Lehrstuhl fiir Zellbiologie der Technischen Universitdt Miinchen
Wissenschaftszentrum Weihenstephan

Univ.-Prof. Dr. Bertold Hock

Auswirkung verschiedener oestrogen wirksamer
endokriner Disruptoren auf die Genexpression des
Zebrabarblings (Danio rerio)

Ulf Kausch

Vollstindiger Abdruck der von der Fakultidt Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir
Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitidt Miinchen zur

Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)
genehmigten Dissertation.
Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. W. Huber
Priifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. B. Hock, em.
2. Univ.-Prof. Dr. A. Melzer
Die Dissertation wurde am 25.10.2006 bei der Technischen Universitit Miinchen

eingereicht und durch die Fakultit Wissenschaftszentrum Weihenstephan fiir

Erndhrung, Landnutzung und Umwelt am 13.12.2006 angenommen.
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Heute sind ungefahr 5.000.000 verschiedene chemische Verbindungen bekannt. Davon
sind 80.000 in Gebrauch und jedes Jahr kommen 500 - 1000 dazu (Fent, 1998).
Gleichzeitig wird aber eine FEinschitzung der Gefdhrdungspotentiale dieser
Verbindungen fiir Mensch und Tier kaum vorangetrieben; dagegen wurde die
Umweltproblematik, die mit der genannten Entwicklung einhergeht, bereits in den
siebziger Jahren erkannt. Heute gibt es in vielen Ldndern Umweltschutzgesetze, die eine
Ausweitung entsprechender Probleme verhindern sollen. Vorsorglich greifende Gesetze
oder MafBnahmen sind nach wie vor selten. So wurden fiir die Umwelt relevante
Auswirkungen einiger Chemikalien erst Jahre nach ihrem Einsatz festgestellt.

Ein konkretes Beispiel hierfir ist die oestrogene Wirksamkeit von
Pflanzenschutzmitteln, die zundchst unbekannt war. In den fiinfziger Jahren ging der
Fischotterbestand in England drastisch zuriick, was auf das Pestizid Dieldrin
zuriickgefiihrt wird (Mason et al., 1986). Heute weil man um die endokrine Wirkung
dieses Pestizids.

Die Anzahl der Substanzen, denen in den letzten Jahren eine Wirkung als
endokrine Disruptoren zugeschrieben wurde, wichst stetig, da mittlerweile neue
Testverfahren zur Verfiigung stehen, die diese Wirkung feststellen konnen, so z.B. der
Enzyme-Linked Receptor Assay (ELRA) (Seifert et al., 1999), ein kompetitiver Assay,
der den humanen oestrogen Rezeptor verwendet, oder der Yeast Estrogen Screen (YES)
Assay, der den Nachweis von oestrogenen Effekten mittels Hefezellen erlaubt, die das
Green Fluorescent Protein (GFP) unter dem Einfluss oestrogen wirksamer Substanzen
exprimieren (Beck et al., 2005).

Besonderes Augenmerk liegt dabei auf den Substanzen, die eine oestrogene
Wirkung haben. Mehrere Untersuchungen haben bereits die ,,Verweiblichung* oder den
Riickgang der Individuenzahl in Wildtierpopulationen durch endokrine Disruptoren mit
oestrogener Wirkung beschrieben (Shore et al., 1993; Colborn, 1995). Gauillette et al.
(1995) beschrieben im Lake Apopka (Florida, U.S.A.) méinnliche Alligatoren mit einer
stark eingeschrankten Penisentwicklung. Als Ursache hierfiir gilt ein Chemieunfall, bei
dem groBe Mengen des Pflanzenschutzmittels Dicofol, einem Insektizid, das
strukturelle Ahnlichkeiten zu DDT aufweist und dem oestrogene Wirkungen
zugeschrieben werden, in den See geraten sind (Woodward et al., 1993). Auch an

Fischen wurde der negative Einfluss von oestrogen wirksamen endokrinen Disruptoren
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auf die Population bereits beschrieben. Die auffillig hohe Rate von Hermaphrodismus
bei Plotzen (Rutilus rutilus), die flussabwirts von Kldranlagen in England leben, ist
bekannt (Sumpter und Jobling, 1995). Weiterhin wurde ein Einfluss des geklirten
Abwassers auf die Reproduktionsfahigkeit der Neuseeldndischen Zwergdeckelschnecke
(Potamopyrgus antipodarum) und mehreren SiiBwasserfischen festgestellt (Jobling et
al., 2004). Eine weitere Arbeit belegt den Anstieg der Konzentration des
Eidottervorlauferproteins Vitellogenin im Plasma von Regenbogenforellen, die fiir 1 bis
3 Wochen in Kéfigen im Abwasser von Kldranlagen gehalten wurden, um den Faktor
500 bis 100.000 (Purdom et al., 1994). Das Vorkommen von oestrogen wirksamen
Substanzen im gereinigten Klidranlagen-Abwasser ist mehrfach bewiesen. So fanden
Ternes et al. (1999) Konzentrationen von 15 ng/l 17B-Oestradiol und 27 ng/l Oestron im
gereinigten Abwasser deutscher Kldranlagen, Todorov et al. (2002) 5 bis 13 ng/l
Oestradiol und Oestron im Abwasser von Klédranlagen in der Ndhe New Yorks.

Trotz des Bewusstseins einer Gefdhrdung von Wildtierpopulationen durch
endokrine Disruptoren mit oestrogener Wirkung ist deren genaue Wirkweise noch
immer weitgehend unbekannt. Es ist somit also notig, mehr iiber die Wirkweise, die
relevanten Konzentrationen und eventuell zu treffende Mallnahmen zu lernen, um die
Gefahr, die durch diese Chemikalien fiir Wildtiere und auch den Menschen ausgehen,

einschitzen und auch eindimmen zu konnen.

1.1 Endokrine Disruptoren

1995 wurde ein endokriner Disruptor als ,,exogene Substanz definiert, die in die
Produktion, die Freisetzung, den Transport, den Metabolismus, das Binden, die
Wirkung oder die Elimination von natiirlichen Hormonen eingreift, die im Korper fiir
die Aufrechterhaltung der Homoostase und der Regulation von Entwicklungsprozessen
verantwortlich sind* (Kavlock et al., 1996).

Endokrine Disruptoren mit oestrogener Wirkung werden in folgende vier Klassen
unterteilt: (1) Endogene Oestrogene wie 17B-Oestradiol (E2) oder Oestron (El), (2)
Phyto- und Mykooestrogene wie Genistein oder Coumestrol, (3) synthetische
Oestrogene/Antioestrogene wie Ethinyloestradiol (EE2) oder Tamoxifen und (4)
Xenooestrogene wie Bisphenol-A (BPA) oder 4-Nonylphenol (NP).

Vertreter dieser vier Klassen werden zunehmend in der Umwelt gefunden.

Endogene Oestrogene werden in Wirbeltieren gebildet und gelangen {iiber die

10
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Ausscheidungen in die Umwelt. Synthetische Oestrogene wie Ethinyloestradiol finden
Verwendung als Kontrazeptiva, Phytooestrogene werden von Pflanzen und Pilzen
gebildet, und Xenooestrogene spielen z.B. bei industriellen Prozessen eine gro3e Rolle.
Eine Belastung des Menschen wurde bereits festgestellt. So konnte Tsutsumi
(2005) BPA im menschlichen Fruchtwasser nachweisen, und der negative Einfluss
endokriner Disruptoren mit oestrogener Wirkung auf die Spermienkonzentration wird

seit vielen Jahren diskutiert (Carlsen et al., 1992).

HO

17B-Oestradiol Ethinyloestradiol

H,C CH, O OH

. \\\\

HO OH @) OH
HO

Bisphenol A Genistein

Abb. 1: Vertreter der vier Klassen endokriner Disruptoren mit oestrogener Wirkung.

Die oestrogene Wirkung ldsst sich kaum an strukturellen Ahnlichkeiten der
verschiedenen Chemikalien ablesen, d.h. dass herkdmmliche chemische
Analysemethoden zur Detektion dieser Wirkung nicht in Frage kommen. Auch der
Effekt von Mischungen verschiedener Substanzen macht neue Testverfahren notig.

Um einen schnellen Nachweis fiir eine Belastung mit oestrogen wirksamen

Substanzen zu ermdéglichen, war es nétig, einen Biomarker zu finden. Als Marker-

11
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Protein hat sich bei eierlegenden Vertebraten das Vitellogenin (Vtg) durchgesetzt. Vtg

ist ein Eidotter-Vorldufer-Protein und wird als solches unter normalen Bedingungen von

weiblichen Tieren stark, von ménnlichen hingegen schwach oder gar nicht exprimiert.

Sumpter und Jobling (1995) konnten zeigen, dass nach der Exposition mit Oestrogenen

und Xenooestrogenen auch mainnliche Fische dieses Protein in starkem Ausmall

synthetisieren. Aquatische Organismen wie Fische eignen sich besonders gut fiir neue

Biotests zur Detektion oestrogener Wirkung: die Tiere sind den zu testenden

Chemikalien direkt ausgesetzt, und somit ist eine stirkere Reaktion zu erwarten.

1.2 Der Zebrabarbling (Danio rerio)

Abb. 2: Zwei Zebrabirblinge: oben @, unten &

Der Zebrabérbling (Danio rerio) findet
in vielen forschenden Arbeitsgruppen
weltweit Verwendung. Als Wirbeltier
sind viele Organe vorhanden, die auch
beim Menschen zu finden sind. Viele
der Gene é&hneln sowohl in der
Basenfolge als auch der Funktion den
Genen des Menschen oder anderen
Ahnlichkeit

Wirbeltieren. Diese

erlaubt einen Vergleich mit dem

Menschen bis zu einem gewissen Grade. Weiterhin bietet dieser Fisch mehrere Vorteile:

(1) Er kann auf kleinem Raum gehalten und nachgeziichtet werden.

(2) Innerhalb von 24 Stunden nach der
Befruchtung sind beim Embryo fast alle
Organe vorhanden, und nach 72 Stunden
schliipft der Jungfisch. Nach insgesamt 60
Zebrabirbling
geschlechtsreif. Das heif}t, der Zebrabarbling

Tagen ist der bereits

entwickelt sich im Vergleich zum Menschen
sehr schnell. Somit ist es moglich, die

Entwicklung eines Wirbeltieres innerhalb
weniger Tage zu verfolgen.

(3) Sowohl das Ei als auch die frei

Abb. 3: Eier des Zebrabirblings, 65 Stunden
nach der Befruchtung. Deutlich sind die
Anlagen der Augen und der Dottersack der

Embryonen zu erkennen.

12



EINLEITUNG

schwimmenden Larven sind durchsichtig. Das bedeutet, dass die Entwicklung einzelner
Organe am lebenden Tier zu beobachten ist. Dadurch erdffnet sich nicht nur die
Moglichkeit, die Entwicklung einzelner Organe zu beobachten, sondern auch die
Chance, sogenannte ,,Knock-out™ Tiere, also Fische, bei denen die Transkription eines
oder mehrere Gene ausgeschaltet ist, zu untersuchen und den Phénotyp und somit die
Funktion des betreffenden Genprodukts zu charakterisieren. Homologien zu Genen
anderer Lebewesen ermdglichen somit Riickschliisse auf die Funktion der Genprodukte.

(4) Das Genom des Zebrabarblings ist weitestgehend bekannt. Diese Tatsache ist
vor Allem fiir die Anwendung fiir Microarray-Experimente von Bedeutung, da fiir diese
Untersuchungen sog. Sonden, also Ausschnitte der zu untersuchenden Gene, verwendet
werden. Zur Herstellung dieser Sonden muss natiirlich die Basenfolge im Genom bzw.
im zu untersuchenden Gen bekannt sein. Vor Allem fiir Gesamt-Genom-Arrays, also
Experimente, bei denen Sonden jedes einzelnen Gens des Tieres verwendet werden, ist

dies von groBler Wichtigkeit.

1.3 Microarrays

Die Vorteile von Microarray Experimenten haben haufige Anwendungen in den letzten
Jahren begiinstigt. Auf einem Glasobjekttriger konnen viele tausend Sonden
immobilisiert werden, die dem Abschnitt eines Gens entsprechen. So gibt es Gesamt-
Genom-Chips, die alle bis dato bekannten Gene eines Organismus umfassen. Im Falle
des Zebrabirblings sind dies zur Zeit 14.067' Gene bzw. Sonden, die detailliert
Auskunft liefern konnen iiber Genexpressionsmuster, zum Beispiel in bestimmten
Entwicklungsstadien oder nach Exposition mit bestimmten Chemikalien. Der grof3e
Vorteil ist die Moglichkeit, das gesamte Genom vergleichsweise schnell und
kostengiinstig auf Verdnderungen zu untersuchen. Weiterhin muss die zu untersuchende
DNA nicht amplifiziert werden, was eine Fehlerquelle bei der Erfassung von
Genexpressionsmustern darstellen konnte. Microarrays bieten die Moglichkeit,
Transkriptomanalysen mit nicht-amplifizierten Proben von Individuen durchzufiihren.
Bislang lassen sich in der Literatur allerdings kaum angewandte Gesamt-

Transkriptomanalysen im Zusammenhang mit einer Exposition gegeniiber oestrogen

! Stand: August 2006, Quelle: http://www.ocimumbio.com/web/arrays/catalog_zebra 14k.asp

13
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wirksamen Substanzen finden. Custodia et al. (2001) untersuchten die Verdnderungen
im Genexpressionsmuster bei Caenorhabditis elegans nach Exposition mit E2 und
fanden 2435 Gene, die durch die Chemikalie reguliert wurden. Ansonsten beschrinkt
sich die Anwendung der Microarray-Technologie im Zusammenhang mit endokrinen
Disruptoren bis heute hauptsidchlich auf die Untersuchung der Regulation einzelner
Gene bei der humanen Brustkrebszellinie MCF-7 (Gruvberger et al., 2001; Omoto und
Hayashi, 2002; Zhang et al, 2003). Lediglich die Verinderung des
Genexpressionsmusters wihrend der Entwicklung stehen bislang beim Zebrabéarbling -
als Modell fiir die Entwicklung der Wirbeltiere - im Mittelpunkt des Interesses. So
dokumentierten Ton et al. (2002) als Erste die Anwendbarkeit von Microarrays auf den
Zebrabarbling und gleichzeitig eine Verdnderung der Genexpression wihrend der ersten
120 Stunden nach der Befruchtung der Eizelle. Gleichzeitig dokumentieren mehrere
Arbeiten die Expressionsmuster-Verdnderungen wihrend der embryonalen Entwicklung
(Lo et al., 2003; Linney et al., 2004; Mathavan et al., 2005).

Zur Einschitzung des Gefahrdungspotentials von Chemikalien, die als endokrine
Disruptoren wirken, bieten sich Gesamt-Genom-Microarrays an: das Erfassen aller
Genexpressionsmusterverdnderungen innerhalb eines Individuums erlaubt einen
genauen Einblick in die Auswirkungen der Exposition gegeniiber einer bestimmten

Chemikalie und damit eine Abgrenzung verschiedener Chemikalien untereinander.

1.4 Ziele der Arbeit

Ziele dieser Arbeit sind es, die Wirkweise verschiedener oestrogen wirksamer
endokriner Disruptoren zu charakterisieren, sie voneinander abzugrenzen und die
Gefidhrdung von Wildtierpopulationen durch endokrine Disruptoren besser
einzuschétzen.

Zuniachst sollen ménnliche Zebrabdarblinge mit verschiedenen oestrogen
wirksamen endokrinen Disruptoren in verschiedenen Konzentrationen exponiert
werden. Die Transkriptomanalyse des Lebergewebes der Fische als Synthese-Ort von
Vitellogenin (Czihak et al., 1992) und somit Zielorgan von Oestrogenen soll dann
Aufschluss iiber die Wirkweise der getesteten Substanzen geben.

Dazu werden zwei verschiedene experimentelle Ansédtze genutzt: (1) Die relative
Quantifizierung der Expression des Gens vitellogeninl (vtgl) in méinnlichen

Zebrabarblingen nach der Exposition mit oestrogen wirksamen Substanzen durch eine
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EINLEITUNG

quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR). Mit Hilfe dieses Experiments sollen
Konzentrationen bestimmt werden, bei denen die minnlichen Tiere das Gen signifikant
starker exprimieren. Zu hohe Konzentrationen bergen die Gefahr, toxische Einfliisse der
Chemikalien zu messen. Exponierte Proben dieser Konzentration sollen dann mittels
Microarray — Experimenten genauer untersucht werden. (2) Das System der Microarray-
Experimente mit Proben von Wirbeltieren soll etabliert werden und durch diese
Experimente mit ,,whole genome* Arrays, also Arrays, die das gesamte Genom des
Zebrabarblings reprisentieren, soll dann festgestellt werden, welche Gene in ihrer
Expression durch die einzelnen oestrogen-wirksamen Substanzen reguliert werden.
SchlieBlich soll eine Zuordnung dieser regulierten Gene zu bestimmten Klassen der
biologischen = Funktion, sog. ,ontology classes”, eine FEinschitzung des
Gefahrdungspotentials und eine Charakterisierung der Wirkweise der einzelnen

Chemikalien erlauben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Kits

1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
cMaster™ RTplusPCR System
CyScribe First-Strand cDNA Labelling Kit

LightCycler” FastStart DNA Master’"® SYBR Green I
RNeasy MinElute Cleanup Kit
Zebrafish 14k OciChip™

2.1.2 Reagenzien

17B-Oestradiol [CAS # 50-28-2]
17B-Oestradiol-BSA-Konjugat
3,3’,5,5’-Tetramethyl-benzidin
3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure (MOPS)
4-Nonylphenol, Mix aus Isomeren [CAS # 84852-15-3]
Agarose NEEO

Biotin-POD-Konjugat

Bisphenol A [CAS # 80-05-7]

Blocking Reagent

Borsédure

Bromphenolblau

Chloroform

Desoxynukleotidtriphosphate (ANTP Set), je 10 mM
Diethyl-pyrocarbonat (DEPC)

Roche, 1483188

Eppendorf, 0032 002.358

Amersham Biosciences,
RPN6202X

Roche, 03515885
Qiagen, 74204
Ocimum Biosolutions,

#2260-000000

Sigma, E-8875

Sigma, E-0756

Fluka, 87748

Fluka, 69947

Acros, 416240010
Roth, 2267.2

Sigma, P-9568

Sigma, 1-0635
Boehringer Mannheim,
1112589

Sigma, B-7901

Merck, 159102

Sigma, C-7559
GeneCraft, GC-013001
Sigma, D-5758
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Langenmarker, 100bp GeneRuler
Ethanol, absolut

Ethanol, vergillt, 75%
Ethidiumbromid-Losung 1 %
Ethylendiamintetraessigsdure-di-Natriumsalz Dihydrat
Formamid

Formaldehyd 37 %

Genistein [CAS # 446-72-0]

Glycerol

Isopropanol

Kalziumchlorid, entwissert
Kaliumdihydrogencitrat
Maus-anti-human-Oestrogenrezeptor-Ak, biotinyliert
Methanol

Natriumacetat-Trihydrat
Natriumcarbonat

Natriumchlorid
tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid

Natriumlaurylsulfat (SDS)
Oestrogenrezeptor o, human
Rinderserumalbumin (BSA)

Salzsaure, 37%

Schwefelsidure, > 95%

Sorbinsédure

Stickstoff, fliissig

Streptavidin

TRI Reagent
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Merck, 102952
Fermentas, SM0243
Riedel-de Haén, 32205
Zefa

AppliChem, A1152,0025
Sigma, E-5134
Sigma, F-7508
Fluka, 47629
LCLaboratories, G-6055
Sigma, G-5516
Roth, 7343.1

Roth, A119.1
Fluka, 60215

Dako, E7107

Roth, 4627.2
Merck, 6268
Merck, 106393

J. T. Baker, 0278
Fluka, 71402
Merck, 106346
Merck, 106329
Merck, 106580
Roth, 6771.1

Fluka, 71728
MoBiTec, P2188
Sigma, A-2153

J. T. Baker, 6081
Merck, 100732
Fluka, 85510

Linde

Vektor, SA-5000
Sigma, T-9424

J. T. Baker, 1414
Sigma, T-8787
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Tween® 20
Wasserstoffperoxid 30 %
Xylencyanol

2.1.3 Material

Aquaristik

Kieselsteine Bodengrund
Schieferplatten

Sera Premium, Plankton-Futtertabletten
Sera Vipan, Flockenfutter fiir Zierfische

Sprudelsteine

Tetra Aqua Safe, Dosierung 5 ml in 10 1 Leitungswasser

Tetra Fresh Delica, Rote Miickenlarven

Tetra TetraMin Baby, Flockenfutter fiir Jungfische
Tongefile

Labor

Biopur Safe-Lock Reaktionsgefife, 2,0 ml
Filterspitzen:

DF30ST, 30 ul

Biozym Safe-Seal-Tips® Premium, 10 pl

Biozym Safe-Seal-Tips® PreCision®, 100 pl
Biozym Safe-Seal-Tips” Plus200, 200 pl

Biozym Safe-Seal-Tips"® Plus1000, 1000 pl
Flasche, Braunglas, 2,5 1, GL45

Glasperlen, 4 mm

LightCycler” Kapillaren

Mikrotiterplatten (F-Form, Bindungskapazitit hoch)
PCR-Reaktionsgefiale (Micro PCR-Tubes), 0,2 ml
Pipettenspitzen Diamond D200, 200 pl
Pipettenspitzen Diamond DL10, 10 ul
Pipettenspitzen Diamond D1000, 1000 pl

Phase Lock Gel Heavy, 2,0 ml

Phase Lock Gel Heavy, Syringe 10 x 3,0 ml

Merck, 817072
Merck, 108597
Sigma-Aldrich, 335940

Dehner Zoo
Dehner Zoo
Dehner Zoo
Dehner Zoo
Dehner Zoo
Dehner Zoo
Dehner Zoo
Dehner Zoo

Dehner Zoo

Eppendorf, 0030 121.597

Gilson, F161933
Biozym, 693010
Biozym, 692086
Biozym, 796201
Biozym, 796501

Fisher Scientific, 3123670
Diagonal, 9012404
Roche, 11909339001
Greiner, 655 061
Sigma-Aldrich, Z374873
Gilson, F167103

Gilson, G67102

Gilson, F167104
Eppendorf, 0032 005.152
Eppendorf, 0032 007.970
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Préparierschere, Baby Metzenbaum, gebogen 145 mm
Safe-Lock Reaktionsgefile, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
Safe-Lock Reaktionsgefille, 1,5 ml, ambra

Schlauch, 3-Stopper-Schlauch, Tygon® SI, ID 1,42 mm

Schlauch, Tygon® SI, ID 1,6 mm
Schlauchverbinder, gerade
Schlauchverbinder, T-Verbinder
UVette®

Sterilisationsklebeband

Zentrifugen-Rohrchen, 50 ml

2.1.4 Gerate

Aquarieninnenfilter 2012, 2052
Autoklav, 3870 ELV
Array-Scanner GMS 418
Brutschrank 2771

Dreieckfilter mit Ausstromer
Eismaschine AF-10
Elektrophoresekammern GNA 100
Elektrophoresestation EPS 600
Feinwaage R 160 P
Gel-Dokumentationssystem
Heizstab 25W TSRH 25
Heizstab 5S0W TSRH 50
Hybridisier-Ofen Hybaid
Hybridisierungskammer
Kiihlschrank KTR-14100
LightCycler”

Magnetriihrer RET
Membran-Luftpumpe 7500

Mikrotiterplattenphotometer SpectraFluor Plus

Mikrotiterplattenschiittler
Mikrotiterplattenwaschgeridt 96PW

Heiland, 13-793
Eppendorf, 0030 121.023
Eppendorf, 0030 120.191
Ismatec, SC0607
Ismatec, SC0580
Ismatec, ISM 556
Ismatec, ISM 693
Eppendorf, 0030 106.300
Heiland, 326 202

TPP, 38008

Eheim
Tuttenauer
Affymetrix
Kottermann
Lapis

Scotsman
Pharmacia
Pharmacia
Sartorius
LTF-Labortechnik
Jager

Jager

MWG Biotech
Peqlab

Bosch

Roche

Janke und Kunkel
Lapis

Tecan

Virion, Wiirzburg

SLT
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Mikrowellengerdt 8019
Peristaltikpumpen, analog & digital
pH-Meter Microprocessor
Photometer GeneQuant 80-2115-05
Schiittler, Vortex VF 2
Schwingmiihle MM 2

SpeedVac Concentrator

Sterilbank Holten ELT
Thermocycler Primus 25/96
Tisch-Waage

Tisch-Zentrifuge Biofuge pico
Wasserbad F3

Zentrifuge Labofuge 6000
Zentrifuge Sorvall RC-5B

2.1.5 Puffer und Losungen

Blockierungsléosung fiir den ELRA
1,5 g BSA
0,8 g Boehringer Blocking Reagent
PBS ad 30 ml.

DEPC behandeltes H>,O 44
1 ml DEPC (0,1 %)
H20dd ad 1000 ml.

Uber Nacht riihren, dann autoklavieren.

Carbonat-Puffer, pH 9,6
1,59 g Na,COs (15 mM)
2,93 ¢ NaHCO; (25 mM)
H»044 ad 1000 ml.

Na,EDTA, pH 8,0
186,1 g Na,EDTA » 2 H,0 (0,5 M)
pH 8,0 mit NaOH.
H,044 ad 1000 ml.

Privileg

Ismatec

WTW

Amersham Biosciences
Janke und Kunkel
Retsch

Bachhofer
UniEquip

MWG Biotech
Sartorius

Heraeus

Haake

Heraeus

DuPont
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Ladepuffer fiir RNA/DNA — Agarosegele (10 x)
5 ml 100 mM Tris (pH 7,6) (50 mM)
5 ml Glycerol (50 %)
20 ul 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) (1 mM)
30 mg Bromphenolblau (0,3 %)
30 mg Xylencyanol (0,3 %)

MOPS-Puffer (10 x), pH 7,0
41,9 g MOPS, freie Saure (0,2 M)
6,8 g NaOAc ¢ 3 H,O (50 mM)
20 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) (10 mM)
pH 7,0 mit 10 M NaOH.
H,044 (DEPC behandelt) ad 1000 ml.

PBS-Puffer, pH 7,6
1,38 g NaH,PO4 * H,O (10 mM)
12,46 g Na,HPO, * 2 H,O (70 mM)
8,5 g NaCl (145 mM)
H,044 ad 1000 ml.

PBSE-Puffer, pH 7,6
1,38 g NaH,POj4 * H,O (10 mM)
12,46 g Na,HPOy4 * 2 H,O (70 mM)
8,5 g NaCl (145 mM)
10 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) (5 mM)
H,044 ad 1000 ml.

PBS-Waschpuffer (10 x), pH 7,6
1,38 g NaH,PO4 * H,O (10 mM)
12,46 g Na,HPOy4 * 2 H,O (70 mM)
8,5 g NaCl (145 mM)
5 ml Tween 20 (0,5 %)
H,044 ad 1000 ml.
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RNA-Probenpuffer
10 ml Formamid
3,5 ml 37 % Formaldehyd
2 ml 5 x MOPS

SDS-Lésung (10 %)
100 g SDS
H,044 ad 1000 ml.

SSC-Puffer (20 x), pH 7,0
175,3 g NaCl (3 M)
88,2 g tri-Natriumcitrat « 2 H,O (0,3 M)
pH 7,0 mit HCL
H»044 ad 1000 ml.

Substrat fiir POD
30 ml Substrat Puffer
500 ul TMB Stammlosung
100 ul Wasserstoffperoxid-Losung

Substrat-Puffer, pH 3,8
46,04 g KH,-Citrat (0,2 M)
0,1 g Sorbinsdure (0,9 mM)
H»044 ad 1000 ml.

TBE-Puffer (5 x)
54 g Tris (0,9 M)
27,5 g Borséure (0,9 M)
20 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) (10 mM)
H,044 ad 1000 ml.

TMB Stammlosung
0,3 g 3,3’,5,5’-Tetramethyl-benzidin
5 ml DMSO
Methanol ad 20 ml.
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Waschpuffer 1 fiir Ocimum Biosolutions Zebrafish OciChip™
100 ml 20 x SSC (2 x)
10 ml 10 % SDS (0,1 %)
H,04q4 ad 1000 ml.

Waschpuffer 2 fiir Ocimum Biosolutions Zebrafish OciChip™
50 ml 20 x SSC (1 x)
H,044 ad 1000 ml.

Waschpuffer 3 fiir Ocimum Biosolutions Zebrafish OciChip™
25 ml 20 x SSC (0,5 x)
H20dd ad 1000 ml.

Wasserstoffperoxid-Losung (1 %)
3,3 ml H,0O, (30 %)
Hzodd ad 100 ml.

2.1.6 Enzyme
DNA-Polymerase BioTherm™ (5 U/ul) GeneCraft, GC-002-1000
Protector (RNase Inhibitor) Roche, 333 5399

2.1.7 Primer und Produktgrofen

[-aktin (NCBI accession number: AF057040; ProduktgroBe: 278 bp)
forward (5’-AAG CAG GAG TAC GAT GAG TCT G- 37)
reverse (5’-GGT AAA CGC TTC TGG AAT GAC-3)

efla (NCBI accession number: L23807; Produktgréfe: 208 bp)
forward (5’-CAG CTG ATC GTT GGA GTC AA-3’)
reverse (5’-TCT TCC ATC CCT TGA ACC AG-3’)

gapdh (NCBI accession number: BC083506; Produktgrofie: 285 bp)
forward (5’-TTG AGA AAC CTG CCA AGT ATG A-3’)
reverse (5’-AGA AAC AGC AAA GGG GTC AC-3’)
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vtgl (NCBI accession number: AF406784; ProduktgréfBe: 210 bp)
forward (5°-GCC AAA AAG CTG GGT AAA CA-3”)
reverse (5’-AGT TCC GTC TGG ATT GAT GG-3°)

Die Primersequenzen wurden mit dem Internetprogramm ,,Primer3* ! erstellt. Alle
Primer wurden von MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert und liegen in einer

Konzentration von 100 pmol/ul vor.

2.2 Methoden

2.2.1 Haltung der Zebrabarblinge

Die Zebrabdrblinge (Danio rerio) werden in Aquarien mit 160 1 Wasservolumen
gehalten. Verwendet wird Freisinger Leitungswasser (Gesamthérte 18,1 °dH, pH =
7,7)2, das alle 14 Tage zu 50 % ausgewechselt wird. Heizstibe gewihrleisten eine
konstante Wassertemperatur von 24°C. Die Beleuchtungsdauer betrdgt 12 Stunden am
Tag. Alle Hilterungsbecken sind mit Wasserfiltern versehen. Luftpumpen versorgen das
Wasser iiber Sprudelsteine mit Sauerstoff (300 1 Luft/h). Um das Aufkommen von
Phytohormonen im Wasser auszuschlielen, befinden sich keine Pflanzen in den Becken,
Algen werden regelmdfig mit einem Schwamm von den Scheiben entfernt. Der Boden
der Becken ist mit dunklen Kieselsteinen bedeckt, einige Schieferplatten und Tongefél3e
dienen als Verstecke fiir die Fische. Zwei Mal tiglich bekommen die Zebrabirblinge
Flockenfutter. Rote Miickenlarven dienen ein bis zwei Mal pro Woche als
Zusatznahrung. Neben den Zebrabérblingen befinden sich noch Marmorierte
Panzerwelse (Corydoras paleatus) in den Becken. Die Panzerwelse fressen Futterreste,

die auf den Grund fallen, beeinflussen die Zebrabédrblinge jedoch nicht.

Nachzucht der Jungfische

Die Nachzucht der Zebrabérblinge erfolgt in 20 1 Becken. Jeweils 2 méinnliche und 3

weibliche Fische werden in das Becken gesetzt, dessen Boden mit Glasperlen bedeckt

! http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi
2 Quelle: http://www.stw-freising.de/index.php?id=53
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ist. Diese Glasperlen verhindern, dass die Elterntiere die Eier nach der Befruchtung
auffressen, da sie diese zwischen den Perlen nicht mehr finden konnen. Nach 48
Stunden werden die Elterntiere wieder in das Halterungsbecken zuriickgesetzt. Drei
Tage spéter schliipfen die Jungfische und werden mit Staubfutter (fein gemahlenes
Flockenfutter und getrocknete Miickenlarven) versorgt. Fiinf Tage nach der
Befruchtung sind die Jungfische in der Lage, frei zu schwimmen. Nach drei Monaten

erlangen die Tiere Geschlechtsreife.

Exposition der Zebrafische mit den Chemikalien

Abb. 4: Expositionsaufbau

Bis zu 12 Versuchstiere werden in 20 1 Becken umgesetzt, die unter stindigem
Wasserdurchlauf stehen. Eine Peristaltikpumpe pumpt 21 ml/min Wasser aus einem
beheizten Vorratsbecken in jedes Becken, eine weitere Pumpe pumpt das Wasser an
einer anderen Stelle im Aquarium wieder ab. So wird ein stdndiger Wasserwechsel und
eine gleich bleibende Wasserqualitit gewahrleistet.

Eine dritte Pumpe pumpt die in H,Oy44 geldsten Chemikalien aus 2,5 1 Braunglas-

Flaschen, die in Kiihlschrinken bei 4°C aufbewahrt werden, in die Aquarien. Die
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Pumprate und die Konzentration in den Vorratsflaschen sind so eingestellt, dass die
gewiinschte Endkonzentration in jedem Becken gehalten wird und jede Flasche nach 72
Stunden erneuert werden muss. Sdmtliche verwendeten Schlduche bestehen aus dem
Material ,,Silikon 3350 (Platinum)“. Dieser Platin-ausgehértete Silikonschlauch mit
einer ultraglatten Innenfliche reduziert die Partikelbindung und gibt keine
Weichmacher an das Wasser ab. Zu Beginn der Exposition wird die berechnete
Chemikalienkonzentration im Becken durch Zugabe der entsprechenden Menge aus der
Stammldsung erreicht. Ein Heizstab hilt die Temperatur auf 24°C, eine Luftpumpe
versorgt durch einen Sprudelstein das Wasser mit Sauerstoff. Die Beleuchtungsdauer
betrdgt 12 h am Tag. Die Endkonzentrationen der jeweiligen Expositionen betragen:
BPA:0,1/2/20/200/400/1.000/2.000 pg/l.

E2:1/10/100/200/300/400 /500 ng/l.

Genistein: 1/10/ 100/ 500/ 1.000 / 5.000 pg/l.

NP:1/5/10/50/100/250/500 pg/l.

EE2: 30 ng/l (als Positiv-Kontrolle).

Als Negativ-Kontrolle dienen Becken, denen H,Og4q anstelle einer Testsubstanz

zugesetzt wird.

/]

LN NN

Abb. 5: Schematische Darstellung der Expositionsanlage. 1: Frischwasserzulauf mit Aktivkohlefilter; 2:
Uberlauf; 3: Beheiztes Vorlaufbecken; 4: Peristaltikpumpe fiir Frischwasserzulauf; 5: Peristaltikpumpe
zum Zudosieren der Chemikalien; 6: Flaschen mit Chemikalienlosungen; 7: Expositionsbecken; 8:
Peristaltikpumpe fiir das Abpumpen des Wasser in einen Aktivkohlefilter.

Das kontaminierte Wasser passiert, bevor es in die Kanalisation gelangen kann, einen

Aktivkohlefilter, der die Chemikalien bindet.
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Am Ende der Exposition werden die Fische entnommen, betdubt, getitet, einzeln in
Eppendorf ReaktionsgefdBBe iiberfiihrt und sofort weiter verwendet, um eine

ausreichende Qualitdt der RNA zu gewéhrleisten.

2.2.2 Konzentrationsmessungen mit dem Enzyme-Linked
Receptor Assay (ELRA)

Die E2-Konzentrationen in den Expositionsbecken werden bei mehreren Expositionen
mit dem Enzyme-Linked Receptor Assay (ELRA) gemessen. Dieser Assay entspricht
prinzipiell einem indirekten, kompetitiven Enzymimmunoassay (ELISA), wobei statt
des Primédrantikorpers der humane Oestrogenrezeptor verwendet wird (Seifert et al.,

1999). Abb. 6 stellt den Ablauf schematisch dar:

® oN, . #
ééé$é L1010

é) 17B-Oestradiol-BSA Konjugat l Oestrogenrezeptor o
¢ Probe

Substrat Produkt
@ \_j

24 N

Anti-Oestrogenrezeptor o -

Antikorper (biotinyliert) ? Peroxidase @@ -
(biotinyliert) Streptavidin

Abb. 6: Schematische Darstellung des ELRA. 1: Beschichten der festen Phase mit 17p-Oestradiol-BSA
Konjugat. 2: Rezeptorreaktion. 3: Binden des biotinylierten Anti-Oestrogenrezeptor-a-Antikdrper an den
Oestrogenrezeptor. 4: Einbringen des Streptavidin-Biotin-Verstirkersystems mit anschlieBender
Substratreaktion.
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Die einzelnen Arbeitsschritte sind: @ Eine 96er-Mikrotiterplatte wird iiber Nacht bei
4°C mit 150 pl 17B-Oestradiol-BSA-Konjugat in Carbonat-Puffer (0,67 pg/ml)
beschichtet. Am Morgen des nidchsten Tages werden durch Zugabe von 300 pl
Blockierungslosung und einer Inkubation von 2h die freien Bindungsstellen blockiert,
um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Im néichsten Schritt findet die
Rezeptorreaktion statt @. Dafiir wird eine 17p-Oestradiol Kalibrationsreihe in
Konzentrationen von 0,01 — 1.000 pg/L erstellt. Von diesen Losungen bzw. von den
genommenen Wasserproben werden je Kavitdt 100 pl in Triplikaten auf die Platte
aufgetragen. Dazu werden 100 pl der Oestrogenrezeptor-Losung in einer Verdiinnung
von 1:1.000 in PBSE-Puffer je Kavitit pipettiert und fiir 1 2 h inkubiert. Zwischen dem
an der Platte gebundenen Oestradiol-Konjugat und dem freien Oestradiol in der Kavitét
findet nun die Konkurrenz um die freien Rezeptorbindungsstellen statt. Hierbei gilt: Je
mehr freier Ligand in der Losung vorhanden ist, desto mehr Rezeptor wird in Losung
gebunden und desto weniger Rezeptor kann an das Konjugat an der Festphase binden.
200 pl eines monoklonalen, gegen den humanen Oestrogenrezeptor o gerichteten
Antikorpers (1:500 in PBS) wird im dritten Schritt aufgetragen und 30 min inkubiert @.
Der Antikorper ist biotinyliert, um im nichsten Schritt das Streptavidin-Biotin
Verstirkersystem binden zu konnen @. Dieses Verstdrkersystem besteht aus einer
Losung aus Streptavidin (10 ng/ml) und Biotin-POD (2,5 ng/ml) in PBS und muss 30
min vorinkubieren, damit sich ein Komplex bilden kann. Danach werden 200 pl in die
Kavitdten pipettiert und wiederum 1 h inkubiert. Im letzten Schritt findet die
Substratreaktion statt. Dabei wird in ca. 20 min das chromogene Substrat von der
Peroxidase umgesetzt. Substrat in Kavititen, in denen Proben mit niedrigen
Konzentrationen waren und viel Rezeptor an die feste Phase binden konnte, wird blau.
Durch das Abstoppen der Substratreaktion mittels 2 N Schwefelsdure, entsteht die
letztendlich gelbe Farbe, die im Plattenphotometer bei einer Wellenldnge von 450 nm
gemessen wird. Eventuell erh6hte Absorptionswerte durch unspezifische Triibungen
werden mittels einer Referenzmessung bei 620 nm eliminiert. Zwischen allen Schritten
wird ein Waschschritt durchgefiihrt, um ungebundene Substanzen zu entfernen.
Gewaschen wird je 3x mit je 350 pul PBS-Waschpuffer. Soweit nicht anders erwihnt,

finden sé@mtlich Inkubationsschritte bei Raumtemperatur auf einem Schiittler statt.
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2.2.3 Isolierung von RNA

Die getoteten Fische werden vorsichtig mit einer Schere am Bauchraum aufgeschnitten.
Die Leber wird entnommen und in ein Eppendorf Reaktionsgefal iiberfiihrt. Die Probe
wird sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei
-70°C gelagert. Fiir das Arbeiten mit RNA werden ausschlieBlich zertifiziert RNase-
freie Materialien verwendet.

Die RNA-Extraktion aus dem Lebergewebe erfolgt mittels des TRI REAGENT™
RNA Isolierungssystems von Sigma. Zunichst werden die gefrorenen Proben mit 1 ml
TRI REAGENT™ versetzt. Es werden 3 Glasperlen hinzugegeben und 10 min in der
Schwingmiihle bei voller Leistung homogenisiert. Alle weiteren Schritte erfolgen nach
Anleitung des Herstellers.

Diese Isolierungsmethode beruht auf einer Phenolisierung. TRI REAGENT™
enthdlt Guanidin-Thiocyanat und Phenol. Guanidin-Thiocyanat denaturiert Proteine,
also auch Zellwiande und inhibiert RNasen. Nach der Zugabe von Chloroform wird
zentrifugiert. Hierbei kommt es zu einer Phasentrennung. In der wéssrigen Phase
befindet sich die geldste RNA, in der Interphase die DNA, die untere organische Phase
enthilt die Proteine. Um die erhaltenen Phasen besser zu trennen, wird zudem Phase
Lock Gel verwendet, das sich beim Zentrifugieren zwischen die wiassrige Phase und die
Interphase Phase legt und eine feste Zwischenschicht bildet. Der Phenolisierungsschritt
wird zwei Mal wiederholt. So wird die Reinheit der RNA erhoht.

Nach dem Fillen der RNA mit Isopropanol wird diese zweimal mit 75 %igem
Ethanol gewaschen, und das erhaltene RNA-Pellet wird in der SpeedVac getrocknet.
AnschlieBend wird die RNA in 300 ul DEPC-H,044 im Wasserbad bei 65°C gelost. 0,5
ul RNase Inhibitor schiitzen die empfindliche RNA vor Degradation. Die RNA wird
1:20 in DEPC-H;04q4 verdiinnt und bei 260 nm im Spektrophotometer quantifiziert. Eine
Absorption von 1 entspricht 40 pug RNA pro ml. Parallel wurde die Verunreinigung mit
Proteinen iiber die OD bei 280 nm bestimmt. Das Verhéltnis der Absorptionswerte bei
einer Wellenldnge von 260 nm zu 280 nm beschreibt die Reinheit der Gesamt-RNA und
soll zwischen 1,8 und 2,1 liegen. SchlieBlich werden die 28S und 18S rRNA-Banden in
einem Agarosegel kontrolliert. Die so gewonnene Gesamt-RNA kann iiber einen langen
Zeitraum bei -70°C gelagert werden und iibersteht auch mehrere Auftau- und

Einfriervorginge ohne messbare Verluste.
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2.2.4 Gelelektrophorese

RNA-Elektrophorese

0,5 g Agarose wird in 50 ml 1x MOPS geldst. Dies geschieht durch kurzes Aufkochen
in der Mikrowelle. Nach dem Abkiihlen auf ca. 45°C werden 3 ul Ethidiumbromid
(1 %) und 1,5 ml Formaldehyd (37,5 %) hinzu gegeben, und das Gel wird in einen
Gelschlitten mit Kamm gegossen, wo es in etwa 20 min fest wird. 3 ul RNA Probe
werden mit 6 pul RNA-Probenpuffer und 1 pl Ladepuffer vermischt. Formamid und
Formaldehyd im RNA-Probenpuffer und im Agarosegel denaturieren und l6sen die
Sekundérstrukturen der RNA auf. Als Laufpuffer dient 1 x MOPS. Nach 30 min bei
einer Spannung von 100 V wird das Gel aus der Kammer genommen und ausgewertet.
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen und wird durch UV-Strahlung

angeregt, wodurch die RNA-Banden sichtbar werden.

DNA-Gelelektrophorese

0,5 g Agarose wird in 50 ml 1x TBE gelost. Dies geschieht durch kurzes Autkochen in
der Mikrowelle. Nach dem Abkiihlen auf ca. 45°C werden 3 pl Ethidiumbromid (1%)
hinzu gegeben und das Gel in einen Gelschlitten mit Kamm gegossen, wo es nach etwa
20 min fest ist. 9 ul PCR-Produkt und 1 pl 10x Ladepuffer werden gemischt und in die
Taschen gefiillt. Auf jedes Gel wird zusitzlich in mind. eine Tasche 5 pl Marker
pipettiert. Als Laufpuffer dient 1 x TBE. Nach 45 min bei einer Spannung von 100 V
wird das Gel aus der Kammer genommen und ausgewertet. Ethidiumbromid interkaliert
zwischen die Basen und wird unter UV-Strahlung angeregt, wodurch die DNA-Banden

sichtbar werden.

2.2.5 Reverse Transkription (RT)

Bei der Reversen Transkription (RT) wird die mRNA in cDNA (complementary DNA)
umgeschrieben. Oligo-(dT)15 Primer erkennen das 3’-Ende der Poly(A)-mRNA und
dienen als Startpunkt fiir die Reverse Transkriptase. Pro Ansatz werden 2 pug RNA in
8,2 ul DEPC-H,0q4 eingesetzt. Der Reaktionsansatz einer Probe ist nach Anleitung des
Herstellers in folgender Tabelle aufgefiihrt:
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Tabelle 1: Reaktionsansatz fiir die Reverse Transkription

Reagenz Volumen pro Probe | Endkonzentration
10 x Reaktionspuffer 2 ul 1 x

25 mM MgCl, 4 ul 5mM

10 mM dNTPs 2ul 1 mM
Oligo-(dT)15 Primer 2ul 1,6 pg
RNase Inhibitor 1l 50 units
AMYV Reverse Transkriptase 0,8 ul 20 units
RNA in DEPC-H;044 8,2 ul 2 ug
Endvolumen 20 ul

Die Ansidtze werden im Thermocycler zundchst 10 min bei 25°C inkubiert. Hierbei

binden die Primer an die mRNA. Darauf folgt bei 42°C (Temperaturoptimum der AMV

Reversen Transkriptase) die RT. Die Synthesephase dauert 1 h. Im Anschluss wird das

Enzym 5 min bei 99°C denaturiert, um eventuelle Interferenzen mit anderen Reagenzien

im spiteren Versuchsverlauf zu unterbinden. Schlie8lich werden die Proben auf 4°C

abgekiihlt und bis zum Einsatz im LightCycler bei -20°C gelagert.

2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Kontrolle der erhaltenen cDNA wird ein Aliquot zunédchst amplifiziert. Hierbei

kann z.B. die Qualitét iiberpriift werden oder festgestellt werden, ob die Expression

eines Zielgens stattgefunden hat. Um die Qualitit der cDNA zu iiberpriifen, werden sog.

Housekeeping-Gene amplifiziert. Housekeeping-Gene werden in jeder Zelle konstant

exprimiert und sind daher in jeder Probe vorhanden.

Der PCR-Ansatz pro Probe sieht folgendermallen aus:

Tabelle 2: Reaktionsansatz der PCR

Reagenz Volumen pro Probe Endkonzentration
10 x PCR-Puffer 2,5ul I x

50 mM MgCl, 1,25 ul 2,5 mM

10 mM dNTPs 1,25 ul 500 uM
DMSO 1wl 4%
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Tag-Polymerase, 5 U/ul 0,5 ul 0,1 U/ul
Primer forward/revers (100 pmol/ul) je 0,25 ul 1 uM
cDNA Template 1 ul

H;044 (molecular biology grade) 17 ul

Endvolumen 25 ul

Zunichst wird die cDNA zwei min bei 94°C denaturiert. Darauthin folgen 30 Zyklen,

bestehend aus Denaturierung (94°C, 15 s), Annealing der Primer (54°C, 20 s) und

Elongationsphase (68°C, 45 s). Der letzte Zyklus endet mit einer Elongationsphase von

10 min. Die PCR-Produkte werden mittels DNA-Agarosegel ausgewertet.

2.2.7 One-Step RT-PCR

Die One-Step RT-PCR ist eine geeignete Methode zum schnellen Screenen der

erhaltenen RNA Proben auf Funktionalitdt der RNA und Expression der Zielgene. Wie

der Name schon sagt, werden hierbei zwei Schritte zu einem Schritt zusammengefasst;

die Reverse Transkription und die anschlieBende PCR erfolgen im gleichen Ansatz. Pro

Ansatz werden 2 pg RNA in 5 pl DEPC-H,044 eingesetzt. Der Reaktionsansatz fiir eine

Probe setzt sich nach Herstellerangaben folgendermal3en zusammen:

Tabelle 3: Reaktionsansatz der One-Step RT-PCR

Reagenz Volumen pro Probe Endkonzentration
10 X RT,,sPCR-Puffer + Mg** 2 ul 1 x; 2,5 mM Mg**
10 mM dNTPs 0,4 ul 200 uM
cMaster RT Enzyme 0,25 ul 0,15 U/ul
cMaster PCR Enzyme Mix 0,2 ul 0,04 U/l
Prime RNase Inhibitor Solution 0,2 ul 0,01 U/ul
Primer forward / revers (100 pmol/ul) je 0,25 ul 1,25 uM
RNA in DEPC-H;044 5ul 2ug
H,044 (molecular biology grade) 11,45 pul

Endvolumen 20 ul

Die Proben werden gut durchmischt und unter folgenden Bedingungen im

Thermocycler inkubiert:
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Tabelle 4: Programm Parameter fiir die One-Step RT-PCR

Reverse Transkription 50°C 50 min
Denaturierung 94°C 2 min
Zyklenzahl 30 x
Denaturierung 94°C I5s
Annealing 54°C 20s
Elongation 68°C 45s

AnschlieBend werden die Proben auf Raumtemperatur gekiihlt, auf ein DNA-

Agarosegel aufgetragen und ausgewertet.

2.2.8 RT zur Fluoreszenzmarkierung von cDNA

Wie bei der Reversen Transkription (RT) wird die mRNA in ¢cDNA umgeschrieben.
Dabei werden fluoreszenzmarkierte dCTPs (CyDye™ dCTPs) in die cDNA
eingebracht. Zum unterschiedlichen Markieren von Test- und Kontrollorganismus
werden zwei Fluoreszenzfarbstoffe, Cy3 und CyS5, verwendet. Je die Hilfte der
exponierten bzw. Kontrollproben wird mit Cy3 markiert und die andere mit Cy5. Dieser
Wechsel des Farbstoffes wird durchgefiihrt, um auszuschlieBen, dass der
unterschiedliche Einbau der unterschiedlich markierten Nukleotide ein falsches Signal
liefert.

Pro Ansatz werden 45 pg Gesamt-RNA in einem Volumen von 12 pl eingesetzt.
Da die urspriingliche Konzentration der RNA wesentlich geringer ist, wird sie zuerst
aufkonzentriert. Dies erfolgt nach Herstellerangaben mit dem RNeasy MinElute
Cleanup Kit. 45 pg RNA werden an eine Silicamembran gebunden, gewaschen und
anschlieBend mit Wasser eluiert. Das gesamte Eluat wird nun fiir die RT mit dem
CyScribe First-Strand ¢cDNA Labelling Kit eingesetzt. Dabei wird wiederum nach
Herstellerangaben vorgegangen. Zuerst erfolgt das Primer Annealing, dazu wird die
konzentrierte RNA mit 1 pl anchored oligo(dT) Primer vermischt und 5 min bei 70°C,
danach 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ansatz wird auf Eis gestellt, und die

weiteren Komponenten werden wie in Tabelle 5 beschrieben dazu pipettiert.
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Tabelle 5: Reaktionsansatz fiir die CyDye RT

Reagenz Volumen pro Probe
5 x Reaktionspuffer 4 ul
0,1 MDTT 2ul
dCTP nucleotide mix Il
CyDye markierte dCTPs 1wl
CyScript Reverse Transkriptase 1l
Endvolumen 20 ul

Die Ansdtze werden zum Umschreiben in ¢cDNA im Thermocycler 90 min bei 42°C
inkubiert. AnschlieBend wird die verbleibendende mRNA durch Zugabe von 2 pl 2,5 M
NaOH und einer Inkubation fiir 15 min bei 37°C, denaturiert. Der pH wird mit 10 pl
2 M HEPES wieder neutralisiert.

Die nun fluoreszenzmarkierte cDNA muss von iiberschiissigem Farbstoff und
Primer gereinigt werden. Mittels des CyScribe GFX Purification Kits wird nach
Herstellerangaben die ¢cDNA an die Silicamembran in den S&ulchen gebunden,
mehrmals gewaschen und mit Elutionspuffer eluiert. Danach wird in der Speed-Vac das

Wasser entzogen und die getrockneten Proben werden bei -20°C gelagert.

2.2.9 Microarrays

Zehn minnliche Zebrabirblinge aus folgenden Konzentrationen werden fiir Microarray-
Experimente verwendet: E2 500 ng/l, BPA 1.000 pg/l und Genistein 5.000 pg/l,
zusétzlich je zehn nicht-exponierte Kontrolltiere. Dies ergibt eine Gesamtzahl von 60
Microarray-Experimenten.

Die RNA-Extraktion erfolgt wie oben beschrieben. Um eine kompetitive
Hybridisierung auf Zwei-Farben-Microarrays zu ermoglichen, werden 45 pg RNA jeder
Probe entsprechend dem Protokoll (vgl. 2.2.8) revers transkribiert. Die cDNA wird in
diesem Schritt gleichzeitig mit Cy3- bzw. Cy5-markierten Nukleotiden versehen. Um
dem unterschiedlichen Einbau der unterschiedlich markierten Nukleotide Rechnung zu
tragen, werden bei 5 der 10 Arrays jeder Konzentration Cy3-markierte Nukleotide flir
die Kontrollproben und Cy5-markierte fiir die exponierten Proben verwendet. Fiir die
zweite Hélfte der Arrays jeder Konzentration wurde die Farbmarkierung umgedreht.

Die markierte cDNA wird in 120 ul Hybridisierungspuffer geldst und eine kompetitive
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Hybridisierung der exponierten und Kontrollprobe auf dem Gesamtgenomchip
durchgefiihrt. Auf diesen Chips sind 14.067 Sonden, also Oligonukleotide mit einer
Linge von 50 Basen, immobilisiert, die den bis dato sequenzierten open reading frames
(ORFs) des Zebrabirblings entsprechen. Diese ORFs setzen sich aus Sequenzen
zusammen, deren Funktion im Zebrabdrbling bereits beschrieben wurde (expressed
transcripts, ETs) oder in anderen Organismen beschrieben wurde (tentative consensus
sequences, TCs).

Die Hybridisierung wird nach dem Protokoll der Zebrafish 14k OciChip™
(Ocimum Biosolutions) durchgefiihrt. Ein Kunststoffrahmen und die Hybridisierungs-
kammern schiitzen beim Hybridisieren die Sonden und die markierte ¢cDNA. Die
Hybridisierung erfolgt in einem Hybridisierungsofen bei 42°C fiir 18 h. AnschlieBend
folgen 3 Waschschritte, bei denen die Objekttrager nacheinander in Waschpuffer 1, 2
und 3 kurz gewaschen und dann zum Trocknen bei 1500 rpm fiir 4 min zentrifugiert
werden. Um die Fluoreszenz der nun hybridisierten und markierten ¢cDNA nicht
abzuschwichen, werden die Microarrays bis zum Scannen lichtgeschiitzt gelagert.
Schlieflich werden die Microarrays im Arrayscanner (Abb. 7) bei den Wellenldngen
532 und 635 nm gescannt. Die verschiedenen Wellenldngen sind ndtig, um die zwei
verschiedenen Farbstoffe anzuregen. Bei 532 nm wird die Fluoreszenz der Cy3-dCTPs

und bei 635 nm die der Cy5-dCTPs angeregt.

Abb. 7: Affymetrix Array Scanner.
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Die gemessenen Fluoreszenzen werden nun in TIFF-Dateien abgespeichert und die
verschiedenen Bilder zur Auswertung iibereinander gelegt, wobei den Kontrollproben
immer die grilne Farbe und den exponierten Proben immer die rote Farbe zugewiesen
wird.

Somit ergibt sich bei der Auswertung der iibereinander gelegten Dateien folgender
Farbcode: rotes Signal: dieses Gen wurde im exponierten Tier stirker exprimiert als im
Kontrolltier, die Chemikalie verstirkte die Expression; griines Signal: dieses Gen wurde
im Kontrolltier stirker exprimiert, die Chemikalie verringerte die Expression; gelbes
Signal: dieses Gen erfuhr keine Verdnderung in der Expression durch die Chemikalie;

kein Signal: dieses Gen wurde nicht exprimiert.

Auswertung

Die Bilder der Microarrays werden mit der Microarray Analysis Software ImaGene 5.0
(BioDiscovery) ausgelesen. Zunéchst wird ein Gitter aus Punkten um die einzelnen
Sonden gelegt, so dass jede Sonde als einzelner Punkt oder Spot gesehen wird - das
Grid entspricht also der Anordnung der immobilisierten Sonden (vgl. Abb. 21, S. 59).
Nachdem nun jeder Spot in Gréfle und Form erfasst ist, werden die Leuchtintensitét
jedes Spots und die des Hintergrunds, also der Flache, auf der sich kein Spot befindet,
erfasst. Jeder einzelne Spot wird in Pixel aufgeteilt, wobei die Anzahl und die Stéirke der
Fluoreszenz jedes Pixels zusammengenommen die hybridisierte cDNA Menge
reprisentiert. Nachdem ein unterschiedlich starkes Hintergrundsignal der einzelnen
Arrays aufgrund der verwendeten Chemikalien und der eventuellen UnregelméBigkeiten
im Glas des Objekttragers erwartet wird, wird das durchschnittliche Hintergrundsignal
als der Mittelwert der Leuchtintensitdten der Pixel zwischen den Spots definiert. Mittels
der Gene ID werden die Sonden den entsprechenden Spots zugeordnet, d.h. jeder Spot
lasst sich nun einer Sonde und somit einem ORF zuordnen.

Die Methode der Datenauswertung hiangt vor allem von der Anzahl der Sonden
auf dem Microarray ab, da eine Normalisierung der Daten erforderlich ist. Zweck der
Normalisierung ist es, Variationen durch die Versuchsanordnung zu minimieren und
diese nicht als einen durch die Exposition verursachten Effekt zu werten. Dazu gehoren
der unterschiedlich gute Einbau der verschieden markierten Nukleotide, wie auch deren
Verhalten beim Scannen. Bei Gesamtgenom-Arrays erfolgt die Normalisierung tliber die

gesamte Anzahl von Signalen auf dem Array, da davon ausgegangen werden kann, dass
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die Mehrzahl der an die Sonden bindenden ORFs nicht reguliert wird (,,most genes
unchanged setting®) und sich somit bei diesen die Signalintensitét nicht dndert.

Fiir jede Substanz wird ein Datensatz generiert, der zehn Hybridisierungen bei
14067 Sonden umfasst. Die Datenverarbeitung erfolgt dabei mit der Statistik-
Programmier-Sprache R (Ihaka et al., 1996; Gentleman et al., 2004). Diese, auf den
Computersprachen C, C++ und Fortran basierende Programmiersprache wird benutzt,
um den Mittelwert der Intensititen der Hintergrund-Pixel von dem Mittelwert der
einzelnen Spot-Pixel Intensititen abzuziehen. Bei Spots, bei denen das
Hintergrundsignal das Intensitdtssignal tibersteigt, ergeben sich negative Werte. Durch
Berechnung des Logarithmus zur Basis 2 (log2) fiir alle Expressionswerte werden aus
diesen negativen Werten sog. NAs (not applicable, nicht verwendbare) generiert. Fiir
jeden Datensatz wird eine Statistik tiber die Anzahl der NAs zu jeder Sonde erstellt. Bei
mehr als vier NAs der zehn Microarrays zu einer Sonde wird diese aus dem Datensatz
entfernt. Bei bis zu vier NAs werden die eventuell fehlenden Werte mit Hilfe des
transcan algorithm (Little et al., 1987) kalkuliert, da eine zuverldssige Statistik nur iiber
die gleiche Anzahl von Proben, in diesem Falle 10, durchgefiihrt werden kann. Dieser
Algorithmus geht von einer symmetrischen Verteilung der Werte aus und ersetzt
fehlende Werte durch Werte, die dieser Verteilung entsprechen.

Nun werden die Daten normalisiert. Es erfolgt eine Intra- und Interchip-
Normalisierung. Bei der Intrachip-Normalisierung (Normalisierung auf einem
Microarray) werden die Intensititen von Cy3 gegen die zugehdrigen Intensititen von
Cy5 nach einer nicht-linearen Methode normalisiert (scatterplot smoother lowess nach
Cleveland, 1979). Durch dieses Verfahren wird die Verteilung der Daten ,,geglattet,
um zu starke Signale, die z.B. durch Verunreinigungen oder unterschiedlichen Einbau
der Markierungen entstehen konnen, abzuschwichen. Bei der Interchip-Normalisierung
(Normalisierung zwischen den Microarrays) erfolgt eine Einstellung beider Kanile auf
den gleichen Mittelwert und die gleiche Varianz nach linearer Methode.

Die normalisierten Daten werden dann statistisch ausgewertet. Dabei werden fiir
jede Sonde zwei Werte berechnet: der mean fold change (f.c.) sowie der p-value. Der
mean fold change beschreibt den tatsdchlich gemessenen Unterschied zwischen
exponiertem und Kontrolltier als n-fache Anderung des Mittelwertes der gemessenen
Fluoreszenzintensitit. Der p-value (p-Wert) wird durch einen statistischen Test
(Student’s 1-sample t-test) berechnet und gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der

Kontrollproben sich von den exponierten Proben unterscheiden. Bei einem p-Wert von
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0,05 liegt die Wahrscheinlichkeit, dass sich die exponierten Proben aufgrund der
Exposition und nicht zufdllig von den Kontrollproben unterscheiden bei 95%, bei p =
0,01 bei 99%. Durch die Kombination von p-value und mean fold change werden die
Sonden ausgewihlt, die durch die oestrogenen Substanzen reguliert werden. Der p-value
wird fiir die Selektion auf < 0,05 und der mean fold change auf > 2 gesetzt.

Innerhalb dieses Ansatzes werden 14.067 Sonden getestet. Jede einzelne Sonde
muss auf 10 einzelnen Arrays getestet werden. Um diese Datenmenge bewiltigen zu
konnen, wird eine Permutationsberechnung durchgefiihrt. Diese erlaubt eine

Abschitzung der Anzahl von falsch Positiven, also Sonden, die als reguliert erscheinen,
es aber nicht sind, in der Kandidatenliste. Fiir jeden Datensatz werden alle 2 x (150) =

126 informativen Permutationen der Sonden durchgefiihrt und die Anzahl der
regulierten Sonden fiir oben genannte Grenzwerte berechnet. AnschlieBend wird die
False Discovery Rate (FDR) abgeschitzt. Diese ist der Quotient aus der
durchschnittlichen Anzahl von Sonden, die iiber die permutierten Daten selektiert
wurden (nexp; number of expected, Anzahl statistisch erwarteter) und der Anzahl von
Sonden, die eine tatsichliche Antwort zeigen (nows; number of observed, Anzahl
beobachteter):
FDR = nexp / Nops

AuBlerdem wird die statistische Signifikanz fiir die selektierten ng,s tliber die
Nullverteilung, die iiber die Permutationen generiert wurde, abgeschitzt.

So wird eine Liste mit regulierten expressed transcripts (ETs) und tentative
consensus sequences (TCs) erstellt. Dann erfolgt eine Zuordnung der ETs und TCs zu
Proteinen, die in einem biologischen Prozess entsprechend der Gen-Ontologie-
Datenbank’ beteiligt sind. Die Zuordnung erfolgt dabei mit Hilfe der Datenbank des
Zebrafish Information Network?, die dem GO Konsortium zur Verfligung gestellt
wurde. Ein Abgleich dieser Zuordnung erfolgt abschlieBend mit der ,,Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery, DAVID* (Dennis et al., 2003)3.

! http://www.geneontology.org/
2 http://zfin.org/cgi-bin/webdriver?MIval=aa-ZDB_home.apg
3 http://david.abcc.nciferf.gov/
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2.2.10 Quantitative PCR

Das LightCycler®-System ist ein sehr schnelles Real-time PCR-System und dient zur
relativen Quantifizierung der Expression eines bestimmten Gens. In diesem Fall ist eine
absolute Quantifizierung nicht notwendig, da die Expression eines Gens in Geweben
aus exponierten Tieren mit Kontrolltieren verglichen werden soll.

Die Probenvorbereitung findet unter der Sterilbank statt. Die cDNA-Proben
werden mit DEPC-H,Og4¢ 1:20 verdiinnt. Die Kalibrator-cDNA besteht aus der
gepoolten cDNA aus Lebergewebe von vier adulten Zebrabarbling-Weibchen. Sie wird
ebenfalls verdiinnt, in 10 ul Aliquots aufgeteilt und bei -20°C gelagert. Dadurch wird
ein Verlust von cDNA durch wiederholtes Auftauen und Einfrieren vermieden. Die
Primer werden 1:10 vorverdiinnt, zu je 100 pl aliquotiert und ebenfalls bei -20°C
gelagert. Der Mastermix flir die PCR-Versuche wird wie folgt vorbereitet: 10 pl H,Ogq,
1 pl Forward-Primer, 1 pl Reverse-Primer und 4 pl Fast Start DNA Master SYBR®
Green I (Roche) werden angesetzt. In jede Kapillare werden 16 ul Mastermix und 4 pl
der verdiinnten cDNA pipettiert. Von jeder Expositionskonzentration werden 4 bzw. 9
verschiedene Proben je zwei Mal gemessen. Zudem werden bei jedem qPCR Lauf eine
Kalibratorprobe und eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Verschiedene PCR-Laufe
werden durch einen Kalibrator miteinander vergleichbar. Zielgen bei allen qPCR
Messungen ist vtgl. Als Referenzgen dient ef/a fiir die Proben der E2-Exposition und
f3-aktin fir die Proben der BPA-, NP- und Genistein-Expositionen, da die Expression
des f-aktin durch E2 beeinflusst wird (Yadetie et al., 2001).

Die Ergebnisse der Microarray-Experimente zeigten, dass auch das fiir die
Glyceraldehyde-3-Phosphat Dehydrogenase (gapdh) kodierende Gen durch BPA in
seiner Expression reguliert wird. Aus diesem Grunde werden die Expressionsraten der
Referenzgene efla, f-aktin und gapdh in BPA Proben untersucht und miteinander
verglichen.

Je nach GroBe des amplifizierten Gens und der Schmelztemperatur der
zugehorigen Primer werden verschiedene PCR-Programme verwendet, um anndhernd
optimale PCR Bedingungen zu gewihrleisten und somit eine hohe PCR Effizienz zu

erhalten. Eine Ubersicht der verwendeten PCR-Programme zeigt Tabelle 6.
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Tabelle 6: Protokolle der verwendeten PCR-Programme

Primerkombination eflo/ vtgl S-aktin [ vtgl gapdh / 3-aktin
Priinkubation 95°C 10 min 95°C 10 min 95°C 10 min
Zyklenzahl 40 x 40 x 40 x
Denaturierung 95°C 0s 95°C 0s 95°C 0s
Annealing 56°C 5s 56°C 5s 54°C 5s
Elongation 72°C 9s 72°C 10s 72°C 11s

Wihrend der Priainkubationsphase wird die FastStart DNA-Polymerase aktiviert und die
cDNA denaturiert. In der darauffolgenden, 40 Zyklen wihrenden Quantifizierungsphase
wird die DNA amplifiziert und gleichzeitig der Farbstoff SYBR Green I implementiert.
SYBR Green I bindet an doppelstringige DNA. Der daraus resultierende DNA-
Farbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei Ay, = 498 nm und emittiert griines Licht
bei Amax = 522 nm. Die Emission wird automatisch am Ende jedes Zykluses gemessen.
Nach der qPCR wird =zusidtzlich eine Schmelzkurve zur Bestimmung der
Schmelztemperatur und Identifikation der PCR-Produkte erstellt. Hierzu werden
zunéchst alle Proben durch Erhitzen auf 95°C denaturiert. Dann wird fiir zwei Minuten
auf 60°C gekiihlt. Die komplementdren DNA Strange hybridisieren wieder. Wahrend
das Gerit schrittweise mit 0,1°C/s auf 95°C heizt, schmilzt die doppelstrangige DNA,
was mit einer kontinuierlichen Abnahme der Fluoreszenz einhergeht. Aus dieser kann
dann die jeweilige Schmelztemperatur ermittelt werden.

Die Berechnung der Crossing-Punkte (CP) und Schmelztemperaturen der PCR-
Produkte erfolgt iiber die LightCycler® Software 3.5 (Roche). Die Fluoreszenzsignale
der einzelnen Proben wihrend der Quantifizierung ergeben eine Kurve. Auf der
Abszisse ist die Zykluszahl aufgetragen, auf der Ordinate die Fluoreszenz. Die Funktion
der Kurve kann nidherungsweise durch logistisches Wachstum beschrieben werden. Die
erste Ableitung der Kurve ist die Geschwindigkeit des Wachstums, die zweite
beschreibt die Beschleunigung des Wachstums. Als Crossing-Punkt wird der Zyklus
bezeichnet, ab dem die Intensitit des Fluoreszenzsignals der Probe exponentiell

zunimmt. Je mehr zu amplifizierende DNA in der Probe vorhanden ist, desto frither
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steigt das Fluoreszenzsignal an und desto kleiner ist der Crossing-Punkt. Zur Ermittlung

des Crossing-Punkts wird die ,,Second Derivation Maximum Methode* gewéihlt.1

Auswertung

Die Auswertung der LightCycler Ergebnisse erfolgt durch die effizienz-korrigierte
relative Quantifizierung, die laut Pfaffl (2004), die ,,bis dato ... genaueste Form der
mRNA Quantifizierung® darstellt. Dazu muss zunidchst die Effizienz der qPCR
bestimmt werden. Es werden verschiedene Verdiinnungen des Kalibrators gemessen.
Bei einer Effizienz von 2 wiirde eine Verdoppelung der DNA innerhalb eines Zyklus
erfolgen, d.h. der CP einer 1:2 Verdiinnung wire im Vergleich zur unverdiinnten Probe
einen Zyklus spiter. Bei einer 1:10 Verdiinnung wire er 3,32 Zyklen spéter. Aus den
tatsdchlichen Abstinden der CPs bei den gemessenen Standardverdiinnungen 1:10,
1:100, 1:1.000 und 1:10.000 ldsst sich so eine Standardkurve erstellen. Aus deren
Steigung kann die Effizienz (E) berechnet werden (Rasmussen, 2001). Es gilt:
E = 10 [V/Steigung]
Die relative Quantifizierung basiert auf einer Normalisierung der Expression des
Zielgens vtgl mit einem nicht-regulierten Referenzgen efia bzw. S-aktin. Dadurch
werden Unterschiede von Probe zu Probe, beispielsweise Gewebe- und Matrixeffekte,
unterschiedliche RNA Extraktions- und RT-Effizienzen ausgeglichen. Unterschiede
zwischen einzelnen qPCR Laufen werden durch Normalisierung gegen den Kalibrator
korrigiert. Die relative Expression des Zielgens im Probenmaterial exponierter Fische
wird auf die nicht-exponierten Kontrollen bezogen. Dabei wird mittels der sogenannten
»delta-delta CP“ (AACP) Methode der relative Expressionsunterschied (Ratio)
berechnet:
ACP = CP (Zielgen) — CP (Referenzgen)
AACP = ACP (Exponierte Probe) - ACP (Kontrolle)

Ratio = 2744¢F

Bei der AACP-Methode geht man davon aus, dass die Amplifikationseffizienzen des
Zielgens (vtgl) und des Referenzgens (efla bzw. f-aktin) identisch sind und setzt diese

gleich zwei. Dies entspricht jedoch nicht der Praxis. Unter optimierten Bedingungen

Quelle: Operator Manual of the LightCycler Software
https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/lightcycler/index.jsp
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bewegen sich die Effizienzen im Bereich von 1,7 - 1,9. Um diese Schwankungen

auszugleichen wurde das effizienz-korrigierte relative Quantifizierungsmodell

entwickelt (Pfaffl, 2001):

E ACPzj¢|gen (Kontrolle - Behandlung)
( Zielgen )

Ratio = )ACPReferenzgen (Kontrolle - Behandlung)

(E

Referenzgen

Die statistische Auswertung der Ratios erfolgt mittels einer Varianzanalyse ANOVA
(Analysis Of Variance) gefolgt von einem ,,post hoc Test“, dem Tukey HSD (honestly

significant difference) Test.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden adulte minnliche Zebrabarblinge (Danio rerio) mit
vier verschiedenen Substanzen mit oestrogener Wirkung exponiert und anschlieBend
Verdnderungen im Genexpressionsmuster des Lebergewebes analysiert. Dazu wurden
zwei verschiedene Ansitze genutzt: (1) die relative Quantifizierung der Expression des
Vitellogeninl-Gens mittels einer quantitativen PCR und (2) die Verdnderung des
Genexpressionsmusters auf Ebene des Gesamtgenoms mittels Microarrays.

Die Fische wurden in 20 I Aquarien im Durchfluss fiir 11 Tage exponiert. Die
Aquarien wurden wéhrend der gesamten Expositionsdauer mit frischem Leitungswasser

und den Chemikalien versorgt, was eine gleichbleibende Konzentration ermoglichte.

3.1 Messung der Konzentration im Expositionsbecken

Um zu gewihrleisten, dass die Chemikalienkonzentration den errechneten Wert iiber
mehrere Tage beibehilt, wurden regelméfBig Wasserproben entnommen und im ELRA
analysiert. Abb. 8 zeigt die Konzentrationen in fiinf verschiedenen E2-Becken, wobei

die Proben aus allen Becken an einem Tag genommen wurden.
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Abb. 8: Mit dem ELRA gemessene Konzentrationen in verschiedenen E2 Expositionsbecken.
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Die gemessenen Werte stimmten mit den berechneten weitgehend iiberein. Lediglich
der Wert im 200 ng/l Becken lag etwas iiber dem errechneten Wert. Die eingezeichnete
Linie ist bei einer Ubereinstimmung der gemessenen und errechneten Werte eine
Winkelhalbierende mit einer Steigung von 1. Die tatsidchliche Linie beriicksichtigt die
Standardabweichungen der gemessenen Proben und hat eine Steigung von 0,939. Der
Pearson'sche Korrelationskoeffizient R betrigt 0,98813 und das BestimmtheitsmaB R’
somit 0,9764. Bei einem Bestimmtheitsmal von 1 wire es eine 100%ige
Ubereinstimmung.

Abb. 9 zeigt einen Zeitverlauf. Die zu messenden Wasserproben wurden an

verschieden Tagen aus dem Becken mit der E2 Konzentration von 500 ng/l entnommen.

0,6

0,5

0,4

0,3 1

0,2

17R3-Oestradiol (ug/l)

0,1+

0,0 -

Abb. 9: Mittels ELRA gemessene E2 Konzentrationen iiber einen Zeitraum von 9 Tagen.

Am ersten Tag der Exposition lag die E2 Konzentration bei etwa 400 ng/l, also etwas
unter der angestrebten Konzentration. Ab dem vierten Expositionstag war die
tatsdchliche Konzentration dann bei 500 ng/l und wurde in der Ndhe des angestrebten

Wertes gehalten.
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3.2 Kontrolle der RNA Extraktion

Um die Extraktion der RNA aus dem Lebergewebe der Fische und die Qualitit der
RNA zu kontrollieren, wurde die RNA auf ein 1% Agarosegel aufgetragen und mit
Ethidiumbromid angefarbt. Abb. 10 zeigt ein typisches Agarosegel unter UV-Licht.

28S rRNA —>
18S rRNA —

Abb. 10: Agarosegel mit RNA Proben. 1: nicht exponiertes Mannchen, 1 pg RNA aufgetragen; 2: nicht
exponiertes Mannchen, 2 ug RNA aufgetragen; 3: nicht exponiertes Méannchen, 3 pg RNA aufgetragen;
4-6: gegeniiber 500 ng/l E2 exponierte Ménnchen, aufgetragen sind 1, 2 und 3 pg RNA.

Im Gel sind zwei Banden sichtbar, die 18 S und 28 S rRNA, da diese den gréften Anteil
an der Gesamt-RNA in der Zelle hat. Folglich gibt auch die Intensitit dieser beiden
Banden Aufschluss iiber die Qualitidt und die Konzentration der RNA der jeweiligen
Probe. Bei einem Verdau der RNA durch RNasen wiren die Banden nicht scharf
gegeneinander abgegrenzt. Die oben gezeigten RNA-Proben eignen sich fiir die reverse

Transkription.

3.3 Kontrolle der cDNA

Ein Teil cDNA wurde fiir eine Kontrolle der reversen Transkription amplifiziert und auf
einem Agarosegel sichtbar gemacht. Die Wahl der vtg/ Primer bietet noch einen
weiteren Vorteil: Verdnderungen in der Expression von vtg/ werden sichtbar. Zwar
erlaubt dieser Versuch noch keine genaue relative Quantifizierung, aber zusdtzlich zur
Kontrolle der reversen Transkription eine erste Einschitzung, ab welcher Konzentration
sich Auswirkung auf die Synthese des Eidottervorlduferproteins zu erkennen sind.

Abb. 11 zeigt in einem Agarosegel aufgetragene PCR-Amplifikate von Proben der
E2-Exposition.
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210 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

Abb. 11: Agarose-Gel mit Produkten der PCR mit vtg/-Primern. M: Marker; 1: Nicht exponiertes
Weibchen. 2-8: Mannchen, exponiert gegeniiber: 2: 1 ng/l E2; 3: 10 ng/l E2; 4: 100 ng/l E2; 5: 200 ng/1
E2; 6: 300 ng/l E2; 7: 400 ng/1 E2; 8: 500 ng/l E2.

Das nicht exponierte Weibchen zeigt eine deutliche Expression des vtg/ Gens. Bei den
exponierten Mannchen beginnt die Vitellogenin-Synthese ab einer Konzentration von
200 ng/l E2. Mit ansteigender Konzentration wird die Bande bei 210 bp immer
deutlicher. Diese Schwellenkonzentration von 200 ng/l wurde auch durch die qPCR
Experimente bestétigt (vgl. 3.5, S. 49).

Abb. 12 zeigt in einem Agarosegel aufgetragene PCR Amplifikate von Proben der

Genistein Exposition.

210 bp

210 bp

"1 12 13 14 15 ™M 16 17 18 19 20

Abb. 12: Agarose-Gel mit Produkten der PCR mit vzg/-Primern. 1: nicht exponiertes Weibchen; 2-5:
Mannchen, exponiert gegeniiber 100 pg/l Genistein; 6-10: Mannchen, exponiert gegeniiber 500 pg/l
Genistein; 11-15: Mannchen, exponiert gegeniiber 1.000 pg/l Genistein; 16-20: Ménnchen, exponiert
gegeniiber 5.000 pg/l Genistein; M: Marker.
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Die Probe des nicht exponierten Weibchens (Spur 1) dokumentiert eine deutliche
Expression des vigl Gens. Bei den exponierten Ménnchen ist eine vig/ Expression ab
1.000 pg/l zu erkennen, bei den Proben der 100 und 500 pg/l Expositionen ist entweder
keine vtgl Bande zu erkennen oder eine sehr schwache Bande. Vier der 5 1.000 ug/l
Proben zeigen eine mehr oder weniger deutliche Bande bei 210bp. Ab einer Exposition
mit 1.000 pg/l Genistein beginnen die ménnlichen Tiere, Vitellogenin zu synthetisieren.
Bei 5.000 pg/l exprimieren alle der untersuchten Mannchen vzg/ und das in einer
starkeren Intensitét als nicht exponierte Weibchen, da die Banden heller sind und somit

eine groflere Menge des Amplifikats vorliegt.

3.4 Bestimmung der LightCycler Effizienz

Um das Verhéltnis der vzg/-Expression verschiedener exponierter Proben im Vergleich
zu nicht exponierten Proben zu ermitteln, musste zundchst die Effizienz der qPCR
bestimmt werden. Dazu wurden verschiedene Verdiinnungen der cDNA mit allen
Primerpaaren gemessen und die Effizienz fiir jedes Primerpaar berechnet.

In Abb. 13 sind die Fluoreszenz-Kurven der mit den f-aktin-Primern
amplifizierten Kalibrator-cDNA abgebildet.
22 -
20
18 l
16 .
14 ]
12 .
10 — 1

Relative Fluoreszenz (F1)

-2 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zyklus

Abb. 13: Exemplarischer qPCR-Lauf zur Ermittlung der Effizienz. 1: Unverdiinnter Kalibrator,
CP=19,97; 2: 1:10 Verdiinnung, CP=23,55; 3: 1:100 Verdiinnung, CP=27,20; 4: 1:1.000 Verdiinnung,
CP=30,60; 5: 1:10.000 Verdiinnung, CP=34,55; 6: Linie, auf deren Hohe sich die CPs befinden.
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Eine Verzehnfachung der vorhandenen cDNA-Menge findet bei Effizienz von 2 nach
3.32 Zyklen statt. Bei dieser Effizienzmessung liegen zwischen den einzelnen
Verdiinnungen im Durchschnitt 3,645 CPs, was der negativen Steigung der Gerade in
Abb. 14 b entspricht. Diese Steigung entspricht einer Effizienz von 1,88, also fast einer
Verdoppelung der zu amplifizierenden cDNA in jedem Zyklus.

Die Abb. 14 a bis f zeigen die so ermittelten Effizienzen fiir alle in der qPCR

verwendeten Primerpaare.
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Abb. 14: Effizienzen der vigl, p-aktin, eflo.und gapdh qPCR.
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Die sechs ermittelten Effizienzen sind nétig, um die Ratios der Expression des vigl-
Gens und die der Housekeeping Gene zu errechnen.

Fiir das vtgl/-Primerpaar (BPA- und Genistein-Proben) liegt eine Effizienz von
1,81 vor, fiir -aktin 1,88, fir vtgl (E2 und NP) 1,87 und fiir ef/a 1,86, fiir gapdh und p-
aktin (BPA) jeweils eine Effizienz von 1,90. Die unterschiedliche Effizienzen fiir vtg/
bzw. f-aktin liegen an den in der Tabelle 6 (S. 40) dargestellten unterschiedlichen
Elongationszeiten. Die um eine Sekunde kiirzere Elongationszeit fithrt zu einer hheren
Effizienz der qPCR. Die Effizienzen der f-aktin-PCR sind mit 1,88 und 1,90 nahezu
identisch: die 2 Sekunden kiirzere Elongationszeit wird durch die niedrigere Annealing-

Temperatur ausgeglichen.

3.5 gPCR Ergebnisse

Im néchsten Schritt wurden nun aus den verschiedenen qPCR-Laufen mit Proben von
unterschiedlich exponierten Fischen die relativen Expressionsunterschiede (Ratios)
berechnet.

In Abb. 15 ist ein exemplarischer qPCR-Lauf mit 32 verschiedenen Proben zu
sehen. Die Anzahl der zu messenden Proben ist durch die Anzahl der im LightCycler

vorhandenen Kapillaren auf 32 limitiert.
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Abb. 15: Exemplarischer qPCR-Lauf mit 32 Proben, exponiert mit Genistein und EE2. Um die Abbildung
iibersichtlich zu halten, sind lediglich 8 Kurven beschriftet. 1: vzg/-Kalibrator, der den Vergleich
unterschiedlicher Léaufe ermoglicht; 2: S-aktin-Kalibrator, der den Vergleich unterschiedlicher Laufe
ermoglicht; 3: Probe exponiert mit 30 ng/l EE2 als Positivkontrolle, vtg/-Primer; 4: Probe exponiert mit
5.000 pg/L Genistein, vtgl-Primer; 5: Probe exponiert mit 30 ng/L EE2, S-aktin-Primer; 6: Probe
exponiert mit 5.000 pg/L Genistein, S-aktin-Primer; 7: vtgl-Primer, ohne cDNA, Negativkontrolle; 8: f-
aktin-Primer, ohne cDNA, Negativkontrolle. Die restlichen unbeschrifteten Kurven stammen von
weiteren Proben, die mit Genistein oder EE2 exponiert wurden.

Bis auf die Kurven der Negativkontrollen dhneln sich die Fluoreszenzkurven der Proben
stark: nach einem zunichst schwachen Anstieg der Fluoreszenz wichst die Menge an
doppelstringiger DNA mit angelagertem SYBR Green Farbstoff exponentiell. Die
Fluoreszenzkurven erreichen nach einigen Zyklen ein Plateau, auf dem die Fluoreszenz
nicht weiter ansteigt, da entweder die vorhandenen Nukleotide aufgebraucht wurden
oder die Polymerase nicht mehr aktiv ist.

Die Negativkontrolle (Kurve 8) in Abb. 15 zeigt ab Zyklus 38 einen leichten
Anstieg der Fluoreszenz, was an der Bildung von Primerdimeren liegt. Dieser Anstieg
ist aber flir die weitere Auswertung der Daten ohne Bedeutung.

Die Ergebnisse der verschiedenen qPCR Léaufe sind in Abb. 16 zu sehen, wobei
der Wert der Negativkontrolle, der Mittelwert von 4 nicht-exponierten Ménnchen,

gleich 1 gesetzt wurde.
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Abb. 16: Ergebnisse der qPCR Experimente. An der Abszisse sind die Chemikalien und ihre
Konzentrationen eingetragen, an der Ordinate die Ratio. NK: Negativkontrolle (4 nicht exponierte,
adultes Ménnchen pro Chemikalie). Jeder Punkt reprisentiert eine Probe, also ein ménnliches Tier.

Die Expression des Eidottervorlduferproteins Vitellogeninl zeigt in den mit E2
exponierten Proben ein eindeutiges Bild: bis zu einer Konzentration von 200 ng/l ist
keine signifikante Verdnderung des Expressions-Niveaus zu erkennen. Die Signifikanz
wird spéter noch ausfiihrlich behandelt. Ab 200 ng/l ist die Expression von vtg/ um
mehr als den Faktor 1.000 erhoht. Bei der hochsten Konzentration von 500 ng/l ist die
Expression um den Faktor 4.000 erhdht. Die einzelnen Punkte, also die Werte der
einzelnen Fische liegen ab 200 ng/l nahe beieinander, die Streuung, bedingt durch das
Untersuchen einzelner Individuen, nicht von zusammengefasster RNA mehrerer Tiere,
ist hier sehr gering. Deswegen ist die eingezeichnete Standardabweichung bei den
Balken ab 200 ng/I sehr klein. Die stark erhohte Expression von vig/ ist ab 200 ng/] sehr
deutlich.

Anders ist die Expressionsidnderung in den gegeniiber NP exponierten Tieren. Bei
keiner Konzentration ist ein deutlicher Anstieg der vig/-Expression zu erkennen. Die
Expression bei 500 pg/l liegt unterhalb der bei 250 pg/l. Auffillig ist die grofle

Streuung der Werte der Individuen, die auch an der groBlen Standardabweichung zu
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erkennen ist. Die schwach oestrogene Wirkung des NPs ist nicht bei allen Tieren im
gleichen Malle zu erkennen oder nicht so deutlich an der Expression des vig/ zu
erkennen. Die hochste mittlere Steigerung der vtg/-Expression ist bei 250 pg/l zu finden
ist etwa 100 mal hoher als die der Negativkontrolle, doch nicht alle exponierten Tiere
zeigen eine Anstieg der Expression. Aus diesem Grunde wurde eine weitere
Untersuchung von Tieren, die gegeniiber NP exponiert wurden, vorgenommen (vgl. 3.8,
S. 57, ELISA-Untersuchung der mit NP exponierten Zebrabérblinge).

Die Ergebnisse der BPA-Expositionen sind eindeutiger. Ab 1.000 pg/l ist ein
deutlicher Anstieg der vtg/-Expression zu erkennen. Die Expression ist 1.000-fach
hoher als in der Negativkontrolle — vergleichbar mit den Proben der 200 ng/l E2-
Exposition. Die Streuung der Werte ist bei dieser Konzentration noch sehr grof3,
offensichtlich handelt es sich um eine Schwellenkonzentration fiir den Zebrabirbling
bei einer Expositionsdauer von 11 Tagen. Anders ist dies bei 2.000 pg/l. Die gemittelte
Expression ist um den Faktor 20.000 hoher als bei den nicht exponierten Kontrolltieren,
einige Individuen exprimieren sogar 80.000 mal mehr. Die oestrogene Wirkung des
Xenooestrogens BPA ist bei dieser Konzentration gut zu erkennen.

Die mit Genistein exponierten Tiere erhohen die Expression des vfg/ in
Abhingigkeit von der Konzentration. Mit jeder zunehmenden Konzentration wird die
Expression erhoht und die Streuung der einzelnen Werte geringer. Die stérkste
Expression wird bei der hochsten Konzentration von 5.000 pg/l erreicht und ist
vergleichbar mit der Expression der mit 200 ng/l E2 exponierten Tiere.

Bemerkenswert ist die Expression des vzg/-Gens bei den Positivkontrollen, die
gegeniiber EE2 exponiert wurden: keine andere Chemikalie konnte in dieser oder einer
vergleichbar niedrigen Konzentration einen &hnlichen Anstieg der Expression
verursachen. Zwei der Tiere steigerten die Expression um den Faktor 100.000, was bei
keiner anderen Substanz der Fall war. Als Positivkontrollen sind Kontrollen, die mit
EE2 exponiert werden, sehr gut geeignet.

Bei allen Chemikalien ist in der niedrigsten Konzentration, bei der keine
Anderung der vtgl-Expression zu erwarten ist, eine Schwankung um den Faktor 8 bis 9
zu erkennen. Es handelt sich wohl hierbei um individuelle Unterschiede der

Zebrabarblinge und nicht um Auswirkungen der getesteten Chemikalien.
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3.6 Statistische Auswertung der qPCR Ergebnisse

Die gemessenen CP der qPCR wurden nun fiir alle Chemikalien und Konzentrationen
mit der ANOVA-Varianzanalyse untersucht. Dieser Test ermittelt lediglich die Qualitit
des Experiments und ob es Gruppen von Proben gibt (eine Gruppe entspricht allen
Proben einer Konzentration), die in der Expression von vtg/ signifikant voneinander
abweichen. Dies ist bei der E2, BPA und Genistein Exposition der Fall. Bei der NP
Exposition konnte kein signifikanter Anstieg der vtg/-Expression festgestellt werden.
AnschlieBend wurde mit dem Tukey HSD Test festgestellt, welche der
verschiedenen Gruppen zu welchen Gruppen signifikant unterschiedlich sind.

Tabelle 7 zeigt die Ergebnisse fiir die E2-Exposition.

Tabelle 7: Ergebnisse des Tukey HSD fiir E2. Aufgetragen ist die A Ratio zwischen den
Gruppen. Der errechnete HSD betrégt 1.478,24 bei einem Signifikanzlevel von 0,01.

ng/l 0 1 10 100 200 300 400
1 -0,12

10 39,39 39,51

100 110,80 110,93 71,42

200 1.639,16 | 1.639,28 | 1.599,77 | 1.528,36

300 3.064,44 | 3.064,56 | 3.025,05 | 2.953,64 | 1.42528

400 4.005,86 | 4.00599 | 3.966,48 | 3.895,06 | 2.366,70 | 941,42

500 2.942,17 | 2.942,29 | 2.902,78 | 2.831,36 | 1.303,01 | -122,27 | -1.063,70

Ab einer Konzentration von 200 ng/l ist der Anstieg der vig/-Expression signifikant.
Die Expressionsverdnderungen bei den Konzentrationen 200, 300, 400 und 500 ng/l
sind signifikant gegeniiber 0,1, 10 und 100 ng/l. Lediglich der Anstieg bei 400 ng/l ist
auch noch signifikant gegeniiber der Expression bei 200 ng/l. Offensichtlich ist die
groBBtmogliche Auswirkung von E2 auf das Expressionslevel von vig/ ab ca. 400 ng/l

beim Zebrabirbling erreicht.
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Die Ergebnisse fiir die Genistein-Exposition sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Ergebnisse des Tukey HSD fiir Genistein. Aufgetragen ist die A Ratio
zwischen den Gruppen. Der errechnete HSD betrégt 752,82 bei einem Signifikanzlevel
von 0,01.

pg/l 0 1 10 100 500 1000
1 -0,68
10 -0,10 0,58

100 1,79 2,47 1,89

500 11,85 12,53 11,95 10,06

1000 63,09 63,77 63,19 61,30 51,24

5000 843,01 843,69 843,10 841,21 831,16 779,92

Der Anstieg der vtgl Expression nach der Exposition gegeniiber Genistein ist lediglich
bei der hochsten verwendeten Konzentration von 5.000 pg/l signifikant und das
gegeniiber allen anderen Gruppen. Aufgrund der groBBen Streuung der Werte bei 1.000
ng/l (vgl. Abb. 16) ist der Anstieg nicht signifikant, einige der Fische haben nur mit
einem sehr geringen Anstieg auf die Exposition geantwortet. Der Schwellenwert der
Konzentration bei einer Expositionsdauer von 11 Tagen ist bei 1.000 pg/l zu vermuten.
Fir die Microarray-Experimente wurden die Proben der 1.000 pg/l Exposition
verwendet, die mit einem starken Expressionsanstieg geantwortet haben.

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse des Tukey HSD Test fiir die Werte der BPA-
Exposition dargestellt.

Tabelle 9: Ergebnisse des Tukey HSD fiir BPA. Aufgetragen ist die A Ratio zwischen
den Gruppen. Der errechnete HSD betrdgt 17.155,35 bei einem Signifikanzlevel von
0,01.

ng/l 0 0,1 2 20 200 400 1000
0,1 0,60

2 2,43 1,83

20 14,18 13,58 11,75

200 5,73 5,13 3,30 -8,45

400 59,43 58,84 57,01 4525 53,71

1000 | 1.266,78 | 1.266,18 | 126435 | 125260 | 1.261,05 | 1.207,35

2000 | 20.509,22 | 20.508,62 | 20.506,79 | 20.495,04 | 20.503,49 | 20.449,79 | 19.242,44
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Auch bei der BPA Exposition sind lediglich die Werte der qPCR der hochsten
Konzentration von 1.000 pg/l signifikant angestiegen. Dieser Anstieg ist signifikant
gegeniiber allen anderen Gruppen. Zwar ist ein stetiger Anstieg der vtg/ Expression
auch bei niedrigeren Konzentrationen zu erkennen (vgl. Abb. 16), jedoch ist er erst bei
der hochsten Konzentration signifikant. Der Schwellenwert flir eine 11 tigige

Exposition ist fiir BPA bei 1.000 pg/l zu vermuten.

3.7 Kontrolle der Expression der Referenzgene

Die Ergebnisse der Microarray-Experimente zeigten, dass die Expression des Gens
kodierend fiir Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (gapdh) durch E2 und BPA
reguliert wird (vgl. Tabelle 12, S. 63). Die Gene efla, f5-aktin und gapdh finden haufig
Verwendung als ,,Housekeeping Gene™“ oder Referenzgene und sollten in ihrer
Expression nicht oder kaum durch Chemikalien reguliert werden. Aus diesem Grund
wurden die Expression dieser drei Referenzgene in den gegeniiber BPA exponierten
Proben mittels qPCR untersucht. Dabei wurde jedes einzelne Gen als Zielgen verwendet
und die beiden anderen Gene als Referenzgene. Abb. 17 zeigt die Ergebnisse der qPCR-
Messungen, die die Expression von f-aktin im Vergleich zu efloa und gapdh zeigen. Die
zu amplifizierende DNA stammt von Zebrabdrblingen, die mit verschiedenen
Konzentrationen von BPA exponiert wurden. Der gemittelte Wert von 4 nicht

exponierten Mannchen diente als Negativkontrolle (0 pg/l) und wurde auf 1 gesetzt.
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Abb. 17: Ergebnisse der qPCR der mit BPA exponierten Proben. Zielgen ist -aktin, die Referenzgene
sind eflo und gapdh.
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Beim Vergleich mit ef7a steigt die Expression von f3-aktin zunichst proportional mit der
Konzentration von BPA. Allerdings ist bei der hochsten Konzentration von 2.000 pg/l
keine verstirkte Expression mehr zu beobachten. Auch die groBe Streuung der
einzelnen Werte bei 1.000 pg/l zeigt, dass die Expression von f-aktin im Vergleich zu
der von efla keiner Konzentrationsabhéngigkeit von BPA unterliegt. Das Gleiche gilt
fiir die Expression von f3-aktin im Vergleich zu der von gapdh: die grofle Streuung der
Werte und die stdrkste Expression bei einer mittleren Konzentration von 400 pg/l ldsst
ein Verkniipfen der Expressionsrate von f3-aktin mit der Konzentration von BPA nicht
zu. Auffallig ist die relativ groBBe Streuung der Werte: eine Streuung um den Faktor 15
scheint normal zu sein, einige Ausnahmen liegen sogar um den Faktor 30 hoher als die
Kontrollen.

Abb. 18 zeigt die Expression von efla im Vergleich zu f-aktin und gapdh in
Proben, die mit verschiedenen Konzentrationen von BPA exponiert wurden. Die

Negativkontrolle ist der gemittelte Wert von 4 nicht-exponierten Ménnchen.
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Abb. 18: Ergebnisse der qPCR der mit BPA exponierten Proben. Zielgen ist ef]a, die Referenzgene sind
f3-aktin und gapdh.

Auch die Expression von efla ist nicht abhidngig von der BPA-Konzentration. Ein
Anstieg der Expressionsstirke mit der Konzentration ist weder im Vergleich zur
Expression von [5-aktin oder gapdh zu erkennen. Es zeigt sich, dass die Expression von
eflo variiert, jedoch ist die Streuung geringer als die der f-aktin-Werte. Die Streuung
liegt etwa bei Faktor 10, in Ausnahmen bei Faktor 15. Dies ist eine etwas kleinere

Streuung als die der [-aktin Expression.
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Abb. 19 zeigt die Expression von gapdh im Vergleich zu efla und f-aktin in
Proben, die mit verschiedenen Konzentrationen von BPA exponiert wurden. Die

Negativkontrolle ist der gemittelte Wert von 4 nicht-exponierten Ménnchen.
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Abb. 19: Ergebnisse der qPCR der mit BPA exponierten Proben. Zielgen ist gapdh, die Referenzgene
sind efla und f3-aktin.

Die Expression von gapdh im Vergleich zu efla und f-aktin ist nicht von der BPA-
Konzentration abhiingig. Bei keiner Konzentration ist eine auffillige Anderung der
Expression zu beobachten.

Im Vergleich zu den Housekeeping Genen f[3-aktin und eflo ist die Streuung bei
gapdh am geringsten. Bei allen qPCR Experimenten blieb sie unter dem Faktor 10.

3.8 ELISA-Untersuchung der mit NP exponierten
Zebrabarblinge

Um auszuschlieen, dass die Ergebnisse der gPCR der NP Proben auf einen Fehler im
Design der Primerpaare oder einen anderen Fehler zuriickzufiihren sind, wurden andere
Fische der NP-Exposition an ein Partnerlabor in Schweden (Swedish University of
Agricultural Sciences, Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Department
of Biomedicine and Veterinary Public Health, Division of Pathology, Pharmacology and
Toxicology, Uppsala) geschickt, um dort mittels ELISA die Konzentration des
Vitellogenins in den Fisch messen zu lassen. Fiinf Fische jeder Konzentration wurden
verschickt.

Die Vitellogenin-Messung in den mit NP exponierten Fischen zeigt ein dhnliches

Ergebnis wie die qPCR Experimente: einen signifikanten Anstieg der Vitellogenin-
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Konzentration im Fisch ldsst sich bei keiner getesteten Konzentration feststellen. Die
grolen Standardabweichen deuten auch hier daraufhin, dass die Tiere sehr individuell
auf die Exposition mit NP reagieren. Einige der Fische synthetisieren das
Eidottervorlauferprotein in groBerer Menge, andere nur sehr schwach.

Aufgrund dieser individuellen Unterschiede in der Reaktion auf NP wurde darauf
verzichtet, mit NP exponierte Zebrabérblinge fiir Microarray-Experiment zu verwenden.

Abb. 20 zeigt die Ergebnisse der ELISA Messungen.
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Abb. 20: Konzentration Vitellogenin in adulten Zebrabdrbling-Ménnchen, gemessen im ELISA, nach
Exposition gegeniiber NP. Exposition gegeniiber EE2 als Positivkontrolle.

3.9 Microarray Experimente

Die Microarray-Experimente mit den 14k Gesamtgenom-Chips ermdglichen einen Blick
auf Expressionsverdnderungen des gesamten Zebrabdrbling-Genoms nach der
Exposition gegeniiber oestrogen wirksamen endokrinen Disruptoren. Nachdem die
Schwellenkonzentrationen fiir die Chemikalien durch die qPCR ermittelt wurden,

wurden Proben dieser Konzentrationen fiir die Microarray Experimente eingesetzt. Zehn
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Proben jeder Konzentration wurden verwendet. Im Einzelnen sind dies: E2 500 ng/l,
BPA 1.000 pg/l und Genistein 5.000 pg/l.
Abb. 21 zeigt das gescannte Spottingmuster eines Gesamtgenom-Chips mit dem

Raster, das der Microarray Analysis Software ImaGene 5.0 die Auswertung erlaubt.

Abb. 21: 14k Microarray mit Raster nach Hybridisierung (E2-Probe und nicht exponierte Probe) und
Scannen, zur Erfassung der einzelnen Spots mit der Software.

In diesem Fall, symbolisieren griine Spots in ihrer Exposition herabregulierte Gene und
rote hochregulierte Gene. Der rote Spot in der vierten Zeile des vergroflerten
Ausschnitts wurde vtg/ zugeordnet. Durch die Software ist jedem Spot eine Gen
Accession Number, eine Genbezeichnung und somit — falls bekannt - eine Funktion des
Gens zuzuordnen.

Tabelle 10 zeigt einen Vergleich verschiedener Ansdtze zur Erfassung der durch

die verschiedenen Chemikalien regulierten Gene.
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Tabelle 10: Anzahl der regulierten Gene und FDR bei verschiedenen p-Werten und
fold-change cut-offs. p: p-Wert, f.c.: fold change, FDR: false discovery rate.

p <0,05; f.c.>2 p<0,01
Chemikalie Anzahl FDR Chemikalie Anzahl FDR
regulierter regulierter
Gene Gene
E2 211 11% E2 274 19%
BPA 47 52% BPA 87 71%
Genistein 231 14% Genistein 168 25%
p < 0,005 p <0,001
Chemikalie Anzahl FDR Chemikalie Anzahl FDR
regulierter regulierter
Gene Gene
E2 186 13% E2 86 5%
BPA 44 71% BPA 7 79%
Genistein 70 25% Genistein 12 11%

Ein gleichzeitiges Absenken des p-Wertes reduziert die FDR bei den E2- und Genistein-
Arrays zwar, aber auch die Anzahl der regulierten Gene. Wird als minimaler fold
change 2 festgesetzt und der p-Wert kleiner als 0,05 gehalten (zu 95% wurde das
gefundene Gen durch die jeweilige Chemikalie reguliert), erhédlt man eine ausreichende
Anzahl regulierter Gene bei einer akzeptablen FDR.

Nach der Auswertung der Daten der Microarray-Experimente konnten fiir alle drei
Chemikalien Listen mit in ihrer Expression hoch- und herabregulierten Genen erstellt
werden. Diese Listen sind in den Anhéngen A, B und C zu finden.

Durch E2 wurden 211 Sequenzen reguliert, davon 111 TCs und 100 ETs. 47
Sequenzen wurden durch BPA reguliert, davon 18 TCs und 29 ETs. Genistein regulierte
231 Sequenzen: 123 TCs und 108 ETs. Von den drei getesteten Substanzen verénderte
BPA das Genexpressionsmuster am geringsten. Am stdrksten durch alle drei getesteten
Chemikalien  reguliert wurde die Expression von Genen, die fiir
Eidottervorlauferproteine kodieren. Im Falle von E2 sind dies vtg2 (Faktor 445,3), vtg7

(Faktor 442,4) und vtg5 (Faktor 410,5). Tabelle 11 zeigt die am stérksten regulierten
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Gene der Chemikalien und ihre jeweilig zugeordnete Gene Ontology (GO) im Rahmen
der biologischen Prozesse, in die sie involviert sind. Die GO-Einteilung der Gene
erfolgte nach der fir das GO-Konsortium erarbeiteten Einteilung des Zebrafish

Information Network .

Tabelle 11: Die am stérksten regulierten Gene und der biologische Prozess, an dem das
jeweilige Genprodukt beteiligt ist. * markiert die zum aktuellen Stand vorhergesagten
Genprodukte.

Name | Kodiert fiir Faktor | Faktor Faktor GO (Biologischer
E2 BPA Genistein | Prozess)
vtg2 vitellogenin 2* 4453 10,8 13,6 Lipidtransport
vig6 vitellogenin 6* 2485 12,7 13,4 Lipidtransport
vtg7 vitellogenin 7* 442 4 6,6 85,5 Lipidtransport
vtgs vitellogenin 5 410,5 9,7 91,4 Lipidtransport
vigl vitellogenin 1 283,5 - 33,8 Lipidtransport
nnt nicotinamide nucleotide 94,1 - 3,4 Elektronentransport
transhydrogenase
ripk5 receptor interacting 63,6 - - Protein Aminosiuren
proteinkinase 5 Phosphorylierung
hoxa3a | homeo box A3a 31,0 - - Entwicklung
aldob aldolase b, fructose- -4,6 - 23,7 Glykolyse
bisphosphate
gpx4a | glutathione peroxidase -3,9 - - Antwort auf oxidativen
4a Stress
zp3b zona pellucida - - 8,15 Oozyten Wachstum
glycoprotein 3b
feg fibrinogen, gamma - - -5,8 Blutgerinnung
polypeptide
octl octamer-binding - 3,4 - Regulation der
transcription factor 1 Transkription
vtg3 vitellogenin 3 9,8 33 2,25 Lipidtransport
gapdh glyceraldehyde-3- -3,3 2,6 - Glukose Metabolismus
phosphate dehydro-
genase

! http://zfin.org/cgi-bin/webdriver?MIval=aa-ZDB_home.apg
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Name | Kodiert fiir Faktor | Faktor Faktor GO (Biologischer
E2 BPA Genistein | Prozess)
rpl4 ribosomal protein L4 - 2,5 - Metabolismus
smarcel | SWI/SNF related, matrix - -3,2 - DNA abhéngige
associated, actin Regulation der
dependent regulator of Transkription
chromatin, subfamily e,
member 1
ngb neuroglobin - -2,8 - Sauerstofftransport
hoxaSa | homeo box ASa - -2,6 - Entwicklung
myl7 myosin, light polypeptide - -2,3 - Binden von Ca"" Ionen
7, regulatory

Die Expression von keinen anderen Genen als die der vtg-Gene wurde durch irgendeine
Exposition stirker reguliert. Dies belegt die oestrogene Wirksamkeit der drei
Chemikalien und die Eignung von vtg als Markergene fiir das Vorhandensein von
oestrogen wirksamen Substanzen oder Mischungen in Gewiéssern.

Der Grofiteil der regulierten Gene ist in den Metabolismus involviert. Auffillig ist
die Haufung von Genen in der Genistein-Liste, die fiir Eischalen-Proteine kodieren
(Gene accession Nummern NM_ 131696, NM 131829, BC095596, NM 131827 und
BC097083). Nach vzg erfahrt die Expression dieser fiinf ETs mit die stirkste
Hochregulierung durch Genistein.

Eine weitere Auffilligkeit ist das Vorkommen von Genen auf allen drei Listen,
die flir sogenannte homeo box Proteine kodieren. Bei E2 ist dies homeo box A3a;
hoxa3a (NM_131534), Faktor 31 und hoxa2b (NM_131106), Faktor 2,7, bei BPA
homeo box a5a; hoxa5a (NM _131540), Faktor -2,6. Bei Genistein ist das dmbxl
(AF398526), das um den Faktor 2,2 herabreguliert wurde. Homeo box Proteine spielen
eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung. Alle drei Chemikalien kénnen die
Expression von Genen, die in der Entwicklungsphase wichtig sind, beeinflussen.

Abb. 22 zeigt die Verteilung der regulierten Genexpressionen.
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E2
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Abb. 22: Venn-Diagramm der von jeder Chemikalie in ihrer Expression regulierten Gene. Die erste Zahl
gibt die Gesamtzahl der Sequenzen (ETs und TCs) an, die Zahl in Klammern die Anzahl an ETs. Die in
den Schnittmengen angegebenen Zahlen zeigen die Gene, deren Expression von zwei bzw. allen drei
Chemikalien reguliert werden.

Die Expression von sechs Genen (6 ETs) wurde von E2 und BPA reguliert, die von 46
(davon 25 ETs) von E2 und Genistein und die von sechs (davon 5 ETs) von BPA und
Genistein. Bei den fiinf Genen, deren Expressionen von allen drei Chemikalien reguliert
wurden, handelt es sich um v#g2, vtg3, vtg5, vtg6 und vtg7. Das einzige Gen, dessen
Expression nur von E2 und BPA reguliert wurde, kodiert fiir die Glyzerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase.

Tabelle 12 zeigt die Gene, die von E2 und BPA gemeinsam in ihrer Expression

reguliert wurden, die Faktoren und den zugehorigen biologischen Prozess.

Tabelle 12: Gene, deren Expression von E2 und BPA in ihrer Expression reguliert
wurden. * markiert die zum aktuellen Stand vorhergesagten Genprodukte.

Name | Kodiert fiir Accession Faktor Faktor | GO (Biologischer
Number E2 BPA Prozess)
vtg2 vitellogenin 2* AY729644.1 4453 10,8 Lipidtransport
vtg7 vitellogenin 7* AY729649.1 442 .4 6,6 Lipidtransport
vtgs vitellogenin 5 NM _001025189.1 410,5 9,7 Lipidtransport
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Name | Kodiert fiir Accession Faktor Faktor | GO (Biologischer
Number E2 BPA Prozess)
vigb vitellogenin 6* XM_682549.1 248,5 12,7 Lipidtransport
vtg3 vitellogenin 3 AF254628.1 9,8 33 Lipidtransport
gapdh | glyceraldehyde-3- BC095386.1 -3,3 2,6 Glukose
phosphate dehydro- Metabolismus
genase

Die Expression von fiinf Eidottervorlduferproteinen wird von beiden Substanzen hoch
reguliert. Die Anderung durch BPA (Faktor 3,3 bis 12,7) ist im Vergleich zu E2 (Faktor
9,8 bis 445,3) eher schwach. Neben dem Vitellogenin wird die Expression des Gens
gapdh reguliert, welches das Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
kodiert. Allerdings wird die Expression dieses Enzyms durch E2 herabreguliert und
durch BPA hochreguliert. Die einzige Gemeinsamkeit in der Wirkung der Chemikalien
auf das Expressionsmusters des Zebrabérblings ist die verstirkte Expression des
Vitellogenins.

Die gemeinsam von E2 und Genistein regulierten ETs wurden in Tabelle 13

zusammengefasst.

Tabelle 13: ETs, deren Expression von E2 und Genistein in ihrer Expression reguliert

wurden. * markiert die zum aktuellen Stand vorhergesagten Genprodukte.

Name | Kodiert fiir Accession Faktor Faktor GO (Biologischer
Number E2 Genistein Prozess)
vig2 vitellogenin 2* AY729644.1 4453 13,6 Lipidtransport
vig7 vitellogenin 7* AY729649.1 442.4 85,4 Lipidtransport
vigs vitellogenin 5 NM _001025189.1 | 410,5 91,4 Lipidtransport
vigl vitellogenin 1 AY034146.1 283,5 33,8 Lipidtransport
vig6 vitellogenin 6* XM_682549.1 248,5 13,4 Lipidtransport
nnt nicotinamide NM 214756.1 94,1 34 Elektronen-
nucleotide transport
transhydrogenase
ripk5 receptor interacting NM _205627.2 63,6 3,6 Protein
proteinkinase 5 Aminosduren
Phosphorylierung
vtg3 vitellogenin 3 AF254638.1 9,8 2,3 Lipidtransport
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Name | Kodiert fiir Accession Faktor Faktor GO (Biologischer
Number E2 Genistein Prozess)
cenb?2 cycline B2 NM_199430.1 8,7 3,6 Zellzyklus
dvrl decapentaplegic and NM _130948.1 5,7 2,4 Zellproliferation
Vg-related 1
hpx hemopexin XM _686594.1 -4,8 -4,7 Unbekannt
aldob aldolase b, fructose- NM _194367.3 -4,6 -3,7 Glykolyse
bisphosphate
adh8a | alcohol dehydrogenase | NM_001001946.1 -3,1 -3,1 Alkohol
8a Metabolismus
serpinal | serine poteinase NM 001013259.1 -3,1 -4 Unbekannt
inhibitor, clade A
(alpha-1 antiproteinase,
antitrypsin), member 1
wdr45] | wdr45 like NM_200240.1 -2,8 -2,9 Unbekannt
fabpl0 | fatty acid binding NM_152960.1 -2,7 23 Transport
protein 10, liverbasic
mdka midkine-related growth | NM_131070.2 -2,7 -2,6 Neuralrohr-
factor bildung
polr3e | polymerase (RNA)III | NM _212754.1 -2,6 -2,3 Transkription
(DNA directed)
polypeptide E
arhe ras homologe gene NM 199522.1 -2,5 -2,6 Proteintransport
family member E
magil membran associated NM_001007063.1 -2,4 -2,7 Proteinbindung
guanylate kinase
serpincl | serine poteinase NM_182863.1 2.3 -3,8 Endopeptidase
inhibitor, clade C Inhibitor
(antithrombine),
member 1
adiporlb | adiponectin receptor 1b | NM_ 213500.1 2,3 -2 Unbekannt
dmbxl diencephalon/mesence | AF398526.1 2,2 -2,2 Entwicklung
phalon homeobox 1
chnl chimerin (chimaerin) I | NM_213000.1 -2,2 -2,3 Positive
Regulation der
GTPase Aktivitit

Insgesamt wurde die Expression von 24 ETs sowohl von E2 als auch von Genistein
reguliert, am stirksten vegl, vtg2, vtg5, vtg6 und vtg7 (Faktor 248,5 bis 445,3 bei E2,

Faktor 13,4 bis 91,4 bei Genistein). Beide Chemikalien verstarkten auch die Expression
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von ccnb2 (E2: Faktor 8,7; Genistein: 3,6), dessen Genprodukt an der
Zellzyklusregulation beteiligt und am Zellkern lokalisiert ist. Die Expression von zwei
Genen, deren Produkte eine Rolle bei der Entwicklung spielen, wurde herabreguliert:
mdka (E2: -2,7; Genistein: -2,6) und dmbx1 (E2 und Genistein: -2,2). Beide Substanzen
konnten also die Expressionsrate von Entwicklungsgenen beeinflussen. Im Vergleich zu
BPA regulierte Genistein die Expression einer groferen Anzahl von Genen, deren
Expression auch von E2 reguliert wurde. Wie schon bei den von BPA und E2
regulierten Genen ist auch in Tabelle 13 ersichtlich, dass E2 einen wesentlich gro3eren
Effekt auf die Transkription der Gene als Genistein hat. E2 und Genistein sind sich zwar
in ihrer regulatorischen Wirkung dhnlicher als E2 und BPA, jedoch ist diese Wirkung
bei E2 wesentlich stérker.

Tabelle 14 zeigt die in ihrer Expression von BPA und Genistein regulierten Gene.

Tabelle 14: Gene, deren Expression von BPA und Genistein in ihrer Expression
reguliert wurden. * markiert die zum aktuellen Stand vorhergesagten Genprodukte.

Name | Kodiert fiir Accession Number Faktor Faktor GO (Biologischer
BPA Genistein Prozess)

vigs vitellogenin 5 NM 001025189.1 9,7 91,3 Lipidtransport
vig7 vitellogenin 7* AY729649 6,6 85,4 Lipidtransport
vig2 vitellogenin 2* AY729644 10,8 13,6 Lipidtransport
vigh vitellogenin 6* XM_682549 12,7 13,4 Lipidtransport
vtg3 vitellogenin 3 AF254638 33 2,3 Lipidtransport

ch211- | Unbekannt AL954384 23 5,2 Unbekannt

146113

Lediglich die Expression von sechs Genen wurde von BPA und Genistein reguliert.
Fiinf davon kodieren fiir verschiedene Eidottervorlauferproteine, und das Produkt des
sechsten ist bis dato unbekannt. Bis auf die Ausnahme v¢g3 war dabei die regulatorische
Wirkung von Genistein wesentlich starker.

Tabelle 15 zeigt die Gene, deren Expression von allen drei Chemikalien reguliert

wurde.
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Tabelle 15: Gene, deren Expression von E2 (500 ng/l1), BPA (1.000 pg/l) und Genistein
(5.000 pg/l) in ihrer Expression reguliert wurden. * markiert die zum aktuellen Stand

vorhergesagten Genprodukte.

Name | Kodiert fiir Accession Faktor | Faktor | Faktor GO
Number E2 BPA Geni- (Biologischer
stein Prozess)
vtg2 vitellogenin 2* AY729644 4453 10,8 13,6 Lipidtransport
vtg7 vitellogenin 7* AY729649 442 .4 6,6 85,4 Lipidtransport
vtgs vitellogenin 5 NM 001025189.1 | 410,5 9,7 91,3 Lipidtransport
vig6 | vitellogenin 6* XM 682549 248,5 12,7 13,4 Lipidtransport
vtg3 vitellogenin 3 AF254638 9,8 33 23 Lipidtransport

Die Expression von fiinf Eidottervorlduferproteinen wurde durch E2, Genistein und
BPA reguliert. Deutlich wird die wesentlich stidrkere Wirkung von E2 im Vergleich zu
den anderen beiden Substanzen. Das am stérksten regulierte Gen ist bei E2 vtg2 (Faktor
445.3), bei BPA vtg6 (Faktor 12,7) und bei Genistein vig5 (Faktor 91,3), das am
schwichsten regulierte ist bei den drei Chemikalien vtg3.

Diese Tabelle belegt die oestrogene Wirksamkeit der getesteten Substanzen, aber

auch das jeweilig unterschiedliche Potential.

3.10Einteilung der Gene in ,,Gene Ontology Classes (GO)*

Durch die Microarray-Experimente wurden Listen mit Genen erstellt, deren Expression
durch die Chemikalien E2, BPA und Genistein reguliert wurde. Um einen genaueren
Einblick zu erhalten, wurden diese Gene in Gene Ontology (GO) Klassen eingeordnet.
Die GOs in  molekulare Funktion (GO:0003674:

(GO:0005575:

sind zunidchst unterteilt

molecular function), Zellkomponente cellular component) und
biologischer Prozess (GO:0008150: biological process). Um die Wirkweise der
Chemikalien genauer zu charakterisieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit das
Augenmerk auf die biologischen Prozesse gelegt, an denen die Genprodukte beteiligt

sind. Bislang sind 11.300 biologische Prozesse in Klassen eingeordnet'. Um eine

! Quelle: http://www.geneontology.org/
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Vergleichsmoglichkeit mit den auf den Microarray-Slides immobilisierten Sonden zu
haben, wurden zunichst die 14.067 Sonden den GOs zugeteilt und dann die regulierten
Sonden der drei Chemikalien. Dabei kann ein und dieselbe Sonde bzw. Gen mehreren
GOs zugeordnet sein. So ist das Gen aldob sowohl der iibergeordneten GO
,»Metabolismus* als auch der untergeordneten ,,Glykolyse* zugeordnet. Die Listen mit
den GOs finden sich in den Anhéngen D, E und F.

Die von E2 hochregulierten 109 Gene wurden in 31 GOs eingeteilt, 42 spielen
eine Rolle im Metabolismus, das entspricht 40,78 % aller durch E2 regulierten Gene. 18
Genprodukte sind an der Transkription beteiligt, also 17,48 % der durch E2 regulierten
Gene, gleichzeitig sind aber lediglich 7,85% aller gespotteten Sonden an der
Transkription  beteiligt. Dies zeigt die starke Wirkung von E2 auf
Transkriptionsvorgénge. Elf an der Entwicklung beteiligten Gene (10,68 % der
regulierten Gene) wurden hochreguliert, davon vier an der Entwicklung des
Nervensystems. Zu diesen vier gehoren ephrin a2 und forkhead box a2. 6,94 % der auf
dem Microarray vorhandenen Sonden wurden Entwicklungsvorgingen zugeordnet, was
den Einfluss von E2 auf die Entwicklung des Zebrabirblings belegt. Weitere 3 Gene
spielen eine Rolle bei der Apoptose. Bei den von E2 herabregulierten 102 Genen sind
28 am Metabolismus beteiligt, davon fiinf am Alkoholmetabolismus.

141 durch Genistein in ihrer Expression hoch regulierte Gene wurden 30 GOs
zugewiesen. 31,78 % dieser Gene wurden dem Metabolismus zugeordnet, was in Etwa
dem Anteil der Sonden auf dem Array von 30,42 % entspricht. Fiinf Gene wurden der
Regulation des Zellzykluses zugeordnet, dies entspricht 3,88 % der regulierten Gene,
wobei lediglich 1,81 % der gespotteten Sonden dieser GO zugewiesen wurde. Auch drei
der durch E2 hoch regulierten Gene wurden der Regulation des Zellzykluses
zugewiesen, was dort einem Anteil von 2,91 % entspricht.

Wie bei den durch E2 herabregulierten Genen lassen sich auch bei den durch
Genistein herabregulierten einige dem Alkoholmetabolismus zuweisen. Insgesamt
konnten bei Genistein 36 der 90 runter regulierten Gene dem Metabolismus zugeordnet
werden. Auffillig ist jedoch die Zuweisung von drei Genen zur GO Blutgerinnung, die
bei beiden anderen Chemikalien nicht erscheint. Drei der regulierten Gene entsprechen
einem Anteil von 2,75 % aber nur 0,14 % der gespotteten Sonden wurden zu dieser GO
zugewiesen. Dies entspricht fast dem Zwanzigfachen, wenn man die prozentualen

Anteile vergleicht.
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Auch die von BPA in ihrer Regulation hochregulierten Gene wurden zum Grof3teil dem
Metabolismus zugewiesen. 18 der 39 Gene sind in dieser GO zu finden, das entspricht
einem Anteil von 58,06 % der regulierten Gene gegeniiber 30,42 % der gespotteten
Gene in dieser GO. BPA hat also stirksten Einfluss auf den zelluldren Metabolismus.
Auffillig ist auBerdem die Auswirkung der Chemikalie auf Gene, deren Produkte am

Spleifen beteiligt sind.
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4 Diskussion

Als Modellorganismus fiir das Einschitzen und das Charakterisieren des
Gefdhrdungspotentials von Wirbeltieren durch endokrine Disruptoren mit oestrogener
Wirkung wurde der Zebrabérbling gewéhlt. Auch Riickschliisse auf die Gefdhrdung des
Menschen sollten so ermdglicht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Tiere
vier Chemikalien ausgesetzt: 17p-Oestradiol (E2), Bisphenol A (BPA), Genistein und
Ethinyloestradiol (EE2), wobei die mit EE2 exponierten Proben als Positiv-Kontrollen
verwendet wurden. Rose et al. (2002) haben die starke Wirkung von EE2 auf die
Vitellogenin-Synthese im Zebrabarbling bereits beschrieben. Deswegen wurde EE2 fiir
die Positiv-Kontrollen verwendet.

Nach der Exposition von madnnlichen Zebrabérblingen wurden die Verdnderungen
in der Genexpression der Fische, hervorgerufen durch die Chemikalien, erfasst.
Weibliche Tiere synthetisieren Oestrogene — im Gegensatz zu den mannlichen Tieren —
in groBem Maf3e selbst. Bei den ménnlichen Tieren wurden stirkere Antworten in der
Gen-Expression auf niedrige Konzentrationen der oestrogen wirksamen Chemikalien im
Wasser erwartet, deswegen wurden ménnliche Zebrabdrblinge fiir die Expositions-
Experimente verwendet. Insbesondere gilt dies fiir die Auswirkungen auf die
Expression der vtg-Gene, die normalerweise nicht von mannlichen Tieren exprimiert
werden.

Die in ihrer Expression regulierten Gene wurden verschiedenen Klassen (GOs)
innerhalb der Klasse der biologischen Prozesse zugewiesen. Diese Einteilung erlaubt
die Zusammenfassung mehrerer Gene in biologischen Prozessen und somit eine

Vorhersage der Auswirkung der Anderungen im Expressionsmuster.

4.1 Exposition von Zebrabarblingen

Die Hilterung der Zebrabiarblinge erwies sich als problemlos. Auch das Umsetzen der
Fische von den Hélterungsbecken in die kleineren Expositionsbecken verlief ohne
tibermdBigen Stress fiir die Tiere, da sie nach wenigen Minuten bereits wieder das
gewohnte Schwarmverhalten zeigten. Auch die einfache Nachzucht der Fische und die
Tatsache, dass die Chemikalien — wie etwa bei Untersuchungen an Ratten — nicht dem

Futter beigemengt werden mussten, sondern einfach dem Medium Wasser hinzugefiigt
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werden konnten, um die Auswirkungen auf die Genexpression bei einem Wirbeltier zu
untersuchen, unterstreichen die Eignung des Zebrabéarblings.

Das Exponieren der Fische in DurchfluBbecken erwies sich als sehr zweckmaBig,
da so die Konzentrationen in den einzelnen Becken konstant gehalten wurden. Im
Vergleich mit den Arbeiten anderer Gruppen (vglTabelle 16: Vergleich verschiedener
E2-Expositionen mit unterschiedlichen Fischen und Systemen. LOEC: lowest observed
effective concentration. Tabelle 16) mit Zebrabarblingen und anderen Fischen, liegen
die festgestellten Schwellenkonzentrationen (E2: 200 ng/l, BPA: 1.000 pg/l) in einem
vergleichbaren Bereich. Fiir Genistein liegen bislang keinerlei vergleichbare Arbeiten
vor, doch fiir E2 fanden van den Belt et al. (2003) nach semistatischer Exposition von

ménnlichen Zebrabérblingen eine Schwellenkonzentration von 20 ng/I.

Tabelle 16: Vergleich verschiedener E2-Expositionen mit unterschiedlichen Fischen
und Systemen. LOEC: lowest observed effective concentration.

Organismus Zeitdauer | System Protein / mRNA LOEC vtg
Zebrabérbling 11 Tage Durchfluss | mRNA 200 ng/1 (diese Arbeit)
(Danio rerio) (LightCycler)
Moskitofisch 4 Tage statisch mRNA 250 ng/l
(Gambusia affinis) (LightCycler) (Leusch et al., 2005)
Zebrabérbling 3 Wochen | semi- Protein 20 ng/l
(Danio rerio) statisch (van den Belt et al., 2003)
Rotauge  (Rutilus | 3 Wochen | Durchfluss | Protein 100 ng/1
rutilus) (Routledge et al., 1998)
Regenbogenforelle | 3 Wochen | Durchfluss | Protein 100 ng/1
(Oncorhynchus (Routledge et al., 1998)
mykiss)
Fettkopfbrassen 3 Wochen | Durchfluss | Protein 100 ng/1
(Pimephales (Panter et al., 1998)
promelas)
Zebrabérbling 8 Tage Durchfluss | Protein 21 ng/l
(Danio rerio) (Rose et al., 2002)
Regenbogenforelle | 14 Tage semi- Protein und mRNA 14 ng/1
(Oncorhynchus statisch (Hybridisation (Thomas-Jones et al., 2003)
mykiss) Protection Assay,

HPA)
Regenbogenforelle | 48 Stunden | semi- Protein und mRNA 30 ng/l
(Oncorhynchus statisch (Hybridisation (Thomas-Jones et al., 2003)
mykiss) Protection Assay,

HPA)
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Die vergleichsweise niedrigen Konzentrationen einiger Arbeiten liegen wohl in der
semistatischen Exposition und der Messung des Vitellogenin-Proteins, nicht der mRNA
begriindet, da das Protein im Tier akkumulieren kann. Eine weitere Ursache kann in der
vergleichsweise langen Expositionsdauer von drei Wochen liegen. Fiir ménnliche
Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) und ménnliche Rotaugen (Rutilus rutilus)
fanden Routledge et al. (1998) ebenfalls auf Protein-Ebene einen Wert von 100 ng/l
nach dreiwochiger Durchflulexposition. Scholz et al. (2004) zeigten durch den
Vergleich beider Nachweisverfahren, dass die Analyse auf Transkriptom-Ebene nach
Kurzzeit-Expositionen und die Untersuchung auf Proteomebene fiir die Detektion von
Auswirkungen geringer Konzentrationen oestrogen wirksamer Substanzen geeignet ist.

Noch besser vergleichbar sind die Ergebnisse anderer Arbeiten nach BPA
Exposition: fiir den Schwerttrdgerplaty (Xiphophorus helleri) wurde durch
Quantifizieren der mRNA eine Schwellenkonzentration von 2.000 pg/l festgestellt
(Kwak et al., 2001), fiir die Regenbogenforelle und den Zebrabirbling durch Messen
der Proteinmenge 1.000 pg/l (van den Belt et al., 2003).

Die Expositionsdauer von elf Tagen war vergleichsweise kurz. FEine
Zusammenfassung der Arbeiten anderer Gruppen, die die Vitellogenin-Synthese nach
Exposition mit verschiedenen oestrogen wirksamen Substanzen an verschiedenen
StiBwasserfischen untersucht haben (van den Belt et al., 2003), zeigt, dass ein GroBteil
der Expositionen zwischen drei Wochen und 30 Tagen andauerten. Doch auch eine
elftigige Exposition resultierte im Durchflusssystem in starken Verdnderungen im
Genexpressionsmuster. Weiterhin wurden die mdglichen toxischen Effekte der hohen
Expositionskonzentrationen durch eine kiirzere Dauer minimiert. Toxische Effekte
hitten auch starke Einfliisse auf die Verdnderungen des Genexpressionsmusters gehabt,
die durch die Microarray Experimente erfasst wurden, was eine eindeutige Zuordnung
zu einem oestrogenen Effekt erschwert hitte. Welshons und Jordan (1987) konnten die
Fahigkeit von MCF7-Zellen zeigen, sich an E2-Expositionen anzupassen. Das heift,
dass eine kiirzere Expositionsdauer zumindest auf Transkriptomebene eine stéirkere
Reaktion hervorrufen kann als langere Expositionen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte vor Allem durch die qPCR-Experimente gezeigt
werden, dass eine Expositionsdauer von elf Tagen ausreicht, um eindeutige Effekte der

oestrogen-wirksamen Chemikalien im Zebrabdrbling zu detektieren.
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4.2 Chemikalien und Konzentrationen

Die getesteten Chemikalien E2, BPA und Genistein sind Vertreter der Eingangs
vorgestellten Klassen von endokrinen Disruptoren mit oestrogener Wirkung (vgl. 1.1, S.
10). Als Positivkontrolle dienten Zebrabérblinge, die mit 30 ng/l EE2 exponiert wurden.
Die starke oestrogene Wirkung dieser Chemikalie wurde bereits an Regenbogenforellen
mit einer LOEC von 0,1 — 10 ng/l (Purdom et al., 2004; Jobling et al., 1996) und am
Zebrabirbling mit einer LOEC von 10 ng/l (Petersen et al., 2000) festgestellt.

Kashiwada et al. (2002) ermittelten fiir den Japanischen Reiskérpfling (Oryzias
latipes) die ,,Lethal Concentration 50 (LC50), also die Konzentration, bei der 50 % der
getesteten Tiere innerhalb von 72 Stunden starben, fiir E2 bei 3,5 mg/l, fiir NP bei 0,85
mg/l und fiir BPA bei 6,8 mg/l. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Expositionen starb keiner der exponierten Zebrabirblinge wéhrend der Versuchsdauer
von elf Tagen. Fiir Genistein liegen bislang keinerlei Daten iiber die Toxizitédt vor. Bei
den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Expositionen starb kein Zebrabirbling,
somit ist davon auszugehen, dass alle Konzentrationen unterhalb der LC50 fiir diese Art
lagen.

Die Ergebnisse des Enzyme Linked Receptor Assays (ELRA) zeigen, dass die
gewiinschte Konzentration nicht sofort zu Beginn der Exposition erreicht wurde. Dies
konnte darin begriindet liegen, dass die Chemikalien zu Beginn nicht in ganzer Menge
in das Wasser der Expositionsbecken gelangen. Ein Teil konnte an die Innenfldche der
Schlduche, die von den Vorratsflaschen zu den Aquarien fiihren, oder die
Silikonabdichtung der Glasaquarien binden, was die stetig ansteigende Konzentration
bis zur Soll-Konzentration in Abb. 9 erkliren wiirde. Die in Abb. 8 ersichtlichen
leichten Schwankungen der Konzentrationen um die jeweiligen Sollwerte ist durch den
Versuchsaufbau zu erklaren. So liegt die Loslichkeit der Chemikalien, die bei 4°C in
einem Kiihlschrank gelagert werden, um eine Degradation zu verhindern, unter dem fiir
die Berechnung der Konzentration verwendeten Wert bei Raumtemperatur. Die grof3e
Wasserhédrte des verwendeten Leitungswasser von 18°dH lieB die zufiihrenden
Schlduche innerhalb weniger Tage verkalken, so dass diese in regelméfBigen Abstinden
erneuert werden Prozess, was zu Schwankungen in der Zudosierung der Chemikalien
fihren konnte. SchlieBlich zeigte sich, dass die verwendeten Prézisions-
Peristaltikpumpen keine gleichbleibende Pumprate hatten. Auch dies fiihrte eventuell zu

leichten Schwankungen der gemessenen Istwerte.
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Die verwendeten Konzentrationen liegen in einem relativ hohen Bereich. Tabelle 17
zeigt einen Vergleich der Konzentrationen in den Expositionsbecken und

Konzentrationen, die bereits in der Umwelt gemessen worden sind.

Tabelle 17: Vergleich zwischen den Konzentrationen in den Expositionsbecken und
bereits gemessenen Konzentrationen.

Chemikalie Konzentrationen ermittelter Konzentration Freiland | Ort
Expositions- Schwellen-
becken wert
E2 1 -500 ng/l 200 ng/l 13 ng/l Klaranlagen-
(Johnson et al., 2005) abwasser
BPA 0,1 —2.000 pg/l 1.000 pg/l 4-92 ng/l Elbe
(Stachel et al., 2003)
0,5—-410 ng/l Oberflachen-
(Fromme et al., 2002) wasser
Genistein 1-5.000 pg/l 5.000 pg/l 10 pg/l Zellstoffabrik-

(Kiparissis et al., 2001) abwasser,
Ontario, Kanada

3 —-38ng/l Klaranlagen-
(Spengler et al., 2001) abwasser
NP 1-500 ng/l - 27 —430 ng/l Elbe
(Stachel et al., 2003)
28 ng/l Elbe
(Fries und Puttmann,
2003)
1220 ng/1 Oder
(Fries und Puttmann,
2003)
EE2 30 ng/l - 1,8 ng/l Klaranlagen-
(Hinteman et al., 2006) abwasser
0,7 ng/1 Oberflachen-
(Hinteman et al., 2006) wasser

AuBer den in Elbe und Oder gemessenen NP Konzentrationen liegen die im Freiland
gemessenen Konzentration im unteren Bereich der verwendeten
Expositionskonzentrationen. Gleichzeitig ist aber auch zu erkennen, dass mehrere
oestrogen wirksame endokrine Disruptoren zugleich vorkommen. Das heiflit, dass die
Gewidsser mit einer Mischung aus endogenen, synthetischen, Xeno- und

Phytooestrogenen  belastet sind. Diese Mischung konnte die geringen
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Einzelkonzentrationen, die tatsdchlich in Gewissern zu finden sind, aufsummieren. Die
Additivitit der Wirkung verschiedener oestrogen wirksamer Chemikalien wurde durch
Payne et al. (2000) gezeigt. Genauere Untersuchungen iiber die Wirkung dieser
Mischungen werden zur Zeit im Rahmen des EDEN’ Forschungsprojektes
durchgefiihrt. Zusitzlich sind Wildtiere - nicht nur im aquatischen Lebensraum —
diesem belasteten Wasser nicht nur elf Tage ausgesetzt sondern meistens iiber einen viel

langeren Zeitraum.

4.3 Quantitative PCR

Quantitative PCR (qPCR) Experimente wurden in dieser Arbeit durchgefiihrt, um die
oestrogene  Wirksamkeit der getesteten Chemikalien zu belegen, eine
Schwellenkonzentration fiir die Exposition der Zebrabirblinge fiir elf Tage festzulegen
und um die Konzentration zu finden, aus der exponierte Fische fiir die Microarray-
Experimente Verwendung finden konnten. Dazu wurde die Expression eines Zielgens
mit der Expression verschiedener Housekeeping- oder Referenzgene verglichen. Als
Zielgen diente vtgl, das fiir ein Eidottervorlduferprotein kodiert. Zusétzlich wurden die
Expressionsraten dreier verschiedener Housekeeping-Gene auf die Induzierbarkeit
durch BPA untersucht.

Die qPCR bietet eine schnelle Moglichkeit, die Expressionsrate eine Zielgens zu
iiberpriifen. Noch schneller ist die Methode, die Expressionsrate auf einem DNA-
Agarosegel abzuschitzen. Der Vergleich der Bandengrofle und Leuchtintensitdt der
visualisierten c¢DNA - die notige Software ist in vielen modernen
Geldokumentationsanlagen enthalten - erlaubt jedoch keine exakte Quantifizierung. Die
mittels qPCR ermittelten Crossing Points (CPs) ermoglichen einen genauen
quantitativen Vergleich. Durch das Normalisieren iiber einen Kalibrator werden
verschiedene Versuche und durch die Effizienzkorrektur die Expression verschiedener
Gene miteinander vergleichbar.

Fir den Zweck, die Expression eines Zielgens bzw. eines stark regulierten
Markergens in unterschiedlich exponierten Organismen zu vergleichen, ist der
Vergleich mit der Expression eines einzelnen Referenzgens ausreichend. Sollen jedoch

schwache Regulierungen detektiert werden, sind mehrere Referenzgene nétig, um die

! http://www.edenresearch.info/
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moglichen individuellen Schwankungen in der Expression eines der Referenzgene
ausgleichen zu konnen. In dieser Arbeit wurde die Expressionsrate von v¢g/ bei den
signifikant unterschiedlichen Gruppen von E2 um den Faktor 1.000 bis 10.000, von
BPA um den Faktor 10.000 — 80.000, von Genistein um den Faktor 1.000 und von EE2
um den Faktor von 80.000 — 110.000 erhoht. Im Vergleich zu diesen sehr groflen
Faktoren fallt die gezeigte Schwankung in der Expression der Referenzgene nicht ins
Gewicht. Die grofite Schwankung zeigte f-aktin (bis zu Faktor 33), die geringste gapdh
(bis zu Faktor 7). Als Referenzgen eignet sich von den drei getesteten somit im
Zebrabarbling gapdh am Besten, jedoch sind die gezeigten Schwankungen zu gering,
um die Werte bei so stark regulierten Markergenen wie vig/ zu verfélschen.

Bei den NP-Proben war keine eindeutige Aussage mdglich. Die Zebrabérblinge
reagierten sehr unterschiedlich auf die verschiedenen Konzentrationen von NP. Selbst
bei der hochsten Konzentration von 500 g/l ist kein eindeutiges Ergebnis zu erkennen.
Die Vermutung liegt nahe, dass NP erst in sehr hohen Konzentrationen eine starke
oestrogene Wirkung hat. Allerdings ist das Risiko grofl, dass man auf
Transkriptomebene dann keine oestrogenen Effekte sondern Auswirkungen der
Toxizitdt misst. Aus diesem Grunde sind die NP Proben nicht in die Microarray-
Experimente aufgenommen worden. Vetillard und Bailhache (2006) zeigten, dass NP
erst in einer Konzentration von 2,2 mg/l bei juvenilen Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) eine verstirkte Vitellogenin-Expression in der Leber bewirkt.

Der starke Anstieg in der Expressionsrate von vtgl zeigt die Eignung dieses
Markers als Zielgen fiir die Detektion von oestrogenen Effekten. Allerdings erlaubt
dieser Ansatz nur das Feststellen einer oestrogenen Wirkung, nicht aber wodurch diese
hervorgerufen wurde: ob eine einzelne Substanz, ein Gemisch oder andere Ursachen
vorliegen. Der Ansatz ermdglicht eine schnelle ,,Ja / Nein*“ Antwort auf die Frage, ob
der untersuchte Organismus mit oestrogen wirksamen Substanzen in Kontakt

gekommen ist.

4.4 Microarray-Experimente

Die Verdanderungen im Genexpressionsmuster von ménnlichen adulten Zebrabérblingen,
die mit 500 ng/l E2, 1.000 pg/l BPA und 5.000 pg/l Genistein exponiert wurden,

wurden mit Microarray-Experimenten erfasst. AnschlieBend wurde eine Liste der
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regulierten Gene fiir jede Chemikalie erstellt. Insgesamt wurden 211 Gene durch E2,
231 durch Genistein und 47 durch BPA in ihrer Expression reguliert.

Von allen drei Chemikalien am stérksten reguliert wurde die Expression der Gene,
die fiir verschiedene Vitellogenin-Proteine kodieren. Dies zeigt, wie sensitiv das
endokrine System ist. Bislang sind sieben verschiedene Vitellogenin-Gene bekannt
(Wang et al., 2000), fiinf davon werden in ihrer Expression von allen drei getesteten
Chemikalien hochreguliert. Es fdllt auf, dass E2 den stdrksten Einfluss auf deren
Expression hat, BPA den schwichsten. Die oestrogene Wirkung von BPA ist deutlich
zu erkennen, jedoch wesentlich schwicher als die von Genistein oder E2. Grundsétzlich
wurde gezeigt, dass sich Vitellogenin sehr gut als Marker auf Transkriptomebene
eignet.

Die Expression von vtg/ wurde lediglich von E2 und Genistein hochreguliert,
nicht aber von BPA. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der qPCR-
Experimente, durch die eine signifikante Erh6hung der Expression von vtg/ durch BPA
bei 2.000 pg/l festgestellt wurde. Wang et al. (2005) verdffentlichten die Sequenzen
mehrerer Vitellogenin Gene, und es zeigte sich beim Abgleich der verwendeten Primer
Sequenzen, dass die verwendete forward-Sequenz fiir vtg/ zu 100 % zu der Basenfolge
von vtg7 komplementér ist, die reverse-Sequenz zu 94 %. Durch die verwendeten
Primer wurde also nicht nur ein Abschnitt des vtg/ Gens amplifiziert, sondern auch die
mehrerer anderer Vitellogenin Gene. Dies konnte auch den starken Anstieg in der
Expression erkldren, der bei den Microarray-Experimenten geringer war. Nachdem dies
aber sowohl bei den Kontrollen als auch bei den exponierten Tieren geschah, verfalscht
dies nicht das Ergebnis der qPCR-Experimente, zumal es Zweck dieser Experimente
war, oestrogene Effekte zu messen, was durch Messen der Expression mehrerer
Vitellogenin-Gene erfolgen kann, wie Tabelle 11 zeigt.

Alle drei Chemikalien sind beim Zebrabarbling in der Lage, die Expression von
Genen zu regulieren, die an der Entwicklung des Embryos beteiligt sind. Brion et al.
(2004) zeigten die Auswirkungen von E2 auf die Entwicklung der Embryonen, die mit
100 ng/l E2 exponiert wurden. Die auffilligste Auswirkung war dabei ein Verschieben
des Geschlechterverhiltnisses zu Gunsten der weiblichen Tiere. Auch das
Phytooestrogen Genistein regulierte die Expression von Entwicklungsgenen. Dies ist
eine mogliche Erkldrung fiir die Hochregulierung der zona pellucida-Gene, die fiir
Bausteine der Eihiille kodieren. Nachdem die Tiere in ihrem natiirlichen Lebensraum

immer wieder Phytooestrogenen ausgesetzt sind, konnte im Laufe der Zeit ein
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Schutzmechanismus gegen eine entsprechende Exposition entwickelt worden sein: die
Eihiille wurde verstiarkt. So konnte die Entwicklung der Embryonen vor Verdnderungen
durch Phytooestrogene geschiitzt werden.

Arukwe et al. (2001) zeigten mittels ELISA-Messungen, dass auch NP in
Regenbogenforellen die Synthese von Eihiillen-Proteinen verstarkt. Nachdem die
Regulierung der zona pellucida-Gene nicht durch E2 oder BPA erfolgte, konnen diese
als Marker zur Detektion bestimmter oestrogen wirksamer endokriner Disruptoren
dienen. Der Marker Vitellogenin differenziert nicht zwischen unterschiedlichen
Oestrogenen, mit den Eihiillen-Proteinen konnte so ein spezifischerer Marker vorliegen.

45 Gene wurden in ihrer Expression durch E2 und Genistein reguliert, davon 24
ETs. Im Gegensatz dazu sind die gemeinsam von E2 und BPA oder Genistein und BPA
regulierten Gene lediglich Vitellogenin-Gene oder gapdh bei E2 und BPA und ein
bislang unbekanntes Gen bei Genistein und BPA. Dies deutet darauf hin, dass E2 und
Genistein eine dhnliche Wirkweise haben, das Xenooestrogen BPA jedoch eine
unterschiedliche. Das et al. (1997) zeigten, dass es einen nicht-Rezeptor-Weg fiir
Oestrogene geben muss, in der Zelle zu wirken. Unterschiede in den Effekten auf das
Expressionsmuster der drei Chemikalien sind mdglicherweise auf unterschiedliche
»dignalwege* zurtickzuflihren.

Die von dem ,,Gene Ontology (GO) Consortium* bereitgestellte Datenbank ist ein
sehr niitzliches Werkzeug, um die Produkte bestimmter Gene einer Zellkomponente,
einer molekularen Funktion oder einem biologischen Prozess zuzuordnen. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden die von den untersuchten Chemikalien regulierten Gene, soweit
moglich, biologischen Prozessen zugeordnet. Auch hier traten wieder einige
Gemeinsamkeiten von E2 und Genistein auf, jedoch nur wenige von E2 und BPA oder
Genistein und BPA. Dies untermauert die Annahme, dass BPA seine oestrogene
Wirkung anders hervorruft als E2 oder Genistein.

Auffillig ist, dass drei durch Genistein in ihrer Expression herabregulierte Gene
der Blutgerinnung zugeordnet wurden. Vielleicht ist dies einer der
gesundheitsfordernden Aspekte des Phytooestrogens, der Genistein den Einzug in
Apotheken als Nahrungserginzungsmittel ermoglichte.

Die Gesamt-Genom-Microarrays bieten einen komfortablen Weg, um sich iiber
die Verinderungen im Expressionsmuster einen Uberblick zu verschaffen. Im
Gegensatz zu den qPCR-Experimenten wird mittels Microarrays also nicht die

Expression eines einzelnen Gens untersucht, sondern die von vielen, in diesem Falle
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von 14.067. Bei dieser groBen Anzahl von immobilisierten Sonden auf dem Array-Chip
bietet sich die Normalisierung iiber die Gesamtzahl der Gene an, da man davon ausgeht,
dass der grofite Teil der Gene nicht reguliert wird. Anders sieht das bei Arrays aus, bei
denen man eine geringere Anzahl von Sonden selbst immobilisiert. Hier muss eine
bestimmte Anzahl von Housekeeping-Genen immobilisiert werden, iiber die dann
normalisiert werden kann. Die vorliegenden qPCR Ergebnisse zeigen aber, dass
Schwankungen der Expression durchaus vorliegen und die Gene nicht stidndig auf einem
gleichbleibenden Niveau exprimiert werden. Diese Schwankungen sind zwar so gering,
dass sie das Ergebnis nicht verfialschen, wenn man die Expression eines Markergens
untersucht, jedoch erschweren sie das Auffinden von Genen, die nur schwach reguliert
werden. Als Losung dieses Problems bei Microarrays mit geringer Sondenzahl bietet
sich das Normalisieren iiber spezielle Normalisierungssonden an, die von einem

anderen Organismus stammen.

4.5 Gefahrdung durch oestrogen wirksame endokrine

Disruptoren

Eine Gefihrdung fiir Mensch (Andersson und Skakkebaek, 1999) und Tier (vgl. 1., S.
9ff.) durch oestrogen wirksame endokrine Disruptoren liegt vor. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass oestrogen wirksame Chemikalien wie E2, BPA oder Genistein nicht
nur in den Metabolismus regulatorisch eingreifen, sondern auch Entwicklungsvorgédnge
steuern konnen. Das Regulieren der Expression von Genen, deren Produkte an der
Entwicklung beteiligt sind, zeigt, dass oestrogen wirksame Substanzen nicht nur in
juvenilen Organismen die Entwicklung verdndern, sondern auch in Adulten diese erneut
aktivieren konnen.

Fiir die eingangs erwidhnten Beispiele fiir die Bedrohung ganzer Populationen
konnten im Rahmen dieser Arbeit Belege gesammelt werden, wie oestrogen wirksame
Substanzen diese Effekte erzielen. Das Regulieren von Entwicklungsgenen wie den
homeo box-Genen, die von allen drei Chemikalien reguliert wurden, konnte fiir das
Verschieben des Geschlechterverhiltnisses verantwortlich sein.

Es ist bekannt, dass pridnatale Exposition mit natiirlichen und synthetischen
Oestrogenen zu verschiedenen Krebserkrankungen bei Mensch und Tier fiihren kann
(Birnbaum und Fenton, 2003). In diesem Zusammenhang ist es auffillig, dass einige der

durch E2 und Genistein regulierten Gene GOs zugewiesen wurden, die mit der
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Zellzyklusregulation oder DNA-Replikation in Verbindung stehen. Der Verdacht liegt
nahe, dass diese Verdnderungen spéter zu irreparablen Schiden an der Zelle fiihren.

Es lassen sich auch direkte Hinweise auf eine Kanzerogenitit finden: das Gen
ctnnb?2, kodierend fiir beta-catenin 2, wurde in seiner Expression um den Faktor 17,8
durch E2 hochreguliert. Fritsch et al. (2006) zeigten kiirzlich, dass beta-catenine in
Tumorzellen von Keimbahntumoren stark exprimiert werden und im Zellkern
akkumulieren. Dort agieren beta-catenine vermutlich als Transkriptionsfaktoren (Huber
et al., 1996).

Auch bei den Chemikalien Genistein und BPA lassen sich Hinweise auf eine
Kanzerogenitdt finden. Durch BPA wird die Expression von octl hochreguliert. octl
wird in MCF7-Zellinien iibermdBig stark exprimiert (Jin et al., 1999). Bei den durch
Genistein regulierten Genen lassen sich mehrere prominente Marker fiir Krebs finden.
Beispiele hierfiir sind XM _688865.1, das fiir ein Protein kodiert, das dem NKX2-
Protein dhnelt oder Cyclin A, das um den Faktor 3 hochreguliert wurde. NKX2 dient als
Marker fiir humane Lungenkarzinome (Kang et al., 2004) und Cyclin A fiir humane
Brustkarzinome (Husdal et al., 2006).

Die Gefdhrdung geht also nicht nur von den negativen Effekten auf die
Reproduktion aus, sondern auch von zelluliren Effekten, von denen viele auf
Kanzerogenitit der endokrinen Disruptoren mit oestrogener Wirkung deuten.

Die in der Umwelt tatséchlich gemessenen Konzentrationen sind niedriger als die
in den durchgefiihrten Experimenten verwendeten Konzentrationen (vgl. Tabelle 17, S.
74). Jedoch handelt es sich in der Natur um Expositionen mit Mischungen von mehreren
oestrogen wirksamen Chemikalien und um eine zumeist lebenslange Expositionsdauer.
Somit ist anzunehmen, dass die beschriebenen Auswirkungen in unterschiedlichem
Ausmal auch in der Umwelt zu finden sind.

Wirbeltiere sind stdndig oestrogen wirksamen endokrinen Disruptoren ausgesetzt.
Tabelle 17 (S. 74) zeigt, dass diese in verschiedenen Mischungen bereits Teil des
Oberflachenwassers sind. Der Mensch ist nicht nur iiber das Trinkwasser exponiert. So
findet EE2 Verwendung in Kontrazeptiva und BPA in der Plastikmanufaktur. BPA
findet sich in Lebensmittelverpackungen wie in Mikrowellengeschirr, das bedeutet, dass
der Mensch tiglich mit oestrogen wirksamen Chemikalien in Kontakt kommt.

Die Tatsache, dass die Expression mehrerer Vitellogenin-Gene durch E2, BPA
und Genistein hochreguliert wurde, zeigt, dass das endokrine System sehr fein justiert

ist und auf relative geringe Konzentrationen oestrogen wirksamer Substanzen reagiert.
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Es bleibt die Frage, was man tun konnte, um diese Gefdhrdung zu verringern. Alum et
al. (2004) versuchten, E2, EE2 und BPA mit Chlor und Ozon zu oxidieren. Dabei
zeigten sie, dass bereits nach 10 miniitiger Ozonbehandlung des Wassers weniger als
25 % der urspriinglichen endokrinen Disruptoren messbar waren. Eine Behandlung von
Kldranlagenabwasser mit Ozon wird bereits in Einzelfillen angewendet (Falconer,
2006) und ist fiir Ballungszentren auch angebracht. Denkbar ist auch eine Filterung des
Abwassers iliber Aktivkohle, um organische Substanzen zu binden. Es ist also moglich,
das Vorkommen von endokrinen Disruptoren in der Umwelt zu reduzieren und somit

auch die Gefahrdung von Wirbeltieren.
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5 Zusammenfassung

Endokrine Disruptoren mit oestrogener Wirkung sind in vielen Gewéssern in
Mischungen nachweisbar. Dazu gehdren verschiedene Vetreter der vier Klassen
endogene Oestrogene, Phyto- und Mykooestrogene, synthetische und Xenooestrogene.
Es ist zwar bekannt, dass diese Substanzen in hoheren Konzentrationen die Féhigkeit
zur Reproduktion beeintriachtigen und den Bestand von diversen Wirbeltierpopulationen
gefdhrden, iliber die genauen Effekte auf das Expressionsmuster von Individuen ist
hingegen wenig bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden ménnliche, adulte Zebrabdrblinge
(Danio rerio) mit 17B-Oestradiol, Bisphenol A, Genistein, Nonylphenol und
Ethinyloestradiol fiir elf Tage exponiert. Nach der Exposition wurde aus den Lebern der
Fische die RNA extrahiert und in cDNA revers transkribiert.

Zum Erfassen der Expressionsverdnderung einzelner Markergene im
Zebrabirbling diente die quantitative PCR, die es ermdglichte, die Expressionsdnderung
dieses Gens mit der Expression von nicht-regulierten Referenzgenen zu vergleichen.
Mit diesem Ansatz konnte gezeigt werden, dass die Expression des Markergens vigl/,
kodierend fiir das Eidottervorlduferprotein Vitellogenin, in méannlichen Tieren durch
folgende Chemikalien signifikant verstarkt wurde: 17B-Oestradiol (200 ng/l), Bisphenol
A (2.000 pg/l), Genistein (5.000 pg/l) und Ethinyloestradiol (30 ng/1).

Zur Erfassung von Genexpressionsmusterdnderungen im Bereich des gesamten
Genoms wurden Microarray-Experimente mit 14.067 auf Objekttragern immobilisierten
Sonden durchgefiihrt. Dabei wurde die fluoreszenzmarkierte cDNA von Kontrolltieren
und exponierten Tieren (17B-Oestradiol, 500 ng/l; Bisphenol A, 1.000 ug/l; Genistein,
5.000 pg/l) mit diesen Sonden hybridisiert. Nach der statistischen Auswertung der
gewonnen Daten wurden die in ihrer Expression regulierten Gene analysiert und
verschiedenen biologischen Prozessen zugeordnet. Dabei fand die Datenbank der ,,Gene
Ontologies* (GO) Verwendung. Es stellte sich heraus, dass sich die Effekte von 17f3-
Oestradiol und Genistein dhneln, Bisphenol A hingegen nur schwache und dazu
unterschiedliche Effekte bewirkte. Die Mehrzahl der regulierten Gene kodieren fiir
Proteine, die im Metabolismus eine Rolle spielen. Neben einigen Genen, die in der
Entwicklung eine Rolle spielen, wurden mehrere Gene in ihrer Expression reguliert, die
in der Human- und Veterindrmedizin als Marker fiir die Diagnose und Therapie von

Krebs genutzt werden.
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Anhang A

Liste mit allen hoch- und herabregulierten Sequenzen nach der Exposition mit E2.

Kodiert fiir Kiirzel Accession fc p - Wert
Nummer

ETs hochreguliert

vitellogenin 2 vtg2 AY729644.1 44533  1,51E-08
vitellogenin 7 mRNA, partial cds vtg7 AY729649.1 44237  9,23E-09
vitellogenin 5 vtgs NM_001025189.1 410,51 4,21E-09
vitellogenin 1 vitgl AY034146.1 283,53  2,25E-08
vitellogenin 6 vtg6 XM_682549.1 248,46 1,45E-08
nicotinamide nucleotide transhydrogenase nnt NM _214756.1 94,13  7,72E-07
receptor interacting protein kinase 5 ripk5 NM_205627.2 63,55 8,95E-05
homeo box A3a hoxa3a NM 131534.1 31,01 1,51E-06
pdgfa associated protein 1 pdapl NM 200210.1 24,93  1,89E-05
carbohydrate (chondroitin) synthase 1 chysl NM 212678.1 20,66  9,86E-05
nuclear receptor subfamily 1, group d, wnridl NM 205729.1 18,61 4,42E-04
member 1

catenin beta 2 ctnnb2 BC056276.1 17,82  3,60E-06
forkhead box P2 Jfoxp2 NM_001030082.1 17,65 4,88E-05
THO complex 2 thoc2 NM_001003847.1 16,15 5,15E-04
1(3)mbt-like 2 (Drosophila) 13mbti2 NM 200032.1 14,90  4,79E-06
excision repair cross-complementing rodent ercc3 NM 201582.1 12,95 5,59E-04
repair deficiency, complementation group 3

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, dnajall NM_199662.1 9,94  9,08E-05
member 1, like

vitellogenin 3, phosvitinless vtg3 AF254638.1 9,76  3,43E-04
nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity nfats NM_199895.1 9,39 3,13E-04
-responsive

cyclin B2 ccnb?2 NM 199430.1 8,73 2,19E-05
nothepsin nots NM 131804.1 6,82 2,97E-05
estrogen receptor 1 esrl NM 152959.1 6,66 3,59E-04

TBC1 domain family, member 7 theld7 NM_200777.1 5,97 3,16E-03
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Kodiert fiir Kiirzel Accession fc p - Wert
Nummer
activin A receptor, type 1B acvrlb NM 130990.1 5,88 3,12E-03
decapentaplegic and Vg-related 1 dvrl NM_130948.1 5,74  3,30E-04
integrin betal subunit-like protein 2 itghl NM_001034987.1 5,05 1,83E-05
forkhead box A2 foxa2 NM_130949.1 4,59 1,33E-02
S-adenosylhomocysteine hydrolase-like 2 aheyl? NM_201340.1 4,31 2,50E-02
tumor protein p73-like tp731 BC076530.1 427 8,44E-03
eukaryotic translation termination factor 1 etfl NM 201460.2 4,26  9,53E-06
cleavage and polyadenylation specific factor cpsf AY648799.1 4,13  1,65E-05
1
heat shock 60kD protein 1 (chaperonin) hspd1 NM 181330.3 4,03 1,53E-02
guanine nucleotide binding protein (G gnbl! NM 213481.1 3,86  8,89E-05
protein), beta polypeptide 1, like
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase hibadh NM_201160.1 3,49 1,39E-02
mesoderm posterior b mespb NM 131552.1 3,36 8,05E-04
reticulon 1 rtnl BC071446.1 3,33  1,07E-03
jagged 2 jag2 AF229450.1 3,18  2,16E-02
dermatan sulfate proteoglycan 3 dspg3 NM _001017903.1 3,18 6,42E-04
Rac GTPase-activating protein 1 racgapl NM 199631.1 3,09 2,68E-03
valosin containing protein vep NM 201481.1 3,03 3,18E-04
homeo box A2b hoxa2b NM 131106.1 2,68 3,36E-02
ephrin A2 efna2 BC080234.1 2,57 4,68E-02
vitellogenin 2 vtg2 XM 682944.1 2,41  4,92E-03
engrailed 1b englb AF071237.1 2,33 2,40E-02
pleckstrin homology domain containing, plekhal NM_213436.1 2,28 1,11E-03
family A (phosphoinositide binding specific)
member 1
talin 1 tinl NM_001009560.1 2,23 6,36E-03
protein inhibitor of activated STAT, 4 pias4 NM_213403.2 2,11 2,90E-02
FK506 binding protein 11 fkbpll NM 001012249.1 2,11 5,87E-03
CDKS5 regulatory subunit associated protein  cdkall NM_ 200627.1 2,06 8,59E-03

1-like 1
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TCs hochreguliert

similar to vitellogenin LOC557092 XM 680074.1 159,18 1,11E-06

7gc:92055 7gc:92055 NM_001007768.1 43,46  3,58E-06

similar to myosin containing PDZ domain LOC559005 XM 682299.1 33,40 1,30E-04

Zebrafish DNA sequence from clone AL935053.6 28,78  9,68E-06

CH211-162M14, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX901973.12 28,39 2,76E-04

DKEY-26L17 in linkage group 3, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX640593.8 24,06 2,96E-06

DKEY-183C16 in linkage group 4, complete

sequence

zgc:56425 7gc:56425 NM_199989.1 18,52  8,98E-05

Zebrafish DNA sequence from clone BX545848.23 17,12 4,35E-05

DKEY-8019 in linkage group 20 Contains

the gene for a novel protein (zgc:63746), the

gene for a novel protein (zgc:55614), the

gene for the 5' end of a novel protein similar

to mouse and human cyclin-dependent

kinase (CDC2-like) 11 (CDK11), the gene

for a novel protein similar to vertebrate

mitogen-activated protein kinase kinase

kinase 5 (MAP3KS5), a novel gene and

eleven CpG islands, complete sequence

zgc:109973 zgc:109973  NM_001020540.1 16,08 6,82E-04

similar to vitellogenin 3 precursor LOC565509 XM 688789.1 15,93 4,43E-06

Zebrafish DNA sequence from clone BX682558.6 14,65 4,31E-04

DKEY-225F5 in linkage group 3, complete

sequence

similar to Forkhead box protein P1 LOC564127 XM _687486.1 13,15 1,75E-04

similar to vitellogenin 1 LOC559475 XM 686219.1 12,00 4,24E-04

zgc:123049 zgc:123049  BC086809.1 11,05 3,31E-04

7gc:63647 7gc:63647 NM_201077.1 10,65 8,78E-05

zgc:110689 zgc:110689  NM_001020477.1 10,50 4,06E-03

similar to tuberous sclerosis 2 LOC567524 XM 690820.1 10,41 2,74E-03

zgc:109868 zgc:109868  NM 001017824.1 10,20  1,59E-05

zgc:100913 zgc:100913  NM_001003751.1 9,86 4,44E-03
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Zebrafish DNA sequence from clone BX640507.8 8,95 5,22E-03

DKEY-9701 in linkage group 14, complete

sequence

similar to WNK lysine deficient protein LOCS557091 XM 680072.1 8,93 4,60E-03

kinase 4

Zebrafish DNA sequence from clone AL929032.10 8,84 5,08E-04

DKEY-4C23 in linkage group 22, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR388075.14 6,67 1,69E-04

DKEY-223L3 in linkage group 4, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX927163.31 6,09 6,70E-05

DKEY-126A1 in linkage group 22,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR626888.9 5,89  1,44E-04

CH211-250B7 in linkage group 16,

complete sequence

7gc:55456 7gc:55456 NM_197942.1 5,47 4,39E-03

zgc:77836 zgc: 77836 NM_213196.1 4,77 2,28E-03

zgc:112538 zge:112538  NM_001017741.2 4,53 1,16E-03

similar to tensin-like SH2 domain CH211- XM _693973.1 4,47 8,57E-03

containing 1 191A24.2

similar to RAN binding protein 5 LOC569455 XM 692846.1 4,09 1,18E-02

Danio rerio clone CH211-218M15, AC144711.2 4,07 1,51E-03

complete sequence

zgc:56142 7gc:56142 NM_213003.1 4,00 7,95E-03

Zebrafish DNA sequence from clone BX004832.9 3,81 3,69E-03

CH211-89M19, complete sequence

7gc:63663 7gc:63663 NM_200614.1 3,76 5,17E-03

Zebrafish DNA sequence from clone CR450820.5 3,73 1,88E-04

CH211-209J18 in linkage group 12,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR354383.8 3,71  7,28E-07

CH211-12307 in linkage group 21,

complete sequence

similar to Tumor necrosis factor-inducible LOC567311 XM_690606.1 3,71 1,56E-03

protein TSG-6 precursor (TNF-stimulated
gene 6 protein) (Hyaluronate-binding
protein)
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zgc:110312 zge:110312  NM_001020583.1 3,70  8,26E-04

Zebrafish DNA sequence from clone CR381676.9 3,46 1,32E-03

CH211-11J2 in linkage group 7, complete

sequence

similar to alpha-2-macroglobulin-1 LOC567732 XM 691032.1 341 7,06E-03

Zebrafish DNA sequence from clone BX640522.13 3,37 4,44E-04

CH211-257019 in linkage group 15,

complete sequence

similar to mKIAA1148 protein LOC568810 XM 692165.1 3,29 1,83E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX649282.8 3,10 4,58E-02

DKEYP-3F10 in linkage group 11, complete

sequence

zgc:55652 7gc:55652 NM 199775.1 3,09 1,05E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX571728.14 2,99 1,81E-02

DKEY-21007 in linkage group 6, complete

sequence

similar to ubiquitin specific protease 10 LOC564632 XM 680529.1 2,96  3,40E-04

Zebrafish DNA sequence from clone AL935207.6 2,96 1,88E-02

CH211-251J8, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX649300.4 2,80 4,39E-02

CH211-195116 in linkage group 23,

complete sequence

similar to Putative eukaryotic translation LOC562666 XM 686041.1 2,75  3,48E-02

initiation factor 3 subunit (eIF-3)

zgc:77407 zgc:77407 NM_213266.1 2,73 1,98E-02

similar to putative protein, with a coiled LOCS571179 XM _694744.1 2,67 3,76E-03

coil-4 domain, of bilaterial origin (4H869)

zge:112431 zge:112431  NM_001017782.1 2,56  1,24E-02

hypothetical protein LOC554662 LOCS554662 XM 697410.1 2,50 1,62E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX470088.11 2,26  3,02E-02

DKEY-171E12 in linkage group 7, complete

sequence

similar to Family with sequence similarity LOC563470 XM 686831.1 2,25 1,21E-02

63, member A

zgc:110658 zgc:110658  NM _001017879.1 2,21  3,40E-03
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Zebrafish DNA sequence from clone AL672176.10 2,20  1,97E-02

BUSMI1-12F11 in linkage group 19

Contains the 3' part of the rxrb gene for

retinoid x receptor beta, a novel gene, the

collla2 gene for collagen type XI alpha-2,

the fabgl gene for FabG (beta-ketoacyl-

[acyl-carrier-protein] reductase, E. coli) like,

and the 3' part of the brd2 gene for

bromodomain-containing protein 2,

complete sequence

similar to alpha-2-macroglobulin-1 LOC568842 XM 692198.1 2,07 3,67E-02

zgc:55283 zgc:55283 NM 200997.1 2,05 1,21E-06

similar to sodium-calcium exchanger LOC557499 XM 680579.1 2,02 1,30E-02

ETs herabreguliert

hemopexin hpx XM 686594.1 -4,84  5,04E-04

aldolase b, fructose-bisphosphate aldob NM _194367.3 -4,58 1,59E-02

glutathione peroxidase 4a gpxda NM_001007282.1 -3,93  3,43E-02

fatty acid binding protein 10, liver basic fabpl0 NM 152960.1 -3,35  2,06E-02

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  gapdh BC095386.1 -3,32  2,05E-02

bactin2 bactin2 NM_181601.3 -3,31  8,63E-03

ferritin, heavy polypeptide 1 fthl NM 131585.1 -3,24  4,81E-02

alcohol dehydrogenase 8a adh8a NM _001001946.1 -3,07  1,69E-02

actin, alpha 1, skeletal muscle actal NM 131591.1 -3,06  1,17E-02

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, serpinal NM_001013259.1 -3,05 3,27E-02

clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin),

member 1

wdr45 like wdr451 NM_200240.1 -2,95  1,93E-03

signal peptid peptidase 3 sppl3 NM _001015068.1 -2,84  2,43E-02

trypsin try AJ297822.1 -2,77  3,08E-02

midkine-related growth factor mdka NM_131070.2 -2,71  9,63E-03

fatty acid binding protein 2, intestinal fabp2 AY266452.1 -2,69  2,32E-02

glyceraldehyde-3-phosphatase gapdhs NM 213094.1 -2,64  3,55E-02

dehydrogenase, spermatogenic

polymerase (RNA) III (DNA directed) polr3e NM 212754.1 -2,61  1,67E-02

polypeptide E
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ras homolog gene family, member E arhe NM 199522.1 -2,54  9,96E-03
neurocan ncan AB127940.1 -2,48  2,32E-02
casein kinase 1, delta like csnkldl NM_199583.1 -2,46  7,92E-03
keratin 18 krt18 NM 178437.2 -2,42  4,40E-02
membrane associated guanylate kinase, WW  magil NM_001007063.1 -2,40  2,51E-02
and PDZ domain containing 1
SRB7 suppressor of RNA polymerase B surb7 NM 213423.1 -2,38  2,76E-03
homolog (yeast)
carboxypeptidase A cpa NM_199271.1 -2,36  4,87E-03
ba2 globin, like ba2l BC076356.1 -2,35  4,75E-02
MYC binding protein 2 mycbp2 NM 001012247.1 -2,34  1,10E-02
SEC6-like 1 (S. cerevisiae) sec6l1 NM 212715.1 -2,33  1,02E-02
retinol binding protein 2a, cellular rbp2a NM_153004.1 -2,32  4,54E-02
polymerase (DNA directed), epsilon 2 pole2 NM_173246.1 -2,32  2,70E-02
elastase 2 like ela2l NM 212835.1 -2,31  4,05E-02
MYST histone acetyltransferase 2 myst2 NM 212635.1 -2,30  1,56E-02
adiponectin receptor 1b adiporlb NM 213500.1 -2,28  6,81E-03
bactinl bactinl NM 131031.1 -2,28  3,37E-02
tubulin, alpha 7 like tuba7l NM_001002230.1 -2,27  6,01E-04
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, serpincl NM 182863.1 -2,25  4,36E-02
clade C (antithrombin), member 1
fatty acid binding protein 1b fabplb NM 001024651.1 -2,24  4,40E-02
chimerin (chimaerin) 1 chnl NM 213000.1 -2,24  1,59E-02
chromodomain helicase DNA binding chdl! NM_200313.1 -2,22 1,77E-02
protein 1-like
SWI/SNF related, matrix associated, actin smarca4 NM_181603.1 -2,21  3,84E-03
dependent regulator of chromatin, subfamily
a, member 4
diencephalon/mesencephalon homeobox 1 dmbx1 AF398526.1 -2,19  1,08E-02
glycogen synthase kinase 3 alpha gsk3a NM 131390.2 -2,13  2,05E-02
sine oculis homeobox homolog 4.2 six4.2 NM 131718.1 -2,09  1,35E-02
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GATA-binding protein 2 gata? NM _131233.1 -2,09  1,57E-04

aryl hydrocarbon receptor la ahrla NM 131028.1 -2,07  2,01E-02

glutamate receptor, ionotropic, AMPA 3.1 gria3.l NM 198339.1 -2,06 2,62E-03

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide dhx15 XM _693517.1 -2,04  6,37E-04

15

amylase, alpha 2A amy2a NM 213011.1 -2,03  2,03E-03

zic family member 2 (odd-paired homolog, zic2b NM 001001820.1 -2,02  1,37E-02

Drosophila) b

glutathione S-transferase pi gstpl NM 131734.2 -2,02  3,25E-02

ictacalcin icn NM 212761.1 -2,02  3,11E-02

myosin Vla myob6a NM 001004111.1 -2,00  2,19E-03

TCs herabreguliert

Zebrafish DNA sequence from clone BX001030.7 -4,16  1,46E-02

CH211-234P6 in linkage group 24, complete

sequence

enolase 1 enol NM 212722.1 -3,98  1,94E-03

zgc:103710 zgc:103710 NM _001008582.1 -3,21  2,19E-02

zgc:63517 zgc:63517 NM _200876.1 -3,13  2,02E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX511021.9 -3,08  2,99E-02

DKEY-16P21 in linkage group 3, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX004819.11 -3,01  6,38E-03

CH211-208B16 in linkage group &,

complete sequence

zgc:92479 zgc:92479 NM_001003489.1 -2,93  2,11E-02

similar to Zinc finger homeobox protein 1b  LOC563104 XM_686470.1 -2,90 1,37E-02

(Smad interacting protein 1) (SMADIP1)

zgc:123027 zgc:123027  NM 001012480.1 -2,85  4,26E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX511010.5 -2,74  3,63E-03

CH211-79L20 in linkage group 16,

complete sequence

similar to Attractin precursor (Mahogany LOC571748 XM _695369.1 -2,72  2,44E-02

homolog) (DPPT-L)

Zebrafish DNA sequence from clone CR753899.5 -2,71  6,77E-03

DKEY-267F18 in linkage group 5, complete
sequence
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similar to kinesin family member 1B LOCS562945 XM 686311.1 -2,63  1,49E-02

isoform alpha

7gc:55856 7gc:55856 NM_200235.1 -2,60  3,00E-04

similar to  7-transmembrane receptor LOCS557384 XM 680438.1 -2,59  2,65E-02

frizzled-1

Zebrafish DNA sequence from clone CR376756.10 -2,57  7,85E-03

CH211-87A15 in linkage group 23,

complete sequence

similar to glutathione S-transferase LOC564619 XM 687953.1 -2,54  4,20E-03

similar to ATP synthase beta-subunit LOC571176 XM _694742.1 -2,51  4,50E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX890565.9 -2,43  426E-02

CH211-250G22, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR847939.13 2,41  6,31E-03

CH211-26211 in linkage group 11, complete

sequence

similar to chymotrypsinogen B1 LOC562139 XM 685539.1 -2,37  2,06E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX470114.6 -2,33  1,89E-02

CH211-168G7 in linkage group 4, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR383666.7 -2,33  8,41E-03

DKEY-30H2 in linkage group 2, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CR354435.20 -2,32 4,71E-03

CH211-113A14 in linkage group 25,

complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX323881.7 -2,31  8,40E-03

CH211-274G13 in linkage group 14,

complete sequence

similar to Receptor-type tyrosine-protein LOCS555348 XM 677839.1 -2,29  2,12E-02

phosphatase  kappa precursor (Protein-

tyrosine phosphatase kappa) (R-PTP-kappa)

7gc:92061 7gc:92061 NM_001002383.1 -2,27  3,95E-02

similar to Collagen alpha 1(XIX) chain LOC570837 XM 694359.1 -2,25  3,06E-03

precursor (Collagen alpha 1(Y) chain)

zgc:110585 zgc:110585  NM _001017906.1 -2,24  7,58E-03

similar to Notch 2 LOC559948 XM 683343.1 -2,24  2,32E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CR547121.11 -2,22  1,43E-03

DKEY-118G10 in linkage group 8,
complete sequence
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zgc:91973 7gc:91973 NM_001002658.1 -2,22 2,73E-03

Zebrafish DNA sequence from clone CR388121.11 -2,22  2,24E-03

DKEY-161FS5 in linkage group 15, complete

sequence

zgc:92631 7gc:92631 NM_001002695.1 -2,20  4,06E-02

7gc:66198 7gc:66198 NM_199554.1 -2,16  3,15E-02

zge:64115 zgc:64115 NM 213136.1 -2,15  1,67E-02

Zebrafish DNA sequence from clone BX539313.4 -2,13  4,00E-02

DKEYP-84F3 in linkage group 16, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone BX927202.7 -2,11 2,13E-03

CH211-275P14 in linkage group 8, complete

sequence

similar to Col9a3-prov protein LOC567110 XM 690399.1 -2,10  8,65E-03

similar to basic transcription factor 3 LOC556625 XM 678080.1 -2,09  2,69E-02

similar to WW domain containing E3 LOC570676 XM 694182.1 -2,08 1,73E-02

ubiquitin protein ligase 1

similar to WD and tetratricopeptide repeats LOC570606 XM 694107.1 -2,07  1,09E-03

1

similar to integrin alpha 11 subunit LOC570776 XM 694293.1 -2,06 1,27E-03

similar to Ubiquitin carboxyl-terminal LOC569730 XM 693133.1 -2,06  4,62E-03

hydrolase 24 (Ubiquitin thiolesterase 24)

(Ubiquitin-specific processing protease 24)

(Deubiquitinating enzyme 24)

similar to SMC2 protein LOC563640 XM 686996.1 -2,04  4,54E-03

zgc:64091 7gc:64091 NM_213146.1 -2,03  1,10E-02

7gc:63744 7gc:63744 BC054136.1 -2,02  2,29E-02

similar to ubiquitin specific protease 8 LOC565434 XM 688719.1 -2,02  8,25E-04

Zebrafish DNA sequence from clone BX324223.23 -2,02  1,29E-03

CH211-217F24 in linkage group 21,

complete sequence

zgc:55705 zgc:55705 NM_213078.1 -2,02  1,52E-03

similar to Dimethylglycine dehydrogenase, LOC566241 XM 689510.1 -2,02  4,59E-02

mitochondrial precursor (ME2GLYDH)
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Anhang B

Liste mit allen hoch- und herabregulierten Sequenzen nach der Exposition mit

Genistein.
Kodiert fiir Symbol Accession fc p-Wert
Nummer
ETs hochreguliert
vitellogenin 5 vtg5 NM_001025189.1 91,35 7,58E-06
vitellogenin 7 mRNA, partial cds vig7 AY729649.1 85,45 1,28E-06
vitellogenin 1 vigl AY034146.1 33,81 2,42E-04
vitellogenin 2 vitg2 AY729644.1 13,56 1,18E-04
vitellogenin 6 vtg6 XM_682549.1 13,35 4,48E-05
zona pellucida glycoprotein 3 b zp3b NM 131696.1 8,15 3,86E-02
zona pellucida glycoprotein 2.4 zp2.4 NM 131829.1 7,54  3,69E-02
zona pellucida glycoprotein 2.4 zp2.4 BC095596.1 7,27  4,64E-02
zona pellucida glycoprotein 2.2 zp2.2 NM 131827.1 7,15  3,42E-02
zona pellucida glycoprotein 3.2 zp3.2 BC097085.1 5,72 4,82E-02
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial — a#p5s NM_200218.1 5,64 3,96E-02
FO complex, subunit s
linker histone HIM hilm NM_183071.2 5,60  2,93E-02
spastic paraplegia 21 (H. sapiens) spg2l NM 213395.1 5,26 3,83E-02
diacylglycerol o-acyltransferase homolog 1 dgatl NM 199730.1 5,20  4,10E-02
zona pellucida glycoprotein 2 zp2 BC097083.1 4,67 3,31E-02
claudin d cldnd NM_180964.2 4,50 4,86E-02
RAB2, member RAS oncogene family rab2 NM 201454.1 4,07 2,74E-02
adducin 3 (gamma) add3 NM_199663.1 4,06 2,83E-02
sphingomyelin phosphodiesterase 4 smpd4 NM 213355.1 3,77 9,80E-03
clathrin, heavy polypeptide (Hc) cltc NM_001005391.1 3,63  4,04E-02
receptor interacting protein kinase 5 ripk5 NM_205627.2 3,62 1,12E-03
cyclin B2 ccnb?2 NM_199430.1 3,60 3,70E-02
uroporphyrinogen decarboxylase urod NM _131347.1 3,56 4,89E-02
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acid phosphatase 5, tartrate resistant acp$ NM _214773.1 3,43 3,20E-02

nicotinamide nucleotide transhydrogenase nnt NM_214756.1 3,41 2,38E-03

tubulin, beta 2¢ tubb2c NM_198809.1 3,17 8,75E-03

cyclin B1 cenbl NM 131513.1 3,02  4,04E-02

cyclin A2 ccna2 NM 152949.1 3,00 3,57E-02

MBD2 (methyl-CpG-binding protein)-  mizf NM 213424.2 2,98 4,50E-02

interacting zinc finger protein

integral membrane protein 1 itml NM 201458.1 2,96 4,87E-02

WD repeat domain 33 wdr33 NM_001024221.1 2,85  3,02E-02

TAF6 RNA polymerase II, TATA box faf6 NM_001004557.1 2,84  3,60E-02

binding protein (TBP)-associated factor

zinc finger protein 259 znf259 NM 213108.1 2,81 3,23E-02

basic leucine zipper and W2 domains 1 bzwl NM_199708.1 2,80 2,82E-02

MCM4 minichromosome maintenance mcm4 NM_198913.1 2,80 1,51E-02

deficient 4, mitotin (S. cerevisiae)

creatine kinase, brain ckb NM 173222.1 2,80 3,95E-02

v-mos Moloney murine sarcoma viral mos NM_205580.1 2,72 3,83E-02

oncogene homolog

exostoses (multiple) 1a extla NM 001012368.1 2,67 4,60E-02

tumor rejection antigen (gp96) 1 tral NM_198210.2 2,64 4,77E-02

MCM2 minichromosome maintenance mcm?2 NM 173257.1 2,55 1,70E-02

deficient 2, mitotin (S. cerevisiae)

UTP11-like, U3 small nucleolar wutpllil NM 199998.1 2,52 3,63E-02

ribonucleoprotein (yeast)

Capl CAP, adenylate cyclase-associated capl NM_199909.2 2,50 1,47E-02

protein 1

tyrosine  3-monooxygenase/tryptophan  5-  ywhagq NM 201513.1 2,49  2,87E-02

monooxygenase activation protein, theta

polypeptide

cytochrome P450, subfamily XIA, coypllal AF527755.1 2,43 4,99E-02

polypeptide 1

transmembrane 9 superfamily member 3 tm9sf3 NM 213389.1 2,42 5,63E-03

cyclin Al cenal NM _212818.1 2,38 2,32E-02
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GDP dissociation inhibitor 2 gdi2 NM_199655.1 2,38 3,94E-02
H3 histone, family 3A h3f3a NM_212996.1 2,35  5,00E-02
decapentaplegic and Vg-related 1 dvrl NM_130948.1 2,35  3,64E-02
TATA box binding protein like 2 thpl2 NM 214796.1 2,31 8,68E-03
splicing factor, arginine/serine-rich 1 (splicing  sfis/ NM 200593.2 2,30 4,00E-02
factor 2, alternate splicing factor)
hypoxia up-regulated 1 hyoul NM_212703.1 2,29  1,66E-02
translocation associated membrane protein 2 tram2 BC046900.1 2,27 1,44E-02
vitellogenin 3, phosvitinless vtg3 AF254638.1 2,25  2,85E-02
tubulin, gamma complex associated proteins tubgceps NM _001018141.1 2,25 4,08E-02
swelling dependent chloride channel icln BC066713.1 2,23 4,68E-02
RNA guanylyltransferase and 5'-phosphatase ~ rngtt NM _212867.1 2,22 4,30E-02
cthl cthl NM_130939.1 2,22 1,94E-02
cell division cycle 2 cdc2 NM_212564.2 2,21  3,01E-02
proteasome  (prosome, macropain) 26S  psmdl2 NM 201578.1 2,20 3,03E-02
subunit, non-ATPase, 12
SWI/SNF related, matrix associated, actin smarca2 NM 212716.1 2,17  3,43E-02
dependent regulator of chromatin, subfamily
a, member 2
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 dnmtl NM 131189.1 2,17  2,27E-02
four and a half LIM domains fhl NM 199217.1 2,10 4,00E-02
glutamate-cysteine ligase, modifier subunit gclm NM 199845.1 2,09 1,31E-02
cell division cycle 20 homolog cdc20 NM _213080.1 2,07  3,53E-02
inhibitor of growth family, member 5b ing5h NM_001007168.1 2,06 1,96E-02
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L hnrpl NM 213383.1 2,05 7,91E-03
translocase of outer mitochondrial membrane tomm40 NM_199614.1 2,04 1,92E-02
40 homolog (yeast)
LIM-domain binding factor 3, like ldb3 NM 201505.1 2,03  3,74E-02
runt-related transcription factor 1 runxl NM 131603.2 2,01 4,48E-02
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TCs hochreguliert

similar to  dentin  sialophosphoprotein LOCS555353 XM 677844.1 797 2,53E-02

preproprotein

Danio rerio ¢cDNA clone IMAGE:5602480, BC055167.1 6,60 1,97E-02

**%% WARNING: chimeric clone ****

similar to brain-selective kinase 2 isoform LOC564185 XM 687533.1 6,43  4,83E-02

gamma

similar to dentin  sialophosphoprotein LOCS555353 XM 677844.1 6,02 3,61E-02

preproprotein

si:dkeyp-50£7.2 si:dkeyp- NM 212718.1 5,87 4,28E-02
50f7.2

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- CR933103.10 5,38 2,48E-02

147G15 in linkage group 8, complete

sequence

similar to vitellogenin LOC557092 XM_680074.1 5,27 1,62E-03

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- AL954384.11 5,15  4,73E-02

146L13 in linkage group 6, complete

sequence

Danio rerio ¢cDNA clone IMAGE:5602480, BC055167.1 5,13  3,93E-02

*#x% WARNING: chimeric clone ****

similar to putative galactose-binding protein LOC561528 XM 703171.1 5,07  4,96E-02

Zebrafish DNA sequence from clone DKEYP- BX957303.8 491 4,36E-02

116B6 in linkage group 23, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX957344.6 4,78 3,31E-02

129N15 in linkage group 19, complete

sequence

Zv5_scaffold975 Zv5_scaffold975.16 4,77 4,83E-02

similar to  Dihydropteridine  reductase LOC561928 XM 703197.1 4,69 2,66E-02

(HDHPR) (Quinoid dihydropteridine

reductase)

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX001015.5 4,65 3,29E-02

261D18 in linkage group 7, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX629349.6 4,54 4,61E-02

53P9 in linkage group 5, complete sequence

zgc:123174 zge:123174 NM _001037110.1 442 2,62E-02

similar to RNA (guanine-7-) LOC562801 XM 686175.1 439 4,28E-02

methyltransferase
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Danio rerio ¢cDNA clone IMAGE:5777525, BC090813.1 431 4,84E-02

**%* WARNING: chimeric clone ****

similar to SWI/SNF-related, matrix LOC563175 XM _686544.1 428 3,63E-02

associated, actin-dependent regulator of

chromatin subfamily A containing DEAD/H

box 1 (Enhancer trap locus homolog 1) (Etl-1)

similar to zinc finger protein 289, ID1 LOC572425 XM 696138.1 4,25 2,48E-02

regulated

similar to Stathmin (Phosphoprotein p19) LOCS571906 XM 695550.1 4,24  4,19E-02

(pp19) (Oncoprotein 18) (Opl8) (Leukemia-

associated  phosphoprotein  pl8) (ppl7)

(Prosolin) (Metablastin) (Pr22 protein)

zgc:56330 zgc:56330 NM_199683.1 4,12 3,11E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX510923.8 3,87  4,49E-02

214J8 in linkage group 5, complete sequence

zgc:55343 zgc:55343 NM_200252.1 3,76  4,48E-02

zgc:100994 zgc:100994  NM 001003607.1 3,66 2,51E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX293547.6 3,63 4,82E-02

142E24 in linkage group 20, complete

sequence

7gc:66165 zgc:66165 NM 212989.1 3,50 4,79E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- CR450827.5 347 491E-02

112G6 in linkage group 13, complete

sequence

similar to Receptor-type tyrosine-protein LOC555348 XM 677839.1 3,38  2,64E-02

phosphatase kappa precursor (Protein-tyrosine

phosphatase kappa) (R-PTP-kappa)

7gc:92194 7gc:92194 NM_001004588.1 3,25 1,55E-02

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- BX640506.12 3,22 4,12E-02

271E14 in linkage group 12, complete

sequence

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- BX890597.13 3,04 2,09E-02

65F8, complete sequence

similar to Protein KIAA0934 LOC561234 XM 684640.1 2,83 4,87E-02

similar to GCN1 general control of amino- LOC570396 XM 693873.1 2,77 4,37E-02

acid synthesis 1-like 1

similar to Transcription factor IIIA (Factor A) LOC570186 XM 693633.1 2,67 2,36E-02

(TFIIIA)

hypothetical protein LOC570896 LOC570896 XM 694426.1 2,67 3,05E-02
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Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- BX511310.13 2,67 2,96E-02

274M14 in linkage group 23, complete

sequence

similar to ZP2 LOCS555180 XM 677704.1 2,64 1,04E-02

sphingolipid  delta 4  desaturase/C-4 LOC402799 XM 689103.1 2,58 1,78E-02

hydroxylase 2

zgc:56034 zgc:56034 BC065323.1 2,52 3,54E-02

similar to Sulfotransferase 4Al1 (Brain LOC568494 XM 691824.1 2,51 3,84E-02

sulfotransferase-like  protein)  (hBR-STL)

(hBR-STL-1) (Nervous system

sulfotransferase) (NST)

similar to NKX2-8 protein LOC565596 XM 688865.1 2,51 4,72E-02

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- CR753843.8 248 2,85E-02

169H1 in linkage group 14, complete

sequence

7gc:55879 7gc:55879 NM 199875.1 2,47  1,72E-02

zgc:110395 zge:110395  NM 001033107.1 2,40 2,80E-02

zgc:77429 zgc:77429 NM_213262.1 2,40 3,35E-02

Danio rerio, clone IMAGE:5601466, mRNA BC046015.1 2,35  2,80E-02

similar to LOC407679 protein LOC562885 XM 686254.1 2,34 §,94E-03

similar to ATP synthase mitochondrial F1 LOC560253 XM _683647.1 2,28  4,99E-02

complex assembly factor 2

7gc:92148 7gc:92148 NM_001002353.1 2,25  3,26E-02

7gc:66378 7gc:66378 NM_201010.1 2,24 1,80E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX004801.15 2,23 2,11E-02

203K12 in linkage group 22, complete

sequence

zgc:110553 zge:110553 NM 001013550.1 2,20 3,20E-02

similar to Ankyrin repeat domain protein 11 LOCS561805 XM 685205.1 2,16  7,50E-03

(Ankyrin repeat-containing cofactor-1)

similar to Serine/threonine-protein kinase LOC561011 XM _684410.1 2,15  1,36E-02

Pim-3

hypothetical protein LOC562425 LOC562425 XM 685812.1 2,14 4,30E-02

similar to eukaryotic translation initiation LOC572435 XM 696148.1 2,14 1,56E-03

factor 4 gamma, 1 isoform 4
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similar to mitochondrial ribosomal protein LOC560937 XM 684337.1 2,12 2,71E-02

L22

zgc:109957 zgc:109957  NM_001024407.1 2,12 1,99E-02

zgc:101095 zge:101095  NM_001004644.1 2,12 9,25E-03

zgc:66045 7gc:66045 NM 212647.1 2,10  8,05E-03

similar to R31546 1 LOC570545 XM_694040.1 2,09 4,92E-02

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- BX640593.8 2,09 4,34E-02

183C16 in linkage group 4, complete

sequence

zgc:65979 zgc:65979 NM_ 200066.1 2,09 3,94E-02

zgc:77126 zgc:77126 NM 206829.1 2,09  2,59E-02

similar to ATP-dependent metalloprotease LOCS555390 XM 677883.1 2,07 1,44E-03

YMEIL1 (YMEIl-like protein 1) (ATP-

dependent metalloprotease FtsH1)

similar to pyrroline-5-carboxylate synthetase LOC557186 XM 701764.1 2,05 3,68E-02

isoform 1

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX649265.5 2,01  3,55E-02

134G22 in linkage group 16, complete

sequence

zgc:101879 zge:101879  NM_001004673.1 2,01 3,01E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- CR361548.8 2,01 3,44E-02

140M22 in linkage group 1, complete

sequence

ETs herabreguliert

fibrinogen, gamma polypeptide feg NM_213054.1 -5,75  6,39E-03

fibrinogen, B beta polypeptide feb NM_212774.1 -5,48  9,71E-03

complement component c3b c3b XM_688299.1 -5,48  1,59E-03

complement component factor B bf NM 131338.1 -5,27  1,63E-03

hemopexin hpx XM _686594.1 -4,67 1,28E-02

serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade serpinal NM 001013259.1 -4,61  8,89E-03

A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin),

member 1

retinol binding protein 4, plasma rbp4 NM 130920.1 -4,02  2,01E-02

ceruloplasmin cp NM 131802.1 -3,81  7,55E-03
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serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade serpincl NM_182863.1 -3,77 1,98E-03
C (antithrombin), member 1
aldolase b, fructose-bisphosphate aldob NM_194367.3 -3,65 1,22E-02
apolipoprotein A-I apoa NM 131128.1 -3,25  2,50E-02
chaperonin containing TCP1, subunit 8 (theta) cct8 NM 201062.1 -3,10 4,84E-02
coagulation factor II (thrombin) 12 NM_213390.1 -3,08  3,14E-02
alcohol dehydrogenase 8a adh8a NM_001001946.1 -3,07  9,75E-03
complement component bfb bfb NM 131241.1 -3,06  3,98E-03
cytochrome P450, subfamily I1J (arachidonic cyp2ja NM _152954.1 -2,90 2,54E-03
acid epoxygenase) polypeptide a
wdr45 like wdr45l NM_200240.1 -2,79  7,16E-03
selenoprotein P, plasma, 1b sepplb NM_178298.2 -2,71  2,80E-02
membrane associated guanylate kinase, WW  magil NM_001007063.1 -2,67 5,31E-03
and PDZ domain containing 1
midkine-related growth factor mdka NM 131070.2 -2,60  1,38E-02
ras homolog gene family, member E arhe NM 199522.1 -2,56  3,07E-03
keratin 15 krtl5 BC044144.1 -2,52  6,94E-03
HEAT repeat containing 1 heatrl NM 199900.1 -2,50  1,63E-02
keratin 18 krtl8 NM 178437.2 -2,49  1,29E-02
coagulation factor V Al NM _001007208.1 -2,43  7,56E-03
NADH dehydrogenase subunit 5 ND5 AC024175.3 -2,42  8,85E-03
type I cytokeratin, enveloping layer cytl BC065653.1 -2,40  1,14E-02
complement component c3a c3a XM _695286.1 -2,38  3,68E-02
chimerin (chimaerin) 1 chnl NM 213000.1 -2,30  6,89E-03
polymerase (RNA) III (DNA directed) polr3e NM 212754.1 -2,28  2,24E-02
polypeptide E
fatty acid binding protein 10, liver basic fabpl10 NM_152960.1 -2,27  3,57E-02
homogentisate 1,2-dioxygenase hgd NM_152966.1 -2,24  275E-02
diencephalon/mesencephalon homeobox 1 dmbx1 AF398526.1 -2,19  6,53E-03
plasminogen plg NM 201472.1 -2,18  4,43E-02
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splicing factor 3b, subunit 5 sf3b5 AY648771.1 -2,06 7,23E-03

alanine-glyoxylate aminotransferase, like agxtl NM_001002331.1 -2,03  3,76E-02

adiponectin receptor 1b adiporlb NM_213500.1 -2,03  1,07E-02

aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator — arnt2 NM 131674.1 -2,02  8,62E-03

2

TCs herabreguliert

similar to complement C3-H1 LOC571670 XM 695278.1 -6,74 1,11E-03

similar to complement C4-2 LOC562579 XM 685959.1 -5,97 1,30E-03

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX001030.7 -5,48  7,02E-03

234P6 in linkage group 24, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX927315.10 -3,52  8,40E-03

215B16 in linkage group 2, complete

sequence

similar to kinesin family member 1B isoform LOC562945 XM 686311.1 -3,04  2,96E-03

alpha

similar to complement C3-Ql1 LOC567902 XM 691211.1 -3,03  4,19E-02

Danio rerio ¢cDNA clone IMAGE:3817681, BC057487.1 -2,95  2,05E-03

partial cds

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- AL845550.13 -2,88  4,01E-02

121D13 in linkage group 20, complete

sequence

similar to Zinc finger homeobox protein 1b LOC563104 XM _686470.1 -2,87 3,65E-03

(Smad interacting protein 1) (SMADIP1)

similar to Heat shock protein HSP 90-alpha DKEY- CR381646.8 -2,74  6,25E-03

(HSP 86) 241L7.8

Zebrafish DNA sequence from clone CH211- BX005169.18 -2,72  2,98E-02

81D10 in linkage group 14, complete

sequence

similar to alpha-2-macroglobulin-1 LOC568842 XM 692198.1 -2,70  2,35E-02

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- BX511021.9 -2,68  3,05E-02

16P21 in linkage group 3, complete sequence

zgc:77825 zgc:77825 NM _205643.1 -2,66  3,53E-02

zge:123136 zge:123136 NM_205741.1 -2,58  3,13E-02

zgc:92631 zgc:92631 NM_001002695.1 -2,47  1,09E-02

zgc:92061 zgc:92061 NM_001002383.1 -2,44  2,50E-02
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Zebrafish DNA sequence from clone CH211- CR847939.13 -2,43  1,69E-02
26211 in linkage group 11, complete sequence
hypothetical protein LOC553425 LOC553425 BC095066.1 -2,42  1,37E-03
zgc:103471 zgc:103471  NM _001008612.1 -2,40  6,68E-03
Danio rerio mitochondrial genome, complete AC024175.3 -2,39  3,16E-02
sequence
zgc:64091 zgc:64091 NM 213146.1 -2,39  1,63E-03
similar to Receptor-type tyrosine-protein LOC555348 XM 677839.1 -2,35  6,60E-03
phosphatase kappa precursor (Protein-tyrosine
phosphatase kappa) (R-PTP-kappa)
7gc:92903 7gc:92903 NM_001002461.1 -2,31  1,19E-02
similar to complement C4-1 LOC566261 XM 689530.1 -2,31  1,50E-03
7gc:92055 7gc:92055 NM_001007768.1 -2,30  4,13E-03
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- CR388121.11 -2,28  4,35E-03
161FS5 in linkage group 15, complete sequence
7gc:92763 7gc:92763 NM_001002560.1 -2,28  9,97E-03
Zebrafish DNA sequence from clone DKEY- BX005025.16 -2,27  2,67E-02
67K20 in linkage group 8, complete sequence
zgc:91973 zgc:91973 NM_001002658.1 -2,27  1,47E-02
Zebrafish DNA sequence from clone DKEYP- CR735104.7 -2,27  3,96E-03
72G9 in linkage group 21, complete sequence
7gc:92061 7gc:92061 NM_001002383.1 -2,26  2,36E-02
similar to WW domain containing E3 LOC570676 XM _694182.1 -2,26  2,31E-02
ubiquitin protein ligase 1
zgc:64115 zgc:64115 NM _213136.1 -2,23  2,42E-02
similar to Notch 2 LOC559948 XM 683343.1 -2,23  2,04E-02
7gc:92479 7gc:92479 NM_001003489.1 -2,20  2,59E-02
zgc:101640 zgc:101640 NM 001007444.1 -2,19  8,98E-03
zgc:92010 zgc:92010 NM_001003994.1 -2,18  2,53E-02
zgc:85811 zgc:85811 NM 213284.1 2,17 3,62E-02
zgc:92630 7gc:92630 NM_001002696.1 -2,15  4,99E-02
similar to Collagen alpha 1(XIX) chain LOC570837 XM _694359.1 -2,14  1,14E-02

precursor (Collagen alpha 1(Y) chain)
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zgc:112032
similar to tyrosine aminotransferase
similar to Suclg?2 protein

Zebrafish DNA sequence from clone BUSM1-
186F8 in linkage group 7 Contains the
nitrla_3 gene for novel immune-type receptor
la, allele 3, the nitrlc 3 gene for novel
immune-type receptor lc, allele 3, the
nitr2e 1 gene for novel immune-type receptor
2e, allele 1, the nitrlb 2 gene for novel
immune-ype receptor 1b, allele 2, the nitr2a 3
gene for novel immune-type receptor 2a,
allele 3, the nitr2b_1 gene for novel immune-
type receptor 2b, allele 1, the nitrlf 1 gene for
novel immune-type receptor 1f, allele 1, a
novel immune-type receptor 2¢ pseudogene,
the nitr3d 3 gene for novel immune-type
receptor 3d, allele 3, the nitrlh 1 gene for
novel immune-type receptor lh, allele 1, the
nitrld_5 gene for novel immune-type receptor
1d, allele 5 and two novel immune-type
receptor 1 pseudogenes, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CH211-
245D9 in linkage group 1, complete sequence

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-
276L17 in linkage group 14, complete
sequence

Zebrafish DNA sequence from clone CH211-
208B16 in linkage group 8, complete
sequence

zgc:56326

similar to PHD finger protein 20
(Hepatocellular carcinoma-associated antigen
58 homolog)

Danio rerio zgc:123136, mRNA (cDNA clone
MGC:123136 IMAGE:7263187), complete
cds

Zebrafish DNA sequence from clone DKEY-
29F22 in linkage group 14, complete sequence

zgc:112032
LOCS561410

LOC561735

zgc:56326

LOC563332

BC095650.1 -2,14
XM_684816.1 -2,12
XM_685141.1 -2,10

AL591391.5 -2,09

AL929044.17 -2,09

BX537102.13 -2,07

BX004819.11 -2,06

AY398361.1 -2,05

XM_686696.1 -2,04

BC107607.1 -2,02

AL935304.8 -2,01

2,29E-02
1,63E-02
9,87E-04

4,35E-02

1,28E-02

1,58E-02

4,81E-02

1,94E-02

3,16E-02

4,26E-02

4,45E-02
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Anhang C

Liste mit allen hoch- und herabregulierten Sequenzen nach der Exposition mit

Bisphenol A:
Kodiert fiir Kiirzel Accession fc p - Wert

Nummer

ETs hochreguliert
vitellogenin 6 vtg6 XM_682549.1 12,70  1,45E-03
vitellogenin 2 vtg2 AY729644.1 10,79  5,32E-03
vitellogenin 5 vtg5 NM 001025189.1 9,70  2,26E-02
vitellogenin 7 mRNA, partial cds vtg7 AY729649.1 6,63 1,36E-02
octamer-binding transcription factor 1 octl NM_131438.1 3,40 3,81E-02
vitellogenin 3, phosvitinless vtg3 AF254638.1 3,33  3,59E-02
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gapdh BC095386.1 2,64  3,94E-02
ribosomal protein L4 rpl4 NM 213107.1 2,48 1,90E-02
ribosomal protein L18a rpll8a NM_201060.1 2,43 2,74E-02
solute carrier family 25 alpha, member 5 sle25a5 NM 173247.1 2,40 2,85E-02
ggt);etaysr?er? 5 (prosome, - macropain) subunit, ., s NM_131151.1 238 3.92E-02
EBNAI1 binding protein 2-like ebnalbp2l NM_001003840.1 2,34  3,57E-02
phosphoglycerate mutase 1 pgaml BC049404.1 2,27  2,35E-02
ribosomal protein L7a rpl7a NM _200047.1 2,17  4,91E-02
translationally controlled tumor protein tctp NM 198140.1 2,17 2,08E-02
ribosomal protein L24 rpl24 NM 173235.1 2,14 1,09E-02
ribosomal protein L4 rpl4 BC067580.1 2,10 1,84E-02
proliferation-associated 2G4 ,b palg4b NM _212641.2 2,08 5,77E-03
ribosomal protein L13a rpll3a NM 212784.1 2,07 1,16E-02
eukaryotic translation elongation factor 2, like  eef2/ NM_200458.2 2,06 4,87E-02
ribosomal protein S7 rps7 NM _200752.1 2,05 2,71E-02
splicing factor, arginine/serine-rich 1, like sfrsil NM 213015.1 2,03  1,38E-03
discs, large (Drosophila) homolog 1 digl NM_199526.1 2,03  3,01E-02
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im:6892314 im:6892314 NM_001013272.1 3,53 2,13E-02

zgc:123245 zge:123245  NM_001034178.1 2,60 1,00E-02

zgc:103632 zgc:103632 NM _001005953.1 2,49 5,67E-04

im:6892314 im:6892314  BC069831.1 2,45 2,40E-02

7gc:92346 7gc:92346 NM_001002448.1 2,44  3,34E-02

similar to 10 kda Ca(2+)-binding  S-100 | 550070 XM 682144.1 235 2,61E-02

protein _

zgc:92237 zgc:92237 NM_001003728.1 2,29  1,65E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CH211-

146L13 in linkage group 6, complete AL954384.11 2,27  3,79E-02

sequence

2gc:92066 zgc:92066 NM_001002378.1 2,15  3,29E-03

zgc:109934 zge:109934  NM_001020531.1 2,12 2,31E-02

similar to Ferritin heavy chain (Ferritin H

subunit) (Proliferation-inducing gene 15 LOC559768 XM 682988.1 2,04 1,12E-02

protein)

ETs herabreguliert

SWI/SNF related, matrix associated, actin

dependent regulator of chromatin, subfamily smarcel NM 201298.1 -3,24  2,88E-02

e, member 1

neuroglobin ngb NM 131853.1 -2,82  4,54E-02

homeo box AS5a hoxa5a NM 131540.1 -2,56  2,42E-02

myosin, light polypeptide 7, regulatory myl7 NM_131329.2 -2,27  4,34E-02

thioredoxin - domain  containing 4, ., NM_200892.1 2,11 9,53E-03

(endoplasmic reticulum) -

phospholipase A2-activating protein plaa NM 212690.1 -2,02  4,43E-02

TCs herabreguliert

Zebrafjlsh.DNA sequence from clone CH211- BX569779 35 274 1.50B-02

11319 in linkage group 11, complete sequence

zgc:103512 zge:103512  NM _001006016.1 -2,54  3,52E-02

similar to solute carrier family 5, member 7 LOC556699 XM 679550.1 -2,38  8,40E-03
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ANHANG C

Kodiert fiir Kiirzel Accession fc p - Wert
Nummer

Zebraf"lsh' DNA sequence from clone DKEYP- BX571765.6 234 1,63B-03

77GT7 in linkage group 23, complete sequence

similar to CG9351-PA, isoform A LOCS558578 XM 702585.1 -2,31  4,82E-02

Zebrafish DNA sequence from clone CH211-

118E11 in linkage group 18, complete CR759865.13 -2,03  2,43E-02

sequence

similar to non-neuronal splice variant nPTB4 LOC562434 XM 703516.1 -2,02  4,84E-02
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ANHANG D

Anhang D

Liste mit allen hoch- und herabregulierten biologischen Prozessen fiir E2. %: Anteil an

allen regulierten Genen.

Biologischer Prozess Anzahl Gene %
hochreguliert

cellular process 53 51.46%
physiological process 51 49.51%
cellular physiological process 46 44.66%
metabolism 42 40.78%
cellular metabolism 37 35.92%
primary metabolism 36 34.95%
nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism 21 20.39%
regulation of cellular process 19 18.45%
regulation of cellular physiological process 19 18.45%
regulation of biological process 19 18.45%
regulation of physiological process 19 18.45%
transcription 18 17.48%
regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid 16 15.53%
metabolism

regulation of cellular metabolism 16 15.53%
regulation of transcription 16 15.53%
regulation of metabolism 16 15.53%
transcription, DNA-dependent 14 13.59%
regulation of transcription, DNA-dependent 13 12.62%
development 11 10.68%
nervous system development 4 3.88%
nitrogen compound metabolism 4 3.88%
protein folding 4 3.88%
amino acid and derivative metabolism 4 3.88%
amine metabolism 4 3.88%
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ANHANG D

Biologischer Prozess Anzahl Gene %
regulation of progression through cell cycle 3 291%
apoptosis 3 2.91%
cell death 3 2.91%
programmed cell death 3 2.91%
regulation of cell cycle 3 2.91%
death 3 2.91%
lipid transport 3 2.91%
herabreguliert

physiological process 38 44.19%
cellular process 36 41.86%
cellular physiological process 35 40.70%
metabolism 28 32.56%
cellular metabolism 26 30.23%
primary metabolism 23 26.74%
macromolecule metabolism 16 18.60%
localization 13 15.12%
establishment of localization 13 15.12%
transport 12 13.95%
generation of precursor metabolites and energy 7 8.14%
proteolysis 5 5.81%
carbohydrate metabolism 5 5.81%
alcohol metabolism 5 5.81%
hexose metabolism 4 4.65%
macromolecule catabolism 4 4.65%
glucose catabolism 4 4.65%
cellular catabolism 4 4.65%
hexose catabolism 4 4.65%
monosaccharide metabolism 4 4.65%
cellular carbohydrate metabolism 4 4.65%
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ANHANG D

Biologischer Prozess Anzahl Gene %

monosaccharide catabolism 4 4.65%
cellular carbohydrate catabolism 4 4.65%
glycolysis 4 4.65%
carbohydrate catabolism 4 4.65%
alcohol catabolism 4 4.65%
cellular macromolecule catabolism 4 4.65%
glucose metabolism 4 4.65%
catabolism 4 4.65%
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ANHANG E

Anhang E

Liste mit allen hoch- und herabregulierten biologischen Prozessen fiir Genistein.

%: Anteil an allen regulierten Genen.

Biologischer Prozess Anzahl Gene %
hochreguliert

physiological process 62 48.06%
cellular process 59 45.74%
cellular physiological process 58 44.96%
metabolism 41 31.78%
cellular metabolism 37 28.68%
primary metabolism 36 27.91%
macromolecule metabolism 24 18.60%
nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism 19 14.73%
localization 17 13.18%
establishment of localization 17 13.18%
transport 16 12.40%
regulation of biological process 16 12.40%
biopolymer metabolism 16 12.40%
cell organization and biogenesis 9 6.98%
cellular biosynthesis 9 6.98%
cell division 7 5.43%
RNA processing 6 4.65%
RNA metabolism 6 4.65%
cell cycle 6 4.65%
regulation of progression through cell cycle 5 3.88%
organelle organization and biogenesis 5 3.88%
regulation of cell cycle 5 3.88%
DNA metabolism 5 3.88%
lipid metabolism 4 3.10%
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ANHANG E

Biologischer Prozess Anzahl Gene %
mRNA processing 3 2.33%
mRNA metabolism 3 2.33%
translational initiation 3 2.33%
lipid transport 3 2.33%
DNA replication initiation 2 1.55%
regulation of translational initiation 2 1.55%
herabreguliert

cellular process 43 39.45%
physiological process 43 39.45%
cellular physiological process 40 36.70%
metabolism 36 33.03%
cellular metabolism 34 31.19%
transport 24 22.02%
localization 24 22.02%
establishment of localization 24 22.02%
generation of precursor metabolites and energy 18 16.51%
electron transport 16 14.68%
phosphate metabolism 8 7.34%
oxidative phosphorylation 8 7.34%
phosphorylation 8 7.34%
phosphorus metabolism 8 7.34%
response to stimulus 8 7.34%
ATP synthesis coupled electron transport 7 6.42%
ATP synthesis coupled electron transport (sensu Eukaryota) 6 5.50%
mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone 6 5.50%
response to stress 6 5.50%
organismal physiological process 5 4.59%
nitrogen compound metabolism 4 3.67%
blood coagulation 3 2.75%
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ANHANG E

Biologischer Prozess Anzahl Gene %

regulation of body fluids 3 2.75%
response to external stimulus 3 2.75%
response to wounding 3 2.75%
hemostasis 3 2.75%
wound healing 3 2.75%
coagulation 3 2.75%
alcohol metabolism 3 2.75%
tyrosine metabolism 2 1.83%
aromatic compound catabolism 2 1.83%
aromatic amino acid family metabolism 2 1.83%
aromatic amino acid family catabolism 2 1.83%
L-phenylalanine metabolism 2 1.83%
L-phenylalanine catabolism 2 1.83%
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ANHANG F

Anhang F

Liste mit allen hoch- und herabregulierten biologischen Prozessen fiir BPA.

%: Anteil an allen regulierten Genen.

Biologischer Prozess Anzahl Gene %
hochreguliert

physiological process 25 80.65%
cellular process 25 80.65%
cellular physiological process 25 80.65%
cellular metabolism 18 58.06%
metabolism 18 58.06%
primary metabolism 18 58.06%
macromolecule metabolism 16 51.61%
cellular protein metabolism 12 38.71%
cellular macromolecule metabolism 12 38.71%
protein metabolism 12 38.71%
cellular biosynthesis 8 25.81%
biosynthesis 8 25.81%
macromolecule biosynthesis 8 25.81%
protein biosynthesis 8 25.81%
catabolism 3 9.68%
cellular macromolecule catabolism 3 9.68%
cellular catabolism 3 9.68%
macromolecule catabolism 3 9.68%
cell ion homeostasis 2 6.45%
iron ion transport 2 6.45%
iron ion homeostasis 2 6.45%
ion homeostasis 2 6.45%
cation homeostasis 2 6.45%
cytoplasm organization and biogenesis 2 6.45%
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ANHANG F

Biologischer Prozess Anzahl Gene %
RNA splicing, via transesterification reactions with bulged 2 6.45%
adenosine as nucleophile

RNA splicing, via transesterification reactions 2 6.45%
RNA splicing 2 6.45%
ribosome biogenesis and assembly 2 6.45%
nuclear mRNA splicing, via spliceosome 2 6.45%
lipid transport 2 6.45%
metal ion homeostasis 2 6.45%
di-, tri-valent inorganic cation transport 2 6.45%
di-, tri-valent inorganic cation homeostasis 2 6.45%
glycolysis 2 6.45%
transition metal ion transport 2 6.45%
transition metal ion homeostasis 2 6.45%
herabreguliert

physiological process 6 60.00%
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