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.Endokrine" Effekte

Klassisches endokrines System (systemisch)
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VVNd Hormone des klassischen endokrinen Systems

Hypothalamus-regulierende Hormone
Hypophysenhormone
Pankreashormone

Peptidhormone
Gastrointestinale Hormone

Calciumregulierende Hormone

Nebennierencorticoide

Schildrisenhormone

Andogene Steroidhormone
Estogene

Progestine




VVNUJ Nachweis der Wechselwirkung

Proliferation/
Differenzierung

e Co-Aktivator-/Repressorbindung *
b\ Phanotyp
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Rezeptorbindungstests

UN]
WU

Prinzip/Varianten ﬁ
Radioaktiv markierter Ligand G
Fluoreszenzmarkierter Ligand =
Unmarkierter Ligand

100 1

Einflussfaktoren
Temperatur

Zeit

% BOUND

Rezeptor

EPA-Guidelines fiir 257 : . | |
ER und AR | | v Ny ] ~

O B LA T Y
The Journal of Biological 107 107° 10 107 107 107
Chemistry 258, 8118-8122, 1983 TEST COMPOUND. M




VVNd Rezeptorbindungstests

Prinzip/Varianten
Radioaktiv markierter Ligand

Fluoreszenzmarkierter Ligand
Unmarkierter Ligand

¥ 4-HO-E2 A QO

Einflussfaktoren
Temperatur

Zeit

Rezeptor

Relative binding (%)

10 % A ¢ 3 ER B

U Al BB |
-12 -11 -10 9 -8 -7 -6 -5 4 -3 - -12 -11 -10 -9

Toxicology Letters, 158, 72-86, 2005

Concentration (log M) Concentration (loe M)




VVNd Bindung Rezeptor-Ligand—DNA

Prinzip/Varianten ° °
Plasmonresonanz
ELISA o.a.

Electromobility shift

Binding activity (%)

Biochemistry 43, 2569-2577, 2004




VVNd Bindung Co-Aktivator/-repressor

Prinzip/Varianten v FRET
Mlarklsrtretr Rlize[:.t;)r — R
+Markiertes Pepti *

ERa+E2 ERa+GEN

- SRC1-II

SRC1-IV
. PGC1

Specific FRET
(665nm/615nmx10%)
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NCoA Peptide (nM) NCoA Peptide (nM)
Molecular Endocrinology,17, 346-355, 2003




UN]
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Transgen  Einzeller
Sauger, transient
Sauger, stabil
Naturlich Sauger

Einflussfaktoren

Transgen

Sub-Zelllinie

Kulturbedingungen

Mycoplasmen

Art des Konstrukts

Effizienz
Stabilitat

Rezeptoren
Co-Aktivatoren

FKS,...

Reportergenassays: Testsysteme

Hefe h,rmERa und h,rmERf

Ishikawa hERa und hER

Hela9903 (hERa), MDA-kb2 (AR, GR) . rrocc”
Ishikawa ER+

MCF-7

pS2 ng/10° cells

BUS ATTC BB BB104
Environmental Health Perspectives 103, 844-850, 1995




VVNd Repor"rer'genassays: Endpunkf mRNA

Zieltranskript/HPRT in MCF-7 BUS Zellen

Prinzip/Varianten
K (0,1% DMSO) 0,1 uM GEN 1 uM GEN

gRT-PCR

a

Einflussfaktoren

RNA-Qualitat
Quantifizierung
Housekeeping-Gen
gPCR-Methode

Katja Schmalbach,
unpublizierte Daten

Methode: TagMan TDLA 48 ausgewahlte Transkripte
Auswertung: Berechnung No ausgehend von Ncr
Darstellung: 3 unabhangige Zellkulturexperimente




ijNuJ Reportergenassays: Endpunkt Protein

110 ) Plateau 1-10 nM E2

Prinzip/Varianten
100 - » I ¢ *

Proteinaktivitat .-
Proteinmenge . / X >|}I DAI

Einflussfaktoren

siehe Testsysteme
Variabilitat durch Sublinien
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methodisch ahnlich mRNA

Toxicology Letters, 158, 72-86, 2005 Concentration (log M)



VVNUJ Verdnderter Phdnotyp

Prinzip/Varianten
Zellzahl
elektronisch Plateau 100 pM E2
durchflusszytometrisch E2 DA
photometrisch
Zellzyklusverteilung
Kontaktinhibition

%)
-

(
g

Einflussfaktoren
Zellpopulation

Proliferation

TN

10pM 100pM 1nM 100nM  1pM 10pM 10nM 100n

Kulturbedingungen - \\§

Carcinogenesis, 29, 363-370, 2008




ijNd Verdnderter Phanotyp

Prinzip/Varianten
Zellzahl "A--\,
elektronisch
durchflusszytometrisch
photometrisch
Zellzyklusverteilung
Kontaktinhibition

Einflussfaktoren
Zellpopulation
Kulturbedingungen

Methods in Molecular Biololgy, 176,
341-351, 2001




VVNd Verdnderter Phdnotyp

Prinzip/Varianten
Zellzahl

elektronisch
durchflusszytometrisch
photometrisch

o0
o
1

Zellzyklusverteilung
Kontaktinhibition

Foci/cm® (Percent Maximum E,)

Einflussfaktoren
Zellpopulation
Kulturbedingungen

Plateau 100 pM E2

Methods in Molecular Biololgy, 176,
341-351, 2001

-10 -9

Log Molarity




Achtung Kinetik!

,Q = aBindeprotein)

Zielzelle

Phanotyp

t

Proteine




VVNd Achtung Kinetik! Beispiel Es’rrogene

Nebennieren
EPA-Guidelines fiir

Test Steroidogenese

SULT

Ovarien 17p- HSDe SULT

Br'us’rdr'usenepl‘rhel
.. Sulfatase

Sulfatase

e 175 "HSD Q
3B- HSDl
@ 1d|verse ﬁ

: EPA-Guidelines fir :
¥  Test Aromataseaktivitat

*CYP1 9A1 > °
Brustdriisenstroma




VVNd Achtung Kinetik! Beispiel Estrogene

Proteinbindung E2-Kinetik in MCF-7 Zellen

Rezeptorbindungsassay —___ Steroidsulfatase-Transkript/HPRT
. A.  SERUM-FREE MEDIUM8 paiczein a| 1IN MCF-7 BUS Zellen aK (0,1% DMSO)

90 = \ Biochanin ¢
80+ ESTRADIOL %2
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ADULT HUMAN SERUM
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b ; Y no L 0 Fd  Details Folie 10
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1 1 I 1 ) | 1 I 1 1
2 -1 10 9 8 7 6 5 -4 3 Katja Schmalbach
LOG CONCENTRATION (M) JSBMB 69, 343-357. 1999
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Beispiel E2-Kinetik in MCF-7 Zellen
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unveroffentlichte Ergebnisse Details Folie 10



Achtung Crosstalkl

Aktivierung anderer Signalwege beeinflusst...

Genexpression/Stabilitdt von R, CoA/R...

Phosphoryller'ung x

Phanotyp

t

Proteine

t

MRNA




Herzlichen Dank!




