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V.SUMMARY 

Summary 

In the present work, molecular and organismic aspects of environmental endocrine 

disruption in teleost fish were investigated, especially the interference with the sexual 

(gonad) development. The thesis was focused in its first part on an established biomarker 

that is intensively used in the assessment of estrogenic endocrine effects in fish, in vitro as 

well as in vivo, in laboratory and I or field studies (chapter l and chapter 2): The egg-yolk 

precursor protein vitellogenin (VTG). The second part of this thesis deals with the 

expression of genes of the cytochrome P450 aromatase (P450arom), the enzyme complex 

that is responsible for the synthesis of estrogens from androgens in all vertebrates, 

including fish. (chapter 3). The aim of these studies was not only to detect endocrine 

disrupting effects in fish that cause developmental and/or reproductive disorders and 

associate these effects with the exposure to hormone mimics, but also to pay closer 

attention to the relationship between molecular disturbances (here: of the VTG and the 

P450arom/CYP19 system) and adverse organismic impairments (here: disturbances of the 

gonadal differentiation and the reproductive health). The knowledge of those relations will 

advance a more functional and mechanistic understanding of endocrine reproductive 

disruption in fish. 

The zebrafish (Danio rerio) was chosen as test species as it represents a recommended 

and widely used test organism for standardized assay protocols and guidelines for the 

assessment of endocrine disruptive effects in fish, especially in European countries. It was 

confirmed by the results of the thesis that the zebrafish passes through a protogynic stage 

in the course of gonad differentiation and can therefore be referred to as a juvenile 

protogynous hermaphrodite. 

Vitellogenin 

To investigate the induction of vitellogenin synthesis in developing (during ontogeny) 

and adult zebrafish, a reliable and sensitive assay for zebrafish VTG was established and 

validated (chapter 1). In using this specific VTG assay, response of VTG to estrogenic 

exposure during different periods of the early development and the sexual differentiation of 

zebrafish was studied The results for VTG were correlated with reproductive effects, 

including fecundity, fertility and the gonadal sex ratio. The synthetic estrogen l 7a-
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ethinylestradiol (EE2) , a high estrogenic potency compound and bisphenol A (BPA), a high 

production volume chemical of the plastic producing industry and weakly potent 

xenoestrogen, were applied in this study as model endocrine disruptors. 

EE2 as a "strong" estrogenic compound, ensured the induction of estrogenic responses 

already in the early developmental stage of zebrafish at the environmentally realistic 

concentration of 3 ng EE2/L. In 43 % of zebrafish exposed during the first 21 days after 

fertilization, EE2 was capable to elevate VTG synthesis above the average VTG level 

found in control animals. A VTG induction response of the early life stages to the weak 

estrogen BPA, however, was not indicated in our study. Compared with the EE2-treated 

fishes of the same age of 21 dpf, VTG levels in whole body homogenates of chronically 

BP A-treated fish were up to fifteen times lower and not significantly different to control at 

any exposure concentration. The relative VTG induction capacity (i.e., ratio of normalized 

VTG sample concentration (µg/ml) to the corresponding mean VTG concentration of the 

controls (µg/ml)) of BPA on average was hardly over 1 whereas the relative induction of 

EE2 was higher than 25. This finding provides evidence for a susceptibility of the 

vitellogenic system in the early life-stage of zebrafish, at least in response to exposure to 

highly potent estrogenic compounds. 

BP A became effective in inducing VTG after 75 days of continuous exposure after 

fertilization. A significant induction of VTG in body homogenate samples was reached by 

the lowest concentration tested, 94 µg BP A /L, and the relative induction of VTG in the 

BPA treatment groups ranged between 2.1and5. The relative VTG induction after 75 days 

(pf) of exposure to 3.0 ng EE:z/L, however, was 111 and corresponded to a mean VTG 

plasma titer of250 µg/ml. 

At the adult, reproductive stage, the lowest observed effect concentration (LOEC) for 

the significant induction of VTG after chronic exposure was 375 µg/L of BPA for male 

and 94 µg/L of BPA for female fish. The LOEC of 375 µg BPAIL for the induction of 

VTG in males equaled the WEC for a significant reduction of the fertilization of daily 

spawned eggs. 

Chronic exposure of zebrafish to 3.0 ng EE2/L until the adult stage resulted in a complete 

suppression of reproduction which recovered only partly after the exposure was omitted 

from day 125 pf onward. Histological evaluation of the fish of 1 18 days of continuous EE2 

exposure showed that they all had ovary-type gonads. After fish had been removed from 

exposure from day 125 until day 176 pf, almost 30 % of formerly exposed fish were found 
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to have testes at the end of the study. This finding correlates with the observation that the 

mean fertilization capacity was regained at almost 30 %. 

In the case of BP A, interpretation of results on gonad histology proved to be more difficult 

as they were not as unambiguously as in the EE2 study where only ovaries were found. 

Nevertheless, at the three highest exposure concentrations of BPA, the proportion of fish 

with histologically female gonads clearly outnumbered the proportion of male gonads (see 

Maack 2002 for details). 

A most intriguing result of these studies was that a dimorphic pattern in the VTG 

induction response among the fishes analyzed was found throughout zebrafish 

development. This dimorphic pattern was obvious even when the histological analysis 

indicated the presence of an all-female or all-male population. Already on day 21 pf, a 

group of individuals among the exposed fish, having higher response levels of VTG, could 

clearly be differentiated from a group offish with lower response levels ofVTG. In fishes 

older than 21 dpf, this dimorphic distribution in individual VTG levels were found in 

control fish as well. In adult, reproducing fish, plasma VTG titers were sexually dimorphic 

and the individual height of the VTG concentration could be unambiguously assigned to 

males or females, at least in control fish. In EE2- or EPA-exposed fish the vitellogenic 

response was found not to correspond with the appearance of individual gonadal sex and/or 

external morphology. From this finding it was hypothesized that the exposure to estrogenic 

compounds during the sexual developmental period of zebrafish, can modulate or even 

change the differentiation process. It is not capable, however, of changing sexual 

determination and its corresponding, genetically regulated pathways that directly or 

indirectly also affect VTG synthesis. It was found that the exposure to a 'strong' estrogenic 

compound like EE2 was able to change sexual gonad differentiation, causing a complete 

gonadal feminization. Nevertheless, the results of VTG analysis clearly demonstrated that 

the change of gonadal sex is not indispensably accompanied by a corresponding change in 

VTG synthesis according to the gonadal sex. This finding strongly suggested a genetic sex­

related VTG response in zebrafish, though this assumption still demands for further 

mechanistic investigations. However, a strong correlation between the formation of this 

sexual dimorphic VTG synthesis and the protogynic mode of sexual differentiation in 

zebrafish is presumed. 

Apart from the investigation of the induction response of VTG to chronic estrogenic 

exposure, this study particularly focused on the question of the reversibility of the VTG 
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response. This is an important aspect for the evaluation ofVTG as a predictive indicator of 

organizational effects. The main result in this regard was that short-term exposure to 3.0 

ng/L ofEE2 for 14, 21 or 42 days pfhad no impact on vitellogenin in adult male zebrafish. 

Only in female fish, a significant elevation of the VTG plasma titer was observed even 

after ten to fifteen weeks out of treatment. However, after further eight weeks of recovery 

until day 176 pf, the VTG plasma levels remained elevated in the 42-day treatment 

females. Therefore, the persistence of the treatment effect on the vitellogenic response was 

supposed to be correlated with the duration of developmental exposure. 

In consideration of former study results on EE2, a dependence of the VTG response on 

the estrogen exposure concentration and the estrogenic potency, respectively, may be 

presumed as well. Intriguingly, even long-term exposure until the reproductive stage did 

not result in a lasting VTG induction in male zebrafish. In conclusion, short-term ($; 42 

dpf) developmental exposure to 3.0 ng/L of EE2 did neither induce reproductive 

impairment nor did it result in persisting disturbances of vitellogenesis in male zebrafish. 

The persistence of enhanced VTG synthesis as observed in female zebrafish, however, was 

not indicative of a reproductive impairment. 

In conclusion, the study provides strong evidence that VTG is in fact a reliable 

indicator of current estrogenic exposure of fish, but does not meet the requirement to have 

a predictive function of subsequent reproductive and organizational effects, at least not in 

zebrafish. Under current treatment conditions, VTG induction proved to be not more or 

less sensitive than organizational organismic effects like fertility or fecundity. Especially in 

males, in which induction of vitellogenin is directly linked to environmental estrogen 

exposure, effective concentrations for VTG induction and reproductive impairment 

generally corresponded well, fairly independently of the estrogenic strength of the 

chemical applied. The fast reversibility of the VTG response after termination of exposure 

implies an increased probability of false negatives in the interpretation of EDC effects and 

consequently negotiates every claim of a predictive quality of VTG, at least in zebrafish. 

Aromatase 

In chapter 3 of this work, the differential expression of the ovarian-derived and the 

brain-derived P450arom gene transcripts, CYP19A and CYP19B, was investigated in 

juvenile and adult zebrafish by semi-quantitative RT-PCR assays. With this study it was 

aimed to improve the understanding of the implication of estradiol synthesis in the process 
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of sexual (gonad) differentiation of the zebrafish. In the intention to interfere with the 

aromatase system in order to look at possible consequences regarding sexual 

differentiation, the non-steroidal aromatase inhibitor fadrozole and the aromatizable 

androgen 17cx-methyltestosterone (MT) were applied during the gonadal differentiation 

period. Changes in the expression of CYP19A and CYP19B mRNA were recorded at the 

end of exposure on day 71 pf and at the adult reproductive stage and compared with the 

expression of both CYPl 9 mRNA transcript in untreated fish. Effects of fadrozole or MT 

on gonad differentiation were assessed by the analysis of gonad histology. 

In sexually undifferentiated zebrafish around day 35 pf brain and gonadal type of 

CYP19 mRNA were found in both head and body samples. The abundance of both 

transcripts, CYP19A and CYP19B, showed a dimorphic pattern of expression in head and 

body. CYP19A was more abundant in body samples and CYPI9B in heads, respectively, at 

least in one of the two studies. The highest expression was recorded for CYPI9B in heads. 

At the end of the treatment period, on day 71 pf, the expression pattern of CYP19A and 

CYP19B mRNA in head in body of control fish largely corresponded with the day 35 pf, 

Both transcripts, however, clearly indicated higher gene activity in head and body samples 

respectively. 

Application of 500 µg of fadrozole per gram of food between day 35 and day 71 pf 

strongly reduced the CYP19A mRNA expression in the body of 71 -day-old fish. The 

transcript abundance of CYP l 9B in heads was attenuated compared to the control fish as 

well, but to a lower degree. Gonad histological analysis revealed only testes in these 71 -

day-old fish. And although the fadrozole treatment was stopped after day 71 pf, all treated 

fish were definitely of male phenotype at the end of the study on day 161 pf. These fish 

showed neither courtship nor spawning behavior. CYP19A and CYP19B mRNA transcript 

abundance in brain and gonads of the fadrozole-treated fish in the adult stage was 

characterized mainly by an enhanced CYP19B expression in the brain. 

Treatment of zebrafish with 10 µg/l of MT since day 35 pf resulted in a massive 

induction of CYP19B mRNA expression in head samples of 71-day-old fish. CYP19A 

mRNA expression in the body samples, however, was lower than in control fish. Gonad 

differentiation of the MT treated fish was changed on day 71 pf. In contradiction to control 

fish of 71 dpf, gonad histology of these fish only revealed female gonads. A permanent 

'feminizing' effect of the MT treatment on gonad differentiation is presumed because at 

least in the cause of the continuation of MT exposure until the reproductive stage, no 
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reproducing males could be identified among these fish. In these continually MT treated 

adult fish (until day 161) pf, the expression of CYP19B in the brain was noticeably 

elevated over to control level. In adult fish of the same age that were only exposed to MT 

between day 35 and day 71 pf, the expression of CYP19B in the brain was not enhanced. 

Only CYP19A in the gonads was slightly increased over the control level. Before, on day 

71 pf, MT treatment mainly affected the CYP19B mRNA expression in the head samples 

which was clearly elevated over the control level. CYP19A transcript abundance in bodies 

of 71-day-old fish, however, was attenuated after MT treatment. 

The most remarkable finding in this study was that the relative expression value of the 

CYP19 mRNA transcript in gonads of adult, exposed zebra.fish segregated into two 

different groups in which the mean expression levels did either correspond to that of 

control male or of control female fish of the same age. Although the gonad histology 

identified only male (at the end of the fadrozole study) or female individuals (at the end of 

the MT study), a sexual dimorphic pattern of the CYP19A mRNA expression in gonads of 

adult zebra.fish was identified. 

The results of chapter 3 demonstrate that the inhibition of the aromatase by fadrozole 

and thus the suppression of estradiol synthesis, or the induction of the aromatase activity 

by the application of the enzyme substrate MT, are able to adversely disturb the sexual 

differentiation of zebra.fish. It can be assumed that the administration of fadrozole or MT, 

and therefore the interference with the P450arom enzyme system, has taken place within a 

critical period of gonad development in which a precise regulation of steroid synthesis is 

absolutely indispensable for a directional differentiation of the genetically determined 

gonad morphology and sex. Due to the pronounced changes in the expression of the 

CYP19B mRNA transcript in head/brain samples in the cause of treatment, especially in 

adult fish, a determining, regulatory function of the cerebral P450arom in sexual 

differentiation may be suspected. 

The findings of this thesis strongly support the assumption of a pivotal role of 

aromatase and its gene expression in sexual gonad development of zebrafish. Moreover, 

this implies a crucial involvement of the aromatase system in environmental hormone­

induced reproductive disruption in fish. To realize the aromatase system as a potential 

target for disruptive effects of hormonal-active chemicals in the aquatic environment 
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increases the awareness of the close interrelation between the aromatase activity and the 

estrogenic pathways concerned, including vitellogenesis. 

In conclusion, it is worth emphasizing, that the investigations and results of this thesis 

go beyond the state-of-the-art in the field of endocrine disruption in that they 

(1) provide a thorough characterization of the response of two central molecular targets for 

environmental estrogens, VTG and CYP19 (P450arom genes), in zebrafish under 

different exposure regimes (short-term developmental exposure versus life cycle 

exposure), 

(2) evaluate the correlation of the molecular responses with activational as well as 

organizational alterations of the phenotypic sexual differentiation and the reproductive 

capability of the zebrafish, 

(3) demonstrate that the consequences of disturbing gonadal sexual differentiation are 

different when the effects were induced by estrogens or by aromatase modulators 

(reversible versus irreversible alterations), 

and finally 

(4) provide clear evidence that the relationship between molecular effects of endocrine­

active substances and organismic changes is not necessarily a linear, straightforward 

relationship but can be rather complex. 

The last statement is clearly corroborated by this thesis in showing, e.g., the 

discrepancy between the VTG response and the gonadal sexual differentiation in E~­

exposed zebrafish, or the differential effects of fadrozole and MT on the cerebral and 

gonadal CYP19 expression. 

It is still not much that is known about the molecular processes of endocrine disruption, 

not only in fish. Therefore the relation of these processes with alterations of the 

reproductive fitness or other physiological functions of organisms that are biologically and 

ecologically significant as well, are difficult to realize and understand. This thesis makes 

an important contribution to a better understanding of reproductive disruption in fish. 
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Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit werden molekulare und organismische Grundlagen von 

endokrinen Storungen in Fischen (Teleostei) untersucht, die durch hormonell wirksame 

Umweltschadstoffe hervorgerufen werden und insbesondere die sexuelle (gonadale) 

Entwicklung beeintrachtigen. Derartige schadstoffbedingte Storungen des endokrinen und 

des reproduktiven Systems von Organismen sind in den letzten Jahren unter dem Begriff 

,Endokrine Disruption' heftig diskutiert worden. Im Mittelpunkt des ersten Teils dieser 

Arbeit stand die Betrachtung eines bereits etablierten Biomarkers, der haufig bei der 

Bewertung von ostrogenartigen, endokrinen Effekten in Fischen angewendet wird, und 

zwar sowohl bei Untersuchungen in vitro als auch in vivo, im Labor so wie im Freiland 

(Kapitel 1 und 2): Das Eidotterprotein Vitellogenin (VTG). 

Der zweite Teil der Arbeit beschiiftigte sich mit der Expression der Gene der Cytochrom 

P450 Aromatase (P450arom), dem in allen Vertebraten gleichermaBen zustiindigen 

Enzymkomplex fur die Synthese von Ostrogenen aus Androgenen (Kapitel 3). 

Das Ziel der Untersuchungen war nicht allein der Nachweis von endokrinen Effekten, 

die zu StOrungen in der Entwicklung und/oder der Reproduktion von Fischen fiihren und 

somit auf eine Belastung mit hormonell wirksamen Substanzen zuriickgefiihrt werden 

konnen. Es ging vielmehr um eine detailliertere Betrachtung der Beziehungen von 

molekularen Storungen (in diesem Fall von VTG und dem P450/CYP19 System) und 

ungiinstigen organismischen Beeintrachtigungen (hier speziell die Beeintriichtigung der 

Gonadendifferenzierung und der Fortpflanzungsfahigkeit). Die Kenntnis dieser 

Beziehungen wird ein mehr funktionales und mechanistisches Verstiindnis von endokrinen 

und reproduktiven Storungen bei Fischen vorantreiben. 

Als Testart wurde der Zebrabiirbling (Danio rerio) gewiihlt, da er als weitverbreiteter und 

empfohlener Testorganismus in Standard-Testprotokollen und Richtlinien fur die 

Bewertung von endokrin-wirksamen Substanzen und deren Effekte im Fisch gilt und als 

solcher insbesondere innerhalb Europas eingesetzt wird. Wie sich anhand der Ergebnisse 

dieser Arbeit herausstellte, ist der Zebrabiirbling eine juveniler Hermaphrodit, der im 

Verlauf seiner gonadalen Differenzierung ein protogynes Stadium durchliiuft. 
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Vitellogenin 

Fiir die Untersuchung der Induktion der Vitellogeninsynthese in sich entwickelnden und in 

adulten Zebrabarblingen wurde zuniichst eine verlassliche und sensitive Testmethode 

entwickelt und validiert (Kapitel 1 ). Unter Anwendung dieser Testmethode konnte 

daraufhin die Vitellogenin-Antwort auf ostrogene Belastung untersucht werden. Die 

Belastung erfolgte zum einen wahrend unterschiedlicher Zeitspannen im Laufe der flii.hen 

Entwicklungphase und zum anderen wiihrend der geschlechtlichen Differenzierung des 

Zebrablirblings. Die Ergebnisse fur VTG wurden mit reproduktiven Effekten wie dem 

Laicherfolg, der Fertilitat (Befruchtungserfolg) und dem gonadalen Geschlechterverhaltnis 

korreliert. Als Modellsubstanzen fUr endokrine Disruptoren eingesetzt wurden das 

synthetische Ostrogen 17a-Ethinyl0stradiol (EE2) - eine Verbindung von sehr hoher, 

ostrogener Potenz - und Bisphenol A (BPA) - eine in grossen Mengen von der 

Kunststoffindustrie produzierte Chemikalie, die als ein schwaches Xenoostrogen wirkt. 

EE2 filhrte als ein starkes Ostrogen, bei einer umweltrelevanten Konzentration von 3.0 

ng/L, bereits im flii.hen Entwicklungsstadium des Zebrablirblings zu ostrogenartigen 

Reaktionen. In 43 % der Fische, die direkt nach der Befruchtung fur 21 Tage an EE2 

exponiert waren, lag der VTG-Spiegel in Gesamtkorperhomogenaten iiber dem 

durchschnittlichen Wert der Kontrolltiere. Dagegen zeigte sich in den flii.hen 

Entwicklungsstadien, die mit dem schwacher wiksamen BP A behandelt wurden, keine 

VTG-Antwort. Die durchschnittlichen VTG-Spiegel in den Homogenaten dieser Fische am 

Tag 21 nach der Fertilisation (post Fertilisation, pt) waren gegeniiber den Kontrollen nicht 

signifikant erhOht und bis zu fiinfzehn Mal niedriger als in den EE2.behandelten Tieren. 

Die relative VTG-Induktionskapazitat (definiert als Verhaltnis von normalisierter VTG­

Konzentration einer Probe zur mittleren VTG-Konzentration der entsprechenden 

Kontrollen) von BP A war durchschnittlich kaum hoher als 1. Die relative Induktion von 

EE2 dagegen lag iiber 25. Diese Befunde belegen, dass das VTG Systems bereits in der 

flii.hen Entwicklungsphase des Zebrabiiblings zumindest auf eine Exposition mit stark 

potenten ostrogen Verbindungen empfindlich reagiert. 

BPA wurde erst nach 75-tagiger ununterbrochener Exposition ab Fertilisation bei der 

VTG-Induktion wirksam. Eine signifikante ErhOhung des VTG in Korperhomogenaten 

bestatigte sich zu diesem Zeitpunkt bereits bei der geringsten Testkonzentration von 94 

µg/L und die relative Induktion des VTG in den BPA-Belastungsgruppen lag zwischen 2.1 

und 5. Nach 75 Tagen pfBelastung mit 3.0 ng/L EE2 wurde dagegen eine relative VTG-
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Induktion von 111 bestimmt was einem mittleren VTG-Plasmatiter von 250 µg/ml 

entsprach. 

Im adulten, reproduktionsflihigem Stadium der Fische ergaben sich als lowest observed 

effect concentrations (LOECs) bei den Miinnchen ein Schwellenwert von 375 µg/L BPA 

und bei den Weibchen von 94 µg/L BPA. Die LOEC von 375 µg BPA/L fiir eine 

signifi.kante Erhi:ihung von VTG in den Miinnchen entsprach der LOEC fiir eine 

signifi.kante Verminderung der Befruchtung bei den im Mittel pro Tag abgelaichten Eiem. 

Chronische Belastung der Zebrabiirblinge, von der Befruchtung bis zum Adultstadium, an 

3.0 ng/L EE2 hatte ein vollstlindiges Ausbleiben der Reproduktion zur Folge. Ein 

Wiedererlangen der Reproduktionsfiihigkeit nach Beendung der Exposition konnte nur in 

eingeschranktem MaBe beobachtet werden. Bei der histologischen Untersuchung dieser 

kontinuierlich mit EE2 belasteten Fische am Tag 118 pf konnte ausschlieBlich ein 

ovarieller Gonadentypus gefunden werden. Nachdem diese zuvor dauerbelasteten Fische 

aus der Belastung zwischen Tag 125 und Tag 176 pf herausgenommen waren, konnten in 

30 % der 176 Tage alten Fische wieder Testes gefunden werden. 

Im Fall von BPA war die Interpretation der gonadenhistologischen Ergebnisse wesentlich 

schwieriger als im Fall von EE2. Nach chronischer EE2-Belastung war das Ergebnis 

eindeutig, denn es wurden nur Ovarien in den Fischen gefunden. In den BPA-belasteten 

Fischen konnte aber zumindest in den drei hi:ichsten Belastungskonzentrationen ein 

deutlich hi:iherer Anteil an histologisch identifizierbaren Ovarien festgestellt werden (siehe 

Maack 2002 fiir weitere Details). 

Das bemerkenswerteste Ergebnis dieser Studie war allerdings, <lass wiihrend der gesamten 

Entwicklung des Zebrabiirblings ein dimorphes V erteilungsmuster bei der VTG­

Induktionsantwort der untersuchten Fische zu beobachten war. Selbst wenn aufgrund der 

histologischen Analyse der Gonaden von einer Fischpopulation auszugehen war, die nur 

aus Miinnchen oder nur aus Weibchen bestehend, so zeigte sich auch bei diesen Fischen 

das dimorphe VTG-Antwortmuster. Bereits in dem friihen Entwicklungsstadium von 21 

Tagen pfkonnte bei den EE2-belasteten Fischen eindeutig eine Gruppe abgegrenzt werden, 

in der die Fische ein signifikant hi:iheres Antwortniveau von VTG zeigten als es in den 

ubrigen Fischen unter EE2-Belastung der Fall war. In Fischen, alter als 21 Tage pf, 

bestatigte sich diese dimorphe Verteilung der VTG-Konzentrations-Messwerte auch bei 

den Kontrollfischen. In den adulten, reproduktionsfahigen Fischen zeigten die 

individuellen VTG-Plasmatiter geschlechtsspezifische Niveaus, woran eindeutig zwischen 

173 



VI. ZUSAMMENFASSUNG 

einem Mannchen oder einem W eibchen unterschieden werden konnte. Dies galt zumindest 

uneingeschrankt filr die Kontrollen. In den EE2-belasteten oder BPA-belasteten Fischen 

stellte sich heraus, <lass die individuelle VTG Antwort meist nicht mit dem gonadalen 

Geschlecht oder dem morphologischen Geschlecht iibereinstimmte. Aufgrund dieses 

Befundes wurde die These aufgestellt, <lass ostrogene Exposition wahrend der 

geschlechtlichen Entwicklungsphase des Zebrabarblings zwar zu einer Modulation oder 

Veranderung des Differenzierungsprozesses fuhren kann. Allerdings kann die ostrogene 

Belastung nicht die Geschlechtsdetermination und die daran beteiligten, genetisch 

regulierten Reaktionswege verandern und damit direkt oder indirekt die VTG-Synthese 

beeinflussen. Die Exposition an ein starkes 6strogen wie E~ vermochte die 

geschlechtliche gonadale Differenzierung zu verandem und bewirkte eine vollstiindige 

gonadale Verweiblichung, Die Ergebnisse der VTG-Analyse zeigten nichtsdestotrotz 

eindeutig, dass diese Veranderung des gonadalen Geschlechts nicht zwangslaufig von einer 

dem gonadalem Geschlecht entsprechenden Veriinderung der VTG-Synthese begleitet sein 

muss. Dieser Befund untermauert stark die Hypothese einer genetisch 

geschlechtgekoppelten VTG-Antwort im Zebrabarbling, wobei diese Annahrne weitere, 

mechanistische Untersuchungen verlangt. Eine enge Verkniipfung zwischen der 

Ausbildung der geschlechtsdimorphen VTG-Synthese und der protogynen 

Geschlechtsdifferenzierung des Zebrabarbling ist jedoch sehr wahrscheinlich. 

Nicht nur die Effekte chronischer 6strogenbelastung wurden in dieser Studie untersucht, 

sondern insbesondere auch die Effekte zeitlich begrenzter Exposition in Hinblick auf die 

Frage nach der Reversibilitat der VTG-Antwort. Das wichtigste Ergebnis in Bezug auf 

diese Frage war, dass eine kurzzeitige Exposition filr 14, 21 oder 42 Tage pf an 3.0 ng 

EE2/L keine Auswirkungen auf VTG in den adulten miinnlichen Fischen zeigte. Lediglich 

bei den W eibchen war VTG noch signifikant iiber das Kontrollniveau erh6ht, auch 

nachdem die Fische bereits zehn bis filnfzehn W ochen aus der Belastung heraus waren. 

Nach weiteren acht Wochen ohne Belastung war VTG nur noch in den Weibchen erh6ht, 

die filr 42 Tage pf exponiert waren. Aus diesen Befunden leitet sich die Vermutung ab, 

<lass als Voraussetzung filr eine langere Fortdauer der Effekte auf VTG die Dauer der 

Belastung wahrend der Entwicklung entscheidend sein konnte. 

Abschliessend kann gesagt werden, <lass die Ergebnisse dieser Studie recht eindeutige 

Beweise dafilr liefern, <lass VTG tatsachlich ein verlasslicher Indikator filr eine aktuelle 
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ostrogene Belastung ist Allerdings kann VTG keine vorhersagende Funktion - zumindest 

nicht beim Zebrabiirbling - filr expositionsbedingte, reproduktive und organisatorische 

Effekte zugeschrieben werden. In der aktuellen Belastungssituation erwies sich die VTG­

Induktion als nicht mehr oder weniger sensitiv als organisatorische, organismische Effekte 

wie die Fertilitiit oder die Fruchtbarkeit. In Mannchen, in welchen die VTG-Induktion in 

direkter Verbindung mit einer ostrogenen Belastung steht, stimmten die effektiven 

Konzentrationen filr die lnduktion von VTG und filr reproduktive StOrungen gut uberein. 

Dies war sogar weitestgehend unabhangig von der ostrogenen Starke der exponierten 

Substanz. Die schnelle Reversibiltii.t der VTG-Antwort nach Abschluss der Exposition 

bedingt eine wesentlich hOher Wahrscheinlichkeit filr eine falsche Interpretation von 

Effekten endokrin wirksamer Substanzen. Dies widerspricht jeglichem Anspruch auf eine 

vorhersagende Qualitiit des VTG, zumindest filr den Zebrabiirbling. 

Aromatase 

Im 3. Kapitel dieser Arbeit stand die Untersuchung der unterschiedlichen Expression der 

Ovarien-abgeleiteten und der Gehim-abgeleiteten P450arom-Gentranskripte, CYP19A und 

CYP19B, mittels semi-quantitativer RT-PCR im Mittelpunkt der Betrachtungen. Das Ziel 

der Untersuchungen war, zu einem besserem Verstandnis der Bedeutung der Ostradiol­

Synthese bei der geschlechtlichen (Gonaden-) Differenzierung beim Zebrabiirbling zu 

gelangen. Um mogliche Folgen einer StOrung des Aromatasesystems auf die 

Geschlechtsdifferenzierung untersuchen zu konnen, wurden wiihrend der gonadalen 

Differenzierungsphase der Fische der nicht-steroidale Aromatase-Inhibitor Fadrozole und 

das aromatisierbare Androgen 17cx-Methyltestosteron (MT) zur Behandlung eingesetzt. 

Veranderungen bei der CYP19A- und CYP19B-mRNA-Expression wurden zum einen am 

Ende der Belastung am Tag 71 pf und zum anderen im adulten Fortpflanzungsstadium der 

Fische analysiert und mit der CYP19-mRNA-Expression nicht-behandelter Fische 

verglichen. Die Effekte der beiden Substanzen, Fadrozole und MT, auf die 

Gonadendifferenzierung wurden mittels Gonadenhistologie untersucht. 

In geschlechtlich noch undifferenzierten, unbelasteten Zebrabiirblingen, im Alter von 

35/36 Tagen pf konnten beide CYP19-mRNA-Transkripte, das zerebrale als auch das 

gonadale, im Kopf sowie im Korper der Fische nachgewiesen werden. Die 

Haufigkeitsverteilung beider Transkripte, CYP19A und CYP19B, im Kopfund im Korper 

offenbarte jeweils ein dimorphes Expressionsmuster. CYP19A war starker in den 

Korperproben, CYB19B dagegen starker in den Kopfproben exprimiert, eindeutig 
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erkennbar zumindest in einer der beiden Studien. Die hOchste Expressiomate uberhaupt 

wurde fur CYB19B in den Kopfen registriert. Am Tag 71 pf, entsprechend dem Ende der 

Belastungzeit, zeigte sich ein sehr iihnliches mRNA-Expressionsmuster von CYP19A und 

CYP19B wie am Tag 35 pf. Beide Transkripte lieBen allerdings auf eine hOhere 

Genaktivitiit in den Kopfen beziehungsweise Rtimpfen der Fischen schlieBen. 

Die Applikation von 500 µg Fadrozole pro Gramm Futter zwischen Tag 35 und Tag 71 pf, 

hatte eine starke Reduktion der CYP19A-mRNA-Expression im Korper der 71 Tage alten 

Fische zur Folge. Die CYP19B-mRNA-Expression in den Kopfen war im Vergleich zu den 

Kontrollen zwar ebenfalls abgeschwiicht, allerdings weniger stark als CYP19A im Korper. 

Die histologische Analyse ergab, dass in diesen 71 Tage alten Fischen ausschlieBlich 

Testes entwickelt waren. Auch nachdem die Behandlung mit Fadrozole am Tag 71 pf 

abgesetzt worden war, waren alle zuvor Fadrozole-belasteten Fische im Adultstadium (Tag 

161 pt) von miinnlichem Phiinotyp. Diese Fische zeigten weder ein Balzverhalten noch 

Laichaktivitiit. Die Expression der CYP19A- und CYP19B-mRNA-Transkripte im Gehirn 

und in den Gonaden dieser Fadrozole-behandelten Fische war insbesondere charakterisiert 

<lurch eine verstiirkte CYP19B-Expression im Gehirn. 

Die Behandlung der Zebrabiirblinge ab Tag 35 pfmit 10 µg/L MT fiihrte zu einer massiven 

ErhOhung der CYP19B-mRNA-Expression in Kopfen 71 Tage alter Individuen. Die 

CYP19A mRNA-Expression in den Korperproben war dagegen niedriger als in den 

entsprechenden Kontrollproben. Die Gonadendifferenzierung dieser MT-belasteten Fische 

erwies sich als veriindert, und am Tag 71 pf konnten lediglich weibliche Gonaden 

identifiziert werden. Ein dauerhaft ,verweiblichender' Effekt <lurch die MT-Behandlung ist 

zu vermuten, denn bei der Fortsetzung der MT-Behandlung bis zum fortpflanzungfahigem 

Stadium der Fische am Ende des Experiments konnten keine reproduzierenden Mannchen 

unter den Fischen identifiziert werden. Die CYP19B-mRNA-Expression in diesen 

kontinuierlich bis zum Adultstadium (Tag 161 pt) MT behandelten Fischen war in den 

Gehirnen deutlich iiber das Kontrollniveau erhOht. Bei den adulten Fischen, die lediglich 

zwischen Tag 35 und Tag 71 pf mit MT belastet waren, war im Vergleich dazu die 

CYP19B-mRNA-Expression in den Gehirnen nicht verstiirkt. Nur die CYP19A-mRNA­

Expression in den Gonaden zeigte eine leichte Erhohung gegeniiber den Kontrollen an. In 

den jiingeren Fischen (Tag 71 pt), zeigte sich ein Effekt der MT-Behandlung bei der 

CYP19B-mRNA-Expression in den Kopfen, wobei die CYP19B-Transkripthiiufigkeit 

deutlich iiber das Kontrollniveau hinaus erhoht war. Die CYP19A-Transkripthiiufigkeit in 
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den Rumpfproben dieser 71 Tage alten Fische hingegen war nach der MT Behandlung 

abgeschwacht. 

Der bemerkenswerteste Befund der Studie war, dass sich die relative Expressionstarke des 

CYPI9A-mRNA-Transkripts in Gonaden adulter, belasteter Zebrabarblinge in zwei klar 

unterscheidbare Gruppen unterteilt. Dabei entsprach die mittlere Expressionsrate entweder 

der eines Kontroll-Mannchens oder der eines Kontroll-Weibchens des gleichen Alters. 

Obwohl die Gonadenhistologie ausschlieBlich Mannchen (am Ende der Fadrozole-Studie) 

oder ausschlieBlich Weibchen (am Ende der MT-Studie) identifizierte, war ein 

geschlechtsdimorphes Expressionmuster von CYP19A in den Gonaden weiterhin 

erkennbar. 

Die Ergebnisse des 3. Kapitels zeigen, dass die sich Inhibition der Aromatase durch 

Fadrozole und darnit die Unterdriickung der Ostradiolsynthese, oder die lnduktion der 

Aromataseaktivitat durch die Applikation des Enzymsubstrats MT, nachteilig und storend 

auf die Geschlechtsdifferenzierung des Zebrabarblings auswirken konnen. Die Storung des 

P450arom-Enzymsystems erfolgte vermutlich zu einem kritischen Zeitpunk:t der gonadalen 

Entwicklung, nlimlich genau dann, wenn eine prazise Regulation der Steroidsynthese 

absolut unerlasslich ist, um eine gerichtet Differenzierung der Gonaden und des 

Geschlechts entsprechend der genetischen Voraussetzungen gewahrleisten zu konnen. Die 

betont starken Veranderungen der CYPI9B mRNA-Expression im Kopf/Gehim der Fische 

infolge der Behandlung, insbesondere bei den Adulttieren, lasst auf eine bestimmende, 

regulatorische Funktion der zerebralen P450arom bei der Geschlechtsdifferenzierung 

schlieBen. 

Die Befunde dieser Arbeit untermauem stark die These einer bestimmenden Rolle der 

Aromatase und ihrer Genexpression bei der geschlechtlichen gonadalen Entwicklung des 

Zebrabarblings. Dariiberhinaus implizieren sie eine entscheidende Beteiligung des 

Aromatasesystems bei den durch Umwelthormone verursachten reproduktiven Storungen 

(Disruption) in Fischen. Das Erkennen des Aromatasesystems als ein mogliches 

Angriffsziel filr hormonartige Chemikalien in der aquatischen Umwelt und filr ihre 

storenden Wirkung verbessert das Verstandnis der engen Zusammenhange zwischen der 

Aromataseaktivitat und alien damit verknupften, ostrogenen Stoffwechselwegen, 

einschlieBlich der Vitellogenese. 
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AbschlieBend ist noch einmal herauszustellen, dass die Untersuchungen und Ergebnisse 

dieser Arbeit iiber den ak.tuellen Stand der derzeitigen Forschung im Bereich der 

Endokrinen Disruption hinausgehen, und zwar weil die Ergebnisse 

(I) eine ausfuhrliche Charakterisierung des Antwortverhaltens zweier zentraler, 

molekularer Angriffsziele fur Umweltostrogene, VTG und CYPl9 (P450arom), im 

Zebrabiirbling liefern, und dies unter unterschiedlichen Belastungsregimes (kurzzeitige 

Belastung wiihrend der Entwicklung und Life-Cycle- Belastung), 

(2) die molekularen Antworten sowohl rnit funktionalen, und meist temporiiren, Storungen 

als auch mit organisatorischen Veriinderungen bei der phiinotypischen 

Geschlechtsdifferenzierung und der Reproduktionsfahigk:eit des Zebrabiirbling 

korrelieren und bewerten, 

(3) Unterschiede bei der Qualitiit der Effekte, die durch eine StOrung der gonadalen 

Geschlechtsdifferenzierung hervorgerufen wurden, aufZeigen, wenn diese entweder 

durch Ostrogene oder durch Aromatase-Modulatoren hervorgerufen werden (reversible 

gegeniiber irreversible Folgen), 

und schlieBlich 

(4) klare Belege dafur Iiefern, dass der Zusammenhang zwischen den molekularen 

Effekten von endokrin-wirksamen Substanzen und organisrnischen Veriinderungen 

nicht notwendigerweise ein geradliniger und einfacher monokausaler Zusammenhang 

seon muss, sondern iiuBerst komplex sein kann. 

Dieses letzte Argument wird beispielsweise durch die Darstellung der Diskrepanz 

zwischen der VTG-Antwort und der gonadalen Geschlechtsdifferenzierung in EE2 

belasteten Fischen oder anhand der Verschiedenartigk:eit der Effekte von Fadrozole und 

MT auf die zerebrale und gonadale CYPl 9 Expression eindrucksvoll mit dieser Arbeit 

untermauert. 

Es ist immer noch sehr wenig, was iiber die molekularen Prozesse endokriner Storungen, 

nicht nur bei Fischen, bekannt ist. Daher kann auch die Verkniipfung dieser Prozesse mit 

Veriinderungen der Reproduktionsfahigk:eit oder rnit anderen physiologischen Funktionen 

von Organismen, die von essentieller biologischer und auch okologischer Bedeutung sind, 

nur schwer verstanden werden. Diese Arbeit leistet einen wichtigen Beitrag fur ein 

besseres V erstiindnis von reproduktiven StOrungen in Fischen. 
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APPENDIX 

Appendix 

Fig. 10. Length and weight data of zebrafish at different ages, exposed to fadrozole or 
17a-methyltestosterone (MT)=> Data belong to chapter 3. 
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Fig 10. Fadrozole and MT experiment: 
Body length (mm) and weight (mg) of zebrafish exposed to fadrozole or MT after 36, 71 
and 161 dpf. Significant differences (pooled data from replicate controls and each 
treatment) from the controls at the same sampling time were indicated c···' t-test, p s; 
0.001). Values are means± SO. 
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