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1. Einleitung

Im Jahre 1996 wurde das Buch ,,Die
bedrohte Zukunft: Gefdhrden wir unse-
re Fruchtbarkeit und Uberlebensfihig-
keit?*, im Original ,,Our stolen Future*
von Colborn, Dumanoski und Myers
veroffentlicht.! Danach haben Berichte
iiber verringerte Spermienzahlen und
erhohte Inzidenzen an Hodentumoren
bei Ménner und Brustdriisentumoren
bei Frauen intensive Diskussionen so-
wohl in der Offentlichkeit als auch in
der Wissenschaft hervorgerufen. Zuvor
hatten Carlsen und Mitarbeiter® insge-
samt 61 Studien iiber Spermienzahlen
ausgewertet und festgestellt, dass zwi-
schen 1938 und 1990 eine Abnahme der
Spermienzahl von 113 Millionen auf
66 Millionen Spermien pro ml Samen-
fliissigkeit zu verzeichnen war. Dies
veranlasste Sharpe und Skakkebaek®!
eine Hypothese zu formulieren, derzu-
folge die im Laufe von drei bis fiinf
Jahrzehnten zu beobachtende zuneh-
mende Inzidenz an Storungen und Er-
krankungen der maénnlichen Ge-
schlechtsorgane (wie Hodenkrebs, Miss-
bildungen der Harnrohre oder Hoden-
hochstand) mit Chemikalien, die die
Wirkung von Ostrogen imitieren, in
Verbindung gebracht werden konnte.
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85350 Freising Weihenstephan
(Deutschland)
Fax: (+49)8161-715618
E-mail: helmut.greim@lrz.tum.de

[7‘: *

Fiir eine Erklarung der verwendeten Fach-
begriffe sieche Glossar am Ende des
Essays.
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Insbesondere wurden Ostrogen-dhnlich
wirkende Arzneimittel, pflanzliche Os-
trogene (Phytodstrogene), Ostrogene in
der Kuhmilch und verschiedene Indu-
striechemikalien mit Ostrogener Wir-
kung in der Umwelt betrachtet. Die
Hypothese wurde gestiitzt durch die
Befunde bei Untersuchungen an wildle-
benden Tieren: So wird DDT im Kérper
von Greifvogeln akkumuliert, die am
Ende der Nahrungskette stehen, und
fithrt zu Stoérungen der Reproduktion.
Colborn et al.l¥l beobachteten bei einer
Alligatorenpopulation, dass die Mann-
chen verkleinerte Penisse aufwiesen und
die abgelegten Alligatoreneier meist
unbefruchtet blieben. Der Grund war
hier die Einleitung groler Mengen des
Insektizids Dicofol in einen See. In
anderen Regionen zdhlte man mehr
weibliche als ménnliche Nachkommen
bei mehreren Raubfischarten sowie bei
Mowen, die sich von diesen Fischen
erndhrten. Diese Beobachtungen und
Hypothesen fiihrten dazu, dass eine
Vielzahl an Studien durchgefiihrt wur-
de, um Chemikalien mit Hormon-#hnli-
chen Wirkungen zu identifizieren, ihren
Wirkungsmechanismus aufzukldaren und
ihre Bedeutung fiir Mensch und Umwelt
zu erfassen.

Die verschiedenen Effekte wurden
von vielen Autoren und Gremien be-
schrieben und diskutiert,” ' ebenso die
Konsequenzen fiir die Entwicklung ge-
eigneter Testverfahren.>°!, Es existiert
eine kontinuierliche Reihe von Berich-
ten, die eine Assoziation zwischen einer
Exposition gegeniiber Chemikalien und
Hormon-dhnlichen Stérungen bei Kin-
dern beschreibt. Darunter sind:

o Geburtsdefekte,
e Entwicklungsstorungen,
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e sinkender Anteil an minnlichen
Neugeborenen,

e® psychische Storungen in Familien
von Pestizid-Arbeitern,!'” 8]

o Testicular-Dysgenesis-Syndrom  als
Folge einer Storung der embryona-
len Programmierung und der Ent-
wicklung der Geschlechtsorgane
wihrend der Fetalperiode durch ad-
verse (ungiinstige) Umwelteinfliis-
se, 10

@ nicht ausreichende androgene Wir-
kungen im ménnlichen Fetus mit
nachfolgender Demaskulinisierung
und Fehlmiindung der Harnrohre
(Hypospadie) im Neugeborenen
aufgrund einer Exposition in utero
gegeniiber Hormon-dhnlich wirken-
den Substanzen aus der Umwelt.””

Jedoch zeigt keine dieser vorge-
schlagenen Assoziationen — auBler bei
Szenarien mit hoher Exposition wie bei
der Yusho-Erkrankung nach Aufnahme
von grof3en Mengen polychlorierter Bi-
phenyle, Dibenzodioxine und Dibenzo-
furane®??! — eine ausreichend robuste
Korrelation zwischen Exposition und
Effekt, sodass zunehmend andere Fak-
toren wie sozio-demographische Cha-
rakteristiken oder Kombinationen
von mehr als einem Problem!"! disku-
tiert werden.

Es ist nicht moglich, alle verfiigba-
ren Informationen zusammenzufassen
und die sorgfiltig ausgearbeiteten Be-
richte verschiedener Bewertungsgremi-
en zu erginzen. Deshalb werden in den
folgenden Abschnitten nur mogliche
Mechanismen und Kriterien beschrie-
ben, anhand derer sich beurteilen lésst,
wie plausibel eine Korrelation zwischen
adversen Effekten bei Kindern und der
Exposition gegeniiber Chemikalien mit
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endokriner (Hormon-dhnlicher) Wir-
kung ist. Mogliche Effekte endokrin
wirksamer Substanzen in der Umwelt
wurden vor kurzem von Lintelmann und
Mitarbeitern zusammengefasst.>"

2. Substanzen, die die Wirkung
von Hormonen imitieren

Eine Substanz mit endokriner Wir-
kung (,,endocrine disruptor®) ist defi-
niert als eine exogene Substanz oder ein
exogenes Gemisch, das die Funkti-
on(en) des endokrinen Systems verdn-
dert und infolgedessen adverse gesund-
heitliche Effekte in einem intakten Or-
ganismus, seinen Nachkommen oder
seinen  (Sub-)Populationen  hervor-
ruft.”»! Interaktionen mit endogenen
Hormonen konnen iiber unterschiedli-
che Mechanismen erfolgen: Eine Grup-
pe von Fremdstoffen kann Synthese,
Ausschiittung, Transport, Wirkung, Me-
tabolismus und Ausscheidung von Hor-
monen beeinflussen. Eine weitere
Gruppe konkurriert mit Hormonen um
deren Rezeptoren. Zu dieser Gruppe
gehoren Phytoostrogene wie Coume-
strol, Daidzein oder Genistein, Arznei-
mittel wie Diethylstilbostrol, Ethinyl-
ostradiol oder Tamoxifen sowie Indu-
striechemikalien wie DDT, 4-Nonylphe-
nol oder Bisphenol A. Sie binden an den
Ostrogenrezeptor und interagieren mit
der Bindung des Hormons. Eine dritte
Gruppe, wie der DDT-Metabolit p,p’-
DDE oder Vinclozolin-Metabolite, in-
teragiert mit dem Androgenrezeptor,
dem Rezeptor fiir das ménnliche Hor-
mon Testosteron. Fiir die Vermutung,
dass Xenoostrogene iiber einen einzel-
nen zelluldren Rezeptor agieren, an den
endogene endokrine Modulatoren nicht
binden, gibt es keinen Beleg.

Stoffe, die mit einem Rezeptor in-
teragieren, 16sen eine Kaskade an Re-
zeptor-regulierten Wirkungen aus. Sub-
stanzen, die mit physiologischen Ligan-
den wie einem Hormon um einen Re-
zeptor konkurrieren und seinen Effekt
imitieren, werden Agonisten genannt,
Stoffe, die den Rezeptor blockieren,
Antagonisten. Die Kinetik der Interak-
tionen von Fremdstoffen mit einer en-
dogenen Verbindung an einem Rezep-
tor ist gut erforscht und stellt die Basis
fir die Bewertung von Rezeptor-ver-
mittelten Arzneimittelwirkungen dar
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(siche Lehrbiicher der Pharmakologie).
Interaktionen eines Liganden mit einem
Rezeptor werden gemif Gleichung (1)
beschrieben (siche auch Abbildung 1).

Ligand + Rezeptor =

1
Ligand-Rezeptor-Komplex M

Phytodistrogen 170-Ostradiol

Xenodstrogean

Abbildung 1. Kompetitive Hemmung von
Xenodstrogenen und Phytotstrogenen mit
17p-Ostradiol an einem Ostrogenrezeptor
(ER). Der Ligand-Rezeptor-Komplex interagiert
mit dem ,estrogen responsive element*
(ERE), das die verantwortlichen Gene aktiviert,
die wiederum eine Ostrogen-abhangige Pro-
duktion von Proteinen auslésen.

Der Austausch eines physiologi-
schen Liganden wie eines Ostrogens an
einem Rezeptor gegen einen Konkur-
renten wie ein Xenodostrogen héngt von
der relativen Affinitdt zum Rezeptor
und der Konzentration ab. Zum Beispiel
erfordert der Austausch des physiologi-
schen Liganden vom Rezeptor gegen
eine Substanz mit 1000fach niedrigerer
Affinitéit eine 1000fach hohere Konzen-
tration des Fremdstoffs. Obwohl dieses
Beispiel die kompetitive Interaktion ei-
ner Substanz am Rezeptor stark verein-
facht, zeigt es doch, dass die relative
Bindungsaffinitdt der zu untersuchen-
den Substanzen und ihre Konzentratio-
nen im Korper Hauptkriterien fiir die
Beurteilung moglicher Effekte von Sub-
stanzen mit endokriner Wirkung sind.

Der Wissenschaftliche Ausschuss
., Toxizitat, Okotoxizitit und Umwelt*
(Scientific Committee on Toxicology,
Ecotoxicology and the Environment,
CSTEE)!" der Europiischen Kommissi-
on hat die Wirkungsstirken von Xeno-
ostrogen-Konzentrationen, die in
menschlichem Blut gemessen wurden,
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als Surrogat fiir deren Konzentrationen
am Rezeptor mit der Wirkungsstidrke
von  Ostradiol-Konzentrationen  in
menschlichem Blut verglichen. Es
scheint, dass die relative Wirkungsstar-
ke von o,p’-DDT, 4-Nonylphenol oder
Bisphenol A ungefihr 10°-mal geringer
ist als die von Ostradiol. Nur das Phy-
toostrogen Genistein lie3 eine Wir-
kungsstirke erkennen, die jene von
Ostradiol iibersteigt. Hieraus wurde ge-
schlossen, dass eine Interaktion der
Verbindungen mit dem Rezeptor, bei
der physiologische Auswirkungen zu
beobachten sind, unwahrscheinlich ist.

Neben den Reproduktionsorganen
sind die Zielorgane der Wirkungen von
Steroidhormonen Leber, Nieren, Ne-
bennieren, ZNS, Immunsystem, kardio-
vaskuldres System und Knochen. Die
entsprechenden Rezeptoren sind in die-
sen Geweben identifiziert worden. Dar-
iiber hinaus gibt es Hinweise auf eine
konzentrationsabhidngige  Stimulation
(bei niedrigen Konzentrationen) oder
Hemmung (bei hohen Konzentratio-
nen) des Tumorwachstums durch Stero-
idhormone."**?"" Zum Beispiel stimu-
lieren Xenoostrogene die mitotische
Aktivitdt durch Interaktion mit spezifi-
schen Rezeptoren in Zellen des weibli-
chen Genitaltraktes. Viele Chemikalien,
die vom Menschen mit der Nahrung
aufgenommen werden, haben Ostrogen-
dhnliche Wirkungen, die in einer Viel-
zahl von Testsystemen identifiziert wur-
den.™ Unter diesen finden sich Indu-
striechemikalien wie bestimmte Herbi-
zide, Fungizide, Organochlor-Insektizi-
de, Nematozide, Organophosphate, Py-
rethroide, Schwermetalle, polychlo-
rierte Biphenyle und Phthalate. Colborn
und Mitarbeiter' haben eine Liste von
45 Chemikalien zusammengestellt, dar-
unter polychlorierte Biphenyle, Diben-
zodioxine, Dibenzofurane und DDT,
denen sie einen Einfluss auf das mensch-
liche Reproduktionssystem zuordnen.
Diese Liste enthélt auch Phytoostroge-
ne, d.h. natiirlich vorkommende Pflan-
zeninhaltsstoffe.

3. Testsysteme zur ldentifizierung
von Stoffen mit endokriner
Wirkung

Es gibt eine groBe Vielfalt an Test-
systemen, die in verschiedenen experi-
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mentellen Modifizierungen eingesetzt
werden, was einen direkten Vergleich
der Ergebnisse erschwert.”* In den
meisten Fillen ist eine Standardisierung
erforderlich. Die In-vitro-Testsysteme
sind geeignet, um das intrinsische Hor-
mon-dhnliche Potenzial (,,hazard iden-
tification“) einer Chemikalie und ihre
relative Wirkungsstirke (Potenz) zu er-
fassen. Sie erfassen allerdings nicht die
Toxikokinetik und Metabolite der Sub-
stanz, sodass die Resultate durch In-
vivo-Tests bestétigt werden miissen. Ei-
nige dieser Tests werden in diesem Ab-
schnitt kurz vorgestellt.

3.1. In-vitro-Testsysteme

Beim Hefe-Ostrogenrezeptor-Test
werden gentechnisch verdnderte Hefe-
zellen verwendet, die mit dem mensch-
lichen Ostrogenrezeptor-a-Gen zusam-
men mit einem Expressionsplasmid (Os-
trogen-responsive Sequenzen und lacZ-
Reportergen, kodierend fiir die p-Ga-
lactosidase) transfiziert wurden. Die
Zellen werden mit der Testsubstanz
und einer chromogenen Verbindung in-
kubiert. Aktive Liganden, die an den
Rezeptor binden, induzieren die Ex-
pression von [-Galactosidase, was zu
einer Gelbfarbung der chromogenen
Verbindung fiihrt. Die gelbe Farbe wird
mit einem Spektralphotometer quanti-
fiziert.l””

Im E-SCREEN-Test werden Zellen
der humanen Brustkrebszelllinie MCF-
7 tiber mehrere Tage mit der Testsub-
stanz inkubiert, um eine Proliferation
der Zellen zu ermoglichen. Abschlie-
Bend wird die Zellzahl z.B. durch Mes-
sung der optischen Dichte quantifi-
ziert,P”!

Beim Ostrogen-R(a)-Kompetitor-
Screeningtest wird der in den 96 Vertie-
fungen einer Mikrotiterplatte fixierte,
menschliche Ostrogenrezeptor mit der
Testsubstanz sowie einem Fluorescein-
markierten 17B-Ostradiol versetzt. Nach
Inkubation und Auswaschen wird die
Fluoreszenz des 17B-Ostradiols, das
dem Rezeptor anhaftet, gemessen.!]

Der plazentare Aromatasetest nutzt
die durch Aromatase-Cytochrom-P450-
vermittelte Umwandlung des C19-An-
drogens in das aromatische C18-Ostro-
gen. Wie gezeigt wurde, hemmen An-
drogene diese Reaktion.

www.angewandte.de

Der Androgenbindungs- oder Re-
portergentest und der Schilddriisenre-
zeptor-Bindungstest bestimmen die Af-
finitit von Androgen-dhnlichen oder
Schilddriisenhormon-dhnlichen Verbin-
dungen fiir spezifische Rezeptoren in
Relation zu derjenigen von endogenen
Hormonen.

Es muss darauf hingewiesen werden,
dass diese und andere In-vitro-Tests
Screeningtests sind, mit deren Hilfe
relative Wirkungsstiarken der getesteten
Chemikalien erfasst werden kdnnen, die
aber durch adidquate Studien am Tier
bestitigt werden miissen.”!

3.2. In-vivo-Testsysteme

Der traditionelle Hershberger-Test
wurde urspriinglich entwickelt, um zwi-
schen anabolen und androgenen Effek-
ten von Arzneimitteln zu unterscheiden,
indem das Gewicht des musculus levator
ani (Trag- und Haltefunktion fiir die
Beckeneingeweide) und der Samenbla-
sen in Méusen nach mehrwochiger Ex-
position bestimmt wurde. Andere Ar-
beitsgruppen verwendeten verschiedene
Behandlungsstrategien, um das andro-
gene Potenzial von Chemikalien in in-
takten und kastrierten Labortieren fest-
zustellen. Die hierfiir verwendeten End-
punkte sind z.B. das Prostatagewicht,
das Gewicht der Samenblase oder der
DNS/RNS-Gehalt in den ménnlichen
Reproduktionsorganen.!

Im ,uterothrophic assay“ werden
juvenile weibliche Ratten mit der Test-
substanz behandelt, und das Wachstum
des Uterus wird tiber mehrere Behand-
lungstage verfolgt. Es gibt unterschied-
liche Versuchsdesigns, die noch standar-
disiert werden miissen.”!

Der OECD-Test 407 ist ein Test an
Ratten mit wiederholter Exposition
iiber 28 Tage. Mit diesen Studien kon-
nen unter anderem histopathologische
Verdnderungen an den Geschlechtsor-
ganen erkannt werden. Um endokrine
Effekte der Testsubstanz besser zu er-
fassen, kann zusitzlich in Screening-
Tests (OECD 421/422) das Gewicht
der Hormon-regulierten Organe be-
stimmt werden; zudem werden sie his-
topathologisch untersucht, die epididy-
malen Spermien werden analysiert, der
Ostrus-Zyklus wird erfasst und spezifi-
sche Hormonspiegel werden gemessen.
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Der OECD-Test 416 zur Erfassung
der Reproduktion in Nagern erlaubt
eine in die Tiefe gehende Untersuchung
des Wachstums, der Entwicklung und
der Sexualfunktionen der F1-Generati-
on und schlieBft eine Erfassung der
nachfolgenden F2-Generation bis zum
Ende der Laktationsperiode ein. Das
erst kiirzlich iiberarbeitete Protokoll
enthdlt Parameter wie Gewicht und
Histopathologie der Reproduktionsor-
gane, die detaillierte Untersuchung der
Spermatogenese und der Spermien der
Elterngeneration sowie ihrer Nachkom-
men. Ebenso ist die Beurteilung der
korperlichen und sexuellen Entwick-
lung, des Verhaltens sowie der Lern-
und Gedachtnisfahigkeit der Nachkom-
men enthalten.

4. Die relative Wirkungsstdrke
von xenodstrogenen Effekten

Die Effektstirke von Substanzen,
insbesondere im Vergleich zu der von
endogenen Hormonen oder natiirlich
vorkommenden Hormon-dhnlichen
Chemikalien, ist entscheidend fiir eine
Bewertung ihres Gefdhrdungspotenzi-
als. Sonnenschein und Mitarbeiter™
untersuchten den proliferativen Effekt
in Ostrogen-sensitiven Zellen und fan-
den, dass die Ostrogene Wirkungsstéarke
von Chemikalien wie 4-Octylphenol und
Bisphenol A mehr als 3000-mal bzw.
mehr als 30000-mal geringer war als die
des endogenen Ostradiols (Tabelle 1).
Beriicksichtigt man den niedrigen Ge-
halt an diesen Chemikalien im Korper,

Tabelle 1: Ostrogene Wirkungsstirke endokrin
wirksamer Stoffe im E-SCREEN-Test. Prolifera-
tion von Brustkrebszellen MCF-7.2651

Substanz Konz 1! Potenz!
[nmolL™] [%]
Ostradiol 0.03 100
4-Octylphenol 100 0.03
4-Nonylphenol 1000 0.003
Bisphenol A 1000 0.003
Bisphenol-A- 1000 0.003
dimethacrylat
Benzylbutylphthalat 10000 0.0003
tert-Butylhydroxy- 50000 0.00006

anisol

[a] Niedrigste Konzentration zur Auslésung der
maximalen Proliferation. [b] Relative proliferati-
ve Potenz (Konzentrationgg,.qi,/Konzentrati-
OnTestsubstanz) % 100.
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so ergibt sich ein sehr kleiner Effekt.
SafeP”! berechnete die 6strogenen und
antiostrogenen Wirkungsstirken von
Xenoostrogenen, die tdglich aufgenom-
men werden konnen, im Vergleich zu
denen von 17B-Ostradiol. So nimmt
eine Frau durch eine Empfingnisverhii-
tungspille etwa 17000 Aquivalente pro
Tag ein; wihrend einer Ostrogenthera-
pie in der Postmenopause sind es 3300
Aquivalente. Hingegen betrigt die Auf-
nahme von Ostrogen-wirksamen Flavo-
noiden mit der Nahrung 102 Aquivalen-
te und von Organochlor-Ostrogenen aus
der Umwelt 2.5x10°° Aquivalente.
Ahnliche Daten werden fiir Antidstro-
gene erhalten.

Bolt und Mitarbeiter® verglichen
die Wirkungsstirken einer geschitzten
tdglichen Aufnahme an 4-Nonylphenol
und Bisphenol A (jeweils 1 ugkg ™" Kor-
pergewicht) mit der des PhytoGstrogens
Daidzein (1 mgkg™' Korpergewicht)
und von Ethinylostradiol (0.5 pgkg™!
Korpergewicht) bei tdglicher Einnahme
einer Empfiangnisverhiitungspille mit
niedriger Konzentration. Die Gstroge-
nen Wirkungsstiarken von 4-Nonylphe-
nol und Bisphenol A waren 125-250-mal
bzw. 1000-mal geringer als die von Daid-
zein, die von Ethinylostradiol war da-
gegen 20-mal hoher. Daidzein ist pla-
zentagingig.’ Soja ist die Hauptquelle
fiir Phytoostrogene in der menschlichen
Nahrung, und seine Konzentration kann
bei Kleinkindern, die mit einer Fertig-
nahrung auf Sojabasis erndhrt wer-
den,™ bis zu 8 mgkg™! Korpergewicht
betragen; die Exposition gegeniiber den
anderen Xenoostrogenen spielt im Ver-
gleich dazu eine untergeordnete Rolle.

Der CSTEE!! berechnete in seiner
Stellungnahme zu Chemikalien mit en-
dokriner Wirkung die relativen ostroge-
nen Wirkungsstirken verschiedener
Verbindungen fiir den Menschen. Unter
Beriicksichtigung ihrer Konzentration
im Serum des Menschen und ihrer os-
trogenen Wirkungsstirken im Hefe-Os-
trogenrezeptor-Test ergaben sich Wir-
kungsstdrken, die um etliche GroBen-
ordnungen geringer waren als die von
Ostradiol (Tabelle 2).

Spezifische Effekte im niedrigen
Dosisbereich, die aufgrund von Experi-
menten der Arbeitsgruppe um vom
Saal***l mit Bisphenol A und 4-Nonyl-
phenol postuliert worden waren, konn-
ten nicht bestitigt werden."** Auch
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Tabelle 2: Ostrogene Wirkungsstirke (Potenz) endokrin wirksamer Stoffe im Hefe-Ostrogenre-

zeptor-Test.l"

Substanz Konz..44 [mol L] Konz.,. . [ngL™] Potenz
Ostradiol 2.25x107"° 187 1
Testosteron 5.09x107° 6 1.3x107*
o,p'-DDT 1.8x107° 0.006 3.0x107°
4-Nonylphenol 1.0x10°¢ <1 1.5x10°°
Bisphenol A 3.4%10°¢ <1 4.0x1077

[a] Effektive Konzentration. [b] Konzentration in Humanserum.

misslangen Versuche, die zeigen sollten,
dass Effekte im niedrigen Dosisbereich
in Gegenwart verschiedener anderer
Verbindungen potenziert werden: Die
Arbeitsgruppe von McLachlan™®! be-
richtete zunichst, dass in einem In-
vitro-System mit Hefen der Effekt zwei-
er einzeln schwach wirksamer Ostroge-
ne im Kombination etwa 1000-mal ho-
her war — andere Arbeitsgruppen konn-
ten diese Ergebnisse allerdings nicht
reproduzieren.¥ SchlieBlich nahmen
McLachlan et al. ihre Ergebnisse und
alle daraus gezogenen Schlussfolgerun-
gen offiziell zuriick.[*)

In Anbetracht dessen sind toxikolo-
gisch relevante Effekte auf die prénatale
oder postnatale Phase durch syntheti-
sche Chemikalien unwahrscheinlich.
Die potenziellen gesundheitsférdernden
oder adversen Effekte von Phytoostro-
genen und anderen natiirlich vorkom-
menden Verbindungen mit Hormon-
dhnlichen Wirkungen miissen dagegen
bei der toxikologischen Bewertung be-
riicksichtigt werden.

5. Phytodstrogene in der menschli-
chen Nahrung

In der Natur kommen Phytodstro-
gene in Pflanzen vor. Héufige Struktur-
klassen sind Isoflavone, Lignane, Cou-
mestane oder Resorcylsédurelactone, die
strukturell dem Ostrogen der Siugetiere
dhnlich sind und ein schwaches 6stroge-
nes Potenzial aufweisen. Verglichen mit
17B-Ostradiol ist ihre 6strogene Wir-
kung um den Faktor 500-1000 geringer.
Die wichtigste Phytoostrogen-haltige
Nahrungsquelle des Menschen sind So-
jabohnenprodukte, die die Isoflavone
Daidzein und Genistein enthalten. We-
gen der unterschiedlichen Nahrungsge-
wohnheiten nehmen Erwachsene in
Grofbritannien und den USA ungefidhr
1 mg Isoflavone pro Tag zu sich, Asiaten
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dagegen tiglich 50-100 mg.*! Kinder,
die als alleinige Nahrungsquelle Soja-
produkte erhalten, nehmen téglich 22—
45 mg auf.”

Der gesundheitsfordernde Effekt
von Phytoostrogenen bei Frauen wurde
in  verschiedenen Studien unter-
sucht.***! Diese Studien weisen darauf
hin, dass Phytoostrogene in der Nah-
rung vor Brustkrebs schiitzen konnen,
wahrscheinlich indem sie den Menstrua-
tionszyklus verldngern. In westlichen
Léndern mit hohem Brustkrebsrisiko
betrdgt die mittlere Zyklusldnge 28-
29 Tage. In Japan, wo das Brustkrebsri-
siko um den Faktor 4 niedriger ist, be-
tragt die Zyklusldnge 32 Tage. Da die
Teilungsgeschwindigkeit von Zellen in
der Brust wihrend der follikuldren Pha-
se des Zyklus viermal niedriger ist,
nehmen die Autoren an, dass lingere
Menstruationszyklen ldangere follikulédre
Phasen zur Folge haben, mit verringer-
ter Zellteilung wiahrend der Jahre vor
der Menopause. Andere positive Effek-
te konnten in verringerten Serumcho-
lesterinspiegeln liegen, in niedrigeren
Raten von kardiovaskuldren Erkran-
kungen und Krebs sowie speziell bei
Frauen nach der Menopause in einer
Erhaltung der Knochenmasse.[*)

Bei Neugeborenen, denen wéhrend
der ersten drei bis sechs Monate Nah-
rung auf Sojabasis gegeben wurde, wur-
den bisher keine klinischen Effekte wie
Feminisierung beobachtet. Essex™! ver-
mutet, dass in Neugeborenen die
Hyphothalamus-Hypophysen-Gona-
den-Achse (Abbildung 2) aktiver ist als
in dlteren Kindern und Erwachsenen
und somit Ostrogene Effekte einer ho-
hen Aufnahme an Isoflavonen kompen-
siert werden. Allerdings schlieen die
Autoren, dass offensichtlich Mutter-
milch die beste Nahrung fiir Sduglinge
darstellt.
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse.
FSHRH: follikelstimulierendes Hormon frei-
setzendes Hormon; LHRH: luteinisierendes
Hormon freisetzendes Hormon; FSH: follikel-
stimulierendes Hormon; LH: luteinisierendes
Hormon.

6. Fragliche Korrelation zwischen
Erkrankungen und Chemikalien
mit endokriner Wirkung

Verschiedene anerkannte Institutio-
nen bewerteten die Hinweise auf ad-
verse gesundheitliche Effekte einer Ex-
position des Menschen gegeniiber en-
dokrin wirksamen Substanzen.>"% Sie
schlieBen, dass die Analyse der Daten
beim Menschen bisher keine eindeuti-
gen Beweise fiir einen direkten Zusam-
menhang zwischen der Exposition der
Bevolkerung gegeniiber endokrin wirk-
samen Substanzen im niedrigen Dosis-
bereich und adversen Gesundheitseffek-
ten ergeben hat. Die Schlussfolgerungen
von CSTEE!" und IPCSF? lauten im
Detail:

e Uber die Zeit wurden erhohte Hiu-
figkeiten an Entwicklungsanomalien
des ménnlichen Reproduktionstrak-
tes, insbesondere Hodenhochstand
und Hypospadie (Fehlmiindung der
Harnr6hre), beobachtet. Allerdings
konnte keine ursichliche Rolle von
Chemikalien mit endokriner Wir-
kung ermittelt werden. Die Daten
iiber zunehmende Trends in der In-
zidenz an Hypospadie und Hoden-
hochstand sollten mit groBer Vor-
sicht interpretiert werden, da keine
Léngsschnittstudien vorliegen und
Daten aus unterschiedlichen Studi-
en, in denen sich Definition, Erfas-
sung und Registrierung dieser Ef-
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fekte grundlegend unterscheiden
konnen, schwierig zu vergleichen
sind.

Die Berichte iiber den sich verrin-
gernden Anteil méinnlicher Neuge-
borener wéhrend der letzten Jahr-
zehnte bleiben ohne Erkldarung.
Bedenken werden geduBlert, was den
Einfluss von Chemikalien mit endo-
kriner Wirkung auf die zeitliche
Verschiebung der Pubertit angeht;
jedoch miissen die moglichen Wir-
kungsmechanismen und die Bedeu-
tung anderer Faktoren wie der Er-
ndhrung noch geklart werden.
Unbeabsichtigte, hohe Expositionen
von schwangeren Frauen gegeniiber
bestimmten  Organochlor-Verbin-
dungen wie polychlorierten Biphe-
nylen fithrten zu einer Verzogerung
in der korperlichen und geistigen
Entwicklung der Nachkommen. Ei-
nige dieser Effekte scheinen auf
einer verdnderten Funktion der
Schilddriise oder von Neurotrans-
mittern zu beruhen, aber in den
meisten Féllen konnten keine endo-
krinen Mechanismen aufgezeigt
werden.

In einigen Studien wird iiber eine
Verringerung der Samenqualitit in
mehreren Landern (seit 1939) be-
richtet. In nochmaligen Analysen
dieser Daten wurde auf mogliche
systematische Fehler (,,Bias“) und
Storfaktoren (,,Confounder*) hinge-
wiesen, allerdings wurden, abhéngig
von der verwendeten Methode, un-
terschiedliche Schlussfolgerungen in
Bezug auf die Samenqualitidt gezo-
gen. Kiirzlich zeigten gut ausgear-
beitete Studien grofe regionale Un-
terschiede in der Spermienqualitit
insgesamt und auch im Hinblick auf
zeitliche Entwicklungen sowohl in-
nerhalb eines Landes als auch zwi-
schen  verschiedenen  Lindern.
Selbst wenn es zu einer Verschlech-
terung der Samenqualitit gekom-
men ist, muss das nicht unbedingt
durch Stoffe mit endokriner Wir-
kung verursacht worden sein.

In verschiedenen Léadndern wurde
iiber zunehmende Inzidenzen an
Hodenkrebs bericht, jedoch unter-
schieden sich die Inzidenzen von
Land zu Land betrichtlich. Die den
erhohten Inzidenzen zugrunde lie-
genden Ursachen wurden bisher
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nicht bestimmt. Zudem fehlen Ex-
positionsdaten zu Chemikalien mit
endokriner Wirkung fiir die kriti-
schen Zeitrdume.

e Die Exposition gegeniiber Pestizi-
den und Organochlor-Verbindungen
wurde in wenigen Studien mit be-
grenzter Aussagekraft mit erhohten
Inzidenzen an Prostatakrebs in Zu-
sammenhang gebracht. Die meisten
Studien lieBen allerdings keinen Zu-
sammenhang erkennen, und der
Wirkungsmechanismus ist unbe-
kannt.

e In den letzten Jahrzehnten zeigte
sich eine stetige Zunahme der Inzi-
denz an Brustkrebs (in Europa). Die
vorliegenden Daten zur Entwick-
lung von Brustkrebs stiitzen jedoch
keinen ursédchlichen Zusammenhang
mit einer Exposition gegeniiber Or-
ganochlor-Verbindungen. Erwach-
sene Frauen, fiir die derzeit ein
Risiko besteht, konnten in der Mitte
des 20. Jahrhunderts, als die Konta-
mination mit Organochlor-Verbin-
dungen hoch war, in utero, wéhrend
des Siduglingsalters, der Kindheit
oder der Pubertit diesen Chemika-
lien ausgesetzt gewesen sein.

7. Laufende Bewertung durch die
Europdische Kommission

Im Juni 2000 stellte die Kommission
eine erste Prioritédtenliste mit 553 Sub-
stanzen auf. Von diesen wurden fiir 118
Substanzen Hinweise auf endokrine
oder auf potenzielle endokrine Wirkun-
gen erhalten. Bei der Beurteilung dieser
Liste gelangte der CSTEE jedoch zu
dem Schluss, dass die Herkunft des
verwendeten Materials, die Methodik
und die zur Aufstellung der Liste ver-
wendeten Auswahlkriterien nicht den
wissenschaftlichen Anforderungen ent-
sprachen.”>>¥ Besonders kritisiert wur-
den das Fehlen von Uberlegungen zu
Dosis-Wirkungs-Beziehung, Wirkungs-
stirke und Exposition sowie die Tatsa-
che, dass synthetische, in die Umwelt
freigesetzte Hormone nicht betrachtet
wurden. Es wurden mehrere Verbesse-
rungsvorschlidge vorgelegt, darunter ein
stufenweiser Ansatz fiir die Auswahl
von Substanzen fiir die weitere Beurtei-
lung und Priorisierung.
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Danach initiierte die Kommission
eine vertiefte Beurteilung einer Gruppe
von zwoOlf Verdachtsstoffen, darunter
neun Industriechemikalien und drei na-
tiirliche, synthetische Hormone. Zur
gleichen Zeit wurden Informationen
iiber Persistenz, Produktionsvolumen
und Legaleinstufungen von weiteren
435 Substanzen zusammengetragen, fiir
die die Datenlage ungentigend war, um
zu entscheiden, ob sie endokrin wirksam
sind. Die zwei Berichte wurden dem
CSTEE zur Beurteilung vorgelegt, ob
sie wissenschaftlich fundiert sind.

Hinsichtlich der ersten Gruppe aus
zwolf Chemikalien kam der CSTEE zu
folgenden Schliissen:

e BADGE (BADGE = Bisphenol-A-
diglycidylether), = Schwefelkohlen-
stoff, 4-Chlor-3-methylphenol, 2.4-
Dichlorphenol, 4-Nitrotoluol und 2-
Phenylphenol haben offenbar keine
kritischen endokrinen Wirkungen
auf Menschen und wildlebende Tie-
re.

o 4-(5,5-Dimethylhexyl)phenol  und
Resorcin scheinen beim Menschen
keine kritischen endokrinen Wir-
kungen aufzuweisen, es besteht aber
ein potenzielles Risiko fiir aquati-
sche Organismen in Bereichen, wo
Abwasser eingeleitet wird.

o Fiir 4-Chlor-3-methylphenol, 2,4-Di-
chlorphenol, 2-Phenylphenol, 4-Ni-
trotoluol und  4-(5,5-Dimethyl-
hexyl)phenol wiesen die Daten, ins-
besondere die zur Umweltwirkung,
betréichtliche Limitierungen auf.

e Fiir Resorcin werden noch weitere
Untersuchungen zur endokrinen
Wirkung sowohl auf die menschliche
Gesundheit als auch auf die Umwelt
benotigt.

o Die Uberwachung von 2,2'4,4'-Te-
trabromdiphenylether (tetra-BDE)
wird durch die Uberwachung von
Pentabromdiphenylether  (penta-
BDE) abgedeckt. Da tetra-BDE

Tabelle 3: Ostrogene Aktivitat verschiedener Substanzen® in UV-Sonnenschutzcremes (UV-Screens)

nicht kommerziell hergestellt wird,
wurde es als nicht erforderlich an-
gesehen, diese Substanz im Detail zu
bewerten.

® Wie erwartet haben die Hormone
Ostron, 17p-Ostradiol und Ethinyl-
ostradiol Kkritische endokrine Wir-
kungen auf die Umwelt.

Der Bericht iiber die 435 Substanzen
legt nun angemessene Selektionskriteri-
en wie Exposition und Daten zur Per-
sistenz zugrunde. Fehlende Daten, z.B.
die zum Einfluss auf die Umwelt, wur-
den identifiziert. Eine vorldufige Bewer-
tung lédsst erkennen, dass von den 435
Verbindungen 30 in Kategorie 1 (min-
destens eine positive In-vivo-Studie)
aufgefiihrt sind; von diesen Stoffen zeig-
te 2,3,7,8-TBDD (2,3,7,8-Tetrabromdi-
benzo-p-dioxin) eine hohere endokrine
Wirksamkeit, die anderen Stoffe eine
50- bis 1000000-mal geringere als 17f3-
Ostradiol. Von den 57 in Kategorie 3
aufgelisteten Stoffen gab es fiir 19 keine
ausreichende wissenschaftliche Basis fiir
eine Bewertung (3a), die anderen wur-
den mit ,,keine Daten* (3b) klassifiziert.
Da der Bericht nun die Reproduktions-
toxizitdt als Teil der anderen systemisch
toxischen Effekte bewertet, wird die
weitere Bewertung der Daten einen
Vergleich der relativen Sensitivitidt des
endokrinen Systems auf eine Substanz
in Relation zu den anderen toxischen
Effekten ermoglichen. Die Informatio-
nen iiber wildlebende Tiere sind in der
Regel ungeniigend, sodass gegenwirtig
keine Schlussfolgerungen zum Einfluss
von Chemikalien mit endokriner Wirk-
samkeit auf die Populationen wildleben-
der Tiere gezogen werden konnen.

Aus beiden Berichten kann ge-
schlossen werden, dass zwar manche
Chemikalien ein intrinsisches Potenzial
fir endokrine Effekte aufweisen, eine
genauere Bewertung aber ergibt, dass
die NOELs (no observed effect level)

Angewandte

fiir diese Effekte gewohnlich hoher als
die fiir Wirkungen auf andere Organe
liegen. Daher schiitzen Umweltstan-
dards oder Arbeitsplatzgrenzwerte, die
auf anderen Endpunkten basieren, den
Menschen auch vor endokrinen Wir-
kungen. Wegen ungeniigender Informa-
tionen ist es nicht moglich, eine Schluss-
folgerung zu moglichen endokrinen Ef-
fekten auf die Umwelt zu ziehen.

8. Ostrogene Aktivitiit von
Sonnenschutzcremes

Vor kurzem untersuchten Schlumpf
und Mitarbeiter™ Verbindungen, die
zur Absorption von UV-Strahlen in
Sonnenschutzcremes eingesetzt werden,
in vitro im E-SCREEN-Test an MCF-7-
Brustkrebszellen und im ,,uterotrophic
assay“ unter Verwendung nicht ge-
schlechtsreifer Long-Evans-Ratten in
vivo. Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, zeig-
ten fiinf der sechs Chemikalien Gstroge-
ne Effekte in vitro,*”! wogegen drei der
sechs positiv im ,,uterotrophic assay* in
vivo waren. Jedoch war im ,,uterotro-
phic assay“ die Ostrogene Wirkungsstar-
ke von Benzophenon-3 (Bp-3) 1500000-
mal, die von 4-Methylbenzylidencam-
pher (4-MBC) 300000-mal und die-
jenige von  Octylmethoxycinnamat
(OMC) 1000000-mal geringer als die
von Ethinylostradiol.

Jedoch war in In-vitro-Tests die Wir-
kungsstarke der oben genannten Ver-
bindungen é&hnlich der anderer Indu-
striechemikalien und wie diese gering
im Vergleich zu der von endogenem
Ostrogen. Bolt und Mitarbeiter™ kriti-
sierten diese Befunde dahingehend, dass
ein Protokoll verwendet wurde, das
nicht standardisiert war und nicht unter
GLP-Bedingungen durchgefiihrt wurde,
sowie dass ungewohnliche Rattenstam-
me (Long-Evans- und Nu-Ratten) ver-
wendet wurden (GLP: ,,Gute Laborpra-

155]

BP-3 HMS 4-MBC omMcC OD-PABA B-MDM EE,
E-SCREEN-Test an MCF-7-Zellen + + + + + negativ +
Uterotr. Assay (EDs) max. 1500 mgkg™ negativ. 309 mgkg™' 934 mgkg™ negativ negativ 0.8 ugkg™
Rel. Wirkungsstirke (EDso EE,/EDs,  1:1.5x107° negativ.  1:0.3x107° 1:1x107° negativ negativ 1

UV-Screen im Uterotr. Assay)

[a] BP-3: Benzophenon-3 (2-Hydroxy-4-methoxybenzophenon); HMS: Homosalat (2-Hydroxybenzoesiure-3,3,5-trimethylcyclohexylester); 4-MBC: 4-

Methylbenzylidencampher; OMC: Octylmethoxycinnamat;
methoxydibenzoylmethan; EE,: Ethinyl6stradiol.
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PABA: 4-Aminobenzoesiure; OD-PABA: Octyldimethyl-PABA; B-MDM:

Butyl-
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xis“; Vorschrift zur Sicherstellung einer
vollstandigen und korrekten Aufnahme
aller in Priiflaboratorien anfallenden
Stoffdaten in Priifberichte). Mit einem
standardisierten und GLP-konformen
Protokoll fanden die Autoren keine
ostrogenen Effekte von 4-MBC, Bp-3
und OMC im ,,uterotrophic assay*.

Dariiber hinaus stellen Nakagawa
und Suzuki®'! die In-vitro-Testsysteme
zur Bestimmung einer Ostrogenen Po-
tenz von Chemikalien generell in Frage.
In metabolisch kompetenten Rattenhe-
patocyten wurde 2-Hydroxy-4-methoxy-
benzophenon (HMB) zum 2,4-Dihydro-
xy-4-methoxybenzophenon (DHMB)
hydroxyliert; ein weiteres hydroxylier-
tes Zwischenprodukt wurde vorldufig
als ein Isomer von 2,2'-Dihydroxy-4-
methoxybenzophenon (DHP) identifi-
ziert. Beide Metaboliten und die Aus-
gangssubstanz wurden schnell mit Glu-
curonsduren konjugiert. Die Metaboli-
ten wiesen stiarkere Ostrogene Aktivitd-
ten in MCF-7-Zellen als die Ausgangs-
substanz HMB auf (HMB (keine
Aktivitat) < DHMB (schwach) < DHP).
Diese Befunde zeigen weiterhin, dass
In-vitro-Tests die Komplexitédt des in-
takten Organismus nicht widerspiegeln
und dass jedes Resultat erst durch In-
vivo-Untersuchungen bestétigt werden
muss, bevor Schlussfolgerungen gezo-
gen werden konnen.

9. Schlussfolgerungen

Unter Verwendung von In-vitro-
Testsystemen wurde eine Vielzahl von
Chemikalien mit endokriner Wirkung
identifiziert. Da Toxikokinetik und Me-
tabolismus, die in diesen Testsystemen
nicht oder nicht ausreichend reprisen-
tiert sind, die toxische Wirkungsstiarke
einer Substanz beeinflussen, miissen Er-
gebnisse aus In-vitro-Tests durch In-
vivo-Studien verifiziert werden. Mit die-
sen Testsystemen wie dem erweiterten
28-Tage-Toxizitdtstest in Nagern
(OECD 407), den Screeningtests auf
Reproduktion (OECD 421, 422) und
der Zwei-Generationen-Reproduktions-
toxizitdtsstudie (OECD 416) zeigten
Stoffe mit endokriner Wirksamkeit ent-
weder keine Effekte oder erst Effekte
bei sehr hohen Dosierungen, die iiber
denen anderer toxischer Endpunkte la-
gen.
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Unter Beriicksichtigung der relativ
niedrigen Exposition des Menschen ge-
geniiber Chemikalien mit endokriner
Wirkung gibt es keine plausiblen Argu-
mente, dass Verbindungen mit niedriger
Affinitdt Verbindungen mit hoher Affi-
nitdt von einem Rezeptor verdriangen
konnen, auBer sie liegen in ausreichend
hohen Konzentrationen vor. Solch hohe
Expositionen ergaben sich fiir den Men-
schen bisher nur bei Unfallszenarien.
Dabher ist die Annahme, dass die Bin-
dung einer Substanz an einen Rezeptor
per se biologische Konsequenzen hat,
nicht akzeptabel.

Es gibt eine tiberwiltigende Zahl
von Erfahrungen aus dem therapeuti-
schen Einsatz hoch potenter syntheti-
scher Ostrogene bei der Anwendung
wihrend der Schwangerschaft, um einen
Abort zu verhindern, zur Schwanger-
schaftsverhiitung oder um Beschwerden
wihrend oder nach der Menopause zu
behandeln. Alle diese Behandlungen
benotigen ausreichend hohe therapeuti-
sche Dosierungen, um das endokrine
System zu modulieren. Es ist nicht zu
erwarten, dass eine Dosis, die um den
Faktor 1000 oder mehr unter der thera-
peutischen Dosis liegt, noch wirksam ist.

Das wissenschaftlich basierte Wis-
sen iiber die Robustheit des endokrinen
Systems, die gut verstandenen Prinzipi-
en der Substrat-Rezeptor-Interaktion
und die generell geringe Exposition
des Menschen gegeniiber Chemikalien
mit potenziell endokrinen Wirkungen
machen es insgesamt unwahrscheinlich,
dass diese eine Ursache fiir Erkrankun-
gen und Anomalien sind, die bei Kin-
dern oder der Bevolkerung allgemein
beobachtet werden.

Das weite Feld der In-vitro-Testsys-
teme, die relevante Endpunkte zur Er-
fassung von Substanzen mit endokriner
Wirkung abdecken, ist niitzlich fiir me-
chanistische Studien und hilft dabei,
Prioritédten fiir die Durchfiihrung weite-
rer Tests zu setzen. Da sie aber die
Toxikokinetik und Metabolisierung der
Substanz nicht erfassen, konnen sie
falsch-negative wie auch falsch-positive
Effekte anzeigen, sodass die Ergebnisse
erst durch In-vivo-Studien verifiziert
werden miissen. Daher wird empfohlen,
statt die weitere Entwicklung von In-
vitro-Screeningtests zu unterstiitzen, die
vorhandenen Langzeittests in vivo wie
die Erweiterung des 28-Tage-Toxizitéts-
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tests (OECD 407) und des Zwei-Gene-
rationen-Reproduktions-Toxizitéts-
Tests (OECD 416) zu verfeinern. Diese
Tests werden als relevant fiir die Erfas-
sung Hormon-dhnlicher Wirkungen von
Chemikalien angesehen und zeigen ge-
wohnlich, dass die endokrinen Effekte
von Chemikalien schwécher sind als
andere Effekte wie Hepatotoxizitit
oder Neurotoxizitdt. Zu moglichen en-
dokrinen Effekten in wildlebenden Tie-
ren konnen keine Schlussfolgerungen
gezogen werden, da die Informationen
hier noch unzureichend sind.

10. Glossar

Erkldrungen einiger biologischer
und medizinischer Ausdriicke:

e Hodenhochstand (Maldescensus tes-
tis, Kryptorchismus): Ausbleiben der
regelrechten Wanderung des Ho-
dens in den Hodensack (Skrotum);

e Hypospadie (Fehlmiindung der
Harnrohre): angeborene Entwick-
lungsstorung, bei der die Harnrohre
sich an der Unterseite des Penis oder
des Peritoneums Offnet;

o Testicular-Dysgenesis-Syndrom:
Syndrom, das durch geringe Samen-
qualitdat, Hypospadie, Hodenhoch-
stand und Hodentumoren gekenn-
zeichnet ist;

e Hypothalamus-Hypophysen-Gona-
den-Achse: verschiedene Riick-
kopplungsmechanismen  zwischen
dem ZNS (Hypothalamus) und
dem Hormonsystem (Hypophyse,
Gonaden) zur Regulation endoge-
ner Geschlechtshormone; so wird
z. B. bei Absinken des Spiegels en-
dogener Ostrogene im Blut deren
Produktion in den Ovarien erhoht,
bei Anstieg vermindert.
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