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Aus The Disappearing Spoon.:

Thirteen years later [after the Mitsui company acknowledged that cadmium caused
itai-itai disease|, the horror of the element forty-eight still retained such a hold on
Japan that when filmmakers needed to kill off Godzilla in the then-latest sequel,
The Return of Godzilla, the Japanese military in the film deployed cadmium-tipped
missiles. Considering that the H-bomb had given Godzilla life, that’s a pretty dim
view of this element. (Kean, 2010)
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1 Einleitung

Cadmium (Cd) ist eines der giftigsten Schwermetalle und eine ubiquitér verbreitete Umwelt-
kontaminante. Als industrieller Schadstoff stellt es aulierdem eine Gefahr in der Arbeitsumge-
bung dar. Seit Ende der Achtziger Jahre wurden Schwermetalle auf potentielle hormonartige
Wirkungen untersucht. Eine Gstrogenartige Wirkung von Cd erstmals 1994 in vitro (Garcia-
Morales et al., 1994) und spéter auch in tierexperimentellen Studien beobachtet (Johnson
et al., 2003). Das mag erst einmal iiberraschen, da sich Cd bzw. Cd?" strukturell véllig von
endogenen Ostrogenen wie dem 17beta-Ostradiol oder Phytodtrogenen wie Genistein unter-
scheidet (siche Abb.1.4a und d auf Seite 12).

Die sich daraus ableitende potentielle Gesundheitsgefdhrdung und der molekulare Mecha-
nismus der potentiellen endokrinen Disruption' durch Cd ist ungeklirt. 2009 setzte die Euro-
péische Lebensmittelsicherheitshehorde (EFSA, engl. European food safty agency) die duld-
bare orale wochentliche Aufnahmemenge (TWI, engl. tolerable weekly intake) von Cd von
vormals 7 pug/kg, dem Grenzwert der Weltgesundheitsorganisation (WHO, engl. World He-
alth Organization), auf 2.5 pg/kg herunter. Die Korrelation von Cd-Konzentrationen im Urin
und beta-2-Microglobulin als Marker fiir Nephrotoxizitidt dienten als Bewertungsgrundlage
(EFSA, 2009a). Eine potentielle hormonelle Wirkung von Cd wurde zwar als mogliche Ge-
fahrenquelle identifiziert, allerdings nicht fiir die Grenzwertbestimmung hinzugezogen (EFSA,
2009b). Es ist ungeklirt, welche Gefahr von der Uberschreitung des TWI bei verschiedenen
Bevolkerungsgruppen ausgeht (EFSA | 2012). Die Novellierung der Trinkwasserverordnung der
Bundesrepublik Deutschland, eine Herabsetzung des Grenzwertes fiir Cd von 0.005 auf 0.003
mg/l1, ist vorerst die neuste regulatorische Mafinahme.

Nachfolgend werden zunichst einige Grundlagen zu Cd und Ostrogenen beschrieben, die
fiir die Einordnung in den physiologischen und toxikologischen Gesamtzusammenhang nétig
und von Interesse sind. Anschliefsend werden die bisherigen Erkenntnisse zu einer potentiellen
endokrinen Disruption durch Cd dargestellt.

1.1 Cadmium

1.1.1 Geschichte

Insgesamt beanspruchten neun verschiedene Chemiker, Arzte und Apotheker gleichzeitig fiir
sich, Cd entdeckt zu haben.? Das sind mehr eigenstindige Entdecker als fiir jedes andere

!Endokrine Disruptoren werden wie folgt definiert: “An endocrine disruptor is an exogenous substance or
mixture that alters function(s) of the endocrine system and consequently causes adverse health effects in an
intact organism or its progeny, or (sub)populations. [...| A potential endocrine disruptor is an exogenous
substance or mixture that possesses properties that might lead to endocrine disruption in an intact organism
or its progeny, or (sub)populations.” (Degen, 2004) Endokrine Disruptoren werden auch als hormonally active
zenobiotics (Krimsky, 2001), endocrine disrupting chemicals oder compounds (Diamanti-Kandarakis et al.,
2009)(EDCs) hezeichnet.

2vgl. http://elements.vanderkrogt.net/



KAPITEL 1 - EINLEITUNG 2

Element. Heute wird die Entdeckung des Cds Friedrich Stromeyer alleine (Nordberg, 2009)
oder zusammen mit Carl Samuel Hermann zugesprochen. Der Apotheker Hermann griindete
1793 die erste chemische Fabrik Deutschlands (Rasenberger, 2009), Hermania — Chemische
Fabrik zu Schénebeck, und entdeckte das Metall als Verunreinigung in von ihm hergestellten
Zinkoxid (Hermann, 1818a).

Hermann berichtete Friedrich Stromeyer — einem ausgewiesenen Experten fiir Metalle —
von seinem Fund und schickte ihm eine Probe “schlesischen Zinkerzes”. Es ergab sich aber aus
der nun folgenden Korrespondenz, dass Stromeyer dieses Metall bereits frither (Ende 1817)
in Zinkcarbonat isoliert hatte (Hermann, 1818b), welches er in Apotheken des Fiirstentums
Hildesheim vorfand. Allerdings war die Menge des neuen Metalls in Hermanns Probe deutlich
hoher (Stromeyer, 1819).

Hierzu gibt es jedoch eine Vorgeschichte: Zinkoxid wurde in Apotheken zur Herstellung von
Salben (wie auch heute noch) verwendet, fand aber auch Einsatz als “Antispasmodicum” bei
Kindern. Als solches unterlag es einer genaueren Kontrolle. Medizinalrat Heinrich Roloff® fiel
bei Kontrollen verschiedener Apotheken des Bezirks Magdeburg auf, dass Hermanns Zinkoxid
nach Versetzen mit Sdure und Schwefelwasserstoff einen fiir Arsensulfide typischen gelben
Niederschlag zeigte (Rolof, 1818). Er konfiszierte das Oxid umgehend und unterrichtete die
herstellende Firma also Hermann.

Roloff fand spéter zusammen mit Medizinal-Assessor Heukenkamp heraus, dass es sich bei
der Verunreinigung des Zinkoxids nicht um Arsen handeln konnte, sondern ein noch unbe-
kanntes Metall sein musste und besprach diesen Fund wohl auch mit Hermann (Roloff, 1822).
Zwei von Roloff beauftragte Medizinal-Assessoren aus Berlin (Kluge und Staberoh) hatten
von Roloff friih eine Probe erhalten und kamen ebenfalls zu dem Schluss ein neues Element
entdeckt zu haben.® Roloff schickte auch Friedrich Stromeyer eine Probe, der aber darauf
hinwies das Metall bereits, genau wie auch Hermann, gefunden zu haben.

Roloff fiihlte sich von Hermann hintergangen (Roloff, 1822) und Prof. Ludwig Wilhelm Gil-
bert, der damalige Herrausgeber der Annalen der Physik, und Stromeyer sollten nun zwischen
den beiden vermitteln (Hermann, 1818a; Stromeyer, 1819). Hermann hatte aber Stromeyer
schon die Benennung des Metalles iiberlassen, der es “Kadmium” (nach lat. cadmea, oxidische
oder carbonathaltige Zinkerde) nennen wollte, entgegen der laufenden Diskussion neue Ele-
ment nach Himmelskérpern oder griechischen Géttern zu benennen.” Damit zog sich Roloff
aus der Diskussion zuriick.

1.1.2 Chemische Eigenschaften

Cd hat die Ordnungszahl 48, wird den Schwermetallen® zugeordnet und ist Teil der Zinkgruppe
des Periodensystems der Elemente. "3Cd hat eine relative Atommasse von 112.41 u und liegt
in verschiedenen Isotopen vor. So werden z. B. 99Cd und 3™Cd zur Bestimmung von Cd-
Fluzen in vivo verwendet. Zwar dhnelt Cd*" der Elektronenkofiguration nach Zink (Zn*" -

3auch Johann Christoph Heinrich Roloff; in eigenen Verdffentlichungen sowohl Roloff als auch Rolof (hier
entsprechend zitiert) und in englischer Literatur manchmal Rolow

4Sie schlugen den Namen “Klaprothium” fiir das Metall vor, nach dem gerade verstorbenen Chemiker Martin
Heinrich Klaproth (Scerri, 2007), u. a. dem Entdecker des Urans.

5Vgl. Selen 1817; Vestium (spiter Ruthenium) 1808; Cer, Iridium, Palladium 1803; Uran 1798.

SElemente werden normalerweise nach ihren chemischen Eigenschaften klassifiziert. Die Zugehorigkeit zur
Gruppe der “Schwermetalle” beruht jedoch (bisher) auf keiner wissenschaftlichen Basis, sondern wird meist
verwendet um Metalle zu beschreiben, die als Umweltkontaminanten auftreten (Duffus, 2002).
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voll besetztes d-Orbital, [Kr]dm), der Ionenradiusdurchmesser ist allerdings naher an dem von
Calcium (Ca2") (Shannon, 1976). Allein aus diesen stoffinhirenten Eigenschaften lisst sich
eine mogliche Interaktion dieser lonen in physiologischer Umgebung erahnen.

1.1.3 Vorkommen, Exposition

Cd ist ein sehr seltenes Element, und es sind praktisch keine gediegenen Cd-Vorkommen
bekannt (Wedepohl, 1995). Es ist hauptsichlich als Sulfid mit Zinkerz vergesellschaftet und
fallt als Nebenprodukt beim Zinkabbau an. Natiirlicherweise verteilt es sich regional iiber
das Grund-/Trinkwasser und seltener bei Vulkanausbriichen iiber die Luft und gelangt so in
die Nahrungskette (UNEP, 2010). Pflanzen scheinen Cd?"-Ionen aufgrund der Ahnlichkeit
zu Zink gut akkumulieren zu kénnen. In der nichtrauchenden’ Bevdlkerung ist die Haupt-
expositionsquelle die Nahrung. In Abb. 1.1 ist der Anteil verschiedener Lebensmittel an der
Cd-Aufnahme dargestellt.

Getreide o
Gemise gl
Obst, Nisse, Kakao <

Milchprodukie
Getranke
Olsaaten u.-frichte, pfl. Ole o
Fleisch <
Z. und nicht Z. LM <
Fisch o

Ei o

Abb. 1.1: Anteil verschiedener Lebensmittel in Prozent an der Cd-Aufnahme (Dotchart, ba-
sierend auf Blume 2010). “Zusammengesetzte Lebensmittel” sind mit “Z. LM” abgekiirzt.

Die téigliche Aufnahme von Cd in Deutschland wurde 2010 vom LExUKon-Projekt auf
knapp 1.5 pg/d/kg KG geschitzt (58 % des TWI der EFSA 2009, 2.5 pg/d/kg KG) und
ist fiir beide Geschlechter gleich.® Es zeigte sich jedoch, dass die Belastung der Gruppe der
14-18 Jihrigen und Vegetarier hoher ist und der TWI auch iiberschritten werden kann.’ Das
bedeutet, dass die auf Nierentoxizitit beruhenden Grenzwerte bereits bei extremen Ern&h-
rungsverhalten {iberschritten werden kénnen. Die Cd-Aufnahme ist jedoch multifaktoriell: bei
industrieller Verwendung (s.u., 1.1.4) kann Cd z.B. bei Prozessen der Zinkdarstellung bzw.
bei Verwendung unzureichend aufgereinigten Zinks, z. B. beim Léten oder Schweifien, freige-
setzt werden. Durch unsachgeméfe Entsorgung, o.g. Freisetzungsprozesse und die Tatsache,
dass Cd ein bio-persistenter Stoff ist, steigt die in der Umwelt befindliche “freie” Cd-Menge
kontinuierlich an.

"Tabakpflanzen (Gattung Nicotiana) nehmen ebenfalls Cd?T-Ionen iiber den Boden auf. Die zusitzliche
Exposition pro Zigarette entspricht etwa 0.1 ng Cd (Umweltbundesamt, 2011).

®Bei der Resorption gibt es aber Unterschiede, siehe 1.1.7 auf Seite 6.

“Wenn das Verzehrverhalten im 95. Perzentil des mittlerern Verzehrverhaltens liegt.
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1.1.4 Verwendung und Bedeutung

Heute wird Cd vor allem in den zu Beginn des 20. Jhd. von Jungner entwickelten (Hansson,
1963) Ni-Cd-Akkumulatoren eingesetzt (ICdA, 2012)(vgl. auch Abb. 1.2). Die industrielle
Nutzung von Cd in Elektronikgeréten ist seit 2002 und in Lot- und Kunststoffprodukten seit
2011 in der EU durch die Leitlinie 2002/95/EG  Restriction of (the use of certain) hazardous
substances (RoHS) beziehungsweise die Verordnung 1907/2006 — Registration, Ewvaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals (REACh) stark eingeschrénkt oder verboten. Fiir
Ni-Cd-Akkumulatoren gibt es in Deutschland (noch) Ausnahmeregelungen (siehe BattG §3
Abs. 2).

Historisch betrachtet ist die Nutzung von Cd als Farbe seit dem Mittelalter von Be-
deutung.'’ Bei Serienprodukten ist eine Verwendung von Cd-haltigen Farbpigmenten nach
REACH Verordnung in der EU verboten. Ein Verstof gegen das Verbot bei Importprodukten
ist heute eine der hiufigsten Ursachen fiir die Medienprisenz von Cd.'!

Pigments 11%

Coatings 7%

Sabilizers 2%
Other 1%

NiCd-Batteries 79%

Abb. 1.2: Weltweite Verwendung von Cd bei Endbenutzern. Piechart, basierend auf Daten
der The International Cadmium Association aus dem Jahr 2003 (ICdA, 2012).

1.1.5 Akute und chronische Toxizitat

Die Toxikologie von Cd und seinen Salzen in Menschen und Tieren ist gut charakterisiert und
schon seit iiber einem Jahrhundert bekannt (Nordberg, 2009).

Unsperzifische, akute gastrointestinale Syndrome nach Ingestion und Schédigungen der Lun-
ge nach Inhalation durch Cd-haltige Pulver oder Ddmpfe sind schon relativ frith beschrieben
wurden (Sovet, 1858). Das toxische Potential von Cd wurde aber erst nach der vermehrten
Verwendung im 1. Weltkrieg entdeckt und in ersten Tierversuchen untersucht (Schwartze and
Alsberg, 1923). Eine Cd-induzierte Denaturierung von Proteinen und Schiadigungen der Grenz-
flachenfunktionen der Epithelien sind die Mechanismen einer akuten Vergiftung mit relativ

19Bis zur Entdeckung des Cds war es mit Pigmentenmischungen nicht méglich einen kraftvollen Neutralton fiir
Gelb (Neutralgelb) darzustellen. So erklart sich nachfolgend die starke Nutzung von Cd-Sulfid als Farbpigment
in der Malerei bis heute.

117.B. das Auftreten von Cd-haltiger Farbe auf Trinkglisern oder Schmuckprodukten Anfang 2010. Siehe
http://www.google.com/trends/?q=Cadmium&ctab=0&geo=all&date=all.
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hoher Dosis (Marquardt and Schéfer, 2004). Die Symptome nach Inhalation grofer Mengen
Cd-Déampfe gleichen dem Metalldampffieber (engl. metal fume fever) (Nordberg, 2007) — ist
also dhnlich zu einem Grippalen Infekt mit einer zusitzlichen akuten, diffus-fibrosierenden
Alveolitis (Nemery, 1990).

Chronische Cd-Vergiftungen treten vorwiegend in der Cd-verarbeitenden Industrie auf. Ziel-
organ einer chronischen Cd-Vergiftung ist die Niere — sowohl nach inhalativer Aufnahme als
auch nach Ingestion (ATSDR, 2012). Zwar reichert sich Cd zuerst (in den ersten Stunden, sie-
he 1.1.6) in der Leber an (Zalups and Ahmad, 2003), wird dann aber in die Niere umverteilt.
Geringe Mengen Cd (< 30 pg/ Tag) konnen bereits Nierendysfunktionen auslésen (Satarug
et al., 2000). Cd-induzierte Lebervergiftungen sind beim Menschen unbekannt.

Eine grofere chronische Vergiftung durch kontaminierte Nahrung ist bisher erst einmal auf-
getreten und betraf besonders die Knochen. Ab 1946 wurden in Japan (Hagino and Kono,
1946) Falle von Patienten beschrieben, die iiber starke Schmerzen in Riicken und Beinen klag-
ten — die sogenannt Itai-itai-Erkankung'?. Ausléser waren hohe Cd-Konzentrationen in Fluss-,
Meer- und Grundwasser durch nahegelegenden Zinkabbau und nachfolgend einer Exposition
iiber Fisch und Reis. Die Patienten wiesen eine massive Osteoporose und Knochendeformatio-
nen auf. Der zugrundeliegende Mechanismus war wahrscheinlich ein multifaktorieller Prozess:
Cd moduliert calciotrope Hormone, stort die Calcium- und Vitamin D-Homdéostase und fiihrt
zu einer Dysfunktion des renalen Tubulus (Jérup et al., 1998). Daneben moduliert Cd auch
die Kochenresorption und -bildung direkt (Berglund et al., 2000; Bhattacharyya, 2009).

1.1.6 Toxikokinetik

Menschen werden hauptsédchlich via Inhalation oder Ingestion mit verschiedenen Cd-Salzen
oder Cd-haltigen Proteinkomplexen exponiert (ATSDR, 2012). Wahrend das Metall {iber die
Lunge sehr gut resorbiert werden kann (zu etwa 50 %), ist die Resorption iiber das Darmepithel
deutlich schlechter — etwa 5-10 %.

Nach der Resorption in den Organismus unterliegt Cd komplexen Verteilungsvorgingen
(Zalups and Ahmad, 2003). In Blut bindet Cd zuerst und vorwiegend an Albumin und wird
spéter in Blut- und Gewebezellen an Metallothioneine (MT)!'* gebunden.

In den ersten Stunden nach einer Exposition reichert sich Cd in der Leber an. Dort kann der
Cd-Proteinkomplex verdaut, und das wiederum freiwerdende Cd an MT gebunden werden.
Aus der Leber gelangt Cd entweder wieder in das Blut oder in den entherohepatischen Kreis-
lauf.' Nach und nach wird Cd in die Niere umverteilt -~ Cd-MT gelangt durch die glomerulire
Filtration in den Nierentubulus und in das Epithel (Kdgi and Vallee, 1960; Margoshes and
Vallee, 1957; Zalups and Ahmad, 2003). Das Gleiche passiert, wenn direkt an MT gebundenes
Cd resorbiert wird. Im Lysosom der Tubulizellen kann der Komplex wiederum aufgebrochen
werden, worliber dann in den Zellen ein Schaden, z. B. durch Cd-induzierten oxidativen Stress,
ausgelost werden kann. So erklirt sich auch die Nierentoxizitét, wenn schnell grofle Mengen
Cd-MT aufgenommen werden (ATSDR, 2012).

125ap. Ttai-itai-byo, “Aua-aua-Erkrankung”

3MT sind kleine, Cystein-reiche Proteine, die eine Rolle in der Zinkhoméostase spielen, aber auch andere Me-
tallionen binden konnen (Coyle et al., 2002). Sie scheinen auch die Toxizitédt von Cd zu beeinflussen (Klaassen
et al., 2009; Nordberg, 2009).

!“Hier allerdings hauptsichlich an GSH und weniger an MT gebunden.
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Duodenale Resorption von Cadmium

Nach oraler Exposition wird Cd hauptséchlich im Duodenum und im proximalen Ileum resor-
biert (Andersen et al., 1994). Allerdings gelangt auch das meiste des inhalierten (Moore et al.,
1973) und ein Teil des parenteral zugefiithrten Cds in den Gastrointestinaltrakt. Letzteres ge-
schieht iiber den enterohepatischen Kreislauf — nach Akkumulation in der Leber (Konjugation
an GSH) wird es iiber biliire Exkretion ausgeschieden und reabsorbiert (Zalups and Ahmad,
2003).

Die Resorption im Darm geschieht relativ schnell und fiihrt (wahrscheinlich wegen der
Induktion und nachfolgenden Bindung an MT) zu einer Akkumulation in der Mucosa mit
langsamer Freisetzung in das systemische Kompartiment (Elsenhans et al., 1997). Dabei kon-
nen Nahrungsinhaltsstoffe wie Eisen (Groten et al., 1992), Zink (Hoadley and Cousins, 1985)
oder Calcium (Hoadley and Johnson, 1987) und auch gleichzeitig aufgenommene Proteine und
Aminosduren in der Nahrung die Resorption beeinflussen. Auch wird CdCl, deutlich besser
intestinal resorbiert als Cd-MT (Groten et al., 1994). Vermutlich nutzt Cd die Transportme-
chanismen von verschiedenen, mehrwertigen Metallionen: Gut untersucht ist der Transport
von Cd iiber den divalent metal transporter, DMT1 (Leazer et al., 2002; Tallkvist et al., 2001),
der fiir die Aufnahme von nicht an Him gebundenem Eisen (Ferguson et al., 2001) in die Mu-
kosazellen zusténdig ist. Dariiber hinaus scheinen auch der Zinktransporter (ZLT1) (Elisma
and Jumarie, 2001) und verschiedene Calciumkanile (Felley-Bosco and Diezi, 1992) Cd-Ionen
transportieren zu kénnen.'?

Die Aufnahme von S-konjugiertem Cd (an GSH und Cystein, oder an Proteinen) ist nicht
vollstéindig aufgekldrt — wahrscheinlich gelangt es iiber Transporter fiir Aminosduren und
Endozytose in die Mucosazellen (Zalups and Ahmad, 2003). Cd-MT scheint auch iiber die tight
gunctions direkt durch das Epithel zu gelangen (Sugawa et al., 1976). Interessanterweise kann
Cd das E-cadherin-beta-catenin System, welches die epitheliale Barrierefunktion im Darm
moduliert, storen (Prozialeck, 2000).'6

1.1.7 Sexualdimorphismus

Es scheint deutliche Geschlechtsunterschiede bei der Toxizitét von Cd zu geben (Vahter et al.,
2002, 2007). So trat die ITtai-itai-Erkrankung bei Frauen deutlich stirker und héufiger auf
als bei Mannern (Kjellstrom, 1992; Ogawa et al., 2004). Epidemiologische Studien zeigen,
dass Frauen generell ein hoheres Risiko fiir Cd-induzierte Knochenverdnderungen haben als
Miénner (Staessen et al., 1999). Dazu beitragen kann, dass die Cd-induzierte Modulation der
calciotropen Hormone und die Stérung des Calcium- und Phosphat-Metabolismus bei Frauen
starker ausgepragt ist (Vahter et al., 2002). Auch das Risiko einer Cd-induzierten Nierendys-
funktion ist bei Frauen hoher als in Mannern (Nishijo et al., 2004). Es gibt Unterschiede bei
der Cd-Aufnahme, -Verteilung und der -Gesamtbelastung der Geschlechter. Das ist vorwie-
gend damit zu erkliren, dass die Eisenkonzentrationen bei Frauen insgesamt geringer sind.'”
Durch eine Induktion der Transportmechanismen fiir Eisen kommt es zu einer vermehrten

YDaher modulieren auch in der Nahrung befindliche Elektrolyte die Cd-Resorption s.0. so wird eine ver-
mehrte Exposition gegeniiber Cd bei Mangelzusténden von z. B. Eisen erreicht. Siehe Abschnitt 1.1.7.
16Ostradiol und Cd scheinen die epitheliale Barrierefunktion im Darm auch iiber andere Mechanismen mo-
dulieren zu kénnen. Es wurde allerdings bisher noch nicht untersucht, ob die Modulation dieser Mechanismen
die Aufnahme von Cd beeinflussen.

"Wegen der Menstruation.
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Cd-Resorption (Berglund et al., 1994; Akesson et al., 2002).

Allerdings gibt es auch Untersuchungen, die eine Abhéngigkeit vom Hormonstatus der Cd-
induzierten toxischen Effekte zeigen. Die Immuntoxizitdt von Cd scheint in ovariektomierten
Sprague-Dawley(SD)-Ratten durch Gabe von Ostradiol verstirkt zu werden (Pillet et al.,
2006). Eine deutliche Verstirkung der Cd-induzierten Mortalitdt wurde von Shimada et al.
beschrieben: Ostradiol-behandelte ovariektomierte F344-Ratten hatten nach Cd-Applikation
eine geringere Uberlebensrate als die Kontrolltiere (Shimada et al., 2012). Daneben gibt es
Berichte, dass Ostrogene toxische Effekte von Cd verringern kénnen (Gunn et al., 1965).
Diese Effekte (sowohl schiadigende als auch protektive) sind allerdings nicht besonders gut
charakterisiert, tragen aber zu der Hypothese bei, dass es eine Interaktion von weiblichen
Sexualhormonen und dem Schwermetall gibt.

1.2 Ostrogene

Ostrogene sind die wichtigsten weiblichen Sexualhormone, sie regulieren Menarche und den
Menstruationszyklus.'® Ostrogene werden in pre-menopausalen Frauen v.a. in den ovariellen
Follikeln (Granulosazellen) und im Gelbkorper (lat. Corpus luteum) synthetisiert. Das poten-
teste endogen gebildete Ostrogen ist das 17beta-Ostradiol (Eg, siche Abb. 1.3B). Seine Biosyn-
these wird iiber die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden/Ovarien(HHG)-Achse geregelt und
unterliegt zyklischen Schwankungen — mit den hochsten Konzentration in der Follikelphase
(induziert durch das Follikelstimulierende Hormon, FSH).

Neben Eg gibt es auch noch Ostron (Ej, pridominant wihrend der Menopause) und Ostri-
ol (Es, pradominant wiahrend der Schwangerschaft; ter Horst 2010). In beiden Geschlechtern
bilden auch Leber, Nebennierenrinde, Brustdriise und Fettgewebe und im ménnlichen Orga-
nismus aukerdem auch die Leydigzellen im Hoden geringe Mengen Ostrogene (Carreau et al.,
2011).

Ostrogene werden wie alle Steroidhormone iiber das Blut (oder die Lymphe) verteilt und
unterliegen dabei aufgrund ihrer Lipophilie einer starken Plasmabindung (> 97 %, v. a. an sez
hormone-binding globulin (SHBG), aber auch an Albumin gebunden). An ihren Zielorganen
spielen aktive Transportprozesse keine Rolle: die lipophilen Hormone diffundieren passiv iiber
die Zellmembran und entfalten dann ihre biologische Wirkung in der Zelle {iber nukleére
Rezeptoren, die Ostrogenrezeptoren (ER, siehe 1.2.2).'

Metabolisiert werden Steroidhormone hauptséchlich {iber die Leber mittels Sulfatierung
und Glucuronidierung (Gruber et al., 2002).

1.2.1 Ostrogen-sensitive Zielgewebe

Zu den ostrogen-sensitiven Geweben zéhlen nicht nur die Reproduktionsorgane der Frau (Ute-
rus, Brust), sondern viele weitere Gewebe wie Knochen, Muskel oder Darm (Diel, 2002). Eine
verminderte Ostrogenproduktion in postmenopausalen Frauen fiihrt z. B. zu einem Verlust
der Knochenmasse mit einhergehendem gesteigerten Risiko an Osteoporose zu erkranken ( Wo-
men ’s health initiative (WHI) — Postmenopausal Hormone Therapy Trials). Dies ist 6strogen-
abhénging, weil es mittels einer Hormonersatztherapie (HRT) wieder gesenkt werden kann.

¥Die Interaktion von Cd mit den “zweit”™wichtigsten weiblichen Sexualhormonen den Gestagenen wurde
in dieser Arbeit nicht untersucht.
1*Ostrogene Wirkungen iiber Membran-assoziierte Rezeptoren wurden in dieser Arbeit nicht untersucht.
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Ostrogene beeinflussen die neuronale Entwicklung des Gehirns (McCarthy, 2011) und haben
nach neuesten Erkenntnissen sogar anabole Eigenschaften — sowohl im weiblichen, als auch
im ménnlichen Organismus (Velders et al., 2012).

Ostrogene modulieren die Darmhomdostase  eine HRT senkt das Risiko an einem Ko-
lonkarzinom zu erkranken signifikant (Chlebowski et al., 2004; Wada-Hiraike et al., 2006).
Daneben fiihrt eine Aktivierung von ER zu antiinflammativen Effekten im Darm (Harnish
et al., 2004).

HO HO

Abb. 1.3: Die Strukturen der weiblichen Sexualhormone (A) Ostron, (B) Ostradiol und (C)
Ostriol.

1.2.2 Nukledre Rezeptoren: Der ER

Der ER gehort zur Klasse der Nukledren Rezeptoren (NR). Diese (i. e. NR) sind Teil evolutio-
nér-verwandter, DNA-bindender Transkriptionsfaktoren, die eine Vielzahl von physiologischen
Vorgingen steuern (Gronemeyer et al., 2004). Einer der ersten “identifizierten”’ NR war der
ER. Die vielfiltige Rolle von NR wird in Germain et al. 2006 folgendermafen zusammenge-
fasst:

NRs modulate transcription through several distinct mechanisms, which include
both activation and repression activities. These activities, making NR signaling
remarkably complex, can be genomic or nongenomic and ligand-dependent or -
independent, and can mediate gene repression, the release of gene repression, gene
activation, or gene transrepression. NRs can also be the targets of other signaling
pathways that modify the receptor post-translationally and affect its function.

Struktur

NR bestehen aus 5—6 Doménen (der ER aus 6), die mit den Buchstaben A-F (vom N- zum
C-terminalen Ende hin) auf der Basis von Homologie und Funktion gekennzeichnet werden
(Krust et al., 1986). Alle NR haben im Wesentlichen zwei funktionsbestimmende Teile und
zwar eine DNA-Bindungsdoméne (DBD, auf Doméne C) und eine Ligandenbindungsdoméne
(LBD, auf Doméne E) — wobei diese Doménen auch die grofte Homologie der NR unterein-

ander besitzen?!.

20Es wurde beobachtet, dass 17beta-Ostradiol spezifisch im Uterus gebunden wird (Jensen, 1962). Daraus
wurde geschlossen, dass die Wirkung von Ostrogenen iiber ein Rezeptorprotein erfolgen muss (sieche Review
Nilsson et al. 2001). Geklont wurde der Rezeptor aber erst spéter (Green et al., 1986).

2'Dies wird durch die Tatsache unterstrichen, dass es mdoglich ist, NR-Chiméren herzustellen. Green et al.
haben in einem ER die DBD gegen die des Glucocorticoidrezeptors (GR) ausgetauscht. Hier fiihrt nun die
Bindung von Ostrogen zur Transkription von Zielgenen des GR (Green et al., 1988).
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Die DBD des ER ist evolutionér stirker konserviert zu etwa 97 % bei ER-Alpha und
ER-Beta (Enmark et al., 1997)%? — als die LBD, welche fiir die Bindung der Liganden, Ko-
regulatoren (im Fall von ER z.B. Heat-shock proteins, HSPs (Pratt and Toft, 1997)) und
Dimerisierungspartner verantwortlich ist. In der DBD des ER finden sich auch die zwei
typischen, Cystein-reichen Zinkfingermotive®?, bestehend aus zwei alpha-Helices und einer
Carboxy-Gruppe, die u.a. die Bindung des Rezeptors an die DNA und Dimerisierungspart-
ner vermitteln. Hier finden sich verschiedene charakteristische Sequenzelemente, von denen
fiir den ER die sogenannte P-Box die wichtigste ist: sie ist in beiden ER-Subtypen identisch
und bestimmt die Sequenzsperzifitdt (und wiederum die Dimerisierungspartner) mit der die
Rezeptoren an die zugehérigen response elements binden (Laudet, 1997)%%.

Am N-terminalen Ende (in der A/B Doméne) findet sich die Aktivierungsfunktion 1 (AF-1,
McInerney and Katzenellenbogen 1996), welche auch eine liganden-unabhéngige Aktivie-
rung des Rezeptors erlaubt. Fiir den ER sind u.a. cAMP-, Dopamin-, epidermal growth
factor/insulin-like growth factor- und MAP-Kinase-induzierte Aktivierung beschrieben (Cen-
ni and Picard, 1999).

Die LBD (Doméne E) wird aus 12 alpha-Helices gebildet, die eine keilférmige, hydrophobe
Tasche umschliefen. Die liganden-abhéngige Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) befindet sich am
C-terminalen Ende auf Helix 12. Nach Bindung eines Liganden schiebt sich die AF-2 {iber die
Ligandenbindungstasche und schliefit diese ab. Dies fiihrt zu einer flexiblen Konformations-
anderung (Aktivierung) des Rezeptors, welche das Ablésen von Chaperonen, die Bindung an
Dimerisierungspartner, Co-Faktoren und schlieflich die Bindung an die HRE (genauer estro-
gen response elements, ERE, klassische Regulierung der Transkription) vermittelt (Nilsson
et al., 2001). Die im Anschluss befindliche F-Doméne moduliert die Wirksamkeit gebundener
Liganden und die transkriptionelle Aktivitdt der ER (Montano et al., 1995).

Nicht-klassische Signaltransduktion

Der ER kann auch andere Zielsequenzen ohne ERE in der Promotorregion aktivieren — eine
s. g. nicht-klassische Regulierung (Matthews and Gustafsson, 2003; Heldring et al., 2007). Dies
erfolgt tiber eine Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren wie dem Nuclear Factor (Nf)-
kB, AP-1 (Paech et al., 1997) und SP-1 (Porter et al., 1997) d.h. der ER bindet nicht direkt
an die DNA (tethered). ER modulieren z. B. die Expression von c-Jun, c-fos und ¢- myec iiber
eine nicht-klassische Transkriptionsregulierung (Siewit et al., 2010; Bjornstrom and Sjoberg,
2004; Heldring et al., 2007).

Neben der direkten Bindung von ER an die zugehoérigen ERE und der Interaktion mit ande-
ren Transkriptionsfaktoren, kann der ER auch liganden-unabhéngig aktiviert werden (Cenni
and Picard, 1999). Wachstumsfaktoren fiithren zu einer Aktivierung verschiedener Kinasekas-
kaden (mitogen-activated protein kinase, MAPK), der Induktion von ¢AMP-dependent protein
kinase (PKA) und der Induktion von Cyclinen woriiber der ER phosphoryliert und aktiviert
werden kann.

Daneben dimerisiert der ER auch mit anderen NR oder moduliert als Co-Faktor deren
Signaltransduktion (Crosstalk). Der ER wird als besonders promiscuous®® beschrieben (Bar-

22 Auf die ER-Subtypen wird in Abschnitt 1.2.2 niher eingegangen.

Z8Daher die Zuordnung zu den Zinkfinger-Proteinen.

%Die P-Box ist hochspezifisch und stark konserviert zwischen den verschiedenen NR. D.h. bereits der Aus-
tausch einer Aminosidure wechselt die Spezifitit zu ERE zu GRE.

Zengl. sexuell freiziigig bzw. “besonders hiufig den Partner wechselnd”
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nes, 2001; Ricketts et al., 2005; Wiseman, 2005). Ein Beispiel fiir einen solchen Crosstalk ist
die Interaktion des ER mit dem Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) (Wagner et al., 2008). Diese
Interaktion wurde in den Verdffentlichungen 2.3 und 2.4 untersucht und im Detail beschrieben.

ER-Subtypen Alpha und Beta

Es gibt zwei Subtypen des ER, ER-Alpha und ER-Beta (Kuiper et al., 1996), die gewebespe-
zifische Expressionsmuster zeigen (Kuiper et al.; 1997): In den klassischen Gstrogen-sensitiven
Geweben wie Uterus und Brustdriise wird v. a. der ER-Alpha exprimiert. In nicht-klassischen
Ostrogen-sensitiven Geweben wie dem Darmepithel wird fast ausschlieflich der ER-Beta ex-
primiert (Campbell-Thompson, 1997; Konstantinopoulos et al., 2003). Die beiden Subtypen
werden von zwei separaten Genen auf verschiedenen Chromosomen kodiert — sind also keine
Splicevarianten (Enmark and Gustafsson, 1999).

Viele Zelltypen exprimieren sowohl ER-Alpha als auch ER-Beta, was eine Voraussage der ge-
nauen Wirkung einer potentiell strogenen Substanz auferordentlich erschweren kann (Elsby
et al., 2000). Eine Aktivierung der ER fiihrt zu ER-Homo- und ER-Heterodimeren (Pettersson
et al., 1997).

Die Komplexitét einer dstrogenen Antwort ergibt sich u. a. daraus, dass die ER-Subtypen
gegenseitig ihre Signaltransduktion beeinflussen kénnen. Eine ER-Alpha-induzierte prolifera-
tive Wirkung (Diel, 2002; Katzenellenbogen et al., 2000) kann durch eine ER-Beta-Aktivierung
antagonisiert werden (Pettersson et al., 2000; Matthews and Gustafsson, 2003). Dieses “Ying
— Yang”-Verhéltnis (Lindberg et al., 2003) der beiden Rezeptoren steuert die Gewebehomoo-
stase.

Gewebedifferenzierungsprozesse unterscheiden sich stark in ER-Alpha-knockout (ERKO)
und ER-Beta-knockout (hbERKO) Méusen (Couse and Korach, 2004): So ist die Prolifera-
tion in Uterus (Couse and Korach, 2004) und glatten Muskelzellen (Gustafsson, 1999) von
bERKO Méiusen starker als im Wildtyp — also Mausen, die beide ER-Subtypen exprimieren.
Eine selektive Aktivierung von ER-Beta wirkt anabol im weiblichen (Weigt et al., 2012)
und ménnlichen (Velders et al., 2012) Muskel, wahrscheinlich iiber eine Aktivierung von
Satellitenzellen (Velders et al., 2012). bERKO-Mé&use zeigen eine geringere Expression von
Muskelzellregenerations- und Satellitenzell-Markern als ERKO- oder Wildtyp-Mé&use (Velders
et al., 2012).

Auch im Darm (. e. Kolon) zeigt sich eine Beteiligung von ER-Beta an antiinflammatori-
schen Prozessen und Modulation der Gewebehomdostase (Harnish et al., 2004; Wada-Hiraike
et al., 2006; Weige et al., 2009)(siehe 2.2). Interessanterweise scheint die ER-Beta-Expression
in Kolontumorzellen und Kolonkrebszelllinien vermindert zu sein (Jassam et al., 2005; Kon-
stantinopoulos et al., 2003; Martineti et al., 2005).

1.2.3 Liganden des ER

Die Hormonantwort eines Gewebes hingt zum groften Teil von den Kofaktoren ab, mit denen
der Rezeptor nach Bindung eines Liganden interagieren kann (Nagy and Schwabe, 2004). Die
Bindung eines Liganden fiihrt zu einer Konformationsidnderung des Rezeptors. Verschiedene
Liganden konnen zu unterschiedlichen Konformationen des Rezeptors fiihren, die wiederum
die Rekrutierung von Kofaktoren beeinflussen kénnen. Dariiber hinaus werden je nach Ge-
webe unterschiedliche Koregulatoren exprimiert. Aus diesen Griinden lassen sich Liganden
der NR héufig nicht eindeutig klassischen Agonisten oder Antagonisten zuordnen. Deshalb



KAPITEL 1 - EINLEITUNG 11

gibt es Voll-, Partial- und Inverse-Agonisten®® (und Antagonisten) und Molekiile, die nur
einen Teil der Funktionen eines NR induzieren kénnen bzw. zell- oder gewebeselektiv wirken
(Gronemeyer et al., 2004).

Kofaktoren kénnen sowohl aktivierende als auch reprimierende Funktionen ausiiben und
werden in entsprechende Klassen eingeteilt: Koaktivatoren der pl60-Familie (steroid recep-
tor coactivators 1-3 und p300, (Waters et al., 2006). Korepressoren wie AF-2-interagierende
Proteine RIP140 (Treuter et al., 1998) und SHP (Johansson et al., 2000), die SRC 1 antago-
nisieren, und nuclear receptor corepressor (N-cor), silencing mediator of retinoud and thyroid
receptors (SMRT), welche die Transkription erschweren (Smith et al., 1997).

Die LBD der ER ist deutlich grofer (fast doppelt so grof), als es das molekulare Volumen der
endogenen Ostrogene erfordert (Brzozowski et al., 1997). Daher binden eine Reihe strukturell
sehr unterschiedliche Stoffe an den ER (Heldring et al., 2007). Den Stoffen gemeinsam ist ihr
geringes Molekulargewicht und ihre Lipophilie, und sie werden je nach Kontext (zusétzlich
zum molekularen Mechanismus s.0.) in endogene  exogene und natiirliche  synthetische
Ostrogene unterschieden.

Im Folgenden werden einige wichtige Liganden des ER vorgestellt. Die Stoffe sind klassische
Rezeptorliganden, unterscheiden sich also grundsétzlich von Metallodstrogenen wie Cd?", die
die Wirkung klassischer Liganden nachahmen (und auf Basis der Struktur auch einen anderen
molekularen Mechanismus haben sollten, vgl. Kapitel 4.2 ab Seite 101).

Agonisten

Agonisten sind Liganden, die nach Bindung an die LBD die Rezeptorkonfiguration in einen
aktiven Zustand umformen. Anhand des 17beta-Ostradiols (siehe Abb. 1.4a) lisst sich die
Struktur-Wirkungsbeziehung &strogener Stoffe beschreiben. Fiir die 0strogene Wirkung ist
der aromatische Ring A und die C3 Hydroxy-Gruppe essentiell. Der Abstand der C3 und C17
Hydroxy-Gruppen (etwa 1.245 nm) und eine planare, hydrophobe Struktur bestimmen die
ostrogene Potenz mit (Lemke and Williams, 2007). 17beta-Ostradiol ist der stiirkste natiirliche
Ligand am ER und hat eine dhnliche Affinitdt zu ER-Alpha und ER-Beta (Kuiper et al., 1997).

Das bekannteste synthetische Ostrogen ist das 17alpha-Ethinylostradiol (EEy, Inhoffen 1938

siehe 1.4b). Es wird seit den 60er Jahren?” in Kombination mit verschiedenen Gestagenen
in oralen Kontrazeptiva zur hormonellen Verhiitung eingesetzt.?® 17beta-Ostradiol unterliegt
einer raschen Metabolisierung in der Leber, die seine orale Bioverfiigbarkeit begrenzt (First-
Pass-Effekt). Die gute Bioverfiigbarkeit von EEs beruht auf dem Schutz des sekundéren Car-
binols in Position 17 durch die eingefithrte Ethinylgruppe (Steinhilber et al., 2005). Im Ge-
gensatz zu Ey ist EE9 hauptsichlich an Albumin gebunden?” und oral verfiighar. In unseren
Untersuchungen wurde als positiv Ostrogen-Kontrolle entweder Eg s.c. oder i.p. eingesetzt
und bei oraler Exposition EEy iiber das Trinkwasser oder per gavage appliziert.

Ein auf den ersten Blick strukturell anders aufgebauter Ligand (Stilben-Struktur) ist Di-
ethylstilbestrol (DES, sieche Abb. 1.4¢). Es wurde in unseren Untersuchungen nicht verwendet,
zeigt aber deutlich, dass allein anhand der Struktur nicht unbedingt ein Ligand des ER zu

*Tnverse-Agonisten kénnen Korepressoren rekrutieren. Partial-Agonisten entfalten auch in hoher Konzentra-
tion nicht die volle Wirkung eines Voll-Agonisten.

27 Anovlar, Schering AG Berlin

%Die zugrundeliegende Theorie — negatives, hormonelles feed-back (Herunterregulation der FSH-
Ausschiittung) wurde erstmals von Haberland formuliert (Haberland, 1921).

genau wie auch Cd, siche 1.1.6
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Abb. 1.4: Einige Liganden des ER - (a) das endogene Ostrogen 17beta-Ostradiol, (b) das
synthetische 17alpha-Ethinylostradiol, (¢) der Endokrine Disruptor Diethylstilbestrol, (d) das
Phytoostrogen Genistein, die selektiven ER-Subtyp Agonisten (f) 16alpha-LEs (ER-Alpha),
(g) 8beta-VEs (ER-Beta), die Anti-Ostrogene (e) Tamoxifen (kein reines Anti-Gstrogen), (h)
7ZK191703 und (i) ICI 182,780 (Faslodex).

erkennen ist. DES bindet mit hoher Affinitdt an den ER und hat (im Riickblick) als erster
Endokriner Disruptor eine traurige Beriihmtheit erlangt (Langston, 2008). DES wurde seit
Mitte der 1940er Jahre bei drohendem Abort zur Erhaltung der Schwangerschaft eingesetzt
(Marquardt and Schéfer, 2004). Bei den T6chtern DES-behandelter Miitter kam es zu einer
erhdhten Inzidenz an Vaginalkarzinomen (Melnick et al., 1987). DES hat eine dhnliche Wirk-
stirke wie EE9 und die toxischen Effekte von DES werden vorwiegend iiber den ER-Alpha
vermittelt (Mueller et al., 2004).

Verschiedene sekundire Naturstoffe mit phenolischen Hydroxylgruppen, wie Stilben-De-
rivate oder Isoflavone, kénnen ebenfalls an den ER binden. Das Phytodstrogen Genistein
(siche Abb. 1.4d) bindet vorwiegend (etwa 30-mal stdrker) an den ER-Beta (Henley and
Korach, 2010) und kann auch viele ER-Beta-vermittelte Effekte induzieren.?® Ob diese Effekte
positiv oder negativ zu bewerten sind, wird z.Z. noch diskutiert. Wir haben Genistein in
Veroffentlichung 2.2 eingesetzt und dessen Wirkung mit der von selektiven ER-Agonisten
verglichen.

Bei der pharmakologischen Behandlung pathologischer Zusténde ist die selektive Aktivie-

30Es gibt allerdings auch Befunde, die zeigen, dass Genistein eine ER-Alpha-vermittelte Signaltransduktion
induzieren kann (Mueller et al., 2004).
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rung der ER-Subtypen interessant (Gustafsson, 1998).%! ER-Subtyp-spezifische Agonisten

sind das 16alpha-LEs (fiir ER-Alpha, siehe Abb. 1.4f) und 8beta-VEs (fiir ER-Beta, siehe
Abb. 1.4g).

Eine selektive Aktivierung von ER-Beta fiihrt im Darmepithel zu antiproliferativen und
proapoptotischen Effekten. Dieses konnte sich praventiv auf die Entstehung von Kolonkarzi-
nomen auswirken (siehe Verdffentlichung 2.2). Eine selektive Aktivierung von ER-Beta in der
Muskulatur fithrt zu regenerativen, protektiven und anabolen Effekten im weiblichen Mus-
kel und anabolen Effekten im méannlichen Muskel  hiervon kénnten Sarkopeniepatienten
profitieren bzw. Krankheitsbilder, die von der Muskelmasse (Diabetes Typ 2, Metabolisches
Syndrom) abhéngen, positiv beeinflusst werden (Velders et al., 2012; Weigt et al., 2012).
Diese Substanzen sind ein wichtiges Werkzeug, um die molekularen Mechanismen der ER-
Signaltransduktion aufzukliren (Nilsson and Gustafsson, 2011).

Antagonisten

Antagonisten sind Liganden, welche die Bildung des aktiven Zustandes eines Rezeptors ver-
hindern. Dabei wird die Konformationséinderung der Helix 12 der LBD verhindert (Nilsson
et al., 2001). Wenn dies nur teilweise geschieht, kann der Ligand auch eine partial-agonistische
Wirkung haben. Das Antidstrogen Tamoxifen (siehe 1.4e) stellte sich im Nachhinein als se-
lective estrogen receptor modulator (SERM) heraus. Das bedeutet, dass gewebeabhéingig der
ER aktiviert oder deaktiviert wird.>”> Tamoxifen wird in der Brustkrebstherapie eingesetzt,
um Ostrogen-vermittelte Proliferation zu antagonisieren.

ER-Antagonisten sind Faslodex (ICI 182,780) und ZK191703.>3 Sie dienen ebenfalls, wie
die selektiven Agonisten, als wichtiges Werkzeug um die molekularen Mechanismen der ER
aufzuklaren.

1.2.4 Identifikation Gstrogener Substanzen

Die Identifikation potentiell 6strogener Stoffe ist sowohl mit in wvivo als auch mit in vitro
Methoden moglich.

Der uterotrophe Bioassay ist heute immer noch der “Goldstandard” er wird schon sehr
lange in der Wirkstoffindung und in der Toxikologie eingesetzt. Der uterotrophe Assay basiert
auf der Fahigkeit ostrogener Stoffe, das Uterusfeuchtgewicht dstrogen-defizienter (gonaden/o-
varienektomierter) Tiere zu beeinflussen. Heute gibt es eine OECD Guideline (#440), die bei
der Testung potentieller endokriner Disruptoren (v.a. Agonisten, aber auch Antagonisten)
verwendet wird. Ein dstrogener Stoff induziert zuerst durch Wassereinlagerung und nachfol-
gend durch eine gesteigerte Proliferation das Uterusfeuchtgewicht.

Zusétzlich lassen sich andere histologische und molekular-biologische Parameter bestimmen,
die von Ostrogenen moduliert werden (Diel et al., 2002). Neben dem Uterusgewicht wird auch
die Hohe des Uterusepithels (UEH) und die Vaginalepithelhghe (VEH) von Ostrogenen mo-
duliert. Klassische durch Ostrogene regulierte Gene und Proteine sind complement component

31 Ab einer etwa 100-fach hoheren Affinitéit zu einem Rezeptor(-Subtyp) wird von selektiven Agonisten ge-
sprochen.

#Die Wirkung von Tamoxifen wird von den im Gewebe exprimierten Kofaktoren bestimmt.

% Hierbei ist zu bedenken, dass auch wenn keine (partial-)agonistische Wirkung gefunden wurde, es via
Crosstalk theoretisch zu einer liganden-unabhéngigen Aktivierung des ER in bestimmten Geweben kommen
konnte. ICT steht fiir Imperial Chemical Industries, heute AstraZeneca. ZK steht fiir Zentralkatalog, ein interne
Bezeichnung der ehem. Schering AG, heute BayerHealthcare.
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C3 (C3) und der Progesteronrezeptor (PR). Da fiir manche Zielgewebe nur wenige dstrogen-
sensitive Parameter bekannt sind, wurde in dieser Arbeit u. a. eine Reihe &strogen-sensitiver
Gene mittels Microarray-Analyse identifiziert (siehe Kapitel 3.1).

Zu den in vitro Methoden zdhlen Proliferationsassays wie der E-screen (Soto et al., 1995)
und Transaktivierungssysteme wie der yeast estrogen screen (YES) (Baker, 2001). Dartiber
ldsst sich der molekulare Mechanismus iiber Genexpressionsanalysen in ER-Subtyp positiven
und negativen Zelllinien ndher untersuchen.

1.3 Cadmium — Interaktion mit Ostrogenen

Die akute und chronische (“klassische”) toxische Wirkung von Cd ist wie unter 1.1.5 beschrie-
ben lange bekannt und gut untersucht. Zwar wurde eine Modulation der Serumkonzentratio-
nen von Metallionen (v.a. Calcium, Kupfer aber auch Cd) durch Ostrogene (i.e. Es) schon
frith beobachtet eine mdgliche hormondhnliche Wirkung von Cd bzw. eine Modulation der
Wirkung von Hormonen durch Cd aber sehr viel spéter entdeckt (Nordberg, 2009). Heute
wird Cd als potentieller endokriner Disruptor (Degen, 2004; Takiguchi and Yoshihara, 2006)
und Metallohormon (Byrne et al., 2009; Silva et al., 2012) angesehen. Cd kann die Wirkung
von Steroidhormonen nachahmen oder beeinflussen, wobei der molekulare Wirkmechanismus
immer noch ungeklart ist.

1.3.1 In vitro Befunde

Verschiedene Experimente mit Metallionen fiihrten zu der Hypothese, dass Metallionen ei-
ne ostrogenartige Wirkung haben konnten. Divalente Kupferionen verstérken die zytosolische
Bindung von 17beta-Ostradiol in Uterusgewebe bei 37 °C deutlich (Fishman and Fishman,
1988). Weiterhin werden Metallionen eingesetzt, um die Struktur und Funktion von Steroid-
und anderer Rezeptoren zu untersuchen: Dabei zeigte sich, dass sowohl Salze der Arsen(III)-
Saure, als auch Cd die Bindung von tritiummarkiertem Dexamethason an den Glukokorti-
koidrezeptor inhibieren.?* Die Beteiligung von engstéindigen Thiolgruppen in der Bindungs-
doméne war eine frithe Hypothese (Simons et al., 1990). Predki et al. konnten zeigen, dass
verschiedene Metallionen — darunter auch Cd — das Zink im Zinkfinger des ER ersetzen konnen
(Predki and Sarkar, 1992). Fiir Cd wurde auch eine Modulation der Expression verschiede-
ner Onkogene beschrieben (Alam et al., 1989; Tang and Enger, 1991). Deshalb wurde Cd ab
1994 besonders von Mary Beth Martin und Kollegen mit Hinblick auf die potentielle Beteili-
gung von Schwermetallen bei der Induktion von Brust- und Prostatakrebs untersucht (Byrne
et al., 2009). In MCF-7 Zellen fiihrt eine Behandlung mit 1 pyM Cd zu einer dhnlichen Mo-
dulation von ER-Protein, Trifoilfactor 1/Ps2 mRNA, Progesteronrezeptor (PR) mRNA und
PR-Protein und Zellproliferation wie eine Behandlung mit 1 nM Eg (Garcia-Morales et al.,
1994). Hierbei konnte die Cd-induzierte PR-Protein-Expression mit einem Antidstrogen (ICI
164,384) verhindert werden. Auch zeigte sich die Cd-induzierte Expression von PR und Ps2
mRNA nur in Zellen mit ER (in MDA MB-231 Klon S-30 und nicht in AS-23) — also handelt
es sich um einen rezeptorvermittelten Prozess.

In daran anschlieRenden Untersuchungen mit verschiedenen Krebszelllinien®

wurde festge-

3Tm Gegensatz zu hohen Konzentrationen von Zinkionen, die keine Wirkung zeigten.
35Vorwiegend Brustkrehszelllinien wie MCF-7, T47D, ZR-75-1 und SKBR3 mit verschiedenen ER-
Expressionsmustern, aber nicht ausschlieflich.
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stellt (wie Silva et al. 2012 zusammenfassen), dass Cd

e an den ER-Alpha bindet und ihn aktiviert

e die Transkription Ostrogen-regulierter Gene moduliert

e die Translation dstrogen-regulierter Proteine moduliert

e verschiedene dstrogen-regulierte Signaltransduktionswege aktiviert

e die Proliferation 0strogen-abhéngiger Zellen steigert.

Ein Teil dieser Experimente wird in dem folgenden Abschnitt kurz dargestellt.

Cd-induzierte 6strogene Wirkung in vitro

1 pM CdCl, induziert (nach 36 h Inkubation) in MCF-7-ERE Zellen die Luciferase- Aktivitét
mit einer Effizienz von 70.8 % (gegen 1 nM Es) und einer ECs¢ von 1.08  10=7 M (Eq:
2.65 * 10711 M) zwar deutlich schwicher als Es, aber stirker als die anderen untersuchten
Schwermetalle (aufer Bis(Tri-n-Butylzinn)).?® Das Gleiche gilt fiir eine Steigerung der Zell-
proliferation nach 5 Tagen: 59.7 % fiir 100 nM CdCl, gegeniiber 10 nM E; und eine EC5y von
1.48 * 1078 M (Eg: 1.43 % 10719 M)(Choe et al., 2003).

Verschiedene humane ER-Alpha-Mutanten wurden in Fibroblasten-dhnliche COS-1 Zel-
len®” mit einem Ostrogen-responsiven Chloramphenicol-acetyl-transferase(CAT)-Reporter>®
kotransfiziert, um den molekularen Wirkmechanismus von Cd ndher zu untersuchen. Zusétz-
lich wurde die Bindungsaffinitdt von Cd an isolierten humanen, rekombinanten ER-Alpha und
aus MCF-7 isolierten ER-Alpha untersucht. Cd induziert die CAT-Aktivitit dosisabhingig
(107'2-107% M) und #hnlich zu Eq. Dariiber hinaus wird die Cd-induzierte CAT-Aktivitiit bei
Koinkubation mit einem Antiostrogen (ICI 164,384) verhindert — ist also ER-Alpha-vermittelt.
Cd bindet an den ER-Alpha-Wildtyp (Kp = 4 bis 5 % 1071 M) und Cd hemmt (nicht-
kompetitiv®?) die Bindung von Ey (K; = 2.96 * 10719 M) an den ER-Alpha-Wildtyp dosis-
und pré-inkubationszeitabhingig. Diese Befunde sprechen fiir eine hohe Spezifitdt der Bindung
von Cd an den ER-Alpha. Als an der Bindung von Cd in der LBD beteiligte Bindungstellen
werden C381, €447, E523, H524 und D538 diskutiert (Stoica et al., 2000).

Die Transaktivierung eines ERE-LUC Konstrukts durch CdCl, konnte auch in einem wei-
teren System (T47D Zellen, nach stabiler Transfektion als “T47D-KBluc” bezeichnet) nach-
gewiesen werden. CdCl, induziert die Luciferase-Aktivitiit dosisabhéingig (1 %1075 — 1 % 10°
nM) und in der hochsten Konzentration dhnlich stark wie 0.1 nM Eg. Diese Induktion konnte
mittels Antiostrogen (ICI 182,780) antagonisiert werden, ist also ER vermittelt. Da T47D-
Zellen aber sowohl ER-Alpha als auch ER-Beta exprimieren, konnte nicht festgestellt werden,
welcher Subtyp die Signaltransduktion vermittelt (Wilson et al., 2004).

Um zu untersuchen, ob Cd die bereits berichtete MCF-7 Proliferation {iber Kinasekaskaden
induziert, wurde der Einfluss von Cd auf ERK1/2, AKT und PDGFRalpha untersucht. Es

30T uciferase ist ein Enzym aus dem Leuchtkifer (“Glithwiirmchen”) Photinus pyralis, welches mittels Substrat,
ATP und Sauerstoff eine Lichtreaktion auslést (Greer and Szalay, 2002).

37 Akronym: aus CV-1 Zellen (Origin) immortalisiert mittels SV-40 Virus, aus Nierengewebe.

3¥Ein Konstrukt aus CAT-Reporter und mouse mammary tumor virus (MMTV) Promoter, in dem das GRE
gegen zwei ERE ausgetauscht worden ist.

39D. L. nicht wie ein “normaler Antagonist”.
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bestétigte sich, dass Cd die Proliferation von MCF-7 Zellen induziert. Gleichzeitig induziert
Cd auch die Phosphorylierung von ERK1/2, AKT und PDGFRalpha. Beides scheint ER-
vermittelt zu sein, da der Effekt durch ein Antiéstrogen (ICI 182,780) verhindert wurde. Weil
die Geschwindigkeit der Phosphorylierung langsamer war als erwartet (erst nach etwa 3 h ein-
trat) und die Induktion von Protoonkogenen (¢-fos und c-jun) und PDGFA beobachtet wurde,
scheinen diese die Phosphorylierung zu vermitteln (Brama et al., 2007). Das gleiche Muster
wurde bei der Behandlung von MCF-7 Zellen mit Cd-haltigen Quantum dots (QD) beobachtet.
Es zeigte sich eine QD-induzierte Steigerung der Proliferation, ER-Alpha-Aktivierung und bi-
phasische Phosphorylierung von Akt und ERK1/2. Alle QD-induzierten Effekte konnten mit
einem Antiostrogen (ICI 182,780) antagonisiert werden (Jain et al., 2012). Zang et al. berich-
teten ebenfalls von einer Cd-induzierten ERK1/2 Phosphorylierung, die durch Antidstrogen
(ICI 182,780) antagonisiert wurde (Zang et al., 2009).

Der molekulare Mechanismus von Cd wurde von Siewit et al. in ER-Alpha positiven MCF-7,
T-47D und ZR-75-1 Zellen weiter untersucht. Die Cd-induzierte Proliferation und Genexpres-
sion von ER-Zielgenen CycD1, ¢-myc und CTD wurde von Antidstrogen (ICI 182,780) und
Ri-ER-Alpha® antagonisiert. Mittels ChIP-Analyse wurde eine Cd-induzierte Translokation
von ER-Alpha in den Nukleus an die Promotoren von CycD1 und c-myc festgestellt. Die In-
duktion von CycD1 und ¢-mye wird allerdings nicht durch eine direkte Bindung von ER-Alpha
an die DNA vermittelt, sondern {iber einen tethered-Mechanismus via AP-1. Dieses besteht
u.a. aus Proteinen, die durch die Protoonkogene c-Jun und c-Fos codiert werden (vgl. Brama
et al. 2007). Die Hypothese ist, dass zumindest in Brustkrebszellen die Proliferation nicht di-
rekt via ER-Alpha moduliert wird, sondern via Crosstalk mit anderen Transkriptionsfaktoren
(Siewit et al., 2010).

Cd-induzierte Modulation dstrogener Wirkungen in vitro

Es gibt jedoch auch Befunde, die zeigen, dass Cd zwar an den ER bindet, den Rezeptor
aber nicht aktiviert. In diesen Studien scheint Cd eher eine Inhibition Eo-vermittelter Effekte
zu bewirken (Guével et al., 2000; Vetillard, 2005). In einem YES-Assay zeigte sich nur eine
geringe Aktivierung von ER-Alpha (10 % der maximalen Aktivierung fiir 5% 1077 bis 5% 1076
M). Und fiir 6 % 107! bis 1% 107> M CdCl, konnten Silva et al. weder eine proliferative
Wirkung in MCF-7 Zellen feststellen, noch eine Phosphorylierung von ERK1/2 (bei 10~7 M
CdCl,). Allerdings inhibierte Cd die Eo-vermittelten Effekte (Silva et al., 2006). Zang et al.
konnten keine Cd-induzierte Modulation der Ps2- und PR-mRNA-Expression in T47D Zellen
feststellen, obwohl die gleichen Konzentrationen wie bei Stoica et al. 2000 gew#hlt worden
waren (Zang et al., 2009).

1.3.2 In vivo Befunde

Die Studienlage zur strogenen Wirkung von Cd in in vivo Experimenten ist {ibersichtlich. Es
wurde der Einfluss von Cd auf HHG-Achse und Steroidsynthese in klassischen uterotrophen
Assays und in Reportergen-Systemen untersucht. Zusammenfassend scheint Cd die HHG zu
modulieren, in klassischen uterotrophen Assays 0strogene Wirkungen zu zeigen und den ER-
Alpha aktivieren zu konnen. Studien mit transgenen Tiermodellen kénnen dies nicht oder

Omittels RNA-Interferenz: Kurze RNA-Stiicke interagieren mit mRNA und fithren zu deren Abbau und somit
zur Unterbrechung der Signaltransduktion (Fire et al., 1998).
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nur teilweise bestitigen. Die strogene Wirkung von Cd nach oraler Applikation, also dem
relevantesten Aufnahmepfad, ist bisher nur in fiinf Studien untersucht worden (Han et al.,
2006; Hofer et al., 2009, 2010; Ramachandran et al., 2011), wovon zwei (siehe Veréffentlichung
2.1 und 2.4) in dieser Dissertation vorgestellt werden.

Cd-induzierte dstrogene Wirkung in vivo

Martin et al. waren die ersten, die eine hormonartige Wirkung von Cd in vivo*!' festgestellt
haben.*? Nachfolgend zu Untersuchungen iiber mégliche androgene Effekte von Cd (Martin
et al., 2002) wurde eine 6strogenartige Wirkung von Cd in weiblichen, ovariektomierten SD-
Ratten untersucht (Johnson et al., 2003). Eine i. p.-Injektion von 5 pg CdCl, fiihrte zu einem
Anstieg des Uterusgewichtes und erhoter C3- und PR-mRNA-Expression in Uterus und Brust.
Diese Effekte wurden durch Gabe eines Antidstrogens (ICI 182,780) antagonisiert. Ferner kam
es nach einer in utero Exposition (0.5 und 5 pg/kg KG CdCl, i.p., trichtige Ratten) zu einer
Verdnderung des Brustgewebes.

In einer weiteren Studie mit Cd (0.12 u. 1.2 mg/kg KG i. p.) an Wistar-Ratten wurde die Zu-
nahme des Uterusfeuchtgewichtes, der UEH und der Endometriumdicke in einem klassischen
uterotrophen Assay beobachtet. Dariiberhinaus wurde eine Cd-induzierte Verminderung der
PCNA-Protein-Expression im Uterus festgestellt. Analog zu den in wvitro Versuchen wurde
ERK1/2 dosisabhingig von Cd induziert (Zhang et al., 2007). Aus dem gleichen Labor be-
richten Liu et al. nach einer i. p.-Injektion von 0.0064, 0.032, 0.16 oder 0.8 mg/kg KG CdClI,
in SD-Ratten eine dosisabhéngige Steigerung des Uterusfeuchtgewichtes und der Stromadicke.
Allerdings fand sich keine Steigerung der PCNA-Expression, Endometriumdriisenanzahl oder
UEH durch Cd im Gegensatz zu klaren Effekten von E; auf diese Parameter. Daraus schliefen
die Autoren, dass Cd nicht iiber eine ER-Interaktion zu einer Zunahme des Uterusfeuchtge-
wichtes fithrt (Liu et al., 2010).

Um (u.a.) die relevanten Cd-Dosen zu identifizieren, die eine Verdnderung der Brustdriisen
herbeifiihren, wurden weibliche M#use mit verschiedenem Hormon-Status (prapubertér, adult
intakt, adult Ovx) mit 2-3 mg/kg KG CdCl, i.p. behandelt. Zusammenfassend zeigten sich
zwei Ergebnisse: Wihrend bei prapubertiren Mausen antiostrogene Effekte zu beobachten
waren (eine Storung des Brustdriisengangwachstums, eine geringere Anzahl terminal end buds
und ein vermindertes Uterusfeuchtgewicht), zeigt Cd bei erwachsenen Tieren (intakt und Ovx)
eine ostrogene Wirkung (umgekehrte o. g. Effekte) (Alonso-Gonzalez et al., 2007).*3

Eine mégliche Pfaddbhéngigkeit der dstrogenen Wirkung von Cd wurde von Héfer et al.
untersucht. Bis dahin waren erst zwei Studien verdffentlicht worden, in denen Cd oral appli-
ziert wurde (Han et al.; 2006; Pillet et al., 2006). Daneben fehlte eine klare Dosisabhéngigkeit
der von Johnson et al. berichteten Effekte. Es zeigte sich eine dosisabhingige Zunahme des
Uterusfeuchtgewichtes und der UEH nach i. p.-Injektion von CdCl,, aber nicht nach oraler
Exposition. Allerdings wurde die C3-mRNA-Expression im Uterus sowohl nach parenteraler
als auch nach oraler Exposition induziert. Hierbei war bei einer Dosis von 0.05-500 pg/kg
KG CdCl, i.p. die C3-mRNA Expression geringer, als die der Ovx-Kontrolle (Hofer et al.,
2009). In Untersuchungen zur Immuntoxizitdt von Cd wurde ebenfalls keine Modulation des

' Martin et al. 2002; Johnson et al. 2003 und in vitro s. 0. Garcia-Morales et al. 1994

12Es existiert allerdings ein chinesisches Paper, in dem ein uterotropher Effekt von Cd (0.1, 0.5 und 2.5 mg/kg
KG 3 Tage i. p., SD-Ratten) bereits 2001 beschrieben worden ist (Shen et al., 2001).

“SInteressanterweise wurden die Cd-induzierten Effekte auf das Brustgewebe in dieser Studie von Melatonin
antagonisiert.
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Uterusfeuchtgewichtes durch Cd (5 und 25 ppm in Trinkwasser fiir 28 Tage) in SD-Ratten
festgestellt (Pillet et al., 2006).

Cd-induzierte Wirkungen in Reporter-Tiermodellen

Daneben gibt es eine Reihe von Untersuchungen in transgenen ERE-LUC-Mausmodellen. Ei-
ne s. c.-Injektion von 5, 50 oder 500 pg/kg KG CdCl, fiihrte in nicht-adulten M&usen zwar
zu einer dosisabhéngigen Zunahme der UEH, aber zu keiner Modulation des Uterusfeucht-
gewichtes. Auch wurde keine Aktivierung des ERE-Reporters beobachtet. Im Gegenteil, bei
der niedrigsten Dosis (5 ng/kg KG) war die relative Luziferase-Aktivitit geringer als bei der
Kontrolle. Um zu untersuchen, ob vielleicht ein ERE-unabhéngiger Mechanismus bei der Si-
gnaltransduktion eine Rolle spielt, wurde die Expression verschiedener Proteine untersucht.
pMdm2 wurde von Cd dosisabhingig induziert, Erk1l/2 wurde von der niedrigsten Cd-Dosis
stiarker induziert als von der hochsten (Ali et al., 2010). Hierzu ist anzumerken, dass anti-
ostrogene Effekte von Cd bereits vorher in einem Versuch mit préapubertiren Ratten gezeigt
wurden (Alonso-Gonzalez et al., 2007). Die Wirkung von Cd ist also offensichtlich anders im
nicht-adulten Tier gegeniiber einem ovariektomierten adulten Tier. Adulte Mannchen zeigten
ebenfalls keine Aktivierung des ERE-LUC-Reporters durch CdCl, (0.5-500 pg/kg KG s.c.),
aber wieder eine Induktion von ERK1/2 durch die niedrigen Dosen (Al et al., 2012). Die Au-
toren schliefsen aus ihren Untersuchungen, dass indirekte Mechanismen fiir eine Cd-induzierte
Modulation des ER verantwortlich sind.

Bei der Verwendung von ovariektomierten adulten Mausen eines anderen Stamms fiihrte 1
ng/kg/KG/d CdCl, per gavage iiber 21 Tage zu einer Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes.
Eine CdCl,-induzierte Aktivierung des ERE-Luc Reporters wurde nur im weifen Fettgewebe
beobachtet. Die 6strogen-sensitive PR-mRNA-Expression wurde ebenfalls nur im Fettgewebe
moduliert (Ramachandran et al., 2011).

Cd-induzierte Modulation der HHG und Steroidsynthese

Neben der oben aufgefithrten “direkten” Gstrogenen Wirkung von Cd konnte Cd auch indi-
rekt, iiber eine Stérung der Steroidbiosynthese und HHG-Feedbackmechanismen die Serum-
und Gewebekonzentration von Ostrogenen veridndern und so die dstrogene Signaltransduktion
modulieren. Fiir relativ hohe Cd-Dosen ist das auch schon gezeigt worden.

Die Serumkonzentrationen des Follikelstimulierenden Hormons (FSH), Luteinisierenden
Hormons (LH), E2 und Progesterons in Schweinen waren deutlich niedriger in den Tieren,
die eine mit 10 mg/kg CdCl,-angereicherte Diét bekamen, gegeniiber der Kontrolldidt. Aller-
dings war die nur bei der hichsten Dosis zu beobachten; in den Gruppen mit 0.5 und 5 mg
CdCl, /kg Futter gab es keine Modulation der Hormonkonzentrationen (Han et al., 2006).

In hohen Dosen kann Cd den Biosyntheseweg von Steroiden an verschiedenen Stellen mo-
dulieren: In SD-Ratten (Digstrus, Gestationstag 7 u. 16) fithrte 3 und 5 mg/kg KG s.c. CdCl,
zu niedrigeren Progesteron- und Eg-Serumkonzentrationen und 5 mg/kg KG zu einer deut-
lich geringeren Synthese von Testosteron, Progesteron und Eg in whole ovary culture**. Die
deutlichsten Effekte waren bei den Tieren zu verzeichnen, die im Didstrus und in der frithen
Phase der Schwangerschaft waren (Piasek and Laskey, 1994).

“"Nach Behandlung in vivo werden die Ovarien entnommen und in Kultur genommen. Die Hormonkonzen-
trationen werden im Uberstand bestimmt.
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Um den Effekt von Cd auf reproduktive Prozesse zu untersuchen, sind Ovarien von im
Ostrus befindlichen Wistar-Ratten, die mit 0.25, 0.5, und 1 mg/kg KG/d CdCl, i.p. fiir 6
Wochen (5 Tage die Woche) behandelt wurden, in whole ovary culture genommen worden.
Dariiber hinaus wurden whole ovary cultures von Ovarien in verschiedenen Phasen des Ostrus
angelegt und ez vivo mit Cd (0.1, 1 und 2 mM) behandelt. Die in vivo behandelten Zellen
zeigten bei der hochsten Dosierung (2 mg/kg KG) eine verminderte Progesteron- und Es-
Konzentration im Uberstand. Im Uberstand der in witro belasteten Zellen zeigte sich eine
Cd-induzierte Modulation der Eg- und Progesteron-Konzentrationen und zwar abhingig
von der Ostrus-Phase, in der die Zellen entnommen worden sind. Die Autoren kommen zu
dem Schluss, dass Cd die Ovarien direkt beeinflussen kann (Zhang et al., 2008).

1.4 Zielsetzung

Diese Dissertation ist im Rahmen eines Graduiertenkollegs der DFG (GK #1427 — Nahrungs-
inhaltsstoffe als Signalgeber nukledrer Rezeptoren im Darm) entstanden.

Wie unter Abschnitt 1.1.3 beschrieben, ist die Bevolkerung einer gewissen Cd-Exposition
ausgesetzt. Cd wird zwar inzwischen als Metalloostrogen angesehen, der Wirkmechanismus,
die Wirkung auf nicht-klassische 6strogene Zielgewebe und das davon ausgehende potentielle
Risiko auf physiologische und pathologische Zustéinde des Kérpers sind allerdings nicht zufrie-
denstellend charakterisiert. Vor diesem Hintergrund sind meine Untersuchungen einzuordnen.
Folgende Fragestellungen wurden formuliert.

e Ist die hormonartige Wirkung von Cd ER-vermittelt? Sind &strogene Wirkung von Cd
in klassischen und nicht-klassischen Ostrogen-Zielgeweben unterschiedlich?

e Wie wirken Ostrogene und Cd im Darm? Zeigen sich im Darmepithel, das zuerst mit dem
Schwermetall in Kontakt kommt, Einfliisse auf die Darmhomdostase oder auf 6strogen-
modulierte Signalwege?

e Kann Cd die Wirkungen von endogenen Ostrogenen beeinflussen?

Zur Untersuchung dieser Fragestellungen wurden verschiedene Tierversuche in weiblichen,
ovariektomierten Wistar-Ratten und in vitro Experimente durchgefiihrt.

In Kapitel 2 ab Seite 20 finden sich die im Rahmen dieser Dissertation entstandenen Pu-
blikationen. Daneben wurden weitere Experimente durchgefiihrt, die in Kapitel 3 ab Seite 69
dargestellt werden. So wurden Ostrogen-sensitive Gene im Darm mittels Microarray identifi-
ziert, die durch Cd dosisabhéngig moduliert werden (siehe Kapitel 3.1). Die Wirkung von Cd
vor dem Hintergrund korpereigener Ostrogene wurde zum einen im Uterus ovariektomierter
Ratten (siehe Kapitel 3.2) und zum andern im Rahmen einer Masterarbeit in intakten Tieren
untersucht (siehe Kapitel 3.3 und Kriiger 2012). Abschliefend wird noch ein fiir mechanis-
tische Untersuchungen potentiell interessantes in vitro-Modell fiir Cd-Wirkungen im Darm
vorgestellt (siehe Kapitel 3.4).



2 Publikationen

Im Folgenden werden vier bereits publizierte Manuskripte vorgestellt und die wesentlichen
Inhalte zusammengefasst, die im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation entstanden sind.

In “Investigations on the estrogenic actiwity of the metallohormone cadmium in the rat
intestine” (2.1 ab Seite 21) konnte gezeigt werden, dass Cd auch in nicht-klassischen Geweben
eine dstrogenartige Wirkung zeigt. Cd inhibiert auch nach oraler Applikation die Expression
von Ps2-mRNA, ER-Beta-mRNA und -Protein und PCNA-Protein im Darm und zeigt damit
vergleichbare Wirkungen wie 17alpha-Ethinylestradiol.

Wie Ostrogene grundsitzlich die Darmhomgostase modulieren, wurde in “ER beta specific
agonists and genistein inhibit proliferation and induce apoptosis in the large and small intes-
tine” (2.2 ab Seite 34) genauer untersucht. Zwar exprimiert der Darm nur geringe Mengen
ER-Alpha, trotzdem fiihrt eine selektive Aktivierung des Rezeptors sowohl zu einer Steige-
rung der Proliferations- als auch der Apoptoserate im Diinndarm und Kolon. Eine selektive
Aktivierung des ER-Beta bewirkt eine Senkung der Proliferationsrate und eine Steigerung der
Apoptoserate in beiden Darmabschnitten.

Auf diesen Arbeiten bauen die nachfolgenden Untersuchungen auf.! Zum einen wurde unter-
sucht, ob die &strogenartige Wirkung von Cd in Uterus und Darm ER-vermittelt ist. Daneben
wurde der Cd-induzierte ER-AhR-Crosstalk in Uterus und Darm charakterisiert. Zwar zeigte
Johnson et al., dass eine Cd-induzierte Modulation des Uterusfeuchtgewichtes und der com-
plement C3-mRNA-Expression mittels ER-Antagonist verhindert werden kann, jedoch ohne
hinreichende Befunde zur Pfad- und Dosisabhéngigkeit. In “ Cadmium modulates expression
of aryl hydrocarbon receptor associated genes in rat uterus by interaction with the estrogen
receptor” (2.3 ab Seite 44) wurde genau dies untersucht: Cd induzierte C3-mRNA und PR-
Protein-Expression (beides etablierte Marker fiir Ostrogenitiit) dosisabhingig. Dieses wurde
in Kombination mit einem ER-Antagonisten verhindert — ist also vermutlich ER-vermittelt.
Auch zeigte sich, dass Cd die AhR-assoziierte Geneexpression im Uterus via ER moduliert.
Im Darm scheint der Mechanismus der Modulation AhR-assoziierter Gene anders zu sein,
wie in “ The metalloestrogen cadmium modulates AhR-associated gene expression in the small
intestine of rats similar to ethinyl-estradiol” (2.4 ab Seite 56) dargestellt. Hier schienen ER-
unabhéngige oder ER-Beta vermittelte Signalwege eine Rolle zu spielen.

!Auch die Versuche, die in dem Kapitel “Unveréffentlichte Daten” gezeigt werden, siche Kapitel 3 ab Seite
69.

20
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2.1 Publikation 1: “Investigations on the estrogenic activity of the
metallohormone cadmium in the rat intestine”

N. Héfer, P. Diel, J. Wittsiepe, M. Wilhelm, F. M. Kluxen und G. H. Degen in Archives of
Tozicology, 84(7):541-52. Eine Kopie von Publikation 1 findet sich ab Seite 22.

Zusammenfassung Cd, ein giftiges Schwermetall und eine wichtige Umweltkontaminante,
wird heute als potentiell hormonaktive Substanz (od. Endokriner Disruptor) angesehen. Die
ostrogenen Effekte Cds sind bis jetzt nur in klassischen Ostrogen-Zielgeweben, wie dem Uterus,
und fast nur nach intraperitonealer (i.p.) Injektion von CdCly untersucht worden. Allerdings
werden ER auch im Darm exprimiert, und die Nahrung ist der Hauptaufnahmeweg von Cd in
der Allgemeinbevélkerung. Deshalb wurden potentielle dstrogene Effekte von Cd nun im Intes-
tinaltrakt von ovariektomierten Wistar-Ratten nach oraler kurz- und langfristiger Behandlung
von CdCly (0.05—4 mg/kg KG fiir 3 Tage per Gavage und 0.4-9 mg/kg KG tiber 4 Wochen
in Trinkwasser) oder nach i. p.-Injektion (0.00005 2 mg CdCly /kg KG) untersucht und mit
Steroid-Ostrogen-behandelten (E; oder EE3) Gruppen verglichen. Eine atomabsorptionsspek-
trometrische Analyse von Cd in Nieren und Diinndarm zeigte eine dosisabhéngige Zunahme
der Gewebekonzentration, mit relativ hoher Cd-Konzentration im Darm sowohl nach oraler,
als auch i. p.-Applikation.

Die Expression von Metallothionein(Mtla)-mRNA, einem typischen metal response-Para-
meter, war in Niere und Diinndarm von verschiedenen Cd-behandelten Gruppen klar in-
duziert, allerdings bemerkenswerterweise auch durch Steroid-Ostrogene. Die Expression von
ostrogen-regulierten Genen, i. e. pS2/TFF1, Vitamin-D-Rezeptor (VDR) und ER-Alpha und
-Beta wurden als molekulare Parameter fiir Ostrogenitiit untersucht: Die intestinale mRNA-
Expression von pS2/TFF1 war in den Ostrogen-Kontroll-Gruppen [gegeniiber Negativkon-
trolle| signifikant herunterreguliert, allerdings auch nach einer einmaligen i. p.-Injektion und
oraler Langzeitgabe von Cd.

Dagegen war weder die mRNA-, noch die Proteinexpression von VDR nach oraler Langzeit-
gabe von Cd reguliert. Im Diinndarm von Ovx-Ratten war die Expression von ER-Beta, aber
nicht die von ER-Alpha nachzuweisen. ER-Beta-mRNA und Protein-Expression waren, wie
in der EEg-Referenzgruppe, signifikant durch Cd herunterreguliert. Die mRNA-Expression
und die Immunfirbung von Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), als ein Marker fiir
Zellproliferation, zeigte eine Verminderung [gegeniiber der Kontrolle] nach Langzeitgabe von
Cd und EEs. Zusammenfassend fiihrte eine Exposition mit Cd zur Modulation molekularer
und funktioneller Parameter fiir Ostrogenitit im Intestinaltrakt von OVX-Ratten. Da der
Intestinaltrakt vor allem ER-Beta exprimiert und zudem eine wichtige Kontakt- und Aufnah-
mestelle fiir Lebensmittelkontaminanten darstellt, sind weitere Studien notwendig, um den
spezifischen molekularen Mechanismus der Interaktion von Cd und dem Ostrogenrezeptor zu
untersuchen.

Archives of Tozicology, Impact Factor (2012): 4.674; Eigenanteil 10 % Laborta-
tigkeit, Auswertung der Ergebnisse, Co-Autor
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Abstract Cadmium (Cd), a toxic heavy metal and an
important environmental pollutant, is now also regarded as
potential endocrine disruptor. Its estrogenic effects have
been examined so far just in classical target tissues, e.g.
uterus, and mostly upon intraperitoneal (i.p.) injection of
CdCl,. Yet, estrogen receptors are also expressed in the
gut, and food is the main source of cadmium intake in the
general population. Therefore, possible estrogenic effects
were now investigated in the intestine of ovariectomized
Wistar rats after oral short- and long-term administration of
CdCl, (0.05-4 mg/kg bw on 3 days by gavage and 0.4—
9 mg/kg bw for 4 weeks in drinking water) or upon i.p.
injection (0.00005-2 mg CdCl,/kg bw), and compared to
steroid estrogen (estradiol or ethinylestradiol) treated
groups. Analysis of Cd in kidneys and small intestine by
atomic absorption spectrometry showed dose-dependent
increases in tissue levels with rather high Cd concentra-
tions in the gut, both after oral and i.p. administration.
Expression of metallothionein (MT1a), a typical metal
response parameter, was clearly induced in kidney and
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small intestine of several CdCl, treated groups, but also
notably increased by steroid estrogens. Levels of estrogen-
regulated genes, i.e. pS2/TFF1, vitamin D receptor (VDR),
and estrogen receptor o and f§ (ER o/ff) were studied as
parameters of hormonal activity: The intestinal mRNA
expression of pS2/TFF1 was significantly decreased in the
estrogen reference groups, but also after single i.p. injec-
tion and oral long-term administration of CdCl,. In con-
trast, the mRNA and protein expression of the VDR were
unaffected by long-term administration of Cd via drinking
water. We detected expression of ERf, but not ERo in the
small intestine of OVX rats. ERf mRNA and protein
expression were significantly down-regulated by Cd, sim-
ilar to the ethinylestradiol reference group. The mRNA
expression and immunostaining of proliferating cell
nuclear antigen (PCNA), as an index for cell proliferation,
revealed decreases after long-term administration of Cd
and ethinylestradiol. In summary, cadmium exposure was
shown to modulate molecular and functional parameters of
estrogenicity in the intestinal tract of OVX rats. As the
intestine is known to express predominantly ERf, and is an
important site of interaction with dietary contaminants, it is
indicated to further investigate specific molecular mecha-
nisms of cadmium and estrogen receptor interactions in
more detail.

Keywords Cadmium - Endocrine disruption -
Estrogenic activity - Route of exposure - Small intestine

Abbreviations

AAS Atomic absorption spectrometry
bw Body weight

CdCl, Cadmium chloride

E, 17 p-Estradiol
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EE 17a-Ethinylestradiol

ERo/ff  Estrogen receptor alpha/beta

i.p. Intraperitoneal

ovVX Ovariectomized

(P)TWI  (Provisional) Tolerable weekly intake

Introduction

Cadmium has been recognized as an important occupa-
tional and environmental health hazard for many decades
(Bernard 2008; Prins and Korach 2008; Nordberg 2009).
The heavy metal exerts pronounced toxicity on kidney,
lung, and bone of animals and humans as well as a wide
spectrum of deleterious effects on reproductive tissues
(DFG 2004; Godt et al. 2006; IPCS 2007). Moreover,
cadmium is now also regarded as metallohormone and
potential endocrine disruptor (Takiguchi and Yoshihara
2006; Byrne et al. 2009). Previous in vitro studies with
CdCl, revealed activation of the estrogen receptor o (ERo)
and typical estrogenic responses in MCF-7 breast cancer
cells (Stoica et al. 2000). Rodent studies have shown that
intraperitoneal (i.p.) injection of CdCl, increased uterine
wet weights and promoted the growth and development of
mammary glands (Johnson et al. 2003). But, since food is
the most relevant source of cadmium exposure in non-
smokers (EFSA 2009), in vivo studies were needed with
oral Cd administration to assess its hormonal potency with
a relevant exposure route.

Our recent study on estrogenicity of cadmium in the
uterus, a classical estrogen target organ with predominant
expression of ERo, included a wide range of doses and
different administration schemes (Hofer et al. 2009):
Ovariectomized Wistar rats received CdCl, on 3 days by
gavage (0.05-4 mg/kg bw), and for 4 weeks in drinking
water (0.4-9 mg/kg bw), or as single i.p. injection
(0.00005-2 mg/kg bw). The analysis of molecular and
histological parameters of estrogenicity and Cd tissue
concentrations revealed pronounced dose- and route-
dependent differences in uterine Cd levels and hormonal
potency. Whilst the study confirmed an estrogenic effect of
cadmium on the uterus upon i.p. injection, it also demon-
strated considerably lower activity for oral exposure:
Treatment with CdCl, (up to several mg/kg bw) by gavage
or in drinking water did neither affect uterine wet weights
nor epithelial thickness (Hofer et al. 2009). On the other
hand, estrogen-regulated complement component C3 was
clearly induced in the rat uterus, albeit at dose levels far
exceeding those of dietary Cd exposure in humans.

This and previous data (reviewed by Takiguchi and
Yoshihara 2006) demonstrate that signaling cascades in

@ Springer

classical estrogen target tissues can be affected by the
metal ion. A model where Cd, similar to estradiol, activates
ERo through the ligand binding domain has been proposed
(Byrne et al. 2009). But, the precise mechanisms under-
laying estrogenic effects of cadmium remain to be eluci-
dated, and also the question whether cadmium affects
ER -mediated responses. ERf is the predominant receptor
form in the intestinal tract, and processes involved in
inflammation of the gut and regulation of intestine cell
homeostasis are apparently regulated by estrogens (Harnish
2006; Harris et al. 2003; Harris 2007; Wada-Hiraike et al.
2006a, b; Seibel et al. 2008). Moreover, the intestinal
mucosa is extensively exposed to dietary constitutents, e.g.
phytoestrogens, and to contaminants such as cadmium.
Therefore, we have now investigated effects of cad-
mium on the intestinal tract of ovariectomized rats treated
at several dose levels. The expression of pS2 gene, vitamin
D receptor (VDR), and ER subtypes « and f served as
biomarkers for estrogenicity. Effects on cell proliferation
were studied by immunohistochemical and mRNA analysis
of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) in the cad-
mium- and estrogen-treated rats. Cd tissue levels were
analyzed by atomic absorption spectrometry in the kidney
and small intestine of all groups after oral exposure and i.p.
injection, and expression of metallothionein was deter-
mined as well established response marker to cadmium.

Materials and methods
Animals and experimental treatments

All animal husbandry and handling conditions were
according to the Institutional Animal Care and Use Com-
mittee guidelines, and legal permission to conduct the
animal experiments was obtained from the local responsi-
ble authorities.

Juvenile female Wistar rats of 4-5 weeks (101-125 g)
were obtained from Janvier (Le-Genest St-Isle, France) and
acclimatized for one week. Rats were kept under controlled
conditions (temperature 20 £ 1°C, humidity 50-80%,
illumination 12L/12D) and had free access to tap water and
a diet low in phytoestrogen content (R/M-H, from Ssniff
GmbH, Germany). Prior to the experiments, ovaries of the
rats were ectomized (OVX). After the endogenous hor-
monal decline within 14 days, the animals were randomly
allocated to vehicle or treatment groups (i.p. and drinking
water experiment: n = 6 animals per group; gavage
experiment: n = § animals per group).

Treatment conditions, described elsewhere in more
detail (Hofer et al. 2009) were as follows: For the experi-
ment with i.p. injection, CdCl, was dissolved in sterile
water to achieve doses of 0.00005, 0.0005, 0.005, 0.05, 0.5,
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or 2 mg/kg bw in an application volume of 1 ml/kg bw.;
17 -estradiol (E,) was dissolved in propanediol/ethanol
(80:20, v:v) and administered at a dose level of 0.5 mg/kg
bw. For gavage administration, CdCl, was dissolved in tap
water and administered at doses of 0.05, 0.5, 2, or 4 mg/kg
bw on three consecutive days; the estrogen reference group
received ethinylestradiol (EE, dissolved in propanediol/
ethanol, 80:20) at a daily dose of 0.1 mg/kg bw. For the
subchronic (28 day) experiment, test compounds were
administered in drinking water: EE (1 mg) was dissolved
in a small amount of ethanol and then filled up to 1 L
drinking water. CdCl, was dissolved in water at concen-
trations of 5, 50 or 150 mg/l (i.e. 5, 50, or 150 ppm). As
rats consumed about 20 ml water per day this corresponds
to Cd dose levels of 0.4, 4, or 9 mg/kg bw/day and
0.08 mg/kg bw/day for EE.

Tissue collection and preparation

Body weights of the rats were determined prior to sacrifice
by decapitation. Freshly excised kidney and pieces of small
intestine were collected and snap-frozen in liquid nitrogen
for RNA/protein preparations and for cadmium analysis
(see below). In addition, a piece of the small intestine was
fixed in 4% formaldehyde and later embedded in paraffin
for histological analysis.

RNA isolation and realtime RT-PCR

Total RNA of small intestine mucosa was isolated from
frozen tissue with TRIzol® (Invitrogen, Karlsruhe, Ger-
many), according to the method of (Chomczynski and
Sacchi 1987). TRIzol®, a solution of phenol and guanidine
for the isolation of total RNA from cells and tissues, was
used followed by an enzymatic digestion of DNA (Des-
oxyribonuclease I, Karlsruhe, Invitrogen). First-strand
cDNA synthesis was accomplished with SuperScript® Kit
(Invitrogen). Amplification of cDNA by real-time RT-PCR
was performed in a MX3005P thermal cycler (Stratagene)
or an iCycler (Bio-Rad). The protocol comprised 5 min at
95°C followed by 45 cycles of 94, 60 and 72°C for 1 min
each. For subunit 1A of cytochrome ¢ oxidase we used the
forward 5-CGTCACAGCCCATGCATTCG-3' and the
reverse 5-CTGTTCATCCTGTTCCAGCTC-3/, for VDR
the forward primer 5'-GTGACTTTGACCGGAACGTG-3'
and as reverse primer 5'-ATCATCTCCCTCTTACGCTG-3/,
for MT1a the forward primer 5-TTACACCGTTGCTCCA
GATTC-3 and as reverse primer 5'-CAGCACTGTTCGT
CACTTCAG-3/, for pS2 the forward primer 5'-GGAAA
AGGGTTGCTGTTTTG-3' and as reverse primer 5'-ACA
GGTGTGTATGAAGCAGGTG-3' and for ERf we used
forward primer 5-CTACAGAGAGATGGTCAAAAGTG
GA-3' and as reverse primer 5-GGGCAAGGAGACAGA

AAGTAAGT-3', for PCNA we used forward primer
5'-GAGCAACTTGGAATCCCAGAACAGG-3' and as
reverse primer 5'-CCAAGCTCCCCACTCGCAGAAAA
CT-3'. The data were normalized relative to 1A expression
via the delta-delta method of (Pfaffl 2001), where subunit
1A of cytochrome c oxidase served as reference gene.

Western blot analysis

Pooled frozen small intestine mucosa samples were
homogenized and soaked in lysis buffer (50 mM Tris pH 8;
2 mM CaCl,, 80 mM NaCl, 1% Tx100) with enzyme
inhibitor PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride, dissolved
in isopropanol) at final 10 mM. The protein concentrations
were determined using DC Protein Assay (Bio-Rad,
Miinchen, Germany). Equal amounts of sample protein
(40 ng), charged with equal amounts of SDS-loading
buffer (4% SDS (sodium dodecyl sulfate), 20% glycerol,
10% 2-mercaptoethanol, 0.04% bromophenolblue, 0.125 M
Tris (pH 6.8) were loaded on a NuPAGE Novex 4-12%
Bis-Tris Midi Gel (Invitrogen, Karlsruhe, Germany),
elektrophoresed at 90 mA for 60 min and blotted onto
nitrocellulose membranes (Hartenstein, Wiirzburg, Ger-
many). The membranes were blocked with 5% BSA
(bovine serum albumin, K41-001, PAA Laboratories,
Pasching, Austria) in phosphate buffered saline at room
temperature for 1 h.

Primary antibodies were diluted in 5% BSA in phosphate
buffered saline: Actin 1:500 (A 5060, Sigma—Aldrich,
Deisenhofen, Germany), VDR 1:300 (ab54387, Abcam,
Camebridge, UK), ERf 1:200 (sc-8974, Santa Cruz, Hei-
delberg). Membranes were incubated with primary antibody
solution over night at 4° and rinsed five times for 5 min each
in PBS-T. Polyclonal Rabbit Anti-Mouse (P0260, Dako,
Hamburg, Germany) was used as species-specific HRP-
conjugated secondary antibody as well as Rabbit Anti-Rat
(E0468, Dako, Hamburg, Germany: membrane was addi-
tionally incubated with horseradish peroxidase-complex
since this second antibody is not HRP-conjugated). Mem-
branes were again rinsed three times for 5 min each in PBS-
T and then two times in PBS. Blot signals were visualized by
the chemoluminescent POD-Substrate (Lumi-Light Plus,
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and quantified by
densitometry using the software Image J 1.38 (National
Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/). The
ratio of the reference protein to the target protein was cal-
culated to account for inhomogeneous protein loading; actin
served as reference protein.

Immunohistochemistry

Pieces of small intestine were fixed in neutral buffered
formalin before being embedded in paraffin wax. 7 um
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sections were mounted on slides precoated with polylysine
(Menzel Gliser, Hilden, Germany), then cleared, hydrated
and washed with PBS. Endogenous peroxidase was
blocked with 0.3% hydrogen peroxide in methanol, fol-
lowed by another wash with PBS. The cell wall was lysed
with 0.25% Triton-X-100 in PBS. The slides were washed
with PBS again prior to the blocking with 5% BSA. Sec-
tions were incubated with the primary antibody PCNA
(1:100, M0879, Dako, Glustrup, Denmark) at 4° over night,
washed with PBS and incubated with second antibody at
room temperature for 1 h and washed with PBS. Sections
were incubated with horseradish peroxidase-complex (HRP
horseradish peroxidase, RPN1051, GE Healthcare, Munic,
Germany), prior to addition of the substrate 3,3-diam-
inobenzidine (DAB). Control sections were processed as
above, omitting the primary antibody. Sections were
examined with a light microscope (Axiophot, Zeiss, Jena,
Germany).

Cadmium measurements

The Cd content was analyzed by atomic absorption spec-
trometry (AAS) after sample preparation as described
before (Hofer et al. 2009). In brief, the tissues were dried in
a Speed Vac RC 1022 Jouan (Thermo Scientific) for 4 h at
60°C. HNO;3 (65%, puriss. p. a., Fluka, Buchs, Switzer-
land) was added to lyophilized organ samples (kidneys
about 80-190 mg or pooled intestine for each dose group),
digested with a high performance microwave system. A
solution prepared from digested sample and bidistilled
water was used for determination of cadmium by graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS). For
internal quality control together with each digestion run
also reference material “Bovine Liver”, BCR No.185R Lot
0940 (LGC-Standards, Wesel, Germany) was analyzed.
The detection limit was 5.0 pg/kg dry weight when using
100 mg lyophilisate.

Statistical analysis

Data on cadmium content in the kidneys were expressed as
mean + S.D. We used two-way analysis of variance fol-
lowed by pair-wise comparison of selected means with the
Mann—Whitney U test. Differences in gene expression
were assessed by one-way ANOVA followed by Tukey’s
a posteriori test. Significance was set at *P < (.05,
**P < 0.01, and ***P < 0.001.

Results

Studies were conducted in ovariectomized (OVX) female
Wistar rats using different administration routes and
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treatment schemes for cadmium to assess its estrogenic
effects, also in relation to steroid estrogen reference
groups: In the first experiment, rats received a single i.p
injection of CdCl, at doses between 0.00005 and 2 mg/kg
bw. Secondly, CdCl, was administered by gavage at doses
of 0.05, 0.5, 2, and 4 mg/kg bw/d for 3 days. Moreover,
CdCl, was given for 28 days in drinking water (5, 50 and
150 ppm) that provided daily oral doses of 0.4, 4 and 9 mg/
kg bw. At termination of all three experiments, we have
determined body and organ (liver, kidney) weights as
indicators of cadmium toxicity, and also Cd contents in
blood, liver and uteri as well as molecular and histological
parameters of estrogenicity in the classical target tissue
uterus (data given in Hofer et al. 2009). The second part of
our investigation is reported here: It focused on studies of
estrogenic effects of cadmium in the rat intestine, and
included analysis of intestinal estrogen-regulated gene
expression and the proliferation marker PCNA, along with
an analysis of metallothionein (MT1a) expression and Cd
contents in small intestine and in kidney.

To study the distribution of cadmium after i.p. and oral
short-/long-term administration, the content in kidney and
small intestine was measured by atomic absorption spec-
trometry (Table 1). As expected, Cd contents in these tis-
sues increased with the administered dose. In the kidneys,
the highest Cd levels were found after i.p. injection: Rats
treated with 0.005 up to 2 mg/kg bw had significantly
higher Cd-levels (0.07 up to 21 pg/g dry weight) compared
to the OVX controls (0.05 pg/g dry weight). Gavage and
drinking water administration led to much lower Cd levels
in the kidneys (5.5 and 7.2 pg/g dry weight at the top doses
of 4 and 9 mg/kg bw, respectively) than i.p. injection. Rats
treated i.p. with a single dose of 0.5 or 2 mg CdCl,/kg bw
showed 14- and sevenfold higher kidney levels than ani-
mals treated orally for 3 days with the same doses, which
documents a clear route-dependent difference in Cd con-
tent for this organ. Interestingly, rats receiving ethinylest-
radiol in the subchronic experiment showed -elevated
kidney Cd levels compared to the OVX control, an
observation indicative of a possible role for estrogens in the
disposition of cadmium (Blazka and Shaikh 1991).

The analysis of Cd-contents in the small intestine
(Table 1) revealed also dose-related increases in Cd tissue
levels. But, in this case the highest levels were found upon
oral short-term administration: Three daily doses of 0.05—
4 mg CdCl,/kg bw by gavage resulted in Cd-levels of 0.94
up to 56.5 pg/g dry weight in the small intestine. Inter-
estingly, oral administration by drinking water for 28 days
led to clearly lower Cd-levels in the small intestine, with up
to 8.3 pg/g dry weight. After i.p. injection of the heavy
metal (up to 2 mg/kg bw) the intestinal Cd-levels ranged
between 0.44 and 7.05 pg/g dry weight. These data indi-
cate interesting differences for Cd-deposition in the small
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Table 1 Cadmium content (pg/g dry weight) in rat kidneys and small
intestine after a single i.p. injection of CdCl, or E, and after oral
short-term (3 days by gavage) and long-term (4 weeks by drinking
water) administration of CdCl, or EE

Application Dose Kidney" Small intestine®
(mg/kg baw) —————— .
Dry weight S.D.  Dry weight
(ngfe) (ngle)
i.p. (0)%:¢ 0.05 0.01 0.31
Cd 0.00005 0.06 0.01 044
Cd 0.0005  0.06 0.01 0.34
Cd 0.005 0.07* 0.01 0.47
Cd 0.05 1.03%** 098 0.74
Cd 0.5 7.33%* 344 215
Cd2 20.97%* 13.05 7.05
E2 0.5 0.06 0.03 0.34
Gavage OovVX 0.04 0.00 0.30
Cd 0.05 0.08##* 0.03 0.94
Cd 0.5 0.50%#* 0.10  9.60
Cd2 2.89% 0.58 20.00
Cd 4 5.50%#* 0.62 56.50
EE 0.1 0.04 0.00 0.31
Drinking water OVX 0.07 0.02 045
Cd 0.4 n.d. - 0.73
Cd 4 n.d. - 2.40
Cd9 7.22%% 1.49 830
EE 0.08 0.30* 023 044

n.d. Not determined

*P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001 significantly different from
the control group (OVX); Mann-Whitney U-test

* For kidneys, mean values + S.D. are given for n = 6 animals per
dose group in the i.p. and drinking water experiment, and for n = 8
animals in the gavage experiment

® For the small intestine Cd-content was determined in tissue samples
pooled for each dose group, the values therefore represent averages

intestine for different exposure routes and treatment
duration.

The mRNA expression of metallothionein (MT1a) was
investigated as a classical response parameter to cadmium
exposure and toxicity (Chan and Cherian 1992; Chan et al.
1992; Jin et al. 1998; Ghoshal and Jacob 2001), both in the
small intestine and in kidney. Results of this analysis are
depicted in Figs. 1 and 2 for experiments with i.p. and
gavage administration. Single injections of CdCl, resulted
in an increased MT1a mRNA expression of about two- to
three-fold at the top dose of 2 mg/kg bw (Fig. 1). Inter-
estingly, MT1a expression in the small intestine and kidney
was also increased at the lowest i.p. dose of 0.00005 mg/kg
bw, and significantly higher in the kidney of E2-treated
rats. After short-term oral treatment with CdCl, (Fig. 2a),
MT1a level were strongly (almost tenfold) increased in the

small intestine, with an apparently bell-shaped dose—
response between 0.5 and 4 mg/kg bw. In the kidney,
MTl1a was also induced, with the strongest effect (about
ninefold) in the 2 mg CdCl,/kg bw/day dose group, and a
notable (four-fold) increase in the steroid estrogen group
(Fig. 2b).

In focusing now on hormonal effects of cadmium in the
small intestine, we investigated the expression of selected
estrogen-regulated genes and proliferation as additional
functional aspect. These results are shown in Figs. 3,4, 5,6
and 7.

The mRNA levels of pS2 (also known as TFF1: trefoil
factor family 1) were examined in rats after single i.p.
injection of CdCl, or subchronic exposure to the heavy
metal ion with drinking water and in rats treated with
steroid estrogens. As expected, pS2/TFF1 expression was
significantly down-regulated in the estrogen-treated groups
(Fig. 3a, b) compared to OVX controls. Likewise, mRNA
expression of pS2/TFF1 was also strongly decreased after
cadmium exposure (Fig. 3), with two exceptions (at one
i.p. and one subchronic dose group). Whilst the lack of a
decrease in the first case may be explained with the low
Cd-level determined in the small intestine (at i.p. dose of
0.0005 mg/kg bw; Table 1) of the rats, we have no
explanation for the response of the other, orally exposed Cd
group.

The vitamin D receptor (VDR) served as another
parameter for assessing estrogenic activity, since previous
studies have shown that VDR is up-regulated in the duo-
denum after exposure to estrogens (Gilad et al. 2005; Gilad
et al. 2006). We observed an increased VDR expression by
real-time PCR analysis and Western blotting in the small
intestine of the estrogen reference group in the subchronic
oral experiment (Fig. 4). But, 4 weeks of exposure to
cadmium by drinking water had no significant effect on the
VDR expression in the small intestine of our rats.

Because of our interest in a possible modulation of
estrogen receptors in the small intestine, we first analyzed
the expression of ERa and ERf in this tissue and in the
uterus (Fig. 5a, b). In accordance with the literature (Kui-
per et al. 1997), we detected ERua to be the predominant
receptor form expressed in the uterus. In the small intestine
of our OVX rats we could not detect any expression of the
o-subtype, but weak expression of the ERf (Fig. 5). By
means of qPCR and Western blotting analysis we then
examined ERf expression in the small intestine (mucosa)
of rats after oral exposure to CdCl, or to EE for 28 days:
The treatment apparently decreased ERff mRNA levels
compared to OVX controls (Fig. 6a). ERf expression
analysis at the protein level confirmed a strong down-reg-
ulation in mucosa of estrogen-treated and cadmium-
exposed groups, with a clear dose-related effect in the latter
(Fig. 6b, c).
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Fig. 1 Relative mRNA expression of metallothionein la (MT1a) in
the mucosa of the small intestine (a) and in the kidney (b) after a
single i.p. injection of CdCl, or E2. Mean values £ S.D. are given for
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Fig. 2 Relative mRNA expression of metallothionein la (MTla) in
the mucosa of the small intestine (a) and in the kidney (b) after oral
short-term administration of CdCl, or EE (3 days by gavage). Mean

PCNA served as marker for cell proliferation (Koroxe-
nidou et al. 2005; Diel et al. 2005). The mRNA expression
and immunohistological examination showed a significant
decrease of PCNA after oral long-term treatment with
9 mg CdCly/kg bw and 0.08 mg/kg bw EE, respectively
(Fig. 7a, b).

Discussion

Estrogenicity of cadmium (Cd) has been investigated so far
in classical hormone target tissues by several groups

@ Springer

W
w

Cd4 EEO0.1 mg/kgb.w.

Ly

I

Cd
0.05

OvX Cd Cd Cd

0.00005 0.0005 0.005

Cd
0.5

Cd
2

E2
0.5 mg/kgbw.

n = 6 animals per dose group. ***P < 0.001 significantly different
from the control group (OVX), ANOVA

131
12 ExE

11

10 4

L]

OVX (Cd0.05 Cd05

[

Cd4 EE0.1 mghkgbw.

Cd2

values = S.D. are given for n = 8 animals. *P < 0.05, **P < 0.01,
*###P < (0.001 significantly different from the control group (OVX),
ANOVA

(Johnson et al. 2003; Alonso-Gonzalez et al. 2007; Zhang
et al. 2007; Hofer et al. 2009). This is, to the best of our
knowledge, the first study on possible estrogenic effects of
the metallohormone in the intestinal tract. We also deter-
mined metal tissue levels for different routes and duration
of exposure. As shown in Table 1, administration of CdCl,
resulted in clearly elevated heavy metal levels in the kidney,
a well known target tissue for cadmium toxicity, and also in
the small intestine. To link Cd exposure to a typical metal
response parameter, we first investigated the expression of
the metallothionein (MT) gene MT1a. MTs are a family of
low-molecular-weight and cysteine-rich proteins comprised
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Fig. 3 Relative mRNA expression of pS2/TFF1 in the mucosa of the
small intestine after a a single i.p. injection of CdCl, or E2, b after
long-term administration of CdCl, or EE (4 weeks, by drinking

of four major classes and isoforms (Thirumoorthy et al.
2007). MT-1 and MT-II are ubiquitously expressed and
induced by a wide range of metals, drugs, inflammatory
mediators and other factors (Klaassen et al. 1999; Coyle
et al. 2002; Sato and Kondoh 2002). In ovariectomized rats,
a single i.p. injection of 0.00005-2 mg CdClykg bw
resulted in a similar modulation of MT1a expression in the
kidney and in the small intestine (Fig. 1), with the lowest
and highest administered doses of CdCl, increasing MT1a
in both organs about threefold. The apparently U-shaped
dose-response for MTla was unrelated to Cd-content
measured in the intestine after i.p. injection (Table 1).

Conversely, after oral short-term administration the
MTla expression in the intestine and in the kidney was
dose dependently stimulated (Fig. 2), with a bell-shaped
dose-response between 0.05 and 4 mg/kg bw and a
stronger, up to tenfold increase of MT mRNA levels than
upon i.p. injection. This result is in accordance with pre-
vious studies demonstrating that oral Cd administration
increased mucosal MT levels more efficiently than paren-
teral (s.c.) injection (Elsenhans et al. 1994). That the
highest oral dose of 4 mg CdCl,/kg bw led to a less pro-
nounced MT1la expression (about fivefold) in the small
intestine compared to the group treated with 2 mg CdCl,/
kg bw (about ten-fold) might be due to an elevated
excretion of Cd in the lumen or a release of mucosal cells
as a consequence of local toxicity. Toxicity could also
explain the lack of MT1a induction in the kidney observed
after oral administration of 4 mg CdCl,/kg bw, since Cd
can cause renal damage at as low concentrations as 10 pg
per g (Nordberg 1998), and high Cd levels were found in
kidney (>50 pg/g; Table 1).

Remarkably, also the steroids estradiol and ethinylest-
radiol increased the MT1la expression after i.p. and oral
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water). Mean values & S.D. are given for n = 6 animals per dose
group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 significantly different
from the control group (OVX), ANOVA

administration, with significant effects in the kidneys,
indicating that MT1a is an estrogen responsive gene. This
result is in line with previous in vivo studies demonstrating
an increase of metallothionein after steroid estrogen treat-
ment in kidneys (Blazka and Shaikh 1991) and in uterus
(Rivera-Gonzalez et al. 1998). This raises the possibility
that the stimulation of MTla by Cd is an ER-mediated
effect, rather than due to metal-induced oxidative stress. To
answer this question further experiments using combina-
tions of Cd and ER-antagonists will be performed in the
future.

To investigate whether Cd exerts ER-mediated effects in
the intestine, we assessed expression of genes known to be
regulated by steroid estrogens, e.g. the classical ER-regu-
lated gene pS2/TFF1 gene. PS2 is modulated by estradiol,
not only in typical estrogen target cells such as MCF-7
(Brown et al. 1984), but also in the gut (Singh et al. 1998).
The pS2 mRNA expression in the small intestine of the
OVX rats in the i.p. and in the 28-days experiment was
significantly down-regulated upon treatment with the ste-
roid estrogens, and also after treatment with Cd at most
dose levels (Fig. 3). To date, effects of Cd on the pS2 gene
expression in the gut have not been studied. On the other
hand, in Wistar rats exposed to water restraint stress (WRS)
that induced gastric lesions, (Nie et al. 2004) observed an
increase in pS2 expression. Interestingly, (Murphy 1998)
and (Marchbank et al. 1998) assume a role in mucosal
healing for pS2, and (Singh et al. 1998) detected pS2
mRNA with a significantly higher signal intensity in nor-
mal mucosa compared with cancer tissue.

The vitamin D receptor (VDR) served as another
parameter of estrogenic activity. Previous studies have
shown that the VDR is up-regulated in vitro in intestinal
HT-29 cells (Gilad et al. 2006), and also in vivo in rat
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Fig. 4 Relative mRNA expression of vitamin D receptor (VDR) (a)
and (b) Western blot analysis with associated densitometric analysis
(c) of VDR protein expression in mucosa from control (OVX), Cd-
(longterm, 28 days) and EE-treated rats. a Mean values £ S.D. are
given for n = 6 animals per dose group. **P < 0.01 significantly
different from the control group (OVX), ANOVA
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Fig. 5 ER o (a) and f (b) expression in the uterus and mucosa of the
small intestine of OVX Wistar rats

colonocytes and duodenocytes after exposure to estrogens
(Liel et al. 1999; Schwartz et al. 2000). In line with this
data, we found a clearly increased VDR expression by
qPCR analysis and Western blotting in small intestine of
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Fig. 6 Expression of estrogen receptor beta (ERf): Analysis of
mRNA (a), and Western blot analysis (b) with associated densito-
metric analysis (¢) of ERf protein in the mucosa of the small intestine
of rats treated with CdCl, and EE by drinking water for 28 days
(longterm-experiment). a Mean values & S.D. are given for n = 6
animals per dose group. *P < 0.05, ***P < 0.001 significantly
different from the control group (OVX), ANOVA

the EE treated group, whereas the 4-week oral adminis-
tration of 0.4, 4 and 9 mg CdCl,/kg bw/day by drinking
water showed no significant effects on VDR mRNA and
protein expression in the small intestine of the rats (Fig. 4).
Both, the different response of the VDR to steroid hormone
and to Cd, and the comparable response of pS2-these
compounds, are indicative for an estrogen receptor-medi-
ated effect. These distinct responses can be explained in
considering mechanisms of estrogen signaling for the two
genes: The estrogen receptor contains eight conserved
cysteine residues rich in SH-groups (Pettersson and Gu-
stafsson 2001). The heavy metal Cd can readily bind to
sulfhydryl-groups, apparently also at the 17f-estradiol
binding site of the receptor (Young et al. 1977). As a result
of interaction with the metalloestrogen, two estrogen
receptors could then dimerize and bind to the estrogen
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Fig. 7 Relative mRNA
expression of proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) in the
mucosa of the small intestine
(a), b immunhistochemical
staining of PCNA in cross
sections of the small intestine of
control (OVX), Cd- and EE-
treated animals (drinking water
experiment). a: Mean

values + S.D. are given for

n = 6 animals per dose group.
*P < 0.05, ***P < 0.001
significantly different from the
control group (OVX), ANOVA
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responsive elements (EREs) in the promoter region of
target genes, as it happens after the usual activation by
natural ligands and other estrogenic compounds (Nilsson
et al. 2001; Byrne et al. 2009). The pS2 gene possesses an
ERE in the promoter (Ribieras et al. 1998), and in our
experiments this target gene was similarly affected by Cd
and steroid hormone. But, there is no evidence for the
existence of EREs within the promoter of the VDR gene
(Gilad and Schwartz 2007), and upregulation of VDR gene
expression by estradiol involves phosphorylation of Raf,
ERK 1/2 and c-Jun (Gilad et al. 2005; Gilad et al. 2006;
Gilad et al. 2007). It is unclear at present whether the
metallohormone can activate these signaling events in the
intestine which expresses subtype ERf. Cd was found to
trigger a transient phosphorylation of ERK in MCF-7 cells
expressing ERa, but not in MDA-MB231 cells that express
only ERf (Liu et al. 2008). It is worth noting in this context
that ERax was detected in the uterus, but not in the small
intestine of our rats, whilst the ER} subtype was expressed
in this tissue (Fig. 5). This expression pattern for ER o and
f is in line with literature data on their tissue distribution
(Kuiper et al. 1997; Kuiper et al. 1996; Enmark and Gu-
stafsson 1999; Gustafsson 2000; Diel 2002; Couse and
Korach 2004).

Estrogen receptor expression is known to be modulated
by the natural ligand 17f-estradiol (Grody et al. 1982;
Enmark and Gustafsson 1999; Deroo and Korach 2006).
Thus, we further investigated the potential modulation of
the estrogen receptor subtype f3 in the small intestine of rats
upon treatment with Cd: Using real-time PCR and Western
blotting, we found a dose dependent down-regulation of
ERJ in small intestine at the mRNA (Fig. 6a) and also at
the protein level (Fig. 6b, c) after long-term metallo-hor-
mone (0.4, 4 and 9 mg CdCl,/kg bw/d with drinking water)
and steroid estrogen (EE 0.08 mg/kg/d) treatment. The
ERp has been shown to play a crucial role in the regulation
of inflammation (Gustafsson 2003; Harris et al. 2003;
Harnish et al. 2004; Harnish 2006), and in tumour pro-
gression (Foley et al. 2000; Konstantinopoulos et al. 2003;
Bardin et al. 2004; Martineti et al. 2005).

Recently, we have demonstrated a modulation of tissue
homeostasis in the intestine and colon by ERf-selective
ligands (Fritzemeier et al. 2008). Therefore, we also stud-
ied the effects of Cd administration on intestinal tissue
homeostasis. When measuring PCNA mRNA expression as
an index for proliferation in the oral long-term experiment,
we observed a significant decrease of PCNA in the groups
treated with 9 mg CdCly/kg bw and 0.08 EE/kg bw,
respectively, and the immunohistological examination of
small intestine slices revealed the same picture (Fig. 7).
Previously, Zhang et al. (2007) found a decreased expres-
sion of PCNA in the endometrium after i.p. injection of
1.2 mg CdClykg bw. Significant reductions in PCNA
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expression have been described after oral administration of
ethinylestradiol and/or ERf-selective ligands (Fritzemeier
et al. 2008). This data supports the view that also Cd
modulates intestinal tissue homeostasis via ER f-mediated
mechanisms, although this has to be confirmed in future
investigations.

In summary, data of the present study demonstrate a
dose- and route dependent distribution of Cd in rats, with
the highest levels in kidney upon i.p. injection, and in the
intestine upon gavage administration. The heavy metal did
induce metallothionein (MTla) in both organs, with
stronger effects upon oral administration. Novel and more
important is the finding that classical response parameters
for estrogenicity were affected concomitantly in the small
intestine: Both, estrogen-responsive pS2 gene and ERf
were clearly down-regulated by oral Cd administration.
These effects are of concern with regard to intestinal dis-
eases as pS2 is involved in mucosal healing and ERf in
inflammatory bowel diseases. Moreover, a loss of ERf has
been observed in the progression of intestinal cancers.
Further studies are indicated to investigate specific mech-
anisms of Cd interactions with ERf, and studies on
immunomodulatory effects of the heavy metal (Pillet et al.
2006), in particular in the gut as a tissue with high local Cd
concentrations. Both aspects are important, even though
EFSA has recently lowered PTWI values for Cd in food
(EFSA 2009).
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2.2 Publikation 2: “"ER beta specific agonists and genistein inhibit
proliferation and induce apoptosis in the large and small intestine”

B. Schleipen, T. Hertrampf, K. H. Fritzemeier, F. M. Kluxen, A. Lorenz, A. Molzberger,
M. Velders und P. Diel in Cancerogenesis, 32(11):1675-83, 2011. Eine Kopie von Publikation
2 findet sich ab Seite 35.

Zusammenfassung Epidemiologische Daten weisen darauf hin, dass sich eine Behandlung
mit Ostrogenen oder Isoflavon-Aufnahme priventiv auf die Entstehung von Kolonkarzinomen
auswirken konnen. Basierend auf diesen Ergebnissen war es Ziel dieser Studie, den Einfluss
von ER-Subtyp-spezifischen Effekten auf die Darmhomd&ostase zu untersuchen.

Ovariektomierte, weibliche Wistar-Ratten wurden fiir drei Wochen entweder mit 17beta-
Ostradiol (4 mg/kg KG/d) (Eg), einem ER-Alpha-spezifischen Agonisten (ALPHA) (4 mg/kg
KG/d), einem ER-Beta-spezifischen Agonisten (BETA) (100 mg/kg KG/d) oder Genistein
(GEN) (10 mg/kg KG/d) behandelt. OVX-und SHAM-Tiere und solche, die sowohl mit BETA
als auch dem reinen Antiéstrogen Fulvestrant (ICI 182780) (100 mg/kg KG/d und 3 mg/kg
KG/d) behandelt wurden, dienten als Kontrolle.

Eine Behandlung mit GEN und BETA, aber nicht mit E; und ALPHA, reduzierte die
Proliferation in Darmmukosazellen von Diinndarm und Kolon. Eine Behandlung mit BETA
und GEN, aber nicht Es, erhdhte die Apoptoserate in Diinndarm und Kolon. Die BETA-
Behandlung induzierte antiproliferative und proapoptotische Aktivitdt auch in SHAM-Tieren.
Diese Effekte wurden durch das reine Antiostrogen Fulvestrant antagonisiert. PCR-Gen-
Array-Untersuchungen zeigten, dass BETA zu einer Herunterregulierung des Onkogens trans-
formation-related-Protein 63 (P63) fithrt. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Akti-
vierung des ER-Beta durch selektive ER-Beta-Agonisten und GEN antiproliferative und proa-
poptotische Effekte im Intestinaltrakt induziert. Diese Beobachtung kénnte darauf hindeuten,
dass eine Behandlung mit GEN und spezifischen ER-Beta-Agonisten iiber eine Modulation der
Gewebehomdostase das Epithel des Diinndarms und des Kolons vor einer Tumorentwicklung
schiitzt.

Carcinogenesis, Impact Factor (2012): 5.702; Eigenanteil 10 % — Labortétigkeit,
Auswertung der Ergebnisse, Co-Autor
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Epidemiological data indicate that intake of estrogens and isofla-
vones may be beneficial for the prevention of colorectal cancer
(CRC). Based on this data, the aim of the study was to investigate
estrogen receptor (ER) subtype-specific effects on intestinal ho-
meostasis. Ovariectomized (OVX) female Wistar rats were either
treated with 17(3-estradiol (4 pg/kg body wt/day) (E2), an ERa-
specific agonist (ALPHA) (10 pg/kg body wt/day), an ERpB-
specific agonist (BETA) (100 pg/kg body wt/day) or genistein
(GEN) (10 mg/kg body wt/day) for three weeks. Vehicle-treated
OVX and SHAM animals and those cotreated with BETA and the
pure antiestrogen Fulvestrant (ICI 182780) (100 pg/kg body wt/
day and 3 mg/kg body wt/day) served as controls. GEN and BETA
treatment but not E2 and ALPHA administration reduced pro-
liferation in ileal and colonic mucosa cells. The rate of apoptosis in
the small intestine and colon was increased by treatment with
BETA and GEN, but not by E2. BETA induced antiproliferative
and proapoptotic activity also in SHAM animals. The effects were
antagonized by the pure antiestrogen Fulvestrant. Polymerase
chain reaction gene array analysis revealed that BETA resulted
in the downregulation of the oncogene transformation-related
protein 63 (p63). Our data indicate that activation of the ERP
by specific ERP agonists and GEN induces antiproliferative and
proapoptotic effects in the intestinal tract. This observation can
be taken as an indication that intake of GEN and specific ERp
agonists may protect the ileal and colonic epithelium from tumor
development via modulation of tissue homeostasis.

Introduction

Postmenopausal hormone replacement therapy mediates protective
effects in the intestinal tract and may effectively counteract tumor
development (1,2). Thus, long-term supplementation of postmeno-
pausal women with estrogen plus progestin results in a lower inci-
dence of colorectal cancer (CRC) (3-5). Although it is consistently
reported that estrogenic actions are responsible for these protective
effects, the specific molecular mechanisms are still under investiga-
tion. In recent years, studies with estrogen receptor knockout mice
(ERKOs), and those performed with ER subtype-specific agonists,
have heightened interest in novel estrogen targets in the body (6-8),
such as the cardiovascular system, prostate, skeletal muscle and in-
testinal epithelium. In this context investigation of estrogen receptor
(ER) subtype-specific actions seems to be promising and studies
with ERKOs and selective ER modulators suggest ER[-selective
compounds to be useful in treating diseases like prostate cancer,

Abbreviations: CRC, colorectal cancer; ER, estrogen receptor; ERBKO, es-
trogen receptor B-knockout mice; GEN, genistein; HRP, horseradish peroxi-
dase; mRNA, messenger RNA; OVX; ovariectomized, PCR; polymerase chain
reaction, TUNEL; terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuri-
dine triphosphate nick end labeling.

autoimmune diseases, neurodegeneration, malignancies of the
immune system and colon cancer (9).

The distribution of ERs varies within different types of tissues (10).
Thus, unlike classical estrogen sensitive tissues, such as the uterus and
mammary gland, where ERa is the predominantly expressed receptor
isoform (11), epithelial cells of the digestive tract express predomi-
nantly ERP (12,13), implicating a major importance of this ER
subtype in small intestine and colon.

Studies conducted with ER subtype-specific ligands (14) and those
performed with estrogen receptor [-knockout mice (ERBKOs)
(15,16) have illustrated the involvement of ERp in cellular anti-
inflammatory pathways and tissue homeostasis in the colon. These
results suggest that ER B-specific ligands may be promising targets in
the pharmaceutical and therapeutical treatment of inflammatory
bowel disease and the prevention of CRC.

Interestingly, several studies have shown that the expression of ER3
expression is significantly reduced in colon tumor cells and colon
cancer cell lines (13,17,18). The potential role for ERp-specific
ligands in prevention of CRC, and the importance of ERp-specific
signaling for maintenance of colonic tissue homeostasis (15) as well
as the epidemiological differences in occurrence of CRC in eastern
and western populations (19) consequently led to investigations on the
potential role of phytoestrogens in prevention of CRC (19).

Studies performed with ERBKOs suggest that ERB-specific ago-
nists and ERB-selective phytoestrogens like genistein (GEN) and cou-
mestrol (COU) may serve as potential regulators of intestinal tissue
homeostasis (2,16). In this context, the aim of this study was to in-
vestigate the influence of ERa- and ER -specific agonists and of GEN
on cell proliferation and apoptosis of the small intestine and the colon.
Recent data indicate that ERB-specific agonists and GEN inhibit ep-
ithelial proliferation of the prostate and mammary gland (19-21) and
can even impede prostate cancer development (22). It can therefore be
assumed that ERB-specific agonists supposably will also inhibit the
proliferation of the intestinal epithelium.

To prove this hypothesis in this study, ovariectomized (OVX) rats
were treated with 17f-Estradiol (E2), the phytoestrogen GEN and ER
subtype-specific agonists for ERa (ALPHA) and ERB (BETA) for
3 weeks. The novel highly selective steroidal ERP agonist 83-VE2
(BETA) and the highly selective ERa agonist 16a-LE2 (ALPHA)
(Figure 1A) belong to the most potent ER subtype-specific estrogens
identified to date (23,24).

In order to evaluate if the potential effects of BETA also occur under
normal physiological conditions in the presence of endogenous E2,
intact SHAM-operated female rats were treated. To prove if the ob-
served effects are mediated via ERf, one control group was cotreated
with BETA and the pure antiestrogen Fulvestrant. Vehicle-treated OVX
animals served as controls. In the large intestine, we analyzed the
expression of the proliferation cell nuclear antigen (PCNA) as a marker
for proliferation and cleaved cytokeratin-18 (M30) as a marker for
specific measurement of epithelial apoptosis (25). In the small intestine,
we analyzed apoptosis by terminal deoxynucleotidy] transferase-medi-
ated deoxyuridine triphosphate nick end labeling (TUNEL) staining
and caspase-3 activation. The TUNEL method labels fragmented
DNA, which is a characteristic of the apoptotic cells (26). In addition
to this, we analyzed PCNA as a marker for proliferation.

The aim of this study was to elucidate the effects of an ERp-
specific agonist (BETA) on intestinal homeostasis. Based on
previous studies, we hypothesized that BETA inhibits intestinal pro-
liferation. A polymerase chain reaction (PCR) array analysis of
apoptosis-related genes was performed to identify molecular mech-
anisms involved in the modulation of tissue homeostasis by ERp in
the colon.

© The Author 2011. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For Permissions, please email: journals.permissions @oup.com 1

1N 18 B10°S[EUINOIPIOXO"UDIED WOJ PApEOUMOQ

Je pun

a et

1102 ‘¥ 1990100 U0 3



B.Schleipen et al.

A OH

17p-Estradiol

ERa Agonist:
16a-LE,

ERpB Agonist:
8B-VE,

B Uterine Wet Weights

$ 1400 - *

Uterine Wet Weights (
H
o
o

ovX GEN E2 ALPHA

BETA BETA+ICI SHAM  SHAM+BETA

Fig. 1. Chemical structure of selected compounds and estrogenic potency. (A) ER subtype-specific agonists chemical structures of 17B-estradiol (E2), GEN and
the ER subtype-specific agonists: 16a-LE2 (ALPHA), 83-VE, (BETA). (B) Uterine wet weight is significantly higher in E2 and ALPHA groups compared with
OVX uterine wet weights of OVX rats after 3 weeks of hormonal treatment. Abbreviations: E2 = 17-estradiol-substituted group, ALPHA = 16a-LE2-treated
group, BETA = 83-VE2-treated group, BETA + ICI = 83-VE2 + ICI-treated group, OVX = ovariectomized group, GEN = group substituted with genistein.
SHAM = sham-operated group, SHAM + BETA = sham-operated group treated with 83-VE2. *Denotes values significantly different from the OVX group,

P <0.01.

Methods

Substances

17B-Estradiol  [Estra-1,3,5(10)-trien-3,160,17p-diol] and GEN (4',5,7-
trihydroxyisoflavone) were provided by Sigma-Aldrich (Deisenhofen,
Germany). The specific ER agonists ALPHA (160-LE2,3,17-dihydroxy-
19-nor-17a-pregna-1,3,5(10)-triene-21,16a-lactone) and BETA (8B3-VE2,8-
vinylestra-1,3,5(10)-triene-3,17p-diol) (Figure 1A) were provided by the
Bayer Schering Pharma AG (Berlin, Germany). The pure antiestrogen Fulves-
trant (ICI 182780, Faslodex®) was delivered by AstraZeneca (Wedel,
Germany). GEN was provided by LC Laboratories (Woburn, MA).

Diet
All rats had free access to a diet low in phytoestrogen content (ILD) (SSniff
GmbH, Soest, Germany) and water ad libitum.

Animals

Adult female Wistar rats (200-220 g) were obtained from Janvier (Le Genest
Saint Isle, France) and were maintained under controlled conditions of tem-
perature (20°C =+ 1, relative humidity 50-80%) and illumination (12 h light,
12 h dark). All animal experiments were approved by the Committee on
Animal Care and complied with accepted veterinary medical practice.

Animal treatment and tissue preparation

Postpubertal animals were OVX at the age of 3 months weighing 200-220 g or
sham operated. After 14 days of endogenous hormonal decline, the animals
were treated with the test compounds or vehicle for 3 weeks. The animals were
randomly allocated to treatment and vehicle groups (n = 6). E2 (4 pg/kg body
wt/day), GEN (10 mg/kg body wt/day), ALPHA (10 pg/kg body wt/day),

2

BETA (100 pg/kg body wt/day) and Fulvestrant (3 mg/kg body wt/day) were
dissolved in dimethylsulfoxide (200 pl/kg body wt/day) and corn oil (800 pl/kg
body wt/day) for subcutaneous administration. The treatment doses of the
respective substances were chosen based on previous experiments (27). GEN
has been demonstrated to be effective at a dose of 10 mg/kg body wt/day (28).
For isotype-specific ER activation, we used the selective ER agonists ALPHA
and BETA (Figure 1A). Because these compounds activate both receptors at
higher concentrations (23), doses of 10 pg/kg body wt/day (ALPHA) and
100 pg/kg body wt/day (BETA), respectively, were chosen. For these doses,
action through either ERo or ERP, respectively, can be anticipated (23,24). In
order to antagonize ER-specific effects of BETA, OVX animals were cotreated
with BETA (100 pg/kg body wt/day) and Fulvestrant (ICI 3 mg/kg body wt/
day). An additional antagonization experiment was performed to evaluate if the
effects of E2 on p63 messenger RNA (mRNA) expression in the colon are ER
mediated (Figure 6C).

Animals were killed by decapitation after light anesthesia with CO, inhala-
tion. Uteri and intestinal tissues were prepared free of fat and were fixed in 4%
formalin (for immunohistochemical analysis) and liquid nitrogen (for
molecular biology). The uterine wet weights were determined.

Western blot analysis, apoptosis detection

We examined the expression of PCNA as a marker for proliferation and the
activation of caspase-3 as a marker for apoptosis and cleaved cytokeratin-18
(M30) as marker for epithelial apoptosis by western blot analysis. The selec-
tion of proliferation and apoptosis markers was based on previous studies.
PCNA (29), activated caspase-3 (30) and cleaved cytokeratin-18 (31) have
been described as suitable markers for assessing proliferation and apoptosis
in intestinal and colonic tissue.
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Fig. 2. Immunohistochemical staining of PCNA and TUNEL staining in the ileum. (A) Depicted are representative cross sections (magnification x200) of the
ileum after immunohistochemical staining of PCNA-positive nuclei. (B) Semiquantitative analysis was performed in complete crypts. Brown nuclear staining was
indicative of a positive PCNA signal. The number of proliferating nuclei is lower in GEN and BETA groups compared with OVX. *Denotes values significantly
different from the OVX group, P < 0.01. (C) TUNEL staining (magnification x 10) of the ileum: BETA and ALPHA enhance TUNEL-positive cells compared
with OVX. Please note that colored signals are shown here in black/white. (D) Semiquantitative analysis of TUNEL staining. Analysis was performed in complete
crypts. Staining was indicative of a positive TUNEL signal. “Denotes values significantly different from the OVX group, P < 0.01.

Ileal mucosa and colon were dissected from the animals and immediately
stored in liquid nitrogen. Pooled frozen tissue (n = 6 animals per group) was
powdered and homogenized in a buffer (623.5 nM Tris pH 8 ethylenediami-
netetraacetic acid) containing enzyme inhibitors (5 mg/ml aprotonin, 5 mg/ml
leupeptin, 1 mg/ml pepstatin-A, 5 mg/ml antipain and 100 mM pefac in 0.5 M
ethylenediaminetetraacetic acid, pH 8). Protein concentrations were deter-
mined by the method of Lowry (Dc Protein Assay; Bio-Rad, Hercules, CA).
Equal amounts of sample (40 pg protein) were loaded on a Protean II ready Gel
(Bio-Rad). After electrophoresis and separation, samples were transferred onto
nitrocellulose membranes and blocked with 5% bovine serum albumin in
phosphate (100 mM)-buffered saline solution (pH 7.4) at room temperature
for 2 h. The immobilized proteins were quantitatively detected using specific
antibodies for actin (A5060; Sigma—Aldrich, Steinheim, Germany), PCNA
Clone PC 10 (Dako, Glostrup, Denmark), active caspase-3 (557035, BD Phar-
mingen, Heidelberg, Germany) and cleaved cytokeratin-18, fagment 30, M30
CytoDEATH (1214032 001; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Polyclonal swine anti-rabbit immunoglobulins/horseradish peroxidase
(HRP) and polyclonal rabbit anti-mouse immunoglobulins/HRP (P0217 and
P0260; Dako) were used as species-specific HRP-conjugated secondary anti-
bodies.

Blot signals were visualized by the chemiluminescent POD-Substrate
(Lumi-Light Plus; Roche Diagnostics) and a Fluorchem Luminescent Imager
(Alpha Innotech, Santa Clara, CA).

The protein bands were quantified by densitometry using ImageJ 1.38. To
account for non-homogenous protein loading of the slots, we calculated the
ratio of the reference protein (actin) to the target protein (PCNA, active
caspase-3 and M30).

Immunohistochemistry

Formalin-fixed intestinal samples were embedded in paraffin and 7 pm thin
sections were prepared with a microtome. We have examined the proximal

7 mm of the ileum and the colon. After deparaffinization, antigen retrieval was
performed in an incubator for 20 h at 60°C in 0.01 M citrate buffer pH 6.0.
Subsequently, endogenous peroxidases were blocked for 20 min with 3%
hydrogen peroxide and the slides were covered with a 0.25% Triton X-100
solution for 10 min.

The primary antibody, PCNA Clone PC10 (Dako) was applied at dilutions of
1:100, respectively. After 1 h incubation with the primary antibodies, samples
were incubated with the secondary antibody, polyclonal goat anti-mouse im-
munoglobulins/biotinylated (Dako). Afterward, the sections were covered with
Streptavidin-biotinylated HRP Complex (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) at a dilution of 1:400. The samples were developed with diaminobenzi-
dene for 10 min. For negative controls, slides were immunostained in the
absence of the primary antibody.

TUNEL stain was performed according the APO-Direct Kit (AD-1001),
Pheonix Flow Systems, San Diego, CA.

Evaluation of staining results

Quantitative analysis was performed in complete crypts of normal mucosa.
Brown nuclear staining was indicative of a positive PCNA signal. For a quan-
titative measurement, PCNA- or TUNEL-positive cells were counted per crypt.
Ten different crypts per animal were counted and averaged.

Gene array analysis

Gene array analysis was performed using the Rat Apoptosis RT? Profiler™
PCR Array (SA Biosciences, Frederik, MD).

Real-time PCR

RNA was isolated from 100 mg of pooled frozen mucosa from the small
intestine or the colon. Intestinal tissue was pulverized using mortar and pestle
and homogenized with a hand held homogenizer in 1 ml of Trizol on ice. Total
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Fig. 3. Western blot and real-time PCR analysis of markers for proliferation (PCNA) and apoptosis (active caspase-3) in the ileum: BETA inhibits proliferation
and induces apoptosis, whereas ALPHA induces both proliferation and apoptosis. (A) Depicted are representative western blots and the densitometric analysis of
PCNA in the ileum. *Denotes values significantly different from the OVX group, P < 0.01. (B) Analysis of PCNA mRNA expression in the ileum. E2 and ALPHA
increased PCNA expression, whereas BETA decreased PCNA mRNA expression. *Denotes values significantly different from the OVX group, P < 0.01. (C)

Depicted are representative western blots and the densitometric analysis of activated caspase-3 in the small intestine. “Denotes values significantly different from

the OVX group, P < 0.01.

RNA was isolated using a standard TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA) pro-
tocol followed by first-strand complementary DNA synthesis with the Quanti-
Tect Rev. Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Real-time PCR was
performed in a Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, Waldbronn, Ger-
many) real-time PCR cycler. The protocol consisted of 40 cycles of 94, 60 and
72°C for 1 min each. Specific primers were designed with primer 3 software
(Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA) based on the
complementary DNA sequences available at the EMBL database.

Primer sequences—p63: forward, 5'-ATCGTTACTCTGGAAACCAG-3';
reverse, 5'-CATGTGAGTGCCCATCATAG-3'. PCNA: forward, 5'-GAG-
CAACTTGGAATCCCAGAACAGG-3";  reverse:  5'-CCAAGCTCCC-
CACTCGCAGAAAACT-3'.

All PCRs were run in triplicate for each sample and threshold cycles (CT)
were measured. A ACT value was calculated for each sample by subtracting
the CT value of the reference gene (1A) from the CT value of the gene of
interest. To reduce interassay variation, all samples were normalized to the
ACT value of a control sample (OVX, AACT). The relative expression levels of
the genes of interest were calculated using the expression 2-24€T and are
reported as the fold induction.

Statistical analysis

All data are expressed as arithmetic means with their standard errors. Statistical
significance of differences was calculated using one-way analysis of variance,
following Tukey’s honest significance test where it was appropriate. Signifi-
cance was established at P <0.01, n = 6.

Results

Uterus wet weight is stimulated by E2 and ALPHA

Treatment of OVX rats with E2 or ALPHA led to a strong stimulation
of uterine wet weight, whereas application of GEN resulted only in
a faint, although significant increase while BETA-treated animals
showed no significant uterine stimulation (Figure 1B).
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GEN and BETA reduce proliferation and stimulate apoptosis in the
ileum

To investigate effects of the different estrogenic compounds on in-
testinal tissue homeostasis, protein expression of the proliferation
marker PCNA was determined by immunohistochemistry, real-time
PCR and western blot analysis. To analyze apoptosis, activation of
caspase-3 (small intestine) and cleavage of cytokeratin-18 (colon) was
determined by western blot, DNA cleavage was determined by
TUNEL staining.

In the small intestine, immunostaining revealed that PCNA expres-
sion in OVX animals was slightly induced by administration of E2 and
ALPHA (Figure 2A). Interestingly, treatment of OVX animals with
BETA and GEN significantly reduced PCNA protein expression de-
tected by immunohistochemistry (Figure 2A and B). This observation
was supported by western blot analysis (Figure 3A) and real-time
PCR (Figure 3B). The rate of apoptosis, indicated by the amount of
activated caspase-3, was significantly increased after BETA, GEN,
ALPHA and E2 treatment in ileal mucosa cells (Figure 3C). TUNEL
staining in the ilium of ALPHA- and BETA-treated animals con-
firmed the results of the caspase-3 activation by showing that BETA
treatment increased TUNEL-positive signals in the crypts relative to
OVX (Figure 2C and D).

Effects of BETA on proliferation and apoptosis occur in intact animals
and are mediated via ER

To investigate whether the observed effects of BETA on proliferation
and apoptosis also occur in intact animals and are ER mediated, an
antagonization experiment was performed by coadministering BETA
and the pure antiestrogen Fulvestrant to sham-operated (SHAM)
animals. Administration of BETA induced apoptosis and inhibited
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Fig. 4. Effects of BETA on proliferation and apoptosis in intact animals and in the presence of the pure antiestrogen Fulvestrant (ICI) in the ileum depicted are
representative western blots and the densitometric analysis of PCNA and active caspase-3 in the ileum of OVX rats and SHAM rats. “Denotes values significantly

different from the OVX group, P < 0.01.

proliferation in the ileum of SHAM rats (Figure 4). Coadministration
of Fulvestrant resulted in an antagonization of the proapoptotic and
antiproliferative effects of BETA (Figure 4).

GEN and BETA reduce proliferation and induce apoptosis in the
colon

Intestinal tumors most often start to develop in the colon. It is there-
fore highly relevant to investigate whether activation of ERp also
modulates the tissue homeostasis in this part of the gastrointestinal
tract. As shown in Figure 5A and B, administration of BETA and GEN
resulted also in the colon in a repression of proliferation and an in-
duction of apoptosis indicated by the reduced PCNA expression and
the increased expression of cleaved cytokeratin-18, M30.

E2, BETA and GEN reduce the expression of the oncogene p63

To identify molecular mechanisms involved in the regulation of tissue
homeostasis in the intestine after activation of ERp, a PCR array
analysis of apoptosis-related genes was performed using homoge-
nized colon cells of BETA-treated animals. A variety of apoptosis
related genes were shown to be significantly regulated by BETA
(Figure 6A). The oncogene p63 turned out to be strongly suppressed.
Real-time PCR analysis of p63 expression confirmed the array results
by showing that p63 mRNA was downregulated in the colon after
BETA, E2 and GEN administration (Figure 6B). Coadministration
of the pure antiestrogen Fulvestrant resulted in an antagonization of
the E2-mediated p63 suppression (Figure 6C).

Discussion

The intestinal adenoma—carcinoma sequence is known to be initial-
ized by an accumulation of genetic alterations causing disorders in
cellular proliferation, differentiation and apoptosis (32). Although cell
proliferation changes have been extensively studied in the adenoma—
carcinoma sequence (33), less is known about alteration in cellular

apoptosis patterns during CRC development and considerable contro-
versy exists as to whether the apoptosis signaling increases or de-
creases during the adenoma—carcinoma sequence (34). Although
pathophysiological changes that lead to CRC are still under investi-
gation, recent studies describe the colon to be one of the tissues where
ERP is known to influence homeostasis (16,35). Studies with
ERBKOs indicate that this ER subtype is essential for maintenance
of cellular homeostasis and for driving differentiation in the colon.
ERp is therefore a possible target for modalities of prevention and
medical treatment of CRC (15,16).

In this context, the results of the present study demonstrate that
ER-specific agonists and phytoestrogens that bind with a high affin-
ity specifically to the ERP, such as GEN have an impact on the
maintenance of tissue homeostasis in the normal non-malignant di-
gestive tract of female rats. In contrast to E2 and the ERa-specific
agonist (ALPHA), treatment with an ER B-specific agonist (BETA) led
to a strong reduction of PCNA protein expression in the ileum (Fig-
ures 2A and B, 3A and 4) and colon (Figure 5A and B). BETA induced
caspase-3 activation in the ileum (Figures 3C and 4) and a strong
increase of cleaved cytokeratin-18 in the colon (Figure 5B). More-
over, BETA evoked a dramatic increase in TUNEL-positive cells in
the ileum (Figure 2C and D). Together, the data show that the treat-
ment with BETA reduces proliferation and induces apoptosis in the
ileum and the colon.

As TUNEL staining (Figure 2C and D) and cleaved cytokeratin-18
(Figure 5B) show, the BETA-mediated apoptosis is predominantly
located in the intestinal epithelium since cleaved cytokeratin-18 is
recognized as a specific marker for epithelial apoptosis (31). The
present results show that E2 enhances the mRNA expression of PCNA
in the ileal mucosa significantly compared with OVX. This effect was
also evident on the protein level of expression, although without
significance. This might be explained by posttranslational modifica-
tions of PCNA through enzymes involved in acetylation, alkylation or
oxidation and could be a cellular strategy to attenuate the proliferative
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effects of E2 to achieve a homeostatic balance between proliferation
and apoptosis of intestinal mucosa.

This result is in agreement with studies conducted in ERBKOs,
where the number of colonic-proliferating cells is increased and cas-
pase-3 cleavage is decreased in the absence of ERp (2,16). The de-
scribed effects of BETA also occurred in intact animals (Figure 4).
This indicates that selective activation of ERP also in the presence of
endogenous, physiological levels of E2 resulted in a change of tissue
homeostasis toward reduced proliferation rates and increased apopto-
sis. In our opinion, this can be taken as an indication that the effect is
not gender specific and that treatment with ER B-selective ligands also
in males may result in comparable effects. This hypothesis agrees
with epidemiologic data demonstrating that a diet rich in GEN results
in a reduced colon cancer risk also in males (19) but has to be con-
firmed in future investigations. Also in agreement with studies in
ERPBKO mice, our data demonstrates that the effects of BETA could
be antagonized by the antiestrogen Fulvestrant, indicating that the
effects of BETA regulating intestinal homeostasis are ER mediated
(Figure 4).

PCR gene array analysis indicated that a variety of apoptosis-
associated genes are regulated in the colon after treatment with BETA
(Figure 6A). Expression of one of the identified genes, p63 was sig-
nificantly downregulated by BETA in the colon (Figure 6A and B).
p63 is a protein homolog of p53, a well-known tumor suppressor
protein involved in preventing genome mutation. p63 is expressed
in poorly differentiated epithelial cells and plays an important role
in regulating epithelial proliferation and differentiation (36). It
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has been described to be involved in tumorigenesis (37) and to be
overexpressed in ovarian and epithelial tumors (38). The observation
that p63 is downregulated by BETA supports our hypothesis that
treatment with ERB-specific ligands may result in colon cancer pre-
vention. This is also in agreement with the fact that activation of ER
inhibits proliferation in cellular systems by regulating the cell cycle
machinery (39) and that activation of ERP and GEN decrease survival
of cancer cells by impairing the G(2)/M checkpoint signaling (39,40).
We believe that ERf-specific ligands induce a G(2)/M arrest partly
through downregulation of p63.

Well-known defense mechanisms of the cryptal stem cells against
colon cancer development are a slow cell cycle and high rate of
apoptosis. A slow cell cycle produces less replication errors and con-
sequently fewer mutations (41). Activation of ER supports both de-
fense mechanisms: in the large and small intestine, BETA decreased
proliferation and increased apoptosis, which slows down the cell cycle
and attenuates the risk of replication errors and subsequent DNA
damage. This mechanism applies also to tumor cells in early stages
of the disease as long as the genes for apoptosis are not altered and the
tumor has not developed strategies against apoptosis. Moreover, it is
well-known that colorectal carcinomas lose the ERf in advanced
stages of the disease and in advanced Dukes stages (18), respectively;
hence ERp-specific ligands cannot efficiently decelerate tumor
growth in advanced colorectal carcinomas.

In the ileum, our results show that ALPHA induced opposite effects
compared with BETA with respect to the expression of PCNA, which
was upregulated by ALPHA but not by BETA (Figures 2A and B and
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Fig. 6. Downregulation of p63 in the colon of E2-, GEN- and BETA-treated animals is ER mediated. (A) List of apoptosis associated ER -regulated genes in the
colon from a PCR apoptosis gene array. The listed genes were up (>5 fold) or down (<0.5) regulated in BETA-treated animals. (B) Transformation-related protein
(p63) mRNA expression using real-time PCR analysis was reduced in the colon of E2-, GEN- and BETA-treated rats. “Denotes values significantly different from
the OVX group, P < 0.01. (C) Antagonization of E2 effects on p63 mRNA expression by the pure antiestrogen Fulvestrant (ICI). “Denotes values significantly

different from the OVX group, P < 0.01.

3A and B). With respect to the expression of activated caspase-3
(Figure 3C) and TUNEL staining (Figure 2C and D), ALPHA had
proapoptotic effects even though weaker compared with BETA. In
conclusion, ALPHA accelerated the cell turnover, whereas BETA
decelerated the cell turnover in ileal and colonic epithelium. This
may be explained by the intrinsic balance between proliferation and
apoptosis in normal intestinal mucosa (32). Since intestinal crypt cells
intend to maintain a homeostatic balance between proliferation, apo-
ptosis and necrosis (42). BETA seems to be a powerful substance to
slow down the cell cycle machinery, thereby reducing the risk of
developing colorectal carcinomas, ALPHA seems to accelerate the
cell cycle machinery, thereby increasing the risk of replication errors
and DNA damage. This observation agrees with the literature, in that
most studies have shown decreased ERf expression in estrogen-
dependent cancer progression as compared with benign tumors or
normal tissues, whereas ERa expression persists (43).

Controversy still exists about the correlation between proliferation
and apoptosis in adenomas and carcinomas. Some studies report in-
creased levels of both, apoptosis and proliferation in colorectal carci-
nomas (44,45), whereas others have not found a correlation (46,47).

In our study, we were able to show that proliferation is high in
OVX, SHAM and E2 groups. However, on the mRNA level and in
western blots, we could see that ALPHA strongly induces PCNA
expression, while not in histological sections of the ileum. We think
that this difference is attributable to the different methods used. For
the histological slides, we have examined the proximal 7 mm of the
ileum cut in 7 pm thin sections, which are only very small parts of
the whole organ. In contrast, for western blot analysis and PCR, we

have analyzed the total ileum. This means that we have different
types of cells in the pooled mucosa, e.g. Peyer’s patches, which are
found normally in the lowest portion of the ileum, smooth muscle,
epithelium and connective tissue. This could explain the different
results. Besides, recent findings validate the presence of ERs asso-
ciated with the cell surface membrane in the intestine, which in-
terfere with cell proliferation and electrolyte homeostasis (48). It
is conceivable that these ERs associated with the cell surface mem-
brane have a different expression pattern in the intestinal tract. Fur-
ther experiments are needed to elucidate this question. At present,
little is known about estrogens and the intestinal tract since the in-
testinal tract has previously not been thought of as a sex-steroid
targeted organ (48).

We were able to show that ALPHA increases apoptosis in the ileum
by TUNEL staining (Figure 2C and D) and western blot analysis of
activated caspase-3 (Figure 3C). E2 binds to ERa and ER 3, whereas
the binding affinity to ERo is almost twice the binding affinity to
ERp (10). Therefore, E2 can also mediate ERP typical effects,
which in turn can attenuate ERo effects. In contrast, ALPHA binds
250-fold stronger to ERa than to ER (24) and BETA has a 183-fold
selectivity for ERP (24). Therefore, in ALPHA-treated animals, we
could see the full effects of activation of ERa with almost no acti-
vation of ERP. We think that ALPHA increases proliferation
and apoptosis that is cell turnover through aberrant activation of
Whnt signaling. We suggest that the aberrant activation of Wnt sig-
naling by ALPHA induces apoptosis shown by TUNEL staining
(Figure 2C and D) and western blot analysis of activated caspase-
3 (Figure 3C). This result largely agrees with the literature. ERa
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deficiency is associated with an accumulation of nuclear B-catenin,
which is an indicator of activation of the Wnt-[-catenin-signaling
pathway, known to play a critical role in intestinal cancers. In ad-
dition to this, ERa deficiency is associated with an increased ex-
pression of Wnt-B-catenin target genes (49). Furthermore, the Wnt
pathway is in >85% of sporadic colon cancers activated (50). It is
conceivable that ALPHA inhibits Wnt signaling pathways. More-
over, it is known that the cryptal cells and the paracrine interactions
between stem cells and epithelial-mesenchymal cells in the crypt
try to maintain the integrity of the intestinal epithelium (49). It is
conceivable that these paracrine interactions adapt to the ERa trig-
gered proliferation and secrete cytokines, which activate apoptotic
pathways in the epithelial cells.

The data reported in Figure 4 indicates that ovariectomy does not
influence at all both apoptosis and proliferation in the small intestine.
We think that the intestinal crypt achieves a steady state despite vary-
ing levels of sex hormones. Higher levels of E2 activate both the ERa
and ER at a ratio of 2 to 1, whereas lower levels of E2 activate both
the ERa and ER at the same ratio (10). But there are still low levels
of estrogens even in the OVX animal, albeit at lower concentrations,
since in the fat tissue androgens from the adrenal cortex are converted
to estrogens. From this perspective, the presence of both ERs seem to
constitute a homeostatic equilibrium despite different levels of the
physiological ligand E2. High plasma levels of E2 stimulate prolifer-
ation and these effects are buffered through ERp (51). In addition,
crosstalk between intestinal stem cells and epithelial-mesenchymal
cells, presumably adjusts to lower concentrations of sex hormones to
regulate the intestinal homeostasis (49).

Based upon evaluation of ER subtype-specific effects on intestinal
tissue homeostasis, this study was partly conducted to investigate
effects of the phytoestrogen GEN. Our results indicate that in ileal
and colonic mucosa cells, GEN acts as an ER-specific agonist. GEN
exerts antiproliferative and proapoptotic effects in the ileal mucosa
(Figures 2 and 3) and in the colon (Figure 5). This observation is in
agreement with the observation that GEN is bioactive in the small
intestine of piglets, where oral application of this phytoestrogen re-
sults in reduced enterocyte proliferation and migration (52). In con-
trast, Booth et al. (53) did not detect changes in proliferation and
apoptosis in the small intestine after in vivo administration of GEN.
However, in vitro studies were able to demonstrate that GEN inhibits
cell proliferation and promotes apoptosis in normal human intestinal
(52,53) and colon carcinoma cell lines (54). The preferential binding
affinity of GEN to ERP (10) and the observation that GEN acts on
intestinal tissue homeostasis like an ERP subtype-specific agonist
substantiate the theory that GEN also mediates its effects on intestinal
tissue homeostasis via ERp (2,16).

Taken together, the results of this study imply that activation of
ERP in OVX rats but also in intact rats by an ERB-specific agonist
(BETA), results in a reduction of the number of proliferating cells
and leads to an induction of apoptosis in the small intestine and
colon. In addition, it was shown that ALPHA in contrast to BETA
increases both, proliferation and apoptosis in the small intestine.
Moreover, the provided data indicate that GEN influences tissue
homeostasis in the small intestine and colon by exerting antiproli-
ferative and proapoptotic effects via ERpP. In conclusion, these
observations support results for ERBKO studies, showing that
ERp-specific signaling is involved in the maintenance of intestinal
tissue homeostasis. The current data show that ER B-specific agonists
and the phytoestrogen GEN affect the homeostasis of colonic
epithelium and may contribute to the primary prevention of CRC.
These observations are relevant with regard to the discussed role of
estrogens in CRC.

Funding
DFG (716/10-3 and GK1427).

Contflict of Interest Statement: None declared.

8

References

1.Javid,S.H. er al. (2005) Modulation of tumor formation and intestinal cell
migration by estrogens in the Apc(Min/+) mouse model of colorectal
cancer. Carcinogenesis, 26, 587-595.

2. Wada-Hiraike,O. et al. (2006) Role of estrogen receptor beta in colonic
epithelium. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 103, 2959-2964.

3.Chlebowski,R.T. ef al. (2004) Estrogen plus progestin and colorectal cancer
in postmenopausal women. N. Engl. J. Med., 350, 991-1004.

4.Farquhar,C.M. er al. (2005) Long term hormone therapy for perimeno-
pausal and postmenopausal women. Cochrane Database Syst. Rev., 3,
CD004143.

5.Dinger,J.C. et al. (2007) Colon cancer risk and different HRT formulations:
a case-control study. BMC Cancer, 7, 76.

6. Korach,K.S. er al. (2003) Update on animal models developed for analyses
of estrogen receptor biological activity. J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 86,
387-391.

7. Gustafsson,J.A. (2003) What pharmacologists can learn from recent advan-
ces in estrogen signalling. Trends Pharmacol. Sci., 24, 479-485.

8. Carpenter,K.D. et al. (2006) Potential biological functions emerging from
the different estrogen receptors. Ann. N.Y. Acad. Sci., 1092, 361-373.

9.Koehler,K.F. et al. (2005) Reflections on the discovery and significance of
estrogen receptor beta. Endocr. Rev., 26, 465-478.

10. Kuiper,G.G. et al. (1997) Comparison of the ligand binding specificity and
transcript tissue distribution of estrogen receptors alpha and beta. Endocri-
nology, 138, 863-870.

11. Weihua,Z. et al. (2001) A role for estrogen receptor beta in the regulation of
growth of the ventral prostate. Proc. Natl Acad. Sci. USA,, 98, 6330-6335.

12. Campbell-Thompson,M. et al. (2001) Expression of estrogen receptor (ER)
subtypes and ERbeta isoforms in colon cancer. Cancer Res., 61, 632—-640.

13. Konstantinopoulos,P.A. et al. (2003) Oestrogen receptor beta (ERbeta) is
abundantly expressed in normal colonic mucosa, but declines in colon
adenocarcinoma paralleling the tumour’s dedifferentiation. Eur. J. Cancer,,
39, 1251-1258.

14.Harris,H.A. et al. (2003) Evaluation of an estrogen receptor-beta agonist in
animal models of human disease. Endocrinology, 144, 4241-4249.

15. Wada-Hiraike,O. et al. (2006) New developments in oestrogen signalling in
colonic epithelium. Biochem. Soc. Trans., 34, 1114-1116.

16. Weige,C.C. et al. (2009) Estradiol alters cell growth in nonmalignant co-
lonocytes and reduces the formation of preneoplastic lesions in the colon.
Cancer Res., 69, 9118-9124.

17. Martineti, V. et al. (2005) ERbeta is a potent inhibitor of cell proliferation in
the HCT8 human colon cancer cell line through regulation of cell cycle
components. Endocr. Relat. Cancer,, 12, 455-469.

18.Jassam,N. et al. (2005) Loss of expression of oestrogen receptor beta in
colon cancer and its association with Dukes’ staging. Oncol. Rep., 14, 17—
21.

19.Lechner,D. et al. (2005) Phytoestrogens and colorectal cancer prevention.
Vitam. Horm., 70, 169—198.

20.deVere White,R.W. et al. (2004) Effects of a genistein-rich extract on PSA
levels in men with a history of prostate cancer. Urology, 63, 259-263.

21.Sarkar,F.H. et al. (2006) The role of genistein and synthetic derivatives of
isoflavone in cancer prevention and therapy. Mini Rev. Med. Chem., 6, 401-
407.

22.Mak,P. et al. (2010) ERbeta impedes prostate cancer EMT by destabilizing
HIF-1alpha and inhibiting VEGF-mediated snail nuclear localization: im-
plications for Gleason grading. Cancer Cell, 17, 319-332.

23.Hegele-Hartung,C. et al. (2004) Impact of isotype-selective estrogen re-
ceptor agonists on ovarian function. Proc. Natl Acad. Sci. USA,, 101, 5129—
5134.

24.Hillisch,A. et al. (2004) Dissecting physiological roles of estrogen receptor
alpha and beta with potent selective ligands from structure-based design.
Mol. Endocrinol., 18, 1599-1609.

25.West,N.J. et al. (2009) Apoptosis in the colonic crypt, colorectal adeno-
mata, and manipulation by chemoprevention. Cancer Epidemiol. Bio-
markers Prev., 18, 1680-1687.

26.Gavrieli, Y. et al. (1992) Identification of programmed cell death in situ via
specific labeling of nuclear DNA fragmentation. J. Cell Biol., 119, 493—
501.

27.Hertrampf,T. er al. (2008) Estrogen receptor subtype-specific effects on
markers of bone homeostasis. Mol. Cell. Endocrinol., 291, 104-108.

28. Hertrampf,T. et al. (2005) Tissue-specific modulation of cyclooxygenase-2
(Cox-2) expression in the uterus and the v. cava by estrogens and phytoes-
trogens. Mol. Cell. Endocrinol., 243, 51-57.

29.Kubben,EJ. ef al. (1994) Proliferating cell nuclear antigen (PCNA): a new
marker to study human colonic cell proliferation. Gut, 35, 530-535.

1N 18 610°S[EUINOIPIOIXO"UDIED WOJ} POPEOJUMOQ

Je pun

a et

1102 ‘¥ 1990100 U0 3



30. Dvorakova,K. et al. (2005) Apoptosis resistance in Barrett’s esophagus: ex
vivo bioassay of live stressed tissues. Am. J. Gastroenterol., 100, 424-431.

31.Holubec,H. et al. (2005) Assessment of apoptosis by immunohistochemical
markers compared to cellular morphology in ex vivo-stressed colonic mu-
cosa. J. Histochem. Cytochem., 53, 229-235.

32.Koornstra,J.J. et al. (2003) Changes in apoptosis during the development of
colorectal cancer: a systematic review of the literature. Crit. Rev. Oncol.
Hematol., 45, 37-53.

33.Diebold,J. e al. (1992) Analysis of proliferative activity in colorectal mu-
cosa by immunohistochemical detection of proliferating cell nuclear anti-
gen (PCNA). Methodological aspects and application to routine diagnostic
material. Virchows Arch. B Cell Pathol. Incl. Mol. Pathol., 62, 283-289.

34.Leonardos,L. et al. (1999) The activity of caspase-3-like proteases is ele-
vated during the development of colorectal carcinoma. Cancer Lett., 143,
29-35.

35.Barone,M. et al. (2010) Dietary-induced ERbeta upregulation counteracts
intestinal neoplasia development in intact male ApcMin/+ mice. Carcino-
genesis, 31, 269-274.

36.Suh,K.Y. et al. (2007) p63 in primary cutaneous carcinosarcoma. Am. J.
Dermatopathol., 29, 374-377.

37.Flores,E.R. (2007) The roles of p63 in cancer. Cell Cycle, 6, 300-304.

38.0wens,S.R. et al. (2007) Immunohistochemical staining for p63 is useful in the
diagnosis of anal squamous cell carcinomas. Am. J. Surg. Pathol., 31, 285-290.

39.Thomas,C.G. et al. (2010) Estrogen receptor beta decreases survival of
p53-defective cancer cells after DNA damage by impairing G(»/M check-
point signaling. Breast Cancer Res. Treat, 127, 417-427.

40.Park,J.H. er al. (2001) Synergistic effects of dexamethasone and genistein
on the expression of Cdk inhibitor p21 WAF1/CIP1 in human hepatocellular
and colorectal carcinoma cells. Int. J. Oncol., 18, 997-1002.

41.Potten,C.S. et al. (1987) A comprehensive model of the crypts of the small
intestine of the mouse provides insight into the mechanisms of cell migra-
tion and the proliferation hierarchy. J. Theor. Biol., 127, 381-391.

42.Marshman,E. et al. (2002) The intestinal epithelial stem cell. Bioessays, 24,
91-98.

Effect of ER-specific agonists on intestine

43.Bardin,A. et al. (2004) Loss of ERbeta expression as a common step in
estrogen-dependent tumor progression. Endocr. Relat. Cancer,, 11, 537—
551.

44.Hao,X. et al. (1998) Imbalance between proliferation and apoptosis in the
development of colorectal carcinoma. Virchows Arch., 433, 523-527.

45.Carr,N.J. (2000) M30 expression demonstrates apoptotic cells, correlates
with in situ end-labeling, and is associated with Ki-67 expression in large
intestinal neoplasms. Arch. Pathol. Lab. Med., 124, 1768-1772.

46.Kikuchi,Y. et al. (1997) Proliferation and apoptosis in proliferative lesions
of the colon and rectum. Virchows Arch., 431, 111-117.

47.Tanimoto,T. et al. (1998) Growth patterns in various macroscopic types of
noninvasive intramucosal colorectal carcinoma with special reference to
apoptosis and cell proliferation. Dis. Colon Rectum, 41, 1376-1384.

48.0’Mahony,F. et al. (2009) Novel female sex-dependent actions of oestro-
gen in the intestine. J. Physiol., 587, 5039-5044.

49.Cleveland,A.G. et al. (2009) Disruption of estrogen receptor signaling
enhances intestinal neoplasia in Apc(Min/+) mice. Carcinogenesis, 30,
1581-1590.

50.Hope,C. et al. (2008) Low concentrations of resveratrol inhibit Wnt signal
throughput in colon-derived cells: implications for colon cancer prevention.
Mol. Nutr. Food Res., 52 (suppl. 1), S52-S61.

51.Zhao,C. et al. (2010) Estrogen signaling via estrogen receptor {beta}.
J. Biol. Chem., 285, 39575-39579.

52.Chen,A.C. et al. (2005) Genistein inhibits intestinal cell proliferation in
piglets. Pediatr. Res., 57, 192-200.

53.Booth,C. et al. (1999) In vivo administration of genistein has no effect on
small intestinal epithelial proliferation and apoptosis, but a modest effect on
clonogen survival. Cancer Lett., 144, 169-175.

54.Gee,J.M. et al. (2000) Increased induction of aberrant crypt foci by 1,2-
dimethylhydrazine in rats fed diets containing purified genistein or genis-
tein-rich soya protein. Carcinogenesis, 21, 2255-2259.

Received September 26, 2010; revised July 17, 2011; accepted July 23, 2011

1N 18 610°S[EUINOIPIOIXO"UDIED WOJ} POPEOJUMOQ

1e7 pun

a et

1102 ‘¥ 1990100 U0 3



KAPITEL 2 - PUBLIKATIONEN 44

2.3 Publikation 3: “"Cadmium modulates expression of aryl hydrocarbon
receptor associated genes in rat uterus by interaction with the estrogen
receptor”

F. M. Kluxen, N. Héfer, G. Kretzschmar, G. H. Degen und P. Diel in Archives of Toxicology,
86(4):591-601, 2012. Eine Kopie von Publikation 3 findet sich ab Seite 45.

Zusammenfassung Ostrogenihnliche Effekte des Schwermetalls Cd wurden sowohl in in
vitro als auch in in vivo Studien berichtet — der genaue molekulare Wirkmechanismus ist
jedoch noch nicht vollstdndig aufgeklart. Ein Crosstalk von Ah-Rezeptor und ER ist gut
untersucht. Vor Kurzem wurde berichtet, dass 17beta-Ostradiol die Expression von AHR und
AhR-regulierenden Genen im Uterus von Ratten moduliert (Kretzschmar et al., Mol. Cell.
Endocrinol. 321:253-257, 2010). Unsere Hypothese ist, dass Cd ebenfalls den AhR-Signalweg
beeinflusst. Wir haben untersucht, ob Cd oder E; dem AhR-Signalweg-zugehorige Gene im
Rattenuterus iiber den ER moduliert.

Ovariektomierte Wistar-Ratten wurde E9 (0.5 mg/kg KG) oder CdCly (0.05 und 2 mg/kg
KG i.p.) allein und in Kombination mit dem reinen Antidstrogen ZK191703 verabreicht. Auch
wurde eine Gruppe mit Eg und Cd 2 mg/kg KG gleichzeitig behandelt, um zu untersuchen, wie
die Kombination wirkt. Uterusfeuchtgewicht, Uterusepithelhéhe, complement C3-mRNA und
Progesteron-Rezeptor(PR)-Protein-Expression dienten als Ostrogen-Antwortparameter, und
die Expression von Mtla mRNA wurde als Cd-responsives Gen untersucht. Die Expression
von AhR-Protein und AhR-Signalweg-zugehoriger Genexpression, i. e. Ahr, Arnt2, Cyplal
und Gsta2, wurden untersucht, um den Einfluss [der o. g. Wirkstoffe| auf die AhR-vermittelte
Signaltransduktion zu analysieren.

Sowohl Eg als auch Cd induzierten die C3- und PR-Expression, welche jeweils mit ZK191703
antagonisiert werden konnte. Die Mtla-mRNA Expression wurde deutlich von Cd induziert,
aber von Ey gegeniiber den Kontrollen leicht reduziert. Uterine Ahr-, Arntl-, Arnt2- und
Cyplal-mRNA-Expression wurde von Es iiber den ER moduliert, da die durch Es-induzierte
Herunterregulierung der mRNA gegeniiber der Kontrolle durch das Antidstrogen verhindert
wurde. Auch Cd modulierte die Cyplal-Expression iiber den ER. Dariiberhinaus wurde
die Cd-induzierte AhR-Protein-Expression durch Eg antagonisiert, und die Antidstrogen-
induzierte Gsta2 mRNA Expression wurde von Cd antagonisiert. Zusammengenommen zeigen
unsere Ergebnisse einen Crosstalk von ER und AhR im Uterus von Ratten.

Archives of Tozicology, Impact Factor (2012): 4.674; Eigenanteil 90 % — Planung
der Experimente, Labortatigkeit, Auswertung der Ergebnisse, Erstellen des Draf-
tes, 1. Autor
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Abstract Estrogen-like effects of the heavy metal cad-
mium have been reported in both in vitro and in vivo
studies. Yet, the molecular mechanisms involved in the
hormonal activity of cadmium ions have not been fully
elucidated. There are extensive data on cross-talk between
aryl hydrocarbon receptor (AhR) and estrogen receptor
(ER). Recently, 17-estradiol (E,) was found to modulate
the expression of AhR and AhR-regulated genes in rat
uterus (Kretzschmar et al. in Mol Cell Endocrinol
321:253-257, 2010). Thus, we hypothesized that cadmium
may also affect AhR signaling and examined whether
cadmium or E, modulate AhR-associated genes via the ER
in rat uterus. Ovariectomized Wistar rats received E,
(0.5 mg/kg bw) or cadmium chloride (0.05 and 2 mg/kg
bw i.p.) alone and in combination with the pure anti-
estrogen ZK191703. We also co-treated a group with E,
and cadmium 2 mg/kg bw to assess how they act in
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concert. Uterus wet weight, uterus epithelial height, com-
plement C3 mRNA, and progesterone receptor (PR) protein
expression served as estrogen response parameters, and
expression of Mtla mRNA was analyzed as a cadmium
responsive gene. The expression of AhR protein and AhR-
associated gene expression, i.e., Ahr, Arntl, Arnt2, Cyplal,
and Gsta2, were analyzed to examine effects on AhR-
mediated signaling pathways in the uterus of all groups.
Both, E; and cadmium induced C3 and PR expression, and
this was antagonized by ZK191703. Mtla expression was
clearly induced by cadmium but slightly reduced by E,
compared to controls. Uterine Ahr, Arntl, Arnt2,
and Cyplal expression was modulated by E, via the ER
since down-regulation by E, was reversed by anti-estrogen.
Cadmium apparently also modulated Cyplal expres-
sion via the ER. Furthermore, cadmium-induced AhR
was antagonized by E, and anti-estrogen-induced Gsta2
expression was antagonized by cadmium. Together our
findings provide evidence for cross-talk of ER and AhR in
the rat uterus.

Keywords Arylhydrocarbon receptor - Cadmium -
Endocrine modulation - Estrogens

Abbreviations

AhR Arylhydrocarbon receptor
ARE Antioxidant response element
bw Body weight

CdCl, Cadmium chloride

DRE Dioxin response element

E, 17 f-estradiol

ERalpha/beta  Estrogen receptor alpha/beta
ERE Estrogen response element

ip Intraperitoneal
Mtla Metallothionein la
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Introduction

Cadmium is one of the most toxic heavy metals and an
important environmental and industrial pollutant (Jarup
and Akesson 2009). The toxicity of cadmium and its salts
in humans and animals is well characterized and has been
known for over a century (INCHEM 2007; Nordberg
2009). It is now also regarded as a potential endocrine
disruptor, but the exact mechanisms by which the
“metallohormone” may interfere with the endocrine sys-
tem have not yet been elucidated (Byrne et al. 2009;
Takiguchi and Yoshihara 2006). Estrogen-like effects of
cadmium have been reported in both in vitro (Garcia-
Morales et al. 1994; Stoica et al. 2000) and in vivo studies
(Hofer et al. 2009; Hofer et al. 2010; Johnson et al. 2003).
This raises new concerns, since exposure to substances
mimicking the effects of estrogens may play a role in the
development and progression of hormone-dependent dis-
eases. In epidemiological studies, occupational and envi-
ronmental cadmium exposure has been associated with an
increased risk for breast and endometrial cancer (Akesson
et al. 2008; Cantor et al. 1995; McElroy et al. 2006).
Johnson et al. (2003) presented evidence that the cad-
mium-induced estrogenic response in rat uterus and breast
is antagonized by an anti-estrogen. This indicates that its
estrogenic effect is mediated via a direct interaction with
the ER. However, Ali et al. (2010) recently proposed that
estrogen-like effects of cadmium in vivo are mediated by
non-classical pathways, based on their results in estrogen
response element (ERE)-luciferase reporter mice. Inter-
estingly, in vitro data show that extracellularly regulated
kinases are modulated by cadmium and by steroid estro-
gens (Brama et al. 2007; Kato et al. 2000; Liu et al. 2008).
Moreover, we hypothesized that aside from ER signal-
ing cadmium may affect aryl hydrocarbon receptor (AhR)
signaling, based on various observations (see below and
discussion) and since cross-talk has been observed among
AhR and other nuclear receptors, in particular the ER. The
AhR, a transcription factor of the bHLH/PAS family, is
well known for mediating biochemical and toxic effects of
dioxins, polycyclic hydrocarbons, and related compounds
(e.g., Nebert et al. 2004). But the AhR is also activated by
natural and endogenous ligands and involved in various
cellular processes such as growth and differentiation
(for recent reviews of its functions Abel and Haarmann-
Stemmann 2010). Furthermore, there are extensive data on
an intricate relationship (cross-talk) between AhR and ER
(Grins et al. 2010; Matthews and Gustafsson 2006). On the

@ Springer

one hand, AhR agonists such as 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-
p-dioxin and 3-methyl-cholanthrene exert anti-estrogenic
activity in vitro and in vivo, and this is most likely due to
increased proteasomal degradation of the ER (Safe and
Wormke 2003; Swedenborg and Pongratz 2010).

On the other hand, ER agonists can apparently modulate
the activation of the AhR pathway in vitro and in vivo. For
instance, estrogenic concentrations of E, and the phytoes-
trogens daidzein and genistein decreased CYP1A1 expres-
sion and activity in MCF-7 cells, and these effects were
reversed by an ER antagonist (Wagner et al. 2008). In the
human endometrium, AhR protein levels were found to vary
within the menstrual cycle and peak at ovulation
(Kiichenhoff et al. 1999) suggesting that AhR expression is
modulated by sex steroids. In line with this view, it was
demonstrated that E, regulates AhR expression in rat uterus
and modulates expression of AhR-regulated genes
(Kretzschmar et al. 2010). Finally, several studies have
examined the ability of metal contaminants including
cadmium to affect AhR-regulated gene expression (i.e., an
induction of CYP1A1 by AhR agonists) in hepatic cell lines
and human hepatocyte cultures (Chao et al. 2009; Elbekai
and El-Kadi 2004; Vakharia et al. 2001). But, to the best of
our knowledge, this has not been studied in uterus so far.

The present study was aimed to further investigate the
effects of steroid estrogens and cadmium on AhR and ER
signaling in the uterus. Thus, ovariectomized female rats
were treated with E,, cadmium chloride (CdCl,), and
combinations. The applied CdCl, doses of 0.05 and 2 mg/
kg bw were based on previous experiments in which
cadmium showed an estrogen-like effect upon i.p. injec-
tion in Wistar rats (Hofer et al. 2009). Biological, histo-
logical, and molecular endpoints for estrogenicity were
determined in the uterus. To investigate whether the ER is
directly involved in these effects, antagonization experi-
ments with the pure anti-estrogen ZK191703 (Zk) were
included. Moreover, the expression of AhR and AhR-
associated gene expression were analyzed to examine
effects on AhR-mediated signaling pathways in the uterus
of all groups.

Materials and methods
Animals and experimental treatments

All animal husbandry and handling conditions complied
with the Institutional Animal Care and Use Committee
guidelines, and legal permission to conduct the animal
experiments was obtained from the local responsible
authorities. Juvenile female Wistar rats of 4-5 weeks
(101-125 g) were obtained from Janvier (Le-Genest
St-Isle, France) and acclimatized for 1 week. Rats were
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kept under controlled conditions (temperature, 20 £+ 1°C;
humidity, 50-80%; illumination, 12L/12D) and had free
access to tap water and a diet low in phytoestrogen content
(R/M-H, from Ssniff GmbH, Germany). Prior to the
experiments, animals were ovariectomized, and after
14 days of endogenous hormonal decline, rats were ran-
domly allocated to vehicle or treatment groups (n = 6
animals per group).

The animals received either CdCl, alone, at single doses
of 0.05 and 2 mg/kg bw i.p (Cd 0.05 or Cd2) or in com-
bination with the pure anti-estrogen Zk191703 (Zk, at
2.5 mg/kg bw, s.c for 3 days); negative and positive con-
trol groups received solvent (OVX, water), E; (i.p. 0.5 mg/
kg bw) alone or plus ER antagonist. We also co-treated a
group with Cd 2 mg/kg bw i.p and E,. After 3 days, the
animals were sacrificed by decapitation.

CdCl, was dissolved in sterile water to achieve doses of
0.05 mg/kg bw or 2 mg/kg bw in a total application volume
of 1 ml/kg bw. E, was dissolved in propanediol/ethanol
(80:20, v:v) and injected at a dose level of 0.5 mg/kg bw.
ZK191703 (11-fluoro-7-(14,14,15,15-penta-fluoro-6-methyl-
10-thia-6-azapentadecyl)estra-1,3-5(10)-triene-3,17-diol) was
dissolved in propanediol/ethanol (80:20, v:v) and injected at a
dose level of 2.5 mg/kg bw. The compounds were purchased
from Sigma—Aldrich (Taufkirchen, Germany).

Tissue collection and preparation
Body weights of the rats were determined prior to sacrifice.

Freshly excised uteri were collected and snap frozen in
liquid nitrogen for RNA and protein analysis. In addition, a

piece of the uterus was fixed in neutral buffered formal-
dehyde and later embedded in paraffin for histological
analysis.

Histological analysis

Seven-micrometer tissue sections of paraffin-embedded
uterine sections were mounted on slides pre-coated with
polylysine (Menzel Glaser, Hilden, Germany), then
cleared, hydrated, and stained with hematoxylin and eosin
(Fischer et al. 2006). Sections were examined with a light
microscope (Axiophot, Zeiss, Jena, Germany), and the
height of the uterine epithelium was gauged according to
standard procedures (Diel et al. 2002). We prepared at least
3 samples of 3 animals per group.

RNA isolation and real-time RT-PCR

Total RNA of the uteri was isolated from frozen tissue with
TRIzol (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) according to the
suppliers’ instructions. First-strand ¢cDNA synthesis was
accomplished with QuantiTect® Kit (Qiagen, Hilden).
Amplification of cDNA by real-time RT-PCR was per-
formed in a MX3005P thermal cycler (Stratagene) or an
iCycler (Bio-Rad). The protocol comprised 5 min at 95°C
followed by 45 cycles of 94, 60, and 72°C for 1 min each.
The data were normalized relative to the housekeeping gene
subunit 1A of cytochrome c oxidase via the delta—delta Ct
method (Pfaffl 2001). Primers are depicted in Table 1. We
have performed at least three measurements from indepen-
dently synthesized cDNA of the same pooled RNA samples.

Table 1 Primers used in real-

Primer (5'-3")

Published in

CGT CAC AGC CCA TGC ATT CG

Hofer et al. 2009

rev CTG TTC ATC CTG TTC CAG CTC

CAG CCC GCA GAG TGC CAG TAG TC

rev CCA TCC TCC TTT CCA TCA ACT GC

TTA CAC CGT TGC TCC AGA TTC

Hofer et al. 2010

rev CAG CAC TGT TCG TCA CTT CAG

CAA CCA AAC CAA ACA ACA GAG A

Kretzschmar et al. 2010

rev ATC CAT CAT CTT TCA ACC CAT C

ACT GCT GCC TAC CCT ACT CTIT C

rev GCT ACT TGG TTG TGC TGA TGT T

TGA AAG AAG GAG AAG CCC AAT A

rev CAT CAG AGT TAT GCC GAG ACA G

TTA TGA CCA CGA TGA CCA AGA G

rev GCC CTT CTC AAA TGA CCT GTA G

time RT-PCR mRNA
1A fwd
C3 fwd
Mtla fwd
Ahr fwd
Arnt 1 fwd
Arnt 2 fwd
Cyplal fwd
Gsta 2 fwd

GCC AGC CTT CTG ACC TCT TT

rev GCT CCG CTA AAA CTT GAA AAT C
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Western blot analysis

Pooled frozen uterus samples were homogenized and
soaked in lysis buffer (50 mM Tris pH 8; 2 mM CaCl,,
80 mM NaCl, 1% Tx100) with protease enzyme inhibitor
PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride, dissolved in iso-
propanol) at final concentration of 10 mM. The protein
concentrations were determined using DC Protein Assay
(Bio-Rad, Miinchen). Equal amounts of sample protein
(20 ng), mixed with equal amounts of SDS-loading buffer
(Laemmli 1970), were loaded on a NuPAGE Novex 4-12%
Bis-Tris Midi Gel (Invitrogen, Karlsruhe), electrophoresed
at 90 mA for 60 min, and blotted for 135 min at 120 mA
onto nitrocellulose membranes (Hartenstein, Wiirzburg).
The membranes were blocked with 5% dry milk powder in
Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20 (TBS-T) over
night at 4°C. Primary antibodies were diluted in 1% dry
milk powder in TBS-T: alpha-actin 1:5,000 (A 5060,
Sigma—Aldrich, Deisenhofen, Germany), aryl hydrocarbon
receptor 1:1,000 (BML-SA210, Enzo Life Sciences, Lor-
rach, Germany), progesterone receptor 1:40 (IM1408,
Beckmann Coulter, Krefeld, Germany). Membranes were
incubated with primary antibody solution for 2 h at room

1000

Uterus wet weight (mg/kg bw)

S N
S x
& P NG v
S
Ob

O A oA 9
60'0@*1/ & W x‘o

< 2500 {5 *
"E 2000
- o
o 1500
bt
c C
28 1000 l
[Tl 15 *
L9
Q. ‘Q-_ .
E %
g 10
2
T 5
©
o
0.

Ry <& @:y@b 0@@;&(}& b <&

@ v
& N IS4 *
&

Fig. 1 Uterus wet weight (a), uterus epithelial height (b), relative
complement C3 mRNA expression (c) in rats after a single i.p. (Cd,
E2) or 3 days s.c. (Zk) injection or co-treatment as indicated and in
controls (OVX). PR protein expression (d) in the uterus with
representative Western blot analysis and associated densitometric
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temperature and rinsed four times for 10 min each in TBS-
T. Polyclonal Rabbit Anti-Mouse (P0260, Dako, Hamburg)
was used as species-specific HRP-conjugated secondary
antibody as well as Swine Anti-Rabbit (P0217, Dako).
Membranes were again rinsed three times for 10 min each
in TBS-T and then two times in TBS buffer. Blot signals
were visualized by the chemoluminescent POD-Substrate
(LumilLight Plus, Roche Diagnostics, Mannheim) and
quantified by densitometry using the software Image J 1.410
(Rasband 1997-2011).The ratio of the reference protein
(alpha-actin) to the target protein was calculated to account
for protein loading. Each blotting procedure was repeated at
least 5 times. We prepared pooled rat liver extract from 3
female, adult, sham-operated Wistar rats as positive control
(PC) for the AhR antibody. One image of the successive
blots was cropped and realigned to match with the group
sequence in the graphs in Fig. 1 and also Fig. 3.

Evaluated response parameters
We determined uterus wet weight and height of the uterine

epithelium (Fig. la, b), an established histological param-
eter for estrogenicity (Diel et al. 2002). As sensitive
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n = 6 animals per dose group [n = 3 for uterus epithelial height];
(asterisk) marks values significantly different from the control (OVX)
or as indicated by lines. *P < 0.05
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Table 2 Body weight, liver,

and kidney weight/kg bw upon a Body weight Leber Kidney
single i.p. (Cd, E2) or 3 days g SD g/kg bw SD g/kg bw SD
s.c. (Zk) injection
OovVX 217.50 12.63 43.71 222 391 0.23
E2 213.00 15.95 42.50 247 4.12 0.23
ZK 213.40 12.62 45.21 0.84 4.03 0.13
E2 + ZK 212.67 6.89 43.16 4.20 4.54%* 0.30
Mean values + SD are given Cd 0.05 221.00 10.30 47.78* 2.64 3.94 0.25
for n = 6 animals per dose Cd 0.05 + ZK 227.83 10.57 47.14% 2.71 3.95 0.34
group. (¥) marks values Cd2 197.83 27.21 45.13 3.31 4.26%* 0.19
significantly different from the ¢4 4 7K 205.50 13.13 45.90 278 4.40 0.29
control (OVX) E2 + Cd 2 188.67+ 12.06 4457 3.07 4,39+ 0.34
* P <0.05
molecular read out for estrogenicity, we measured relative 35 .
complement C3 mRNA expression (Fig. 1c) and analyzed l "
PR expression (Hertrampf et al. 2006; Kraus et al. 1993) by 2] .
Western blot analysis (Fig. 1d). We determined the body, % 25 ] * T
liver, and kidney weights (Table 2) and analyzed relative £
mRNA expression of metallothionein subtype la, Mtla E) 201
(Fig. 2), a classical response marker for cadmium (Jin et al. z L
1998; Ghoshal and Jacob 2001) used also in our previous E 151
study. According to Kretzschmar et al. (2010) who studied 5
regulation of AhR, Arntl, and Arnt2 mRNAs by E, in the 2 M7 7
uterus, we now analyzed the effects of E,, cadmium, and ;:; 05 1
ER antagonist on mRNA and protein expression of these
genes (Fig. 3), and the effects on two classic AhR target 0.0 - — :
genes, namely Cyplal and Gsta2 (Fig. 4). o LI N O S
< & b@(’ 5 &
¢

Statistical analysis

All data are presented as mean =+ standard deviation. We
used Kruskal-Wallis one-way analysis of variance fol-
lowed by pair-wise comparison of selected means with the
Mann—Whitney U-test. Significance was set at *P < 0.05.

Results

A range of parameters was applied to examine the effects
of cadmium and steroid estrogen exposure on ER-mediated
responses and AhR signaling in the rat uterus.

Co-treatment with a pure antiestrogen (ZK191703) and
the combined exposure to E, and CdCl, served to explore
mechanisms and possible interactions.

Evaluation of estrogenicity

As expected, uterine wet weights were clearly (about
threefold) increased by E, (Fig. la). This uterotrophic
response was antagonized by co-treatment with the pure
anti-estrogen. The higher dose of cadmium (Cd2) increased
the uterine wet weight about 1.5-fold relative to OVX, but

Fig. 2 Mtla mRNA expression in the uterus after a single i.p. (Cd,
E2) or 3 days s.c. (Zk) injection or co-treatment as indicated and in
controls (OVX). Mean values &= SD are given for n = 6 animals per
dose group; (asterisk) marks values significantly different from the
control (OVX) or as indicated by lines. *P < 0.05

this effect was not antagonized by the anti-estrogen
(Fig. 1a). Interestingly, co-treatment with Cd2 and E,
resulted in a higher uterus wet weight than observed for the
single compounds (Fig. 1a). The height of the uterine
epithelium was clearly increased by E, and the combina-
tion with the metallohormone, while cadmium alone did
not affect this parameter significantly in this study
(Fig. 1b), but in a previous one (Hofer et al. 2009).

C3 and PR expression were induced by E,, and this
response was antagonized by Zk (Fig. lc, d). Also cad-
mium (0.05 and 2 mg/kg bw) dose-dependently induced
expression of C3 mRNA (twofold and tenfold) and PR
protein expression (threefold and tenfold). The Cd2-
induced C3 and PR expression and Cd0.05-induced PR
expression were antagonized by the pure anti-estrogen
(Fig. lc, d). As observed for the uterine wet weight, the co-
treatment with Cd2 and E, resulted in an additive effect on
uterine C3 and PR expression.
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Fig. 4 Uterine mRNA expression of Cyplal (a) and Gsta2 (b), after
a single i.p. (Cd, E2) or 3 days s.c. (Zk) injection or co-treatment as
indicated and in controls (OVX). Mean values &+ SD are given for

Toxicity of cadmium and uterine MT1a expression

Treatment with cadmium led to increases in relative liver
and kidney wet weights (Table 2). The body weight was
not affected by E,, whereas administration of cadmium
resulted in a decreased body weight in the high dose group
(Cd2). This effect was statistically significant in the group
co-treated with E, and Cd2.

A significant, dose-dependent Mt/a mRNA induction
was observed in uteri of cadmium treated rats, which was
not antagonized by Zk (Fig. 2). Interestingly, treatment
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n = 6 animals per dose group; (asterisk) marks values significantly
different from the control (OVX), from Zk (plus) and from E2
(section sign), or as indicated by lines. *P < 0.05

with E, resulted in a reduced uterine Mt/a expression; this
effect was reversed by the pure anti-estrogen (Fig. 2). But,
the anti-estrogen alone also increased the uterine Mtla
mRNA level compared to OVX controls.

Evaluation of Ahr/Arnt expression

Treatment of OVX rats with E, resulted in down-regulation
of mRNA for AhR and its dimerization partners Arntl and
Arnt2 in the uterus. This down-regulation was reversed
by ER antagonist Zk (Fig. 3a—c). Treatment with the
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anti-estrogen alone resulted in a significant induction of
Ahr and Arnt2 mRNA in the uterus (Fig. 3a, c).

Treatment with Cd2 resulted in a small, but significant
decrease of Ahr mRNA expression, and again this effect
was antagonized by the anti-estrogen (Fig. 3a). No signif-
icant effects for cadmium were observed on Arnt! (Fig. 3b)
and Arnt2 (Fig. 3c) expression.

Evaluation of uterine AhR protein expression by Wes-
tern blot revealed no clear modulation by E, treatment, but
a significant decrease by treatment with Zk (Fig. 3d).
Treatment with Cd2 (not with Cd0.05) resulted in a sig-
nificant increase of AhR protein expression. Interestingly,
this effect was antagonized by co-treatment with E,
(Fig. 3d), whereas co-treatment with Cd2 and Zk resulted
in AhR protein levels similar to Cd2 treatment alone.

Effects on AhR target genes

Uterine Cyplal mRNA expression was strongly down-
regulated by steroid estrogen and by combined treatment
with E, and Cd (Fig. 4a). This was antagonized by Zk.
Treatment with Cd0.05 and Cd2 resulted also in a signifi-
cant decrease of Cyplal mRNA that was antagonized by
Zk (Fig. 4a). Interestingly, the uterine Gsta2 expression
showed a different pattern (Fig. 4b): Treatment with cad-
mium alone resulted in no major change (except for a non-
significant increase at the low dose), whereas E, induced
Gsta2 expression about threefold. The latter effect was not
antagonized by Zk. On the contrary, Zk alone induced
Gsta2 about 30-fold and co-treatment with E, and Zk
induced Gsta2 about 260-fold. On the other hand,
co-treatment with cadmium apparently antagonized the
strong Gsta2 mRNA increase induced by E, or by Zk alone
(Fig. 4b).

Discussion

As outlined in the introduction, in vitro and in vivo
studies provide evidence that cadmium exerts effects on
estrogen signaling. Yet, the reported effects vary from
clearly agonistic (Brama et al. 2007; Garcia-Morales et al.
1994; Hofer et al. 2009; Johnson et al. 2003; Stoica et al.
2000) to antagonistic (Hofer et al. 2009; Rider et al. 2009;
Silva et al. 2006) in different systems, and it is not yet
clear whether estrogen-like effects of cadmium are med-
iated via the classical ER transcriptional pathway or by
non-genomic effects (Ali et al. 2010; Brama et al. 2007).
To further elucidate the hormonal activity of cadmium in
rat uterus, we designed a study where cadmium was
applied in combination with the pure antiestrogen Zk and
with E,. As recent findings demonstrate regulation of
uterine AhR expression by steroid estrogen (Kretzschmar

et al. 2010), we also investigated possible interactions
between ER and AhR in the rat uterus, asking in partic-
ular whether cadmium modulates the AhR pathway sim-
ilar to E,.

We present two major findings in this study: Cadmium
induces estrogenic gene expression via the ER in the
uterus. Moreover, cadmium and E, modulate AhR target
gene expression, i.e.,, Cyplal, via ER-AhR crosstalk in the
uterus.

Estrogenicity of cadmium

Cadmium caused an increase in uterus wet weight, sig-
nificant at 2 mg/kg bw, but less pronounced than E,
(Table 2; Fig. 1a). This is in line with our previous findings
(Hofer et al. 2009), and cadmium’s uterotrophic effect in
other studies (Johnson et al. 2003; Liu et al. 2010). The height
of the uterine epithelium was not affected in the present study
(Fig. 1b), but on the molecular level, a clear induction of C3
and PR expression was observed (Fig. 1c—d) and demon-
strates an estrogenic activity of cadmium in this tissue. The
antagonization experiment with the pure anti-estrogen Zk
helped to further investigate whether the ER is involved in
the estrogenic response of the uterus to cadmium. The find-
ings were heterogeneous: Other than the uterotrophic
response to steroid estrogen, the increase of uterine wet
weight induced by cadmium was not antagonized by Zk. But,
induction of uterine genes, i.e., C3 and PR expression, by
cadmium or E, was clearly antagonized by pure antiestrogen
(Fig. 1c—d). As EREs have been found in the promoter
region of both C3 (Fanetal. 1996) and PR (Kraus etal. 1993),
these genes are considered down-stream targets of the ER
signaling cascade. Their regulation by cadmium is a major
finding in our study, indicating that the metallohormone
can interact with ER signaling on a functional level—albeit
the effect is less pronounced than with the positive steroid
estrogen control. In line with this view, co-treatment with
cadmium and E, resulted in an additive effect for C3 and
PR expression, and also for the uterus wet weight. The
induction of uterine wet weight by cadmium is probably
due to influx of water and not by stimulation of prolifera-
tion, since it is not antagonized by Zk and the height of the
uterine epithelium is not affected. Also the estrogen-
induced water influx into the uterus is a quick response of
this tissue that is not mediated directly via the classical ER
pathway (O’Brien et al. 2006). On the other hand, uterine
gene expression by cadmium is apparently regulated by ER
interaction, in accordance with studies on estrogenic effects
of Cd in breast cancer cells (Garcia-Morales et al. 1994).
The response pattern in rat uterus supports the conclusion
that cadmium can activate some, but not all molecular
mechanisms triggered by (potent) steroid estrogens (Ali
et al. 2010; Liu et al. 2010).
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Uterine metallothionein expression

As expected from our previous findings in liver and kidney
(Hofer et al. 2010), cadmium dose-dependently induced
Mtla expression in the uterus (Fig. 2), and this response is
consistent with the cadmium levels measured in this tissue
(Hofer et al. 2009). In contrast to cadmium, treatment with
E, resulted in a down-regulation of uterine Mtla expres-
sion that was reversed by pure anti-estrogen Zk (Fig. 2).
This observation suggests that Mt/a expression is regulated
by E, via an ER-mediated mechanism. Previously, Mt/a
expression was found to be modulated by steroid estrogens
in the rat uterus, with an increase shortly (4 h) after E,, but
a decrease compared to OVX controls at 24 h and later
(Rivera-Gonzalez et al. 1998). On the other hand,
co-treatment with E, did not affect the induction of Mtla
by cadmium (Cd2) in the uterus (Fig. 2). Metallothionein
expression is induced by steroid estrogens (E, or EE) in
liver, kidney, and small intestine (Hofer et al. 2010) indi-
cating that it may be an estrogen regulated gene in these
tissues. But, in light of the rather complex regulation of
metallothionein expression (e.g., Coyle et al. 2002), pos-
sible tissue dependent differences in the response of the
Mtla gene to steroid estrogens and cadmium require fur-
ther studies.

Modulation of uterine AhR/Arnt expression
by cadmium and estradiol

Our results (Fig. 3a—c) confirm recent findings (Kretzschmar
etal. 2010) that the uterine mRNA expression of Ahr, Arntl,
and Arnt2 is down-regulated by E,. Moreover, our new data
show that the E,-induced down-regulation of AZR mRNA
expression is antagonized by Zk and thus support an
ER-mediated mechanism for this effect. In this study, we
found no significant change of AhR protein levels in the E,
group (Fig. 3d) whereas Kretzschmar et al. (2010) observed
an increased AhR expression in the uterus of E,-treated rats.
This difference observed for AhR protein expression may be
related to the analysis techniques used (Western blot or
immunohistochemistry) as well as dose and administration
route for E, (single i.p. injection of 50 pg/kg bw or s.c.
injection of 4 pg/kg bw on 3 days).

Moreover, cadmium (Cd2) also down-regulated AAR
mRNA expression, although less pronounced than E,, and
this effect was also antagonized by pure anti-estrogen Zk
(Fig. 3a). Interestingly, on the protein level, a strong
increase of AhR was observed in the high dose cadmium
groups (Fig. 3d). The decrease in Ahr mRNA, but observed
increase in AhR protein levels, may be explained by cad-
mium stabilizing AhR protein and protecting it against
degradation, analogous to its effects on the transcription
factor Nrf-2 (Stewart et al. 2003). Effects of cadmium on
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CYPI1ALI protein expression have been investigated before
(see below), but to our knowledge, we report for the first
time a modulation of AhR protein by cadmium in vivo. The
stimulation of AhR expression by the high dose of cad-
mium was antagonized by estradiol (Fig. 3d). Overall, the
results indicate that steroid estrogen and cadmium modu-
late the expression of nuclear receptors other than the ER,
possibly via interacting with ER-alpha in the uterus. Ste-
roid estrogens and cadmium down-regulate ER-beta
expression in mucosa (Hofer et al. 2010); it is thus of
interest to investigate also in other tissues possible effects
of the metallohormone on ER-alpha/ER-beta signaling.

Effects of cadmium and estradiol on AhR target genes

To assess a modulation of the AhR pathway by E, and
cadmium in uterus, we analyzed the response of two long
known target genes Cyplal (Bock 1994) and Gsta2 (Baars
et al. 1978). In accord with recent findings (Kretzschmar
et al. 2010), the Cyplal mRNA expression in the rat uterus
is down-regulated by E,, and this response is antagonized
by co-treatment with Zk (Fig. 4a). This suggests an
ER-mediated mechanism and cross-talk between the ER
and AhR pathways. A down-regulation of CYP1Al
enzyme activity and mRNA expression by E, has been also
demonstrated in MCF-7 breast cancer cells (Wagner et al.
2008) and was antagonized by the anti-estrogen fulvestrant
(ICI 182.780).

Similar observations were made in MCF-7 cells where
E, and the relatively potent mycoestrogen zearalenone
reduced both basal and TCDD-induced activity and mRNA
expression of CYP1A1 (Yu et al. 2004). There are also
contradictory reports on the influence of E, co-treatment on
AhR agonist-induced transcription: As reviewed elsewhere
(Beischlag et al. 2008; Wihlén et al. 2009), the effects of
ER on AhR signaling are influenced by cell culture con-
ditions and exhibit cell and species specificity.

Similar to E,, treatment with cadmium also resulted in a
down-regulation of uterine Cyplal expression (Fig. 4a).
Since this effect was antagonized by anti-estrogen ZK, it is
novel evidence for an ER-mediated mechanism of cad-
mium in the rat uterus. So far, modulation of Cyplal
expression and activity by cadmium has mainly been
studied in vitro and in other tissues. In murine Hepa 1clc7
cells, cadmium induces Cyplal activity and mRNA
expression; cadmium potentiated TCDD-induced Cyplal
mRNA and protein expression, but it reduced TCDD-
induced Cyplal activity (Elbekai and El-Kadi 2004). In
human hepatoma Huh7 and Huh7-dioxin responsive ele-
ment (DRE)-Luc cells, cadmium inhibits TCDD-induced
CYP1A1 activity and TCDD-induced luciferase activity,
respectively (Chao et al. 2009). We speculate that ER and
AhR cross-talk and cell type specific receptor expression
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may explain divergent response patterns between liver cells
and uterus. Decreases in P450 enzymes by acute or chronic
cadmium treatment have been reported in liver (Schnel
et al. 1978), testis (Iscan et al. 2002), and kidney (Plewka
et al. 2004) of male rats. But to the best of our knowledge,
this is the first report on such an effect in uterus.

The expression of glutathione-S-transferase A2, another
AhR-regulated gene, was induced (threefold) in the uterus
by treatment with E, (Fig. 4b). This Gsta2 response con-
firms previous results (Kretzschmar et al. 2010). Interest-
ingly, in the present study, the anti-estrogen Zk was able to
induce Gsta2 much stronger (about 30-fold) than E,, and a
combination of E, and Zk resulted in a synergistic effect.
Presently, we can only speculate why a combination of E,
and anti-estrogen results in such a high Gsta2 induction.
Effects on involved cofactor binding could explain this
exiting finding that needs to be analyzed in future studies.
Previously, in breast cancer cells transfected with a GSTA2
reporter construct, anti-estrogen treatment caused a sig-
nificant increase in transcriptional activity (Montano and
Katzenellenbogen 1997).

However, it should be kept in mind that detoxifying
enzymes such as Gsta2, with both DREs and AREs (anti-
oxidant response element) in the promoter region, are not
only induced by AhR agonists. Induction of phase II gene
expression by phenolic antioxidants and by oxidative stress
is primarily an ARE-mediated effect through activation
of the transcription factor Nrf2. This pathway is ligand,
ER-subtype, and cell specific (Ansell et al. 2004). Media-
tion of cadmium toxicity by oxidative stress is also well
known (Liu et al. 2009). This implicates that Gsta2 might
not be an ideal target gene to analyze the influence of
cadmium on AhR and ER cross-talk.

In our study, cadmium alone exerted no major effects on
uterine Gsta2 mRNA expression; but in combination,
cadmium clearly antagonized the supposedly beneficial
induction of Gsta2 by Zk (Fig. 4b). This observation may
be of importance with respect to carcinogenesis and
deserves further investigations.

Conclusion

Together our findings provide evidence for cross-talk of
AhR and ER in the rat uterus. Estradiol modulates AhR
gene expression via the ER. Cadmium exerts estrogen-like
effects, and it modulates also AhR expression and that of
AhR target genes. Down-regulation of uterine Cyplal
expression is observed at similar doses as induction of
uterine C3 and PR by cadmium, and these responses are
antagonized by pure anti-estrogen.
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2.4 Publikation 4: “The metalloestrogen cadmium modulates
AhR-associated gene expression in the small intestine of rats similar to
ethinyl-estradiol” (in press)

F. M. Kluxen, P. Diel, N. Hofer, E. Becker und G. H. Degen in Archives of Tozicology:ATOX-
D-12-00361. Eine Kopie von Publikation 4 findet sich ab Seite 58.

Zusammenfassung Cd beeinflusst die Expression von ER-Zielgenen im Rattenuterus und
zeigt 6strogenartige Aktivitiit in vitro. Wir haben gezeigt, dass Cd, wie 17beta-Ostradiol, auch
AhR-assoziierte Gene iiber den ER moduliert. Da die Aufnahme von Cd hauptséchlich iiber
die Nahrung geschieht, ist der Diinndarm dem Schwermetall gegeniiber direkt exponiert. Cd
kénnte die Wirkung von Ostrogenen in diesem Gewebe sowohl nachahmen als auch stéren.
Die ER-Subtyp-Expression unterscheidet sich zwischen Uterus und Darm und bislang sind
nur wenige ostrogen-sensitive Gene sind im Darm bekannt. Deshalb haben wir den Effekt von
Cd (2 mg/kg KG CdCly, Cd 2) und 17alpha-Ethinylostradiol (0.1 mg/kg KG, EEg) auf die
AhR-assoziierte Genexpression (i.e. Ahr, Cyplal, Gsta2, Nqol) nach oraler Exposition (3
Tage per Gavage) im Diinndarm weiblicher, ovariektomierter Wistar-Ratten untersucht.

Die Tiere wurden auch mit Cd 2 und reinem Antiéstrogen (2.5 mg/kg KG ZK191703, ZK)
oder Ostrogen behandelt, um zu untersuchen, ob die Cd-induzierten Effekte ER-vermittelt
sind. Fine Dosisabhingigkeit der Cd-induzierten Effekte auf die AhR-vermittelte Genexpres-
sion wurde in einem zweiten Tierversuch untersucht, in dem Cd fiir 28 Tage iiber das Trink-
wasser verabreicht wurde (5 und 50 ppm CdCly entspricht 0.4 und 4 mg/kg KG/d); mit
EE; (0.08 mg/kg KG/d) als Ostrogenreferenz. Zwei Kolonkrebszelllinien (HT-29 und CaCo-
2) mit keiner oder einer geringen ER-Beta-Expression wurden fiir 5 Tage mit Cd (1 pM)
und/oder E5 (0.01 pM) behandelt, um die molekularen Mechanismen niher aufzukliren. Die
mRNA-Expression von AhR-assozierten Genen wurde mittels real time RT-PCR gemessen
Metallothionein (MT) Expression (Mtla in Diinndarm, Mt2a in vitro) diente als klassischer
Marker fiir eine Cd-Exposition.

Die Mtla-Expression im Diinndarm war deutlich stérker in Cd 2- und EEo-ko-behandelten
Tieren als bei jenen, welche die Einzelsubstanzen bekommen haben. Die Cd 2-induzierte
Herunterregulation der Expression von Cyplal, Gsta2 und Nqol wurde nicht durch ZK ant-
agonisiert. Das ist anders als im Uterus: hier wurde die Cd-induzierte Herunterregulation von
Cyplal von ZK antagonisiert. Interessanterweise wurde die EEg-induzierte Herrunterregulie-
rung von Cyplal-, Gsta2- und Nqol-mRNA in vivo von Cd 2 antagonisiert. Nach 28 Tagen
oraler Cd-Exposition (Cd 0.4 und 4) wurde Mtla dosisabhéngig induziert, wihrend Cd 0.4
Cyplal, Gsta2 und Nqol wie EEg und stérker als Cd 4 herrunterregulierte.

In HT-29- und Caco-2-Zellen induzierte Cd eine starke Mt2a-mRNA-Expression, wihrend
Cyplal von Eq starker als von Cd herunterreguliert wurde; Cd antagonisierte die Fo-induzierte
Cyplal Herunterregulierung in wvitro.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen, dass Ostrogene die AhR-assoziierte Genex-
pression im Darm und 4n vitro modulieren. Auch moduliert Cd die AhR-assoziierte Genex-
pression dosisabhéingig und wie Eo und EE,. Unsere Hypothese ist, dass ER-unabhingige oder
ER-Beta-vermittelte Effekte eine Rolle spielen, weil die Cd-induzierte Modulation von AhR-
assoziierten Genen nicht von Antigstrogenen antagonisiert wurde und auch in ER-negativen
Zelllinien beobachtet wurde. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass Cd mit der Signaltrans-
duktion von ER und AhR im Darm interferieren kann.
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Abstract Cadmium (Cd) affects the expression of
estrogen receptor (ER) and aryl hydrocarbon receptor
(AhR)-associated genes in rat uterus and elicits estrogen-
like activity in vitro. The small intestine is highly
exposed to dietary Cd which may mimic or antagonize
estrogen action in this tissue. We investigated the effects
of Cd and 17-alpha-ethinylestradiol (EE;) on AhR-asso-
ciated gene expression after oral exposure of ovariecto-
mized female Wistar rats, and metallothionein (Mtla)
expression as a typical metal-response marker. Mtla in
the small intestine was strongly induced by co-treatment
with CdCl, at 2 mg/kg b.wt (Cd 2) and 0.1 mg/kg b.wt
EE, than by the single compound (3-day gavage). The
Cd 2-induced down-regulation of Cyplal, Gsta2, and
Ngol mRNA was not antagonized by pure anti-estrogen
(2.5 mg/kg b.wt ZK191703 s.c., ZK). Interestingly, the
EE;-induced down-regulation of Cyplal, Gsta2, and
Ngol mRNA was antagonized by Cd 2 in vivo and in
colon cancer cell lines (HT-29 and CaCo-2, treated 5
days with Cd 1 puM and/or E, 0.01 uM) with low or no
ER-beta expression. Dose dependency was studied after
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Cd exposure with drinking water (5 and 50 ppm CdCl,
equivalent to 0.4 and 4 mg/kg b.wt; Cd 0.4, Cd 4) for 28
days and EE, as reference. Intestinal Mtla expression
was dose dependently induced, while AhR target genes
were down-regulated by Cd 0.4 similar to EE, and more
pronounced than by Cd 4. We propose that Cd modu-
lates intestinal AhR-associated gene expression similar
to estrogens, but (contrary to its effects in uterus) via
ER-independent and/or ER-beta-mediated mechanisms.
Our new data suggest interference of Cd with estrogen
and AhR signaling in the small intestine.

Keywords Aryl hydrocarbon receptor - Cadmium -
Endocrine modulation - Endocrine disruption - Estrogens

Abbreviations
AhR Aryl hydrocarbon receptor
ARE Antioxidant response element
b.wt Body weight

Cd Cadmium

CdCl, Cadmium chloride

DRE Dioxin response element

EE, 17alpha-ethinylestradiol

ER alpha/beta  Estrogen receptor alpha/beta

ERE Estrogen response element

FBS Fetal bovine serum

GRE Glucocorticoid response element

ip. Intraperitoneal

NRF2 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like
2 (receptor)

ovXx Ovariectomized

s.C. Subcutaneous

UEH Uterus epithelial height

Uww Uterus wet weight

ZK ZK191703
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Introduction

The nonessential, toxic heavy metal cadmium (Cd) is an
important environmental contaminant and a recognized
health hazard in occupational contexts (Godt et al. 2006;
Jiarup and Akesson 2009). Cd is now also regarded as
potential endocrine disruptor due to properties that led to
its designation as metallohormone or metalloestrogen
(Byrne et al. 2009; Silva et al. 2006; Takiguchi and
Yoshihara 2006). Cd ions elicit estrogen-like activity
in vitro (Garcia-Morales et al. 1994; Stoica et al. 2000) and
modulate expression of estrogen receptor (ER) target genes
in rat uterus (Hofer et al. 2009; Johnson et al. 2003; Kluxen
et al. 2012). The underlying mechanisms of the estrogen-
like effects of Cd are debated: Antagonization experiments
with anti-estrogens suggest a direct interaction of Cd with
the ER in the uterus (Johnson et al. 2003; Kluxen et al.
2012). However, steroid estrogens and also Cd can activate
extracellular kinases in vitro (Brama et al. 2007; Kato et al.
2000; Liu et al. 2008) and thus signal through a nonclas-
sical genomic pathway. A study with ERE-luciferase
reporter mice where Cd exposure induced a limited spec-
trum of estrogenic responses supports the view that, in
certain targets, the effects of Cd might not be mediated via
classical ER-signaling through ERE-regulated genes (Ali
et al. 2010).

We recently demonstrated that Cd mimics estrogen
activity also with regard to other signaling cascades, i.e.,
AhR-associated gene expression in rat uterus apparently
via the ER (Kluxen et al. 2012). So far, the estrogen-like
effects of Cd have been mostly investigated with regard to
the ER alpha (Byrne et al. 2009; Silva et al. 2012) that is
expressed in classic estrogen target tissues such as uterus
and mammary gland. In the non-smoking population, Cd
exposure mainly occurs with foods and water (EFSA
2009), and the small intestine is highly exposed to the
metal after oral Cd administration (Hofer et al. 2009).
However, the intestine predominantly expresses ER beta
(Campbell-Thompson et al. 2001). Therefore, the hormonal
activity of the metalloestrogen Cd might be different in
small intestine and in classic ER alpha expressing estrogen
target tissues like uterus.

We previously reported estrogen-like activity (i.e., a
down-regulation of Pcna and ER beta protein and Ps2/Tff-1
mRNA expression) of Cd in rat small intestine (Hofer et al.
2010), but it is unknown whether this effect is mediated via
the ER beta. Cd-induced ER beta protein down-regulation
has been reported for brain (Ishitobi et al. 2007), terminal
end buds, lobules and ducts (Khan et al. 2007), and the
small intestine (Hofer et al. 2010). In breast cancer cells
that express only low amounts of ER beta (i.e., MCF-7), no
modulation of ER beta protein by Cd was found (Brama
et al. 2007). In MCE-7 cells and in SK-BR3 cells, Cd

@ Springer

affected rapid estrogenic signaling via ER alpha and
GPR30, but not in MDA-MB-231 cells that express only
ER beta (Liu et al. 2008). Cd-induced modulation of ER
beta-mediated transcription was observed only in ER beta-
transfected HeLa-ERE-luc cells (Martinez-Campa et al.
2006).

Substances that mimic estrogens raise the concern that
they may interfere with hormone-dependent diseases,
because estrogens play a major role in gut physiology and
pathology, e.g., in inflammatory processes (Harnish et al.
2004) and homeostasis (Schleipen et al. 2011; Wada-Hir-
aike et al. 2006), probably via the ER beta. However, only
a few estrogen-modulated target genes are known in the
intestine. As a follow-up to our previous study in rat uterus
(Kluxen et al. 2012), we now investigated whether AhR-
associated gene expression (i.e., Ahr, Cyplal, Gsta2,
Nqo1) in the small intestine is modulated by Cd or estrogen
and whether ER-mediated processes are involved.

The AhR is a member of the bHLH/PAS family and
mainly known for TCDD-mediated toxicity. Several food
ingredients and contaminants modulate the AhR (Ashida
et al. 2008). To the best of our knowledge, no data are
available whether the metallohormone Cd or estrogens
modulate AhR-associated gene expression in the small
intestine. It is also unknown whether estrogen-induced
AhR-ER-crosstalk (Grins et al. 2010; Matthews and
Gustafsson 20006) is affected by co-treatment with Cd in the
small intestine after oral exposure.

We thus conducted the following experiments: Ovari-
ectomized, female Wistar rats were treated for 3 days per
gavage with CdCl,, EE, alone, or in combination with anti-
estrogen (ZK191703). Dose-dependency of the Cd-induced
effect was subsequently evaluated in a 28-day sub-chronic
animal study with oral administration by drinking water. The
applied doses of CdCl,, 2 mg/kg b.wt or 0.4 and 4 mg/kg
b.wt, are based on previous studies where Cd showed an
estrogen-like effect in the small intestine (Hofer et al. 2010).
Cyplal mRNA expression was also investigated in vitro in
ER-negative adenocarcinoma cell lines, HT-29 and Caco-2,
to elucidate the molecular mechanism further. The mRNA
levels of AhR-associated genes were analyzed by real-time
RT-PCR along with metallothionein (MT) expression (Mtla
in small intestine, Mt2a in vitro) as typical response marker
for Cd exposure.

Materials and methods
Animals and experimental design
All animal husbandry and handling conditions complied

with the Institutional Animal Care and Use Committee
guidelines, and legal permission to conduct the animal
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experiments was obtained from the local responsible
authorities. Juvenile female Wistar rats of 4-5 weeks
(101-125 g) were obtained from Janvier (Le-Genest St-
Isle, France) and acclimatized for 1 week. Rats were kept
under controlled conditions (temperature 20 £+ 1 °C,
humidity 50-80 %, illumination 12L/12D) and had free
access to tap water and a diet low in phytoestrogen content
(R/M-H, from Ssniff GmbH, Germany). Prior to the
experiments, animals were ovariectomized, and after
14 days of endogenous hormonal decline, rats were ran-
domly allocated to vehicle or treatment groups (gavage
experiment: n =7 [n =28 for Cd 2]; drinking water
experiment: n = 6 rats per group). The animals were killed
by decapitation, in the short-term experiment on day 4 and
in the long-term experiment after 28 days. In line with the
3 R principle (Russell and Burch 1992), new tissue samples
of the animals of Hofer et al. (2009) and the ZK-treated and
control animals of Kluxen et al. (2012) were prepared and
analyzed.

Short-term experiment with gavage administration
for 3 days

CdCl, was dissolved in 0.9 % NaCl solution to achieve a dose
of 2 mg/kg b.wtin a total application volume of 5 ml/kg b.wt.
EE, was dissolved in propanediol/ethanol (80:20, v:v) to
achieve a dose level of 0.1 mg/kg b.wt in a total applica-
tion volume of 5 ml/kg b.wt. For co-treatment, one part
of a CdCl, solution in 0.9 % NaCl and one part of EE,
dissolved in propanediol/ethanol (80:20, v:v) were com-
bined to achieve the desired dose for the Cd 2 + EE, group
in a total application volume of 5 ml/kg b.wt. Anti-estro-
gen ZK191703 (11-fluoro-7-(14,14,15,15-penta-fluoro-6-
methyl-10-thia-6-azapentadecyl)estra-1,3-5(10)-triene-3,
17-diol) was dissolved in propanediol/ethanol (80:20, v:v)
and injected s.c. at a dose level of 2.5 mg/kg b.wt. ZK was
supplied by Bayer Healthcare Pharmaceuticals. The other
compounds were purchased from Sigma-Aldrich (Tauf-
kirchen, Germany). Body weights of the rats were deter-
mined on day 4 prior to killing. Pieces of small intestine
were collected and snap-frozen in liquid nitrogen for RNA
preparation. Wet weight of freshly excised uteri were
determined and organs snap-frozen in liquid nitrogen for
RNA analysis. In addition, a piece of the uterus was fixed
in neutral-buffered formaldehyde and later embedded in
paraffin for histological analysis and measurements of
uterine epithelial height (Diel et al. 2002).

Long-term experiment with drinking water
administration for 28 days

EE, was dissolved in a small amount of ethanol and then
filled up with tap water to a final concentration of 1 ppm.

CdCl, was dissolved in tap water to achieve concentrations
of 5 and 50 ppm. Since rats consumed about 20 ml water
per day, this corresponds to daily CdCl, dose levels of 0.4
and 4 and 0.08 mg/kg b.wt for EE,. The control (OVX)
group received tap water only. Animals were killed by
decapitation and pieces of small intestine were collected
and snap-frozen in liquid nitrogen for RNA preparation.

Cell culture

The human colon carcinoma cell lines HT-29 (P29-P35)
and Caco-2 (P45-P56) were maintained in DMEM sup-
plemented with 10 % (HT-29) or 20 % (Caco2) FBS, 2 %
penicillin/streptomycin, and 1 % L-glutamine at 37 °C and
5 % CO, in culture flasks. At 70 % confluence, cells were
passaged by trypsination (0.5 % trypsin in 0.5 mM EDTA,
Gibco BRL) by standard procedures.

Initially, cytotoxicity of CdCl, with CaCo-2 and HT-29
cells was assessed by neutral red uptake assays (according
to Behm et al. 2009). Based on the results (ICs, values of
27 uM for CaCo-2 and 2.2 pM for HT-29 cells), a con-
centration of 1 pM CdCl, was chosen for subsequent
experiments that is also comparable to previous in vitro
studies with other cell types (Siewit et al. 2010; Stoica
et al. 2000; Wilson et al. 2004),

To investigate steroid estrogen- and Cd-induced effects
on AhR-associated gene expression, 75,000 cells per well
were seeded in 6-well plates (Falcon, Franklin Lakes, NJ
USA). After 24 h, the medium was changed and the cells
were treated with a final concentration of 1073 M E,, or
10~ M CdCl,, or a combination of both agents (in 0.1 %
DMSO) for 5 days.

RNA isolation and real-time RT-PCR

Total RNA of the uteri, mucosa of the small intestine, or
cells was isolated from frozen tissue with 1 ml TRI-
zol (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) according to the
suppliers instructions. First-strand cDNA synthesis was
accomplished with QuantiTect® Kit (Qiagen, Hilden).
Amplification of cDNA by real-time RT-PCR was per-
formed in a MX3005P thermal cycler (Stratagene). The
protocol comprised 5 min at 95 °C followed by 45 cycles
of 94, 60 °C (54 °C for Nqol) and 72 °C for 1 min each.
The data were normalized relative to the housekeeping
gene subunit 1a of cytochrome c oxidase (1a) via the delta—
delta Ct method (Pfaffl 2001). Used primers sequences in
rat tissue were: For 1a, forward 5-CGT CAC AGC CCA
TGC ATT CG-3' and the reverse 5'-CTG TTC ATC CTG
TTC CAG CTC-3'; for metallothionein subtype la (Mtla),
forward 5'-TTA CAC CGT TGC TCC AGA TTC-3' and
the reverse 5-CAG CAC TGT TCG TCA CTT CAG-3'
(Hofer et al. 2009); for aryl hydrocarbon receptor (AhR),

@ Springer



Arch Toxicol

forward 5'-CAA CCA AAC CAA ACA ACA GAG A-3'
and the reverse 5'-ATC CAT CAT CTT TCA ACC CAT
C-3/; for cytochrome P450, family 1, subfamily A, poly-
peptide 1 (Cyplal), forward 5'-TTA TGA CCA CGA TGA
CCA AGA G-3' and the reverse 5-GCC CTT CTC AAA
TGA CCT GTA G-3/; for glutathione S-transferase alpha 2
(Gsta2), forward 5'-GCC AGC CTT CTG ACC TCT TT-3’
and the reverse 5-GCT CCG CTA AAA CTT GAA AAT
C-3’ (Kretzschmar et al. 2010); for NAD(P)H dehydroge-
nase, quinone 1(Nqol), forward 5-TGA ACG TCA TTC
TCT GGC CAA-3' and the reverse 5-ATT CAT ATC
CCA GGC CAC CTG-3' (Soyalan et al. 2011).

Primers sequences that were used for the cell culture
experiments (human cell lines): For la (subunit A of
cytochrome ¢ oxidase), forward 5'-CGT CAC AGC CCA
TGC ATT TG-3' and the reverse 5'-GGT TAG GTC TAC
GGA GGC TC-3/(Primer 3-designed, v0.4.0); for Cyplal,
forward 5'-TCT TCC TTC GTC CCC TTT AC -3’ and the
reverse 5-TGG TTG ATC TGC CAC TGG TT-3' (Bei-
schlag and Perdew 2005); for Mt2a, forward 5'-CCG ACT
CTA GCC GCC TCT T-3' and the reverse 5'-GTG GAA
GTC GCG TTC TTT ACA-3'(Primer 3 designed). At least
three measurements were performed from independently
synthesized cDNA of the same pooled RNA samples.

Statistical analysis

All data are presented as mean =+ standard deviation. We
used Kruskal-Wallis one-way analysis of variance fol-
lowed by pairwise comparison of selected means with the
Mann—Whitney U test. Significance was set at *p < 0.05.

Results and discussion

The effect of oral Cd and steroid estrogen exposure on
AhR-signaling in the small intestine of rats was investi-
gated in two animal experiments and one in vitro study:
Dose-dependency of Cd-induced modulation of AhR-
associated gene expression (i.e., Ahr, Cyplal, Gsta2,
Nqol) was assessed by sub-chronic 28-day treatment with
Cd or EE, via drinking water. Possible ER-mediated pro-
cesses on AhR-associated gene transcription were charac-
terized in a typical 3-day uterotrophic assay design with
Cd, EE,, or ZK alone or combinations. To elucidate the
molecular mechanisms further, Cyplal mRNA expression
was also investigated in HT-29 and Caco-2 cells after
Cd- or E,-treatment alone or in combination.

Effects of Cd on uterus

To assess the effects of Cd and the other compounds and
combinations after oral exposure, we determined uterus
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wet weight (UWW) and uterine epithelium height (UEH)
as established parameters for estrogenicity (Diel et al.
2002). EE, induced UWW (Fig. 1) and UEH (Table 1) as
expected. Treatment with Cd 2 (mg/kg b.wt/d) in the
short-term experiment had no effect on either parameter.
Long-term treatment with Cd 0.4 and Cd 4 had also no
effect on UWW and UEH (data not shown). This is in
agreement with previous results after oral treatment
(Hofer et al. 2009), and in contrast to uterotrophic effects
seen after i.p. injection of Cd (Hofer et al. 2009; Johnson
et al. 2003; Kluxen et al. 2012). However, one of the
seven Cd 2-treated animals had a UWW (abs. 218 mg or
rel. 897 mg/kg b.wt) similar to those of EE,-treated ani-
mals. Outlying values for a uterotrophic response to Cd
treatment have been reported before (Ali et al. 2010;
Hofer et al. 2009), yet an explanation for this finding
cannot be given.

Interestingly, oral co-treatment with Cd 2 + EE,
resulted in a slightly lower UWW and also UEH compared
with EE,-treatment alone. This differs from our previous
findings where co-treatment with Cd 2 and E,, by i.p.
injection resulted in a slightly higher UWW and UEH
(non-significant) and non-significant elevations of molec-
ular markers for estrogenicity (Kluxen et al. 2012). The
divergent effects for combinations of Cd with steroid
estrogen between oral and i.p. studies may be explained
by major differences in internal Cd tissue concentrations:
As shown before, three consecutive oral doses of Cd
2 mg/kg b.wt result in a 100-fold lower uterine Cd content
than a single dose of Cd 2 mg/kg b.wt after i.p. injection
(Hofer et al. 2009). This is also reflected in the strong dose-
and route-dependency for estrogenic effects of Cd in the rat
uterus. On the other hand, a bi-phasic regulation of the
uterine complement C3 expression was observed over a
wide range of Cd doses, with decreased levels at lower
doses and induction at the highest dose (Hofer et al. 2009).
Furthermore, Ali et al. reported a decreased luciferase
activity in several tissues after three subcutaneous low
doses of Cd (0.005 mg/kg b.wt) in ERE-luc reporter mice
(Ali et al. 2010), indicative for anti-estrogenic effects of
Cd.

From the above, it appears that Cd can exert estrogenic
as well as anti-estrogenic activity in the uterus, either by
competitive antagonist-like interaction with the ER or
mediated by other signaling cascades or involved co-fac-
tors. However, except for the present and a previous study
(Kluxen et al. 2012), combinatory effects of steroid estro-
gens and the metallohormone Cd have not been investi-
gated in vivo so far. Future studies should also investigate
Cd-induced modulation of endocrine parameters in intact
female animals, taking into account possible interactions
with hormonal circuits as indicated by a feeding-study in
female pigs (Han et al. 2006).
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Fig. 1 Uterus wet weights in mg/kg b.wt after 3 days gavage (Cd
2 mg/kg b.wt, EE; 0.1 mg/kg b.wt) or 3 days s.c. (ZK 2.5 mg/kg
b.wt). 10th, 25th, 75th, and 90th percentile plotted for n = 7 animals
per dose group [n = 8 for Cd 2]—median is indicated by line and
outliers by dots; asterisk, on x-axis legend, marks values signif-
icantly different from the control (OVX). p < 0.05. The uterus wet
weight of the animals of the ZK group was published before (Kluxen
et al. 2012), but was included in the figure for comparison. In the
drinking water experiment, treatment with Cd had no effect on uterus
wet weight see Hofer et al. 2009

Cd-induced modulation of Mtla in small intestine

Mtla mRNA expression was investigated as a marker for
Cd exposure. In the small intestine, Cd 2 induced Mtla
expression as expected (Fig. 2a). Moreover, Cd induced
Mtla expression dose-dependently after long-term treat-
ment (Fig. 2b). This is in line with our previous findings in
uterus (Kluxen et al. 2012) and also in liver and kidney
(Hofer et al. 2010). In the intestine, Cd 2 + ZK and ZK
alone also induced Mtla mRNA expression significantly
(Fig. 2a). Interestingly, the combination Cd 2 + EE,
potentiated Mtla expression compared to the Mtla
induction of the single compounds (Fig. 2a). Presently, we
can only speculate why the combination of Cd 2 and EE,
resulted in a synergistic effect in this tissue and on the
biological relevance (see below).

Metallothionein (MTs) are small, cysteine-rich proteins
that contain zinc ions, but also bind other metals (Coyle
et al. 2002). They are involved in zinc homeostasis,
mediate resistance to Cd toxicity (e.g., reviewed by Kla-
assen et al. 2009; Nordberg 2009), and have been
described to be regulated by estrogens (Rivera-Gonzalez
et al. 1998). Induction of MTs involves binding of zinc to
the metal transcription factor (MTF-1) that is also
important in the regulation of genes that play a role in
cellular response to various stressors (Coyle et al. 2002).
The Cd-induced MT up-regulation may be mediated by
replacing the MT-bound zinc ions, and interestingly Cd is

Table 1 Organ wet weights and uterus epithelial hight (UEH) of ovarectomized female Wistar rats that were treated for 3 days per gavage (Cd 2 mg/kg b.wt, EE, 0.1 mg/kg b.wt) or

3 days s.c. (ZK 2.5 mg/kg b.wt)

UEH

Kidney wet weight

Liver wet weight

Body weight

+SD

pm

mg/kg b.wt +SD mg/kg b.wt +SD

+SD

1.93
6.30
2.31
1.02
5.97

10.81

0.25
0.38
0.18
0.28
0.32

)
el

2.11
2.13
3.67
5.32
3.63

39.65
41.67
41.46
38.65

42.59

16.04
10.29
14.43

26.54

246.00

OovX
EE,

32.90*
10.86

12.81

3.59
3.55
3.18
3.49

236.29
236.00

Cd 2

242.43

Ccd 2+ ZK
Cd 2 + EE,

30.66*

20.96

228.13

Mean values £ SD are given for n = 7 animals per dose group [n = 8 for Cd 2]. Organ wet weights and UEW of the ZK-treated animals were published before (Kluxen et al. 2012) and were

not affected by treatment. * (asterisk) marks values significantly different from the control (OVX)

* p < 0.05
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Fig. 2 Relative Mtla mRNA expression in small intestine a after
3 days gavage (Cd 2 mg/kg b.wt, EE; 0.1 mg/kg b.wt) or 3 days s.c.
(ZK 2.5 mg/kg b.wt) and b after 28 days via drinking water (Cd 0.4
or 4 mg/kg b.wt (5 or 50 ppm), EE, 0.08 mg/kg b.wt). Mean values
(fold induction) & SD are given for n = 7 animals per dose group

reported to replace zinc in the ER (Predki and Sarkar
1994). Furthermore, metal depletion of the ER (a zinc
finger protein) via MTs has been described (Cano-Gauci
and Sarkar 1996), which might subsequently lead to
reduced DNA binding of the ER. It is unknown whether
zinc ions released upon binding of Cd to MTs may affect
ER activity.

We reported that i.p. treatment of OXV rats with E,
reduced Mtla expression in the uterus and this effect was
reversed by pure anti-estrogen ZK (Kluxen et al. 2012).
On the other hand, E, in combination with Cd did not

0.8 4 *

0.6 4

0.4 4

0.2 4

relative Cyp1al mRNA expression

0.0

OVX 1
EE,
ZK

Cd2

Cd2+EE2~F—< *

Cd2+2ZK

Fig. 3 Relative uterine Cyplal mRNA expression after 3 days
gavage (Cd 2 mg/kg b.wt, EE; 0.1 mg/kg b.wt) or 3 days s.c. (ZK
2.5 mg/kg b.wt). Mean values (fold induction) £ SD are given for
n =7 animals per dose group [n =8 for Cd 2; n =7 for ZK];
asterisk marks values significantly different from the control (OVX)
(section sign) marks values significantly different from EE, (plus)
marks values significantly different from ZK. p < 0.05
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[n =8 for Cd 2; n = 7 for ZK] in the gavage experiment and for
n =6 in the drinking water experiment; asterisk marks values
significantly different from the control (OVX) or as indicated by lines.
p <0.05

affect the metal-induced uterine Mtl/a expression. This
differs from the findings in the small intestine where oral
co-treatment (Cd 2 + EE,) strongly increased Mtla
expression (Fig. 2a). It is unclear whether differences in
Cd tissue concentration and/or ER-subtype expression
might be involved in the tissue-specific regulation. Thus,
further studies are of interest, how hormonal status
influences MT expression, Cd-distribution, and biological
effects of Cd.

Modulation of AhR-associated genes in uterus
and small intestine by cadmium and steroid estrogens

Cyplal mRNA expression in the uterus was analyzed to
investigate whether Cd and steroid estrogen affect this
response parameter similarly or differently in the small
intestine. After oral treatment, both EE, and Cd down-
regulated Cyplal mRNA expression in the uterus
(Fig. 3). This has also been observed after i.p. injection of
the compounds (Kluxen et al. 2012). Thus, Cyplal
mRNA expression appears to be a suitable uterine marker
of Cd and estrogen exposure. Down-regulation of uterine
Cyplal mRNA after oral Cd exposure was antagonized
by anti-estrogen ZK, while ZK treatment alone had no
effect on its expression (Fig. 3). This result is in accord
with previous data where co-treatment with ZK prevented
the Cd- and estradiol-induced uterine Cyplal mRNA
decrease (Kluxen et al. 2012). The findings support the
view that down-regulation of Cyplal mRNA by Cd and
estrogen in the uterus is mediated by the ER.

To assess the modulation of the AhR pathway by EE,
and Cd in the small intestine after oral treatment, we
analyzed Ahr mRNA expression and AhR target genes,
Cyplal and Gsta2, that are modulated by 17 beta-estradiol
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in the rat uterus (Kluxen et al. 2012; Kretzschmar et al.
2010) and Nqol as another gene of the classic AhR gene
battery (Abel and Haarmann-Stemmann 2010; Ashida et al.
2008).

In the small intestine, Ahr mRNA expression was
decreased only by Cd 2, but not significantly affected by
EE, or other treatments (Fig. 4a). This differs from the
pattern observed in rat uterus where Ahr mRNA was down-
regulated by both Cd and steroid estrogen (Kluxen et al.
2012). Yet, the intestinal expression of Cyplal, Nqol, and
Gsta2, down-stream target genes of the AhR, is signifi-
cantly down-regulated by steroid estrogen and to a lesser
extent also by Cd (Fig. 4b—d). Cyplal is considered as a
prototypical AhR target gene due to the presence of XREs
but it has also three glucocorticoid response elements in the
first intron (Linder et al. 1999). Furthermore, Gsta2 and
Nqgol have also been associated with another nuclear
receptor, Nrf2, and have (anti-)oxidant response elements
(ARE) in the promotor region (reviewed in Abel and
Haarmann-Stemmann 2010; Anwar-Mohamed et al. 2009).
Thus, it is interesting that all three genes are modulated
similarly after EE, and Cd exposure in the small intestine
(Fig. 4b—d).

1.2

Co-treatment with ZK reduced the Cd (and estrogen-)-
induced decreases in mRNA levels of Ahr, Gsta2, and
Nqol, while the Cd-induced down-regulation of Cyplal
was not antagonized (Fig. 4b). This differs from our find-
ings in rat uterus (see Fig. 3 in this study and also Kluxen
et al. 2012). Interestingly, the EE,-induced down-regula-
tion of Cyplal and Nqol (and Gsta2 to a lesser extent)
mRNA levels is antagonized by co-treatment with Cd
in vivo (Fig. 4). Again, this differs from the combination
effect observed for Cyplal mRNA expression in rat uterus
(see Fig. 3 in this study and also Kluxen et al. 2012).

ZK treatment alone had no effect on Ahr, Cyplal, and
Ngol mRNA expression in the small intestine. But the anti-
estrogen ZK significantly induced intestinal Gsta2 mRNA
expression (Fig. 4c¢) that is in line with our previous finding
in uterus (Kluxen et al. 2012). Montano and Katzenel-
lenbogen (1997) suggested that antioxidant activity of anti-
estrogens (trans-hydroxytamoxifen, tamoxifen, and ICI
182,780) in breast cancer cells may contribute to their
anticancer action. Thus, it might be of concern that Cd
antagonized the ZK-induced increase in Gsta2 mRNA
expression (Fig. 4c, and Kluxen et al. 2012). Another
interesting finding is that Gsta2 expression is differently
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Fig. 4 Relative mRNA expression of a Ahr, b Cyplal, ¢ Gsta2, and
d Nqol in small intestine after 3 days gavage (Cd 2 mg/kg b.wt, EE,
0.1 mg/kg b.wt) or 3 days s.c. (ZK 2.5 mg/kg b.wt). Mean values

(fold induction) & SD are given for n = 7 animals per dose group
[n = 8 for Cd 2; n = 7 for ZK]; asterisk marks values significantly
different from the control (OVX) or as indicated by lines. p < 0.05
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affected by steroid estrogens and Cd in the two tissues
studied, with a more or less pronounced down-regulation in
the small intestine (Fig. 4c) and an up-regulation in the
uterus (Kluxen et al. 2012; Kretzschmar et al. 2010). The
tissue-specific responses of Gsta2 may be related to dif-
ferences in the expression of nuclear receptors and
co-regulators.

In light of the rather complex regulation of the AhR and
associated genes that can also involve cross-talk between
the AhR with other nuclear receptors (Anwar-Mohamed
et al. 2009) and what has been said earlier in this section,
we can presently only speculate on the mechanisms
involved in the observed effects of Cd and estrogen in the
small intestine. A complex mix of competitive co-factor
recruitment to ER beta or overlapping/contra-directional
signal transduction might play a role as well as ER-inde-
pendent mechanisms, e.g., modulation of extracellular
kinases as reported in vitro (Brama et al. 2007; Kato et al.
2000; Liu et al. 2008). Also mechanisms responsible for
the synergistic induction of MTla in the small intestine
after combined exposure to Cd and EE, are not yet
understood. Nonetheless, this effect and the observed
effects on AhR-associated genes for this combination may
be taken as an indication for an interaction between Cd and
estrogen-signaling.

Dose-dependent Cd-induced modulation of AhR-
associated genes in small intestine

The results of the 28-day drinking water experiment
(Fig. 5) confirm the modulation of AhR-associated genes
in the small intestine observed with 3-day gavage admin-
istration of Cd and EE,. The Cd doses chosen for our
subchronic study of 0.4 and 4 mg/kg b.wt/d frame the Cd
2 mg/kg b.wt/d dose of the short-term study. The EE,
doses were similar (0.08 or 0.1 mg/kg b.wt/d) in both
studies. Except for Ahr mRNA expression that was slightly
induced by EE,, the AhR downstream target genes Cyplal,
Gsta2, and Nqol were down-regulated by the steroid
estrogen (Fig. 5). While Cd 0.4 had no effect on AhR
expression, mRNA levels were reduced by Cd 4, similarly
as observed in the gavage study with Cd 2. However, the
Cd 0.4 dose down-regulated Cyplal, Gsta2, and Nqol
mRNA level more efficiently than the Cd 4 dose (Fig. 5b—
d). The inverse dose—response of Cd treatment on Cyplal,
Gsta2, and Nqol mRNA expression interestingly correlates
with Mtla expression in the small intestine after long-term
oral administration (Fig. 2b). That intestinal Mtla is
induced by Cd 4 (but not by Cd 0.4) could affect the ratio
of bound and ‘free’ Cd in this tissue. Thus, a possible link
between Cd-induced MT modulation and Cd-induced
effects on gene transcription should be investigated in
future studies. Overall, the modulation of AhR-associated
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genes by Cd is dependent on the administered dose, and to
some extent also upon duration of exposure.

Cd-induced modulation of Mt2a and AhR-associated
genes in HT-29 and Caco-2 cells

HT-29 and Caco-2 are cell lines derived from colorectal
adenocarcinomas of a female and a male donor, respec-
tively. Both cell lines are considered to be ER alpha neg-
ative. While ER beta expression has been reported before
in HT-29 and Caco-2 (e.g., Campbell-Thompson et al.
2001; Gilad et al. 2005), other groups (Edvardsson et al.
2011; Paruthiyil et al. 2009) did not find detectable
amounts of ER in these tumor cell lines. This is a major
challenge for mechanistic in vitro studies, yet in line with
the drop in ER beta levels observed during progression of
several tumors, including colon cancer (Deroo and Buen-
suceso 2010).

Cyplal mRNA expression was measured in HT-29 and
Caco-2 cells after single and co-treatment with steroid
estrogen and Cd to elucidate further whether ER-inde-
pendent mechanisms play a role in Ahr-associated gene
transcription. Moreover, metallothionein (Mt2a) mRNA
induction was measured as a marker for Cd exposure
of Caco-2 and HT-29 and demonstrates a functional
response to heavy metal treatment. The results are shown
in Fig. 6.

Cd (1 pM) induced Mt2a mRNA expression in both cell
lines. Interestingly, the Mt2a induction by Cd was more
pronounced in Caco-2 than in HT-29 cells (Fig. 6a, b). This
may explain the higher resistance of Caco-2 to cytotoxicity
of CdCl, (with an ICsq value of 27 pM for 24 h treatment
in the neutral red uptake assay) compared to HT-29 (ICs,
value of 2.2 uM). Co-treatment with Cd + E, had no
effect on Cd-induced Mt2a induction, neither in HT-29 nor
in Caco-2 cells. Treatment with E, alone resulted in a slight
induction of Mt2a mRNA in HT-29 cells, but not in Caco-2
cells. While Cd effects in vitro resemble those seen in vivo
(Fig. 2a), there is a difference in the effects of the metal-
steroid estrogen combination that caused a much higher
induction of metallothionein than Cd alone in the small
intestine, but not in the ER-deficient colon cancer cell
lines.

E, treatment (0.01 uM) down-regulated Cyplal mRNA
levels in both cell lines, with a stronger effect in Caco-2
than in HT-29 cells (Fig. 6¢, d). In comparison, Cyplal
mRNA down-regulation by Cd was less pronounced, but
detectable in both cell lines (more in HT-29 than in Caco-
2). However, in both Caco-2 and HT-29 cells, co-treatment
with Cd antagonized the E,-induced Cyplal mRNA down-
regulation. This combination effect in vitro resembles our
in vivo findings in the small intestine where oral admin-
istration of Cd 2 together with steroid estrogen also
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Fig. 5 Relative mRNA expression of a Ahr, b Cyplal, ¢ Gsta2, and
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Fig. 6 Relative mRNA
expression of Mt2a in a HT-29
cells and b Caco-2 cells and
relative mRNA expression of
Cyplal in ¢ HT-29 cells and in
d Caco-2 cells after 5 days
treatment with 0.01 uM E,
and/or 1 uM CdCl, in 0.1 %
DMSO. Mean values (fold
induction) &+ SD are given for
three independent experiments;
asterisk marks values
significantly different from the
control (DMSO) or as indicated
by lines. p < 0.05
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antagonized the EE-induced down-regulation of Cyplal
(Fig. 4b). Overall, this finding and the down-regulation of
Cyplal in HT-29 and CaCo-2 (Fig. 6¢c, d) suggest that the

modulation of AhR-associated gene expression by estrogen
and/or Cd in the intestine is mediated by ER-independent
mechanisms.
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Conclusion

The new data show that estrogens modulate AhR-associ-
ated gene expression in the small intestine. Also the
metalloestrogen Cd dose-dependently modulates AhR-
associated gene expression similar to estrogens. We pro-
pose that ER-independent mechanisms might play a role
since Cd-induced modulation of AhR target genes is not
antagonized by anti-estrogen and also observed with
estradiol in ER-negative cell lines. Our data further suggest
interference of Cd with estrogen- and AhR-signaling in the
small intestine.
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3 Unveroffentlichte Daten

Nachfolgend finden sich bisher unveréffentlichte Ergebnisse verschiedener Versuche zur Auf-
klarung der molekularbiologischen Wirkung von Cd.

Um hormonartige Wirkungen von Cd im Darm besser zu charakterisieren, miissen zunéchst
Ostrogen-sensitive Signaltransduktionswege identifiziert und deren Modulation durch Cd im
Darm charakterisiert werden. Mit diesem Ziel wurde eine Microarray-Analyse durchgefiihrt
(siehe 3.1).

Weiterhin fiihrte die Beobachtung, dass Cd die Wirkung endogener Ostrogene modulieren
kann (siehe 2.3 und 2.4) und die Toxizitdt von Cd offensichtlich vom vorliegenden Hormon-
status abhéngt (Shimada et al., 2012) zu einer Reihe weiterer Versuche.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde dazu die Konzeption fiir zwei Masterarbeiten (Be-
cker, 2011; Kriiger, 2012) im Studiengang Toxikologie (an der Heinrich Heine-Universitat
Diisseldorf) entwickelt. Die im Labor der Deutschen Sporthochschule Kéln durchgefiihrten
experimentellen Arbeiten wurden unter Leitung von Prof. Diel von mir betreut. Einige wich-
tige Teilergebnisse aus Kriiger 2012 sind in 3.3 dargestellt.'

3.1 Analysen im Rattendarm — Microarray-Versuch

Eine Veroffentlichung dieses Versuches wird gerade vorbereitet — deshalb ist dieser Abschnitt
in Englisch. Die Erkenntnis, dass Gene, die die Darmhomdéostase modulieren von Cd und EEs
beeinflusst werden, fithrte zu weiteren Untersuchungen in intakten weiblichen Wistar-Ratten
zur Darmhomdgostase (siehe 3.3).

'Ein Teil der Ergebnisse (Zellversuche) aus Becker 2011 werden in Verdffentlichung 2.3 gezeigt.
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Abstract

Cadmium (Cd) is an environmental and food contaminant with pronounced toxicity, but also
potential endocrine disrupting properties. An estrogen-like activity of Cd has been mostly
described with regard to classic estrogen target tissues (i.e. uterus, breast) or in /n vitro models
that express estrogen receptor (ER) alpha. However, Cd also shows estrogenic activity in the
small intestine, a tissue that predominantly expresses ER beta.

The major route of exposure to Cd is via food, and estrogens can modulate homeostasis and
inflammatory responses in the small intestine. Thus, Cd may also affect estrogen-requlated gene
expression in the intestine. But to date, only few estrogen-sensitive genes are known in this
tissue. To identify estrogen- and Cd-modulated genes in duodenal mucosa of rats, we
performed a microarray analysis (Affymetrix Gene Chip Rat Genome 230 2.0 Array) of tissue
samples of the following /n vivo study.

Female ovariectomized Wistar rats (n=12) were orally treated with either vehicle, 0.1 mg/kg b.wt
17alpha-ethinylestradiol (EE,), 0.5 or 4 mg/kg b.wt CdCl; for three days. After sacrifice the total
RNA of mucosa was isolated and cDNA synthesized.

In all treatment groups, a total of 129 genes were significantly modulated compared to controls
(FC = 2 or < -2 and a p-value < 0.05). Among these, 21 known and 5 unknown transcripts were
significantly modulated by estrogen. A selection of genes was subsequently analyzed by real-
time RT-PCR: Cd dose-dependently induced Papss2, Reg1a, Akr1cl1, and Slc37a2 similar to EE,.
Cd modulated the estrogen-sensitive genes Bcl6, Fam55b, Fabp6, and 1I-33, but with a
nonmonotonic dose-response relationship.

Together we this study gives evidence that Cd modulates estrogen-sensitive gene expression in
the rat intestine and an overview of the most responsive genes.
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Introduction

Cadmium (Cd) is an environmental and food contaminant. Occupational exposure to the metal
is mainly via inhalation but the general population is exposed via diet (ATSDR 2008; ATSDR
2012; EFSA 2009; EFSA 2012; UNEP 2010). Classic Cd toxicity has been long known (since the
mid-1800s) and well characterized (Jirup and Akesson 2009; Nordberg 2009). However,
emerging evidence more recently suggests hormonal disruption by divalent Cd ions (see
reviews by Byrne et al. 2009; Silva et al. 2012). Cd mimics estrogen in vivo and in vitro. However,
Cd’s estrogen-like activity has been mostly described with regard to classic estrogen target
tissues, e.g. uterus (Hofer et al. 2009; Johnson et al. 2003; Kluxen et al. 2012b), or in /in vitro
models that express estrogen receptor (ER) alpha (Garcia-Morales et al. 1994; Stoica et al. 2000).
On the other hand, Cd also shows estrogenic activity in the small intestine (Hofer et al. 2010;
Kluxen et al. 2012a) — a tissue that predominantly expresses ER beta (Kuiper et al. 1997).

Estrogens modulate homeostasis (Schleipen et al. 2011) and inflammatory response (Harnish et
al. 2004) of the small intestine via ER beta. Thus this tissue’s exposure to Cd is of concern, since
Cd may interfere with estrogenic signaling. However, only a few estrogen-sensitive intestinal
genes are known.

To identify estrogen- and Cd-modulated genes in duodenal mucosa of rats, we performed a
microarray analysis (Affymetrix Gene Chip Rat Genome 230 2.0 Array) of tissue samples from the
following /n vivo study. Female ovariectomized Wistar rats (n=12) were orally treated with
vehicle, 0.1 mg/kg b.wt 17alpha-ethinylestradiol (EE;), 0.5 or 4 mg/kg b.wt CdCl; for three days.
We used the ordinary p-value of moderated t-score along with fold change (FC) value to
determine the differentially expressed transcripts in the microarray data (p-value < 0.05 and FC
> 2 or FC < -2), because the data of the biological replicates did not escape false discovery rate
(FDR) correction (see Material and Methods). A selection of co-regulated genes was
subsequently analyzed by RT-PCR.
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Material and Methods
Animals and experimental treatments

All animal husbandry and handling conditions were according to the Institutional Animal Care
and Use Committee guidelines, and legal permission to conduct the animal experiments was
obtained from the local responsible authorities. Juvenile female Wistar rats of 4-5 weeks (101-
125 g) were obtained from Janvier (Le-Genest St-Isle, France) and acclimatized for one week.
Rats were kept under controlled conditions (temperature 20 = 1 °C, humidity 50-80 9%,
illumination 12L/12D) and had free access to tap water and a diet low in phytoestrogen content
(R/M-H, from Ssniff GmbH, Germany). Prior to the experiments, ovaries of the rats were
ectomized (OVX). After the endogenous hormonal decline within 14 days, the animals were
randomly allocated to vehicle or treatment groups, n=3.

CdCl, was dissolved in tap water and administered at doses of 0.5 or 4 mg/kg b.wt on three
consecutive days; the estrogen reference group received ethinylestradiol (EE,, dissolved in
propanediol/ethanol, 80:20) at a daily dose of 0.1 mg/kg b.wt.

Tissue collection

Freshly excised pieces of small intestine were collected and snap-frozen in liquid nitrogen for
RNA preparations.

RNA preparation and cDNA syntheses

RNA was purified from mucosal tissue with RNAlater Kit (Quiagen) according to the
manufacture’s protocol. The RNA was quantified by UV spectrophotometry (Nanodrop, Peqlab).
Denaturing agarose gel electrophoresis was used for quality control: only RNA with intact
ribosomal bands was used for gene chip analyses.

Microarray

The Affymetrix Gene Chip Rat Genome 230 2.0 Array (Genechip, Affymetrix, Santa Clara, CA) was
used for gene expression profiling. RNA samples were handled according to the manufacturer’s
instructions. The arrays were tested for quality control and observed to be within bounds of
optimal threshold values set. Transcripts that were detected to be present (MAS 5.0) were RMA-
normalized and used for data analysis.

The normalized dataset was taken for the Principal Component Analysis. It was observed that
the biological replicates (individual animals) of all the 4 groups were scattered (see
supplementary material Fig. 1). However, correlating the transcriptional expression levels of the
arrays showed a strong positive correlation (see supplementary material Fig. 2).

The fold change (FC) value for each transcript was calculated with the average values of the
biological replicates of experimental group and reference group. FC = average of biolocical
replicates of the experimental group / average of biological replicates of the reference group.

To assess the differential expression of the genes with Limma, a R and Bioconductor package, a
linear model was employed. Moderated t-statistic calculation was used to determine the
differentially expressed transcripts between the experimental and the reference groups.
Because none of the transcripts from the comparison escaped false discovery rate (FDR)
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correction (when p-values of moderated t-scores were adjusted with Benjamini-Hochsberg to
have FDR controlled p-values), we used the ordinary p-value of moderated t-score along with
the FC-value to determine the differentially expressed transcripts (p-value < 0.05 and FC > 2 or <
=2).

Real-time RT-PCR

Amplication of ¢cDNA by real-time RT-PCR was performed in a MX3005P thermal cycler
(Stratagene). The protocol comprised 5 min at 95 °C followed by 45 cycles of 94, 60, and 72°C for
1 min each. The data were normalized relative to the housekeeping gene subunit 1A of
cytochrome c oxidase via the delta delta CT method (Pfaffl 2001). Primers are depicted in Table
1. We have performed at least three measurements from independently synthesized cDNA of
the same pooled RNA samples.
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Results

To investigate estrogen and Cd-induced modulation of intestinal gene expression in
ovariectomized Wistar rats after 3 day of treatment, we performed an explorative microarray
experiment. 129 genes were modulated by treatment (Fig. 1). 26 transcripts were modulated by
estrogen (Table 2), 58 genes were modulated by the low dose group of Cd (Table 3), and 68
gene by the high dose group (Table 4). Groups that are similarly modulated by two or three
compounds are depicted in Table 5. The microarray expression of selected genes was
subsequently controlled by real-time RT-PCR.

Mt2a mRNA expression was measured as marker for Cd exposure. Mt2a mRNA in the intestine
was induced only in the highest dose group (Fig. 2).

Real-time RT-PCR confirmed the expression patterns of the microarray analysis. The expression
pattern of the investigated genes can be divided into two groups: Estrogen-sensitive genes that
are dose-dependently induced by Cd and genes that have a nonmonotonous dose-response
relationship, as follows.

Cd dose-dependently induces Regla, Papss2, Ark1cl1, and Slc37a2 similar to EE, (Fig. 3). EE>
induces Papss2 and Slc37a2 more than Cd 4. EE; and Cd 4 similarly induce Reg1a and Akr1cl1.

EE; and Cd 0.5 induce Bcl6 expression. Treatment with Cd 4 has no effect. EE; and Cd 0.4
strongly induced (40 and 60 fold respectively) Fam55b expression. Treatment with Cd4 induces
Fam55b expression less (about 30 fold) than either EE, or Cd 0.5. Fabp6 is down-regulated by
EE, and Cd 4. Interestingly Cd 0.5 induces Fabp6 expression about 50 fold. 1I-33 is down-
regulated by EE, and Cd 0.5. Treatment with Cd 4 has no effect on II-33 expression (Fig. 4).



Draft: Identification of estrogen- and cadmium-modulated genes in the rat-intestine by microarray analysis

Discussion

We performed an explorative microarray experiment to investigate estrogen- and Cd-induced
modulation of intestinal gene expression in ovariectomized Wistar rats after 3 day of treatment.
Estrogens play a vital role in gut homeostasis and pathology but there is a lack of knowledge
about estrogen-sensitive genes in the intestine. There is however an increased risk to be
exposed to potential hormonally active compounds/potential endocrine disruptors via dietary
exposure.

As outlined in Material and Methods we used the ordinary p-value of moderated t-score to
determine differently expressed transcripts. This method might have a lower accuracy and
reproducibility (Tibshirani 2007), therefore, a p-value < 0.05 was applied and only FC-values > 2
or < -2 were reported. This reduced the number of transcripts to 129 (see Table 2-4).

To identify genes that are similarly regulated by both Cd and estrogen we measured mRNA
expression of genes that appear in the intersections of the 3-way-venn diagram (Fig.1): EE; N Cd
0.5 M Cd 4 and EE; N Cd 4 (see Table 5).

Metallothionein response

We used metallothionein (Mt) expression as a marker for Cd exposure. MT isoforms Mt1a and
Mt2a were dose-dependently induced by Cd and therefore show a functional response of the
tissue to the heavy metal. Interestingly Mt2a expression seems to be more pronounced than
Mt1a expression (Table 4), the isoform we analyzed in rat-intestine before (Hofer et al. 2010). We
observed in real-time RT-PCR that Mt2a mRNA Expression was induced by Cd but not by EE,
(Fig. 2) contrary to the results reported for Mt1a before. However, real-time RT-PCR confirmed
the results reported for microarray expression.

Real-time RT-PCR of selected genes

Cd dose-dependently induced Papss2, Regla, Akr1cl1, and Slc37a2 similar to EE,. Cd modulated
the estrogen-sensitive genes Bcl6, Fam55b, Fabp6, and 1I-33, but with a non-monotonic dose-
response relationship. A non-monotonic dose-response has been reported repeatedly in other
studies that investigated hormonally active compounds (Andrade et al. 2006; Narita et al. 2007;
Takano et al. 2006; Welshons et al. 2003; Wetherill et al. 2002; Wozniak et al. 2005). We reported
that high doses of Cd induce complement C3 mRNA expression, a classic ERE-containing,
estrogen target gene, while lower doses repress its expression (Hofer et al. 2009). These effects
create tremendous problems for risk assessment (Conolly and Lutz 2004), since low-dose
toxicity is usually extrapolated from the toxicity of higher doses by assuming a monotonous
dose response relationship. A complex mix of forming transcriptionally less efficient receptor
dimers (Conolly and Lutz 2004), recruiting ineffective coactivators (Kohn and Melnick 2002)
together with non-classic receptor activation/modulation and other signal transduction might
be involved. However, at the moment no explanation can be given.

(Cd and EE; induce genes associated with tumor progression

It is of concern that both estrogen and Cd induce genes that have been associated with tumor
progression (Bcl6 and Reg1a). Especially Reg1a recently received increased attention.
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Bcl6 is a repressive zinc finger transcription factor that is implicated in the pathogenesis of
diffuse large B cell lymphoma (Pellicano and Holyoake 2011). Compared to adenocarcinoma,
lymphoma in the intestine are relatively rare, but their prognosis is poor (Gustafsson et al. 2008).
Expression of BCL6 protects B cell lines from DNA damage-induced apoptosis, probably by
inactivation of p53 (Phan and Dalla-Favera 2004). It has not been described to be regulated by
estrogens before.

Regla is a growth factor affecting pancreatic islet beta cells. It might be involved in the
progression of various cancer types including those in the gastrointestinal tract. In patients
whose pancreatic cancers express Regla, Regla serum levels and Regla levels in pancreatic
juice have also been shown to be elevated compared to controls. Thus, Regla might be a
potential tumor marker for pancreatic tumors (Park et al. 2011). High expression levels of Reg1a
in tumors is an independent predictor of poor prognosis in patients with breast (Sasaki et al.
2008) or gastric cancers (Yamagishi et al. 2009). In colorectal cancer patients Reg1la is a predictor
of disease-free survival and is already significantly raised in peritumoral normal tissue compared
to mucosa from healthy individuals (Astrosini et al. 2008). Regla expression occurs also in
inflammatory diseases of the intestine, as follows. Reg1a has been shown to be upregulated in
illeum of children with Crohn's Disease compared to control (Sim et al. 2011). Reg1a expression
differentiates neoplastic lesions from non-neoplasticin ulcerative colitis tissues (Tanaka et al.
2011). It might serve as a biological mediator for immune cell-derived IL-22 in these tissues
(Sekikawa et al. 2010). Interestingly Reg1a is also up-regulated in parasite-induced colitis, but
the biological role in this is unclear — Peterson et al. proposed a possible protection from
parasite-induced apoptosis (Peterson et al. 2011).

Estrogens modulate the homeostasis of the small intestine. Antiproliferative and proapoptotic
effects are mediated via ER beta (Schleipen et al. 2011). The modulation of Bcl6 and Regla by
estrogen and Cd has to be investigated in future mechanistic studies. And since, cancer in the
small intestine is seldom compared to colon (Schottenfeld et al. 2009) those studies should also
be conducted in colon tissue.

Together our data demonstrates that Cd-modulates estrogen-sensitive genes in the intestine.
The newly identified estrogen-sensitive and Cd-modulated genes in the small intestine might
provide a good basis for future studies.
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Tables:

Table 1 Primers (designed in Primer3 0.4.0) used in control real-time RT-PCR of the genes that
were modulated in the microarray by the indicated compounds with a p-value < 0.05and a FC >

2or<--2.
mRNA Sequence 5'-3'
1A fwd CGTCACAGCCCATGCATTCG

rev CTGTTCATCCTGTTCCAGCTC
Genes that were modulated by EE,, Cd 0.5, and Cd 4
Bcle fwd TAAAGAGCCATCTGCGCATC
rev AAGGGGCTGGAGAGAAAAAG
Fam55b fwd GGGCTTCCTTTTGGAGAGAG
rev TCATGGTGGTGTTTCTGTGC
Papss2 fwd TGCCTCACCCTGAGACAAAG
rev TCTGGGGGATCTTCTCCTTC
Reg 1a fwd TTCCAATCGTGGCTACTGTG
rev GGAAGAGGGGGTTGACTTTG
Genes that were modulated by EE; and Cd 4
Slc37a2 fwd CTGTCACGGCCATCATTGAC
rev TGGGTTAGGGCCAGACTAGAG
Akricl1 fwd TTGAATTGACCCCAGAGGAC
rev GACAAGCACAAGGCAACAAG
Genes that were modulated by either EE; or Cd 4

1I-33 fwd ATGGGAAGAAGCTGATGGTG
rev ACCAGAGCCAGTTGGTTGTC
Fabp6 fwd CACCATTGGCAAAGAATGTG

rev CAAGCCACCCTCTTGCTTAC

Table 2 Genes in rat-mucosa that are modulated after three days oral treatment with 0.1 mg/kg

b.wt 17alpha-ethylestradiol.

. Gene Probe Set Fold p-
Gene Title Symbol ID Change value
family with sequence similarity 55, member B Fam55b 1383833_at 19.00 0.033
Similar to Hypothetical protein MGC75664 RGD11561 >> 1390691_at 5.54 0.017
;olute carrier family 37 (glycerol-3-phosphate transporter), member Slc37a2 1377058 at 413 0.011
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 Papss2 1395721 _at 4.10 0.024
S100 calcium binding protein G S100g 1368339 _at 3.90 0.033
frizzled homolog 8 (Drosophila) Fzd8 1383721_at 3.67 0.001
alkaline phosphatase 3, intestine, not Mn requiring Akp3 1387758_at 3.67 0.021
--- 1397423_at 3.63 0.007
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 Papss2 1376047_at 3.41 0.027
regenerating islet-derived 1 alpha Regla 1368629_at 3.39 0.020
Forkhead box Q1 Foxq1 1385464 _at 3.34 0.019
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FK506 binding protein 5 Fkbp5 1388901 _at 3.28 0.028
transmembrane 7 superfamily member 3 Tm7sf3 1389609_at 2.62 0.000
WDNM1 homolog LOC360228  1393260_at 2.58 0.019
- 1381591_at 2.51 0.012
--- --- 1373944 _at 245 0.000
B-cell CLL/lymphoma 6 Bcl6 1379368_at 2.35 0.025
aldo-keto reductase family 1, member C-like 1 Akricl 1394681_at 2.10 0.044
metallothionein 1a Mt1a 1371237_a_at 2.08 0.032
cathepsin Z Ctsz 1370885_at 2.01 0.026

Genes with --2 < FC <2 and/or p-values > 0.05 were excluded

--- --- 1380669_at -2.01 0.002
interleukin 33 1133 1389581_at -2.09 0.004
--- --- 1389986 _at -2.21 0.002
Myotubularin related protein 11 Mtmr11 1383311_at -2.66 0.045
stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) Scd ! 3672?8_a_ -2.90 0.016
similar to HTGN29 proFeln; keratinocytes associated RGD131035 1380407_at 3.05 0.010
transmembrane protein 2 2

Table 3 Genes in rat-mucosa that are modulated after three days oral treatment with 0.5 mg/kg
b.wt CdCl..

Gene Title Gene Symbol ::?; CI::ll'::;e vapl;.le
family with sequence similarity 55, member B Fam55b 1383833_at 20.54 0.03
immunoglobulin heavy chain 1a (serum IgG2a) Igh-1a 1388272_at 8.57 0.01
TRAF-interacting protein with forkhead-associated domain Tifa 1382311_at 4.06 0.01
— 1391106_at 3.74 0.00
102a- 373 004
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 Papss2 1395721_at 3.47 0.03
immunoglobulin joining chain Igj 1383163_at 3.44 0.04
family with sequence similarity 43, member A Fam43a 1390403 _at 333 0.00
regenerating islet-derived 1 alpha Regla 1368629_at 3.23 0.01
regenerating islet-derived 3 gamma Reg3g 1370631_at 3.14 0.02
complement component 7 /// tubulin, beta 2c C7/// Tubb2c 1388557_at 3.14 0.00
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 Papss2 1376047 _at 3.12 0.03
Tenascin C Tnc 1373401_at 3.00 0.05
heme oxygenase (decycling) 1 Hmox1 1370080_at 2.94 0.00
frizzled homolog 8 (Drosophila) Fzd8 1383721_at 2.91 0.01
ceruloplasmin Cp 1368419_at 2.77 0.00
- 1386695_at 2.76 0.01
complement component 1, s subcomponent Cls 1387893_at 2.76 0.03
adrenomedullin Adm 1387219_at 2.64 0.00
MAX gene associated Mga 1391600_at 2.61 0.00
membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7 Ms4a7 1378193_at 2.57 0.01

similar to RIKEN cDNA 2010001M09 RGD1310251 1385813_at 2.56 0.04
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— -—- 1382702_at 2.54 0.00

vascular cell adhesion molecule 1 Vcam1 1368474_at 248 0.05
Cd5 molecule-like Cd5l 1385635_at 245 0.00
cathepsin Z Ctsz 1370885_at 2.42 0.02
matrix metallopeptidase 2 Mmp2 1370301_at 2.38 0.02
WDNM?1 homolog LOC360228  1393260_at 2.38 0.04
CD3 molecule, gamma polypeptide Cd3g 1384787 _at 237 0.01
chemokine (C-C motif) ligand 2 Ccl2 1367973_at 2.34 0.00
— -— 1383211_at 2.32 0.01
clusterin Clu 13671?“’* 2.32 0.01
similar to paired immunoglobin-like type 2 receptor alpha LO/S/6;3;220 1376238—3— 2.30 0.00
13827965 229 004
complement factor H Cfh 1387029_at 2.28 0.04
legumain Lgmn 1368430_at 2.27 0.01
periostin, osteoblast specific factor Postn 1373911_at 2.27 0.03
plasminogen activator, tissue Plat 1367800_at 2.23 0.03
chemokine (C-X-C motif) receptor 4 Cxcr4 1389§f4—x— 2.22 0.01
B-cell CLL/lymphoma 6 Bcl6 1379368_at 2.20 0.02
receptor-interacting serine-threonine kinase 3 Ripk3 1370422_at 2.19 0.01
Fas apoptotic inhibitory molecule 3 Faim3 1382184_at 2.19 0.00
spondin 1, extracellular matrix protein Spon1 1370312_at 2.15 0.03
guanylate binding protein 2 Gbp2 1368332_at 2.13 0.00
- - 1385029_at 2.11 0.00
actin, alpha 1, skeletal muscle Actal 1369928 _at 2.05 0.05
low density lipoprotein receptor-related protein 3 Lrp3 1378136_at 2.05 0.01
interleukin 22 receptor, alpha 2 1122ra2 1391612_at 2.03 0.04
collectin sub-family member 12 Colec12 1372818_at 2.02 0.03
Genes with -2 < FC <2 and/or p-values > 0.05 were excluded
1391757_at -2.03 0.00
STEAP family member 3 Steap3 1370374_at -2.05 0.01
epoxide hydrolase 1, microsomal Ephx1 13872?“- 214 0.05
1371775_at -2.20 0.05
321111?; :; %ﬂéﬁiﬁi‘;ﬁfﬁjﬁw SDR family member 7 precursor (Retinal short- RGDIS65002  1379420_at Y 0.04
peroxisomal membrane protein 4 Pxmp4 1393421 _at -2.28 0.01
1380365_at -2.52 0.00
peroxisomal membrane protein 4 Pxmp4 1383117_at -3.75 0.01

pleckstrin homology domain containing, family H (with MyTH4 domain) member 1 Plekhh1 1395020_at -4.71 0.05
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Table 4 Genes in rat-mucosa that are modulated after three days oral treatment with 4 mg/kg
b.wt CdCl..

Gene Title Gene Symbol Prolla; Set C::Ldge vapl;le
family with sequence similarity 55, member B Fam55b 1383833 _at 17.38 0.039
metallothionein 2A Mt2a 1388271_at 7.92 0.002
regenerating islet-derived 1 alpha Regla 1368629_at 7.54 0.002
Similar to Hypothetical protein MGC75664 RGD1561551 1390691_at 7.39 0.011
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 Papss2 1395721_at 6.55 0.004
metallothionein Ta Mt1a 1371237*333 4.53 0.001
3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 Papss2 1376047 _at 448 0.009
heme oxygenase (decycling) 1 Hmox1 1370080_at 417 0.003
— 1379739_at 4.07 0.049
cytochrome b reductase 1 Cybrd1 1377369 _at 4,02 0.045
Forkhead box Q1 Foxq1 1385464_at 3.38 0.013
solute carrier family 37 (glycerol-3-phosphate transporter), member 2 Slc37a2 1377058_at 3.33 0.016
heat shock 70kD protein 1A /// heat shock 70kD protein 1B (mapped) H:E;E k/)// 1368247_at 3.15 0.002
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13 Tnfsf13 13773?3_a_a 3.00 0.037
serine peptidase inhibitor, Kazal type 4 Spink4 1393747_at 2.90 0.038
deleted in malignant brain tumors 1 Dmbt1 1368007_at 2.86 0.008
glutathione S-transferase, theta 3 Gstt3 1371942_at 2.82 0.016
- 1386695_at 2.80 0.027
regucalcin (senescence marker protein-30) Rgn 1368627_at 2.76 0.013
B-cell CLL/lymphoma 6 Bcle 1379368_at 2.63 0.017
HIV-1 tat interactive protein 2, homolog (human) Htatip2 1390208_at 2.60 0.016
aldehyde dehydrogenase 7 family, member A1 Aldh7a1 1371567_at 2.56 0.000
solute carrier family 2 (facilitated glucose/fructose transporter), Slc2a5 1368460_at 254 0.014
member 5

aldo-keto reductase family 1, member C-like 1 Akrich 1394681_at 2.48 0.032
solute carrier family 30 (zinc transporter), member 2 Slc30a2 1378896_at 2.44 0.033
— 1381591_at 242 0.004
heat shock 70kD protein 1B (mapped) Hspalb 1370912_at 2.40 0.015
— 1382702_at 2.39 0.023
solute carrier family 30 (zinc transporter), member 2 Slc30a2 1398264 _at 2.39 0.031
— 1379400_at 2.27 0.005
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 3 Agpat3 1382041_at 2.27 0.017
— 1383460_at 2.26 0.028
glutathione S-transferase Yc2 subunit Yc2 1371089_at 2.24 0.040
forkhead box Q1 Foxq1 1368550_at 2.16 0.040
- 1372318_at 2.14 0.037
. 1377946_at 2.14 0.019
--- 1381384_at 212 0.005
- 1380865_at 2.10 0.042
CD3 molecule, gamma polypeptide Cd3g 1384787_at 2.06 0.033
putative GTP-binding protein LOC293589 1372212_at 2.05 0.037
lactate dehydrogenase D Ldhd 1382061_at 2.04 0.030

CD302 molecule Cd302 1374061_at 2.04 0.005
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similar to 9630058J23Rik protein RGD1564833 1381390_at 2.04 0.005
cathepsin L1 Ctsl1 1370244 _at 2.02 0.022
lactate dehydrogenase D Ldhd 1376746_at 2.02 0.037

- 1384567_at 2.02 0.001

Genes with -2 < FC <2 and/or p-values > 0.05 were excluded

v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian) Ets1 1368851_at -2.00 0.00
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide K, 12.3 kDa Polr3k 1398875_at -2.01 0.00
Cd247 molecule Cd247 1370621_at -2.03 0.01
— 1376673_at -2.04 0.01
Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9 Serpinb9 1373672_at -2.04 0.01
Cd53 molecule Cd53 1368518_at -2.05 0.03
acyl-CoA synthetase family member 3 Acsf3 1388969_at -2.06 0.02
- 1377190_at -2.06 0.02
histocompatibility 2, class Il antigen E alpha H2-Ea 1370883_at -2.07 0.03
CD3 molecule, epsilon polypeptide Cd3e 1379791_at -2.08 0.01
ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-sialyltranferase 1 Stégal1 1370907 _at -2.11 0.01
CD3 molecule delta polypeptide Cd3d 1387472_at -2.17 0.01
RT1 class Il, locus Db RT1-Db1 %82 204 003
protein tyrosine phosphatase, receptor type, C Ptprc 1390798_at -2.27 0.01
RT1 class ll, locus Ba RT1-Ba 1370822_at -2.32 0.02
chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccl5 1369983 _at -2.34 0.02
RT1 class Il, locus Db1 RT1-Db1 1370382_at -2.90 0.04
serine peptidase inhibitor, Kazal type 3 Spink3 13684:‘7*’@ -3.01 0.04
;:r;gmr:zﬁglscét;\lljl;rj:(\)?vy chain 6/similar to single chain Fv antibody ng&/s/{)g 1380366, at 3.4 0.03
cytochrome P450 4F5 Cyp4f5 1388055_at -4.22 0.03
phospholipase B Phlpb 1370447 _at -8.52 0.01
fatty acid binding protein 6, ileal Fabp6 1368697_at -14.48 0.00

Table 5 Transcripts that are similarly regulated by two or three compounds.

EE; N Cd 0.5 cdo.s5NcCd4 EE;N Cd 4 EE;NCd0.5N Cd 4
ProbesetID GeneSymbol ProbesetlD GeneSymbol ProbesetlD GeneSymbol ProbesetlD Gene Symbol
1383721 _at Fzd8 1370080_at Hmox1 1390691 at ~ RGD1561551 1383833 at Fam55b
1393260_at LOC360228 1386695_at --= 1377058 _at Slc37a2 1395721 _at Papss2
1370885_at Ctsz 1382702_at --- 1385464 _at Foxq1l 1376047_at Papss2
1384787_at Cd3g 1381591_at --- 1368629_at Regla
1394681_at Akricl 1379368_at Bclé

1371237_a_at Mtla
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Figure legends

Fig. 1 129 genes are regulated in rat-mucosa after oral exposure with EE, or Cd (see Table 2-4).
EE, modulated 21 known and 5 unknown transcripts. The sets of genes modulated by two of
three compounds (unions) are depicted in Table 5.

Fig. 2 Relative mRNA expression of Mt2a expression after 3 days gavage (Cd 0.5 and 2 mg/kg
b.wt, EE;0.1 mg/kg b.wt). Mean values (fold induction) + SD are given for n=7 animals per dose
group; * (asterisk) marks values significantly different from the control (OVX) or as indicated by
lines. P < 0.05

Fig. 3 Cd induces (a) Reg1a, (b)Papss2, (c) Akricl1 and (d) Slc37a2 mRNA expression dose-
dependently and similar to EE, after 3 days gavage (Cd 0.5 and 2 mg/kg b.wt, EE;0.1 mg/kg
b.wt). Mean values (fold induction) + SD are given for n=7 animals per dose group; * (asterisk)
marks values significantly different from the control (OVX) or as indicated by lines. P < 0.05

Fig. 4 (a) Bcl6, (b) Fam55b, (c) Fabp6, and (d) 11-33 mRNA expression is modulated by EE; and
with a nonmonotonic dose-response by Cd after 3 days gavage (Cd 0.5 and 2 mg/kg b.wt, EE, 0.1
mg/kg b.wt). Mean values (fold induction) + SD are given for n=7 animals per dose group; *
(asterisk) marks values significantly different from the control (OVX) or as indicated by lines. P <
0.05
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Figures
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Fig. 1 129 genes are regulated in rat-mucosa after oral exposure with EE, or Cd (see Table 2-4).
EE, modulated 21 known and 5 unknown transcripts. The sets of genes modulated by two of
three compounds (unions) are depicted in Table 5.
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Fig. 2 Relative mRNA expression of Mt2a expression after 3 days gavage (Cd 0.5 and 2 mg/kg
b.wt, EE; 0.1 mg/kg b.wt). Mean values (fold induction) £ SD are given for n=7 animals per dose
group; * (asterisk) marks values significantly different from the control (OVX) or as indicated by
lines. P < 0.05
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Fig. 3 Cdinduces (a) Reg1a, (b)Papss2, (c) Akricl1 and (d) Slc37a2 mRNA expression dose-
dependently and similar to EE, after 3 days gavage (Cd 0.5 and 2 mg/kg b.wt, EE; 0.1 mg/kg

b.wt). Mean values (fold induction) + SD are given for n=7 animals per dose group; * (asterisk)

marks values significantly different from the control (OVX) or as indicated by lines. P < 0.05
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Fig. 4 (a) Bcl6, (b) Fam55b, (c) Fabp6, and (d) 1I-33 mRNA expression is modulated by EE; and
with a nonmonotonic dose-response by Cd after 3 days gavage (Cd 0.5 and 2 mg/kg b.wt, EE, 0.1
mg/kg b.wt). Mean values (fold induction) + SD are given for n=7 animals per dose group; *
(asterisk) marks values significantly different from the control (OVX) or as indicated by lines. P <

0.05
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3 D graph of Principal Component Analysis
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Fig 1 (supp.): Principal component analysis shows that the biological replicates are scattered.
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Fig 2 (supp.): Correlation on the transcriptional expression levels of the arrays shows a strong
positive correlation.
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3.2 Cadmium moduliert die 6strogen-sensitive Genexpression
im Uterus nach oraler Aufnahme

Bei den Tieren der Studie The metallohormone cadmium modulates AhR-associated gene ex-
pression in the small intestine of rats similar to ethinyl-estradiol (siehe 2.4, ab Seite 56)
wurde festgestellt, dass eine orale Behandlung mit 2 mg/kg KG CdCly die Uterusfeuchtge-
wichtzunahme in ovariektomierten Wistar-Ratten beeinflusst: Das Uterusfeuchtgewicht der
mit Cd und EE9 behandelten Tiere war geringer als bei den allein mit EE; behandelten
Tieren. Dariiber hinaus fiihrte eine Behandlung mit Cd alleine zu keiner Modulation des
Uterusfeuchtgewichtes (siehe 3.7A). In unverdffentlichten Daten von Hofer et al. zeigte sich
ebenfalls, dass eine Behandlung mit 2 mg/kg KG CdCly zu keiner signifikanten Anderung
der C3-mRNA-Expression fiithrte — im Gegensatz zu geringeren (0.5 mg/kg KG) und hoheren
(4 mg/kg KG) Dosen (Hofer et al., 2009). Dies fithrte zu der Hypothese, dass Cd eventuell
die 6strogen-induzierte Signaltransduktion nicht nur nachahmen kann, sondern in bestimmten
Gewebekonzentrationen eventuell auch hemmt (wie auch in der Einleitung ausfiihrlich darge-
stellt). Ein potentiell antiostrogener Effekt (eine Herunterregulierung von C3-mRNA) von Cd
wurde in Rattenuterus bei einer Gabe von < 0.05 mg/kg KG CdCl; i.p. beobachtet (Hofer
et al., 2009). Weiterhin fithrten geringe Dosen von Cd (5 pg/kg KG s.c.) zu einer geringeren
Luziferaseaktivitit in verschiedenen Geweben von ERE-luc-Méusen (Ali et al., 2010). In vitro
sind ebenfalls antiostrogene Effekte beobachtet worden (Fechner et al., 2011; Guével et al.,
2000; Silva et al., 2006; Vetillard, 2005).

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde der Uterus der in Publikation 2.4 beschriebenen
Tiere molekularbiologisch untersucht. Die mRNA-Expresison des 6strogen-sensitiven Gens C3
und die neu identifizierten Ostrogen-sensitiven Gene Ahr und Gsta2 (Kluxen et al., 2012;
Kretzschmar et al., 2010) wurden bestimmt.

3.2.1 Ergebnisse

Aus dem Versuch ergeben sich drei wichtige Erkenntnisse. Erstens kann zum ersten Mal ge-
zeigt werden, dass Ostrogene und Cd nach oraler Applikation AhR-assoziierte Genexpression
(Ahr und Gsta2) modulieren. Zweitens antagonisiert Cd die dstrogen-induzierte Expression
des klassischen, Gstrogen-sensitiven Gens C3 und beeinflusst auch die strogen-induzierte Mo-
dulation Ahr-assoziierter Gene.

(O3 ist ein etablierter, molekularer Marker fiir Ostrogenitét (Hertrampf et al., 2006) und wur-
de erwartungsgeméf von EE; induziert (Abb. 3.7B). Auch Cd kann eine C3-mRNA-Expression
dosisabhangig (Hofer et al., 2009) und ER-vermittelt induzieren (Johnson et al., 2003; Klu-
xen et al., 2012). Eine Dosis von 2 mg/kg KG CdCly scheint allerdings keine Wirksamkeit
zu haben. In Kombination mit EEs kommt es zu keiner Induktion von C3 bzw. wird eine
EEs-vermittelte C3-Induktion von Cd antagonisiert.

Um zu bestimmen, ob dieser antidstrogene Effekt auch bei neu identifizierten, dstrogen-
sensitiven Genen, die dem AhR-Signaltransduktionsweg zugeordnet werden, auftritt, wurde
die Expression von Ahr und Gsta2 untersucht (Abb. 3.7C,D). Es zeigt sich, dass EEy die
Expression von Ahr-mRNA | wie zuvor beschrieben (Kluxen et al., 2012; Kretzschmar et al.,
2010) herunterreguliert. Die dreimalige, perorale 2 mg/kg KG CdCly-Dosis scheint Ahr und
Gsta2 genau so im Uterus zu modulieren, wie eine 2 mg/kg KG CdCly via i.p.-Injektion
(Kluxen et al., 2012). Eine orale Gabe von Cd fiihrt allerdings zu einer Herunterregulation
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von Gsta2 im Gegensatz zu einer i. p.-Injektion, welche zu einer 6strogen-dhnlichen Zunahme
von Gsta2 mRNA fithrt (Kluxen et al., 2012).

A o 16'B *
[+2]
o 814.
%_ o
- E S 121
c : §10
o o
= o 1 x
g - 7 : - ® 8-
c — g
4 6 4
o €
3 ® 4
o —— T,
T T T T
Ovx EE; Cd2 Cd2 +EE; 0
Y o~ o~ o~
> w - w
¢) w 13) w
+
o~
T
o
1,2 8 N
c * ¢ | D
= o *
210 3
: 5 6
% 0,8 1 .5
7] [7]
Q 7]
s o
¥ 06 g 44
2 <
c 04 1 %
g o 21
S 0.2 kS
= [9]
ped *
*
0,0- o , ——
§ ui’ > wi” X ny N uf
(6 w 3 w 3 w 3 w
+
o~
= S
© o

Abb. 3.7: Cd moduliert die EEs-induzierte Modulation des Uterusfeuchtgewichts (A) und die
relative mRNA Expression von (B) Complement ¢3, (C) Ahr und (D) Gsta2 in Rattenuterus.
Analysen nach 3 Tagen oraler Behandlung mit 0.1 mg/kg b.wt EEg, 2 mg/kg KG CdCly
oder beidem. * Werte, die sich signifikant (P<0.05) von OVX-Kontrolle oder den mit Linien
gekennzeichneten Gruppen unterscheiden.
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3.3 Wirkung von Cd in intakten weiblichen Wistar-Ratten

Im Rahmen der hier vorliegenden Dissertation wurde ein Tierversuch zur Untersuchung der
Auswirkung geringer, sub-chronischen Dosen CdCly auf physiologische Marker intakter, weib-
licher Ratten durchgefiihrt und eine Masterarbeit (Kriiger, 2012) mit dem Thema “Cadmium-
induzierte Modulation molekularbiologischer Marker fiir Ostrogenitiit und Gewebehomé&ostase
in intakten weiblichen Ratten” vergeben und betreut. Die zu bearbeitende Fragestellung und
ein Auszug der wichtigsten Ergebnisse sind hier dargestellt.

Moduliert die sub-chronische Gabe geringer Dosen Cd die Darmhomdostase im
intakten Tier?

Kann Cd die Wirkung endogener Ostrogene beeinflussen — werden dstrogen-sensi-
tive Endpunkte moduliert?

3.3.1 Ergebnisse Uterus

Da bei dem hier durchgefiihrten Experiment nicht-zyklussynchronisierte Tiere verwendet wur-
den, waren bei der histologischen Untersuchung des Uterus keine Unterschiede zu erwarten,
sondern normalverteilte Werte der Uterusfeuchtgewichte in allen Gruppen. Nach der vierma-
ligen Gabe von CdCly i.p. zeigt sich eine deutliche Verteilungsabnahme der Uterusfeuchtge-
wichte der Cd-behandelten Tiere (Abb. 3.8, auf Seite 94). Auch die Vaginalepitheldicke als
sensitiver Marker fiir Ostrogenitit (Diel et al., 2002) wurde untersucht. Es zeigt sich das glei-
che Muster wie auch beim Uterusfeuchtgewicht — die Verteilung der Vaginalepitheldicke der
Cd-behandelten Tiere ist deutlich geringer als die der Kontrolltiere.
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Abb. 3.8: Das relative Uterusfeuchtgewicht (Abb. links) und die Vaginalepithelhohe (Abb.
rechts) nach viermaliger Applikation von 0.5 oder 5 pg Cd in intakten, nicht-zyklussynchron-
isierter Wistar-Weibchen zeigen eine deutliche Abnahme der intraindividuellen Verteilung.

3.3.2 Ergebnisse Darm

Im Wesentlichen zeigen sich zwei Ergebnisse: erstens scheinen auch geringe Cd-Dosen die Gen-
expression in Diinndarm und Kolon nach i. p.-Injektion zu beeinflussen. Zweitens moduliert
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Cd die Darmhomdostase.

Cd induziert die Expression von Pcna-mRNA und -Protein in Diinndarmmukosa dosisab-
hingig (sieche Abbildung 3.9 auf Seite 96). Im Kolon zeigte sich ebenfalls eine Modulation
der Proliferation — allerdings interessanterweise mit umgekehrtem Muster: Cd reprimiert do-
sisabhéngig die Expression von Pcna-mRNA und -Protein (siehe Abbildung 3.10 auf Seite
97).

Als Apoptosemarker wurden aktivierte Caspase 3 im Diinndarm und M30 im Kolon unter-
sucht. Wihrend Cd im Diinndarm aktivierte Caspase 3 dosisabhiingig induzierte, kam es zu
keiner Modulation vom M30 im Kolon (siehe Abbildung 3.11 auf Seite 98).

Gleichzeitig werden im Diinndarm Gene verstérkt exprimiert, die mit einer Tumorprogres-
sion assoziiert sind (i.e. Ps2 und Regla). Im Kolon wird die Expression dieser Gene allerdings
herunterreguliert. In der Masterarbeit wird aufgrund verschiedener Beobachtungen in der Li-
teratur die Hypothese formuliert, dass die geringere Modulation der beobachteten Marker
im Kolon mit einer geringeren Cd-Gewebekonzentration zusammenhéngen konnte (Kriiger,
2012).
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Abb. 3.9: Der Proliferationsmarker PCNA wird in Diinndarm intakter weiblicher Wistar-
Ratten nach viermaliger i.p.-Injektion von CdCl, dosisabhéngig induziert — (A) Relative
mRNA-Expression (FI) und (B) densitometrische Auswertung der Proteinexpression, darge-
stellt relative Proteinexpression (FI) von PCNA. Kontrolle = 1. (C) Représentative Aufnah-
men (20x) der DAB-Férbung von PCNA im Diinndarm (K — Kontrolle; Cd 0,5 — 0,5 pg Cd /kg
KG; Cd 5 = 5 ng Cd/kg KG), (D) Auswertung der PCNA positiv gefarbten Zellen/Krypten
(%) nach der THC. Pro Tier wurden jeweils 20 Krypten ausgewertet. *— signifikant (p < 0.05)
gegen Kontrolle
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Abb. 3.10: Der Proliferationsmarker PCNA wird in Kolon intakter weiblicher Wistar Ratten
nach viermaliger i.p.-Injektion von CdCly dosisabhéngig reprimiert — (A) Relative mRNA-
Expression (FI) und (B) densitometrische Auswertung der Proteinexpression, dargestellt als
relative Proteinexpression (FI) von PCNA. Kontrolle — 1. (C) Représentative Aufnahmen
(20x) der DAB-Farbung von PCNA im Kolon (K = Kontrolle; Cd 0,5 = 0,5 ng Cd/kg KG;
Cd 5 — 5 pg Cd/kg KG), (D) Auswertung der PCNA positiv gefarbten Zellen/Krypten (%)
nach der THC. Pro Tier wurden jeweils 20 Krypten ausgewertet. *= signifikant (p < 0.05)
gegen Kontrolle
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Abb. 3.11: Der Apoptosemarker (A) Caspase 3 wird in Diinndarm intakter weiblicher Wistar
Ratten nach viermaliger i.p.-Injektion von CdCl, dosisabhéngig induziert. (B) Die Expression
des Apoptosemarkers M30 in Kolon wird durch eine Behandlung mit Cd nicht moduliert
densitometrische Auswertung der Proteinexpression, dargestellt als relative Proteinexpression
(FI). Kontrolle — 1. (K — Kontrolle; Cd 0,5 — 0,5 ng Cd/kg KG; Cd 5 — 5 ng Cd/kg KQG)
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3.4 ER-Beta Expression in der immortalisierten Darmzelllinie
HCEC

Wie unter 1.3.1 auf Seite 14 dargestellt, sind die bisherigen Untersuchungen zu der éstrogenen
Aktivitiat von Cd in vitro fast ausschlieflich in vorwiegend ER-Alpha exprimierenden Zellli-
nien durchgefiihrt worden. Um die 0strogene Aktivitdt von Cd in Darmgewebe mechanistisch
genauer zu untersuchen, ist es allerdings erforderlich, natiirlich ER-Beta exprimierende Zellen
zu verwenden.

Human colon epithelial cells (HCEC) wurden mit 0.01 pM Ey, DMSO-Kontrolle (0.1%,
DMSO) oder nicht behandelt (Ko). Nach 5 Tagen wurde die ER-Beta-Protein Expression
mittels Western Blot bestimmt. Das Ergebniss ist in Abbildung 3.12 dargestellt.

Einerseits konnte generell eine ER-Beta-Protein Expression festgestellt werden. Eine Be-
handlung mit E; fiihrt aber dariiberhinaus zu einer Herunterregulation der ER-Beta-Protein
Expression, was darauf hindeutet, dass der ER-Beta auch funktionell aktiv ist. Im Darm ova-
riektomierter Wistar-Ratten fiihrt eine Behandlung mit Ostrogen (EE3) ebenfalls zu einer
Herunterregulation der ER-Beta-Protein Expression.

Ein grofes Problem fiir mechanistische Untersuchungen der ER-Beta-Signaltransduktion
scheint die verringerte Expression von ER-Beta oder eine nicht funktionelle Expression von
ER-Beta in (Darm-)Krebszelllinien darzustellen (Zhao et al., 2010). Deshalb war von Interesse,
wie die ER-Beta Expression in HCEC im Vergleich mit Krebszellinien aussieht, die in unserem
Labor verwendet werden. Wie in 2.4 beschrieben, gibt es unterschiedliche Berichte iiber die
ER-Beta Expression von Darmkrebszelllinien.

In Abbildung 3.13a ist die Koexpression von ER-Alpha- und ER-Beta-mRNA dargestellt.
Die HT-29 (P29-P35) Dickdarmkrebszellen exprimieren iiberraschenderweise nur ER-Alpha-
mRNA, dhnlich wie die Brustkrebszelllinie MCF-7, die als positiv Kontrolle diente. HCEC
scheinen genau wie auch die Dickdarmkrebszelllinie Caco-2 nur ER-Beta-mRNA zu expri-
mieren. Fiir Caco-2 Zellen wurde eine ER-Beta-mRNA- und Protein Expression zwar schon
frither berichtet (Campbell-Thompson et al., 2001), aber es gibt auch eine Studie die keine
ER-Beta-mRNA-Expression nachweisen konnte (Paruthiyil et al., 2009).

In Abbildung 3.13b ist die Expression von ER-Beta-Protein in HCEC und verschiede-
nen Dickdarmkrebszelllinien dargestellt. HCEC zeigten die stirkste Expression von ER-Beta-
Protein (bei Einsatz gleicher Mengen Gesamtprotein) im Vergleich mit den anderen Darm-
krebszellen. Allerdings exprimierten auch HCT-116 und etwas geringer auch Caco-2 ER-Beta-
Protein.
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Abb. 3.12: ER-Beta-Protein Expression in HCEC nach 5 Tagen Behandlung mit HoO, DMSO-
Kontrolle oder 17beta-Ostradiol (Ez, 10® M in 0.1% DMSO)
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Abb. 3.13: ER-Alpha- und ER-Beta-mRNA in MCF-7, HCEC, HT-29 und Caco-2 (a) und ER-
Beta-Protein-Expression in HCEC, HCT-116, HT-29 und Caco-2 nach 5 Tagen Behandlung
mit DMSO-Kontrolle oder 17beta-Ostradiol (Eg, 10® M in 0.1% DMSO)



4 Diskussion

Die zunehmende Exposition gegeniiber biopersistenten Umweltschadstoffen wie Cd ist be-
sorgniserregend. Wie einleitend dargestellt, zeigte sich zunéchst in in wvitro- und spiter in
in vivo-Studien, dass Cd eine 6strogene Wirkung zeigt oder mit der endogenen Ostrogenen
Signaltransduktion interagieren kann. Da Ostrogene eine Vielzahl von physiologischen und pa-
thologischen Zustdnden im Korper modulieren und Hormone in sehr niedrigen Dosen wirken,
koénnte sich z. B. die Frage stellen, ob die hormonartigen Effekte von Cd bei der Risikobewer-
tung der Chemikalie beriicksichtigt werden sollten.

4.1 Wesentliche Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die potentiell dstrogenartige Wirkung von Cd genauer zu charak-
terisieren. Es wurde untersucht, ob die 6strogene Wirkung von Cd ER-vermittelt ist — denn
es gibt widerspriichliche Daten in der Literatur. Daneben wurde untersucht, ob Cd auch im
hoch-exponierten, nicht-klassischen 0strogenen Zielgewebe Darm 6strogene Wirkungen zeigt.
Da Ostrogene auch mit anderen nuklearen Rezeptoren interagieren, stellte sich die Frage, ob
Cd und Ostrogene diesen Crosstalk iiber den gleichen Mechanismus modulieren. Aus diesen
Untersuchungen sind vier Verdffentlichungen entstanden, die in Kapitel 2 ab Seite 20 darge-
stellt worden sind.

Untersuchungen mit bisher unverdffentlichten Ergebnissen finden sich in Kapitel 3 ab Seite
69. Hier wurde mittels Microarray-Analyse die Wirkung von Cd mit der von EE5 in duodenaler
Mucosa verglichen. Die Wirkung von Cd vor dem Hintergrund korpereigener Ostrogene wurde
in ovariektomierten und intakten Tieren untersucht (siehe 2.4 ab Seite 56). Nachfolgend sind
die wesentlichen Ergebnisse, die aus meinen Untersuchungen hervorgegangen sind, aufgefiihrt.

e Cd-induzierte ostrogene Wirkung im Uterus ist ER-vermittelt
e Cd-induzierter Crosstalk im Uterus wird ebenfalls ER-vermittelt

e Cd moduliert dstrogen-sensitive Parameter und den Crosstalk mit dem AhR im Darm
vermutlich {iber ER-unabhéngige Mechanismen

e Cd kann die Wirkung von Ostrogenen im Uterus und im Darm hemmen bzw. ihre
Wirkung auf transkriptioneller Ebene storen

e (Cd moduliert bereits in niedrigen Dosen die Darmhomdostase in intakten Tieren

4.2 Interaktion von Endokrinen Disruptoren mit ostrogener
Signaltransduktion

Wie in Abschnitt 1.2 ab Seite 7 dargestellt, iiben Ostrogene eine Vielzahl an biologischen
Wirkungen aus. Auf der einen Seite gibt es viele Gstrogen-sensitive Gewebe (siehe 1.2.1).

101
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Auf der anderen Seite ist der molekularbiologische Mechanismus éstrogener Wirkungen sehr
komplex (vgl. 1.2.2 bis 1.2.3 ab Seite 8):

1. Die Gewebe- und Serumkonzentration von Ostrogenen, und somit auch ihre biologische
Wirkung, wird tiber die HHG-Achse gesteuert.

2. Es gibt zwei ER-Sybtypen, die gewebeabhingige Expressionsmuster zeigen und ihre
Wirkung gegenseitig beeinflussen kdnnen.

3. Es gibt eine liganden-abhéngige und eine liganden-unabhéngige Aktivierung der ER.

4. Die Gewebeantwort einer Rezeptoraktivierung ist von den im Gewebe exprimierten ER-
Kofaktoren abhéngig.

5. Es gibt einen Crosstalk zwischen verschiedenen NR.

Es ist theoretisch moglich, dass all diese Mechanismen von potentiellen Endokrinen Disrup-
toren wie Cd moduliert werden — erste Hinweise dafiir gibt es tatséchlich fiir alle aufgezihlten
Punkte in der Literatur. Dariiberhinaus kann man iiber weitere Mechanismen spekulieren, die
sich aus der physiologischen Situation ergeben.

Die Komplexitdt der Interaktion von Cd mit Ostrogenen Signaltransduktionswegen soll
durch folgendes Beispiel verdeutlicht werden. In meinen Untersuchungen fiel auf, dass nicht
nur Cd, sondern auch Ostrogene die Expression von Metallothioneinen (MT) beeinflussen.
MT sind zur Aufrechterhaltung der Zinkhomd&ostase notwendig. Thre Expression wird direkt
durch Zink induziert. Allerdings kénnen auch Zn-&hnliche Metallionen oder oxidativer Stress
an MT gebundenes Zn verdringen und so MT indirekt induzieren. Freies Zn bindet an einen
Transkriptionsfaktor, den metal-responsive transcription factor(MTF)-1, der iiber ein metal
response element (MRE) die Expression von MT steuert (Giinther et al., 2012). MT konnen
deshalb als Marker fiir eine Cd-Exposition verwendet werden — Cd wird an Thiolgruppen
gebunden und so entgiftet.

Im Uterus fithrt eine Behandlung mit E5 zu einer (ER-vermittelten) Herunterregulation von
MT-mRNA (siehe Veriffentlichung 2.3 ab Seite 44). Eine mogliche Erklarung dafiir konnte
sein, dass der ER Kofaktoren rekrutiert, die dann bei der Basaltranskription von MT-mRNA
durch den MTF-1 fehlen (e.g. Sp-1 oder p300). Hierfiir spricht, dass bereits eine inverse Kor-
relation von MT-Expression und ER-Alpha-Expression detektiert worden ist (Ioachim et al.,
2000). Allerdings ist auch noch eine andere Art der Interaktion moglich: Da der ER ein Zink-
fingerprotein ist, ist zur Aufrechterhaltung der Transkriptionsaktivitit des ER eine gewisse
Zinkkonzentration notwendig, welche von MT moduliert wird. Cano-Gucci et al. zeigten, dass
Thioneine die Bindung von ER in situ an ERE verhindert (1996). Es ist nicht untersucht, ob
eine Cd-induzierte Expression von MT die Aktivitdt des ER moduliert — was aber durchaus
moglich wire.

4.2.1 Wirkmechanismus des Metalloostrogens Cadmium: Arbeitshypothese

Die bisher verdffentlichten Ergebnisse in der Literatur zusammen mit den in dieser Dissertation
gezeigten Befunden weisen darauf hin, dass Cd im Uterus wie ein reiner Agonist am ER-Alpha
wirken kann. Dabei bindet Cd anders an den Rezeptor als klassische Liganden, was zu “nicht-
intuitiven” Kombinationseffekten fiihrt.
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Die Interaktion von Cd mit dem ER-Beta ist nicht abschliefend geklart ostrogene Wirkun-
gen im Darm werden zwar beobachtet, kénnen aber nicht eindeutig der ER-Beta-vermittelten
Signaltransduktion zugeordnet werden.

4.3 ER-Alpha-vermittelte ostrogene Wirkung von Cadmium

In meinen Untersuchungen habe ich mich hauptséichlich fiir eine direkte Interaktion von Cd
mit dem ER interessiert und die anderen potentiellen Interaktionen als Diskussionsgrundlage
verwendet. Auch ein Crosstalk von ER mit einem anderen nukledren Rezeptor, dem AhR,
wurde niher untersucht. Allerdings wurde auch hier a priori von einer méglichen direkten
Interaktion von Cd mit dem ER ausgegangen (Siehe Veroffentlichungen 2.3 und 2.4 auf den
Seiten 44-56).

In Veroffentlichung 2.3 ist dargestellt, dass die dosisabhéngige, Cd-induzierte C3-mRNA-
und PR-Protein-Expression mittels einem Antidstrogen antagonisiert werden kann. Zusétzlich
verstirkt eine Kobehandlung mit Cd die Es-induzierte Expression der Parameter. Dies ist ein
guter Hinweis darauf, dass Cd im Rattenuterus (ein hauptsichlich ER-Alpha exprimierendes
Gewebe) am ER(-Alpha) eine agonistische Wirkung nachahmen kann. Interessanterweise gilt
das auch fiir den Crosstalk von ER und AhR: Cyplal das prototypische Zielgen des AhR wird
vermutlich via tethering mit dem ER herunterreguliert (sieche Abb. 4.1).

Arnt

. ER aktivierender Ligand

Abb. 4.1: Modulation der AhR-Signaltransduktion durch aktivierten ER-Alpha (tethering)
nach Matthews and Gustafsson 2006

4.3.1 Wirkmechanismus der agonistischen Wirkung Cadmiums

Wie in Kapitel 1.3.1 ab Seite 14 schon ausfiihrlich dargestellt, gibt es deutliche Hinweise
darauf, dass Cd an den ER-Alpha binden und ihn auch aktivieren kann. Zwar ist der genaue
Wirkmechanismus nicht aufgeklart, aber Cd kann direkt mit Thiolen der Aminosduren des
Rezeptors (so wie z. B. mit denen in MTs) interagieren. Uber diesen Mechanismus wiire es
moglich, dass der Rezeptor in eine aktive Konformation umgeformt wird. Bisher ist nicht
abschlieffend geklért, welche Aminosduren des Rezeptors an der Interaktion beteiligt sind. Je
nach eingesetztem Modell sind unterschiedliche Ergebnisse publiziert worden.

Stoica et al. haben COS-1-Zellen mit verschiedenen ER-Alpha-Mutanten transfiziert. Diese
Zellen wurden dann mit 1UngClQ und/oder [*H|Eg inkubiert. Aus der nachfolgend in den
Zellen gemessenen Radioaktivitdt wurde die Bindung von Cd an die entsprechenden ER-
Alpha-Mutanten abgeleitet. Aus den Ergebnissen schliefsen die Autoren, dass die Aminosduren
E523, H524 und D538 sowohl an der Bindung von Cd als auch der Induktion der Aktivitat
des Rezeptors durch Cd beteiligt sind, weil diese vermutlich in der Néhe eines Liganden in der
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LBD liegen (Helices 11 und 12). Dagegen bewirkt eine Mutation der Cysteine C381 und C447
keine Anderung der Fihigkeit des Rezeptors Cd zu binden, verhindert aber die Aktivierung
des Rezeptors durch Cd (Stoica et al., 2000).

Fechner et al. haben die Interaktion von Cd und humanem ER-Alpha mittels Reflekto-
metrischer Interferenzspektroskopie (engl. reflectometric interference spectroscopy, RIfS) un-
tersucht, um die unterschiedlichen Beobachtungen zur 6strogenen Aktivitdt des Metalls zu
erkliren (2011)." Es wurden zwei Biosensoren hergestellt: Einer, an dem ein spezifischer Li-
gand fiir die LBD des ER-Alpha kovalent an die Oberfliche gebunden worden ist, und einer,
an dem ein Ligand fiir die Agonistische Konformation der LBD des ER-Alpha aufgetragen
wurde. Diese Sensoren wurden mit ER-Alpha und CdCl, koinkubiert. Bei den Versuchen zur
Bindung an den Liganden fiir die aktive Konformation zeigte sich keine Cd-induzierte Bin-
dung der agonistischen Konformation an den Liganden, aber eine Inhibition der Es-induzierten
Konformationsinderung (bzw. Bindung an den dafiir spezifischen Liganden).? Die Autoren
kommen zu folgendem Schluss:

In summary, these results suggest that cadmium binds to hERa with high affinity
in a non-competitive manner without inducing an agonist conformation, and that
cadmium disrupts the agonist conformation induced by Es. Based on these obser-
vations, it is more likely that cadmium would trigger antiestrogenic effects in vivo
than estrogen agonist effects. (Fechner et al., 2011)

Weiterhin wurde untersucht, wie Cd mit der LBD interagiert, wenn die Cystein-Reste (innen
und/oder aufsen liegend) maskiert werden. Aus den Ergebnissen leiten die Autoren ab, dass Cd
nicht in der LBD des ER-Alpha bindet, sondern iiber dufsere Cystein-Reste die Konformation
des Rezeptors in einen aktivierten Zustand “zieht”. Und weil der ER posttranslational auch an
diesen Cysteinresten modifiziert werden kann, wire das eine mogliche Erklarung, warum ver-
schiedene Systeme unterschiedliche Ergebnisse fiir eine Ostrogenitiit von Cd liefern (Fechner
et al., 2011). Es gibt also fundementale Unterschiede zwischen dem molekularen Mechanismus
der Wirkung von Cd und endogenem Ostrogen. Im Wortlaut der Autoren:

[...] the results suggest fundamental differences in the binding mechanism between
E9 and cadmium. (Fechner et al., 2011)

Im klassischen uterotrophen Assay in vivo — sozusagen dem Goldstandard endokrinologi-
scher Untersuchungen — gibt es deutliche Hinweise fiir eine ER-vermittelte éstrogene Wirkung
von Cd im Rattenuterus mit einem pharmakologischen Ansatz (siehe 2.3 und Johnson et al.
2003). Die Beobachtungen von Fechner et al. deuten darauf hin, dass der ER-Alpha je nach
verwendetem Modell unterschiedlich posttranslational modifiziert werden kénnte und somit ei-
ne qualitativ andere Reaktion auf “nicht-klassische” Liganden des ER (i. e. Cd) zeigt.® Der ER
ist der Struktur seiner aktivierenden Liganden gegeniiber ausgesprochen tolerant. Allerdings
koénnen auch 17beta-Ostradiol-Struktur-dhnliche Liganden zu einer etwas anderen Faltung des

!Bei einer Anderung der Schichtdicke des Biosensors — die Bindung eines Liganden kann die darauf auftre-
tende Interferenzéinderung gemessen und ausgewertet werden. Ein Vorteil der Methode ist, dass kein Farbstoff
verwendet werden muss um die Schichtdickendnderung zu detektieren (Fechner et al., 2009).

?Dariiber hinaus wurde eine deutlich schwiichere Dissoziationskonstante fiir Cd errechnet (Kp = 6.1 % 1077
M), als bei Stoica et al. 2000 (Kp = 4 bis 5% 107° M).

*Wenn bei der Bindung posttranslational modifizierte Bindungsstellen beteiligt sind.
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ER fiihren (als eine durch Eg-induzierte), was die Bindung von Kofaktoren und somit die biolo-
gische Wirkung beeinflussen kann (z. B. die unvollstéindige Konformationséinderung der Helix
12 durch Genistein). Zweiwertige Cd-Ionen sind von der Struktur vollig anders als die unter
Kapitel 1.2.3 beschriebenen Stoffe. Deshalb kann Cd vermutlich nicht wie klassische Agonisten
des ER den Rezeptor aktivieren — jedoch wird diese Wirkung durchaus imitiert. Die negati-
ven Ergebnisse in transgenen Tieren sollten auf einen moglichen Feed-back-Mechanismus hin
untersucht werden, der sich theoretisch von dem der endogen-regulierten Gene unterscheiden
konnte. Auch werden sich die Kofaktoren die bei der Aktivierung der transfizierten Gene von
denen bei der Transkription der endogenen Gene vorhandenen unterscheiden (vgl. Abschnitt
1.2.3 auf Seite 10).

4.3.2 Nicht-monotone Dosis-Wirkungs-Beziehung

Die orale Exposition von 2 mg/kg KG Cd iiber 3 Tage fiithrte zu keiner Modulation des Ute-
rusfeuchtgewichtes (siehe Verdffentlichung 2.1 und 2.4) im Gegensatz zu einer i.p.-Injektion
von 2 mg/kg KG (Einzeldosis, siehe 2.3). Eine nachfolgende Analyse verschiedener strogen-
sensitiver Gene (siehe Kapitel 3.2 ab Seite 92) zeigte ebenfalls keine Modulation des klassi-
schen Ostrogen-Zielgens C3. Bei einem Vergleich mit den in Hofer et al. 2009 untersuchten
Tiere zeigte sich, dass es bei einer oralen Exposition mit der von mir eingesetzten Dosis Cd
zu einer dhnlichen Uterusgewebekonzentration kommt wie nach einer geringeren Dosis nach
i. p-Injektion. Bei der geringeren i.p.-Dosis zeigte sich ebenfalls keine Steigerung des Ute-
rusgewichtes, und die C3-mRNA-Expression war gegeniiber Kontrolle sogar herunterreguliert
(siehe Abb. 4.2 und Hofer et al. 2009). Meine Ergebnisse bestitigen die unversffentlichen
Daten von Nicola Hofer, in denen eine orale Behandlung mit 2 mg/kg KG Cd iiber 3 Tage
ebenfalls zu keiner Modulation von C3 fiihrte.

Da eine potentielle Interaktion von Cd mit Ostrogenen ebenfalls untersucht werden sollte,
wurden einige Tiere mit Cd und EEy kobehandelt. Dies fiihrte {iberraschenderweise zu einer
Antagonisierung des EEo-induzierten Effektes auf die C3-mRNA-Expression. Bei der nachfol-
genden Untersuchung der neu identifizierten dstrogen-sensitiven Gene Ahr und Gsta2 wurde
dieser antagonistische Effekt von Cd ebenfalls beobachtet (siche Kapitel 3.2 ab Seite 92). Es
zeigten sich also bei gewissen Dosen potentiell antiostrogene Effekte von Cd.

Nicht-monotone Dosis-Wirkung-Beziehungen sind in verschiedensten Zusammenhéngen be-
reits haufig beschrieben worden (Andrade et al., 2006; Narita et al., 2007; Takano et al., 2006;
Welshons et al., 2003; Wetherill et al., 2002; Wozniak et al., 2005). Dies stellt ein Problem
fiir die Risikobewertung dar (Conolly and Lutz, 2004), weil die Toxizitat/Wirkung geringer
Dosen einer Substanz h#ufig, unter der Annahme einer linearen Dosis-Wirkung-Beziehung,
von der Wirkung hoher Dosen aus extrapoliert wird. Fiir mechanistische Erklarungen wer-
den verschiedene Thesen formuliert. Bereits beschrieben ist das Vorhandensein verschiedener
Rezeptor-Subtypen (siehe Kapitel 1.2.2), das Verhéltnis von Koaktivatoren zu Korepressoren
in einer Zelle (siehe 1.2.3) das dazu beitrégt, dass eine Substanz agonistisch oder antagonis-
tisch wirkt — und nicht-genomische Effekte von Liganden (siehe Kapitel 1.2.2). Eine U-formige
Dosis-Wirkung-Beziehung wird beobachtet, wenn gemischte Liganden-Rezeptor-Dimere, die
transkriptionell inaktiv sind, auftreten (Conolly and Lutz, 2004). Dagegen zeigt sich eine
inverse U-formige Dosis-Wirkung-Beziehung, wenn Rezeptoren nicht von den endogenen Li-
ganden besetzt sind und xenobiotische Liganden ineffektiv Koaktivatoren rekrutieren (Kohn
and Melnick, 2002).
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Abb. 4.2: Cd-induzierte Modulation von C3-mRNA in Rattenuterus nach (A) 3 Tagen i.p.
oder (B) 3 Tagen gavage. Fiir beide Expositionswege zeigt sich eine nicht-monotone Dosis-
Wirkung-Beziehung. Reproduziert aus den Orginaldaten — teilweise dargestellt in Hofer et al.
2009. * markiert Werte signifikant unterschiedlich von Ovx-Kontrolle, P < 0.05.

Interessanterweise zeigt sich in Computermodellen allein bei Annahme, dass der exogene Li-
gand X des Rezeptors R agonistisch wirksam ist, bei einem Vorhandensein eines endogenen Li-
ganden L (bereits in niedriger Konzentration) eine nicht-monotone Dosis-Wirkung-Beziehung
(Li et al. 2007 und Abb. 4.3). Dariiber hinaus verhélt sich X bei Annahme einer geringen
Assoziationsraten-Konstante (d.h. die “Geschwindigkeit” aus Ligand-Rezeptor-Monomeren
XR Dimere XRRX zu bilden) wie ein reiner Antagonist und nur bei einer hohen Assozia-
tionsraten-Konstante wie ein Agonist  bei einer mittleren Assoziationsraten-Konstante zeigt
sich wiederum einer U-férmige Dosis-Wirkung-Beziehung (Li et al., 2007).

Es ist mdglich, dass Rezeptorheterodimere LRRX die Transkription anders regulieren als
“endogene” Rezeptorhomodimere LRRL (vergleiche Conolly and Lutz 2004). Hierbei ist von
Bedeutung, dass bei gleicher Affinitdt zu dem Rezeptor und gleichen Konzentrationen der
Liganden L und X rein numerisch hauptséchlich Rezeptorheterodimere vorliegen. Denn

3RL 4+ 3RX &= LRRL + 2LRRX + XRRX.

Bei einer geringeren Affinitdt von X zum Rezeptor konnte dies durch eine hohere Konzen-
tration von X gegeniiber L ausgeglichen werden. Demnach wére bei ¢(LRRL) > ¢(LRRX)
eine monotone Dosis-Wirkung-Beziehung zu erwarten, wihrend bei ¢(LRRL) > ¢(LRRX) und
¢(LRRL) < ¢(LRRX) nicht-monotone Dosis-Wirkung-Beziehungen auftreten konnten.

Es ist nicht untersucht, wie sich die am Rezeptor vorliegende Konzentration von Cd auf
die Assoziationsraten-Konstanten von ER-Dimeren oder Monomeren auswirkt, oder wie/ob
die ER-Subtyp-Heterodimer-Bildung von Cd beeinflusst wird. Bei den hier vorliegenden Un-
tersuchungen wurden zwar ovariektomierte Tiere verwendet, aber es konnten extraovariell
produzierte endogene Ostrogene in geringen Konzentrationen vorhanden sein. Deshalb kon-
nen die in unseren Experimenten beobachteten Ergebnisse fiir die Cd-Wirkung (bei Annahme
einer “reinen” agonistischen Wirkung) teilweise mit den theoretischen Uberlegungen erklirt
werden.
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Abb. 4.3: Computermodell einer nicht-monotonen Dosis-Wirkung-Beziehung eines agonistisch
wirkenden exogenen Liganden X am ER. Aufgetragen ist die theoretische Expression eines
Ziel-Proteins des Rezeptors gegen die Konzentration von X. (A) Bei Annahme eines vorliegen-
den endogenen Liganden L. (B) Bei der Annahme einer geringen Assoziationsraten-Konstante
von X, ER-Dimere zu bilden. Aus Li et al. 2007.

Pilot-Experiment in intakten Tieren

Um zu iiberpriifen, ob eine potentiell antidstrogene Wirkung auch in einem physiologischen
Modell nachzustellen ist, wurden intakte Weibchen (Wistar-Ratten) mit geringen Dosen Cd
behandelt und das Uterusfeuchtgewicht bestimmt (siehe 3.3 ab Seite 94). Da die Tiere nicht
zyklussynchronisiert waren, wurde erwartet, dass die Uterusfeuchtgewichte in allen Gruppen
gleich normalverteilt sind. Allerdings wurde in den mit Cd behandelten Gruppen ein etwas
geringeres und v.a. weniger stark verteiltes Uterusfeuchtgewicht beobachtet, was fiir eine
potentiell antiostrogene Wirkung spricht. Auch die Vaginalepitheldicken der Cd-behandelten
Tiere waren geringer ausgepriagt und zeigten eine geringere Verteilung im Vergleich mit den
Kontrolltieren.

Sowohl das Uterusfeuchtgewicht, als auch die Vaginalepitheldicke variieren mit dem Zyklus.
Es gibt Hinweise darauf, dass Cd die Zyklusldnge verdndern konnte. In gesunden pramenopau-
salen Frauen korrelierten Cd-Serumkonzentrationen mit einer 21 % héheren Eo-Konzentration
in der follikuldren Phase bei Raucherinnen. Dieser Unterschied betrug allerdings nur 9 % bei
Frauen, die niemals geraucht haben aber es zeigte sich ein geringer (nicht-signifikanter)
Anstieg der Zykluslidnge (Jackson et al., 2011). Auch scheint Cd die Ausschiittung von HHG-
Achsenhormonen in Frauen (Pollack et al., 2011), humaner whole ovary culture (Paksy et al.,
1997) und weiblichen Ratten (Pillai et al., 2003) zu beeinflussen.

Weiterhin fiithrte die genauere molekulare Untersuchung des Uterus in den intakten Tieren
zu dem Ergebnis, dass geringe Cd-Dosen AhR-assozierte Gene, 7. e. Ahr und Cyplal (Abb.
4.4A B), induzieren. Das ist anders als bei hoheren Cd-Dosen in Ovx-Tieren, bei denen die Ge-
ne herunterreguliert werden (siehe Verdffentlichung 2.3). Rataj et al. berichteten (2012), dass
der selektive ER-Alpha-Agonist und Es Ahr und Cyplal im Uterus herunterregulieren, aber
der selektive ER-Beta-Agonist 8beta-VEy die Expression der Gene steigert (sieche Abb. 4.4C).
Dies kann als Hinweis dafiir angesehen werden, dass Cd die Wirkung endogener Ostrogene
spezifisch am ER-Alpha antagonisiert.



KAPITEL 4 - DISKUSSION 108

A B C BE2 O160-LE, O 8B-VE,
16 6

& £ 8 L
c 14 s
E ﬁ 5 7
£ 12 s 5
= [ 6
o 10
< E 5 4
Z s E3
£ = P=0055 4 3
£ 06 =
S g 2 3
S04 e 2
£ £ie 2
3 0.2 = - 1

2 1

0.0 - 0L — ENEER 2 Eaeem 2 | g | | ses e
Curl Cd0.5 Cd5pgimg KG crl €d 05  Cd 5 pglkg KG o o ==
Ahr Cyp1al Ahr Cyp1lal

Abb. 4.4: Relative mRNA-Expression von Ahr und Cyplal. Geringe Dosen Cd induzieren
beide Gene in intakten Wistar-Ratten-Weibchen wie der selektive ER-Beta Agonist 8beta-

VE; in Ovx-Tieren. Vermutlich iiber eine Antagonisierung der Wirkung endogener Ostrogene
an ER-Alpha. (A, B) modifiziert aus Kriiger 2012, (C) aus Rataj et al. 2012.

4.4 Die ostrogene Wirkung von Cadmium in vorwiegend
ER-Beta-exprimierendem Gewebe

Der Darm ist, wie einleitend dargestellt, ein nicht-klassisches Zielgewebe von Ostrogenen.
Die Wirkung von Ostrogenen im Darm ist bis heute relativ schlecht charakterisiert und iiber
eine Interaktion von Cd mit dem ER-Beta ist praktisch gar nichts bekannt. Zu Beginn dieser
Dissertation konnte erstmalig gezeigt werden, dass Cd auch im Darm 0Ostrogene Wirkungen
zeigt (siehe Veroffentlichung 2.1). Cd moduliert ER-Beta-, PCNA-mRNA- und -Protein- und
Ps2-mRNA-Expression wie EEy in Diinndarmmukosa. Das ist insofern bedenklich, als dass
im Darm relativ hohe Gewebekonzentrationen von Cd erreicht werden kénnen. Cd kann also
evtl. auch die ER-Beta-vermittelte Signaltransduktion storen. Um die 6strogene Wirkung von
Cd im Darm néher zu charakterisieren wurde ein Microarray-Versuch durchgefiihrt (mit EE
als positiv Kontrolle, siehe Kapitel 3.1), denn bisher sind nur wenige strogen-sensitive Gene
im Darm bekannt.

4.4.1 Microarray

Es wurden eine Reihe von Genen identifiziert, die in Zukunft bei der Untersuchung der Wir-
kungen von Ostrogenen und Cd im Darm hilfreich sein werden. Allerdings iiberschneidet sich
das Spektrum der von Cd im Microarray induzierten Gene nur teilweise mit dem von EEs. Das
kann damit erkldrt werden, dass Cd bei den eingesetzten Dosen (3 Tage 0.5 u. 4 mg/kg KG/d
per Gavage) eine Reihe an zelluldren Reaktionen induziert. So interagiert es mit verschiedenen
Signalwegen, Metalltransportern (siehe Einleitung) und induziert oxidativen Stress — ein Me-
chanismus iiber den auch die Kanzerogenitit des Metalls erklirt wird (Cuypers et al., 2010;
Henkler et al., 2010; Kitamura and Hiramatsu, 2010; Liu et al., 2009).

Die von Cd modulierten 6strogen-sensitiven Gene konnen in zwei Gruppen eingeteilt wer-
den: Gene, die dosis-abhéngig von Cd induziert werden und Gene, die eine nicht monotone
Dosis-Wirkung-Beziehung zeigen. Zur Aufkldrung der dstrogenen Wirkung Cds ist die Auf-
klarung der genauen Signaltransduktion der ersten Gruppe an Genen notwendig. Hierbei ist
interessant, dass Gene, die mit der intestinalen Tumorentstehung assoziiert sind, von EEs und
dosis-abhéngig von Cd induziert werden (Bcl6, Regla).
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4.4.2 ER-unabhingige Modulation AhR-assoziierter Gene im Darm

In Verdffentlichung 2.4 wurde die Modulation AhR-assoziierter Gene durch Cd im Darm
untersucht. Es war bekannt, dass Cd bestimmte AhR-assoziierte Gene im Uterus via ER-
vermittelter Signaltransduktion moduliert (v.a. Cyplal das klassische AhR-Zielgen, siehe
Veroffentlichung 2.3 ab Seite 44). Nach oraler Exposition mit Cd zeigt sich im Rattenuterus
ebenfalls eine ER-vermittelte Regulation der Cyplal mRNA-Expression — was die Ergebnisse
der vorhergehenden Experimente bestitigt. Im Darm regulieren sowohl EE; als auch Cd die
mRNA-Expression der AhR-assoziierten Gene Ahr, Cyplal, Gsta2 und Nqol herunter. Hier
ist das Expressionsmuster also dhnlich zu dem im Uterus (Kluxen et al., 2012; Kretzschmar
et al., 2010). Die Gsta2-mRNA-Expression ist gegeniiber der Expression im Uterus jedoch
entgegengesetzt: Die Gsta2-mRNA-Expression im Darm wird von EEs herunterreguliert und
im Uterus induziert. Allerdings ist die Modulation der Gene durch EE; und Cd qualitativ
gleich.

Um zu untersuchen, ob die Cd-induzierte Modulation der AhR-assoziierten Genexpression
im Darm ER-vermittelt ist, wurden Gruppen von Cd-behandelten Tieren mit einem Anti-
ostrogen oder EEy kobehandelt. Hier zeigte sich, dass die Cd-induzierte Herunterregulation
der Ahr-, Cyplal-, Gsta2- und Ngol-mRNA-Expression nicht von dem Antigstrogen ant-
agonisiert wurde, also wahrscheinlich nicht ER-vermittelt ist. Die Herrunterregulation von
Cyplal-mRNA wurde ebenfalls in gering oder nicht ER-Beta-exprimierende Darmkrebszel-
linien beobachtet. Aus diesen Beobachtungen kann man schliessen, dass die Cd-induzierte
Modulation der AhR-assoziierten Genexpression im Darm vermutlich nicht ER-vermittelt ist.

Interaktion von Cd mit Ostrogenen im Darm

Im Darm antagonisiert Cd die EEs-induzierte Herunterregulation AhR-assoziierten Gene. Und
auch bei Verwendung von Darmkrebszellinien, die eine geringe oder keine Expression von ER-
Beta zeigen, wird die EEo-induzierte Herunterregulation der Cyplal-mRNA-Expression durch
Cd antagonisiert (siehe Verdffentlichung 2.4 ab Seite 56). Das konnte bedeuten, dass Cd die
Wirkung von Ostrogenen im Darm beeinflussen kann. In Versffentlichung 2.2 wurde gezeigt,
dass eine selektive Aktivierung des ER-Beta anti-proliferativ und pro-apoptotisch wirkt. In
Sham-Tieren scheinen niedrige Cd-Dosen eine &hnliche Wirkung wie ER-Alpha Agonisten
im Darm zu haben, was zu den Beobachtungen im Uterus passt. Allerdings kénnen Cd-
induzierte dstrogene Wirkungen im Darm, wie oben beschrieben, nicht antagonisiert werden.
Diese Diskrepanz zwischen der Wirkung von Cd im Uterus und der im Darm muss in Zukunft
mechanistisch mit Hinblick auf die exprimierten ER-Subtypen untersucht werden.

Verfiigbarkeit von Testsystemen zur Aufkldrung des molekularen Mechanismus der
ostrogenen Wirkung Cadmiums

Die bisherigen Untersuchungen zur dstrogenen Aktivitit von Cd sind in ausschlieflich oder
vorwiegend ER-Alpha exprimierenden Zellinien durchgefiihrt worden. Im Darmgewebe, das
Gewebe das in dieser Dissertation hauptsichlich untersucht wurde, wird aber vorwiegend ER-
Beta exprimiert. Und wie unter Kapitel 1.2.2 dargestellt, ist die ER-vermittelte Wirkung der
beiden ER-Subtypen durchaus unterschiedlich oder sogar gegensétzlich. Die Interaktion von
Cd mit ER-Beta ist praktisch gar nicht untersucht. Ein generelles Problem in der ER-Beta
Forschung ist die Verfiigbarkeit geeigneter Zellinien, was eine mechanistische Untersuchung
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erschwert. Wie Zhao et al. zusammenfassen:

With regard to identification of genes regulated by ER beta, gene expression stu-
dies have been performed mainly in cancer cell lines stably expressing ER beta
either alone or together with ER alpha. This is due to the lack of immortalized
cell lines expressing high levels of endogenous ER beta. [...| Thus, the challenge
now is to identify cell lines widely accepted to express endogenous ER beta also
in the absence of ER alpha. (Zhao et al., 2010)

Das wird noch deutlicher bei Verwendung von Darmkrebszellinien, welche héufig gar keinen
(funktionellen) ER-Beta exprimieren (vgl. Kapitel 1.2.2). In meinen eigenen Untersuchungen
zur ER-Beta-Expression von verschiedenen Darmkrebszellinien in Kapitel 3.4 zeigte sich zwar,
dass auch HCT-116 und etwas geringer auch Caco-2 ER-Beta-Protein exprimieren. Allerdings
gibt es keinen Hinweis auf eine funktionsfiahige ER-Beta-vermittelte Signaltransduktion — es
wird allerdings davon ausgegangen das diese in Krebszellen nicht funktioniert (Zhao et al.,
2010).

Erst zum Ende meiner Untersuchungen konnte ich den ER-Beta in einer immortalisierten
Darmzellinie identifizieren was die mechanistische Untersuchung ER-Beta-induzierte Signal-
transduktionswege im Darm in Zukunft erleichtern wird (siehe Kapitel 3.4).

4.5 Modulation der Darmhomoostase durch Cadmium

Ostrogene spielen bei der Regulierung der Darmhomdostase eine wichtige Rolle. Wie in Ver-
offentlichung 2.2 dargestellt, steigert die selektive Aktivierung von ER-Alpha sowohl die Pro-
liferation als auch die Apoptose im Diinndarm. Die selektive Aktivierung von ER-Beta fiihrt
jedoch zu einer verringerten Proliferation bei gesteigerter Apoptose. Wihrend Cd im Darm
ovariektomierter Wistar-Ratten die Proliferation hemmt (siehe Verdffentlichung 2.1), verhilt
sich Cd im Duodenum intakter Wistar-Ratten wie ein selektiver ER-Alpha-Agonist? — Cd stei-
gert die Pcna-mRNA- und -Protein-Expression bei gleichzeitiger Steigerung der aktivierten
Caspase 3-Protein-Expression.

Cd gilt schon sehr lange als kanzerogene Substanz, wobei verschiedene Mechanismen fiir
diese Wirkung diskutiert werden (Hartwig, 2010). Hierbei ist interessant, dass Cd in epide-
miologischen Studien und auch in 4n wvitro und in tierexperimentellen Untersuchungen mit
Darmkrebs assoziiert wird. So scheint das Risiko an Kolon- oder Rektalkrebs zu erkranken
bei Cd-exponierten Arbeitern® tendentiell erhdht zu sein (Kjellstrém et al., 1979). Auch kann
die Kolonkrebs-assoziierte Mortalitdt mit der im Trinkwasser gefundenen Cd-Konzentration
korrelieren (Berg and Burbank, 1972). Eine Studie mit Daten aus 28 Léndern weist eben-
falls auf einen Zusammenhang von Cd-Aufnahme und Darmkrebs-assoziierter Mortalitét hin
(Schrauzer et al., 1977).

Bei in utero-exponierten, 6-Wochen alten ménnlichen Nachkommen von schwangeren Wi-
star-Ratten-Weibchen, die mit Cd behandelt wurden, findet sich eine deutliche Erh6hung der
DNA-Synthese (thymidine labeling) im Diinndarm (Konecki et al., 2000). Hierbei ist inter-
essant, dass in Patienten mit einer Familiengeschichte von erblicher Poliposis und Dickdarm-
krebs ebenfalls einen erhohten thymidine labeling-Index aufwiesen (Maskens and Deschner,
1977).

*Also dhnlich zu der unter Kapitel 4.3.2 diskutierten agonistischen Wirkung an ER-Alpha im Uterus.
5 Arbeiter einer Nickel-Cd-Batterien-herstellenden Firma.
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Die in dieser Dissertation vorgestellten Untersuchungen konnten darauf hindeuten, dass
die potentielle kanzerogene Aktivitdt von Cd im Darm mit einer Cd-induzierten Stérung
der Gstrogenen Signaltransduktion zusammenhéngen kénnte. Allerdings ist der Mechanismus
wahrscheinlich ein multifaktorieller Prozess: Cd-induzierter oxidativer Stress ist in vielen Ge-
weben mit der Kanzerogenitdt des Metalls assoziiert (Hartwig, 2010). Dariiber hinaus stort
Cd im Darm den mismatch repair-vermittelten Zellzyklusarrest (Liitzen et al., 2004), 16st Ent-
ziindungsprozesse aus (Zhao et al., 2006)% und steigert die Proteinsynthese im Darm (Mantha
and Jumarie, 2010).

4.6 Ausblick

Die potentiell antagonistische Wirkung Cds im Rattenuterus konnte mittels Kombinations-
versuchen mit selektiven ER-Alpha-Agonisten weiter untersucht werden. Nach der hier gene-
rierten Arbeitshypothese sollten sich ER-Alpha-vermittelte Effekte mit niedrigen Cd-Dosen
antagonisieren lassen.

Zur weiteren Untersuchung der mechanistischen Wirkung Cds ist die Entwicklung immor-
talisierter Zellmodelle mit definierter ER-Subtyp-Expression notwendig. Bei Beriicksichtigung
des breiten Wirkspektrums von Ostrogenen auf physiologische Prozesse wie die Gewebeho-
moostase ist die Verwendung von Krebszellinien limitiert. So unterscheidet sich beispielsweise
das Rezeptor-Expressionsmuster der Zellen je nach Labor, verwendeter Passage und einge-
setztem Serum.

Experimente mit einer oralen Exposition gegeniiber einem Schadstoff erleichtern die Fest-
legung von Grenzwerten in der Risikobewertung. Deshalb sollte in Zukunft die Wirkung von
den per Erndhrung erreichbaren niedrigen Cd-Dosen nach oraler Aufnahme auf die Gewebeho-
moostase im Darm untersucht werden. Dazu bietet sich ebenfalls an, den schon beschriebenen
Sexualdimorphismus ndher zu untersuchen. Es ist bedenklich, dass Frauen je nach Hormonsta-
tus eine andere Empfindlichkeit gegeniiber einer Cd-Intoxikation zu haben scheinen. Shimada
et al. beschreiben eine hohere Sterblichkeit intakter Ratten gegeniiber ovariektomierten Tieren
nach einer Behandlung mit 5 mg/kg KG Cd (2012). Hier wére es interessant zu untersuchen,
ob in der Nahrung enthaltene Phytodstrogene die Toxizitdt von Cd beeinflussen, weil eine
Koexposition von Cd und anderen 6strogenen Stoffen in der Umwelt wahrscheinlich ist. Dazu
kommt, dass einer Koexposition auch Manner ausgesetzt sind.

Es ist zu kldren, ob die von uns beobachtete Modulation des Fremdstoffmetabolismus iiber
ER-AhR- Crosstalk durch Cd und Ostrogene die Wirkung der in der Nahrung enthaltenen
potentiell kanzerogenen Stoffe bzw. den Metabolismus anderer Stoffe generell beeinflusst.

Die Verwendung von “Schadensmodellen” erlaubt physiologische und/oder pathologische
Endpunkte — iiber eine Transkriptionsregulation hinaus — zu identifizieren. Gut vorstellbar ist
die Nutzung des 1,2-Dimethylhydrazin(DMH)-Dickdarmkrebsmodells in der Ratte, bei dem
die Wirkung einer Behandlung mit Cd auf die Entwicklung DMH-induzierter Préaneoplasien
(d.h. aberrant crypt foci, ACFs) und/oder (bei langerer Exposition) von Tumoren untersucht
werden kann.

Fiir relativ hohe Dosen von Cd sind entziindliche Effekte (Zhao et al., 2006) und Schédigun-
gen im Darm durch Cd beobachtet worden (Berzina et al., 2007). Da Entziindungsprozesse

®Bei relativ hohen Dosen CdCl, (Einzeldosis, 25 100 mg/kg KG iiber das Trinkwasser) kommt es zu einer
Entziindung im proximalen Teil des Duodenums.
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bei der Entwicklung von Tumoren eine Rolle spielen kénnen (Hanahan and Weinberg, 2011)
und auch die AhR-assoziierte Signaltransduktion (die die Immunantwort im Darm beeinflusst
(Monteleone et al., 2012)) von Cd moduliert werden kann, sollte die Wirkung von Cd in
Entziindungsmodellen untersucht werden. So wére es méglich 2,4,6-Trinitrobenzenesulfonséiu-
re(TNBS)-induzierte Entziindungen im Kolon von Ratten (vgl. Seibel et al. 2009) die oral
mit Cd behandelt wurden zu charakterisieren. In diesen Modellen kann auch der Einfluss von
Hormonen oder der Erndhrungssituation auf die Toxizitdt Cds analysiert werden.

4.7 Bedeutung der Ergebnisse

Die in dieser Dissertation gezeigten Ergebnisse bestétigen, dass Cd &strogene Wirkungen in
klassischen und nicht-klassischen Zielgeweben von Ostrogenen haben kann. Auch gibt es Hin-
weise darauf, dass Cd mit der Signaltransduktion von Ostrogenen interferiert. In der Diskus-
sion sind mogliche molekulare Mechanismen dafiir aufgefithrt worden. Ein solcher mdglicher
Sachverhalt sollte nach Uberpriifung in Studien mit biologischen Endpunkten und mit oraler
Cd Exposition, dann in der Risikobewertung des Metalls beriicksichtigt werden.



A Material und Methoden

A.1 Unveroffentlichte Daten

A.1.1 Microarray
Siehe Drafft.

A.1.2 Cadmium moduliert 6strogen-sensitive Genexpression im Uterus nach
oraler Aufnahme

Siehe 2.4.

A.1.3 Cd-induzierte Modulation der Darmhomoostase in intakten weiblichen
Wistar-Ratten

Siehe Kriiger 2012.

A.1.4 Zellversuch

HCEC-Zellen wurden von Nicole Brauer (AG Steinberg, Hannover) kultiviert. Die Zusammen-
setzung des Kulturmediums ist in Tabelle A.1 dargestellt. Eine 80 %-konfluente T75-Zellkul-
turflasche (Corning-Costar) wurde auf 10x T75-Zellkulturflaschen aufgeteilt und nach einem
Tag mit 108M Eg in 0.1 % DMSO (4x) oder nur in 0.1 % DMSO (4x) oder nicht behandelt
(2x). Die Zellproben wurden fiir die Aufarbeitung in Trizol (Invitrogen/Gibco) oder in PBS
(mit complete Mini — No: 11835153001, Roche) auf Eis nach Kéln geschickt und analysiert.

A.2 Eingesetzte Software

Der jeweils erste Entwurf der in der hier vorliegenden Arbeit dargestellten Verdffentlichungen
und der des Manuskriptes 3.1 sind in Word 14.0 (Microsoft, Redmond WA, USA) erstellt

Tab. A.1: HCEC-Zellen wurden in “Basalem HCEC Zellkulturmedium” (PAN BIOTECH
GmbH; Katalog-Nr.:SO-10500) mit folgenden Zusétzen kultiviert

Konzentration Zusatz

2mM L-Glutamin (Biochrom AG)

30 pg/ml Rinderhypophysenextrakt (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
38 pg/ml Ascorbinséure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

1 M Dexamethason (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

0,1 pM Retinsdure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
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worden.

Die in der vorliegenden Arbeit erstellten Diagramme sind vorwiegend mit Sigmaplot 14.0
(Systat Software Inc., Erkrath, Germany) erstellt, in Powerpoint 14.0 (Microsoft, Redmond
WA, USA) exportiert und evtl. arrangiert und als Portable Network Graphics(PNG)-Datei
gespeichert und verwendet worden. Ein Teil der Diagramme (v. a. Boxplots) ist mit R (Version
2.15.1, The R Foundation for Statistical Computing') in R-Studio (Version 0.95.265%) erstellt
worden. Der hierbei verwendete einfache Code — beispielsweise fiir Abbildung 3.7A auf Seite
93 ist unten abgebildet.

## R-Code

## Bei Verwendung eines Datensatzes (c4_ut.cvs) nach dem Muster:
## group;ut ## Header

## a;220,8333333

## [...]

## d;940

attach(c4_ut)

boxplot (c4_ut$ut~cd_ut$group,

main="", ylab="in mg/kg b.wt",

names=c("0vx", expression(EE[2]), "Cd2", expression(Cd2+EE[2])),
col="grey", cex.axis=1)

Die hier vorliegende Dissertation wurde mit der INTEX-MiKTeX Distribution (Version 2.9,
Christian Schenk®) mit dem Editor Texmaker (Version 3.3.2, Pascal Brachet*) erstellt.

"http://www.r-project.org/
*http://rstudio.org/
*http://miktex.org/
‘http://www.xmimath.net/texmaker/



Zusammenfassung

Cadmium (Cd) ist eines der giftigsten Schwermetalle und eine ubiquitér verbreitete Umwelt-
kontaminante. Als industrieller Schadstoff stellt es aufserdem eine Gefahr in der Arbeitsumge-
bung dar. Die toxische Wirkung von Cd ist lange bekannt und gut charakterisiert. Heute wird
Cd auch als potentiell in das Hormonsystem eingreifende Substanz (Endokriner Disruptor)
angesehen. Divalente Cd-lonen zeigen Gstrogene Wirkungen 4n vitro und im klassischen utero-
trophen Bioassay. Da Hormone bereits in niedrigen Dosen wirken kénnen, ist diese Stoffeigen-
schaft von Cd bedenklich: Die Entwicklung von hormonabhingigen Krankheiten kénnte gefor-
dert oder deren Progression verstirkt werden. Allerdings ist der genaue Wirkmechanismus der
ostrogenen Wirkung Cds ungekliirt. Fiir den hauptsichlich den Ostrogen-Rezeptor(ER)-Alpha
exprimierenden Uterus wurde bereits eine ER-vermittelte Wirkung beschrieben — allerdings
gibt es auch Studien, die ER-unabhéngige Mechanismen annehmen. Dariiber hinaus ist unklar,
ob Cd auch in “nicht-klassischen” &strogen-sensitiven Zielgeweben wie dem Darm, der v. a. ER-
Beta exprimiert, eine hormonartige Wirkung zeigt. Das ist von Bedeutung, weil Ostrogene
hier eine wichtige Rolle zu spielen scheinen und das Gewebe durch die orale Aufnahme von
Cd (dem priméren Expositionspfad) stark belastet ist.

Die bereits veroffentlichten Ergebnisse der hier vorliegenden kumulativen Dissertation zei-
gen, dass Cd im Darm eine Ostrogene Wirkung nachahmen kann. Cd inhibiert auch nach
oraler Applikation die Expression von Ps2-mRNA, ER-Beta-mRNA und —Protein und PCNA-
Protein im Darm ovariektomierter Wistar-Ratten und zeigt damit vergleichbare Wirkungen
wie 17alpha-Ethinyléstradiol.

Um die Wirkung von Ostrogenen im Darm grundsitzlich besser zu verstehen, wurde der
Einfluss selektiver ER-Subtyp-Agonisten auf die Darmhomdostase untersucht. Eine selekti-
ve Aktivierung des ER-Alpha fiihrt sowohl zu einer Steigerung der Proliferations- als auch
der Apoptoserate im Diinndarm und Kolon. Eine selektive Aktivierung des ER-Beta bewirkt
eine Senkung der Proliferationsrate und eine Steigerung der Apoptoserate in beiden Darmab-
schnitten.

Auf diesen Ergebnissen bauen die nachfolgenden Untersuchungen auf. Zum einen wurde
untersucht, ob die dstrogenartige Wirkung von Cd im Uterus und Darm ER-vermittelt ist.
Daneben wurde der Cd-induzierte ER-Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) Crosstalk im Ute-
rus und Darm charakterisiert. Zwar wurde bereits gezeigt, dass eine Cd-induzierte Modulation
des Uterusfeuchtgewichtes und der complement C3-mRNA Expression mittels ER-Antagonist
verhindert werden kann, jedoch ohne hinreichende Befunde zur Pfad- und Dosisabhingigkeit.
Meine Untersuchungen zeigen, dass Cd die C3-mRNA- und PR-Protein-Expression (beides
etablierte Marker fiir Ostrogenitit) dosisabhingig induziert. Dieses wurde in Kombination
mit einem ER-Antagonisten verhindert — ist also vermutlich ER-vermittelt. Auch zeigte sich,
dass Cd die AhR-assoziierte Genexpression im Uterus via ER moduliert. Im Darm ist der
Mechanismus der Modulation AhR-assoziierter Gene wahrscheinlich anders: Hier scheinen
ER-unabhéingige Mechanismen eine Rolle zu spielen.

Die in dieser Arbeit ebenfalls gezeigten, bisher unveroffentlichten Ergebnisse weisen darauf
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hin, dass Cd auch vormals unbekannte oder nur vermutete anti-ostrogene Effekte zeigt und
auch mit der ostrogenen Signaltransduktion interferiert. Die 6strogen-induzierte Modulation
verschiedener dstrogen-sensitiver Parameter im Uterus und AhR-assozierte Genexpression im
Uterus und Darm werden in Kombination mit Cd antagonisiert. Diese Eigenschaft wiirde eine
unterschiedliche Toxizitat fiir exponierte Personen mit verschiedenem Hormonstatus bedeu-
ten. Ein solcher moglicher Sachverhalt sollte nach Uberpriifung in Schadensmodellen, z. B.
dem 1,2-Dimethylhydrazin(DMH)-Dickdarmkrebsmodell mit oraler Cd Exposition, dann in
der Risikobewertung des Metalls beriicksichtigt werden.



Abstract

The toxic heavy metal cadmium (Cd) is an important environmental contaminant and a recog-
nized health hazard in occupational contexts. Cd is now also regarded as potential endocrine
disruptor due to properties that led to its designation as metallohormone or metalloestrogen.
Cd ions elicit estrogen-like activity in wvitro and in uterotrophic bioassays. This raises new
concerns, because hormones are relatively potent at low doses and exposure to substances
that mimick the effects of estrogens may play a role in the development and progression of
hormone-dependent diseases. However, the underlying mechanisms of the estrogen-like ef-
fects of Cd are still debated: Cd-induced estrogen receptor(ER)-mediated effects have been
described for the uterus that predominantly expresses ER-Alpha. But other studies proposed
an ER-independent mechanism. Moreover, it has not been investigated whether Cd affects
other estrogen-sensitive tissues such as the intestine that mainly expresses ER-Beta. Estro-
gens play a major role in gut physiology and pathology and the intestine is highly exposed to
the metal because the main route of exposure is via food.

Already published data of this cumulative thesis show that Cd exerts estrogenic effects
in the intestine. Cd inhibits Ps2 mRNA, ER-Beta mRNA and protein and Pcna protein
expression in the intestine of female ovariectomized Wistar rats after i.p. injection and also
oral exposure similar to 17alpha-ethinylestradiol.

To characterize estrogen action in the intestine in more detail, the effects of selective es-
trogen agonists on intestinal homeostasis were investigated: Selective activation of ER-Alpha
led to increased proliferation and apoptosis in ileum and colon of Wistar rats. Selective ac-
tivation of ER-Beta down-regulated proliferation and induced apoptosis in both sections of
the intestine.

In follow-up studies I then investigated whether Cd’s estrogenic activity in uterus and intest-
ine is mediated via the ER. Moreover, Cd-induced effects on aryl hydrocarbon receptor(AhR)-
ER cross talk were characterized. Although previous studies indicated an ER-mediated mech-
anism for the modulation of uterus wet weight and C3 mRNA expression by Cd, there were
only unsufficient data on the dose- and route-dependency of Cd-induced estrogenic effects.
In my studies, Cd dose-dependently induced expression of C3 mRNA and PR protein (es-
tablished markers for estrogenicity) in the uterus. As this effect of Cd was antagonized by
co-treatment with anti-estrogen, it is probably mediated via the ER. Likewise, a modulation
of uterine AhR-associated genes by Cd appears to be mediated via ER(alpha). The mechan-
ism of Cd-induced modulation of AhR-associated gene expression in the intestine is different
— ER-independent mechanisms are supposedly involved.

Additional unpublished data presented also in this thesis are indicative of anti-estrogenic
properties of Cd and its ability to interfere with estrogenic signalling: Estrogen-induced mod-
ulation of various estrogen-sensitive markers in uterus and AhR-associated gene expression in
uterus and intestine are antagonized by Cd. This could mean that the toxicity of Cd depends
on the hormonal status of exposed individuals. When this can be confirmed in animal models,
e.g. the 1,2-dimethylhydrazin-induced colon cancer model with an oral exposure to Cd, such
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a finding should be taken into account in the risk assessment for the toxic metal.
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