolle positiv ausfdllt. Die Werte lagen hier bei 47,81 um +
4,43 um, 53,85 uym £+ 2,01 pm und 57,52 pm £ 2,07 um (DMSO; 0,05; 100 nM NP). Die
Quantifizierung der Neuritenlingen undifferenzierter Zellen ergab folgende Werte fiir das
Isomer NP112: 24,46 um £ 5,18 um, 20,26 um + 4,88 pm und 22,61 pm + 3,75 pm (DMSO;
0,05; 100 nM NP).

Zusammengefasst kann konstatiert werden, dass NP-Isomere ein differenziertes
Wirkungsspektrum in Bezug auf Dosis und Inkubationsdauer auf das Auswachsen von

Neuriten in B35-Zellen haben, wobei das [somer NP112 keine signifikanten Effekte zeigte.
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Abbildung 10: Der Einfluss unterschiedlicher NP-Isomere nach 11 Tagen Inkubation auf die
Neuritenliinge von B35-Zellen

Undifferenzierte oder mit (db) cAMP differenzierte B35-Zellen wurden fiir 11 Tage mit den NP-Isomeren 65,
111 oder 112 behandelt. Die Quantifizierung von drei unabhidngigen Experimenten ist als Mittelwert £ SEM
angegeben. DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP - Nonylphenol
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5.3 Der Einfluss von NP auf die morphologische Differenzierung von

Primarneuronen

Zur Verifizierung der Ergebnisse, die in der B35-Neuroblastomzelllinie erzielt wurden,
erfolgte im Anschluss die Behandlung von Kleinhirnneuronen mit einem NP-Gemisch. Ein
Teil der Primérzellen wurde mit dem Lebendfarbstoff Dil behandelt. Dies diente der
Sichtbarmachung der Zellausldufer, da diese auf PLL in der Regel stark verzweigte
Netzwerke bilden, so dass eine Diskriminierung einzelner Neuriten schwierig ist. In diesem
Fall wurde das Zell-Zell-abhédngige Neuritenwachstum untersucht. Ein reprisentatives Bild
der Dil-gefarbten Neuronen ist in Abbildung 11A zu sehen. Die Auswertung der Zellfortsétze
geschah wie in Abschnitt 4.1.10 beschrieben. Die Analyse der Neuritenldngen nach drei Tagen
Inkubation zeigte, dass mit DMSO als Negativkontrolle behandelte Zellen keine signifikant
langeren Neuriten aufwiesen als mit NP behandelte, auch wenn eine leichte Tendenz sichtbar
war (Abbildung 11B). Die durchschnittliche Neuritenldnge der unbehandelten Zellen lag nach
drei Tagen bei 82,48 um + 10,94 um, wohingegen die Neuriten der NP-behandelten Neuronen
bei 72,10 pm + 7,48 um bei 1 nM und 67,11 pm + 10,64 pm bei 10 nM lagen. Obschon eine
Tendenz sichtbar war, ergab die statistische Auswertung nach drei Tagen noch keine
signifikanten Unterschiede der Werte. Im Gegensatz dazu hatte eine lingere Inkubation mit
NP von 11 Tagen einen signifikanten Einfluss auf die morphologische Differenzierung der
Primérzellen, sichtbar an deutlich kiirzeren Zellfortsétzen sowohl bei der niedrigen, als auch
hoheren NP-Konzentration. Die durchschnittlichen Neuritenldngen der Kleinhirnneuronen
beliefen sich in der Negativkontrolle auf 93,75 pm + 3,07 um, 70,76 um + 3,62 um bzw.
68,38 um + 3,30 um (DMSO; 1 nM; 10 nM NP). NP induzierte eine durchschnittliche
Reduktion der mittleren Neuritenldnge um 24,52 % + 3,86 % (1 nM) bzw. 27,05 % + 3,52 %
(10 nM).
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Abbildung 11: Der Einfluss von NP auf die Neuritenliinge Dil-gefirbter Kleinhirnneuronen

Cerebellare Neuronen wurden aus P3/4 Wildtypméausen isoliert und unter Anwesenheit von NP oder DMSO als
Kontrolle fiir drei bzw. 11 Tage kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde mit dem Lebendfarbstoff Dil gefarbt und die
Liange der Neuriten bestimmt. (A) Repridsentative Aufnahmen von Dil-gefirbten Kleinhirnneuronen.
MaBstabsbalken, 100 pm. (B) Quantitative Auswertung der Linge der Zellausldufer nach drei (links) bzw. 11
Tagen Inkubation (rechts) mit 1 oder 10 nM NP. Die Werte von drei unabhingigen Experimenten sind als
Mittelwert £ SEM angegeben, Signifikanzen beziehen sich auf die DMSO-Kontrolle. **p < 0,01. DIV — days in
vitro; DMSO-Kontr. —- DMSO-Kontrolle; NP - Nonylphenol

5.4 Der Einfluss von NP auf das Migrations- und Adhésionsverhalten

Ein charakteristisches Merkmal zahlreicher neuronaler Vorlduferzellen ist, dass sie von dem
Ort, an dem sie sich zu differenzieren beginnen, wegwandern. Verschiedene Klassen von
Neuroblasten wandern in verschiedenen Stadien, einige vor der Ausbildung ihrer Axone,
andere danach. Die Wanderung neuronaler Vorlduferzellen hat zum einen die Funktion, dass
sie zur Ausbildung der Identitit der Nervenzellen fiihrt, zum anderen kann sie die
funktionellen Eigenschaften und kiinftigen Verschaltungen des Neurons bestimmen. Aus
diesem Grund wurde der Einfluss von NP auf das Adhéisions- und Migrationsverhalten der

B35-Neuroblastomzellen bestimmt.
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5.4.1 Migration

5.4.1.1 Wundheilungsassay

Zur Ermittlung des Migrationsverhaltens von B35-Zellen in An- oder Abwesenheit von NP
wurde der Scratch-Assay durchgefiihrt. Zellen schlieBen nach einer spezifischen Zeit, die fiir
jede Zelllinie individuell ist, die entstandene Liicke. Abbildung 12A zeigt reprisentative
Aufnahmen einer solchen Wunde nach 24 Stunden. Die statistische Auswertung der
Wundbreite  behandelter und unbehandelter B35-Zellen ermittelte, dass das
Migrationspotential unter dem Einfluss von NP erhoht ist und dies in einer Dosis-

Wirkungsabhéngigkeit (Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Der Einfluss von NP auf die Wundbreite des B35-Monolayers im Scratch-Assay

B35-Zellen wurden fiir drei Tage mit DMSO als Kontrolle bzw. 1 nM oder 1 uM NP behandelt, bevor der
»Scratch® zugefligt wurde. (A) Reprisentative Aufnahmen der Migration von B35-Zellen in eine Wunde nach
null und 24 Stunden. Ma@stabsbalken 500 um. (B) Vergleich der prozentualen Reduktion der Wundbreite {iber
die Zeit (links) und statistische Auswertung der Wundbreite nach 24 Stunden (rechts). Signifikanzen beziehen
sich auf den Mittelwert + SEM. *p < 0,05. DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol; Std — Stunden

64



Ergebnisse

Wihrend die Kontrollzellen die Wunde nach 24 Stunden auf 57,01 % =+ 4,87 % schlossen, lag
die Wundbreite von NP-behandelten Zellen nach dieser Zeitspanne nur noch bei 49,05 % =+
2,57 % bzw. 46,97 % + 2,85 % (1; 1000 nM NP) im Vergleich zum Beginn der Messung.
Behandelte Zellen schlossen die Liicke also schneller und dies bei einer Konzentration von
1 uM NP mit einem p-Wert unter 0,05 statistisch signifikant. Da 24 Stunden vor Beginn der
Messung das FCS aus dem Kulturmedium entfernt wurde, ist davon auszugehen, dass es sich
um einen migrativen und nicht proliferativen Effekt handelt. Dies ist umso wahrscheinlicher,

da der EdU-Assay (sieche Abbildung 6) ebenfalls keine erhohte Proliferationsrate datiert hat.

5.4.2 Adhision

Anderungen in der Zellmigration hingen immer mit einem verinderten Adhisionsverhalten
zusammen. Aus diesem Grund wurde ein Adhésionstest mittels Crystal Violet durchgefiihrt.
Hierbei erfolgte die Kultivierung der B35-Zellen fiir drei Tage in Anwesenheit von 1 nM oder
1 uM NP bzw. DMSO als Kontrolle. Wie aus Abbildung 13 ersichtlich, steigt das
Adhisionspotential von Zellen, welche mit NP behandelt wurden, deutlich an. Nach 30
Minuten Adhésionszeit liegt das Potential von unbehandelten Zellen bei 0,52 + 0,03, von
1 nM NP behandelten Zellen bei 0,70 £+ 0,09 und von 1 uM NP behandelten Zellen bei 1,07 +
0,15. Die Adhésion ist bei 1 nM NP nach 60 Minuten auf 140 % + 10,03 % und bei 1 uM NP
sogar auf 215 % + 23,91 % angestiegen. Die hohe NP-Konzentration von 1 uM fiihrt also zu

signifikant verstérkter Zelladhédsion nach 30 und 60 Minuten.

1.5 1.5
= 30 Minuten ek 5 60 Minuten
B b *kk
[=] [a]
2 1.0 e. 1.0
5 5
K -
< 0.51 < 0.5
k=] T
o) 5
N N
0.0- 0.0 T
¢ X o s
+° & & *°
O N N
) =l
&N s

Abbildung 13: Der Einfluss von NP auf das Adhiisionspotential von B35-Zellen

Quantitative Auswertung der Zelladhision nach drei Tagen Inkubation mit 1 nM oder 1 uM NP, nachdem sich
B35-Zellen fiir 30 (links) bzw. 60 Minuten (rechts) absetzen konnten. Die Werte von drei unabhidngigen
Experimenten sind als Mittelwert + SEM angegeben, Signifikanzen beziehen sich auf die DMSO-Kontrolle.
**%p <0,001. DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol; OD — optische Dichte

65



Ergebnisse

5.4.3 Sphiroid-Formation und -Migration

Der Wundheilungsassay reprédsentiert nicht exakt die menschliche Gehirnmatrix und die
natiirliche Umwelt, in welcher die Zellen normalerweise migrieren. Die Anwendung
verschiedener Migrationsassays und der Vergleich der Ergebnisse erdffnet jedoch die
Moglichkeit, das Migrationsverhalten der B35-Zellen genauer zu charakterisieren. Aus
diesem Grund wurde ein Zellkultursystem angewendet, welches es den Zellen erlaubt zu
proliferieren und frei-schwimmende, multipotente Zellhaufen, Neurosphire genannt, zu
bilden. Wie Abbildung 14 indiziert, sind Sphiroide, welche fiir ein bis zwei Tage mit 1 uM
NP behandelt wurden, signifikant gréBer im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen. Fiir die
geringere NP-Konzentration von 1 nM ist ebenfalls eine Tendenz in Richtung grdéBerer
Sphiroide sichtbar. Bereits nach einem Tag haben Sphéroide unbehandelter Zellen eine GrofB3e
von 77.455 px + 4.347 px sowie Zellen, die mit NP behandelt wurden, eine Gréfe von
82.154 px + 4.293 px bzw. 96.542 px £ 6.280 px (1; 1000 nM NP). Nach zwei Tagen ist der
Effekt der hoheren NP-Konzentration auf die Grofe der Sphiroide im Vergleich zu

unbehandelten Sphéroide noch immer signifikant.
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Abbildung 14: Der Einfluss von NP auf die Bildung von Sphiiroiden bei B35-Zellen

B35-Zellen wurden in 1 % Agarose-beschichtete 24-Well Platten gegeben und in Anwesenheit von 1 nM bzw.
1 uM NP oder DMSO als Kontrolle fiir drei Tage inkubiert. (A) Représentative Phasenkontrast-Aufnahme der
Sphéroide an Tag eins und drei. Grofenunterschiede zwischen NP und Kontrolle sind deutlich sichtbar.
Malstabsbalken 500 pm. (B) Quantitative Auswertung der Spharoidgrofien zeigen signifikante Unterschiede an
den ersten beiden Tagen fiir die hchste NP-Konzentration auf. Die Flidche in Pixel ist als Mittelwert £ SEM
angegeben und errechnet sich aus den Werten dreier unabhéngiger Experimente. *p < 0,05. DIV — days in vitro;
DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol.
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Die Flachenwerte in px belaufen sich auf 86.786 + 5.999, 89.280 + 4.427 bzw. 10.5178 +
5.687 (DMSO; 1; 1000 nM NP). Die statistische Signifikanz hebt sich nach einer
Inkubationszeit von drei Tagen wieder auf. Da der EdU-Assay keine verstarkte Proliferation
der B35-Zellen unter dem Einfluss auf NP aufgezeigt hat, kann der Einfluss von NP auf die
GroBle der Sphiroide auf verringerten Zell-Zell-Kontakt zuriickgefiihrt werden, so dass die

Zellcluster weniger kompakt sind.

Sphiroide gleicher Grofle wurden anschlieBend in 0,002 % PLL-beschichtete 12-Well Platten
umgesetzt und das Auswachsen der B35-Zellen aus den Sphéroiden beobachtet (Abbildung
15A). Die Timelapse-Aufnahme wurde beendet, sobald die Zellen den Rand des
Bildausschnitts erreicht hatten; dies war nach ca. neun Stunden der Fall. Die Auswertung iiber
die Zeit ergab, dass Zellen der DMSO- bzw. NP-Bedingungen alle mit einer dhnlichen gro3en
Flache adhirenter Zellen starten, sich dann jedoch die Migration unbehandelter Zellen
beschleunigt, bis sie sich nach neun Stunden signifikant von der hochsten NP-Konzentration
unterscheidet (Abbildung 15B). Die Fliache in px liegt bei der DMSO-Kontrolle nach neun
Stunden bei 472.517 + 12.487, bei 1 nM NP bei 409.573 + 16.885 und bei 1 uM NP bei
349.053 £ 40.121. Dies bedeutet eine Reduktion der Migration bei NP-behandelten B35-
Zellen auf 86,68 % =+ 3,57 % bzw. 73,87 % £ 8,49 % (1; 1000 nM NP). Die verringerten
Wanderungseigenschaften sind bei der hochsten NP-Konzentration von 1 uM mit einem p-
Wert von 0,01 statistisch signifikant. Die Migration von B35-Zellen aus den Sphiroiden
heraus zeigt also ein gegenteiliges Ergebnis der Wanderungseigenschaften im Scratch-Assay,

bei dem NP ein erhohtes Migrationsverhalten der Zellen hervorriefen.
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Abbildung 15: Der Einfluss von NP auf die Wanderung von B35-Zellen aus Sphéroiden

Drei Tage alte Sphéroide wurden in 0,002 % PLL-beschichtete 12-Well Platten umgesetzt und in An- oder
Abwesenheit von NP die Wanderung der B35-Zellen fiir neun Stunden via Timelapse-Mikroskopie iiberwacht.
(A) Reprisentative Aufnahmen der B35-Zellen zum Beginn der Messung und nach neun Stunden unter dem
Einfluss von DMSO als Kontrolle bzw. 1 pM NP. MaBstabsbalken 500 pm. (B) Quantitative Auswertung der
Migration im Zeitverlauf (links) und nach neun Stunden (rechts). Die Flache der migrierten Zellen in Pixeln ist
als Mittelwert + SEM angegeben und errechnet sich aus den Werten dreier unabhingiger Experimente. Nach
neun Stunden ist der Unterschied der hochsten NP-Konzentration zur DMSO-Kontrolle signifikant. **p < 0,01.
DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol; Std — Stunden

5.5 Der Einfluss von NP auf die cytoskelettale Reorganisation

Die Migrations- und Adhédsionsversuche (siehe 5.4) haben gezeigt, dass NP die
Wanderungseigenschaften, den Zell-Zell Kontakt und die Bindung von B35-Zellen an die
Zellkulturplatten in verschiedenen Assays dndern. Auch die Bestimmung der Neuritenldngen
offenbarte, dass es einen Einfluss von NP auf die dynamische Organisation des Cytoskeletts
geben konnte, welches an einer verdnderten Reorganisation von Aktin- und Tubulin-
Filamenten sichtbar gemacht werden miisste. Neurotoxische Effekte, verdnderte Integritét in
Zellverbindungen oder eine verdnderte Regulation von Zelladhdsionsmolekiilen wiirden sich
in unterschiedlicher Anzahl oder Lidnge von cytoskelettalen Filamenten niederschlagen,

welche in der vorliegenden Arbeit iiber das Programm FilaQuant analysiert wurden.
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Abbildung 16: Der Einfluss von NP auf die cytokelettale Reorganisation von B35-Zellen

B35-Zellen wurden fiir drei Tage mit DMSO als Kontrolle oder 1 nM bzw. 1 uM NP behandelt und anschlieBend
die Lange und Anzahl der Filamente ausgewertet. (A) Représentative Fluoreszenz-Aufnahmen der Organisation
von F-Aktin, gefarbt mit Phalloidin (griin) und Mikrotubuli, sichtbar gemacht mit anti a-Tubulin Antikérpern
(rot). Mafistabsbalken 100 um. Quantitative Analyse von Filamentanzahl und —ldnge von F-Aktin (B) und
Tubulin (C) mithilfe der FilaQuant Software. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von mindestens drei
unabhingigen Experimenten. *p < 0,05; **p < 0,01. DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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Hierfiir wurden B35-Zellen fiir drei Tage mit DMSO als Kontrolle bzw. 1 nM oder 1 uM NP
behandelt und anschlieBend immunfluoreszenzmikroskopisch auf die Linge und Anzahl der
F-Akin und a-Tubulin-Filamente hin untersucht. Wie in Abbildung 16 dargestellt, sorgte die
Inkubation der Zellen mit NP sowohl fiir eine Verdnderung der Filamentanzahl, als
auch -lange. Die statistische Untersuchung zeigte signifikant weniger Aktin-Filamente bei
Zellen auf, welche mit einer geringen NP-Konzentration von 1 nM behandelt wurden
(Abbildung 16B). Die durchschnittliche Anzahl wurde hier von 181,10 + 16,91 bei der
Kontrolle und auf 123,60 + 10,18 bei der NP-Behandlung reduziert, welches eine
Verringerung um 31,75 % + 5,62 % bedeutet. Die Anzahl von Aktin-Filamenten bei 1 uM NP
lag bei 221,5 + 21,91, was im Vergleich zur DMSO-Kontrolle leicht erhdht, jedoch nicht
signifikant war. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Inkubation der Zellen mit 1 nM NP zu einer
steigenden Anzahl von Tubulin-Filamenten (Abbildung 16C). Die durchschnittliche Anzahl
der Tubulin-Filamente der Kontrolle (190,20 + 11,84) wurde bei 1 nM mit einer Erh6hung um
29,02 % £ 12,46 % auf eine durchschnittliche Filamentanzahl von 245,40 &+ 23,70 angehoben.
Die hohere NP-Konzentration von 1 pM fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu keiner
Verdnderung der Filamentanzahl (200,20 + 14,16). Beziiglich der Filamentlingen konnte
gezeigt werden, dass 1 nM NP weder bei Aktin noch Tubulin zu einer signifikanten
Veranderung fiihrte. Die Filamentldngen flir Aktin beliefen sich auf 31,30 + 0,60, 31,40 + 0,94
bzw. 37,79 + 2,00 (DMSO; 1; 1000 nM NP). Dies entsprach einer signifikanten Verldngerung
der Filamente um 20,35 % + 6,36 % bei der hohen NP-Konzentration von 1 pM. Beziiglich
der Mikrotubuli ergaben sich Filamentldngen von 45,36 + 0,49, 44,96 + 0,30 bzw. 45,05
+ 0,40 (DMSO; 1; 1000 nM NP), die sich jedoch statistisch nicht voneinander unterschieden.
Zusammenfassend konnte also gesagt werden, dass der Einsatz von geringen Konzentrationen
NP zu einer verringerten Anzahl von Aktin-Filamenten, im Gegensatz dazu aber zu einer
erhohten Anzahl von Tubulin-Filamenten fiihrt. Die geringe Konzentration hatte wiederum
keinen Einfluss auf die Linge von Aktin- und Tubulinfasern, jedoch fiihrte eine hohe NP-

Konzentration zu einer grofBeren Linge von Aktin-Filamenten.
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5.6 Der Einfluss von NP auf den ERK1/2-Signalweg

Die ERK1/2-Kinase des MAP-Kinase Signalweges hat Einfluss auf die Differenzierung von
Zellen, welche konsequenterweise zur Ausbildung eines reiferen Phinotyps mit dem
Auswachsen von Neuriten in B35-Zellen einhergeht. Die ERK-Kinase ist dabei in ihrem
phosphorylierten Zustand in der Lage, stromabwiérts liegende Phosphorylierungskaskaden
anzuschieben. Zunichst sollte iiberpriift werden, ob die ldngere Inkubation von differenzierten
und undifferenzierten B35-Zellen zu einer Anderung der konstitutiven ERK-Expression fiihrt.
Dazu wurden die Zellen fiir 72 Stunden mit DMSO als Kontrolle oder 100 nM bzw. 1 uM NP
behandelt und anschlieBend mittels Westernblot die Menge an ERK quantifiziert. Tubulin
diente hierbei als Ladekontrolle. Die Abbildung 17 zeigt, dass eine vorangegangene

Differenzierung der B35-Zellen dazu fiihrt, dass sich die basale ERK-Expression veréndert.

differenzierte B35-Zellen undifferenzierte B35-Zellen
DMSO 100 nM NP 1 pM NP DMSO 100 nM NP 1 pM NP
44 kDa == S S— S m ERK 1/2
42KDa ——— | — — — — o —
50 kDa = CHm GED S Sy Gugy @ o Tubulin

Abbildung 17: Der Einfluss einer Langzeitexposition mit NP auf die konstitutive ERK1/2-Expression in
B35-Zellen

Differenzierte und undifferenzierte B35-Zellen wurden fiir 72 Stunden mit DSMO als Kontrolle oder 1 nM bzw.
1 uM NP behandelt. 30 pg Protein wurden auf ein SDS-Gel geladen und anschlieBend zum Westernblot
iiberfiihrt. Nach Antikérper-Behandlung mit anti-ERK1/2 wurde die Membran gestripped und als Ladekontrolle
mit anti o-Tubulin Antikérpern behandelt. Die Differenzierung von B35-Zellen fiihrt zu einer Anderung der
konstitutiven ERK-Expression. Die dritte Bande bei 46 kDa konnte von einem alternativen Splei3-Produkt von
ERK1 (ERK1b) in Ratten herriihren (Yung et al., 2000). DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol

Aus diesem Grund wurde in den nachfolgenden Versuchen nur noch mit undifferenzierten
Zellen gearbeitet, um den Einfluss von NP auf die ERK-Aktivitit im phosphorylierten
Zustand nicht durch eine verdnderte Gesamt-ERK-Expression zu {iberlagern. NP in
unterschiedlichen Konzentrationen hatten nach einer Langzeitinkubation hingegen keinen
Einfluss auf die konstitutive ERK-Expression von undifferenzierten B35-Zellen. Da die
Phosphorylierung von ERK jedoch eine kurzfristige Regulation ist, wurden in den Versuchen
zur Ermittlung der ERK-Aktivitdit im Weiteren nur kurze Expositionszeiten mit NP von

maximal 30 Minuten betrachtet. Somit wurde anschliefend zunichst der Einfluss von 100 nM
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NP auf die Aktivitidt der ERK-Kinasen bestimmt. Dazu wurden die Zellen fiir 10, 20 oder 30
Minuten mit 100 nM NP behandelt, direkt lysiert und im Westernblot die Menge an
phosphoryliertem ERK1/2 analysiert. Die Quantifizierung der Blots zeigte keinen
signifikanten Unterschied im ERK1/2-Phosphorylierungsstatus von NP-behandelten Zellen
im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen auf (Abbildung 18B). Somit war die Aktivitidt von
ERK1/2 durch NP weder verringert, noch erhoht. Es ist anzumerken, dass die
interindividuellen Unterschiede zwischen den Blots sehr hoch waren, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass NP bei einer Konzentration von 100 nM keinen Einfluss auf
die Aktivitdit der ERK-Kinase ausiibt und Unterschiede zwischen Kontrollen und NP-

Behandlungen zufilliger Natur waren.
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Abbildung 18: Der Einfluss einer Exposition mit 100 nM NP auf die Phosphorylierung von ERK1/2 in
B35-Zellen

Undifferenzierte Zellen wurden mit 100 nM NP oder der entsprechenden Kontrolle fiir 10, 20 oder 30 Minuten
behandelt und anschlieend lysiert. (A) Représentative Aufnahme eines Westernblots. 30 pug Gesamtprotein
wurden auf ein SDS-Gel geladen und anschlieBend dem Westernblot iiberfiihrt. Nach Entfernung der p-ERK
Antikorper wurde die Expression der Gesamt-ERK-Expression bestimmt. (B) Quantifizierung der ERK-
Expression nach 10, 20 bzw. 30 Minuten Inkubation von B35-Zellen mit 100 nM NP. Die p-ERK1/2 Banden
wurden gegen die ERK1/2-Gesamtexpression normalisiert. Die Phosphorylierung der DMSO-Kontrolle wurde
gleich 100 % gesetzt. DMSO-Kontr. - DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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Um zu iberpriifen, ob eine hohere Konzentration von NP in der Lage ist, die
Phosphorylierung von ERK1/2 positiv oder negativ zu regulieren, wurde der Versuch mit
1 uM NP wiederholt. B35-Zellen wurden wiederum fiir 10, 20 oder 30 Minuten mit NP
behandelt und die Phosphorylierung von ERK1/2 auf die konstitutive ERK-Expression
normalisiert. Abbildung 19A zeigt einen reprdsentativen Westernblot, Abbildung 19B die
Quantifizierung von drei unabhingigen Experimenten. Es ist deutlich zu erkennen, dass 1 uM

NP die Phosphorylierung und damit die Aktivitit von ERK1/2 zeitabhéngig inhibiert.
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Abbildung 19: Der Einfluss einer Exposition mit 1 pM NP auf die Phosphorylierung von ERK1/2 in B35-
Zellen

Undifferenzierte Zellen wurden mit 1 uM NP oder der entsprechenden Kontrolle fiir 10, 20 oder 30 Minuten
behandelt und anschlieend lysiert. (A) Repréisentative Aufnahme eines Westernblots. 30 pg Gesamtprotein
wurden auf ein SDS-Gel geladen und anschlieBend zum Westernblot tiberfiihrt. Nach Entfernung des p-ERK
Antikdrpers wurde die Expression der Gesamt-ERK-Expression bestimmt. Die dritte Bande bei 46 kDa konnte
von einem alternativen Splei-Produkt der ERK1 (ERK1b) in Ratten herriihren (Yung et al, 2000). (B)
Quantifizierung von drei unabhéngigen Experimenten. P-ERK1/2 Signale wurden gegen Gesamt-ERK1/2
normalisiert und die DMSO-Kontrolle gleich 100 % gesetzt. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. DMSO-Kontr.
— DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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Die Phosphorylierung sank kontinuierlich von 100 % + 1,0 % (DMSO-Kontrolle) auf 34,2 %
+ 12,2 % (1 uM NP, 30 Minuten) bei der ERK 1 und auf 39,0 % + 12,7 % (1 uM NP, 30
Minuten) bei der ERK 2. Der Effekt von NP auf die Aktivitdt der ERK-Kinase war bereits
nach 10 Minuten fiir die ERK1 signifikant, dieser verstarkte sich im zeitlichen Verlauf noch
weiter. Da zuvor keine Auswirkungen auf die konstitutive ERK-Expression ermittelt wurde
(siche Abbildung 17), kann von einem exklusiven Effekt von NP auf die Aktivitit von

ERK1/2 und nicht auf die Expression im Allgemeinen ausgegangen werden.

5.7 Der Einfluss von NP auf die synaptische Plastizitit von Primirneuronen

Ein durchschnittliches Neuron bildet rund 1000 synaptische Kontakte aus und empfangt bis
zu 10.000 Kontakte. Im Gegensatz zu elektrischen konnen chemische Synapsen sowohl
hemmende, als auch erregende Vorgénge steuern. Sie sind flexibler und rufen im Allgemeinen
komplexere Verhaltensreaktionen hervor. Das Protein Synaptophysin hat mehrere a-Helices,
die in der Vesikelmembran von Synapsen verankert sind und vermutlich einen Kanal bilden
(Kandel, 2011). Es kann als Marker fiir die Anzahl synaptischer Verbindungen herangezogen
werden. Primdre Neuronen aus dem Kleinhirn von P3/4 Wildtypméusen wurden isoliert und
fiir 11 Tage mit 10 nM oder 1 uM NP bzw. DMSO als Kontrolle inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine Immunfluoreszenz mit Synaptophysin-Antikorpern und Quantifizierung der
synaptischen Vesikel. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 zusammengefasst. Die quantitative
Auswertung ergab einen signifikanten Unterschied in der Anzahl Synaptophysin-positiver
Vesikel zwischen behandelten und unbehandelten Kleinhirnneuronen. Die Inkubation mit NP
fiihrte hierbei zu einer starken Reduzierung der Vesikel mit einer Reduktion um 40,12 % +
6,73 % fiir 10 nM NP und 55,67 % + 8,58 % fiir 1 uM NP. Die durchschnittliche synaptische
Dichte lag demnach bei DMSO-behandelten Neuronen bei 44,39 + 3,11 Punkten pro pm und
bei NP-behandelten Zellen nur bei 26,58 + 2,99 bzw. 19,68 + 3,81 Punkten pro pum (10;
1000 nM NP). Der Unterschied ist mit einem p-Wert von < 0,05 bzw. < 0,01 dabei hoch
signifikant. Im Gegensatz dazu ist die Intensitdt der fluoreszierenden Vesikel unter dem
Einfluss von NP nicht statistisch unterschiedlich, obschon auch hier eine starke Tendenz in
Richtung schwicherer Intensitdt bei NP-behandelten Zellen sichtbar ist. Die Intensitit liegt
bei der DMSO-Kontrolle bei 1.290 px + 231 px; bei 10 nM NP bei 1.064 px + 194 px und bei
der hochsten NP-Konzentration von 1 uM bei 683 px + 135 px. Es kann zusammenfassend
konstatiert werden, dass eine 11-tigige Behandlung von cerebellaren Primdrneuronen in
Zellkultur mit NP zu einer Abnahme synaptischer Vesikel und einer Verringerung von

Synaptophysin in der Vesikelmembran fiihrt.
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Abbildung 20: Der Einfluss von NP auf die Ausbildung von Synapsen in Kleinhirnneuronen

Cerebellare Neuronen wurden aus P3/4-Maiusen isoliert, mit 10 nM oder 1 uM NP bzw. DMSO als Kontrolle
behandelt und nach 11 Tagen in einer Immunfluoreszenz mit Synaptophysin-Antikérpern die Punkte-Dichte und
-Intensitdt der synaptischen Verbindungen quantifiziert. (A) Représentative Konfokalaufnahme von zwei sich
berithrenden Kleinhirnneuronen. Jeder Punkt (Cy™3-markiertes Synaptophysin) symbolisiert eine Synapse.
MaBstabsbalken 100 pum. (B) Quantitative Auswertung der Anzahl von Synaptophysin-Vesikeln pro um Neuron
(links) und der Fluoreszenz-Intensitdt pro Neuritenldnge (rechts) mithilfe der Software SynPAnal. Dargestellt
sind Mittelwerte £ SEM von mindestens drei unabhingigen Experimenten. *p < 0,05; **p < 0,01. DMSO-Kontr.
— DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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5.8 Der Einfluss von NP auf die Zebrafisch-Entwicklung

Um biologische Eigenschaften von chemischen Substanzen zu adressieren, wird haufig der
Zebrafisch als Modellorganismus herangezogen. Untersucht wurden in vorliegender Arbeit
morphologische Malformationen, Anderungen in der Reifung bzw. Wanderung von OPCs

sowie apoptotische und proliferative Verdnderungen im ZNS von Zebrafischen.

5.8.1 Der Einfluss von NP auf die morphologische Entwicklung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zebrafische wenige Stunden nach der Befruchtung
zum ersten Mal mit NP in Kontakt gebracht. Die Behandlung iiber drei Tage erfolgte mit einer
niedrigen (1 nM) und einer hohen Dosis (1 pM) NP oder DMSO als Kontrolle. Die
Beurteilung ihrer Morphologie wurde am Lichtmikroskop durchgefiihrt. Durch den Farbstoff
Methylenblau, welcher an 1 dpf als sterilisierender Zusatz im Danieau-Medium zugegeben
ist, kann gut zwischen befruchteten und unbefruchteten Eiern bzw. toten Fischen
unterschieden werden. Die Eier haben dann eine milchige Farbe und sind opak. Der Anteil
von toten Fischen lag bei unbehandelten und behandelten Fischen in etwa bei 5-10 %, was
einer physiologischen Sterberate entspricht (Daten nicht gezeigt). Nach zwei Tagen
Inkubation mit NP konnte jedoch beobachtet werden, dass Fische der hochsten Konzentration
noch nicht aus ithrem Ei geschliipft waren und teilweise auch nach drei Tagen nicht in der
Lage waren, die Ei-Hiille zu durchbrechen, so dass der Vorgang enzymatisch unterstiitzt
werden musste (Abbildung 21). An 3 dpf zeigten Zebrafische, welche mit 1 uM NP behandelt
wurden, einen starken Phénotyp. Sie wiesen eine ventral gebogene Korperachse auf, wodurch
sie kein normales Schwimmverhalten auspriagten, sondern sich lediglich im Kreis drehten.
Der Anteil von Fischen mit diesem deutlichen Phanotyp lag zwischen 50 und 70 %, so dass
die hohe NP-Konzentration als toxisch eingestuft wurde. Es konnte zu verstarkter Apoptose
oder Proliferation in dorsalen oder ventralen Regionen gekommen sein. Fiir die weiteren
Versuche war es jedoch essentiell, dass die Fische planar waren. Aus diesem Grund wurde die

Konzentration halbiert und mit 500 nM NP als hochster Konzentration weiter gearbeitet.

76



Ergebnisse

1 dpf 2 dpf

Kontr.

1 nM NP

1 pM NP

Abbildung 21: Der Einfluss von NP auf die morphologische Entwicklung von Zebrafischen

Zebrafische wurden fiir drei Tage mit DMSO als Kontrolle bzw. 1 nM oder 1 uM NP behandelt und ihre
Entwicklung unter dem Stereomikroskop dokumentiert. Nach zwei Tagen schliipfen die Fische normalerweise
aus dem Ei, was jedoch bei der NP-Konzentration von 1 uM nicht der Fall war. Dies deutet auf eine verzdgerte
Entwicklung hin. Nach drei Tagen wiesen diese Fische einen Phinotyp auf, der ihr Schwimmverhalten
beeintrichtigte. Die Fische waren ventral um ihre Korperachse gebogen, was auf toxische Effekte von NP in
diesen hohen Konzentrationen hindeuten konnte. MafBstabsbalken 1 mm. Dpf — days post fertilization; Kontr. —
DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol

5.8.2 Der Einfluss von NP auf die Migration von OPCs

Da Zebrafische in ihrer Hautpigmentierung gehemmt werden konnen, sind Forscher mithilfe
von Reporterfischlinien in der Lage, die Entwicklung bestimmter Neuronengruppen zu
untersuchen, indem durch die Fische hindurch mikroskopiert wird. Die Wanderung von OPCs
wurde zundchst am 2-Photenenmikroskop analysiert und anschlieBend mit der automatischen
Auswertung am EnSight verglichen. In beiden Féllen wurden die Zebrafische fiir vier Tage
mit 150, 250 oder 500 nM NP bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. An 4 dpf erfolgte die
Einbettung in Agarose fiir die Analyse am 2-Photonenmikroskop. Hier wurde ein immer
gleicher Ausschnitt gewdhlt, in dem alle dorsal migrierten Olig2-positiven OPCs manuell

ausgezdhlt wurden. Abbildung 22A zeigt eine exemplarische Aufnahme des 2-Photenen-
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Mikroskops, bei der das Riickenmark und alle auswandernden Neuronenvorlduferzellen mit
ihrer typischen Morphologie erkennbar sind. Hierbei zeigte sich, dass es, bezogen auf den
Durchmesser von Zellober- zu Zellunterseite, eher runde und eher flache Zellen gibt, jedoch
ist noch nicht abschlieBend geklért, ob es sich bei den flachen Zellen um differenziertere
Zellen handelt, so dass aufgrund der Morphologie keine Interpretationen mdoglich sind. Die
Auswertungen, bei denen Fische in eine 96-Well Platte umgesetzt und im Hochdurchsatz im
EnSight Gerédt analysiert wurden, erfolgten parallel. Nach manuellem Auszdhlen von jeweils
drei unabhédngigen Experimenten im 2-Photonenmikroskop und automatischer Auswertung im
EnSight ergab sich, dass die tendenziellen Unterschiede in der Anzahl dorsaler Olig2-
positiver Zellen bei 2-Photonenmikroskop und EnSight konvergierten. Lediglich die absolute
Anzahl der Zellen unterschied sich, da beim 2-Photonenmikroskop im Gegensatz zum
EnSight nur ein kleiner Ausschnitt des Riickenmarks untersucht wurde, wohingegen bei der
automatischen Auswertung alle dorsal migrierten Zellen des Riickenmarks ausgezéhlt wurden.
Abbildung 22B zeigt die quantitative Auswertung von dorsal migrierten Olig2-positiven
OPCs der EnSight Analyse, Daten der manuellen Auszdhlung sind nicht dargestellt. Es ist
deutlich zu erkennen, dass unter dem Einfluss von NP die Anzahl Dosis-abhingig ansteigt.
Dieser Effekt ist ab einer NP-Konzentration von 500 nM statistisch signifikant (*p < 0,05).
Bei DMSO-behandelten Fischen wanderten durchschnittlich 48,11 + 1,72 Zellen, bei den NP-
behandelten Fischen waren es 51,66 + 2,79, 54,85 + 2,06 und 56,03 + 1,52 Zellen (150; 250;
500 nM NP). Dies ist eine Erhdhung um 16,46 % =+ 3,16 % bei der hochsten NP-
Konzentration. Ob es sich bei diesem Effekt um einen verstirkte Wanderung oder erhohte

Proliferation der Zellen handelt, ldsst sich anhand dieser Ergebnisse nicht ableiten.

78



Ergebnisse
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Abbildung 22: Der Einfluss von NP auf dorsale Olig2:egfp exprimierende OPCs im Zebrafisch

Zebrafische wurden flir vier Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen NP oder DMSO als Kontrolle
behandelt. (A) Reprisentative Aufnahmen des ZNS von Zebrafischen, welche am 2-Photenenmikroskop
generiert wurden. Zu sehen sind Olig2:egfp exprimierende OPCs, die sich aus der pMN-Region ablésen und in
Richtung der Axone migrieren. MaB3stabsbalken 50 um. (B) Quantitative Auswertung der Anzahl von Olig2:egfp
exprimierenden OPCs, welche durch die automatische Auswertung am EnSight generiert wurden. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM von mindestens drei unabhéngigen Experimenten. Jeder Punkt symbolisiert einen Fisch.
*p < 0,05. DMSO-Kontr. — DMSO-Kontrolle; dpf — days post fertilization; NP — Nonylphenol; OPCs —
Oligodendrocyten-Vorlduferzellen (oligodendrocyte precursor cells)
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5.8.3 Der Einfluss von NP auf reife Oligodendrocyten

Da es sich, wie in Versuch 5.8.2 gezeigt, um unreife Oligodendrocyten-Vorlauferzellen
handelt und keine Riickschliisse dariiber moglich sind, ob diese am Ende auch die Axone
myelinisieren, so dass eine funktionelle Aussage moglich wire, wurde mithilfe eines zweiten
Markers fiir reife Oligodendrocyten iiberpriift, ob ein Effekt von NP auch noch bei reifem
Phanotyp ausgepragt ist. CldnK wird spezifisch von Zellen exprimiert, die Myelin wéahrend
der Entwicklung des Nervensystems beim Fisch generieren. Der experimentelle Aufbau war
genauso wie bei Versuch 4.3.3, Fische wurden fiir vier Tage mit 150, 250 und 500 nM NP
bzw. DMSO als Kontrolle behandelt und anschlieBend im EnSight fotografiert. Fiir die
manuelle Auszdhlung der CldnK-positiven Zellen wurde jeder einzelne Fisch begutachtet.
Wie in Abbildung 23 zu erkennen, steigt die Anzahl von CldnK-exprimierenden Zellen mit
steigender NP-Konzentration an. Dieser Effekt ist bereits ab einer NP-Konzentration von
150 nM statistisch signifikant (*p < 0,05). Bei DMSO-behandelten Fischen wanderten
durchschnittlich 67,06 + 3,02 Zellen, bei den NP-behandelten Fischen waren es 80,07 + 2,83,
92,16 = 3,41 und 89,88 £ 4,26 (150; 250; 500 nM NP).
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Abbildung 23: Der Einfluss von NP auf dorsale CldnK(cyto):egfp exprimierende Oligodendrocyten im
Zebrafisch

Zebrafische wurden flir vier Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen NP oder DMSO als Kontrolle
behandelt. Die Grafik zeigt die quantitative Auswertung der Anzahl von CldnK(cyto):egfp exprimierenden
Oligodendrocyten, welche manuell ausgezédhlt wurden. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM von mindestens drei
unabhédngigen Experimenten. Jeder Punkt symbolisiert einen Fisch. *p < 0,05; ***p < 0,001. CldnK — Claudin
K; DMSO-Kontr. — DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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Um auszuschlielen, dass eine erhohte Anzahl unreifer und reifer Oligodendrocyten auf ein
verdndertes Langenwachstum der Fische zuriickzufiihren ist, wurden zusitzlich die
KorpergroBen der Fische iiber das Programm des EnSight-Gerites ausgelesen und analysiert.
Wie in Abbildung 24C erkennbar ist, wiesen Zebrafische aller Behandlungsarten eine dhnliche
Korpergrofle auf. Fische der DMSO-Kontrolle wiesen im Mittel eine Lange von 3.731 pm +
30,68 um auf, wohingegen sich der Mittelwert der NP-behandelten Fische auf 3.783 pum +
36,21 pm, 3.809 um £ 31,92 um, bzw. 3.821 pm + 27,62 um belief (150; 250; 500 nM NP).
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Abbildung 24: 96-Well Platte, Detailaufnahme und Lingenverteilung von Zebrafischen der Linie
CldnK(cyto):egfp

(A) In jeder Vertiefung befindet sich ein Fisch, welcher im Hochdurchsatz vom EnSight-Gerét fotografiert wird.
Fir die Auswertung mussten sich die Fische in der Mitte des Wells, auf dem Bauch liegend, befinden.
VergroflerungsmaBstibe im Programm nicht verfiigbar. (B) Automatische Erkennung von Fischmorphologie und
Lénge der Zebrafische durch das EnSight-Gerit. (C) Die Analyse der Korperldngen der Zebrafische ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen einzelnen Gruppen. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM von mindestens drei
unabhédngigen Experimenten. Jeder Punkt symbolisiert einen Fisch. DMSO-Kontr. — DMSO-Kontrolle; NP —
Nonylphenol
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5.8.4 Der Einfluss von NP auf Proliferation und Apoptose im ZNS

Nachdem eine erhohte Anzahl von unreifen OPCs und reifen Oligodendrocyten im
Riickenmark von Zebrafischen nach einer viertigigen Behandlung mit unterschiedlichen NP-
Konzentrationen in den Versuchen 5.8.2 und 5.8.3 festgestellt wurde, sollte tiberpriift werden,
ob dies auf eine allgemein erhohte Proliferationsrate zuriickzufiihren ist. Die
immunohistochemische Fiarbung erfolgte mithilfe des Markers PCNA. Des Weiteren wurde
der Apoptosemarker c-Caspase 3 herangezogen, um Zellsterben im ZNS sichtbar zu machen.
Feingewebliche Strukturen der Sagittalschnitte von 4 dpf Zebrafischlarven wurden mit einer
HE-Férbung sichtbar gemacht, Immunreaktionen sind in braun erkennbar. Anhand von
Abbildung 25 (Proliferation) und Abbildung 26 (Apoptose) ist erkennbar, dass Fische, die mit
500 nM NP behandelt wurden, sowohl eine verstirkte Zellteilungsrate, als auch Apoptoserate

im ZNS aufweisen

DMSO-Kontr. i e il (500 nM NP

Abbildung 25: Zellproliferation im Riickenmark von Zebrafischen

20 pum dicke Sagittalschnitte von 4 dpf Zebrafischlarven, die mit DMSO als Kontrolle oder 500 nM NP
behandelt wurden. HE-Fabung ist violett und Immunreaktion von PCNA-positiven Zellen braun dargestellt. Die
oberen Bilder zeigen dabei einen Ausschnitt der Larve, der in der unteren Reihe vergroBert ist und das
Riickenmark verdeutlicht. Weill gestrichelte Késten symbolisieren Bereiche mit hoher Proliferationsrate.
MaBstabsbalken 200 um. DMSO-Kontr. — DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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Die Proliferation von Zellen findet bei Fischen, die mit 500 nM NP behandelt wurden, im
gesamten Riickenmark statt, wohingegen sie sich bei unbehandelten Fischen auf einige
wenige Bereiche konzentriert. Auf der anderen Seite ist die Apoptoserate im ZNS bei
behandelten und unbehandelten Fischen sehr gering. Bei Fischen, die mit DMSO behandelt
wurden, sind im spezifischen Bereich des Riickenmarks gar keine apoptotischen Zellen zu
finden, bei NP-behandelten sind es einige wenige, jedoch muss beachtet werden, dass die
Immunfarbung hier insgesamt deutlicher zu sehen ist. Eine verstirkte Zellteilung kann in
diesem Fall erkldaren, warum im ZNS der Zebrafische, die mit NP behandelt wurden, mehr
OPCs und reife Oligodendrocyten gefunden wurden. Die Ergebnisse wiren somit auf eine
erhohte Proliferation und weniger auf eine verstirkte Migration zuriickzufiihren. Die
Ergebnisse sind jedoch zunédchst aufgrund nur einer Wiederholung als vordufig zu betrachten

und konnen bislang nicht quantifiziert werden.

DMSO-Kontr. 500 nM NP

Abbildung 26: Apoptose im Riickenmark von Zebrafischen

20 pum dicke Sagittalschnitte von 4 dpf Zebrafischlarven, die mit DMSO als Kontrolle oder 500 nM NP
behandelt wurden. HE-Fébung ist violett und Immunreaktion von c-Caspase 3-positiven Zellen braun dargestellt.
Die oberen Bilder zeigen dabei einen Ausschnitt der Larve, der in der unteren Reihe vergrofBert ist und das
Riickenmark représentiert Weill gestrichelte Kisten symbolisieren Bereiche mit hoher Apoptoserate.
MafBstabsbalken 200 pum. DMSO-Kontr. — DMSO-Kontrolle; NP — Nonylphenol
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6 Diskussion

6.1 Proliferation und Zelliiberleben

Die Besorgnis iiber die Moglichkeit, dass NP die Entwicklung des Nervensystems und die
neuronale Funktion beeinflussen kdnnten, nimmt stetig zu. Es liegen Berichte vor, nach denen
die Auswirkungen der Chemikalie auf die neuroendokrine Homoostase zu Verdnderungen der
kognitiven Funktion und neurotoxischen Gewebsschidden fiihren kann. Letztlich werden die
meisten Ergebnisse dieser Arbeit in Hinblick darauf diskutiert, inwieweit NP seinen Einfluss
iiber die Modifikation des physiologischen Ostrogen-Signalwegs vermittelt und diesen
verdndert. Der Effekt von EDCs, einschlieBlich NP, auf das neuroendokrine System der
Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse (HPG) ist dabei beziiglich evidenzbasierter
Forschung am besten untersucht. Nagao et al. berichten, dass eine Exposition von Ratten mit
NP dosisabhédngig zu einer Erhohung der Thyreotropin-Spiegel, nicht jedoch zur Veranderung
peripherer Hormone fiihrt (Nagao et al., 2001). Eine andere Arbeitsgruppe untersuchte in vitro
die Fahigkeit von NP die Aktivitit von Schilddriisenhormonen zu unterbrechen. Sie nutzten
hierfiir die Zelllinie GH3 (Hypophysenzellen aus Ratte) und konnten einen inhibitorischen
Effekt auf deren Zellwachstum nach NP-Exposition feststellen. Sie schlieBen daraus, dass dies
das Risiko eines negativen Effekts auf das fotale Gehirn bergen kann, was schlielich zu
kognitiver Dysfunktion fiihrt (Ghisari & Bonefeld-Jorgensen, 2005). Im Gegensatz dazu
berichten Vosges et al., dass in einem neuronalen Zellsystem von Gonadotropin-releasing-
hormone (GnRH)-Neuronen des Vorderhirns durch NP-Exposition eine vermehrte Anzahl an
Neuronen dieses Typs in eben diesem Hirnbereich detektiert wurde. Gleichzeitig zeigten
immunohistologische Fiarbungen jedoch, dass die Entwicklung der GnRH-Neuronen gestort
war (Vosges et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Exposition von B35-Zellen
mit geringen Konzentrationen NP interessanterweise auch zu einer Reduktion der
Proliferationsrate der Neuroblastomzellen, wohingegen die hohere Konzentration von 1 pM
NP keinen Einfluss auf die Zellteilung hatte. Der Effekt von NP konnte auf eine
Beeinflussung des nukledren ER-Signalwegs zuriickzufiihren sein, welcher stromabwirts die
Zellproliferation reguliert. Durch die Interferenz mit dem physiologischen Ostrogen-
Signalweg kann es zu einer Feedback-Regulation kommen, so dass die Proliferation unter
dem Einfluss von geringen NP-Konzentrationen eingeschrinkt wird. Weiterhin konnte NP das
endogene E2 kompetitiv hemmen. Hohere NP-Konzentrationen gleichen diesen Effekt

moglicherweise wieder aus oder co-aktivieren weitere Signalwege, welche die
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Proliferationsrate konstant halten. Andere Studien bestitigen die Hypothese, dass der
klassische Ostrogensignalweg an der Zellteilung von neuronalen Zelltypen beteiligt sein
konnte, auch wenn die Studienlage insgesamt inhomogen ist. Okada et al. demonstrierten,
dass neurale Vorlduferzellen unter Behandlung mit E2 und auch unter dem Xenodstrogen
Bisphenol A (BPA) proliferieren. Der ER-Antagonist ICI-182,780 konnte diesen Effekt
weitestgehend autheben, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Reifung der Vorlduferzellen zu
Oligodendrogliazellen (Okada et al., 2010). Der selektive ERB-Agonist LY3201 fiihrte in
einer anderen Studie zu einer 2,7-fach erhohten Proliferation von Neuronen und Gliazellen
(D'Errico et al., 2018). Es wurde ebenfalls der Einfluss von NP auf die Proliferation von
neuralen Stammzellen untersucht. 4-NP induzierte dabei eine signifikante Inhibition der
Proliferation ab Konzentrationen von 3 pM mit einer Séittigung ab 10 pM. Dieser
Konzentrationsbereich ist jedoch als sehr hoch anzusehen, so dass toxische Effekte nicht
ausgeschlossen werden konnen (Kudo et al., 2004). Im Gegensatz zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit konnten Ma und Kollegen eine erhohte Proliferationsrate der
Neuroblastomzelllinie SH-SYSY unter Inkubation mit NP feststellen, allerdings geht aus
dieser Studie nicht hervor, welche Konzentrationen an NP im MTT-Assay eingesetzt wurden
(Ma et al.,, 2016). AuBerdem charakterisiert der MTT-Assay eher, inwieweit Zellen
stoffwechselaktiv sind, so dass der in dieser Arbeit eingesetzte EQU-Assay zur Ermittlung der
Zellteilungsrate, bei dem der Alexa-Farbstoff zu einem bestimmten Zeitpunkt in

proliferierenden Zellen inkorporiert wird, als priziser einzuschétzen ist.

Beziiglich des MTT-Assays, welcher in dieser Arbeit zur Abschitzung des toxischen
Potentials der NP eingesetzt wurde, ldsst sich sagen, dass mit NP-behandelte B35-Zellen in
einem Konzentrationsbereich von 0,05 nM bis 1 pM keine signifikant andere
Stoffwechselaktivitit aufwiesen als mit DMSO-behandelte Zellen. Somit sind die
eingesetzten Konzentrationen als sicher einzustufen und alle weiteren Ergebnisse der
Untersuchungen lassen sich auf die Aktivierung, Inhibition oder Beeinflussung von
Signaltransduktionswegen zuriickfiihren und nicht auf generell apoptotische Wirkungen der
Chemikalie. Sofern das NP seine Effekte iiber den klassischen Ostrogensignalweg vermittelt,
hingt eine spezifische Wirkung vom Expressionslevel der ER-Subtypen, eingesetzten
Konzentrationen und den Isomeren im NP-Gemisch ab, so dass Ergebnisse unterschiedlicher
Studien schwer zu vergleichen sind. Zelllinien und auch Primérzellen konnen in vitro
unterschiedlich anfillig fiir NP sein. Effekte konnen sich allein deshalb unterscheiden, weil

die Verteilung von ERa und ERP je nach Zelltyp individuell ist. Es ist lediglich bekannt, dass
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im Hirngewebe mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit der ERP ausgeprégt ist, an den NP mit
hoherer Affinitdt bindet (Kuiper et al., 1997). Im Falle der B35-Zellen wére es sinnvoll auch
die basalen, endogenen Ostrogen-Level sowie die Expression der ER auf mRNA- und
Proteinebene in weiteren Experimenten zu bestimmen, da es hierzu bislang keine Daten gibt.
Es ist ebenfalls hinzuzufiigen, dass das Kulturmedium fiir B35-Zellen (DMEM-H) Phenolrot
enthilt, welches ab einer Konzentration von 25 pM 0Ostrogene Wirkungen entfalten kann
(Berthois et al., 1986; Rajendran et al., 1987). Phenolrot band in einer Studie mit 0,001 % der
Affinitit von natiirlichem E2 an den ER von MCF-7 Brustkrebszellen. Es reduzierte so die
Fihigkeit exogener Ostrogene, eine Signalantwort hervorzurufen (Berthois et al., 1986). Das
verwendete DMEM-H von Gibco weist eine Phenolrot-Konzentration von 39 pM auf und
konnte somit die Wirkung der NP {iberlagern. Jedoch weisen Studien lediglich eine Bindung
an cytosolische und nicht membranstindige ER nach (Rajendran et al., 1987). Da in der
vorliegenden Arbeit zusitzlich alle Zellen unter allen Bedingungen im gleichen Medium
kultiviert wurden und es einen spezifischen Vergleich zur DMSO-Kontrolle in Phenolrot-
haltigem Medium gab, sind dargestellte signifikante Unterschiede mutmaBlich auf den Effekt
der NP zuriickzufiihren.

6.2 Migration und Adhision

Der Prozess der Neurogenese im DG beinhaltet verschiedene Stationen, unter anderem die
Migration der neuen Neurone in die Schicht aus Kornerzellen. Dieser Mechanismus ist
wichtig, damit die Zellen an ihren Zielort gelangen, wo sie ihre spezifischen Aufgaben
wahrnehmen. Bei einer Storung des Prozesses konnen Zellen beispielsweise zu frith reifen
und sich in falschen Regionen des Gehirns differenzieren. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass B35-Zellen unter Einfluss von NP im Scratch-Assay schneller migrieren,
da sich die zugefiigte Wunde signifikant schneller schloss als bei DMSO-behandelten Zellen.
Auf der anderen Seite war die Migration der Zellen aus dem Zellverbund hinaus im Sphéroid-
Assay verlangsamt. Zuniachst muss festgehalten werden, dass fiir die Migration von Zellen die
Mikroumgebung genauso eine Rolle spielt wie diverse Zelladhdsionsmolekiile. Dabei ist die
Migration auf PLL, der kiinstlichen Matrix, eine andere, als die Migration aus einem Sphéroid
heraus. Die Zelladhdsion in Geweben in Assoziation zu ihrer umgebenden Matrix oder zu
Nachbarzellen ist ein Beispiel fiir biologische Prozesse, die sich an ihre physikalische Umwelt
adaptieren (Ladoux & Nicolas, 2012). Es ist bekannt, dass E2 das Wachstum und die
Migration Ostrogen-abhiingiger Zellen durch verschiedene Mechanismen beeinflussen kann

(Liu et al., 2014a; Park et al., 2008). Bei Inkubation mit 1 uM NP zeigte sich in der
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vorliegenden Arbeit der groBte Effekt auf die Migration. Die Aktivierung des Ostrogen-
Signalwegs durch verstirkte Bindung an den ER konnte stromabwirts also die Wanderung der
Zellen nach sich ziehen. Im Falle des Scratch-Assays konnen auch Cytokine, welche durch
das Zufiigen der Wunde von den Zellen freigesetzt werden, dazu fiihren, dass sich Zellen

anders verhalten als bei einer Migration aus dem Sphéroiden heraus.

Auch andere Studien konnten zeigen, dass unter Einfluss von NP die Migration erhdht ist und
sich Zellen schneller in die Wunde bewegen, die im Scratch-Assay zugefiigt wurde. Jedoch
handelt es sich in diesen Studien nicht um neuronale Zelllinien, sondern Krebszelllinien
anderer Gewebe. Es ist also nicht auszuschlieen, dass in der vorliegenden Arbeit die
Wirkungen der NP mit denen von E2 konform gehen und ebenfalls lediglich
Krebszelleigenschaften wie Migration und Invasion und keine neuronalen Eigenschaften
adressiert werden. Bei Kim et al. zeigten sowohl BPA als auch NP eine Forderung der
migrativen Eigenschaften von Zelllinien der Eierstocke. Nach 96 Stunden war die Wunde
unter Einfluss von NP bereits um ca. 85 % geschlossen, bei der DMSO-Kontrolle waren
Zellen so gut wie gar nicht gewandert (Kim et al. 2015). Eine Studie von Lee et al. konnte
zeigen, dass eine verstirkte Migration von Oligodendrocytenzellen in Zebrafischen dazu
fiihrte, dass die Zellen weniger differenzierten (Lee ef al., 2010). Somit kdnnte auch fiir B35-
Zellen spekuliert werden, dass sie langsamer reifen, was an kiirzeren Neuriten sichtbar
werden miisste. Ma und Kollegen untersuchten die Proliferation, Migration und Invasion in
SH-SYSY Zellen nach Inkubation mit BPA und NP. Eine NP-Exposition erhohte dabei die
Féhigkeit der Neuroblastomzellen zu migrieren, was durch die Autoren auf die Bindung der

Chemikalie an den ERa zuriickgefiihrt wurde (Ma et al., 2016).

Da die Sphiroide mit NP-Behandlung grofer waren, muss entweder davon ausgegangen
werden, dass die Ostrogene Wirkung der NP zu verstirkter Proliferation der
Neuroblastomzellen gefiihrt hat oder dass die Zellen im Sphéroiden nicht so dicht gepackt
sind, der Zell-Zell-Kontakt abgeschwécht ist und der Sphéroid aus diesem Grund groBer
erscheint. Gegen eine erhohte Proliferation, ausgelost durch NP, spricht, dass weder im MTT-
Assay noch EdU-Assay eine erhohte Proliferation der Zellen in gemessenem
Konzentrationsbereich festgestellt wurden. Jedoch konnten Magruder et al. zeigen, dass sich
die adhidsionsunabhingige Proliferation einer Zelllinie im so genannten ,,Hanging Drop
Assay* durch Inkubation mit BPA erhohte. Dabei spielte der membranstdndige GPERI1 eine
Rolle, der durch die Chemikalie aktiviert wurde (Magruder ef al., 2014). Es kann sich bei den

in dieser Studie beobachteten Ergebnissen der Proliferation also um zwei unabhéngige
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Mechanismen handeln, je nachdem, ob die B35-Zellen an den Plastikuntergrund adhérierten

oder frei im Medium schwammen.

Eine weitere These zur Erkldrung groBerer Sphiroide unter Einfluss von NP ist der
eingeschriankte Zell-Zell-Kontakt der Neuroblastomzellen untereinander. Das Netzwerk aus
Zellauslaufern und Zellkorpern wire in einem solchen Fall weniger dicht. Da Zellkontakte
unter anderem Cadherin- und CAM- (cell adhesion molecules) abhéngig sind, wiirde eine
Immunfluoreszenz, die sich gegen spezifische Zelladhédsionsmolekiile richtet, Aufschluss
geben und sollte in weiteren Versuchen durchgefiihrt werden. Hier kime auch eine Westerblot
zur Quantifizierung in Frage. Magruder und Kollegen konstatieren, dass ein aktivierter
membranstindiger ER unter anderem die Fibronektin-Matrix koordiniere. Der Mechanismus
der Aktivierung des GPR30 resultiere in der Rekrutierung von Integrin a5B1 an die
Zelloberfldche, was im Zuge dessen die Bildung von fokalen Adhésionen fordere. In einer
Studie mit murinen 4T1 Zellen zeigte sich nach Inkubation mit BPA durch die Aktivierung

des GPR30 eine verstiarkte Adhésion der Zellen (Magruder et al., 2014).

Auch die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die Adhdsion der B35-Zellen nach einer
Inkubation mit NP signifikant erhoht war. Die Aktivierung des GPR30 kdnnte also auch hier
zu einer veranderten Expression bzw. Rekrutierung von Zelladhdsionsmolekiilen fiithren. Die
Konsequenzen einer gestorten Homdostase dieser Zelladhidsionsmolekiilen zeigt das Beispiel
einer transgenen Mauslinie, welche die extrazellulire Doméne (EC) des neuralen
Zelladhédsionsmolekiils (NCAM) vermehrt abspaltet. Dieser Phédnotyp &duflerte sich in
gedndertem Verhalten der Méuse wie verstirkter gerichteter Bewegung und schizophrenem
Habitus. Gleichzeitig wiesen NCAM-EC transgene Maéduse eine deutliche Reduktion von
synaptischen Vesikeln in Interneuronen und eine Reduktion exzitatorischer Synapsen auf
(Pillai-Nair et al., 2005). Inwieweit solche Konsequenzen einer gestérten Homdostase von
Zelladhdsionsproteinen auch bei Kontakt von Menschen mit NP zu erwarten ist, kann an
dieser Stelle nicht abschlieBend geklart werden. Jedoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass NP die Zelldifferenzierung und Ausbildung von Synapsen inhibiert, was einen Einfluss

auf Gedéchtnis und Lernen vermuten lasst und im Folgenden néher erldutert wird.
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6.3 Zelldifferenzierung

Die Auswirkungen von endokrinen Disruptoren sollen vor allem dann auftreten, wenn der
Kontakt wéhrend der kritischen frithen Entwicklungsphase des Gehirns stattfindet. Die
Entwicklung des Nervensystems und das endgiiltige neuronale Verschaltungsmuster bilden
sich in einem schrittweisen Prozess heraus, der im Wesentlichen in sechs Stadien unterteilt
werden kann: Zunidchst entsteht aus ektodermalen Zellen eine einheitliche Population von
neuralen Vorlduferzellen, den so genannten ,,Precursor Cells*“. Aus diesen gehen anschlieBend
unreife Neuronen und Gliazellen hervor, wobei die Neuronen aus den Keimzonen auswandern
und sich auf den Weg zu ihrem endgiiltigen Zielort machen, wo sie Axone ausbilden (Kandel,
2011). Diese Axone treten letztlich in Kontakt mit ausgewéhlten Zielzellen und manifestieren
einige dieser initialen synaptischen Kontakte zu reifen neuronalen Verschaltungsmustern. Die
Zelldifferenzierung kommt durch eine Aktivierung bestimmter Sédtze von Genen durch
regulatorische Transkriptionsproteine zu Stande, die ihrerseits durch Signale kontrolliert
werden, die von Vorlduferzellen oder anderen Nachbarzellen stammen konnen. Die
Differenzierung der Nervenzellen hingt demnach sowohl von den Zelltypen, als auch von
Signalen anderer Zellen ab, die sezernierte Molekiile oder auch Bestandteile der
Zelloberflache sein kdnnen. Membranproteine transportieren die Signale {iber die Membran
hinweg und aktivieren in der Zelle Z"d-Messenger-Systeme. Andere Rezeptoren fiir
diffusionsfahige Signale, wie zum Beispiel Steroidhormone, befinden sich im Zellkern und
regulieren die Gentranskription selbst (Purves & Williams, 2001). Anderungen im dstrogenen
Milieu des sich entwickelnden Gehirns, wie sie durch eine embryonale oder frithkindliche
Exposition des Menschen mit NP entstehen konnen, beeinflussen verschiedene Aspekte der
Zelldifferenzierung, einschlieBlich dem Auswachsen von Neuriten, deren Verzweigung,
Synapsenbildung und Expression von Neurotransmittern. Die zeitlich genau abgestimmten
Aktionen des komplexen Zusammenwirkens unterschiedlicher Faktoren ist also entscheidend
fiir die korrekte Differenzierung von Nervenzellen, welche durch duBlere Faktoren wie den
Einfluss von Chemikalien und auch dadurch hervorgerufene epigenetische Verdnderungen

leicht aus dem Gleichgewicht geraten kann.

Da die Differenzierung von Nervenzellen mit einem Auswachsen von Zellfortsdtzen
einhergeht, wurden in der vorliegenden Arbeit die Neuritenlingen verschiedener neuronaler
Zellsysteme nach NP-Exposition ausgemessen. Es konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass
die Exposition von B35-Neuroblastomzellen und primiren Kleinhirnneuronen mit dem NP-

Gemisch von Fluka zu einer signifikanten Reduktion der durchschnittlichen Neuritenldngen
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fiihrte. Dieser Effekt war bereits in geringen nanomolaren NP-Konzentrationen messbar und
zeigte eine Dosis-Abhingigkeit. Weiterhin reduzierte sich sowohl das zellautonome
Neuritenwachstum der B35-Zelllinie als auch das Neuritenwachstum im Zellverbund bei

Primdrneuronen, was den signifikanten Effekt der NP zusétzlich unterstreicht.

Der Vorteil der B35-Neuroblastomzelllinie, welche in einem undifferenzierten (entspricht
unreifen), wie auch differenzierten, also reiferen Stadium, kultiviert werden kann, ist, dass
hiermit verschiedene Entwicklungsstadien simuliert werden koénnen. So zeigen die
Ergebnisse, dass sowohl eine Kurzzeit- als auch Langzeitexposition von undifferenzierten
Zellen zu einer Verkiirzung der Zellfortsitze fiihrte. Bei reiferen Zellen manifestierte sich
dieser Effekt erst nach einer Inkubationszeit von 11 Tagen, was darauf schlieen lésst, dass
diese nicht so anfillig fiir die Wirkungen der NP sind. Die Differenzierung der B35-Zellen mit
cAMP fiihrt bekanntermaflen zu einer Aktivierung der PKA, die stromabwirts die
Transkription von Genen initiieren kann, die an der Neuritogenese beteiligt sind. Somit
konnten die Auswirkungen der NP, die iiber den GPR30-Rezeptor ebenfalls Einfluss auf die
Proteinkinase nehmen konnen, durch die artifizielle Differenzierung eventuell {iberdeckt sein
und Effekte auf die Neuritenlingen von differenzierten Zellen aus diesem Grund nicht so
deutlich hervortreten. Beziiglich der Kleinhirnneuronen, welche direkt aus der Maus
stammten und aus diesem Grund als realistisches System einzustufen sind, zeigte sich
ebenfalls eine zeitliche Verzogerung der Auswirkungen von NP auf die Neuritogenese und die
Ergebnisse konnten verifiziert werden. In jedem Fall scheinen unreife Zellen in Bezug auf das
Auswachsen von Neuriten besonders sensitiv zu reagieren, was in Hinblick auf eine

frithkindliche Exposition mit NP als bedenklich einzustufen ist.

Matsunaga et al. berichteten, dass NP und andere EDCs eine Bandbreite signifikanter
Storungen auf das Dendritenwachstum hippocampaler Neuronen haben, was zu
psychologischen Stérungen nach chronischer Exposition fithren kann (Matsunaga et al.,
2010). In dieser Studie inhibierte 4-NP das MAP-2 vermittelte Auswachsen von Neuriten in
einer Weise, die von EDC-Antagonisten bzw. Progesteron wieder aufgehoben werden

konnten.

Bevan et al. exponierten die Embryos von Xenopus laevis mit NP und zeigten, dass nicht das
Auswachsen  von  Neuriten, jedoch ~das Auswachsen der Neuriten nach
Nervenwachstumsfaktor-mediierter (NGF -nerve growth factor) Differenzierung gestort war
(Bevan et al., 2006). Die inhibitorischen Effekte von NP wurden in diesem Falle nicht durch
die Zugabe des ER-Antagonisten ICI 182,780 konterkariert, jedoch durch den G-Protein-
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Antagonisten Pertussis-Toxin. Die Wirkungen von NP konnen also nicht exklusiv dem
klassischen Ostrogensignalweg zugeschriecben werden, sondern werden iiber den
membrangebundenen ER vermittelt, der kurzfristige Wirkungen ausiibt. Die Ergebnisse
wurden in der Phdochromozytom-Zelllinie PC12 bestitigt und zeigen die gleichen Resultate
wie die der vorliegenden Arbeit. Eine signifikante Reduktion der Neuritenldngen wurde in der
Studie von Bevan et al. bereits ab einer Konzentration von 100 nM NP erreicht, jedoch nur
das NGF-vermittelte Auswachsen der Neuriten und nicht die alleinige Exposition mit NP. Die
Autoren schlussfolgern, dass NP keinen generell inhibitorischen Effekt auf den
Zellmetabolismus oder fundamentale Prozesse der Zelldifferenzierung wie die Anderung der
Mikrotubuli haben, jedoch das Auswachsen von Neuriten, welches normalerweise durch

NGF-Behandlung ausgeldst wird, komplett zu hemmen vermochten.

Eine Arbeitsgruppe von Kudo et al. untersuchte die Differenzierung von neuralen
Stammzellen unter Einfluss von NP anhand des Proteins MAP2, welches als Neuronen-
spezifischer Marker herangezogen wurde. Im Westernblot konnte gezeigt werden, dass die
Inkubation der Zellen mit NP die Expression von MAP2 in einer konzentrationsabhingigen

Art und Weise verringerte (Kudo et al., 2004).

Eine andere Arbeitsgruppe setzte ebenfalls MAP2 als Differenzierungsmarker ein und
markierte hippocampale Neuronen in einer Immunfluoreszenz, nachdem sie sie mit 5 oder
10 uM NP fiir bis zu sieben Tage exponierten. Die Neuriten waren kiirzer und das Cytoplasma
geschrumpft, auBerdem wurden die Rezeptoren CAR (konstitutiver Androstan-Rezeptor),
PXR (Pregnan X Rezeptor) und RXRa (Retinoid X Rezeptor) verstirkt in den Zellkern
transloziert (Litwa et al., 2016). Die Rezeptoren binden unter normalen Umsténden strukturell
unterschiedliche Liganden, einschlieBlich Steroide und Xenobiotika. Sie sind im neuronalen
Gewebe lokalisiert, speziell in der BBB. Besonders der RXR ist an der Regulation des
Steroid-Metabolismus sowie an der neuralen Entwicklung und Hirnreifung beteiligt. Die
Autoren proklamieren, dass diese Kernrezeptoren am Fortschreiten eines neurotoxischen
Effekts von NP mitwirken. Aullerdem zeigte sich, dass 12 Tage alte Kulturen nur auf die
hochsten NP-Konzentrationen mit toxischen Auswirkungen reagierten, was auf eine
altersabhédngige Reaktion neuronaler Zellen schlieBen ldsst. Dieses Ergebnis geht mit den in
dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen konform, dass differenzierte B35-Zellen ebenfalls
erst nach ldngerer Inkubationszeit mit einer Reduktion der Neuritenldnge reagierten (Litwa et

al., 2014).

91



Diskussion

Yokosuka et al. konnten deutliche Dosis-abhingige Effekte von NP auf das
Dendritenwachstum hypothalamischer Neurone feststellen. Sie markierten ebenfalls MAP2-
positive Bereiche der Zellen, um zwischen Dendriten und Axonen zu diskriminieren.
Stimulatorische Auswirkungen nach einer siebentdgigen Inkubation waren bei den
Konzentration 10 und 100 nM festzustellen, wohingegen 1 uM NP die MAP2-positiven
Bereiche signifikant verringerte. Dabei hatte NP eine &dhnliche Dosis-Wirkungskurve wie E2
und war genauso effektiv. Der unterliegende Mechanismus bleibt dabei weitestgehend unklar

(Yokosuka et al., 2008).

Nishimura und Kollegen untersuchten ebenfalls den Einfluss von NP-Exposition auf eine
neurale Zelllinie. Sie verwendeten PC12-Zellen, welche sie zunichst fiir drei Tage mit 5 uM
NP in Kontakt brachten und danach mit NGF differenzierten (Nishimura et al., 2014). Da die
Exposition mit der Chemikalie und die Differenzierung mit NGF zeitlich versetzt waren, ist
nicht davon auszugehen, dass NP die Wirkung des Differenzierungsreagenz physikalisch
storte, indem es beispielsweise an den NGF-Rezeptor band. Die Liange der Zellfortsitze war
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle deutlich reduziert, was mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit iibereinstimmt. AnschlieBend inkubierten die Forscher die PC12-Zellen
fiir insgesamt eine Woche mit geringeren Konzentrationen NP, bevor sie die Zellen wiederum
fiir drei Tage mit NGF differenzierten. Hier zeigte sich eine dosisabhédngige Reduktion der
Neuritenldngen von 0,1 bis 100 nM NP, die sich jedoch bei jeder Bedingung signifikant zur
Negativkontrolle unterschied. In einem weiteren Schritt exponierten Nishimura et al. PC12-
Zellen zunichst fiir eine Woche mit 1 nM NP, eine weitere Woche ohne die Chemikalie,
differenzierten die Zellen fiir drei Tage mit NGF und maBen schlussendlich die Linge der
Zellfortsdtze. Auch nach Entzug der NP fiir eine Woche war anschlie8end die Differenzierung
der PC12-Zellen eingeschrinkt, was darauf schliefen ldsst, dass NP langfristige Effekte auf
Transkriptionsebene oder epigenetische Verdnderungen vermittelt. Die Autoren folgern, dass
NP in die zellulire Maschinerie der Zelldifferenzierung eingreifen, dass Modifikationen in
den Zellen auch nach lédngerer Zeit erhalten bleiben und dort auf die Funktionen Einfluss

nehmen konnen.

Eine einzelne Studie an Kleinhirnneuronen untersuchte den Effekt von Umweltostrogenen auf
das Wachstum von Purkinje-Zellen in vivo mithilfe neugeborener Ratten. Die Injektion von
500 pg/Tag von NP in die Cerebrospinalfliissigkeit fiir vier Tage hatte keine morphologischen
Anderungen der Zellen zur Folge, jedoch war die maximale Dendritenlinge nach NP-

Administration, wenn nicht signifikant, so doch leicht verringert (Shikimi et al., 2004). Die
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Griinde, welche die unterschiedliche Effektivitdit von NP auf Purkinje-Zellen in vivo und

Kleinhirnneuronen in vitro erkliren konnen, bleiben ungeklart.

Insgesamt féllt auf, dass Zelllinien in den angefiihrten Studien insgesamt sensibler auf NP
reagieren als Primérzellen und sich Auswirkungen auf die Zelldifferenzierung, messbar an
verringerter Neuritogenese, bereits in einem geringeren Konzentrationsbereich manifestieren.
In der vorliegenden Arbeit konnten bei priméren Kleinhirnneuronen ebenfalls erst nach 11
Tagen Inkubation signifikante Auswirkungen auf das Auswachsen von Dil-markierten
Zellfortsdtzen festgestellt werden, wenn die Neuronen mit geringen NP-Konzentrationen von
1 bzw. 10 nM NP behandelt wurden. Dies konnte darauf hinweisen, dass die Alterung der
Kulturen die Neuronen anfilliger fiir exogene Faktoren macht. Der beobachtete Effekt kann
mit einer generellen Seneszenz der Zellen oder einer Akkumulation der lipophilen Chemikalie
zusammenhdngen. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass es zu einer
Kettenreaktion kommt, bei der sensible Primédrzellen kiirzere Neuriten ausprdagen, weniger
Synapsen ausbilden und dadurch geringere Mengen an Neurotransmittern in das umgebende
Medium sezernieren, so dass es in der Folge zu einer Beeinflussung der benachbarten Zellen
im neuronalen Netzwerk kommt. Somit muss bei der Bewertung der NP-Neurotoxizitét eine
Langzeitexposition kalkuliert werden, die sich eventuell auch im adulten Gehirn
manifestieren kann, wenn menschliche Neuronen zusétzlich mit erh6htem oxidativen Stress

und anderen neuropathologischen und —inflammatorischen Prozessen konfrontiert sind.

Neben dem Einfluss des NP-Gemisches auf das Auswachsen von B35-Neuriten wurde
untersucht, inwieweit sich der isolierte Einsatz verschiedener NP-Isomere auf die
Differenzierung der Neuroblastomzelllinie auswirkt. Das dstrogene Potential der eingesetzten
Isomere NP65, NP111 und NP112 zeigte im Hefe-Screen nur eine mittlere Ostrogenitiit. Sie
lag im Vergleich zum natiirlichen Hormon E2 mit einer relativen Potenz von 0,25 bis 0,80 im
mittleren Bereich (Gabriel ef al., 2008; Preuss et al., 2006). Es wird gemutmalft, dass die am
B-Kohlenstoffatom verankerte Alkylverzweigung der NP mit der Kavitit des ER interagiert,
die um den C-Ring des E2 im Ostrogenrezeptor-Ostrogen-Komplex (ER-E) entsteht. Diese
Hohlrdume der Liganden-Bindungsdoméne erlauben geeigneten sterischen Gruppen der
richtigen Grof3e in die freie Bindungsstelle zu penetrieren und dort zu binden (Shioji et al.,
2006). Die variable Ostrogenitit der Isomere kann gleichzeitig erkldren, warum sie
unterschiedliches Verhalten in Zellkultursystemen haben. Alle eingesetzten Isomere zeigten
sich weniger potent beziiglich ihrer negativen Wirkung auf das Auswachsen von Neuriten als

das NP-Gemisch, was darauf schlieen ldsst, dass die Zusammensetzung der technischen
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Mixtur aus Isomeren besteht, die wirksamer sind als die isolierten Isomere NP65, NP111 und
NP112. AuBlerdem ist iiber zelluldre und zellfreie Bindungsassays bislang nur die Bindung
von NP an die ERa und ERP aufgeklért, so dass die Effekte auf den membranstidndigen ER
noch nicht mit einbezogen sind und damit transkriptionelle Verdnderungen durch kurzfristige
Modulationen iiberdeckt sein konnen (Blair, 2000; Gutendorf & Westendorf, 2001; Laws et
al., 2000). Des Weiteren kann spekuliert werden, dass die Effekte verschiedener Isomere in
einem Gemisch synergieren und eine Wirkung durch die gleichzeitige Aktivierung diverser

Signaltransduktionen verstiarkt wird.

Einen weiteren Aspekt der Zelldifferenzierung stellt die Verzweigung von Neuriten dar. Die
Neuritenzahl kann einen Hinweis auf den Grad der Differenzierung von Zellen geben,
aullerdem erhdhen Verzweigungen den Zell-Zell-Kontakt und die Plastizitit neuronaler
Prozesse. In der vorliegenden Arbeit konnte kein FEinfluss von NP auf das
Verzweigungsmuster der B35-Zellen nach Inkubation mit einem NP-Gemisch festgestellt
werden, die meisten Zellen hatten zwei Primérneuriten. Bevan et al. untersuchten den Einfluss
von NP auf den Verzweigungsgrad von Riickenmarksneuronen des Krallenfrosches und
stellten fest, dass sich die Anzahl priméirer Neuriten weder in Ethinylestradiol- (EE2), noch
NP-behandelten Zellen signifikant von der DMSO-Kontrolle unterschied. Jedoch war die
Anzahl an Verzweigungspunkten unter 10 pM NP und auch unter EE2 deutlich erhoht (Bevan
et al.,2000).

6.4 Cytoskelettale Reorganisation

Damit Zellen ordnungsgeméif funktionieren, miissen sie sich in ihrer Matrix organisieren und
mechanistisch mit anderen Zellen und der Umwelt interagieren. Sie miissen korrekt geformt
und physisch robust sein sowie die Fahigkeit besitzen, sich zu teilen, zu wandern und ihre
inneren Komponenten unter bestimmten Bedingungen neu zu arrangieren. Die
unterschiedlichen cytokelettalen Funktionen griinden sich auf das Verhalten dreier Familien
von  Proteinfilamenten, den  Aktin-Filamenten, den  Mikrotubuli und den
Intermedidrfilamenten (Bisbal & Sanchez, 2019; Ganzinger & Schwille, 2019). Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der Einfluss einer niedrigen und einer hohen NP-Konzentration auf die
Linge und Anzahl von F-Aktin-Filamenten und o-Tubulin-Filamenten in B35-Zellen
untersucht. Aktin-Filamente determinieren hierbei die Form der Zelloberfldche und sind fiir
die Wanderung der gesamten Zelle notig. F-Aktin ist der Hauptbestandteil dendritischer

Spindeln und ermdéglicht sowohl stabile, als auch dynamische Prozesse in Neuronen. Es zeigt
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sich, dass F-Aktin an der Bildung des Langzeitgeddchtnisses beteiligt ist, da es die schnelle
Ausdehnung der Dendriten ermdglicht (Matsuzaki et al., 2004). Die Mikrotubuli legen die
exakte Position von membranassoziierten Zellorganellen fest und haben Einfluss auf den
intrazelluldren Transport. Alle cytoskelettalen Filamente interagieren ihrerseits mit hunderten

von Zusatzproteinen, welche hier jedoch nicht untersucht wurden.

Die Verdnderung der cytoskelettalen Organisation wurde in der vorliegenden Arbeit bereits
indirekt durch ein verringertes Auswachsen von Neuriten in B35-Zellen gezeigt. Durch eine
Markierung von F-Aktin und o-Tubulin in einer Immunfluoreszenzfirbung wurden
Anderungen in der Zellmorphologie zusitzlich mit konfokaler Mikroskopie sichtbar gemacht
und Ergebnisse verifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation mit 1 nM NP dazu
fiihrte, dass B35-Zellen keine ldngeren, jedoch mehr Tubulin-Filamente aufwiesen; die hohere
NP-Konzentration blieb dabei ohne Wirkung. Tubulin stabilisiert das Cytoskelett, was bei
einer Zerstorung der Filamente dazu fiihrt, dass Zellen weniger wandern. An der
Stabilisierung von Mikrotubuli sind in der Regel MAP-Kinasen beteiligt. Werden diese
phosphoryliert, so binden sie weniger an die Mikrotubuli und stabilisieren ihre Struktur
schlechter (Tanaka & Sabry, 1995). Da in der vorliegender Arbeit eine Reduktion der ERK-
Phosphorylierung unter dem Einfluss von NP festgestellt wurde, konnten Tubulin-Filamente

und damit Zellen besser stabilisiert sein und Zellen schneller migrieren.

Im Vergleich mit anderen Studien zeigen sich kontroverse Ergebnisse. Kein Effekt von NP
wurde auf das Cytoskelett von Sertoli-Zellen festgestellt. Die Inkubation bewirkte im
Gegensatz zu E2 keine Unterbrechung und Neuorganisation des Tubulins (Nakagomi et al.,
2001). Matsunaga et al. beobachteten, dass NP in der Lage sind, an MAP2C zu binden,
welches normalerweise die Stimulation einer Zusammenlagerung von Tubulin-Filamenten
mediiert. NP erwies sich dabei als inverser Antagonist, der eine Stabilisierung der Tubulin-
Filamente verhinderte, jedoch in Anwesenheit von Progesteron antagonisiert wurde
(Matsunaga ef al., 2010). In dieser Studie wurde allerdings lediglich die Polymerisation der
Tubulin-Filamente durch Quantifizierung der Fluoreszenzintensitdt bestimmt, jedoch wurden
keine einzelnen Filamente gezéhlt. Eine verringerte Polymerisation konnte also auch so
interpretiert werden, dass mehr Filamente als Einzelfasern bestehen bleiben, was eine erhdhte

Anzahl der Tubulin-Filamente in der vorliegenden Arbeit erkldren wiirde.

In einer Dissertation aus dem Jahre 2017 wurde ein gegenteiliger Effekt beobachtet: Die
Differenzierung von PC12-Zellen mit NGF und die anschlieBende Behandlung mit 4-NP

fiihrten dazu, dass die Expression von Tubulin, das Polymer-Monomer-Gleichgewicht und die
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Mikrotubuli-Organisation gehemmt wurden (Carreon, 2017). Die Wissenschaftlerin
identifizierte mechanistisch ein G-Protein Gy, welches normalerweise am NGF-vermittelten
Auswachsen der Neuriten beteiligt ist und scheinbar mit NP interferiert. Aus dieser Studie
geht jedoch nicht hervor, in welchen Konzentrationen die NP eingesetzt wurden, so dass keine

Vergleiche gezogen werden konnen.

Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von NP auf die Organisation des Aktin-
Gertists untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass eine geringe NP-Konzentration von 1 nM
dazu fiihrte, dass sich insgesamt weniger F-Aktin-Fibrillen ausbildeten. Die hdhere
Konzentration von 1 pM fiihrte zu keiner Anderung der Fibrillenanzahl. Im Gegensatz dazu
war die Lange der Filamente unter der geringen NP-Konzentration nicht verandert, jedoch bei

Inkubation mit 1 uM erhoht.

Auch Bevan et al. proklamieren, dass ein anderes Verzweigungsmuster von Xenopus leavis
Neuronen nach NP-Exposition und vorangegangener NGF-Behandlung darauf schlieBen 14sst,
dass NP Anderungen der fundamentalen Differenzierungsprozesse in Zellen ausldsen, welche
mit Verkiirzung der Neuriten und Verdnderung in der Zusammenlagerung von Mikrotubuli

einhergehen (Bevan et al., 20006).

Beziiglich der Umweltchemikalie BPA, die ebenfalls als EDC angesehen wird, gibt es bereits
einige Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Ostrogenen Wirkung und
cytoskeletaler Reorganisation herstellen. Xiao et al. behandelten Sertoli-Zellen in vitro mit 0,4
bis 200 uM BPA fiir bis zu 18 Monate. Sie wiesen nach, dass Aktin-Filamente fehllokalisiert,
mit spitz zulaufenden Endkappen und unterbrochener Polymerisation auf die Behandlung
reagierten. Neben der Hemmung der Aktin-Dynamik bewirkte BPA zusédtzlich, dass der
Vesikel-abhingige Transport und die korrekte Lokalisierung der Aktin-Regulatorproteine c-

Src und Annexin II in den Sertolizellen beeintrichtigt waren (Xiao et al., 2014).

Xu et al. stellten eine verstirkte Differenzierung hippocampaler Neuronen fest, die mit E2
oder BPA behandelt wurden. Dies ging mit einer erhohten Bildung von F-Aktin einher,
welche die Autoren iliber die Quantifizierung von Rhodamin-Phalloidin-markierten Zellen
unter Zuhilfenahme der Software MetaMorph analysierten. Die Uberpriifung der Fluoreszenz-
Intensitét deutete auf eine Dosis-Wirkungsabhingigkeit hin, bei der ab einer Konzentration
von 10 nM BPA F-Aktin-Biindel deutlich zunahmen. Die Autoren stellten zusitzlich

Anderungen in der Expression von RhoA (Ras homolog gene family, member A) und Rac
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fest. Diese beiden konnten an der Polymerisation von Aktin und Bildung von Stressfibrillen

beteiligt sein (Xu et al., 2014).

Insgesamt ldsst sich sagen, dass es ein Gleichgewicht zwischen Tubulin und Aktin gibt. Es
gibt Evidenz, dass sich Tubulin besonders in die Regionen einer Zelle bewegt, in der weniger
F-Aktin vorhanden ist. Somit kdnnte die verringerte Anzahl an F-Aktin unter dem Einfluss
von NP ihrerseits die Tubulin-Filamente anregen, sich in periphere Doméinen auszubreiten,

um einen ,,Steady-State* Zustand zu erreichen (Suter & Forscher, 2000).

Der Mechanismus, iiber den EDCs auf die Reorganisation des Cytoskeletts Einfluss nehmen
konnten, wurde von einer Arbeitsgruppe beleuchtet, die mit einer immortalisierten
Prostatazelllinie arbeitete. Sie aktivierten den membranstindigen GPR30 mithilfe des
Agonisten G1, was im weiteren Verlauf zu einer Aktivierung der Adenylatcyclase-cAMP-
PKA-Signalkaskade flihrte und die ERK1/2-Phosphorylierung abschwichte. Am Ende stellten
sie eine verringerte Anzahl an F-Aktin-Biindeln fest (Lau et al., 2017). Die Aktivierung des
GPR30 und der stromabwirts liegenden Adenylatcyclase und PKA, sowie die Reduktion des
ERK-Signalwegs konnten dafiir sorgen, dass geringere Konzentrationen von NP (1 nM)
negative Auswirkungen auf die Organisation von F-Aktin haben. Die héhere Konzentration
NP konnte iiber einen intrazelluliren Ca”"Einstrom zu einer Aktivierung der RhoA und
langerfristig Rac fithren, die die Zusammenlagerung von F-Aktin und Stabilisierung der

neuronalen Morphologie bewirken (Rex et al., 2009).

Insgesamt ldsst sich zusammenfassen, dass unter dem Einfluss von NP verschiedene
Parameter der Zellmorphologie verdndert sind. Die zugrunde liegenden Mechanismen und
beteiligten Signalkaskaden bediirfen dabei weiterer Aufklarung. Weiterhin stellt sich die Frage
nach der Konsequenz und funktionellen Auswirkung einer solchen Umorganisation des
Cytoskeletts. Hinweise zu moglichen Folgen einer Storung der Aktin-Organisation in
Neuronen liefern einige wenige Studien der letzten Jahre, welche sich vorwiegend auf die
Langzeit-Potenzierung und synaptische Plastizitit beziehen. Die Zerstorung von F-Aktin in
der CA1-Region des Hippocampus nach Erinnerungserwerb fiihrte in einer Studie zu Amnesie
(Fischer et al., 2004), wéhrend eine Inhibition der F-Aktin Polymerisierung selektiv die
Erhaltung der synaptischen Plastizitdt unterbrach (Honkura et al., 2008; Rex et al., 2009).
Inwieweit NP die Synaptogenese und damit Lernprozesse beeinflussen kann, wird im

nachsten Abschnitt diskutiert.
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6.5 Synaptogenese und Lernen

Die Verschaltungsmuster in der Frithphase der Entwicklung entsprechen nicht dem Muster
reifer neuronaler Verknilipfungen. Die Aktivitdit von Neuronen entscheidet zu spiterem
Zeitpunkt dariiber, ob eine Synapse als solche beibehalten oder funktionslos wird. Aus diesem
Grund ist es von besonderer Bedeutung, inwieweit NP in der Lage sind die Entwicklung des
Nervensystems in einer Friihphase der Entwicklung zu storen. Wenn davon ausgegangen
wird, dass NP ihre Wirkung vornehmlich iiber eine Beeinflussung der Ostrogen-Signalwege
vermitteln, stellt sich zundchst die Frage, welchen Einfluss Ostrogene auf die Synaptogenese
haben. Unter physiologischen Bedingungen ist es wahrscheinlich, dass Ostrogene die
Synaptogenese initiieren, sobald sie das Gehirn penetrieren. Sie erhéhen dabei die Dichte
dendritischer Dornfortsitze und synaptischer Endkndpfchen sowie die Innervation der Dornen
(MacLusky et al., 2005b; Weiss, 2007). Somit fithren sie zu schnellen Effekten auf das
Hippocampus-abhiingige Erinnerungsvermogen. Die exakten Konzentrationen an Ostrogenen
direkt im Gehirn sind dabei in Studien noch nicht ermittelt worden. E2 bindet mit etwa
gleicher Affinitdt an ERa und ER, wobei im Gehirn vorwiegend der ERP vorkommt, an den
NP mit hoherer Affinitdt bindet (Gutendorf & Westendorf, 2001; Kuiper ef al., 1997). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass NP die Anzahl synaptischer Vesikel und
damit die Ubertragung neuronaler Signale an Nachbarzellen mutmaBlich reduziert. Mithilfe
des Vesikelproteins Synaptophysin, welches in der prdsynaptischen Membran von Vesikeln
einen hexameren Kanal bildet, wurde die Anzahl der Synapsen in Relation zur Lénge der
Zellfortsétze bestimmt. Dass sich in reinen Primérkulturen aus Kleinhirnneuronen von Ratten
funktionstiichtige Synapsen entwickeln, zeigen diverse Studien in elektrophysiologischen
Untersuchungen (Crepel & Jaillard, 1991; Ito & Takeichi, 2009; Linden, 1997; Lonart et al.,
2003; Losi et al., 2002; Uemura et al., 2010). Auch war die Fluoreszenzintensitit der
einzelnen Vesikel abgeschwicht, was darauf schlieBen ldsst, dass weniger Synaptophysin
exprimiert wurde und es somit zu verringerter Neurotransmitterfreisetzung kommt. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Synapsen somit einen Teil ihrer Funktion verloren
haben, weniger beansprucht wurden und sich ggf. zuriick gebildet haben. Mdglich wiére
ebenfalls, dass sich durch die Exposition mit NP die Synapsen initial gar nicht ausgebildet
haben oder aufgrund von neurotoxischen Effekten eine Schiddigung der Primirzellen
stattgefunden hat. Fiir die Kldrung dieser Frage wire es wichtig, die Dichte der synaptischen
Vesikel nicht nur an Tag 11, sondern auch schon zu einem fritheren Zeitpunkt zu

quantifizieren, um einen Verlauf iiber die Zeit zu beobachten. Weitere Untersuchungen in
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gemischten neuronalen Kulturen sollten folgen. Aus den Ergebnissen ldsst sich lediglich
ableiten, dass weniger synaptische Verbindungen vorhanden sind, jedoch lassen sich keine
Riickschliisse auf die Funktionalitdt dieser Synapsen ziehen. Mithilfe einer Co-Lokalisierung
von prd- und postsynaptischen Markern oder des Einsatzes von Fluorophoren, welche
Neurotransmitterfreisetzungen sichtbar machen, konnten Effekte von NP noch genauer
beschrieben werden. Einen Einfluss anderer EDCs auf die Synaptogenese zeigten MacLusky
et al. im Jahre 2005 (MacLusky et al., 2005a). Im Hippocampus fiihrt die Administration mit
E2 zu einer transienten Erhéhung der synaptische Dichte in der CAIl-Region des
Hippocampus, die durch den endokrinen Disruptor BPA jedoch wiederum inhibiert wurde.
Yokosuka et al. filhrten Immunfluoreszenzen an fotalen Hypothalamuszellen durch, die sie
mit 1 bis 1000 nM NP fiir sieben Tage behandelt hatten. Sie kalkulierten die synaptische
Dichte aus dem Quotienten von MAP2- und Synapsin I -positiven Bereichen. MAP2
diskriminierte dabei die Dendriten, wéhrend Synapsin 1 als Regulator der
Transmitterfreisetzung die Anzahl synaptischer Vesikel repréasentierte. Sie konnten zeigen,
dass die geringeren NP-Konzentrationen von 1 nM und 10 nM die synaptische Dichte
erhohten, wihrend 100 nM und 1 puM sie signifikant verringerten (Yokosuka ef al., 2008). Der
gleiche Effekt wurde bei E2-Administration beobachtet, inhibitorische Mechanismen hoher
Konzentrationen von Ostrogenen oder Ostrogen-wirksamen Chemikalien sind jedoch
weiterhin unbekannt. Somit lassen die vorliegenden Daten spekulieren, ob NP durch die
Ostrogen-abhiingige Inhibition der Synapsenbildung zu kognitiver Dysfunktion fiihren kann.
Zusétzlich kann diskutiert werden, ob die Beeintrichtigung der normalen Gedichtnisfunktion
wiéhrend des Alterns durch die Exposition mit NP verschlimmert werden konnte, wenn die

endogene Ostrogenproduktion abnimmt.

Da die Sensitivitit chemischer Synapsen wandelbar ist, weisen diese eine Plastizitét auf, die
Voraussetzung fiir Gedédchtnis und Lernen ist. Diese Regulierbarkeit oder synaptische
Plastizitdt wird von zwei Arten von Vorgidngen gesteuert: Erstens Vorgidnge innerhalb des
Neurons, wie Anderungen des Membranpotenzials oder das Abfeuern von Aktionspotentialen,
und zweitens extrinsische Prozesse, wie der synaptische Eingang von anderen Neuronen
(Kandel, 2011). Langzeitinderungen in der Aktivitit chemischer Synapsen sind entscheidend
fiir das Lernen. Storungen des neuronalen Entwicklungsverhaltens durch die Exposition mit
EDCs wurden deshalb schon lange vermutet, weil die Entwicklung des ZNS stark durch
endogene Hormone und hormonell regulierte Ereignisse beeinflusst wird. In den letzten

Jahren haben einige Studien iiber den Effekt von perinataler NP-Exposition auf die
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Verhaltensmerkmale im Gehirn der Nachkommen von Versuchstieren berichtet. Negishi et al.
behandelten Ratten perinatal von Gestationstag drei bis 20 Tage nach der Geburt oral mit
einer niedrigen oder hohen Dosis NP, so dass sowohl eine transplazentale, als auch
laktationale Exposition der F1-Generation erreicht wurde. Mannliche Nachkommen reagierten
auf einen externen Stimulus mit Angst- und Vermeidungsverhalten in beiden

Konzentrationsbereichen (Negishi et al., 2004).

Bei Sprague-Dawley Ratten, die mit NP-Dosen von 50, 100 oder 200 mg/kg/Tag in der
kritischen Phase der embryonalen Entwicklung des ZNS (Gestationstag 9-15) behandelt
wurden, zeigten sich Anderungen in Lernen und Gedichtniskapazitit bei minnlichen
Nachkommen. Mdglicherweise wurde die Ultrastruktur des Hippocampus gestort, was zu
einer geringeren Gehirnleistung der F1-Generation fiihrte (Jie et al, 2010). Mao et al.
untersuchten zusétzlich, welche Auswirkungen eine chronische Exposition {iber 90 Tage auf
die Gehirnleistung von Mausen hat. Sie zeigten Einschrankungen im Erkundungsverhalten,

Gedéchtnis und Lernen neuer Aufgaben (Mao et al., 2011).

Einen direkten Einfluss von NP auf die Langzeit-Potenzierung verschiedener Hirnbereiche
wurde in einer elektrophysiologischen Studie untersucht (Ogiue-lkeda ef al., 2008). Eine
Konzentration von 100 nM NP fiihrte dabei zur Suppression der Langzeit-Potenzierung in der
CA1 von ca. 10 % und einer Erh6hung in der CA3 und im DG von ca. 10 %. Die Langzeit-
Potenzierung ist dabei nicht nur der Mechanismus des Vergessens, sondern auch die Korrektur
falsch gespeicherter Informationen. Der Effekt war dabei anders als der des E2. Die Autoren
proklamieren, dass nanomolare Konzentrationen von NP im Blutplasma signifikante

Auswirkungen auf die Gedéchtnisfunktion haben konnten.

6.6 ERK-Signalweg

Diverse Signalwege sind an der Bildung des Gedéichtnisses im Hippocampus beteiligt,
einschlieBlich des MAPK/ERK-Signalwegs. E2 kann viele dieser Signalwege innerhalb
kurzer Zeit aktivieren. In Studien stieg die ERK-Phosphorylierung innerhalb von 15 Minuten
nach Exposition hippocampaler Neuronen mit dem Hormon an. Dabei war es egal, ob E2 oder
ein Membran-impermeables, an BSA-konjugiertes E2 verwendet wurde, welches nur den
membranstindigen GPR30 und nicht den nukledren ER zu aktivieren vermag (Wade & Dorsa,
2003; Watters et al., 1997). Der membrangebundene ER partizipiert demnach an der
Ostrogen-vermittelten Wirkung auf die ERK-Kinase (Okada et al., 2010). In adulten Ratten,

welche E2 direkt in den dorsalen Hippocampus oder lateralen Ventrikel injiziert bekamen,

100



Diskussion

zeigten sich die Effekte sogar schon nach fiinf Minuten, was auf eine sehr schnelle
Signaltransduktion des Hormons in vivo schlieBen ldsst (Boulware et al., 2013; Fernandez et
al., 2008). Dementsprechend blockieren Inhibitoren der MAPK (MEK), die ausschlielich
ERK phosphoryliert, die E2-induzierte ERK-Aktivierung sowohl in vitro als auch in vivo
(Fernandez et al., 2008; Fortress et al., 2013). Die Gedichtnisleistung, die normalerweise
durch E2 oder BSA-E2 verstirkt wird, ist in diesem Falle nicht erhoht. Diese Ergebnisse
zeigen zwei wesentliche Erkenntnisse auf: Zum einen ist die Forderung des
Erinnerungsvermdgens abhingig von den Signalwegen innerhalb der Zelle. Zum anderen
konnen die Wirkungen von E2 auf ERK und die Gedichtniskonsolidierung durch eine
membranundurchlissige oder durchlidssige Form von E2 nachgeahmt werden, wodurch eine
Schliisselrolle von endokrinen Disruptoren in der Interferenz mit natiirlichen Hormonen

veranschaulicht wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass die Phosphorylierung der ERK1/2
Kinase in B35-Zellen durch die Exposition mit NP signifikant reduziert wurde. Bereits nach
einer 15-miniitigen Inkubation von B35-Zellen mit einem NP-Gemisch verringerte sich die
Aktivitdit der ERK1/2 Kinase, wobei die Inhibition nach 30 Minuten ihren Hohepunkt
erreichte. Dabei war eine NP-Konzentration von 100 nM nicht wirksam, sondern nur die
hochste Konzentration von 1 uM. Es wurden fiir die Experimente nur undifferenzierte B35-
Zellen verwendet, da vorangegangene Versuche gezeigt haben, dass eine Differenzierung der
Zellen mit cAMP die konstitutive ERK1/2-Expression beeinflusst und sich somit der Effekt
nicht mehr exklusiv auf NP zuriickfiihren ldsst. Nach einer dreitigigen Behandlung zeigten
NP hingegen keinen Einfluss auf die basale ERK-Expression undifferenzierter Zellen. Dies
bedeutet, dass NP einen partikuldren Effekt auf die ERK-Aktivitét, nicht jedoch auf die ERK-
Expression haben. Die Inhibition der ERK kann wiederum erkldren, warum die
Neuritenlédngen der B35-Zellen unter dem Einfluss von NP reduziert sind. Die stromabwirts
liegenden Zielmolekiile der Kinase haben Einfluss auf die Differenzierung von Zellen. Da die
Differenzierung von Nervenzellen mit dem Auswachsen von Neuriten einhergeht, konnte eine
verringerte Phosphorylierung und damit Aktivierung der ERK-Kinase eine abgeschwéchte

Differenzierung nach sich ziehen, was schlussendlich zu verkiirzten Neuriten fiihrt.

Eine Studie aus dem Jahre 2008 bestitigt die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit
(Kusunoki et al., 2008). Die Arbeitsgruppe inkubierte PC12-Zellen vor und nach NGF-
Differenzierung mit 56 uM p-NP fiir 10 Minuten bis zu zwei Stunden. NP allein blieb dabei
ohne Effekt, wohingegen die vorherige Differenzierung der Zellen eine Anderung der ERK-
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Aktivitdt nach sich zog. Nach 10 und 30 Minuten hatte NP eine deutliche Reduktion und
Verzogerung der ERK1/2-Phosphorylierung zur Folge. Die Autoren schlussfolgern, dass NP
die Differenzierung durch NGF abschwidchen kann. Weiterhin wurde eine erhohte
intrazelluldre Ca®’-Konzentration nach NP-Administration festgestellt, was auf kurzfristige
Regulationen von Signaltransduktionen schlieBen ldsst. Dieser Aspekt ist jedoch als
kontrovers zu betrachten, da eine erhohte Ca’'-Konzentration unter physiologischen
Bedingungen zu einem gesteigerten Neuritenwachstum beitrdgt. Es ist jedoch nicht
auszuschlieBen, dass es sich bei den in dieser Studie beobachteten Verianderungen um
Apoptosereaktionen der Zellen handelt, da die eingesetzte Konzentration von NP als sehr
hoch einzuschitzen ist und auch Aktivierungen der Caspase-Kaskade nachgewiesen wurden

(Kusunoki et al., 2008).

Interessanterweise postulieren Bulayeva und Kollegen einen gegenteiligen Effekt von NP auf
die ERK-Phosphorylierung (Bulayeva & Watson, 2004). Drei bis 30 Minuten nach
Administration von p-NP bei einer Hypophysenzelllinie stieg die ERK-Aktivitit an. Sie
setzten hierbei einen ELISA-Assay mit fixierten Zellen ein, was es erlaubte sehr geringe
subpicomolare/nanomolare Konzentrationen von 0,00001 nM bis 10 nM NP zu applizieren.
Das p-ERK-Signal wurde dann mittels Crystal Violet auf die Zellzahl normalisiert. NP fiihrten
in diesem Experiment zu keiner initialen, jedoch zu einer verzogerten Wirkung auf die ERK-
Phosphorylierung, welche nach 30 Minuten ihren Hohepunkt erreichte. Innerhalb von zwei
Konzentrationsbereichen (10™"* M bzw. 10°-10° M) erhéhten NP die Phosphorylierung von
ERK, im Bereich dazwischen hatten sie keine Auswirkungen. Diese bimodale Wirkungsweise
mit einer liickenhaften Wirkung in mittleren Konzentrationsbereichen wurde auch in
vorliegender Arbeit beobachtet und erinnert an die Wirkungsweise von E2 (Watson et al.,
1995). Weiterhin erkldren die Autoren, dass sich vor allem ERa-Rezeptoren auf der
Oberfliche der Hypophysenzelllinie befinden (Bulayeva & Watson, 2004). Wenn davon
ausgegangen wird, dass NP mit einer hoheren Affinitdit an den ERB bindet, so kann dies
erklaren, warum unterschiedliche Auswirkungen auf die ERK-Phosphorylierung beobachtet

wurden.

Vinas und Kollegen kombinierten im Jahre 2013 verschiedene Xenodstrogene mit dem
natiirlichen Hormon (Vinas & Watson, 2013). Sie nutzten einen Immunoassay mit mittlerem
Durchsatz, um die ERK-Phosphorylierung in einer Rattenzelllinie zu quantifizieren. Einzelne
EDCs riefen dabei eine nicht-monotone ERK-Aktivierung im femtomolaren bis nanomolaren

Bereich hervor, bei einer Kombination verschiedener Substanzen, inklusive NP, mit
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nanomolaren Konzentrationen E2, wurde die physiologische Ostrogenantwort unterdriickt.
Die Kombination von Gemischen in einer kontaminierten Umwelt kann somit zu Stérungen
der hormonellen Mechanismen der Zellregulation und nachgeschalteten funktionellen

Antworten auf physiologische Ostrogene fiihren.

In einer Studie von Bevan et al. wurde indessen keine Beeinflussung des MAPK-Signalwegs
in Xenopus laevis und PC12-Zellen nachgewiesen (Bevan et al., 2006). NP in mikromolaren
Konzentrationen blieb ohne Effekt (weder negativ noch positiv) und interferierte nicht mit der
NGF-induzierten Aktivierung des MAPK-Signalwegs. Hierbei fokussierten sich die Autoren
jedoch auf eine 15 miniitige Inkubation der Zellen mit 5 uM NP. Da sich in der vorliegenden
Arbeit signifikante Anderungen des Phosphorylierungsstatus jedoch auch erst nach lingerer
Inkubationszeit manifestierten, wurde ein Effekt im Falle von Bevan mutmallich

unterschatzt.

Es gibt bislang nur eine Studie, welche einzelne NP-Isomere hinsichtlich ihres Effekts auf die
Aktivierung des ERK-Signalwegs untersucht hat. Die beiden Isomere NP41 und NP42
wurden von Glinther et al. synthetisiert und isoliert und erlauben somit erste Einblicke in eine
Isomer-spezifische Beurteilung der NP-Wirkung (Guenther ef al., 2006). ERK1/2 und p38-
Signalwege waren bei Zellen, die in der zitierten Studie mit geringen Konzentrationen NP41
oder NP42 exponiert waren (1-20 uM bei NP41; 0,1-1 uM bei NP42), signifikant inhibiert
(Liu et al., 2014b). Da beide Isomere eine dhnliche Struktur mit gleicher Kettenlinge sowie
gleichen o- und B-Substituenten aufweisen, ist es in diesem Fall schwierig, eine Ostrogene

Wirkung aufgrund der Struktur abzuschitzen, welche die Ergebnisse erklaren konnte.

Es kann konstatiert werden, dass NP einen Dosis-Wirkungsbereich haben, der je nach
Zelllinie, Assay-System und NP-Zusammensetzung variiert. Aus diesem Grund konnen die
Experimente, die einen Einfluss von NP auf die ERK-Phosphorylierung untersuchten, nicht
miteinander verglichen werden. Andererseits lassen die Ergebnisse vermuten, dass es sich bei
NP auch in subpicomolaren Konzentrationen um potente endokrine Disruptoren handelt, die

auch bei inaktivem genomischem Signalweg noch toxische Effekte haben konnen.

Einen Effekt auf Transkriptionsebene, welcher den Einfluss von NP auf den MAPK-
Signalweg erkldren kann, wurde im Jahre 2011 nachgewiesen. Eine Studie von Choi et al.,
welche unterschiedliche Mikro-RNAs (miRNA) analysierte, konnte zeigen, dass nach
Inkubation von Sertolizellen mit NP unter anderem die miRNA135a herauf reguliert war. Die

Anderung in der miRNA135a-Expression war dabei auf ein 20,6-faches der physiologischen
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Expression zu beziffern. Eine kanonische Signalweganalyse identifizierte Bestandteile, die
von einer starken Hochregulation dieser spezifischen miRNA betroffen sein konnten. Eine
Hemmung des stromabwirts gelegenen ERK/MAPK-Signalwegs schien dabei sehr
wahrscheinlich zu sein (Choi et al., 2011).

Der miRNA135a wird auch eine Beeinflussung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs zugesprochen,
der in die Differenzierung von Oligodendrocytenzellen involviert ist. Im nédchsten Abschnitt
wird es darum gehen, ob NP ihre Wirkungen auf das Nervensystem auch im lebenden

Organismus vermitteln.

6.7 Oligodendrocytenreifung in vivo

Die Konzentration von NP im Gewdsser ist heterogen. In China lassen sich Konzentrationen
von bis zu 32,8 ng/L (= 148,85 nM) finden (Wu et al., 2007), in Deutschland sind Werte von
0,13 pg/L — 1,22 pg/L (= 0,6 nM - 5,5 nM) gemessen worden (Bester ef al., 2001; Fries &
Puttmann, 2003). Aus diesem Grund wurden fiir die Experimente an Zebrafischen zunéchst
zwei verschiedene Konzentrationen von 1 nM und 1 uM NP veranschlagt, um das toxische
Potential anhand morphologischer Parameter abzuschitzen. Der nanomolare Bereich stellt
dabei eine physiologische Konzentration vieler Gewiésser dar, der mikromolare Bereich wurde
einer Studie entlehnt, bei der bereits Effekte von NP auf das ZNS nachgewiesen wurden
(Chandrasekar et al., 2011). Hier zeigten sich Konzentrationen von liber 2 uM als toxisch. In
einer anderen Studie wurde die letale Dosis (LD50) mit ca. 1600 pg/L (7,26 uM) angegeben.
Diese unterscheidet sich jedoch von Fischart zu Fischart (Bayerisches Landesamt fiir
Wasserwirtschaft, 2000). Die Ergebnisse aus 5.8.1 lassen darauf schlieBen, dass die hohere
Dosis von 1 uM NP auf Zebrafische zwar nicht letal war, jedoch mit der Auspriagung eines
Phénotyps einherging. Eine groBe Anzahl an Fischen war ventral um die Korperachse
gebogen, so dass sie sich nicht mehr addquat fortbewegen konnte. Zusétzlich schliipften die
Fische spidter aus der Eihiille, was auf eine verzogerte Entwicklung, verringerte motorische

Aktivitat oder verdndertes Verhalten schlief3en ldsst.

In einer Studie von Ali und Legler, welche Zebrafischembryos mit NP-Konzentrationen von
0,1-10 uM behandelten, wurden dhnliche morphologische Anomalitdten festgestellt (Ali &
Legler, 2011). Das Riickenmark der Fische war ab einer Konzentration von 1 pM gekriimmt
und sie schliipften ebenfalls spiter aus dem Ei. AuBerdem wurden hier Odeme und Nekrosen

des Dottersacks und der Augen festgestellt. In einer anderen Studie flihrten schon nanomolare
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Konzentrationen von NP zu Anderungen der Korperlinge, des Kopfes und des Herzbeutels

(Kinch et al., 2016).

Im Gegensatz dazu konnten Chandrasekar keine verzdgerte oder gestorte Entwicklung bei
Inkubation der Zebrafischlarven mit 1 uM NP, sondern erst ab 2 uM feststellen. Hier zeigten
sich Knoten und Hernien in der Nihe des Riickenmarks, was mit einer fehlerhaften
Differenzierung der Riickenmarkszellen einherging (Chandrasekar et al., 2011). Da aufgrund
der groBBen Anzahl von Fischen, die in vorliegender Arbeit einen auffilligen Phénotyp nach
einer Behandlung mit 1 uM NP aufwiesen, nicht ausgeschlossen werden konnte, dass es sich
bei morphologischen Anderungen um toxische Effekte der NP handelte, wurde fiir alle

weiteren Versuche mit einer Maximalkonzentration vom 500 nM gearbeitet.

Die Ergebnisse mit OPCs und reifen Oligodendrocyten haben gezeigt, dass eine Behandlung
der Zebrafische iiber vier Tage mit NP zu einer signifikanten Steigerung der Anzahl Olig2-
bzw. CldnK-positiver Zellen ab einem hoheren Konzentrationsbereich fiihrte. Die Anzahl
positiver Zellen bezog sich hierbei auf dorsal migrierende Zellen des Riickenmarks, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass es sich tatsdchlich um Oligodendrocyten handelte. Die
Frage, ob dieser signifikante Effekt proliferativen oder migrativen Ursprungs ist, kann hierbei
nicht abschlieBend geklart werden. OPCs migrieren in Richtung der Axone, bevor sie sich in
Oligodendrocyten differenzieren. Der Mechanismus, welcher die Ablosung aus der pMN-
Region bewirkt, ist weitestgehend unbekannt. Jedoch scheinen miRNAs hierbei eine wichtige
Rolle zu spielen, da beispielsweise miRNA219 defiziente Vorlduferzellen fiir eine
unangemessen lange Zeit proliferativ bleiben (Hudish ef al., 2013). Eine Aktivierung von
Notchla ldsst die pMN Region in einer proliferativen Phase verbleiben, was zu exzessiven
Oligodendrocyten-Vorldufern fiihrt (Park & Appel, 2003). Die Hemmung von F-Box and WD
repeat domain-containing 7 (Fbxw?7), einem Bestandteil des SCF-Ubiquitin-Ligase-
Komplexes, der fiir die kontrollierte Degradation wichtiger Transkriptionsfaktoren und
Zellzyklusregulatoren zustdndig ist, fithrt ebenfalls zur exzessiven Freisetzung von unreifen
Oligodendrocyten aus der pMN-Region (Snyder ef al., 2012). In einer Studie von Park et al.
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Olig2 die verstirkte Bildung von
Motorneuronen und Oligodendrocyten zur Folge hatte (Park et al., 2002). Nicht zuletzt ist
bekannt, dass das generelle dynamische Verhalten der OPCs und die Féhigkeit, zu reifen
Oligodendrocyten zu differenzieren, einem konservierten Mechanismus unterliegen. Wenn die
forschenden Zellfortsitze verschiedener OPCs in Kontakt zueinander kommen, so ziehen sich

die OPCs voneinander zuriick. Bei Zellablation teilen sich benachbarte OPCs, um die Zellzahl
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wieder zu erhohen und anschlieBend das gleiche explorative Verhalten zu zeigen, was darauf
schlieBen lasst, dass abstolende Interaktionen dazu fithren, die Zellzahl und Position von

OPCs im Riickenmark konstant zu halten (Kirby et al., 2006).

In einer Studie aus dem Jahre 2010 konnte gezeigt werden, dass die Exposition eines Steroid-
Vorldufers die Anzahl Olig2-positiver Zellen um 25 % steigerte (Buckley et al., 2010). Die
Majoritat frilher Riickenmark-OPCs entwickelt sich dann zu reifen, myelinisierenden
Oligodendrocyten (Czopka et al., 2013). Live-Imaging-Studien in Zebrafischen zeigten, dass
eine Stilllegung von Neurofibrominl Genen dazu fiihrt, dass OPCs stark proliferieren und
sich deren Pausierungszeiten wéhrend der Migration verringern (Lee et al., 2010).
Nichtsdestotrotz hatte dies keine verstirkte Myelinisierung des ZNS zur Folge, was zeigt,
dass die Anwesenheit von mehr OPCs nicht notwendigerweise in frithreifer oder ektopischer
ZNS-Mpyelinisierung resultiert (Shin et al., 2012). Weiterhin proklamieren einige Studien gar,
dass Steroidhormone an der Remyelinisierung von Axonen beteiligt sein konnten (Bruce et

al., 2010).

Da es sich in der vorliegenden Arbeit bei der Untersuchung der Auswirkung von NP auf Olig2
und CldnK lediglich um deskriptive Beobachtungen handelt, kann iiber mdgliche Signalwege
und Mechanismen, die zu mehr dorsalen OPCs fiihrten, lediglich spekuliert werden. Dennoch
zeigte sich, dass sich nicht nur die Anzahl unreifer, sondern auch reifer Oligodendrocyten
durch die Exposition mit der EU-Fokuschemikalie deutlich erhohte. Studien in Sdugetieren
haben verschiedene Schliissel-Transkriptionsfaktoren wie Sox10, Oligl und Myrf
identifiziert, welche die Differenzierung von OPCs in reife Oligodendrocyten kontrollieren
(Mitew et al., 2014). Timelapse Aufnahmen in Zebrafischen zeigten, dass Sox10-mutierte
Oligodendrocyten beginnen, sich um Axone zu wickeln, bevor sie dann in Apoptose gehen
(Takada et al., 2010). Transkriptionsfaktoren unter der Kontrolle des kanonischen Wnt-
Signalwegs sind ebenfalls bei der Differenzierung von Oligodendrocyten involviert. Einige
Studien in Sdugetieren deuten darauf hin, dass die Aktivierung von B-Catenin die
Oligodendrocytendifferenzierung negativ reguliert (Fancy et al., 2009). Die Behandlung von
Zebrafischen mit Substanzen, welche B-Catenin stabilisieren (also die Aktivierung des Wnt-
Signalweges simulieren), unterbrechen ebenfalls die Differenzierung zu reifen
Oligodendrocyten (Kim ef al., 2008). Im Gegensatz dazu zeigten Tawk et al., dass eine
Reduktion des B-Catenin-Signals die Genexpression des Myelins reprimiert (Tawk et al.,
2011). Diese Aspekte sind besonders interessant, da eine koreanische Arbeitsgruppe

herausgefunden hat, dass unter dem Einfluss von NP verschiedene miRNAs, welche sowohl
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Sox, als auch Wnt-Signalwege regulieren, unter NP verdndert exprimiert sind (Choi et al.,
2011). MiRNA135a, welche als Zielgene unter anderem den Wnt/ B-Catenin Signalweg
aufweist, war in dieser Studie unter NP deutlich herauf reguliert. Dies konnte bedeuten, dass
Gene des Wnt- B-Catenin durch erhohte Mengen dieser miRNA herunter reguliert sind. Die
Oligodendrocytendifferenzierung konnte also verstarkt ablaufen, was den beobachteten Effekt

auf CldnK erkliren wiirde.

Eine Studie von Chandrasekhar konnte zeigen, dass in Zebrafischen drei Formen des ER
vorkommen, die als ERa, ERB und ERB2 bezeichnet werden (Chandrasekar et al., 2010).
Diese werden vorwiegend wéhrend der frithen embryonalen Entwicklung des Zebrafischs
exprimiert und konnten durch Exposition mit E2 und 4-NP reguliert werden. Die zwei ER[3-
Gene haben dabei unterschiedliche Expressionslevel, abhéngig von ihrem Gewebekontext, so
dass ihnen paraloge Funktionen zugeschrieben werden. Eine Inkubation von Zebrafischen
tiber drei Tage mit Ostogenen Liganden (E2, 4-NP) erhohte die Expression der Gene, was
darauf schlieBen ldsst, dass sie unter regulatorischer Kontrolle stehen. NP agierten dabei

sowohl als Agonisten, als auch als Antagonisten der ER wihrend der Entwicklung.

Genauso wie Okada et al. bei neuronalen Vorlduferzellen aus Ratten eine Ostrogen-vermittelte
Verstarkung der Zellteilung durch NP beobachtet haben (Okada et al., 2010), bringt auch eine
Arbeitsgruppe um Vosges et al. die verstirkte Proliferation von GnRH-Neuronen im
Vorderhirn von Zebrafischen in Zusammenhang mit der dstrogenen Wirkung von NP (Vosges
et al., 2012). Sie konnte zeigen, dass die siebentdgige Exposition von Zebrafischlarven mit
EE2 in einer erhohten Anzahl von GnRH-ir Neuronen konvergiert und dass NP
konzentrationsabhéngig in der Lage war, dhnliche Effekte zu vermitteln. Durch ICI 182,780

konnte die verstiarkte Proliferation sowohl im Falle des EE2 als auch NP unterbunden werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die erhdhte Zellteilungsrate im Riickenmark von 4 dpf
Zebrafischlarven durch die immunohistologische Féarbung mit dem Proliferationsmarker
PCNA nachgewiesen. Es handelt sich hier also vermutlich um verstirkte Proliferation und
weniger Migration. Eine erhohte Anzahl von unreifen OPCs fiihrt sodann zu einer erh6hten

Anzahl reifer Oligodendrocyten.

Es stellt sich also die Frage, welche Auswirkungen eine verstirkte Reifung von
Oligodendrocyten durch NP-Exposition auf das ZNS haben kann. Die zielfiihrende
Myelinisierung der Axone ist fiir die Funktion des Nervensystems essentiell. Neue Studien

konnten beweisen, dass eine falsche Myelinisierung von Zellkdrpern und Dendriten statt
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Axonen am hdufigsten dann auftritt, wenn das Angebot an reifen Oligodendrocyten und
Myelin den axonalen Bedarf iibertrifft. Die falsche Myelinisierung von Zellkdrpern fand in
Zebrafisch-Mutanten statt, die weniger Axone hatten oder, unabhéngig davon, wenn Fische
mit einer Substanz behandelt wurden, welche die Anzahl reifer Oligodendrocyten erhdhte
(Almeida et al., 2018). Die Autoren wiederholten ihre Versuche an Sdugetieren, indem sie den
Aktl Signalweg myelinisierender Oligodendrocyten in Médusen forderten, was zu einer
groBeren Anzahl reifer Oligodendrocyten fiihrt. Uber eine Immunfluoreszenz gegen MBP
(myelin basic protein) und NeuN (Neuronal Nuclei) von Cervix-Riickenmarksschnitten an
P30 Maiusen zeigte sich, dass die Anzahl NeuN-positiver neuronaler Zellkorper, die von
MBP-positiven Zellen umwickelt waren, deutlich erh6ht war. Eine Imbalance von Myelin-
Angebot und axonalem Myelin-Bedarf kann also auch bei Sdugetieren zu fehlerhafter
Myelinisierung ~ fiihren.  Pathologische =~ Anderungen in Oligodendrocyten wurden
beispielsweise sowohl nach BPA-Behandlung als auch in Patienten mit Schizophrenie
beobachtet. Dabei waren die Differenzierung der Oligodendrocyten sowie die Expression von
Myelin-Proteinen verdndert (Brown, 2009). Eine solche Auswirkung wére auch bei

langfristiger NP-Exposition denkbar.

6.8 Zusammenfassende Bewertung und Relevanz

Nicht nur im embryonalen, sondern auch im adulten Gehirn findet Neurogenese statt. Das
alternde Gehirn behdlt die Féhigkeit, den fortschreitenden Verlust von synaptischen
Verbindungen zu kompensieren, jedoch ist dies nur in sogenannten neurogenen Nischen
moglich. Die Neuronen entstehen dabei aus einer Population multipotenter, neuraler
Stammzellen und konnen in verschiedene Gebiete des Gehirns migrieren und sich dort der
neuen Mikroumwelt anpassen. Neurogene Nischen, in denen adulte Neurogenese beobachte
wurde, sind die subventrikuldre Zone (SVZ) und die subgranulidre Zone (SGZ), die ein Teil
des DG und des Hippocampus ist (Weiss, 2007). Neurogenese und Synaptogenese gehen
dabei Hand in Hand und unterliegen der Wirkung von Hormonen. Auch wenn die
Proliferation von Neuronen im Alter marginal sein sollte, so kann sie doch helfen, den Verlust
an funktionaler Gehirnkapazitdt im Alter zu kompensieren bzw. zu minimieren. Bei der
Risikobewertung fiir die Alterung des Gehirns miissen somit auch EDCs wie NP in Zukunft
mit einberechnet werden. Die Forschung konzentrierte sich in den letzten Jahren jedoch eher
auf die perinatale Entwicklung und weniger auf die Korrelation von EDCs und deren Effekte
auf die adulte Neurogenese. Somit ist die Datenlage eher spekulativ, was damit

zusammenhéngen kann, dass NP und andere EDCs immer noch als schwache Ostrogen-
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dhnliche Substanzen angesehen werden, die in der Umwelt in sehr geringen Konzentrationen
vorkommen. Dabei gilt es mittlerweile als bewiesen, dass die Konzentrationen von NP in
Geweben um ein 10- bis 100-faches hoher liegen als die in der Umwelt gemessenen. Die
Akkumulation von vielen EDCs in lipophilen Kompartimenten, die synergistischen Effekte
und eine Langzeitexposition iiber die gesamte Lebensspanne wurde bislang jedoch noch nicht
untersucht. Weiterhin wird proklamiert, dass bislang noch keine Effekte auf die menschliche
Population beobachtet wurden und sich somit die Frage nach der Relevanz fiir unsere
Lebenswirklichkeit stellt. Eine einzige epidemiologische Studie mit hoher Fallzahl aus dem
Jahre 2011 sammelte 17.000 Fille aus Patientenakten in Spanien und Andalusien. Sie wiesen
eine Assoziation zwischen der Inzidenz neurodegenerativer Erkrankungen (Morbus
Alzheimer, Morbus Parkinson, Multiple Sklerose) und der Exposition mit Pestiziden nach
(Parrén et al., 2011). Auch PCB wurden mit einer Unterbrechung des dopaminergen Systems
in Verbindung gebracht, post mortem Studien zeigten eine starke Korrelation hoher PCB-
Konzentrationen und dem Auftreten von Parkinson-bezogenen Pathologien, besonders bei
Frauen (Hatcher-Martin et al., 2012). Fiir andere EDCs fehlt weiterhin epidemiologische
Evidenz beim Menschen. Beziiglich dessen wird von Kritikern immer wieder darauf
hingewiesen, dass in Tierstudien Konzentrationsbereiche und zeitliche Abléufe appliziert
werden, die keine reale Umweltexposition simulieren. In der hier vorliegenden Arbeit konnte
jedoch eindriicklich gezeigt werden, dass Konzentrationen im sehr geringen nanomolaren
Bereich in vitro bereits zu negativen Auswirkungen auf das Auswachsen von Neuriten in
Zelllinie und Primérzellen sowie zu einer signifikanten Reduktion der synaptischen Dichte
gefiihrt haben. Die hier eingesetzten Konzentrationen von 0,05 bis 10 nM sind daneben so
gering, dass die hiufig angefiihrte Kritik, die Chemikalie habe auch nicht-dstrogene, toxische
Nebeneffekte, welche eine Verallgemeinerung der tatsdchlichen xenodstrogenen Wirkung
beeintrichtige, konterkariert. Auch im Zebrafischmodell eingesetzte Konzentrationen lagen
im nanomolaren Bereich und wurden lediglich fiir vier Tage appliziert, was die Auswirkungen
einer Langzeitexposition unterschidtzen konnte. Es darf daneben nicht auBler Acht gelassen
werden, dass die Grundlagen der synaptischen Plastizitdt und Neurogenese im Alter noch
immer nicht vollstdndig geklért sind und sich somit auch die Frage nach der Sensitivitdt der
Analysemethoden stellt. Die Langzeitexposition mit EDCs schlieft auch epigenetische
Verdnderungen mit ein. Diese konnen auf Histonmodifikationen, DNA-Methylierungen und
der Expression nicht-kodierender RNA (einschlieflich miRNAs) beruhen. Verschiedene
Studien der letzten Jahre zeigen Evidenz, dass in utero Expositionen mit Umweltchemikalien

Anderungen der Genexpression induzieren kdnnen, die ein Leben lang anhalten (Singh & Li,
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2012). NP war beispielsweise in der Lage, das Histon H2AX zu phosphorylieren (Toyooka et
al., 2012), die Histone 3 und 4 des TNFA- (Tumor-Nekrose-Faktor-a) Genlokus zu
acetylieren und CpG-Inseln zu stimulieren (Hung et al., 2013). All diese Modifikationen
ziehen langfristige Anderungen der Transkription nach sich. Somit konnte die Basis fiir
neurologische Erkrankungen im Alter in der epigenetischen Modifikation wihrend der fotalen

Entwicklung liegen.

Letztendlich stellt sich also die Frage, inwieweit die Verzégerungen der neuronalen
Entwicklung und Inhibition der Differenzierung auch zu Konsequenzen fiir die menschliche
Gesundheit werden konnen. Krankheiten des Nervensystems sowie psychische Stérungen und
Verhaltensstorungen sind eine der grolen Herausforderungen fiir unsere Gesellschaft, da sie
das Gesundheitssystem durch immense Kosten belasten. In Deutschland verursachen
neurologische Erkrankungen jihrlich Kosten von mehr als 88 Milliarden Euro (Statistisches
Bundesamt (Destatis), 2018). Einige Erkrankungen, zu denen beispielsweise Autismus,
Schizophrenie und die bipolare Storung zéhlen, sind auf Stérungen wihrend der Entwicklung
des Nervensystems zuriickzufiihren. Bislang ist dem Einfluss der endokrinen Funktion auf die
Neurogenese zu wenig Aufmerksamkeit geschenkt worden, obschon einige Prozesse bekannt
sind, die auf der Wirkung endogener Hormone beruhen. Die Wirkungen des natiirlichen
Ostrogens konnen dabei bestenfalls als pleiotrop bezeichnet werden und hiingen stark von
Alter und Geschlecht der untersuchten Probanden ab (Galea et al., 2017). Die vorliegende
Arbeit konnte zeigen, dass Proliferation, Differenzierung und Migration sowie Synaptogenese
und indirekt auch Myelinisierung sensitiv auf den endokrinen Disruptor NP reagieren. Dieser
Mechanismus wird, wie bereits hinlénglich diskutiert, auf die Fahigkeit des NP zuriickgefiihrt,
die Bindung des natiirlichen Ostrogen-Hormons an seinen Rezeptor nachzuahmen, zu
agonisieren oder zu antagonisieren. Méuse, die zu wenig ERf aufweisen, zeigen Anzeichen
verringerter synaptischer Plastizitit und Neurogenese (Day ef al., 2005). Eine zu geringe ERa
mRNA-Expression wurde im Hippocampus betroffener Individuen mit Schizophrenie und
Alzheimer in Zusammenhang gebracht (Perlman et al., 2005). Zusétzlich gibt es Studien,
welche die Einflussnahme der ER in der Modulation von Symptomen bei Depression

beschreiben (Crews, 2010).

In Tierstudien konnen bereits jetzt neurologische Entwicklungsstorungen wie
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivititssyndrome (ADHS) mit NP-Exposition in frithen
Lebensphasen korreliert werden. Ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen NP und

motorischer Hyperaktivitdt wurde von Masuo et al. nach intrazisternaler Verabreichung
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(8,7 mM) bei fiinf Tage alten ménnlichen Ratten nachgewiesen. Unerwiinschte Wirkungen auf
das sich entwickelnde Gehirn, die ein Defizit an dopaminergen Neuronen hervorrufen und zu
motorischer Hyperaktivitdt fiihren, wurden von diesem Autor im Alter von vier Wochen
beobachtet (Masuo et al., 2004). Dariiber hinaus zeigte eine Verabreichung von endokrinen
Disruptoren einschlielich NP auch bei Ishido et al. bei fiinf Tage alten ménnlichen Wistar
Ratten im Alter von vier bis fiinf Wochen eine signifikante Hyperaktivitit. Die Genexpression
des G-Protein gekoppelten Rezeptors, welcher in die Neurotransduktion involviert ist, war

dabei um das 2,8-fache erhoht (Ishido ez al., 2005).

In einer Studie von Yu et al. wurden die Konzentrationen von NP in Urin und Blut von
Patienten mit klinisch diagnostiziertem ADHS mit denen einer gesunden Kontrollgruppe
verglichen (Yu et al., 2016). Die NP-Konzentrationen lagen in beiden Gruppen im Schnitt bei
1,6 ng/dL (Blutserum) bzw. 4,5 pg/g Kreatinin (Urin). Auch nach Adjustierung der
Kovarianten ergab sich keine Korrelation zwischen Auftreten eines ADHS und dem NP-

Gehalt in Blut und Urin.

Wird die Datenlage der NP in Bezug auf deren Einfluss auf die Entwicklung des
Nervensystems als Ganzes betrachtet, so fillt auf, dass eine Evidenz fiir die NP-bedingten
endokrinen Storungen und die Folgen fiir die Nervenfunktion dennoch immer
wahrscheinlicher wird. Sofern es eine kausale Assoziation gibt, so muss sie politische und
gesellschaftliche Konsequenzen nach sich ziehen, was ein vollstindiges Verbot des Einsatzes
und der Einfuhr von NP bedeuten konnte. Hierbei ist es besonders wichtig, dass die NP unter
einem Isomer-spezifischen Gesichtspunkt analysiert werden. Neurotoxizitit ist ein
lebenslanges Thema, welches nicht nur auf die friihen Phasen der Entwicklung bezogen
werden darf. Die Studien der letzten Jahrzehnte zeigen auf, dass wir noch viel zu wenig iiber
das sensible Gleichgewicht zwischen Gehirnentwicklung, Hormonsystem, Gehirnalterung und
EDCs wissen. Das Bestreben nach Aufkldrung der unterliegenden molekularen Mechanismen
darf nicht nachlassen, bis eine konkrete Gefahr der NP und seiner Derivate vollstindig
ausgeschlossen werden kann. Aus diesem Grund miissen weitere funktionelle Untersuchungen
in umweltrelevanten Konzentrationen und Experimente zur Wirkung der einzelnen Isomere
folgen. Abbildung 27 fasst die Expositions- und Signalwege sowie die Auswirkungen der NP

abschlieSend zusammen.
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Abbildung 27: Die Interferenz von NP mit E2 fiihrt zu Verinderungen im Nervensystem (eigene
Darstellung)

Die Exposition des Menschen mit NP {iber die gesamte Lebensspanne fiihrt zu einer Verdnderung verschiedener
Transkriptionswege und langfristig ggf. zu epigenetischen Modifikationen. Folge der Wirkungen von NP als
EDC konnen kognitive Beeintrichtigungen und Verhaltensénderungen sein.
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7 Ausblick

Zur weiteren Charakterisierung der Auswirkungen von NP scheint es sinnvoll zu sein,
zunichst einzelne NP-Isomere zu synthetisieren oder aus dem technischen Gemisch zu
isolieren. Der Analyse per Gaschromatographie und Massenspektrometrie sollte dann ein
systematisches Screening der Einzelsubstanzen folgen, wie es bislang wegweisend nur bei
Dioxinen geschehen ist. Noch nicht identifizierte Isomere oder Minorkomponenten im
technischen NP-Gemisch konnten unterschiedliche Signalwege anstolen und Wirkungen
vermitteln, welche so bislang noch nicht untersucht wurden. Im Bereich der
Grundlagenforschung wiren Co-Lokalisierungsstudien von prd- und postsynaptischen
Markern sinnvoll, um Aussagen iiber Effekte der NP auf Ebene von einzelnen Synapsen
treffen zu konnen. Auflerdem ldsst die Anwendung eines GPR30-Inhibitors oder anderer

Komponenten des NP-Signalwegs Riickschliisse auf Wirkungskaskaden zu.

Der Zebrafisch bietet sich daneben an, um in Verhaltenstests funktionelle Auswirkungen einer
NP-Exposition nachzuweisen. Der so genannte Stellreflex kann durch Vibrationsimpulse nach
4 dpf ausgeldst werden und ist bei Verzogerungen oder Stérungen der Entwicklung nicht voll
entwickelt. Ein Experiment zur funktionellen Analyse auf Zellebene konnte der Nachweis
falsch myelinisierter Zellkorper darstellen. Durch einen spezifischen neuronalen Marker wie
NeuN in Kombination mit der transgenen Zebrafischlinie Mbp:egfp-CAAX (CAAX-Box)
konnte verstdrkte Myelinisierung nicht-axonaler Bereiche durch reife Oligodendrocyten
sichtbar gemacht werden. Das Ergebnis gidbe Aufschluss iiber Myelinisierungsdefekte im

lebenden Organismus.

Auch wenn der Zebrafisch ein gutes Modell zur Testung kognitiver Dissonanzen darstellt,
sollten die Effekte der NP auf die Entwicklung des Nervensystems zusétzlich in einem
anderen in vivo Modell verifiziert werden. Hier konnte sich beispielsweise die
Futtersupplementierung von Nagetieren zur Uberpriifung von Langzeitwirkungen anbieten.
Insgesamt sollte eine stirkere Fokussierung auf Spétschdden und epigenetische
Verdnderungen gelegt werden. Ein ADI-Wert fiir NP ist bislang nicht definiert, lediglich eine
tagliche Aufnahme von 15 mg/kg gilt als Dosis ohne Effekt. Hier ist eine Anreicherung in
fettreichen Geweben jedoch nicht mitberiicksichtigt. Weitere Untersuchungen der NP konnten

zu einer Anpassung der Grenzwerte fiihren und sind dringend notwendig.
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8 Zusammenfassung

Bei Nonylphenolen handelt es sich um eine Gruppe chemischer Verbindungen mit
aromatischem Ring, Hydroxylgruppe und einer Nonyl-Seitenkette, die entweder verzweigt
oder linear vorliegen kann. Das technische, das heiit im industriellen Prozess hergestellte,
Nonylphenol besteht aus einer Mischung verschiedener Konstitutionsisomere und
Enantiomere und dient als Vorlduferprodukt der Nonylphenolethoxylate. Wegen ihrer guten
Tensidwirkungen finden = Nonylphenolethoxylate Einsatz als nicht-ionische,
grenzfldchenaktive Substanzen in Wasch- und Reinigungsmitteln, als
Formulierungshilfsstoffe und in Farben wund Lacken. In Kldranlagen werden
Nonylphenolabkommlinge dann zu toxischem, persistentem 4-NP abgebaut. Die Chemikalie
lasst sich in vielen umweltrelevanten Matrices wie Gewdssern, Sedimenten und Fliissen
finden und ubiquitir in Lebensmitteln nachweisen. Somit wurden Nonylphenole auch in
relativ hohen Konzentrationen in verschiedenen menschlichen Geweben detektiert. Uber
Haut, Atemorgane und den Magen-Darm-Trakt wird eine tigliche Aufnahme von circa
7,5 ng/Tag bei Erwachsenen und bis zu 1,4 pg/Tag bei Sduglingen postuliert. Nonylphenol ist
dabei plazentagingig und kann die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden. Durch seine Struktur
akkumuliert es zudem leicht in lipophilen Kompartimenten des Korpers. Besonders hohe
Konzentrationen wurden aus diesem Grund im Fettgewebe detektiert, doch auch das
Nabelschnurblut, die Plazenta, die Muttermilch und das Gehirn selbst weisen Spuren von
Nonylphenolen im nanomolaren Bereich auf. Seit den 1990er Jahren ist bekannt, dass
Nonylphenole der Gruppe endokriner Disruptoren zuzuordnen sind. Jene sind in der Lage das
natiirliche Hormon 17p-Ostradiol von seinem Rezeptor zu verdringen und ihn somit
kompetitiv zu hemmen oder zu transaktivieren. Durch die xenobiotische Wirkung ahmt die
Chemikalie natiirliche Effekte des Ostradiols nach und fiihrt zu nachweisbaren Stérungen des
endokrinen Systems und der sexuellen Reifung verschiedener Organismen. Dabei vermittelt
es seine Wirkungen sowohl iiber die klassischen Ostrogenrezeptoren als auch iiber den
membranstidndigen G-Protein gekoppelten Rezeptor GPR30. Neben den bekannten
Wirkungen von Nonylphenolen als endokriner Disruptor sind auch Effekte auf das
Nervensystem bekannt. Die Chemikalie vermittelt in vitro neurotoxische Wirkungen auf
verschiedene neuronale Zelltypen, hemmt das Auswachsen von Nervenzellen und die
Proliferation neuraler Stammzellen. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass ein
technisches Nonylphenol-Gemisch in einem Konzentrationsbereich von 0,05 nM bis 1 pM

keine toxischen Effekte auf Neuroblastomzellen der Linie B35 ausubt. Jedoch inhibiert eine
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Zusammenfassung

Inkubation mit der Chemikalie signifikant die durchschnittliche Lange von Zellausldufern in
B35-Zellen sowie in Primédrzellen des Kleinhirns aus der Maus. Dieser Effekt ist vermutlich
partiell auf die reduzierte Signaltransduktion der ERK1/2 Kinase zuriickzufiihren, welche
stromaufwérts durch Steroide oder hormondhnliche Liganden wie Nonylphenole beeinflusst
werden kann. Durch das XenooOstrogen kommt es mutmaBlich zu einer kompetitiven
Inhibition des Signalwegs, die weitere zelluldre Modifikationen nach sich zieht. Als Folge
einer Nonylphenolbehandlung reagieren Primirzellen mit einer gehemmten Bildung oder
Riickbildung Synaptophysin-haltiger Vesikel, was in einer verringerten synaptischen
Plastizitit konvergieren konnte. Weiterhin dndert sich unter Einfluss der Chemikalie die
Verteilung von Aktin und Tubulin innerhalb der B35-Zellen, deren Proliferation sowie deren
Adhésions- und Migrationsverhalten. Zusétzlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass die isolierten Nonylphenolisomere NP65, NP111 und NP112 das Auswachsen
von B35-Zellausldufern in unterschiedlicher Weise beeinflussten. Wahrend die Isomere NP65
und NP111 dosisabhéingig zu einer Verkiirzung der Neuriten fiihrten, zeigte das Isomer NP112
keinen Effekt. In Zebrafischen fiihrt eine Applikation des technischen NP-Gemisches in das
Fischwasser zu einer verstirkten Bildung oder Migration unreifer Oligodendrocyten-
Vorlauferzellen und reifer Oligodendrocyten. Zudem wurde in Sagittalschnitten der
Zebrafischlarven eine erhohte Proliferation und Apoptose im Riickenmark der Fische
nachgewiesen. Durch erhohte Migration oder fehlerhafte Differenzierung von
myelinisierenden Oligodendrogliazellen kann es zu verstirkter Myelinisierung von
Zellkorpern kommen. Insgesamt ldsst sich zusammenfassen, dass Nonylphenole fundamentale
Prozesse der Zelldifferenzierung und neuronaler Vorginge in verschiedenen Zellsystemen und
Organismen dndern und somit einen negativen FEinfluss auf die Entwicklung des

Nervensystems und die synaptische Plastizitét hervorrufen konnen.
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