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EINFLUSS VON XENOOSTROGENEN
AUF SEKRETORISCHE FUNKTIONEN
VON SERTOLI-ZELLEN

Summary

Exposure to environmental
pollutants may be one cause for
the observed decrease in sperm
counts. The detrimental effects on
male reproduction may reflect a
change in the function of Sertoli
cells which play a crucial role in
spermatogenesis. We investigated
the in vitro response of immature
rat Sertoli cells to the xenoestro-
gens bisphenol A, daidzein, and
ethinylestradiol. Mitochondrial
dehydrogenase activity was used
to measure Sertoli cell viability,
while production of lactate and
secretion of inhibin B were used
as general and specific cell
markers. At concentrations
between 0.1 nM and 1 uM, the

/USAMMENFASSUNG

Eine Belastung durch Umwelt-
schadstoffe wird als eine mogli-
che Ursache fiir den beobachte-
ten Ruckgang in der Anzahl der
Spermatozoen diskutiert. Eine
Beeintrachtigung der Morpholo-
gie oder Physiologie der Sertoli-
Zellen konnte daftir verantwort-
lich sein, da diese eine elementa-
re Funktion furr die Spermatogene-
se ausliben. Wir untersuchten in
einem in vitro-Modell den Einflul
der Xenoostrogene Bisphenol-A,
Daidzein und Ethinylestradiol auf
bestimmte Parameter von Sertoli-
Zellen, die aus juvenilen Ratten
prapariert wurden. Hierbei wurde
die Zellvitalitat, die Aktivitat
mitochondrialer Dehydrogena-
sen, sowie die Sekretion des
Kohlenhydrats Laktat und des
spezifischen, endokrinen Hor-
mons Inhibin-B analysiert. Bei

xenoestrogens tested did not
induce significant alterations in
Sertoli cell secretory parameters.
At higher concentrations,
bisphenol A caused a significant
dose-dependent rise in lactate
production. Daidzein and
ethinylestradiol also enhanced
lactate production to some extent.
In addition, all estrogenic
compounds analysed increased
the secretion of inhibin B at
concentrations around 3—10 puM.
Such alterations in the physiology
of the Sertoli cell may in turn lead
to impaired spermatogenesis. In
conclusion, the secretion of
lactate and inhibin B by immature
rat Sertoli cells seems to be useful
and sensitive markers to explore
potential Sertoli cell toxicants.

Konzentrationen zwischen

0,1 nM und 1pM bewirkten die
untersuchten Xenoostrogene
keine signifikanten Veranderun-
gen der genannten sekretorischen
Sertoli-Zell-Parameter. Bei hohe-
ren Konzentrationen verursachte
Bisphenol-A dagegen eine signifi-
kante und dosisabhdngige Steige-
rung der Laktat-Produktion.
Daidzein und Ethinylestradiol
erhohten geringfiigig die Laktat-
menge im Zellkulturtiberstand.
Dartiber hinaus steigerten alle
untersuchten Xenodstrogene im
Bereich um 3-10 pM die Produk-
tion von Inhibin-B. Solche Ande-
rungen in der Physiologie der
Sertoli-Zelle konnten schlieflich
zu einer gestorten Spermatogene-
se fuihren. Fir die Untersuchung
potentieller Sertoli-Zell-Noxen
empfiehlt sich daher die Analyse
der Sekretionen von Laktat und
Inhibin-B durch juvenile Sertoli-
Zellen der Ratte als niitzliche und
empfindliche Parameter.

EINLEITUNG

Als Umwelthormone oder endo-
krine Modulatoren werden Che-
mikalien bezeichnet, die entwe-
der wie korpereigene Hormone
wirken oder aber deren Wirkung
antagonisieren konnen.
Xenoostrogene, also endokrine
Modulatoren mit dstrogener
Wirkung, stehen im Verdacht, fur
bestimmte Reproduktions- und
Entwicklungstorungen bei Tieren
sowie fur einen Rickgang der
Spermatozenzahlen bei Sdugern,
einschlieBlich des Mannes,
verantwortlich zu sein [1-3].
Sertoli-Zellen haben eine zentrale
Bedeutung fiir die Spermatogene-
se. Dichte Zellverbindungen im
basalen Bereich benachbarter
Sertoli-Zellen, die sogenannte
,Blut-Hoden-Schranke”, untertei-
len das Keimepithel in zwei
Bereiche. Fir die verschiedenen
Entwicklungsstufen der Keimzel-
len entsteht dadurch ein
adluminales Kompartiment mit
speziellen morphologischen und
biochemischen Eigenschaften,
das auch einen effektiven Schutz
vor Fremdstoffen bietet. Anderer-
seits missen aber die meisten
Nahrstoffe, Hormone und
Wachstumsfaktoren entweder von
der Sertoli-Zelle selbst produziert
und sezerniert werden, oder tiber
spezielle Transportmechanismen
aus der Peripherie oder aus dem
Interstitium zu den Keimzellen
geschleust werden. Die Sertoli-
Zelle selbst ist damit fir Schad-
stoffe zuganglich. In den meisten
Spezies, einschliellich des Men-
schen, teilt sich die Sertoli-Zelle
nur wahrend der embryonalen,
neonatalen und prapubertdren
Phase. Mit Einsetzen der Pubertat
und damit der Ausbildung der



Blut-Hoden-Schranke sowie dem
Auftreten der ersten meiotischen
Keimzellen endet die Proliferation
der Sertoli-Zellen. Da jede
Sertoli-Zelle nur eine definierte
Anzahl von Keimzellen unterstdit-
zen kann, ist die Menge der
gebildeten Spermatozoen propor-
tional zur Zahl der Sertoli-Zellen.
Xenoostrogene konnen bei em-
bryonalen oder juvenilen Labor-
ratten die FSH-Sekretion aus der
Hypophyse vermindern und so
die von diesem Hormon abhangi-
ge Teilungsrate der Sertoli-Zellen
reduzieren [4]. Einige Schadstof-
fe, wie z. B. Pthalatester, Alkyl-
phenole, Schwermetalle,
Gossypol oder Pestizide (siehe
Ubersichten in [5, 6]) konnen
zudem primar und direkt schadi-
gend auf die Sertoli-Zelle einwir-
ken. Angriffspunkte dieser Schad-
stoffe sind dabei u.a. die Formati-
on oder Aufrechterhaltung der
Blut-Hoden-Schranke, der Trans-
port der Keimzellen innerhalb der
Tubuli, die speziellen Verbindun-
gen zwischen Keimzellen und
Sertoli-Zelle oder die Sekretion
von Hormonen und Nahrstoffen
aus der Sertoli-Zelle. Eine durch
exogene Noxen verdnderte Mor-
phologie oder Physiologie des
komplizierten Netzwerkes zwi-
schen Sertoli-Zelle und Keimzelle
kann zu einem vorzeitigen Ablo-
sen unreifer Keimzellen, zum
Absterben der Keimzellen und zu
testikularer Atrophie fiihren.

Wir haben den Einfluf® der
Xenoostrogene Bisphenol-A,
Daidzein und Ethinylestradiol auf
sekretorische Parameter von
Sertoli-Zellen der Ratte unter-
sucht. Insbesondere wurden
dabei die Zellvitalitat, die Aktivi-
tat mitochondrialer Dehydroge-
nasen sowie die Sekretion des
Kohlenhydrats Laktat und des

spezifischen, endokrinen Hor-
mons Inhibin-B analysiert.

IMATERIAL UND METHODEN

Sertoli-Zellen wurden aus 18-21
Tage alten Sprague-Dawley-
Ratten wie bereits beschrieben [7]
prapariert und in einer Dichte
von 10%ml in 24 well-Schalen
ausplattiert. Am 6. Tag der Primar-
kultur wurden die Zellen fiir 24 h
bzw. 48 h mit verschiedenen
Konzentrationen der Xenoostro-
gene inkubiert. Die Ostrogene
wurden ausgehend von einer
Stammlosung in Dimethylsulfoxid
(DMSO) mit dem Zellkulturme-
dium (DMEM:Ham’s F-12, 1:1,
supplementiert mit 2 x 102 M L-
Glutamin, 100 U x ml' Penicillin,
100 pg x ml" Streptomycinsulfat,
10 ng x ml' Epidermal growth
factor, 5 pg x ml”" humanes
Transferrin, 2 pg x ml™" Insulin,
108 M Hydrocortison, 200 ng x
ml" Vitamin A, 200 ng x ml-’
Vitamin E, 10® M Testosteron) auf
die benotigte Konzentration
eingestellt. Die maximale Kon-
zentration von DMSO in Medium
oder Kontrolle war 0,1 %.

Die Aktivitdt mitochondrialer
Dehydrogenasen als Marker der
Zellvitalitat wurde mittels MTT-
Assay bestimmt [6]. Die unbehan-
delten Proben (Kontrollen) wur-
den dabei auf 100 % Vitalitat
normiert. Laktat im Zellkultur-
Uberstand wurde mittels eines
gekoppelten enzymatischen
Assays gemessen [6, 8]. Der
spezifische Sertoli-Zell-Marker
Inhibin-B wurde Uber einen
kompetitiven ELISA nach Anga-
ben des Herstellers gemessen
(Serotec Ltd., Oxford, UK). Dieser

ELISA benutzt zwei unterschiedli-
che monoklonale Antikorper, die
gegen die Inhibin-Untereinheiten
BB bzw. a gerichtet sind. Damit
wird ausschliellich das physiolo-
gisch aktive Inhibin-B detektiert.
Das Gesamtzellprotein wurde
nach Lowry bestimmt (BioRad,
Hercules, CA, USA).

Alle Experimente wurden minde-
stens drei Mal wiederholt, wobei
vergleichbare Ergebnisse erzielt
wurden. Die gezeigten Daten
entsprechen jeweils einem repra-
sentativen Experiment. Die stati-
stische Analyse der MelRergebnis-
se erfolgte durch Student’s t-Test
oder Mann-Whitney-Test.

ERGEBNISSE

EinfluB8 auf die Vitalitidt der
Sertoli-Zellen

Primarkulturen von Sertoli-Zellen,
prapariert aus juvenilen Ratten,
wurden Gber 24 h mit verschiede-
nen Konzentrationen der
Xenoostrogene Bisphenol-A,
Daidzein oder Ethinylestradiol
inkubiert. Die Aktivitat mitochon-
drialer Dehydrogenasen, als
Marker der Vitalitit der Zellen,
wurde mittels MTT-Assay analy-
siert (Abb. 1). Bisphenol-A in
Konzentrationen unterhalb von
50 pM zeigte keinen Einfluf8 auf
die Zellvitalitat. Dagegen wirkte
Daidzein im MefRbereich zwi-
schen 3,1 und 50 pM leicht
zytotoxisch. Es verringerte die
Vitalitat der Sertoli-Zellen
konzentrationsabhdngig um 10—
25 %. Ethinylestradiol erh6hte im
mikromolaren Bereich signifikant
die Aktivitat der mitochondrialen
Dehydrogenase, was ein Hinweis



Abbildung 1: Einfluf3 einer 24 h Inkubation mit Xenodstrogenen auf die Vitalitat
von kultivierten Sertoli-Zellen. Abgebildet sind die Mittelwerte = Standard-
abweichung von jeweils 8 unabhangigen Messungen in Doppelbestimmung.
*** zeigt hoch signifikante Unterschiede zur Kontrolle (p < 0,001), ** ent-
spricht p < 0,01, * entspricht p < 0,5.
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Abbildung 2: Laktat-Sekretion von Sertoli-Zellen nach einer 24 h Inkubation
mit Xenodstrogenen.
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auf eine zellulire Stressreaktion
ist.

EinfluB auf die Sekretion von
Laktat aus Sertoli-Zellen

Eine signifikante dosisabhangige
Steigerung der Laktatproduktion,
die bis zu 30 % oberhalb der
unbehandelten Kontrolle lag,
wurde nach 24 h Inkubation mit
Bisphenol-A beobachtet (Abb. 2).
Ethinylestradiol verursachte
dagegen nur eine geringe, nicht
signifikante Erhohung der Laktat-
Menge im Zellkulturtiberstand.
Niedrige Konzentrationen von
Daidzein (um 3 pM) fiihrten zu
einer geringen Steigerung der
Laktatsekretion. Die Exposition
mit hoheren Daidzein-Konzentra-
tionen bewirkten dagegen eine
signifikante Abnahme der sezer-
nierten Laktat-Menge, was aber
auf die Zytotoxizitit des Phyto-
ostrogens in diesem Konzentra-
tionsbereich zuriickzufihren ist.

EinfluB auf die Sekretion von
Inhibin-B aus Sertoli-Zellen

Geringe Konzentrationen (0,3 nM
bis 3 uM ) von Bisphenol-A oder
Daidzein fiihrten zu keiner signi-
fikanten Veranderung bei der
Sekretion des Sertoli-Zell-spezifi-
schen Hormons Inhibin-B (Abb.
3A). Hohere Konzentrationen
dieser Xenoostrogene fiihrten
aber zu einer gesteigerten Sekreti-
on von Inhibin-B, die bei Bis-
phenol-A hoch signifikant war.
Physiologische Konzentrationen
von Ethinylestradiol (0,03-3 nM)
bewirkten keine signifikante
Anderung der Produktion von
Inhibin-B (Abb. 3A). Bei hcheren
Konzentrationen wurde dagegen
eine Steigerung der Inhibin-B-
Menge im Zellkulturtiberstand
gemessen, die im niedrigen



mikromolaren Bereich signifikant
war, bei sehr hohen Konzentratio-
nen (25 pM) aber wieder zuriick-
ging (Abb. 3B).

DISKUSSION

Viele Chemikalien, mit denen der
Mensch haufig in Kontakt kommt,
besitzen ostrogenartige Wirkung.
So wird das Xenoostrogen Bis-
phenol-A z.B. aus der Plastik-
innenverkleidung von Konserven-
und Getrankedosen freigesetzt
und durchschnittlich mit einer
Konzentration von etwa 1 pg/kg
(= 4,4 nmol/l) Kérpergewicht [9]
pro Tag mit der Nahrung aufge-
nommen. Das Isoflavon Daidzein
kommt vorwiegend in Sojaboh-
nen und daraus hergestellten
Lebensmitteln vor. Die individuel-
le Exposition gegeniiber Phyto-
ostrogenen hangt von den Er-
nahrungsgewohnheiten ab, sie ist
z. B. in Japan wesentlich hoher

als in den USA. Als unbedenklich
wird eine tagliche Aufnahme an
Isoflavonen bis etwa 1 mg/kg

(= 3,9 pmol/l Daidzein) Korperge-
wicht angesehen [9]. Ethinyl-
estradiol ist ein Hauptbestandteil
oraler Kontrazeptiva und gelangt
uber die Korperausscheidungen
auch in das Trinkwasser, wo
Dosen bis 22 ng/l nachgewiesen
wurden [10].

Daidzein bewirkt in vitro DNA-
Schaden bei humanen Spermato-
zoen [11]. In vivo fuhrt Bis-
phenol-A bei médnnlichen Ratten
zu geringen morphologischen
Anderungen des Reproduktions-
traktes und zu einer Verringerung
der Spermienproduktion [12-14].

Primarkulturen von Sertoli-Zellen
sind ein niitzliches in vitro-
System bei reproduktionstoxiko-
logischen Studien. Einige sekreto-
rische Parameter der Sertoli-Zelle,
wie z. B. das Kohlenhydrat Laktat
und das Proteinhormon Inhibin-B,
zeigen oftmals signifikante Ande-

rungen nach einer Noxen-
Exposition. Laktat gilt als bevor-
zugtes Energiesubstrat fuir
Spermatozyten und runde
Spermatiden [15], wahrend
Inhibin-B tber eine negative
Riickkopplung mit der Hypophy-
se die Ausschiittung des Follikel-
stimulierenden Hormons (FSH)
hemmt [16]. Bei einigen Schad-
stoffen, vor allem Gossypol,
Phthalatester, Pestiziden,
Nitroaromaten und bestimmten
Schwermetallen, die nach in
vivo-Applikation die mannliche
Reproduktion nachhaltig storen,
wurde bereits eine direkte Wir-
kung auf Sertoli-Zellen nachge-
wiesen [5, 6, 17, 18].

Die genannten Xenoostrogene,
Bisphenol-A, Daidzein und
Ethinylestradiol, fihrten in unse-
rem in vitro-Testsystem bei niedri-
gen Konzentrationen (< 1 yM) zu
keinen signifikanten Anderungen
der untersuchten Sertoli-Zell-
Parameter Zellvitalitat sowie
Sekretion von Laktat und Inhibin-

Abbildung 3: Inhibin B-Sekretion von Sertoli-Zellen nach Inkubation mit Xenodstrogenen im niedrigen (A, 48 h; 0,000038—
3,8 uM, entspricht 0,01—1000 ng/ml) sowie hohen Konzentrationsbereich (B, 24 h; 1,5-50 uM).
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B. Dagegen bewirkten hohere
Konzentrationen von Bisphenol-A
eine markante und signifikante
Erhohung der Laktatmenge im
Zellkulturtiberstand. Auch Kon-
zentrationen um 3 pM Daidzein
erhohten die Laktatproduktion.
Diese Konzentration wurde z. B.
im Plasma von Sauglingen gemes-
sen, die Babynahrung auf Soja-
basis erhielten [19]. Die Sekretion
des Sertoli-Zell-spezifischen
Hormons, Inhibin-B, wurde von
allen untersuchten Xenoostro-
genen bei Konzentrationen um 3—
10 uM erhoht, wobei die Ande-
rungen bei Bisphenol-A und
Ethinylestradiol signifikant waren.

Eine signifikante Erhohung der
Inhibin B-Produktion nach Gabe
physiologischer Konzentrationen
von B-Ostradiol zu immaturen
Sertoli-Zellen wurde kiirzlich
berichtet [20]. Die von uns analy-
sierten Xenoostrogene, Bisphenyl-
A und Daidzein, aber auch das
oral hochwirksame Ethinylestra-
diol zeigten in unserem System
dagegen bei niedrigen Konzentra-
tionen keine signifikanten Veran-
derungen der Inhibin-Produktion.
Die beobachteten Effekte bei der
Sekretion von Inhibin-B sowie bei
Laktat traten erst bei mikro-
molaren Konzentrationen von
Xenoostrogenen auf. Sie sind
daher eher auf Veranderungen in
der Aktivitat der fur die Produkti-
on oder Sekretion von Laktat bzw.
Inhibin-B relevanten Enzyme
zurlickzufihren.

Insgesamt gesehen konnten die
beobachteten Veranderungen der
beschriebenen Sertoli-Zell-
Parameter aufgrund der engen
physiologischen Verflechtung
innerhalb des Keimepithels zu
einer gestorten Spermatogenese
und damit zu einer Abnahme der

Spermienproduktion fiihren. Fiir
die Untersuchung potentieller
Sertoli-Zell-Noxen empfiehlt sich
daher die Analyse der Sekretio-
nen von Laktat und Inhibin-B
durch juvenile Sertoli-Zellen der
Ratte als nitzliche und empfindli-
che Parameter.
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