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ABSTRACT

ABSTRACT

Among the chemicals in constant use worldwide, there are not only compounds with acute
toxicity, but also compounds with effects on the endocrine system. In particular, the disruption
of sex differentiation and reproduction, triggered by natural or synthetic chemicals with
endocrine potential, so-called endocrine disruptors (ED), play a major role. These chemicals
can enter the environment through different pathways. Since the mid-20th century, more and
more cases have been reported in which anthropogenic chemicals have affected plant and

animal life. There are numerous findings on endocrine disruption in humans and animals.

In the context of hazard and risk assessment, a large number of harmonized test guidelines are
already available for the identification and evaluation of (potential) ED. So far, for the
registration of chemicals in vivo studies are indispensable to detect the totality of potential
interactions of ED with the endocrine system. Investigating the endocrine potentials in higher
vertebrates, especially rodent- and bird-based test systems play an important role. However,
these test systems are time-, cost- and personnel-intensive. In addition, a high number of
laboratory animals are required for these tests which involve a variety of issues such as ethical
concern. A very interesting and promising approach to reduce animal testing is the development
of a standardized procedure for testing potential ED in avian embryos. Bird based in ovo models
represent a compromise between in vitro and in vivo assays. In addition, the most sensitive

developmental stage for ED in the life of an organism, is considered - the developing embryo.

The objective of the present work was the development and suitability testing of a bioassay for
the detection of ED based on the embryo of domestic chicken (Gallus gallus domesticus). The
resulting bioassay is intended to be used as an alternative method to previously established
rodent- and bird-based test systems for investigating the effects of hormonally active substances

on sex differentiation in higher vertebrates.

The studies performed in the present work included both the characterization of the normal
development of the chicken embryo, unaffected by ED, and the morphological-histological
alterations of the gonads of substance-exposed embryos. For the investigation of substance-
related effects, which are the main focus of the present work, embryos were exposed to different
(anti)estrogenic and (anti)androgenic substances. Exposure to the xeno-estrogens bisphenol A
(BPA) and 17a-ethinylestradiol (EEz) resulted in the development of ovotestes in males,
whereas females formed an ovary with a significantly narrower cortex. Exposure to the

antiestrogens fulvestrant and tamoxifen resulted in no effects on the gonads of male embryos,
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ABSTRACT

whereas EEz-induced feminization of male gonads could be effectively antagonized by both
substances. Tamoxifen-treated females formed significantly narrower left gonads with a
malformed cortex. Exposure to androgenic tributyltin (TBT) and 17a-methyltestosterone (MT)
resulted in no effects on male embryos, while female embryos showed anatomically virilized
gonads and a reduction of the left gonadal cortex. Exposure to antiandrogenic cyproterone
acetate (CPA), flutamide and p,p -dichlorodiphenyldichloroethylene (p,p ~-DDE) had no effect

on gonadal sex differentiation of male and female chicken embryos.

These results show that the embryo of G. gallus domesticus is sufficiently sensitive to a range
of endocrine disrupting and reproductive toxic chemicals. Anatomical and histological changes
in the gonads may therefore be useful as biomarkers of ED effects in birds. However, the
endpoints studied relate to apical effects and do not provide mechanistic information on the
compounds studied. The chicken embryo-based bioassay is a useful addition to the existing
OECD test battery. It is particularly characterized by its cost-effectiveness and the simple test
implementation. Compared to established rodent- or bird-based test systems, the comparatively
short test duration of 19 days allows rapid substance screening. In the context of
(eco)toxicological hazard and risk assessment of chemicals, the proposed chicken embryo-

based test system could help to consume fewer test animals in the future.

VII



ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Unter den weltweit in standigem Gebrauch befindlichen Chemikalien befinden sich nicht nur
Verbindungen mit akuter toxischer Wirkung, sondern auch solche mit Wirkung auf das
endokrine System. Eine groBe Rolle spielt hier vor allem die Stérung der
Geschlechtsdifferenzierung und der Reproduktion, ausgeldst durch natiirliche oder synthetische
Chemikalien mit endokrinem Potential, sogenannte endokrine Disruptoren (ED). Diese
Chemikalien konnen iiber unterschiedliche Eintragspfade in die Umwelt gelangen. Seit Mitte
des 20. Jahrhunderts werden mehr und mehr Félle bekannt, in denen anthropogene Chemikalien
die Pflanzen- und Tierwelt belasten, darunter zahlreiche Befunde zu Storungen des

Hormonsystems von Mensch und Tier.

Im Rahmen der Gefahren- und Risikobewertung steht bereits eine Vielzahl harmonisierter
Priifrichtlinien fiir die Identifizierung und Evaluierung der Effekte von (potentiellen) ED zur
Verfiigung. Um die Gesamtheit aller potentiellen Interaktionen von ED mit dem Hormonsystem
detektieren zu konnen, ist die In-vivo-Untersuchung an Vertebraten in der
Chemikalienregistrierung bisher unabdingbar. Bei der Untersuchung endokriner Potentiale in
hoheren Vertebraten spielen vor allem nager- und vogelbasierte Testsysteme eine wichtige
Rolle. Diese bergen jedoch einen hohen zeitlichen, personellen und finanziellen Aufwand und
erfordern eine massive Zahl an Versuchstieren, die fiir diese Tests benotigt werden. Dariiber
hinaus beinhalten Tierversuche eine Vielzahl von Problemen einschlieBlich ethischer
Bedenken, die sich als Konsequenz der Tierhaltung unter Versuchsbedingungen ergeben. Ein
sehr interessanter und vielversprechender Ansatz zur Reduktion von Tierversuchen ist die
Entwicklung eines standardisierten Verfahrens fiir die Untersuchung potentieller ED in
Vogelembryonen. Auf Vogelembryonen basierende In-ovo-Modelle stellen einen Mittelweg
zwischen In-vitro- und In-vivo-Testsystemen dar. Mit dem Vogeleitest wird der sich
entwickelnde Embryo, das fiir ED sensitivste Entwicklungsstadium im Leben -eines

Organismus, beriicksichtigt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung und Eignungsuntersuchung eines auf
dem Embryo des Haushuhns (Gallus gallus domesticus) basierenden Testsystems fiir den
Nachweis von ED. Das resultierende Testsystem soll als Alternativmethode zu bisher
etablierten nager- und vogelbasierten Testsystemen fiir die Untersuchung der Effekte hormonell
aktiver Substanzen auf die Geschlechtsdifferenzierung in hoheren Wirbeltieren eingesetzt

werden.
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Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefiihrten Arbeiten umfassten sowohl die
Charakterisierung der Normalentwicklung des Hiihnerembryos, unbeeinflusst durch ED, als
auch die morphologisch-histologischen Veridnderungen der Gonaden von substanzexponierten
Embryonen. Fiir die Untersuchung substanzbedingter Effekte, welche den Schwerpunkt der
vorliegenden Arbeit darstellen, wurden die Embryonen gegeniiber verschiedenen
(anti)estrogenen und (anti)androgenen Substanzen exponiert. Unter Einfluss der Estrogene
Bisphenol A (BPA) und 17a-Ethinylestradiol (EE2) entwickelten sich die Keimdriisen der
Mainnchen zu Ovotestes, wihrend Weibchen ein Ovar mit deutlich schmalerem Cortex
ausbildeten. Unter Einfluss der Antiestrogene Fulvestrant und Tamoxifen blieben Effekte auf
die Gonaden minnlicher Embryonen aus, eine durch das potente Estrogen EE> hervorgerufene
Feminisierung ménnlicher Gonaden konnte durch beide Substanzen jedoch effektiv
antagonisiert werden. Weibchen bilden unter Einfluss von Tamoxifen deutlich schmalere linke
Gonaden mit einem missgebildeten Cortex aus. Unter Einfluss der Androgene Tributylzinn
(TBT) und 17a-Methyltestosteron (MT) blieben die Effekte auf méannliche Embryonen aus,
wihrend die Weibchen anatomisch virilisierte Gonaden und eine Reduktion des linken
gonadalen Cortex aufwiesen. Allein die untersuchten antiandrogenen Versuchssubstanzen
Cyproteronacetat (CPA), Flutamid und p,p -Dichlorodiphenyldichloroethen (p,p ~DDE) hatten
keinen Effekt auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung ménnlicher und weiblicher

Hiihnerembryonen.

Es konnte gezeigt werden, dass der Embryo von G. gallus domesticus einen sensitiven
Organismus innerhalb des Tierreichs darstellt und hinreichend sensitiv auf eine Reihe von
endokrin wirksamen und reproduktionstoxischen Chemikalien reagiert. Anatomische und
histologische Anderungen der Gonaden konnen daher als Biomarker fiir die Wirkung von ED
bei Vogeln niitzlich sein. Die untersuchten Endpunkte beziehen sich jedoch auf apikale Effekte
und liefern keine mechanistischen Informationen zu den untersuchten Substanzen. Der
Hiihnereitest ist eine sinnvolle Ergidnzung zur bestehenden OECD-Testbatterie und zeichnet
sich besonders durch seine kostengiinstige und einfache Handhabung im Labor sowie einfach
durchzufithrende Tests aus. Durch die vergleichsweise kurze Versuchsdauer von nur 19 Tagen
ist ein schnelles Substanzscreening moglich, welches zeitlich deutliche Vorteile gegeniiber den
etablierten nager- und vogelbasierten Testsystemen hat. Als Alternative zu bisherigen Assays
konnte der vorgeschlagene Hiihnereitest dazu beitragen, im Rahmen der (6ko)toxikologischen
Gefidhrdungs- und Risikobewertung von Chemikalien kiinftig weniger Versuchstiere zu

verwenden.
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1 EINLEITUNG

1.1 Endokrin wirksame Chemikalien

Derzeit sind laut Chemical Abstracts Service (CAS, 2023) weltweit rund 204 Millionen
organische ~ und  anorganische  Substanzen  gelistet, im  Einstufungs- und
Kennzeichnungsverzeichnis der Europdischen Chemikalienagentur (ECHA) sind rund 219.000
Stoffe verzeichnet (ECHA, 2023a). Wie viele dieser Substanzen regelméfig in der
Europiischen Union verwendet werden, ist nicht bekannt. Diese Chemikalien kénnen iiber
unterschiedliche Eintragspfade in die Umwelt gelangen, beispielsweise iiber Abwisser,
atmosphérische Deposition von Schwebstoffen oder durch Abschwemmung von Bdden und
Oberflichen. Unter diesen Substanzen befinden sich neben Verbindungen mit einer
unspezifischen akuten und chronischen toxischen Wirkung auch solche mit spezifischer
Wirkung auf das endokrine System. So sind in den letzten Jahrzehnten Reproduktionsstérungen
bei Tier und Mensch ebenso in den Fokus von Wissenschaft und Gesellschaft geriickt wie die
chemischen Substanzen, die im Verdacht stehen, entsprechende Effekte auszulésen. Eine grofle
Rolle spielt hier vor allem die Stérung der Geschlechtsdifferenzierung und der Reproduktion,
ausgelost durch natiirliche oder synthetische Chemikalien mit endokrinem Potential. Diese
Substanzen oder Substanzmischungen werden auch Endokrine Disruptoren (ED) genannt. Nach
der in der Europdischen Union (European Commission, 2016) und durch Solecki et al. (2017)
anerkannten Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO), ist ein ED eine exogene
Substanz oder eine Mischung von Stoffen, die die Funktion(en) des endokrinen Systems
verdndert und folglich gesundheitsschiddliche Wirkungen in einem intakten Organismus, seiner
Nachkommenschaft oder einer (Sub-)Population hervorruft (WHO/IPCS, 2002). Daneben
existieren weitere anerkannte Definitionen. Nach der Definition der Weybridge Conference
(1996) ist ein ED ein exogener Stoff, welcher als Folge von Verédnderungen der endokrinen
Funktion gesundheitsschddliche Wirkung in einem intakten Organismus oder seiner
Nachkommenschaft verursacht. Nach der Definition der U.S. Environmental Protection Agency
wird ein ED als exogener Wirkstoff charakterisiert, welcher Produktion, Sekretion, Transport,
Metabolisierung, Bindung oder Elimination natiirlicher Hormone im Korper beeintréchtigt, die
fiir die Aufrechterhaltung der Homdoostase und die Regulierung von Entwicklungsprozessen

verantwortlich sind (Kaviock et al., 1996).
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Gegenwirtig sind rund 1.400 Substanzen identifiziert, die laut wissenschaftlicher Forschung
Hinweise auf endokrine Storungen liefern (TEDX, 2018). Eine GroBzahl der in die Umwelt
eingebrachten ED ist anthropogenen Ursprungs, und ihre Quellen sowie Eintragspfade sind sehr
unterschiedlich. Wihrend einige ED beispielsweise aus Korperpflegemitteln stammen und iiber
das Abwasser in die Umwelt gelangen, stellen auch Pharmazeutika eine nicht zu
vernachldssigende Quelle dar, da diese von Mensch und Tier nur zum Teil verstoffwechselt
werden und iiber deren Ausscheidungen ins Abwasser gelangen. Auch Umweltchemikalien wie
Flammschutzmittel und Weichmacher oder aber landwirtschaftlich genutzte Verbindungen wie
Pflanzenschutzmittel enden schlieBlich in der Umwelt. Die Hauptsenke der ED sind
Oberflachengewisser, von dort aus ist nicht nur ein Transport iiber weite Strecken moglich,
sondern auch eine Ablagerung im Sediment oder ein Versickern in das Grundwasser. Das
Schicksal und der Verbleib eines ED ist dabei von seinen Stoffeigenschaften abhéngig. ED sind
hiufig so konstruiert, dass sie eine lange Halbwertszeit aufweisen, was fiir ihre industrielle oder
pharmazeutische Anwendung von entscheidendem Vorteil ist. So sind beispielsweise viele
Arzneimittel biologisch schwer abbaubar, da diese hochwirksamen Substanzen intakt an ihrem
Zielort im Korper ankommen und dort ithre Wirkung entfalten sollen. Gelangen solche
persistenten Verbindungen jedoch in die Umwelt, konnen sie dort lebende Organismen
nachhaltig schidigen. Eine Aufnahme in den Organismus kann iiber Atmung, Nahrung oder die
Korperoberfliche erfolgen (Matthiessen, 2013). Da persistente ED in der Regel einen hohen n-
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient (Kow-Wert) haben und damit hydrophobe und lipophile
Eigenschaften aufweisen, lagern sie sich bevorzugt in Fettgewebe ein und reichern sich mit
zeitlichem Versatz entlang der Nahrungskette an. Nach Aufnahme in den Organismus sind ED
in der Lage, auf potentiell jedes hormongesteuerte System Einfluss zu nehmen. Thre Wirkung
konnen sie durch verschiedene Mechanismen entfalten. So 16st die direkte Beeinflussung
mittels Nachahmung der biologischen Aktivitit eines natiirlichen Hormons durch die Bindung
an Hormonrezeptoren eine Antwort aus (agonistischer Effekt). Die Bindung an einen
Hormonrezeptor ohne dessen Aktivierung verhindert dagegen die Bindung des natiirlichen
Hormons an den entsprechenden Rezeptor und damit einen normalen Signalweg
(antagonistischer Effekt). Auch ein indirekter Einfluss durch Beeinflussung von
Hormontransportproteinen oder metabolischer Prozesse, welche die Bioverfiigbarkeit,

Synthese, Degradation und Sekretion von natiirlichen Hormonen beeinflussen, ist moglich.
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1.2 Endokrine Disruption bei Mensch und Tier

Seit Mitte des 20. Jahrhunderts werden mehr und mehr Fille bekannt, in denen
unterschiedlichste anthropogene Chemikalien die Pflanzen- und Tierwelt belasten und letztlich
auch vor dem Menschen nicht halt machen. Die Befunde zu Storungen des menschlichen
Hormonsystems sind zahlreich. So wird bereits seit den 1940er Jahren eine Verminderung der
Spermienquantitit und -qualitit nordamerikanischer und europdischer Minner verzeichnet
(Carlsen et al., 1992; Gore et al., 2015; Swan et al., 2000), als deren Ursache unter anderem
ED diskutiert werden. AuBBerdem wird angenommen, dass ED einen Beitrag zum Anstieg der
Erkrankungsraten hormonabhédngiger Krebsarten, wie Brust-, Hoden-, Prostata- oder
Schilddriisenkrebs leisten (Gore et al., 2015). Ein besonders drastisches Beispiel fiir die
Auswirkungen hormonell wirksamer chemischer Substanzen auf die menschliche Gesundheit
lasst sich anhand der estrogenen Substanz Diethylstilbestrol (DES) zeigen, welche schwangeren
Frauen bis in die 1970er Jahre als Medikament gegen Fehlgeburten verschrieben wurde.
Wihrend die behandelten Miitter keine langfristigen Nebenwirkungen erfuhren, gab es jedoch
signifikante Auswirkungen auf deren Nachkommenschaft. Erst nachdem sich die Fille eines
sonst fiir junge Frauen zwischen dem 15. und 22. Lebensjahr uniiblichen Vaginalkarzinoms
hiuften, kam man dem Grund dafiir auf die Spur, nimlich der Behandlung deren Miitter mit

dem hormonell wirksamen Medikament (Herbst et al., 1971).

Bereits Mitte des 20. Jahrhunderts wurden erste Reproduktionsstdrungen bei Wildtieren
bekannt, die durch in die Umwelt gelangte anthropogene Verbindungen hervorgerufen wurden.
Anfang der 1960er erregte die Biologin Rachel Carson mit ithrem Buch ,,Stummer Friihling*
(Originaltitel: ,,Silent Spring*) grole Aufmerksambkeit, als sie tiber das Singvogelsterben als
Folge des ungebremsten Pestizidgebrauchs schrieb. Neben der sachlichen Beschreibung der
Wirkweise verschiedener Pestizide und deren negative Auswirkung auf diverse Vogelarten
fiihrte sie den Gedanken eines Umweltproblems durch anthropogene Stoffe weiter und malte
eine dunkle Zukunft fiir Mensch und Natur (Carson, 1962). Daneben wurden durch das
Insektizid Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) und seine Abbauprodukte hervorgerufene
Entwicklungsstorungen und Eischalenverdiinnung bei See- und Greifvogeln bekannt (Fry,
1995; Ratcliffe, 1970). Das Insektizid war iiber Oberflichenabfluss von den behandelten
Feldern in den Wasserkorper gelangt und hatte sich iiber Jahre hinweg entlang der
Nahrungskette angereichert, an deren Ende die carnivoren Vogel standen. In Folge dessen kam
es zu einem Einbruch der Populationen, deren Bestinde sich erst nach Einschrinkung der

Anwendung des Insektizids Anfang der 1970er wieder erholten.
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Ereignisse wie diese sensibilisierten die breite Offentlichkeit fiir anthropogene Substanzen und
deren schiadliche Wirkung auf die belebte Umwelt. Aus diesem neuen Bewusstsein entstand
schlieBlich die weltweite Umweltbewegung, die bis heute anhilt. Auch die Okotoxikologie, die
sich als interdisziplinire Wissenschaft aus Okologie, Toxikologie und Umweltchemie
zusammensetzt und sich mit der Auswirkung von Chemikalien auf Okosysteme beschiftigt
(Fent, 2013), entwickelte sich zu dieser Zeit. Der Schwerpunkt der ©Skotoxikologischen
Forschung liegt auf Untersuchung, Vorhersage und Verbleib von Schadstoffen in der Umwelt
sowie ihrer Bioverfiigbarkeit, Aufnahme in den Organismus, Toxikokinetik und moglicher
Auswirkungen. Die 0Okotoxikologische Risikobewertung ist ein wichtiger Bestandteil der
geltenden Rechtsvorschriften fiir die Herstellung und Verwendung von Chemikalien. Neben
der Untersuchung der Wirkung auf individuelle Organismen befasst sich die Okotoxikologie

auch mit den Auswirkungen auf Ebene ganzer Populationen (Farhat et al., 2020).

1.3 OECD-Priifrichtlinienprogramm

Mit derzeit 38 Mitgliedsstatten weltweit ist es Ziel der Organisation fiir wirtschaftliche
Zusammenarbeit und Entwicklung (engl.: Organisation for Economic Co-operation and
Development; OECD), das Leben der Menschen in wirtschaftlicher sowie sozialer Hinsicht zu
verbessern. Eine ihrer Aufgaben ist die Schaffung internationaler Standards fiir die Sicherheit
von Chemikalien, inklusive Pestiziden und Industriechemikalien fiir Mensch und Umwelt. Zu
diesem Zweck stellt die OECD eine Sammlung von beinahe 200 international anerkannten und
standardisierten Richtlinien fiir die Testung von Chemikalien bereit, die in fiinf Teilbereiche
untergliedert ist: 1) physikalisch chemische Eigenschaften, 2) Effekte auf biotische Systeme, 3)
Degradation und Bioakkumulation, 4) Auswirkungen auf die Gesundheit und 5) weitere Test-
Richtlinien (OECD, 2023b). Diese Richtlinien repridsentieren Standardmethoden, die von
Regierung, Industrie, Hochschulen und unabhingigen Laboratorien fiir die Priifung und
Bewertung von Substanzen verwendet werden konnen. Die grundlegende Idee hinter diesem
Konzept ist nicht nur die bessere Vergleichbarkeit der durch die Befolgung des Protokolls einer
Testrichtlinie sowie durch Einhaltung der Guten Laborpraxis erhaltenen Chemikaliendaten,
sondern auch die gegenseitige Akzeptanz dieser Daten durch die Mitgliedsstaaten. Obwohl
viele landwirtschaftlich genutzte Chemikalien wie Pestizide und einige Industriechemikalien
bereits umfassende toxikologische Untersuchungen durchlaufen haben, sind diese Priifungen
groftenteils unzureichend fiir die Beurteilung einer moglichen Wechselwirkung dieser
Chemikalien mit dem endokrinen System. Um eine profunde Beurteilung und

Charakterisierung des Risikos fiir Mensch und Umwelt vornehmen zu konnen, ist die
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Etablierung eines standardisierten und ausreichend empfindlichen, umfassenden
Testprogramms fiir die sichere Identifizierung endokriner Chemikalien unverzichtbar. Aus
diesem Grund erarbeitete die OECD ein Programm, das bei der Testung und Risikobewertung
von Chemikalien auch endokrine Potenziale abdeckt. Hierbei sollen unter anderem
Entwicklungs- und Reproduktionstests mit Fischen, Vogeln, Amphibien und Wirbellosen
durchgefiihrt werden. Seit 1997 ist die Entwicklung und Validierung einer Reihe neuer
harmonisierter Priifrichtlinien fiir die Testung und Regulation von ED eine Prioritét dieses
Programms. 2002 stellte die OECD das Conceptual Framework for Testing and Assessment of
Endocrine Disruptors (CF) vor, welches Testmethoden fiir die Identifizierung und Evaluierung
von ED vorschldgt und verschiedene In-silico-, In-vitro- und In-vivo-Methoden in fiinf Stufen
nach aufsteigender Komplexitit unterteilt. Diese Stufen liefern den Rahmen fiir die Testung
und Bewertung der Effekte von ED sowie potentieller ED und beriicksichtigen vor allem das
estrogene und androgene System sowie das Thyroid-System. Stufe 1 befasst sich mit
Hilfsmitteln fiir die Einsortierung und Priorisierung von Substanzen, basierend auf
existierenden Informationen, wie ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften oder der
Belastung von Mensch und Umwelt durch ihre Freisetzung. Die folgenden Stufen enthalten
Priifungen, die mechanistische Daten in vitro (Stufe 2) liefern, sowie Daten zu einfachen (Stufe
3) und multiplen (Stufe 4) endokrinen Mechanismen und Effekten in vivo. Stufe 5 stellt
schlieBlich Hilfsmittel fiir die Untersuchung in vivo bereit, die Effektdaten, vermittelt durch
endokrine und andere Mechanismen, liefert. Generell soll Stufe 5 zur Risikobeurteilung von
Chemikalien inklusive ED beitragen, wobei die Untersuchung und Identifizierung von
Wirkmechanismen zwar vorgesehen, aber nicht Pflicht ist. Ein aktualisiertes CF, das neben
bestehenden Priifrichtlinien auch Nicht-OECD-Testverfahren und Priifrichtlinien, die nicht
speziell fiir das Testen von Chemikalien auf endokrine Storung entwickelt wurden, enthilt,

wurde 2012 verabschiedet und 2018 aktualisiert (OECD, 2012a, 2018c).

1.4 REACH-Verordnung und ihre Konsequenzen

Besondere Bedeutung erhalten die von der OECD vorgeschlagenen Testrichtlinien fiir die
Ausgestaltung des europdischen Programmes zur Registrierung, Evaluierung, Autorisierung
und Restriktion von Chemikalien (REACH). Gegenstand der Chemikalienordnung REACH ist
es, nach dem Vorsorgeprinzip ein hohes Schutzniveau fiir Gesundheit und Umwelt zu
gewihrleisten. Dabei sollen nicht nur sichere Produkte und Prozesse in der chemischen
Industrie gefordert, sondern auch besonders besorgniserregende Stoffe substituiert werden.

Standardisierte Verfahren und Methoden sollen dabei fiir eine harmonisierte Informationsbasis
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iber alle in der EU in Umlauf befindlichen Chemikalien sorgen. Nach altem Chemikalienrecht
lag die Zustindigkeit der Sicherheitspriifung von Chemikalien bei den Behorden der einzelnen
Lénder. Es gab keine methodisch erhobenen Chemikaliendaten, die produzierten Stoffe waren
zum Teil ungleich reguliert, und die Hersteller mussten fehlende Daten nur bei Hinweis auf ein
Risiko fiir Mensch und Umwelt liefern. Um diese Missstinde zu beheben, trat im Jahr 2007
schlieBlich die REACH-Verordnung (Verordnung (EG) Nr. 1907/2006) (Europdisches
Parlament, 2006) in Kraft, welche zu einer Beweislastumkehr fiihrte, da die Verantwortung zur
Chemikalienpriifung fortan nicht mehr bei der zustindigen Behorde, sondern bei der Industrie
liegt. So sollten bis 2018 alle vor dem Jahr 1981 auf dem Markt befindlichen Altstoffe, deren
Produktionsvolumen eine Tonne pro Jahr {ibersteigt, nach aktuellen Richtlinien neu bewertet
und fehlende Daten nachgereicht werden. Da das SchlieBen von Datenliicken nach aktuellen
Priifrichtlinien jedoch eine groBe Zahl toxikologischer Untersuchungen beinhaltet, ist die
Konsequenz der REACH-Verordnung ein steigender Bedarf an einer Vielzahl von
Tierversuchen. Gleichzeitig soll nach REACH jedoch zunehmend auf Tierversuche verzichtet
werden. Auch die Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz fiir wissenschaftliche Zwecke verwendete
Tiere sieht vor, als endgiiltiges Ziel vollstindig von Tierversuchen abzusehen (Europdisches

Parlament, 2010).

Die Europdischen Kommission rechnete fiir die Zeitspanne der vollstindigen Umsetzung von
REACH (2007-2018) mit einem Bedarf von im besten Fall 2,1 Millionen Versuchstieren (Van
der Jagt et al., 2004). Verschiedene Studien kalkulierten mit deutlich hoheren Bedarfsmengen.
So rechnet eine Studie aus Grof3britannien mit einem Bedarf an 12,8 Millionen Versuchstieren
(Institute for Environment and Health, 2001 ). Die Studie von Hartung and Rovida (2009) ergab
im Hinblick auf die Zahl der vorregistrierten Stoffe im besten Fall einen europaweiten Bedarf
von 54 Millionen Versuchstieren. Nachdem die endgiiltige Frist fiir die Registrierung der
verbliebenen Altstoffe unter REACH 2018 ablief, resiimierte eine im selben Jahr veroffentlichte
Studie von Taylor (2018), dass von 2009 bis 2016 knapp 2,2 Millionen Tiere fiir die REACH-
Registrierung verwendet wurden. Obwohl die bis 2018 registrierten Stoffe in dieser Studie noch
nicht beriicksichtigt wurden, waren die urspriinglich von der Europidischen Union kalkulierten
Mengen an Versuchstieren bereits iiberschritten. Die enorme Zahl an konsumierten und zu
konsumierenden Tieren fiir toxikologische Untersuchungen ist schon aus Sicht des Tierwohls
inakzeptabel, sodass sich seit Langem die Frage nach akzeptablen und brauchbaren
Alternativen aufdriangt. Wissenschaftlich betrachtet ist der vollstindige Ersatz von

Tierversuchen jedoch eine gro3e Herausforderung.
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1.5 Tierversuchsmethoden

Bisher steht eine Anzahl an OECD-Priifrichtlinien fiir die Bestimmung von Substanzen zur
Verfiigung, die verschiedene trophische Ebenen und Umweltmedien abdecken. Bei den
Wirbellosen werden fiir das Medium Boden vor allem Tests mit Organismen wie Collembolen,
Nematoden, Milben oder dem Regenwurm angeboten, fiir den aquatischen Lebensraum steht
eine Reihe an Organismen wie Schnecken und Daphnien zur Verfiigung. Bei den niederen
Vertebraten werden vor allem fischbasierte Tests zu Reproduktion und Entwicklung und Tests
zur Entwicklung und Metamorphose von Amphibien und deren Larven angeboten, aber auch
verschiedene hohere Vertebraten, wie Vogel und Nagetiere, spielen eine wichtige Rolle bei der
Untersuchung des endokrinen Potentials einer Substanz. So basieren die beiden klassischen
Tests fiir die Untersuchung (anti)estrogener und (anti)androgener Wirkungen, namentlich
uterotropher Assay (OECD TG 440) und Hershberger-Assay (OECD TG 441) auf der

Verwendung von juvenilen oder adulten Ratten und Méusen.

Der uterotrophe Bioassay (OECD TG 440) ist ein Kurzzeit-Screeningtest, der auf der Zunahme
des Uterusgewichts oder einer uterotrophen Reaktion basiert. Bewertet wird die Fihigkeit einer
Chemikalie, biologische Aktivititen auszul0sen, die mit Agonisten oder Antagonisten
natiirlicher Estrogene iibereinstimmen. Voraussetzung fiir den uterotrophen Assay ist ein
ostrogenempfindlicher Zustand der Versuchstiere, wobei sowohl unreife Weibchen (nach dem
Abstillen und vor der Pubertit) als auch junge adulte Weibchen nach der Ovarektomie (mit
ausreichender Zeit fiir die Riickbildung des Uterusgewebes) in Frage kommen. Die
Priifsubstanz wird tédglich iiber einen Zeitraum von mindestens drei aufeinanderfolgenden
Tagen oral oder subkutan verabreicht und die Tiere etwa 24 Stunden nach der letzten Dosis
seziert. Eine statistisch signifikante Zunahme des mittleren Uterusgewichts einer Testgruppe

zeigt eine positive Reaktion in diesem Bioassay an (OECD, 2007b).

Der Hershberger Bioassay (OECD TG 441) ist ein Kurzzeit-Screeningtest, der auf der Zu- oder
Abnahme verschiedener akzessorische Gewebe des ménnlichen Fortpflanzungstrakts basiert,
im Einzelnen die ventrale Prostata, die Samenblase, der Musculus levator ani-bulbocavernosus,
die paarigen Cowper-Driisen und der Glans penis. Bewertet wird die Fahigkeit einer
Chemikalie, biologische Aktivititen auszuldsen, die mit Androgen-Agonisten, -Antagonisten
oder Sa-Reduktase-Hemmern iibereinstimmen. Voraussetzung fiir den Hershberger-Assay sind
Versuchstiere mit minimaler endogener Androgenproduktion, was durch Verwendung
kastrierter Tiere (mit ausreichender Zeit fiir die Riickbildung des Gewebes) erreicht wird. Die

Priifsubstanz wird téglich liber einen Zeitraum von zehn aufeinanderfolgenden Tagen oral oder
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subkutan verabreicht und die Tiere etwa 24 Stunden nach der letzten Dosis seziert. Eine
statistisch signifikante Zunahme des Gewichts von zwei oder mehr Zielorganen zeigt eine
positive Reaktion fiir eine potentiell androgene Wirkung an. Ein statistisch signifikanter
Riickgang des Gewichts von zwei oder mehr Zielorganen in den Gruppen mit Priifsubstanz und
dem potenten Referenzandrogen Testosteronpropionat (TP) zeigt eine positive Reaktion fiir

eine potentiell antiandrogene Wirkung an (OECD, 2009).

Da es sich bei beiden Testsystemen um Kurzzeit-Screening-Tests handelt, kann es als durchaus
kritisch betrachtet werden, dass das fiir endokrin wirksame Substanzen empfindlichste
Lebensstadium, der sich entwickelnde Embryo, in diesen Tests keine Beachtung findet (Cook
etal., 1997; Grote et al., 2004; Lan & Katzenellenbogen, 1976). Weitere nagerbasierte OECD-
Tests schlieBen diese Liicke weitgehend, indem nicht nur die eingesetzten Elterntiere, sondern
auch deren Nachkommen auf durch chemische Exposition verursachte Anderungen, unter
anderem der Fortpflanzungsorgane, untersucht werden. Der prinatale
Entwicklungstoxizititstest (OECD TG 414) liefert allgemeine Informationen iiber die
Auswirkungen einer prinatalen Exposition auf das tridchtige Versuchstier und den sich
entwickelnden Organismus (OECD, 2018a). Der Reproduktions-/Entwicklungstoxizitétstest
(OECD TG 421) dient als Screening-Test der Gewinnung erster Informationen iiber mogliche
Auswirkungen einer Priifchemikalie auf die méinnliche und weibliche Fortpflanzungsfihigkeit
und Entwicklung. Bei Auswertung erfolgt eine eingehende histologische Untersuchung der
minnlichen und weiblichen Fortpflanzungsorgane einschlieflich der Eierstocke, Hoden und
Nebenhoden (OECD, 2016). Der kombinierte Toxizitdtstest bei wiederholter Verabreichung
mit Reproduktions-/Entwicklungstoxizititstest (OECD TG 422) dient der Bestimmung der
oralen Toxizitit unter Verwendung wiederholter Dosen. Bei Auswertung erfolgt die
Durchfithrung einer vollstindigen Histopathologie mit besonderem Schwerpunkt auf den
Stadien der Spermatogenese in den minnlichen Keimdriisen und der Histopathologie der
interstitiellen Hodenzellstruktur (OECD, 2015a). Das Hauptziel des erweiterten FEin-
Generation-Reproduktionstoxizititstest (OECD TG 443) besteht darin, bestimmte
Lebensstadien zu bewerten, die von anderen Arten von Toxizitdtsstudien nicht abgedeckt
werden sowie auf Wirkungen zu priifen, die infolge einer prd- und postnatalen chemischen
Exposition auftreten konnen (OECD, 2018b). Der Zwei-Generationen-
Reproduktionstoxizititstest (OECD TG 416) soll allgemeine Informationen iiber die
Auswirkungen einer Priifsubstanz auf die Unversehrtheit und Leistungsfiahigkeit der
ménnlichen und weiblichen Fortpflanzungsorgane, einschlielich der Gonadenfunktion, sowie

die Entwicklung der Nachkommen der F1- und F2-Generation liefern (OECD, 2001).
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Uber die nagerbasierten Tests hinaus werden die kritischen Effekte von ED auf die
Geschlechtsdifferenzierung in hoheren Vertebraten mit Multigenerationstests an Wachteln und
weiteren Vogelarten untersucht (OECD TG 206, USEPA OCSPP 850.2300 und USEPA
OCSPP 890.2100).

Der Vogel-Reproduktionstest (OECD TG 206 und USEPA OCSPP 850.2300) untersucht die
Fortpflanzungseffekte von chemischen Stoffen und Stoffgemischen auf verschiedene
Vogelarten. Diese Daten konnen fiir eine Risiko- und Gefdhrdungsbewertung von Vogeln
verwendet werden, welche tiber Umweltexposition verschiedenen Chemikalien ausgesetzt sind.
Die fiir das Testsystem vorgeschlagenen Vogelarten sind Stockente, Virginiawachtel und
Japanische Wachtel (OECD TG 206) bzw. Stockente und Virginiawachtel (USEPA OCSPP
850.2300). Die Vigel werden iiber einen Zeitraum von mindestens 20 Wochen mit einem Futter
gefiittert, das die Priifsubstanz enthélt. Durch Manipulation der Photoperiode werden die Vogel
zur Eiablage veranlasst. Die Eier werden iliber einen Zeitraum von etwa zehn Wochen
gesammelt, markiert, gelagert und bis zum Schlupf kiinstlich bebriitet. Die Jungvigel werden
nach dem Schliipfen fiir einen Zeitraum von etwa zwei Wochen mit unbehandeltem Futter
versorgt. Die betrachteten Endpunkte sind Korpergewicht und Sterblichkeit der Altvogel,
Eiproduktion, Dicke der Eischale und Anzahl an zerbrochenen Eiern, Zeichen von Toxizitét bei
Jung- und Altvogeln sowie Schlupf- und Lebensfihigkeit der Jungvogel (OECD, 1984,
USEPA, 2012a).

Der Zwei-Generationen-Toxizitédtstest an der japanischen Wachtel (USEPA OCSPP 890.2100)
wurde als Weiterfithrung des Vogel-Reproduktionstests (OECD TG 206 und OCSPP 850.2300)
entwickelt und soll sowohl Gesundheit und Fortpflanzungsfihigkeit der F1-Generation nach
der elterlichen Exposition bewerten, als auch Fitness und Physiologie der 14 Tage alten F2-
Generation. Der Test dient der Charakterisierung der potenziellen schddlichen Auswirkungen
einer mutmaBlich hormonaktiven Wirbeltiersubstanz auf die Vogelfauna. Die Exposition
gegeniiber einer Priifsubstanz umfasst vier Lebensstadien: in ovo, juvenile, subadulte und adulte
Tiere. Die Elterngeneration (FO) wird der Priifchemikalie ab vier Wochen nach Schlupf
ausgesetzt. Die erste Nachzucht (F1) wird der Priifchemikalie in ovo (durch die Exposition der
Elterntiere) und vom Schlupf bis zum Testende ausgesetzt. Die zweite Nachzucht (F2) wird
vom Schlupf bis zum Testende mit unbehandeltem Futter versorgt. Die Auswirkungen der
Exposition gegeniiber der Priifsubstanz auf Wachstum und Entwicklung, Reproduktion,
Histologie und biochemische Endpunkte der FO-, F1- und F2-Generation werden bestimmt. Zu

den untersuchten Geweben gehoren u.a. die Fortpflanzungsorgane inklusive Gonaden,
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akzessorischen Geschlechtsorgane sowie Fortpflanzungsdriisen und -kanile (USEPA, 2015).
Das Projekt eines Zwei-Generationen-Toxizitédtstestes mit Vogeln stand bis 2013 auf dem
Arbeitsplan der OECD. Trotz der Bemiihungen, die Robustheit und Reproduzierbarkeit des
Tests nachzuweisen, beschlossen die Lidnder angesichts der logistischen Komplexitit, der
zahlreichen moglichen Fehlerquellen des Tests und der groen Anzahl von Tieren, die fiir den
Test verwendet werden miissen, um eine statistische Aussagekraft zu erreichen, die
Entwicklung einer harmonisierten OECD-Testrichtlinie im Jahr 2014 einzustellen (OECD,
2007a, 2023a).

Die genannten nager- und vogelbasierten Testsysteme fiir die Ermittlung des toxischen
Potentials von Chemikalien auf das Fortpflanzungssystem bergen einen hohen zeitlichen,
personellen und finanziellen Aufwand sowie eine hohe Zahl an Versuchstieren, die fiir diese
Tests benotigt werden. Dariiber hinaus beinhalten diese Tierversuche eine Vielzahl von
Problemen, einschlieBlich ethischer Bedenken, die sich als Konsequenz der Tierhaltung unter
Versuchsbedingungen ergeben, wie zum Beispiel Stress oder unvermeidbares Leiden der

Versuchstiere.

1.6 Tierversuchsersatzmethoden

Die In-vitro-Toxikologie wird bereits seit lingerem als Ausweg aus dem Versuchstier-Dilemma
gehandelt. So hat es sich das European Centre for the Validation of Alternative Methods
(ECVAM) zur Aufgabe gemacht, die Entwicklung und Anerkennung zellbasierter
Alternativmethoden fiir die Gefahrenabschitzung von Chemikalien fiir die Europiische
Gemeinschaft zu fordern. Auf deutscher Ebene ist die am Bundesinstitut fiir Risikobewertung
(BfR) ansidssige Zentrastelle zur Erfassung und Bewertung von Ersatz- und
Ergdnzungsmethoden zum Tierversuch (ZEBET) mit derselben Thematik beschiftigt. Beide
Fachgruppen entwickeln Alternativmethoden entsprechend dem 3R-Prinzip. Bereits Mitte des
20ten Jahrhunderts befassten sich die Wissenschaftler Russell & Burch (1959) mit der
Tierversuchs-Thematik und der humanen Behandlung von Versuchstieren. Ihr Prinzip der 3Rs
(refine, reduce, replace), das bereits in vielen Gesetzen und technischen Richtlinien umgesetzt
und angewendet wird, stellt den heute weithin akzeptierten Standard fiir den Einsatz von

Tierversuchen dar (Manciocco et al., 2009; Vitale et al., 2009).

Heutzutage steht bereits eine Vielzahl an routinemé@Bigen In-vitro-Methoden fiir regulatorische
Zwecke zur Verfiigung. Durch ihre gute Vereinbarkeit mit dem 3R-Prinzip finden sie
zunehmend Gebrauch in den verschiedensten wissenschaftlichen Bereichen. Derzeit werden in
der In-vitro-Toxikologie vornehmlich Priifrichtlinien angeboten, die auf humanen Zelllinien

10
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basieren, aber auch Zelllinien von Sduger- und Nicht-Sduger-Modellorganismen kommen zum
Einsatz. Diese Tests dienen der Detektion von Substanzen mit Bindeaffinitit zum
Estrogenrezeptor (ER) (TG 493; OECD, 2015b) oder Androgenrezeptor (AR) (USEPA TG
OPPTS 890.1150; USEPA, 2009), aber auch die Detektion von Agonisten und Antagonisten
des ER (OECD TG 457; OECD, 2012b) oder AR und sowie die Detektion von Substanzen mit
dem Potential, die Steroidogenese, genauer die Produktion von 17B-Estradiol (E2) und
Testosteron, zu beeinflussen (OECD TG 456; OECD, 2011) werden mit In-vitro-Tests

realisiert.

Die Vorziige von In-vitro-Verfahren sind neben der guten Automatisierbarkeit und der
einfachen Handhabung auch die Realisierbarkeit der Versuchsdurchfiihrung im Hochdurchsatz.
Ein weiterer Vorteil ist, dass Untersuchungen, die auf der Wechselwirkung einer Chemikalie
mit den Hormonrezeptoren oder Bindungsproteinen basieren, prizise Wirkmechanismen liefern
konnen. Daraus ergibt sich aber zugleich ihr Nachteil, da lediglich die Wechselwirkung
zwischen Rezeptor bzw. Protein und Chemikalie beriicksichtigt wird, eine Bestimmung der
Effekte auf die Synthese oder die Bioverfiigbarkeit von Hormonen jedoch nicht moglich ist.
AuBerdem bilden zellbasierte In-vitro-Systeme im Gegensatz zu intakten Organismen, die aus
einer Vielzahl sich differenzierender Zelltypen und Gewebe bestehen, lediglich bestimmte
Zelltypen in einem definierten Entwicklungsstadium ab. Damit ldsst sich zwar grundsitzlich
ermitteln, ob eine Substanz endokrin disruptive Potentiale aufweist, aber nicht genauer
feststellen, wie ihre Wirkung in komplexen Geweben oder ihr Einfluss auf deren Entwicklung
ist. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass ED nach Definition ausdriicklich auf die Effekte ,,in
einem intakten Organismus® abzielen. Damit stellen In-vitro-Methoden zwar ein geeignetes
Instrument fiir erste Untersuchungen dar, sind aber auch durch Einsatz einer Batterie von Tests
(noch) nicht in der Lage, das endokrine System vollstindig abzubilden. Um die Gesamtheit
aller potentiellen Interaktionen von ED mit dem Hormonsystem detektieren zu konnen, sind In-
vivo-Untersuchungen als letzter Schritt bisher unabdingbar. Um diese in der
Chemikalienregistrierung unter REACH auf ein Minimum zu reduzieren, fordert die ECHA
ihre Registranden auf, den Tierversuch nur als letztes Mittel zu nutzen, wenn bereits alle
anderen relevanten Datenquellen wie beispielsweise Alternativmethoden oder das Teilen von

Daten ausgeschopft sind (ECHA, 2023D).

1.7 Entwicklung einer Tierversuchsersatzmethode mit dem Hiihnerembryo
Ein sehr interessanter und vielversprechender Ansatz zur Reduktion von Tierversuchen ist die

Entwicklung eines standardisierten Verfahrens fiir die Untersuchung potentieller ED in
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Vogelembryonen. So ist der Vogelembryo lidngst ein vielgenutzter Modellorganismus in der
Entwicklungsbiologie und Immunologie, aber zunehmend auch in der (Oko)Toxikologie. Auf
Vogelembryonen basierende In-ovo-Modelle stellen einen Mittelweg zwischen In-vitro- und
In-vivo-Assays dar. Da sie jedoch immer noch einen ganzen, wenn auch nicht voll entwickelten
biologischen Organismus erfordern, wirken sie sich eher auf die ,,verfeinern* und ,,reduzieren*

der 3R aus, anstatt einen Tierversuch vollstindig zu ersetzen (Ball & Lavado, 2021).

In den vergangenen Jahrzehnten hat sich der Hithnerembryo (G. gallus domesticus) als
geeignetes Modell fiir die Untersuchung von Umweltschadstoffen, inklusive ED, herausgestellt
(Berge et al., 2004; Brunstrom & Halldin, 2000; Eising et al., 2001). Da bekannt ist, dass der
Einfluss von Xenohormonen in sich entwickelnden Vogelembryonen zu irreversiblen
Missbildungen der Geschlechtsorgane oder nach Schlupf zu einem gestorten
geschlechtsbezogenen Verhalten fithren kann, wéihrend ED weniger starke und héufig
reversible Effekte in der Adultphase der Tiere auslosen (Adkins-Regan, 1990; Ottinger &
Abdelnabi, 1997), eignet sich der Vogelembryo in besonderer Weise fiir die Untersuchung der
frithen Geschlechtsentwicklung und der moglichen Einfliisse von ED. Im Gegensatz zu anderen
aquatischen oder siugerbasierten Testsystemen stellt das Hiihnerei ein bis auf den Ubergang
von Gasen geschlossenes System ohne jeden Austausch mit seiner Umgebung dar. Dies
beinhaltet auch die vom Muttertier unabhéngige Entwicklung des Embryos (De Groef et al.,
2008), was zur Folge hat, dass der Embryo nach Eiablage weder von deren Hormonsystem
beeinflusst wird, noch dass Elterntiere getotet werden miissen, um den Embryo in einer frithen,
prinatalen Phase untersuchen zu konnen. Ein weiterer bedeutender Vorteil bei der
Chemikalientestung in ovo ist die Applikation von Substanzen direkt in das Ei, was spezifische
und standardisierte Dosierungen ermoglicht (Berg et al., 1999). Weil nach der Applikation kein
Austausch oder Verlust von Versuchssubstanz moglich ist, resultiert diese Technik in einer
chronischen Exposition des Embryos, die ausreichend ist, um dessen Entwicklung signifikant
zu beeinflussen. Vor allem der Hithnerembryo hat sich als besonders vorteilhaft fiir die
Untersuchung von Umweltschadstoffen und ED herausgestellt, da die Eier des Haushuhns das
ganze Jahr iiber einfach zu beziehen sind und die Inkubation in Temperatur- und Luftfeuchte-
regulierten Bebriitern relativ einfach realisierbar ist. Die Untersuchung potentieller
Auswirkungen von ED auf den Hithnerembryo wird zudem dadurch erleichtert, dass dessen
Normalentwicklung bereits vollstindig beschrieben (Hamburger & Hamilton, 1992; Keibel &
Abraham, 1900; Starck & Ricklefs, 1997) und die einzelnen Entwicklungsstadien leicht

identifizierbar und gut einsehbar sind.
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1.8 Geschlechtsdifferenzierung des Hithnerembryos

Geschlechtschromosomen bei Sdugern und Vogeln

Bei Wirbeltieren ist die frithe Embryonalentwicklung durch einen sexuell undifferenzierten
Zustand gekennzeichnet, das sogenannte “indifferente* oder “bipotente* Stadium. In diesem
Stadium sind die Gonaden beider Geschlechter morphologisch identisch und werden erst
wihrend der anschlieBenden Differenzierung in die ovarielle oder testikuldre Bahn gelenkt
(Ayers et al., 2016; Estermann et al., 2021; Lambeth et al., 2013). Sowohl bei Sdugetieren als
auch bei Vogeln ist das homogametische Geschlecht das Standardgeschlecht. Saugetiere haben
ein XX:XY-Geschlechtschromosomensystem, wobei das genetische Mainnchen hetero-
gametisch (XY) und das genetische Weibchen homogametisch (XX) ist. Das auf dem Y-
Chromosom lokalisierte SRY-Gen (engl.: sex determining region of Y; SRY) fungiert bei
Saugetieren als Hauptgeschlechts-Determinante und steuert die Bildung der Hoden (Gubbay et
al., 1990; She & Yang, 2017; Sinclair et al., 1990). Das aus den Hoden freigesetzte Testosteron
bewirkt dann die Maskulinisierung des Fortpflanzungstraktes von ménnlichen Embryonen. In
Abwesenheit von Testosteron entwickelt sich der weibliche Phinotyp. Bei Nichtsdugern, wie
den Vogeln, ist das fiir die Maskulinisierung der Embryonen zustédndige SRY-Gen jedoch nicht
vorhanden. Hier spielen andere geschlechtschromosomal gebundene Gene eine entscheidende

Rolle (Morris et al., 2018).

Vogel haben ein ZZ:ZW-Geschlechtschromosomensystem, wobei genetische Médnnchen das
homogametische Geschlecht (ZZ) und genetische Weibchen das heterogametische Geschlecht
(ZW) repriasentieren (Fridolfsson et al., 1998; Handley et al., 2004). Bei vielen Vogelarten,
inklusive dem Huhn, sind die Geschlechtschromosomen Z und W gut unterscheidbar. Das Z-
Chromosom ist mit 8 Megabasen relativ grofl und Triger von etwa 1000 Genen (Bellott et al.,
2010). Die meisten Z-gebundenen Gene kodieren Proteine fiir den allgemeinen Stoffwechsel
und zelluldre Erhaltungsfunktionen, die nicht geschlechtsgebunden sind (Bellott et al., 2010;
Ezaz et al., 2006). Das W-Chromosom ist ein kleineres, degradiertes Homolog des Z-
Chromosoms, mit wenigen echten Genen (Ayers et al., 2013; Fridolfsson et al., 1998; Smeds
et al., 2015; Xu & Zhou, 2020), die vermutlich dosisabhingig sind und durch ihre Bedeutung
im Laufe der Evolution nicht verloren gingen (Ayers et al., 2013; Bellott & Page, 2021; Bellott
etal., 2017).

Wie bei Sdugetieren findet auch beim Huhn die Geschlechtsdifferenzierung der Gonaden
wihrend des Embryonalstadiums statt und wird durch Gene kontrolliert, welche auf den

Geschlechtschromosomen lokalisiert sind (Chue & Smith, 2011; Guioli et al., 2014; Smith,
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2010; Smith & Sinclair, 2004). Es ist allgemein akzeptiert, dass die priméire
Geschlechtsbestimmung bei Vogeln wahrscheinlich von einem Gendosierungsmechanismus
abhiéngt, der auf einem oder mehreren Genen des Z-Chromosoms beruht (Hirst et al., 2017).
Neueste Studien legen nahe, dass das in den Keimdriisen exprimierte Doublesex and mab-3
related transcription factor I (DMRT1) der wichtigste Z-gebundene genetische Ausloser fiir
die Hodenbildung beim Huhn ist (Estermann et al., 2021; loannidis et al., 2021; Lee et al.,
2021; Smith et al., 2009). DMRT]1 funktioniert iiber einen Dosierungsmechanismus (Smith et
al., 2009), und seine chromosomale Lage macht das Gen zu einem erstklassigen Kandidaten
fir die Steuerung der Geschlechtsbestimmung in den Gonaden (Estermann et al., 2021).
Wihrend der Entwicklung wird DMRT1 in beiden Geschlechtern exprimiert, durch
Vorhandensein des doppelten Z-Chromosoms jedoch immer stdrker im méinnlichen Geschlecht.
Der anfingliche zweifache Unterschied in der DMRTI-Expression zwischen den
Geschlechtern ist schlieBlich ausreichend, um die Bildung von Hoden und nicht von
Eierstocken zu fordern (Estermann et al., 2021). Auf Grundlage aktueller Studien wird davon
ausgegangen, dass eine erhohte Expression von DMRT1 in ZZ-Embryonen die Forkhead box
protein L2- (FOXL2-) Aromatase-Achse in den Markstrangen antagonisiert, die normalerweise

zur Synthese von Estrogen und zur Differenzierung der Eierstocke fiihrt (loannidis et al., 2021).

Gonadale Geschlechtsdifferenzierung des Hiihnerembryos

Der Hiihnerembryo ist einer der am hiufigsten genutzte Modellorganismen fiir die
Untersuchung der Embryogenese bei Wirbeltieren sowie der Geschlechtsbestimmung bei
Vogeln und der Untersuchung der Geschlechtsdifferenzierung ihrer Gonaden (Chue & Smith,
2011; Guioli et al., 2014). Die Gesamtdauer der Embryogenese des Huhns betrigt 21 Tage. Zu
Beginn ihrer Entwicklung weisen beide Geschlechter paarig angelegte, undifferenzierte
Keimdriisen und Miillersche Génge (engl.: Mullerian Ducts; MD) auf, die sich mit der
beginnenden Gonadogenese geschlechtsabhingig differenzieren (Romanoff, 1960). Am
Entwicklungstag 2 (E2) fiihrt die Zellproliferation im medialen lateralen Plattenmesoderm des
Hithnerembryos zur Bildung der Vorlduferzellen der Gonaden (Yoshino & Saito, 2019). Die
Keimdriisen in diesem Stadium gelten als indifferent, obwohl ihr Schicksal bereits durch ihre
Geschlechtschromosomen-Konstitution (ZZ oder ZW) bestimmt ist. Das embryonale
Urogenitalsystem entsteht etwa am Entwicklungstag 3 (E3) aus dem intermedidren Mesoderm
und ist durch eine lokale Verdickung des Coelom-Epithels ventral der embryonalen Nieren
(Mesonephren) gekennzeichnet (Carlon & Stahl, 1985). Bei beiden Geschlechtern iiberlagert
diese Epithelschicht ein inneres Mark aus Zellstringen, den sogenannten ,,medulldren

Stringen®, die mit losen Mesenchymzellen durchsetzt sind. Dies geschieht zwischen E3,5 und
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E4,5. Die primordialen Keimzellen (engl.: Primordial Germ Cells; PGC), die aus der
Keimsichel iiber den Blutkreislauf in die Gonaden eingewandert sind (Ginsburg & Eyalgiladi,
1987; Nakamura et al., 2013), besiedeln sowohl das Mark als auch das Oberflichenepithel der
Gonaden. An E5 besteht die undifferenzierte Gonadenanlage beim Huhn aus einer ausgeprigten
Medulla und einem sidulenférmigen Epithel an der duBeren Oberflache (Stahl & Carlon, 1973),
das auch als Keimepithel bezeichnet wird. Die Differenzierung der bipotenten Keimdriise in
einen Hoden oder einen Eierstock findet etwa bei E6-6,5 der Entwicklung statt und ist

histologisch ab etwa E6 sichtbar (Hamburger & Hamilton, 1992).

Abbildung 1: Das Urogenitalsystem minnlicher (links, ZZ) und weiblicher (rechts, ZW) Embryonen des
Haushuhns (Gallus gallus domesticus) am Tag 20 der embryonalen Entwicklung. 2: Wolffsche Korper; 3:
Wolffsche Ginge; 4: rechtes Ovar; 5: linkes Ovar; 7: linker Miillerscher Gang; 8: Uterus; 9: Kloake; 10: rechter
Hoden; 11: linker Hoden; 12: Metanephros; 13: Ureter (Harnleiter). Genetische Minnchen (ZZ) weisen paarige
Hoden (10, 11) nahezu identischer Form und GroBe auf, wéihrend sich das Ovar genetischer Weibchen (ZW)
asymmetrisch differenziert und an einem voll differenzierten linken (5) sowie einem zuriickgebildeten rechten (4)
Ovar erkennbar ist. Aus Romanoff (1960) (verandert).

Bei den Minnchen erfolgt die Differenzierung der Keimdriisen durch die Vergroerung und
Vermehrung somatischer Zellen der Markstriange (Carlon & Stahl, 1985, 1973) zu sogenannten
Sertoli-Zellen. Wie bei den Sidugetieren stellen die Sertoli-Zellen die erste sich im Hithnerhoden
differenzierende Zelllinie dar, welche die Marker DMRT1, Anti-Miiller-Hormon (AMH) und
den Transkriptionsfaktor SOX-9 (SOX9) exprimiert (Chue & Smith, 2011; Lambeth et al.,
2014). Bei minnlichen Embryonen bilden sich im Laufe der Gonadogenese beide MD zurtick,
wihrend sich die Gonaden zu beidseitig funktionellen Hoden entwickeln. AMH tridgt dabei zur

Regression der MD, der urspriinglichen embryonalen Eileiter, bei. Die dullere Rinde des sich

entwickelnden Hodens flacht zunehmend ab und verbleibt schlieBlich als diinne Epithelschicht.
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Die PGC werden in den sich entwickelnden Samenstringen eingeschlossen und durchlaufen

einen mitotischen Stillstand. Erst nach dem Schliipfen treten sie in die Meiose ein.

Das weibliche Reproduktionssystem der Vogel ist einzigartig, da sich ihre
Fortpflanzungsorgane asymmetrisch entwickeln. Obwohl sich zu Anfang paarweise
Gonadenanlagen ausbilden, differenzieren sich nur das linke Ovar und der linke MD zu voll
funktionierenden Organen, wihrend sich das rechte Ovar und der rechte MD zuriickbilden
(Jacob & Bakst, 2007; Romanoff, 1960). Diese ausgeprigte Rechts-Links-Asymmetrie ist
kennzeichnend fiir weibliche Hithnerembryonen sowie die meisten Vogelarten (Guioli et al.,
2014). Bei den Weibchen ist die Differenzierung des linken Ovars durch eine Verdickung der
duBeren Rindenschicht, dem sogenannten Cortex, gekennzeichnet, in welchem sich vermehrt
PGC ansammeln (Carlon & Stahl, 1985). Ab E9 beginnen die PGC mit der Follikogenese, und
es bilden sich Keimzellnester. Die Entwicklung des funktionalen linken Ovars ist erst nach dem
Schlupf mit der Bildung von Primordialfollikeln abgeschlossen. Das rechte Ovar wichst nur
wenig, bildet keinen verdickten Cortex aus, und auch die PGC treten nicht in die Meiose ein.
Das rechte Ovar bildet sich zunehmend zuriick und verkiimmert schlieBlich (Fry, 1995). Jedoch
bilden sich im inneren Mark sowohl des rechten als auch des linken Ovars im Laufe der
Differenzierung charakteristische fliissigkeitsgefiillte Hohlrdume, sogenannte Lacunae, aus
(Bernardo et al., 2015; Smith et al., 2008), welche fiir die Ausscheidung toter Oogonien
zustdndig sind (Romanoff, 1960; Ukeshima, 1994).
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Abbildung 2: Rechter und linker Hoden (1a-c) bzw. rechtes und linkes Ovar (2a-c) unbehandelter Embryonen des
Haushuhns (Gallus gallus domesticus) am Tag 19 der embryonalen Entwicklung. 1a: Unfixierter rechter (Tr) und
linker (T1) Hoden (schwarz umrandet) unbehandelter genetischer Ménnchen (ZZ). Die Hoden weisen nahezu die
gleiche Grofle und Form auf. 1b: Histologischer Diinnschnitt (6 um) des rechten (Tr) und linken (T1) Hodens. Die
Hoden weisen eine vergleichbare Struktur auf. Ic: Histologischer Diinnschnitt (6 um) des linken Hodens in
Nahansicht. Der Cortex (C) ist etwa zwei bis drei Zellschichten stark und umschliefit die Medulla (M) in welcher
Interstitialgewebe und Tubuli seminiferi (T) vorliegen. 2a: Unfixiertes rechtes (Or) und linkes (Ol) Ovar (schwarz
umrandet) unbehandelter genetischer Weibchen (ZW). Das linke Ovar ist voll differenziert, wihrend das rechte
Ovar zuriickgebildet und deutlich kleiner ist. 2b: Histologischer Diinnschnitt (6 pm) des linken Ovars (Ol) mit gut
differenziertem ovariellen Cortex (C), welcher das Ovar beinahe vollstdndig umgibt (ausschlieBlich der Region
nahe dem Mesonephron (Me)). 2¢: Histologischer Diinnschnitt (6 pm) des linken Ovars in Nahansicht. Die gut
differenzierte Cortexregion umschlief3t eine lose angeordnete Medulla (M), welche von Lacunae (L) durchzogen
ist. Die histologischen Diinnschnitte wurden mittels Himatoxylin-Eosin-Féarbung gefirbt. Aus Jess! et al. (2018b)
(verdndert).

Rolle von Hormonen bei der gonadalen Geschlechtsdifferenzierung des Hiihnerembryos

Obwohl Testosteron bei Sdugetieren eine maskulinisierende Wirkung hat, gibt es bei Vogeln
bisher keinen Hinweis darauf, dass Androgene eine vergleichbare Rolle bei der Morphogenese
der Hoden spielen (Estermann et al., 2021; Groenendijk-Huijbers & Van Schaik, 1976).
Tatsdchlich ist bei Vogeln die An- bzw. Abwesenheit von Estrogen in der frithen
Embryonalentwicklung sowohl in den Gonaden als auch im Gewebe ausschlaggebend fiir deren

Entwicklung (Brunstrom et al., 2009; Gurney & Konishi, 1980; Scheib, 1983; Vaillant et al.,
2001b). An E6 beginnt bei weiblichen Hithnerembryonen die W-Chromosomal kontrollierte
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Expression des Schliisselenzyms Aromatase (auch P450-Aromatase), wobei Androgen das
Substrat fiir die Aromatisierung und Estrogenproduktion liefert (Ayers et al., 2013; Estermann
etal., 2021; Kagami & Hanada, 1997; Scheider et al., 2014, Shimada, 1998, 2002; Yoshida et
al., 1996). Die Aktivitidt von Aromatase ist in Wachtel- und Hithnerembryonen in weiblichen
Gonaden nachweislich hoher als in mannlichen Gonaden (Scheib et al., 1985; Vaillant et al.,
2001b; Villalpando et al., 2000). Da Aromatase nur in geringem Male in den Gonaden
genetischer Ménnchen exprimiert wird (Ayers et al., 2013; Mattsson et al., 2008; Scheider et
al., 2014), ist die geschlechtsbedingte Estrogen-Konzentration in den Hoden sehr niedrig
(Tanabe et al., 1979, 1983; Woods & Erton, 1978) und nicht ausreichend, um auf natiirlichem
Weg eine Feminisierung herbeizufiihren. Die Estrogenproduktion ist in der Medulla der
weiblichen Gonaden lokalisiert und fiir die ordnungsgemife Bildung der Ovarien unerldsslich
(Ayers et al., 2013; Elbrecht & Smith, 1992; Lambeth et al., 2013; Scheib, 1983; Vaillant et al.,
2001b). Weibliche Vogelembryonen weisen daher bereits in der Embryonalentwicklung ein
deutlich hoheres Plasmalevel an E: auf als minnliche Embryonen (Ottinger et al., 2001;
Schumacher et al., 1988; Woods & Brazzill, 1981). Der Unterschied zwischen der Entwicklung
des rechten und linken weiblichen Ovars basiert auf der asymmetrischen Expression des ERa.
Beim Wachtel- und Hiihnerembryo sind bereits zu Beginn der morphologischen
Gonadendifferenzierung sowohl Aromatase als auch ERa im linken Ovar deutlich stirker
vorhanden als im rechten Ovar (Andrews et al., 1997; Mattsson et al., 2008; Nakabayashi et
al., 1998; Sakimura et al., 2002; Villalpando et al., 2000; Yoshida et al., 1996). So wurden in
beiden Geschlechtern Estrogen-Bindestellen und ERa-Protein im Keimepithel der linken
Gonade und in der Medulla beider Gonaden lokalisiert (Gasc, 1980; Guioli & Lovell-Badge,
2007; Ishimaru et al., 2008). Das vom weiblichen Embryo synthetisierte Estrogen stimuliert
dann die Proliferation der Eierstockrinde iiber die Aktivierung von ERa (Mattsson et al., 2008).
Die im Ovar synthetisierten Estrogene sollen den linken MD vor der ER-vermittelten
Riickbildung schiitzen (Ha et al., 2004; MacLaughlin et al., 1983). Da im linken MD von
weiblichen Hiithnerembryonen eine hohere Expression von ERa-messenger RNA (mRNA)
gefunden wurde als im rechten, wird vermutet, dass ERa die schiitzende Wirkung von Estrogen
vermittelt (Ha et al., 2004). Die relative Abwesenheit des ERa im rechten Ovar erlaubt keine
E»>-Aktivitit, sodass AMH die corticale Entwicklung inhibiert, die schlieBlich zur Regression
des rechten Ovars und MD fiihrt (Bruggeman et al., 2002). Mit der Herabregulierung von ERa
in der rechten Gonade ist zu erklédren, dass die Bildung eines normalen Ovarialcortex ausbleibt.
Die Asymmetrie der Ovarialentwicklung im Hithnermodell kann daher auf Links-Rechts-

Unterschiede in der Estrogenwirkung zuriickgefiihrt werden (Smith & Sinclair, 2004).
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1.9 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen des vom Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) gefordert Projektes ,,GenOvotox II — Entwicklung und Evaluierung eines
sensitiven und kostengiinstigen Tierersatzsystems fiir die Abschitzung des Hormon-toxischen
Potentials von Chemikalien als Disruptoren der embryonalen Gonadenentwicklung*
durchgefiihrt. Das Ziel dieses Projektes war die Entwicklung einer auf Hiihnerembryonen
basierenden Alternativmethode zu den bisher eingesetzten Nagerassays fiir die Untersuchung
der Effekte hormonell aktiver Substanzen auf die Geschlechtsdifferenzierung in hoheren
Wirbeltieren. In dem vom Hessischen Kultusministerium im Rahmen der Hessischen Landes-
Offensive zur Entwicklung Wissenschaftlich-dkonomischer Exzellenz (LOEWE) geforderten
Vorgingerprojekt GenOvotox I wurden durch diverse Vorarbeiten bereits die toxikologischen
Grundlagen fiir die Entwicklung des angestrebten Testsystems und damit auch der vorliegenden
Dissertation geschaffen. So wurden nach sorgfiltiger Literaturrecherche sowohl potentielle ED
als auch mogliche gonadenbezogene Endpunkte fiir endokrine Effekte bestimmt. Die
ausgewihlten estrogenen und androgenen Verdachtssubstanzen hatten bereits eine Anzahl
hormoneller Storungen in anderen Organismengruppen hervorgerufen, sodass davon
auszugehen war, dass diese auch im Hithnerembryo hormonell disruptive Effekte hervorrufen
wiirden. In den folgenden Versuchen wurde eine umfassende morphologische, histologische
sowie genetische Beschreibung unbeeinflusster, 16semittelbehandelter und substanzbehandelter
Gonaden von E19-Embryonen des Haushuhns vorgenommen. Daraus resultierten schlielich
statistisch abgesicherte, morphologisch-histologische Daten zur Wirkung der untersuchten
Substanzen auf die linken und rechten Gonaden von EI9-Embryonen. Durch
Genexpressionsanalysen und die Erstellung hochauflosender Transkriptionsprofile war
auBerdem der Nachweis substanzspezifischer Reaktionen auf Ebene der Transkripte moglich
und erlaubte die Identifizierung diverser differentiell exprimierter Gene, die potentiell auf
hormonell aktive Substanzen reagieren. Eine detaillierte Beschreibung dieser Vorarbeiten
findet sich in den Veroffentlichungen von Scheider et al. (2014, 2018) und ist Bestandteil der

Dissertation von Dr. Jessica Scheider (Scheider, 2019).

Grundlagenuntersuchungen

Die Charakterisierung der Normalentwicklung des Testorganismus, unbeeinflusst von ED,
stellte einen ersten, grundlegenden Schritt fiir die erfolgreiche Testentwicklung dar. Fiir die
Grundlagenuntersuchung von unbehandelten und losemittelbehandelten Kontrollgruppen

wurden in einer Vielzahl von Versuchen iiber einen Zeitraum von drei Jahren diverse
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Endpunkte von unbehandelten sowie losemittelbehandelten Kontrollen ausgewertet. Die im
Rahmen der Veroffentlichung ermittelten Messwerte konnen als Leitwerte bzw.
Validititskriterien fiir weitere Versuche dienen und fiir den Vergleich zwischen Kontrollen und
substanzbehandelten Gruppen herangezogen werden. Eine weiterfithrende Beschreibung findet
sich in der zugehorigen Veroffentlichung von Jess! et al. (2018a) und der Dissertation von Dr.
Jessica Scheider (Scheider, 2019). Die Vorarbeiten zur embryonalen Normalentwicklung
werden in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen sowie inhaltlich fortgesetzt, um die Effekte
nachfolgender Substanzversuche in ein Verhiltnis zur natiirlichen Entwicklung des

Hiihnerembryos setzen zu konnen.

Untersuchungen zu Endokrinen Disruptoren

Der Fokus der vorliegenden Dissertation liegt auf der Untersuchung der morphologisch-
histologischen Verdnderung der Gonaden von substanzbehandelten E19-Embryonen aus
GenOvotox I und II. Dabei wurde der Fragestellung nachgegangen, welchen Einfluss die
verschiedenen Substanzen auf die Differenzierung der beiden Geschlechter haben, ob die
Embryonen von G. gallus domesticus beziiglich der gewéhlten gonadenbezogenen Endpunkte
ausreichend sensibel auf die getesteten Verbindungen reagieren und damit den Nachweis von
ED generell ermoglichen und wie tief die Untersuchung der Gonaden gehen muss, um

belastbare Ergebnisse zu erzielen. Es wurden folgende Hypothesen aufgestellt:

1. Die untersuchten morphometrischen Endpunkte eignen sich fiir den Nachweis toxischer
Effekte ausgewihlter endokriner Disruptoren auf die Embryonalentwicklung von
Gallus gallus domesticus.

2. Die In-ovo-Exposition von Gallus gallus domesticus gegeniiber ausgewihlten
(anti)estrogenen und (anti)androgenen Verbindungen fiihrt zu teratogenen Effekten auf
die Gonaden von E19-Embryonen.

3. Die untersuchten gonadenbezogenen Endpunkte eignen sich fiir den Nachweis der
Effekte ausgewihlter endokriner Disruptoren auf die gonadale
Geschlechtsdifferenzierung des Hithnerembryos von Gallus gallus domesticus.

4. Histologische Untersuchungen der Gonaden lassen sich durch anatomische Marker
ersetzen.

5. Der Embryo von Gallus gallus domesticus eignet sich als alternatives Versuchssystem

zur Untersuchung und zum Nachweis der Effekte ausgewihlter endokriner Disruptoren.
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Dazu wurden neben der Durchfilhrung und Auswertung eigener Laborversuche mit
ausgewihlten (anti)estrogenen und (anti)androgenen Versuchssubstanzen auch bereits
vorliegende Daten zu estrogenen und androgenen Versuchssubstanzen aus dem
Vorgingerprojekt GenOvotox I miteinbezogen. Folgende Verbindungen wurden dabei mit dem
Testsystem Hithnerembryo untersucht:

v' Estrogene: BPA, EE>

v Androgene: MT, TBT, Trenbolon

v' Antiestrogene: Fulvestrant, Tamoxifen, Tributylphosphat (TBP), Terbutryn

v Antiandrogene: CPA, p,p ~-DDE, Flutamid
Folgenden Endpunkte wurden beriicksichtigt:

v" Mortalitit
Missbildungsrate
Korperldnge von Ulna (Elle), Tarsometatarsus (Laufbein) und Cranium (Schidel)
linke und rechte Gonadenflachen von Ménnchen und Weibchen

Cortexdicke der linken Gonade von Mannchen und Weibchen

NN NN

der Prozentsatz an Tubuli seminiferi (Samenkanélchen) im linken Hoden.
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2 DISKUSSION

Der Fokus der vorliegenden Dissertation, die im Rahmen des BMBF-geforderten Projekts
,GenOvotox II* durchgefiihrt wurde, liegt auf der Anwendbarkeit einzelner morphologischer
und histologischer Endpunkte sowie des Testsystems Hiihnerei im Ganzen zur Identifizierung
von ED als Tierversuchersatzmethode. Betrachtet werden 12 potentiell wirksame
(anti)estrogene und (anti)androgene ED und deren Wirkung auf die allgemeine Entwicklung
sowie die gonadale Geschlechtsdifferenzierung des Hithnerembryos. Zwar sind alle getesteten
Substanzen als ED bei Sdugern bekannt, jedoch kann aufgrund der Befunde der
Untersuchungen im Hiihnereitest nicht auf einen spezifischen Wirkmechanismus bei G. gallus
domesticus geschlossen werden, da mit diesem Test lediglich apikale Endpunkte untersucht

werden.

Da der sich entwickelnde Hithnerembryo besonders anfillig fiir Umweltschadstoffe, inklusive
ED, ist, kann die Behandlung von Embryonen mogliche Effekte von Substanzen offenlegen,
die im adulten Individuum nicht detektierbar sind. Obwohl der Vogelembryo bereits seit
Jahrzehnten ein vielgenutzter Modellorganismus in der (Oko)Toxikologie und anderen
Wissenschaften ist, steht bisher kein OECD-Test mit dem Vogelembryo zur Verfiigung. Als
Alternative zu bisher anerkannten Assays konnte der Hiihnereitest dazu beitragen, kiinftig

weniger Versuchstiere fiir toxikologische Untersuchungen zu konsumieren.

Im Folgenden werden die im Rahmen der vorliegenden Dissertation erhobenen Ergebnisse
zusammengefasst und diskutiert. Eine detaillierte Erlduterung zu den durchgefiihrten

Untersuchungen finden sich in den Publikationen im Anhang (A.1-A.4).

2.1 Normalentwicklung des Hithnerembryos

In einer Grundlagenuntersuchung wurde die Normalentwicklung des Hiihnerembryos
untersucht. Diese sollte dazu dienen, die Variabilitit individueller Parameter in unbehandelten
und 18semittelbehandelten Kontrollgruppen systematisch zu untersuchen und die natiirliche
Varianz des Systems zu bestimmen. Dariiber hinaus wird ein Vergleich zwischen unbehandelter
und I6semittelbehandelter Gruppe gezogen, um einen moglichen Einfluss zu ermitteln. Die in
den Grundlagenuntersuchungen bestimmten arithmetischen Mittelwerte aller Endpunkte
konnen als Schliisselwerte fiir weitere Versuche unter ED-Einfluss dienen. Die Erkenntnisse
der Grundlagenuntersuchungen am Hiihnerembryo werden an dieser Stelle lediglich

angeschnitten und dienen dazu, eine Aussage iiber die Eignung der dargestellten Endpunkte in
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Zusammenhang mit ED fiir den Hiihnereitest zu treffen. Eine detaillierte Beschreibung findet

sich in der zugehorigen Veroffentlichung von Jess! et al. (2018a).

2.1.1 Morphometrische Endpunkte

Als Begleitparameter sollten verschiedene Endpunkte in jedem Experiment mitgefiihrt werden.
Diese sollten nach Moglichkeit einfach bestimmbar und aussagekriftig sein. Grundsitzlich sind
Endpunkte von Vorteil, die mit einer ausreichend groBen Menge bereits vorliegender Daten

verglichen werden konnen.

Mortalitiit

Der Endpunkt Mortalitit gibt Hinweise auf die Toxizitit einer Substanz, d.h. der Fahigkeit,
ungewollte Wirkungen zu entfalten oder Funktionen zu beeintrichtigen, bis hin zum Tod des
untersuchten Organismus. Die Toxizitdt hingt dabei nicht nur von der Substanz selbst, sondern
unter anderem auch von der eingesetzten Dosis, dem Expositionszeitpunkt und der Dauer der

Exposition ab.

In einer Reihe von Versuchen wurde die Mortalitit der Embryonen unbehandelter und
losemittelbehandelter Gruppen untersucht und miteinander verglichen. Dabei erreichten in iiber
der Hilfte der Versuche alle Embryonen der unbehandelten Kontrolle erfolgreich E19.
Insgesamt wiesen Embryonen der unbehandelten Kontrolle eine Mortalitit von maximal 16%
auf. Basierend auf den Studien von Romanoff & Romanoff (1972) liegt die zu erwartende
Mortalitdt unbehandelter Hilhnerembryonen bei etwa 20%. Diese vergleichsweise niedrigen
Mortalitédtsraten konnten auch von anderen Autoren bestitigt werden (DeWitt et al., 2005a,
2005b; Wyatt & Howarth, 1976). Die Behandlung mit dem Losemittel Dimethylsulfoxid
(DMSO) fiihrt, verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, zu einem signifikanten Anstieg der
Mortalitit. Hier kam es in einer Mehrzahl der Versuche zu einer Sterblichkeit von bis zu 25%.
Nur in zwei der betrachteten Versuche lag die Mortalitdt hoher, bei maximal 54%. Es ist
bekannt, dass DMSO eine geringe intrinsische Toxizitdt im Huhn (Carew & Foss, 1972;
Caujolle et al., 1967; Landauer & Salam, 1972; Morgan, 1974; Wyatt & Howarth, 1976) und
verschiedenen anderen Organismen aufweist (Anderson et al., 2004; Chen et al., 2011; Galvao
etal., 2014, Stevens et al., 2015). Die Embryomortalitit der DMSO-behandelten Kontrolle ldsst
sich somit sehr wahrscheinlich auf die geringe intrinsische Toxizitit des Losemittels

zuruckfiihren.
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Missbildungen
Der Endpunkt Missbildungen gibt zusitzlich Hinweise zur Teratogenitit einer Substanz, d.h.
der Fiahigkeit, irreversible Fehlbildungen inklusive Wachstumsverzogerungen oder den Tod

withrend der Embryonalphase eines Organismus auszuldsen.

Die Missbildungen wurden an den wihrend der Inkubationsperiode verstorbenen oder an E19
sektionierten Embryonen ermittelt. Die gefundenen Missbildungen konnten dabei entweder
einzeln oder auch gemeinsam auftreten. Uber die 15 betrachteten Versuchsreihen hinweg
wiesen etwas mehr als 1% der unbehandelten Embryonen Missbildungen auf. Bei diesen
handelte es sich vor allem um Zelosomie (Fehlbildung des Brustbeins mit hernialer
Vorwolbung der Eingeweide) oder betrafen die GliedmaBen (Fehlbildung der Fliigel). In der
DMSO-behandelten Gruppe traten bei knapp 6% der Embryonen Missbildungen auf. Die
gefundenen Missbildungen betrafen vor allem die Augen (rechts- oder linksseitige
Anophthalmie = Fehlen der Augenanlage), oft zusammen mit Fehlbildung des Schnabels
(Verdrehung des gesamten Schnabels oder Atrophie des Oberschnabels), aber auch Zelosomie
und weniger hiufig Missbildungen der GliedmaBen (Fehlbildung der Beine oder Fiife), Odeme
und Exenzephalie (Lokalisation des Gehirns auflerhalb des Schidels). Die Zahl missgebildeter
Embryonen bzw. die Gesamtzahl der Missbildungen unterschied sich signifikant zwischen
unbehandelter und DMSO-behandelter Kontrolle. Alle Werte der vorliegenden Arbeit liegen
im Bereich der gemeldeten spontanen Fehlbildungsrate bei Hiihnerembryonen von etwa 2% bis
6% (Alsop, 1919; Byerly, 1930; Caujolle et al., 1967). Byerly (1930) fand verschiedene Arten
von Missbildungen bei unmanipulierten Eiern der Rasse White Leghorn, z.B. Terata der Augen
(Mono-/Mikrophthalmie) oder des Gehirns (Exenzephalie, Hyperenzephalie). Die Studie von
Caugjolle et al. (1967) zeigt, dass die Art spontaner Fehlbildungen bei Hithnerembryonen ein
hdufiges Muster aufweist: Anophthalmie, gekreuzter Schnabel mit oder ohne Anenzephalie und
Zelosomie. Die typischsten DMSO-induzierten Missbildungen waren dagegen entweder
linksseitige Anophthalmie und linksseitige Torsion des Schnabels mit Atrophie des
Oberschnabels und in geringem Ausmal auch Fehlbildungen der Gliedmafen (Behandlung der
Embryonen an E3) oder ganz allgemein Lésionen der GliedmaBen und in geringem Malle
Fehlbildungen des Schnabels und der Augen sowie Zelosomie (Behandlung der Embryonen an
E4). Zusammengenommen bieten die Daten der vorliegenden Dissertation sowie der
verfiigbaren Literatur einen Uberblick iiber die hdufigsten natiirlich auftretenden und DMSO-

induzierten Missbildungen beim Hiihnerembryo.
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Korperlingen
Der Endpunkt Korperlinge kann in diesem Zusammenhang weitere Anhaltspunkte darauf
geben, ob eine Substanz Wachstumsverzogerungen, wie den Minderwuchs einzelner

Korperteile oder sogar des gesamten Organismus, auszuldsen vermag.

Zur Ermittlung des Normalwachstums von E19-Embryonen wurde iiber insgesamt 20 Versuche
hinweg die Linge von Cranium (Schidel), Elle (Ulna) und Laufbein (Tarsometatarsus)
untersucht (unveroffentlichte Ergebnisse). Zwischen den Versuchen innerhalb der jeweiligen
Kontrollgruppen und Endpunkte kommt es erwartungsgemi3 zu einer Schwankung der
Messwerte um einen Mittelwert. Dabei ist ein Zusammenhang zwischen den drei untersuchten
Korperldangen zu erkennen, da diese von Versuch zu Versuch in etwa gleichem Malle
schwanken und beispielsweise ein ldngerer Schidel in der Regel auch ein lidngeres Laufbein

und eine lingere Ulna bedeutet und umgekehrt.
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Abbildung 3: Eigewicht sowie Lange von Schidel, Laufbein (Tarsometatarsus) und Elle (Ulna) unbehandelter
Embryonen des Haushuhns (Gallus gallus domesticus) am Tag 19 der embryonalen Entwicklung. Die Datenpunkte
stellen den Mittelwert + 95% Konfidenzintervall (95% KI) der Negativkontrolle (NC, ngesam=346) und der
Losemittelkontrolle (SC; ngesam=272) in jedem einzelnen Experiment dar. Die gestrichelten Linien und die unter
~gemittelt abgebildeten Datenpunkte stellen das arithmetische Mittel aller Werte von NC und SC der 20
betrachteten Experimente dar. Unveroffentlichte Daten.

Fiir die drei Endpunkte Schidel, Laufbein und Elle weisen die Embryonen der unbehandelten
Kontrollgruppe im Mittel etwas grolere Werte als die Embryonen der Losemittelkontrolle auf.
Analog zur Mortalitdit kann dieser Effekt auf das Losemittel an sich und/oder die
Behandlungsprozedur, nimlich das Bohren eines Lochs in die Eischale und Einfiihren einer

Spritze in den Eidotter, zuriickgefiihrt werden.
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2.1.2 Gonadale Geschlechtsdifferenzierung

Die Keimdriisen minnlicher und weiblicher Hithnerembryonen befinden sich an der
ventromedialen Oberfliche der Mesonephren, die dorsale Aorta verldauft dazwischen. Das
phédnotypische Geschlecht von Vogeln kann sehr einfach durch ein Screening der
Geschlechtsorgane bestimmt werden. Zusammen mit der Information iiber das genetische
Geschlecht kann ein Einfluss von ED auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung aufgedeckt

werden.

Miinnchen

An E19 liegen die Keimdriisen méinnlicher Embryonen paarig vor. Linker und rechter Hoden
sind nahezu identisch aufgebaut, spiegelverkehrt geformt und etwa gleich groB3, wobei der
rechte Hoden in beiden Kontrollgruppen etwa 90% der Fliche des linken Hodens erreicht.
Beide Hoden sind voll ausdifferenziert und charakterisieren sich durch einen diinnen, etwa zwei
bis drei Zelllagen dicken Cortex, welcher die Medulla vollstindig umschliet. Die Medulla
enthdlt die Tubuli seminiferi, die den Ort der Spermatogenese in postnatalen
Entwicklungsstadien darstellen (Estermann et al., 2021). Im direkten Vergleich beider
Kontrollgruppen fallen die rechte und linke Gonadenfldche 16semittelbehandelter Embryonen
etwas kleiner aus als die unbehandelter Embryonen. Fiir den rechten Hoden ist dieser
Unterschied statistisch signifikant. Histologisch unterscheiden sich die Kontrollgruppen kaum
voneinander, die 16semittelbehandelten Embryonen tendieren lediglich zu einem marginal,
nicht signifikant verdickten Cortex. Auch der prozentuale Anteil der Tubuli seminiferi wurde

durch das Losemittel nicht beeinflusst.

Weibchen

An E19 ist der GroBenunterschied zwischen linkem und rechtem Ovar deutlich erkennbar. Das
linke Ovar ist bedeutend grofer und stirker differenziert als das rechte, welches in beiden
Kontrollgruppen im Durchschnitt etwa 20% der Fliche des linken Ovars erreicht. Das linke
Ovar weist eine dicke Cortexschicht auf, welche eine gut differenzierte, locker angeordnete und
von Lacunae durchzogene Medulla umschlie3t. Das zuriickentwickelte rechte Ovar verfiigt
lediglich iiber ein von einem diinnem, abgeflachten Cortex umgebenes Medullagewebe,
vergleichbar mit dem wenige Zelllagen dicken Cortex ménnlicher Embryonen. Im direkten
Vergleich beider Kontrollgruppen fallen rechte und linke Gonadenfldche 16semittelbehandelter
Embryonen signifikant kleiner aus, als die Gonadenflichen unbehandelter Embryonen.
Histologisch unterscheiden sich beide Kontrollgruppen kaum voneinander, die

losemittelbehandelten Embryonen tendieren lediglich zu einer marginal erhohten Cortexdicke.
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Der GroBenunterschied der rechten und linken Gonadenflache zwischen unbehandelter und
losemittelbehandelter Kontrollgruppe kann auf eine wachstumshemmende, durch die geringe
Basistoxizitidt des Losemittels verursachte Wirkung zuriickzufiihren sein. Eine alternative
Erkldrung ist eine mogliche endokrin vermittelte Wirkung des Losemittels. Dafiir spricht, dass
die Wirkung vermutlich geschlechtsspezifisch ist, da der Effekt bei weiblichen Embryonen
starker ausgeprégt ist als bei midnnlichen Embryonen. Die Hypothese eines 16semittelbedingten
Einflusses auf das endokrine System von Organismen wird durch verschiedene Studien
gestiitzt. So beschreiben Hutchinson et al. (2006) in ihrem Review iiber verschiedene, von der
OECD vorgeschlagene Trigersubstanzen einen Einfluss von DMSO auf die Fortpflanzung
verschiedener Fischarten und eine Auswirkung auf Biomarker fiir ED. Wihrend DMSO in einer
weiteren Studie an der Elritze keinen Einfluss auf fortpflanzungsbezogene Endpunkte, wie die
Eiablage und die Reaktion von Biomarkern hat, wird eine deutliche Reduktion der
durchschnittlichen Eiproduktion festgestellt (Pawlowski et al., 2004a, 2004b). Weitere Studien
zeigen eine DMSO-bedingte Hemmung verschiedener Cytochrom-P450-Enzyme (Busby et al.,
1999; Chauret et al., 1998; Easterbrook et al., 2001; Hickman et al., 1998). Da diese Enzyme
am Stoffwechsel korpereigener Substanzen wie zum Beispiel der Steroidhormone beteiligt sind,
kann die Wechselwirkung mit Losemitteln zu einer Verdnderung der zirkulierenden
Hormonkonzentration mit nachfolgenden Auswirkungen auf die Fortpflanzungsfunktion
fiihren. Eine vergleichbare Wirkung von DMSO auf die in den vorliegenden Versuchen

eingesetzten Hithnerembryonen kann nicht ausgeschlossen werden.

2.2 Entwicklung des Hithnerembryos unter Einfluss von ED

Aufbauend auf den Grundlagenuntersuchungen in den Kontrollgruppen, wird im Folgenden der
Einfluss verschiedener ED auf die allgemeine Entwicklung sowie die gonadale
Geschlechtsdifferenzierung des Hiihnerembryos beschrieben. Fiir die morphometrischen
Endpunkte Mortalitit, Missbildungsrate und Korperlinge werden die erzielten Ergebnisse
jeweils substanziibergreifend diskutiert. Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf der
Untersuchung der Effekte endokrin disruptiver Substanzen auf die gonadale
Geschlechtsdifferenzierung des Hiihnerembryos liegt, werden die verschiedenen
Substanzklassen getrennt nach Estrogenen, Antiestrogenen, Androgenen und Antiandrogenen
betrachtet und ihre Wirkung auf die gonadenbezogenen Endpunkte Gonadenfliche,

Cortexdicke und Anteil an Tubuli seminiferi detailliert dargelegt.
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2.2.1 Wirkung von ED auf morphometrische Endpunkte

Mortalitiit

Bei In-ovo-Administration kam es, verglichen mit der jeweiligen Kontrollgruppe, zu einem
substanziibergreifenden Anstieg der Embryomortalitit. Bei Verabreichung verschiedener
Dosen einer Substanz zeigte sich ein Zusammenhang zwischen steigender Dosis und steigender
Mortalitét. Die simultane Verabreichung zweier antagonisierender Substanzen, zum Beispiel
Tamoxifen und EEy, fiihrte im Vergleich zur jeweiligen Einzelsubstanz zu keiner zusétzlichen
Steigerung der Mortalitdat. Da beziiglich der zu erwartenden substanzbedingten Mortalitéit
zumeist keine Referenzwerte fiir Hithnerembryonen vorlagen, musste auf andere
Vergleichsdaten zuriickgegriffen oder die Mortalitdt in Rangefinder-Versuchen bestimmt
werden. So kam es bei verschiedenen Substanzen, namentlich TBP, CPA und Flutamid, in den

jeweils hochsten eingesetzten Dosen zu vergleichsweise hohen Mortalitéitsraten > 70%.

Missbildungen

Die gefundenen Missbildungen traten entweder einzeln oder auch gemeinsam auf. Betrachtet
wurden alle im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefiihrten Versuche, welche
entweder die Einzelsubstanzen MT, Trenbolon, EE>, BPA, Fulvestrant, Tamoxifen, Terbutryn,
TBP, CPA, p,p-DDE und Flutamid oder Kombinationsversuche mit Fulvestrant + EE»,
Tamoxifen + EE>, Flutamid + MT und Flutamid + Trenbolon umfassten. Insgesamt wurden in
allen Substanzversuchen embryonale Missbildungen festgestellt. Dabei wiesen zwischen 3%
und 15% der substanzbehandelten Embryonen Missbildungen auf, im Mittel lag die
Missbildungsrate iiber alle Substanzen hinweg bei etwas mehr als 6%. Die hiufigsten
Missbildungen der ED-behandelten Gruppen waren Fehlbildungen der Augen und des
Schnabels sowie Zelosomia, gefolgt von Exencephalus, Missbildungen der inneren Organe
oder der GliedmaBen sowie Odeme oder sonstige Fehlbildungen. Ein statistischer
Zusammenhang zwischen dem Einsatz bestimmter Substanzen oder Substanz-Dosen und einer
Steigerung der Missbildungsrate gegeniiber der Kontrollgruppe (Losemittelkontrolle) konnte
nicht festgestellt werden. Weder die Gesamtzahl an missgebildeten Embryonen noch die
Aufschliisselung nach bestimmten Missbildungen zeigte eine Zunahme der Missbildungsrate
bei Substanzbehandlung. Verglichen mit den in der Literatur beschriebenen spontanen oder
DMSO-induzierten Fehlbildungen beim Hiithnerembryo, wie Missbildungen der Augen, des
Schnabels, des Gehirns, der GliedmaBen sowie Zelosomie (Byerly, 1930; Caujolle et al., 1967),
kann keine Auffilligkeit im Muster der aufgetretenen Fehlbildungen bei Substanzbehandlung

festgestellt werden.
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Abbildung 4: Missbildungen bei Embryonen des Haushuhns (Gallus gallus domesticus) bis Tag 19 der
embryonalen Entwicklung. Die Balken stellen die prozentuale Verteilung der gefundenen Missbildungen der
unbehandelten Negativkontrolle (NC, n=300), der Losemittelkontrolle (SC, n=263) und der substanzbehandelten
Gruppen der Androgene (A; beinhaltet MT (n=47) und Trenbolon (n=76)), der Antiandrogene (AA; beinhaltet
CPA (n=70), p,p -DDE (n=60) und Flutamid (n=134)), der Estrogene (E; beinhaltet BPA (n=200) und EE,
(n=131)) und der Antiestrogene (AE; beinhaltet Fulvestrant (n=60), Tamoxifen (n=156), TBP (n=68) und
Terbutryn (n=24)) dar. Unvertffentlichte Daten.

Korperlingen

Uber alle betrachteten Substanzversuche hinweg waren die meisten Substanzen, verglichen mit
der jeweiligen Kontrollgruppe (Losemittelkontrolle), unauffillig beziiglich der embryonalen
Entwicklung, im speziellen des Wachstums von Schidel, Ulna und Tarometatarsus der
Embryonen. Die Korperlingen der ED-behandelten Embryonen waren dabei jeweils
vergleichbar mit denen der Kontrolle. Einzige Ausnahme bildet der Versuch mit dem
Antiandrogen CPA. Im Gegensatz zu anderen untersuchten Substanzen zeigt sich eine deutliche
Entwicklungsstorung bei Exposition der Embryonen gegeniiber CPA. Die CPA-Behandlung
resultierte in einer erhohten Inzidenz signifikanter Entwicklungsverzogerungen, welche sich
insbesondere bei hoheren CPA-Konzentrationen in einem Minderwuchs manifestierte.
Verschiedene Korpermalle (Ldnge des Schidels (von der Schnabelspitze bis zum Hinterkopf),
Linge der (rechten) Elle und Linge des (rechten) Tarsometatarsus) wurden als Parameter fiir
eine statistische Auswertung herangezogen. Embryonen, die der niedrigsten CPA-
Konzentration (0,2 pg/g Ei) ausgesetzt waren, zeigten 1im  Vergleich zur
losungsmittelbehandelten Kontrollgruppe keine Verdnderungen der Korpermalle, wihrend
hohere CPA-Konzentrationen (2 und 20 pg/g Ei) zu einer statistisch signifikanten Verringerung

aller Parameter fiihrten. Eine Reihe von Experimenten an Sdugetieren deutet darauf hin, dass
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antiandrogene Substanzen die Reifung und das Lingenwachstum der Knochen beeinflussen
konnen. Antiandrogene wirken in allen Androgen-Zielorganen und beeinflussen prinzipiell alle
Funktionen, die von Androgenen beeinflusst werden. Einige dieser Wirkungen, wie die
Verzogerung der Pubertit, die Hemmung der Spermatogenese oder die Atrophie der
akzessorischen Geschlechtsdriisen sind eher geschlechtsspezifisch, wihrend andere
Wirkungen, wie die verzogerte Knochenreifung oder die Entwicklungshemmung des
Korpergewichts, weniger geschlechtsspezifisch sind (Neumann, 1982; Neumann & Topert,
1986). In Nagerexperimenten wurde insbesondere unter dem Einfluss von CPA eine
Verzogerung der Knochenreifung und des Lingenwachstums der Knochen nachgewiesen

(Hertel et al., 1969; Schenck & Neumann, 1973).

2.2.2 Wirkung von Estrogen auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung

In ersten Untersuchungen wurde die Wirkung estrogener Substanzen mit EE> (20 ng/g Ei) und
BPA (75, 150 oder 300 pug/g Ei) als Modellsubstanzen untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass estrogen wirksame ED vor allem die Geschlechtsdifferenzierung ménnlicher Embryonen
beeinflussen und zu einer Verweiblichung genetischer Minnchen fiihren. Doch auch die

Geschlechtsorgane weiblicher Embryonen wurden signifikant beeinflusst (Jessl et al., 2018a).

Miinnchen

Die Gabe von EE; fiihrte auf morphologischer Ebene zur Ausbildung von Ovotestes, die in
GroBe und Erscheinung den Ovarien weiblicher Embryonen glichen. Vor allem die rechte
Hodenfldche war signifikant kleiner als die von unbehandelten Embryonen, vergleichbar mit
unbehandelten Ovarien. Obwohl sich der linke Hoden in seiner Fldche nicht veridnderte, zeigte
er ein vollig anderes Erscheinungsbild, indem er sich zu einem Ovotestis differenzierte, mit
einem unter dem Stereomikroskop durchscheinenden Cortex, dhnlich dem von unbehandelten
Weibchen. Im Gegensatz dazu hatte BPA in keiner der getesteten Konzentrationen einen

Einfluss auf die Hodenfldchen.

Auf histologischer Ebene fiihrte sowohl die Gabe von EE; als auch von BPA in allen
Behandlungsgruppen zu einer konzentrationsabhingigen und signifikanten Zunahme der
Cortexdicke des linken Hodens. Die Medulla des linken Hodens war zum Teil von Lacunae
durchzogen. Dabei waren die durch EE> hervorgerufenen Effekte deutlich stiarker ausgepragt
als die von BPA. Der Prozentsatz an Tubuli seminiferi des linken Hodens reduzierte sich bei

Gabe von EE; signifikant, wahrend dieser Effekt bei allen Konzentrationen von BPA ausblieb.
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Die dargestellten Ergebnisse decken sich mit den Befunden in der Literatur. Die Exposition
minnlicher Vogelembryonen, wie Haushuhn, Wachtel und weiterer Spezies, gegeniiber
Estrogen und estrogen aktiven ED resultiert klassischerweise in einer effektiven Feminisierung
der Geschlechtsorgane (Berg et al., 2001, 1998, 1999; Berg, Holm, et al., 2001; Etches &
Kagami, 1997; Intarapat et al., 2014; Mentor et al., 2020b;, Romanoff, 1960; Samsel et al.,
1982; Scheib & Reyssbrion, 1979; Shibuya et al., 2004; Sotonyi & Csaba, 1986, Wolff, 1979).
Auch konnen sowohl der rechte als auch der linke MD bzw. Ovidukt genetischer Midnnchen bei
Estrogenexposition weiterbestehen (Berg et al., 1999; Fry & Toone, 1981). Die Ausbildung
sogenannter Ovotestes wurde bereits in den 1930er Jahren mit Versuchen am Hiihnerembryo
gezeigt (Kozelka & Gallagher, 1934; Willier et al., 1935). Dabei entwickelt sich der linke
Hoden zu einem Ovotestis, welcher grofler und flacher als ein normaler Hoden ist, wihrend
sich der rechte Hoden verkleinert oder zuriickbildet (Mattsson et al., 2011). Auch das
Vorhandensein eines ovaridhnlichen Cortex, welcher die medullidren Geschlechtsstringe umgibt
und zum Teil eizellihnliche Keimzellen in der meiotischen Prophase beinhaltet, ist
charakteristisch fiir einen Ovotestis (Berg et al., 1999; Fry & Toone, 1981; Mentor et al.,
2020b; Scheib, 1983). Die Bildung eines Ovotestis wurde bei Embryonen des Haushuhns sowie
weiterer Vogelspezies beobachtet, die E,, EE>, DES, PPT, o,p-DDT, BPA, dem BPA-
Metabolit 4-Methyl-2,4-bis(4-hydroxyphenyl)pent-1-ene (MBP) oder den BPA-Ersatzstoffen
Bisphenol AF (BPAF) und Bisphenol F (BPF) ausgesetzt waren (Berg et al., 2001, 1999; Ellis
et al., 2012; Esener & Bozkurt, 2018; Fry & Toone, 1981; Gong et al., 1999; Mattsson et al.,
2008; Mentor et al., 2020a, 2020b; Perrin et al., 1995; Shibuya et al., 2005). Eine mogliche
Erklirung fiir die Bildung eines Ovotestis ist die Anderung der hormonellen Balance zwischen
Estrogen und Androgen in den ménnlichen Keimdriisen. Es wird vermutet, dass im Stadium
der Gonadendifferenzierung in den Hoden maénnlicher Embryonen mehr Androgene als
Estrogene synthetisiert werden (Scheib et al., 1981; Willier, 1952). Untersuchungen an
Wachtel- und Hiithnerembryonen zeigen, dass méinnliche Tiere insgesamt eine hohere
Androgenkonzentration aufweisen als weibliche Tiere, wihrend die E>-Konzentration in
weiblichen Embryonen signifikant hoher ist als in ménnlichen Individuen (Ottinger et al., 2001;
Woods & Brazzill, 1981). Basierend auf der relativen Konzentration von Estrogen und
Testosteron differenzieren sich die Gonaden dann zu Testes oder Ovarien (Stevens, 1997). In
diesem Stadium liegt bei den estrogenexponierten Ovotestis-Minnchen vermutlich ein

wesentlich hoherer Estrogen- als Androgenspiegel vor (Intarapat et al., 2014).

Auch eine Beeinflussung der Tubuli seminiferi wird exogenen Estrogenen zugeschrieben. So

bewirkt die Verabreichung hoher Dosen DES, Genistein oder o,p -DDT einen Riickgang des
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absoluten Volumens bzw. der prozentualen Volumendichte der Tubuli seminiferi in
embryonalen Hiithnerhoden (Aktas et al., 2008; Blomgvist et al., 2006; Esener & Bozkurt,
2018). Die Exposition mdnnlicher Méwenembryonen gegeniiber o,p ~-DDT und Methoxychlor
fithrt zu Intersexualitiit, welche sich unter anderem durch eine deutliche reduzierte Anzahl an
Tubuli seminiferi charakterisiert (Fry & Toone, 1981). Die Wirkung von Estrogen auf das sich
entwickelnde Keimdriisengewebe werden wahrscheinlich iiber die Bindung an den ER
vermittelt (Brunstrom et al., 2003; Mattsson & Brunstrom, 2017). Estrogen ist an der
Proliferation der Keimepithelzellen der méinnlichen embryonalen Keimdriisen am embryonalen
Entwicklungstag E7-8 beteiligt (Romanoff, 1960). Verschiedene Untersuchungen weisen die
Anwesenheit von ER oder ER-mRNA in den Keimepithelzellen médnnlicher linker Hoden nach
(Intarapat et al., 2016, Nakabayashi et al., 1998; Smith et al., 1997). Diese Keimepithelzellen
wurden bereits als Estrogen-Zielzellen identifiziert, welche iiber den ER wirken (Mordn, 2005).
Die voriibergehende Expression von ERa in den Hoden ménnlicher Embryonen erklirt die
Anfilligkeit gegeniiber exogenem Ex (Andrews et al., 1997; Gasc, 1980; Intarapat & Stern,
2014; Nakabayashi et al., 1998; Smith et al., 1997; Smith & Sinclair, 2004), welche sich in

einer Feminisierung der méinnlichen Geschlechtsmerkmale auspragt.

Weibchen
Bei Gabe von EE; reduzierte sich die rechte Ovarflidche signifikant, wihrend vergleichbare
BPA-Effekte ausblieben. Umgedreht erhohte BPA die Fliche des linken Ovars in einer

Konzentration von 75 pg/g signifikant, wihrend vergleichbare EE>-Effekte ausblieben.

Auf histologischer Ebene fiihrte die Gabe von BPA und EE: im linken Ovar zu einem

signifikanten, im Fall von BPA nicht konzentrationsabhingigen Riickgang der Cortexdicke.

Auch fiir weibliche Vogelembryonen gibt es zahlreiche Literatur zu den Effekten estrogen
wirksamer Substanzen auf die (gonadale) Geschlechtsdifferenzierung. So fiihrt die embryonale
Exposition gegeniiber Estrogenen, wie o,p"-DDT, EE2, BPA und DES sowie weiterer estrogen-
wirksamer Substanzen, vor allem zu Anomalien der MD bzw. der Ovidukte. Haufig kommt es
zu einer unnatiirlichen Erhaltung des rechten MD, sodass sich beide MD zu Eileitern
entwickeln, die im Adultstadium missgebildet, zum Teil verkiirzt und funktionell beeintrichtigt
sind (Berg et al., 2004, 1999; Fry & Toone, 1981; Greenwood & Blyth, 1938; Halldin et al.,
2003; Mattsson & Brunstrom, 2017). Wihrend bei o,p ~-DDT-exponierten Mowenembryonen
die Ovidukte abnormal entwickelt sind, erscheinen die Ovarien strukturell unverindert (Fry &
Toone, 1981). Auch werden mit Fliissigkeit gefiillte Bldschen entlang der MD beschrieben
(Berg et al., 1999; Mentor et al., 2020a; Willier et al., 1935). Es ist erwdhnenswert, dass es
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innerhalb der Klasse der Vogel unterschiedlich sensitive Spezies zu geben scheint. Wihrend
vor allem der Wachtelembryo besonders sensitiv mit Missbildungen der MD bzw. Ovidukte
auf estrogene ED reagiert, scheint der Hithnerembryo wenig sensitiv fiir diesen Endpunkt, und
vergleichbare anatomische Fehlbildungen bleiben aus oder sind deutlich schwicher ausgeprigt

(Berg et al., 2004, 2001, 1999; Mentor et al., 2020a, 2020b).

Weitere Autoren berichten bei Exposition weiblicher Hithnerembryonen gegeniiber MBP,
einem BPA-Metaboliten, von kleineren bzw. schmaleren linken Ovarien und einer reduzierten
Gonadenfldche (Mentor et al., 2020a). Bei Behandlung mit BPA, BPAF, BPF und Bisphenol S
(BPS) sind Form und GroBe der Ovarien unverédndert, einige BPS-behandelte Tiere weisen
jedoch ein etwas schmaleres, moglicherweise atrophisches linkes Ovar auf (Mentor et al.,
2020b). Scheib (1983) beschreibt bei mit DES behandelten Wachtelembryonen eine
GroBenreduzierung beider Gonaden, aber keine Beeinflussung der generellen Differenzierung.
Ein kleiner linker Eierstock steht mutmaBlich im Zusammenhang mit den Auswirkungen einer
Exposition gegeniiber Antiestrogenen oder Hemmstoffen der Estrogensynthese und kann ein
Zeichen fiir eine gestorte weibliche Entwicklung sein (Burke & Henry, 1999; Mentor et al.,
2020b; Scheib, 1983). Die Studie von Eldefrawy et al. (2021), die mit BPA und BPS behandele
adulte Hithner untersucht, zeigt morphologische Verdanderungen sowohl der Ovargroe als auch
der Follikelentwicklung, was sich zum Teil mit eigenen Untersuchungsergebnissen deckt.
Obwohl in der Studie kein Effekt auf die Linge der Ovarien festgestellt werden kann, liegt ein
signifikant hoheres Ovargewicht vor. Die Autoren folgern, dass die komplizierten
Wechselwirkungen, die zwischen den eingesetzen Chemikalien und der Steroidogenese
bestehen, wahrscheinlich durch ihre xenoestrogenen Aktivitdten am ER, insbesondere am ERa,
vermittelt werden. Dies fiihrt zu Verdnderungen des mRNA-Expressionsniveaus bestimmter
Gene und der nachfolgenden Signalwege, die unter anderem mit der Ovarfunktion in
Zusammenhang stehen (Eldefrawy et al., 2021). So konnten die estrogenen Substanzen mit dem
ER interagieren und diesen aktivieren, jedoch nicht die Wirksamkeit von endogenem Estrogen
erreichen (Mentor et al., 2020a). Bei weiblichen Embryonen, die ein erhohtes Estrogenelevel
aufweisen (Ottinger et al., 2001; Woods & Brazzill, 1981), kann eine partielle Aktivierung des
ER die natiirliche estrogeninduzierte Aktivierung des ERa storen (Mentor et al., 2020a) und
somit beispielsweise zur Fehlbildung des Ovars, inklusive einer reduzierten Cortexdicke,

fiihren.
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Der in der vorliegenden Arbeit gefundene Unterschied zwischen der Behandlung weiblicher
Embryonen mit EE> und BPA lésst sich moglicherweise durch ihre Wirkweise erkldren. Viele
der bekannten estrogenen ED wirken, indem sie einen oder beide Subtypen der nukledren ER
aktivieren. Diese fungieren als Transkriptionsfaktoren, die nach Bindung ihrer Liganden
Dimere ausbilden, welche wiederum an die regulatorischen Regionen spezifischer Zielgene,
sogenannte Estrogen Response Elements, binden und deren Expression regulieren konnen. Die
Subtypen ERa und ER weisen unterschiedliche Expressionsmuster auf. Sie konnen #hnliche,
spezifische oder sogar gegensitzliche Wirkungen auf die Genexpression hervorrufen und
vermitteln daher zum Teil unterschiedliche biologische und physiologische Funktionen (Jia et
al., 2015; Leitman et al., 2010). Dariiber hinaus konnen ERa und ER durch verschiedene
estrogene ED unterschiedlich aktiviert werden (Mattsson & Brunstrom, 2017). So zeigt BPA
eine hohere Affinitdt fiir ERP, wihrend EE; bevorzugt ERa bindet (Hanafy et al., 2005, 2004).
BPA wirkt sowohl iiber estrogenabhéngige als auch -unabhéngige Wege (Gao et al., 2015;
Huang et al., 2019) und hat nicht nur estrogene Eigenschaften, sondern auch eine antiandrogene
Wirkung (Wang et al., 2017). Bei Vogelembryonen induziert BPA eine estrogenidhnliche
Entwicklungstoxizitit durch Bindung an klassische und nicht klassische ER (Berg et al., 2001;
Halldin et al., 2001; Kurosawa et al., 2002) und unterdriickt die Fortpflanzungsprozesse (Berg
etal., 2001; Furuya et al., 2006, 2003; Panzica et al., 2005).

2.2.3 Wirkung von Antiestrogen auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung

Als nichstes wurden Fulvestrant (0,1, 1 oder 10 pg/g Ei) und Tamoxifen (0,1, 1 oder 10 pg/g
Ei) als Modellsubstanzen zur Untersuchung moglicher antiestrogener Effekte beim
Hiithnerembryo herangezogen. Daneben sollte auch untersucht werden, inwieweit die Effekte
des bekannten Estrogens EE» (20 ng/g Ei) durch die simultane Antiestrogen-Gabe kompensiert
werden konnen (Jess! et al., 2018b).

Aufbauend auf den Ergebnissen der Untersuchungen mit Fulvestrant und Tamoxifen wurden
nach erweiterter Literaturrecherche zwei weitere Substanzen mit potentiell antiestrogener
Wirkung, Terbutryn (170 pg/g E1) und TBP (5, 50 oder 85 pg/g Ei), getestet (unverdffentlichte
Ergebnisse).

Miinnchen

Wie in der vorangegangenen Untersuchung mit den Estrogenen EE> und BPA (Jessl et al.,
2018a), fiihrte die Gabe von EE; zu einer deutlichen Feminisierung ménnlicher Embryonen, die
sich durch die Ausbildung weibchenédhnlicher Gonaden mit sichtbarer Cortexregion und einem

gleichzeitigen Riickgang des Prozentsatzes an Tubuli seminiferi charakterisierte. Fulvestrant
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sowie Tamoxifen alleine verabreicht hatte in keiner der getesteten Konzentrationen einen
signifikanten Einfluss auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung der Minnchen. Beide
Antiestrogene waren jedoch in der Lage, die feminisierenden Effekte von EE> zu
antagonisieren. So fiihrte die Verabreichung geringer Konzentrationen der Antiestrogene zu
einer partiellen Neutralisierung der durch EE; induzierten Effekte, wihrend hohere

Konzentrationen in einer vollstindigen Antagonisierung der EE>-Effekte resultierten.

In Folgeuntersuchungen bewirkte Terbutryn (170 pg/g Ei) bei genetischen Minnchen eine
beidseitige signifikante Verringerung der Gonadenfliche sowie eine starke Zunahme des
prozentualen Anteils an Tubuli seminiferi in der linken Gonade, wihrend sich TBP-behandelte
Gruppen nicht von den Kontrollgruppen unterschieden. Beide Substanzen wurden zuvor noch
nicht auf antiestrogene Effekte in Vogeln getestet, zeigen aber in anderen Vertebraten, wie
Ratte, Maus und Fisch sowie in vitro unter Verwendung humaner nukledrer Rezeptoren
verschiedene Effekte (Kojima et al., 2013; Velisek et al., 2011; WHO/IPCS, 1991). So wird
beispielsweise bei histopathologischer Untersuchung TBP-behandelter Ratten eine
degenerative Verdnderung der Tubuli seminiferi der Hoden beschrieben (Laham et al., 1954).
Dartiber hinaus ist Terbutryn als potentieller ED gelistet (ECHA, 2023; PPDB, 2023; USEPA,
2012b). In der Literatur lassen sich keine vergleichbaren Studien an Vogeln finden, die eine
Erkldarung oder Hinweise auf die gefundenen Effekte liefern. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
die Substanz eine abseits der vermuteten Antiestrogenitit liegende Wirkung hat, die die
genannten Effekte bedingt. Hier wiren weiterfiihrende Experimente und die Untersuchung

weiterer Substanzdosen notig, um mogliche Substanzeffekte nidher zu untersuchen.
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Abbildung 5: Effekte der In-ovo-Exposition gegeniiber Terbutryn (170 pg/g Ei) auf die rechte und linke
Gonadenflache (A) sowie die Cortexdicke und den prozentualen Anteil an Tubuli seminiferi der linken Gonade
(B) von Embryonen des Haushuhns (Gallus gallus domesticus) am Tag 19 der embryonalen Entwicklung.
Statistische Analyse mittels One-way ANOVA und Dunnett’s post Test gegen die Losemittelkontrolle (SC).
Negativkontrolle (NC). 5A: NC: nminnchen=2, Nweibchen=9; SC: NMinnchen=, NWeibchen=8; Terbutryn: Nmannchen=12,
nWeibchenZS- 5B: NC: nMiinnchen:?), nWeibchen:9; SC: nMZ’innchen:6, nWeibchenzg; TerbUtryn: nMéinnchenzlz, nWeibchenzg-
Signifikanzlevel: * p<0,05; *** p<0,001. Unversffentlichte Daten.
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Da der ER bei Vogeln weitgehend irrelevant fiir die Geschlechtsdifferenzierung ménnlicher
Vogel ist, filhrt die Gabe von Antiestrogenen, wie Atrazin, Imazalil oder Tamoxifen bei
genetischen Minnchen zu keiner substanzbedingten Fehldifferenzierung bzw. Gréeninderung
der embryonalen Gonaden (Koo et al., 1985; Matsushita et al., 2006, Salzgeber et al., 1981 ).
Dagegen resultiert die Behandlung mit Tamoxifen im Adultstadium von Héhnen in einem
erhohten Plasmatestosteronlevel, in einer verfrithten Pubertit und in einer gesteigerten

Spermaproduktion (Robinzon et al., 1990; Rozenboim et al., 1989).

Wenngleich die relevante Literatur einen fehlenden Einfluss auf die gonadale
Geschlechtsdifferenzierung der minnlichen Embryonen durch Antiestrogen-Behandlung
beschreibt, konnen die durch die Verabreichung von Estrogenen hervorgerufenen
feminisierenden Effekte durch die simultane Gabe von Antiestrogenen abgeschwiécht oder
vollkommen kompensiert werden (Jessl et al., 2018b; Salzgeber et al., 1981; Samsel et al.,
1982; Scheib, 1983; Weniger et al., 1981). Es ist anzunehmen, dass die Konkurrenz zwischen
Estrogen und Antiestrogen an der Bindungsstelle des ER von ihren unterschiedlichen
Konzentrationen, aber auch von ihrer spezifischen Bindungsaffinitit zum Rezeptor beeinflusst
wird. So zeigen EE,, Tamoxifen bzw. Fulvestrant relative Bindungsaffinititen von 190%, 1,6%
bzw. 37,5% an den ER aus Zytosolpriparaten des Rattenuterus (Blair et al., 2000). Eine hohe
Estrogen-Konzentration fiithrt zu einer bevorzugten Bindung der Substanz an ihren Rezeptor
und damit zu einer Feminisierung ménnlicher Gonaden. Mit zunehmender Konzentration des
Antiestrogens wird der ER sukzessive geblockt. Da in den der vorliegenden Dissertation
zugrunde liegenden Untersuchungen die beiden Antiestrogene Tamoxifen und Fulvestrant in
Dosen angewendet wurden, die um den Faktor 500 héher waren als das verwendete Estrogen
EE,, ist es wahrscheinlich, dass das Estrogen schrittweise aus dem ER verdringt wurde, was zu

einer Neutralisierung der Estrogenantwort fiihrte.

Weibchen

Die weibliche Geschlechtsdifferenzierung wurde vor allem durch die Gabe von Tamoxifen
beeinflusst. In der hochsten Dosierung von 10 pg/g Ei fiihrte Tamoxifen zu einer signifikanten
GroBenreduktion des linken Ovars und in allen eingesetzten Dosierungen (0,1, 1 oder 10 pg/g
Ei) zu Missbildungen des linken ovariellen Cortex. Fulvestrant dagegen hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Geschlechtsdifferenzierung der Weibchen. Lediglich in den
beiden niedrigen Dosierungen von 0,1 und 1 pug Fulvestrant/g Ei gab es eine statistisch nicht
signifikante Tendenz zu einem vergroflerten rechten und linken Ovar sowie einer marginal

verringerten Cortexdicke des linken Ovars. Die hochste Dosierung von 10 pg Fulvestrant/g Ei
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lieB weder makroskopisch noch histologisch signifikante Effekte auf die Gonadogenese

erkennen.

Die gleichzeitige Exposition gegeniiber EE> (20 ng/g Ei) und Tamoxifen (0,1 oder 1 pg/g Ei)
bzw. Fulvestrant (10 pg/g Ei) fiihrte auf morphologischer Ebene zu einer statistisch
signifikanten Zunahme der linken Ovarfldche. Eine Tamoxifen-Dosis von 10 pg/g Ei war in
der Lage, diesen Effekt umzukehren und resultierte in einer signifikanten Reduzierung der
linken Ovarfliche analog zur Einzelbehandlung mit Tamoxifen. Histologisch war kein
signifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen estrogenen bzw. antiestrogenen

Einzelsubstanzen und der Kombination von Estrogen und Antiestrogen feststellbar.

Analog zu Fulvestrant kam es bei Einsatz von Terbutryn und TBP zu keiner Beeinflussung der
weiblichen Gonadendifferenzierung. Bei Verabreichung von Terbutryn zeigten sich
ausschlieBlich marginale Effekte auf die Geschlechtsdifferenzierung der Weibchen.
Wenngleich die hochste TBP-Dosis (85 pg/g Ei) eine signifikante Vergrof3erung der weiblichen
linken Gonadenfldche ausloste, so ldsst dieses Ergebnis aufgrund einer ungeniigenden Quantitiit
analysierbarer Individuen, hervorgerufen durch eine dosisbedingte Steigerung der Mortalitiit,

keine statistisch abgesicherte Aussage zu.
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Abbildung 6: Effekte der In-ovo-Exposition gegeniiber Tributylphosphat (TBP; 5, 50 oder 85 pg/g Ei) auf die
linke und rechte Gonadenfliche (A) sowie die Cortexdicke und den prozentualen Anteil an Tubuli seminiferi der
linken Gonade (B) von Embryonen des Haushuhns (Gallus gallus domesticus) am Tag 19 der embryonalen
Entwicklung. Statistische Analyse mittels One-way ANOV A und Dunnett’s post Test (A, B) oder Kruskal-Wallis
und Dunn’s post Test (B, Cortexdicke Weibchen) gegen die Losemittelkontrolle (SC). Negativkontrolle (NC). 6A:
NC: nMéinnchen:I?’y nWeibchen:ZO; SC: nMéinnchen:l6, nWeibchen:39; TBP 5 Hg/g Ei: nMﬁnnchenzlo, Nweibchen= 1 ]; TBP 50
Hg/g Ei: NMinnchen= "7 nWeibchen:S; TBP 85 Hg/g Ei: nMannchen/Weibchen=1. 6B: NC: nMiinnchen:]4, NWeibchen= 1 9a SC:
NMannchen=17, Nweibchen=20; TBP 5 Hg/g Ei: nminnchen=10, Nweibchen=11; TBP 50 P-g/g Ei: nmannchen=7, Nweibchen=3; TBP
85 pg/g Ei: NMannchenweibchen=0. Signifikanzlevel: * p<0,05. Unverdffentlichte Daten. Schidel-Symbol: Die hohe
Mortalitit in der Behandlungsgruppe mit TBP 85 pg/g Ei fiihrte dazu, dass kein verwertbares Gonadengewebe fiir
histologische Untersuchungen verfiigbar war.
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Bei Antiestrogenen handelt es sich um Substanzen, die die Wirkung des Steroidhormons
Estrogen hemmen. So betreffen die durch Antiestrogene hervorgerufenen Effekte vor allem
weibliche Vogelembryonen. Es ist zwischen Aromatasehemmern, reinen Antiestrogenen und
selektiven Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) zu unterscheiden. Aufgrund seiner hheren
ER-Affinitdt im Vergleich zu Tamoxifen (Wakeling & Bowler, 1987; Wakeling et al., 1991)
und der Tatsache, dass die Behandlung mit Fulvestrant zu einer vollstindigen Hemmung des
Estrogen-Signalwegs fiihrt (Osborne et al., 1995; Wakeling, 1995; Wardley, 2002), wurde
erwartet, dass Fulvestrant das stirkere Antiestrogen ist. Der Unterschied zwischen Fulvestrant
und Tamoxifen hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Geschlechtsdifferenzierung der Gonaden von
G. gallus domesticus konnte auf ihre Wirkungsweise zuriickzufiihren sein, da der SERM
Tamoxifen je nach Zielgewebe ein partieller ER-Antagonist ist und damit sowohl eine
antiestrogene als auch eine estrogenartige Aktivitit aufweist, Fulvestrant jedoch ein reiner (oder
kompetitiver) ER-Antagonist ohne intrinsische Aktivitét ist (Bentrem et al., 2001; MacGregor
& Jordan, 1998; Shou et al., 2004; Webb et al., 1995). Es ist jedoch nicht bekannt, ob diese

Unterschiede die Aktivitit in ovo beeinflussen konnen.

Auch Aromatasehemmer fiihren bei In-ovo-Administration bei Vogelembryonen zu einer
Fehldifferenzierung der Gonaden genetischer Weibchen. Sie verhindern durch die Inhibierung
des Enzyms Aromatase die Umwandlung von Androgen in Estrogen, ein Prozess der auch als
Aromatisierung bekannt ist. Dies fiihrt zu einem Stopp der Estrogensynthese in den Gonaden
und resultiert schlieBlich in einer Maskulinisierung der Ovarien genetischer Weibchen (Burke
& Henry, 1999; Elbrecht & Smith, 1992). Substanzen, welche die Aktivitit des
Aromataseenzyms blockieren, erhthen den Androgenspiegel, und senken gleichzeitig den
Estrogenspiegel. Durch das verdnderte Androgen-Estrogen-Verhiltnis wird die
Geschlechtsdifferenzierung tendenziell in Richtung des phénotypisch ménnlichen Geschlechts
verschoben. Es konnten bereits verschiedene Pflanzenextrakte, beispielsweise aus Knoblauch
und Tomate, identifiziert werden, welche eine aromatasehemmende Wirkung auf die
Embryonalentwickung von Vogelembryonen ausiiben (Abdulateef et al., 2021; Fazli et al.,
2015; Valizadeh & Seratinouri, 2013). Auch die bekannten Aromatasehemmer Fadrozol und
Imazalil fithren bei In-ovo-Administration von Hithnerembryonen und weiterer Vogelspezies
zu einem hohen Prozentsatz maskulinisierter genetischer Weibchen. Auf morphologischer
Ebene differenzieren sich die Gonaden paarig mit der eindeutigen Erscheinung von Testes (oder
Ovotestes), wihrend histologische Untersuchungen die Bildung von Tubuli seminiferi oder
degenerierte Ovarfollikel offenlegen (Burke & Henry, 1999; Matsushita et al., 2006, Vaillant

et al., 2001a, 2001b). Ahnliche Ergebnisse liefert die Verabreichung der SERM Tamoxifen
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oder Clomiphen an Hiihnerembryonen. Bei makroskopischer Befundung der &dufleren
Genitalien wird eine signifikant hohere Anzahl phénotypischer Méannchen detektiert (Coco et
al., 1992; Fazlietal., 2015; Valizadeh & Seratinouri, 2013). Es kann eine inhibierte Regression
des rechten Ovars beobachtet werden, welches makroskopisch eine testisdhnliche duflere
Erscheinung (Salzgeber et al., 1981; Scheib, 1983) und histologisch eine zum Teil tubulére
Struktur aufweist (Koo et al., 1985). Das linke Ovar ist in seiner Grof3e reduziert und weist eine
dicht gepackte Medulla sowie einen reduzierten Cortex auf (Salzgeber et al., 1981; Scheib,
1983).

Wihrend die alleinige Gabe des Antiestrogens Tamoxifen in einer Maskulinisierung
genetischer Weibchen, inklusive einer symmetrischen Grolenanndherung beider Gonaden und
einer Cortexreduzierung des linken Ovars resultiert, und die alleinige Gabe des Estrogens DES
das Volumen des linken Eierstocks reduziert, aber seine Differenzierung nicht beeintréachtigt,
fiihrt die simultane Gabe beider Substanzen zu einer Reduktion der durch das Antiestrogen
induzierten Effekte (Scheib, 1983). Ganz anders der in der vorliegenden Dissertation gefundene
Effekt einer signifikant vergroferten linken Gonadenfliche bei Co-Exposition von EE> und
Tamoxifen bzw. Fulvestrant. Hier scheint sich erst die Kombination estrogener und
antiestrogener Substanzen zu einem Effekt aufzusummieren, welcher bei Einzelgabe der
estrogenen oder antiestrogenen Substanzen nicht auftritt. Wihrend die simultane Gabe von EE»
(20 ng/g Ei) und 10 pg Fulvestrant/g Ei zum genannten Effekt fiihrt, ist Tamoxifen bereits bei
100fach niedrigerer Dosis in der Lage, einen signifikanten Effekt hervorzurufen. Bei einer
Dosis von 10 pg Tamoxifen/g Ei iiberwiegt schlieBlich das Antiestrogen, und es kommt zu
Effekten analog der alleinigen Behandlung mit Tamoxifen, nidmlich einer signifikant
verringerten linken Ovarfliche. In der Literatur wurden fiir den Hiihnerembryo keine
vergleichbaren Studien mit einer Erkldrung gefunden. Um dies zu beleuchten, wiren
weiterfithrende Untersuchungen mit weiteren (anti)estrogenen Substanzen und Dosierungen

notig.

2.2.4 Wirkung von Androgen auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung

Aufgrund ihrer estrogenabhingigen Geschlechtsdifferenzierung stand bei Vogeln in der
Vergangenheit vor allem die Untersuchung der Effekte (anti)estrogener Substanzen im
Mittelpunkt der Forschung. Im Vergleich dazu fillt die Datenlage bei potentiell androgenen ED
deutlich iibersichtlicher aus. Die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen deuten jedoch
darauf hin, dass auch Substanzen mit (anti)androgenen Wirkungsweisen in die Betrachtung

moglicher Effekte miteinbezogen werden sollten (Niemann et al., 2010).
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Zur Untersuchung androgener Effekte dienten TBT (0,5, 3, 10 oder 30 pg TBT-Sn/g Ei) und
Methyltestosteron (MT; 30 pg/g Ei) als Modellsubstanzen. Als Losemittel diente Sesamdl. Ziel
der Studie war es, die durch den bekannten ED TBT induzierten morphologischen
Verianderungen des Hithnerembryos mit der zugrunde liegenden Genexpression zu verbinden.
Die Ergebnisse der Genexpressionsstudien werden der Vollstindigkeit halber erwéhnt, jedoch
nicht nidher beleuchtet, da sie Teil der Dissertation von Dr. Jessica Scheider sind (Scheider,
2019; Scheider et al., 2018). Aufbauend auf den Ergebnissen der Untersuchungen mit TBT und
MT wurden weitere Versuche mit MT (0,6 oder 10 ng/g Ei) und Trenbolon (1, 3,3 oder 10 ng/g
E1), durchgefiihrt (unverdffentlichte Ergebnisse). Als Losemittel diente DMSO.

Miinnchen

Die Hoden genetischer Midnnchen der mit TBT oder MT behandelten Gruppen zeigen keinerlei
anatomische oder histologische Verdnderungen. Auch in weiteren im Rahmen der vorliegenden
Dissertation durchgefiihrten Versuchen zeigten sich die Keimdriisen der Miénnchen
unbeeinflusst durch die eingesetzten androgenen Substanzen MT und Trenbolon

(unveroffentlichte Ergebnisse).

Die Literatur zeigt hinsichtlich androgener Substanzen bei Vogeln widerspriichliche Befunde.
In Experimenten mit adulten Wachteln fiihrt die MT-Behandlung zu einem reduzierten
Testisgewicht (Niemann et al., 2010) und einer Inhibierung der Spermatogenese, welche in
einer reduzierten Fruchtbarkeit der betroffenen Minnchen resultiert (Niemann et al., 2010;
Selzsam et al., 2005). Demgegeniiber stehen Studien an adulten Wachteln, welche bei
Behandlung mit MT keine abnormale Entwicklung der Testes (und Ovarien) feststellen
(Shibuya et al., 2004) sowie bei Behandlung mit Trenbolonacetat (TA) keine Beeinflussung der
Histologie der Tubuli seminiferi messen konnen, was eine normale Spermatogenese indiziert
(Henry et al., 2012). Auch im Hiithnerembryo fiihrt exogen zugefiihrtes TP zu keiner
quantifizierbaren Maskulinisierung der embryonalen Keimdriisen (Groenendijk-Huijbers &

Van Schaik, 1976).

Bei Vogeln gibt es bisher keinen Hinweis darauf, dass Androgene eine entscheidende Rolle bei
der Morphogenese der Hoden spielen, wie es bei Estrogenen mit der Differenzierung der
Eierstocke der Fall ist (Estermann et al., 2021; Groenendijk-Huijbers & Van Schaik, 1976).
Wenngleich die Gonaden beider Geschlechter den AR exprimieren, so ist dieser bei weiblichen
Individuen stets hoher exprimiert als bei mannlichen. So sind Androgene und AR-Signale bei
Vogeln wesentlich fiir die Entwicklung der Ovarien, nicht aber fiir die Entwicklung der Hoden.

So liegt die Vermutung nahe, dass gonadenbezogene Endpunkte bei (médnnlichen) Vogeln
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unergiebig fiir die Untersuchung androgener Wirkpotentiale sind, da diese keine relevanten
Zielgewebe fiir androgene Substanzen darstellen. Verschiedene Studien geben Hinweise
darauf, dass weitere Zielorgane, wie die Bursa fabricii, ein lymphatisches Organ von Vogeln,
welches im Endbereich der Kloake lokalisiert ist, oder die Schaum produzierende Kloakaldriise
bei Wachtel und Huhn aufgrund ihrer Sensitivitit gegeniiber Androgenen geeignetere
Endpunkte fiir den Nachweis androgener Substanzen darstellen. So ist bekannt, dass die In-
ovo-Verabreichung von Testosteron das normale Wachstum und die Entwicklung der Bursa
fabricii blockiert (Burke, 1996, Glick, 1983; Henry & Burke, 1999; Quinn & Ottinger, 2006;
Utsumi & Yoshimura, 2009). Auch das Kloakaldriisenwachstum wird durch beispielsweise TA
in der Wachtel beeintrichtigt (Quinn & Ottinger, 2006, Quinn et al., 2007a).

Weibchen

Die Gabe von TBT und MT fiihrt in allen Behandlungsgruppen zu einer anatomischen
Virilisierung weiblicher Gonaden. Diese umfasste die Entwicklung einer lingeren rechten
und/oder einer runderen linken Gonade, die den anatomischen Eigenschaften eines sich
entwickelnden Ovotestis dhnelten. Auf histologischer Ebene zeichnete sich der virilisierende
Effekt hauptsdchlich durch eine signifikante Reduktion des linken Cortex weiblicher Gonaden
aus. Dariiber hinaus ermoglichte die substanzbedingte Verdnderung der Gonaden die
Identifizierung unterschiedlich exprimierter Transkriptions- und Wachstumsfaktoren, die mit
diesem Phénotyp in E19-Embryonen assoziiert sind. Es war daher moglich, die phéanotypische

Veridnderung mit genetischen Faktoren zu verkniipfen.

In einer weiteren, im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefiihrten Versuchsreihe
wurden Untersuchungen mit den Androgenen MT und Trenbolon durchgefiihrt. Dabei zeigte
sich, dass die Keimdriisen weiblicher Embryonen unbeeinflusst durch die eingesetzten
androgenen Substanzen blieben (unverdffentlichte Ergebnisse). Eine offenkundige Ursache fiir
die Diskrepanz zwischen den MT-Ergebnissen der TBT-/MT- und der MT-/Trenbolon-
Untersuchungen ist nicht bekannt, kann jedoch in den Unterschieden der
Versuchsdurchfithrung wie den verwendeten Losemitteln, den untersuchten Endpunkten, dem
eingesetzten Konzentrationsbereich und der Anzahl untersuchter Embryonen begriindet liegen.
An dieser Stelle kann erwidhnt werden, dass die in der TBT-/MT-Versuchsreihe mit dem
Losemittel Sesamol behandelte Kontrollgruppe zu einer im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe nicht signifikanten Virilisierung der weiblichen Gonaden fiihrte. Sesamol
wurde bereits in verschiedenen Studien zur Untersuchung von ED in Vertebraten eingesetzt

(Chataigneau et al., 2004; Demissie et al., 2008; Liang et al., 2013). Eine endokrine
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Wirksamkeit des Losemittels Sesamdl ist nicht bekannt. Auch im uterotrophen Assay und im
Hershberger Assay zeigt die Untersuchung verschiedener Losemittel, darunter auch Sesamdl,
bei subkutaner Anwendung an Ratten keine Beeinflussung der Geschlechtsorgangewichte
(Yamasaki et al., 2001 ). Eine Literaturrecherche zu Sesamol ergab keine bekannten Effekte auf
die (Geschlechts-)differenzierung von Hiithnerembryonen (Eising et al., 2001; Miiller et al.,
2005). Eine weiterfiihrende Diskussion zu den verwendeten Losemitteln Sesamdl und DMSO

ist in der Dissertation von Dr. Jessica Scheider zu finden (Scheider, 2019).
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Abbildung 7: Effekte der In-ovo-Exposition gegeniiber Trenbolon (T; 1, 3,3 oder 10 ng/g Ei) und 17a-
Methyltestosteron (MT; 0,6 oder 10 ng/g Ei) auf die rechte und linke Gonadenflédche (A, B) sowie die Cortexdicke
und den prozentualen Anteil an Tubuli seminiferi der linken Gonade (C) von Embryonen des Haushuhns (Gallus
gallus domesticus) am Tag 19 der embryonalen Entwicklung. Statistische Analyse mittels One-way ANOVA und
Dunnett’s post Test gegen die Losemittelkontrolle (SC). Negativkontrolle (NC). 7A: NC: nminnchen=12,
Nweibchen=10; SC: NMinnchen/Weibchen=7; T 1 Hg/g Ei: nMinnchen=10, Nweibchen=0; T 3,3 ng/g Ei: nMinnchen=5, NDweibchen=11;
T 10 ng/g Ei: nMéinnchen=4, nWeibchen=8- 7B: NC: nMénnchenzzs, nWeibchenzlg; SC: NMinnchen/Weibchen= 1 3a MT 056 ng/g Ei:
NMinnchen=0, NWeibchen=11; MT 10 ng/g Ei: nMiunnchen=4, Nweibchen=8. 7C: NC: NMannchen=12, Nweibchen=9; SC: NMannchen=0,
nWeibchen:4; T: nMéinnchen=4y nWeibchen=6; MT: nM'zinnchen:4, nWeibchen:8~ Unveroffentlichte Daten.

Die Keimdriisen beider Geschlechter sind schon vor Beginn der gonadalen
Geschlechtsdifferenzierung steroidogen aktiv. So ist Testosteron bereits in den Keimdriisen
beider Geschlechter an E3,5 nachweisbar und damit rund drei Tage vor Einsetzen der

morphologischen Differenzierung der sexuell indifferenten Gonaden zu Ovarien und Testes
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(Bruggeman et al., 2002). Der embryonale Hithnerhoden exprimiert bereits in den frithen
Stadien der gonadalen Geschlechtsdifferenzierung alle Enzyme, die fiir die Testosteronsynthese
aus Cholesterin erforderlich sind (Ayers et al., 2013; Nishikimi et al., 2000). Es ist bekannt,
dass ménnliche Tiere eine hohere Androgen-Serumkonzentration aufweisen als weibliche Tiere
und Testosteron sowie das Testosteron-Ez-Verhiltnis in médnnlichen Tieren signifikant hoher
ist (Wang et al., 2019). Plasmatestosteron kann beim Huhn bereits an E5,5 im Blut beider
Geschlechter nachgewiesen werden. Dabei steigt der minnliche Testosteronspiegel ab E7,5
messbar, verglichen mit dem der Weibchen. Damit steht die Testosteron-Plasmakonzentration
in direktem Zusammenhang mit der Regression beider ménnlicher MD und des rechten
weiblichen MD (Woods & Podczaski, 1974; Woods et al., 1975). Beginnend mit der Expression
von Aromatase ab E6 liefert Androgen das Substrat fiir die Aromatisierung und die
Estrogenproduktion der weiblichen Tiere (Groenendijk-Huijbers & Van Schaik, 1976).
Mehrere embryonale Gewebe ménnlicher und weiblicher Hithner exprimieren den AR. Dabei
ist der AR in den weiblichen embryonalen Gonaden, insbesondere dem linken Ovar, im
Allgemeinen hoher exprimiert als in den ménnlichen Gonaden (Katoh et al., 2006, Tanaka et
al., 2017). Bei den Weibchen wird eine nukledre Lokalisation des AR in den Cortexstringen
und den Lacunae nachgewiesen, wihrend der AR bei den Minnchen eine zytoplasmatische
Lokalisierung in den Tubuli seminiferi der Keimdriisen aufweisen. Der mRNA-Spiegel fiir den
AR in weiblichen embryonalen Keimdriisen ist in allen Entwicklungsstufen hoher als der der
Minnchen. Zusammengefasst verdeutlicht dies, dass Androgene und AR-Signale bei Vogeln
wesentlich fiir die Entwicklung der Ovarien sind, nicht aber fiir die Entwicklung der Hoden.
Die Rolle von Androgenen und AR-Signalen in der Gonadenentwicklung bei Hiihnern ist

jedoch noch nicht vollstindig geklirt (Tanaka et al., 2017).

2.2.5 Wirkung von Antiandrogen auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung
Zuletzt wurden mit CPA (0,2, 2 und 20 pg/g Ei), p,p ~DDE (0,5, 5 und 50 pg/g Ei) und Flutamid
(0,5, 5 und 50 pg/g Ei) die Effekte antiandrogener Substanzen auf die Geschlechtsdifferen-

zierung von Hithnerembryonen untersucht (Jess! & Oehlmann, 2023).

Miinnchen

Keine der drei getesteten antiandrogenen Substanzen CPA, p,p -DDE und Flutamid zeigte
einen Effekt auf die gonadenbezogenen morphologischen und histologischen Endpunkte
Gonadenfliche, Cortexdicke und prozentuale Flache der Tubuli seminiferi. Die Gonaden beider
Geschlechter waren in Grofle, Form und Beschaffenheit mit denen der Kontrollgruppen

vergleichbar.
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Die in der Literatur gefundenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die gonadenbezogenen
Endpunkte bei ménnlichen Hithnern und Wachteln durch die Anwesenheit und Wirkung von
Antiandrogenen in einem iiberwiegenden Anteil an Studien unbeeinflusst scheinen. So wird
von einem fehlenden Einfluss verschiedener Antiandrogene wie p,p ~-DDE, p,p ~-DDT, CPA
oder Flutamid auf die Gonadenmorphologie sowie -physiologie der Minnchen sowohl im
Embryonal- als auch im Adultstadium berichtet (Leitner et al., 1996; Quinn & Ottinger, 2006;
Quinn et al., 2008; Utsumi & Yoshimura, 2009). Demgegeniiber stehen wenige Studien, welche
durch Antiandrogen-Behandlung hervorgerufene Effekte auf die Differenzierung der
Reproduktionsorgane von Vogeln zeigen. So werden bei Behandlung mit Bicalutamid,
Flutamid oder DDT ein vermindertes Testisgewicht méinnlicher Hiihner, eine reduzierte Grof3e
der Testes médnnlicher Zebrafinken oder feminisierte Testes von Mowenembryonen festgestellt
(Fennell et al., 1996; Fry & Toone, 1981; Grisham et al., 2007). Die Studien zu Huhn und
Zebrafink beziehen sich jedoch auf die Behandlung adulter Tiere, sodass der Nachweis

potentieller Effekte auf das Reproduktionssystem der Embryonalstadien nicht gegeben ist.

Analog zum Kapitel 2.2.4 (Wirkung von Androgenen auf die gonadale
Geschlechtsdifferenzierung) geben verschiedene Studien Hinweise darauf, dass weitere
Zielorgane, wie die Bursa fabricii oder die Kloakaldriise bei Wachtel und Huhn, aufgrund ihrer
Sensitivitit gegeniiber Androgenen geeignetere Endpunkte fiir den Nachweis antiandrogener
Substanzen darstellen (Burke, 1996, Glick, 1983; Henry & Burke, 1999; Quinn & Ottinger,
2006; Utsumi & Yoshimura, 2009). Antiandrogene verhalten sich im Organismus
antagonistisch zu Androgenen und sind in der Lage, deren Wirkung weitgehend aufzuheben.
Da AR und AR-mRNA in den Kloakaldriisen der Wachtel produziert werden, stellen diese ein
Zielorgan fiir Androgene dar, sodass die Entwicklung der Kloakaldriise bei gleichzeitiger
Verabreichung von Androgenen wie TP und Antiandrogenen wie CPA, Vinclozolin oder
Flutamid effektiv unterdriickt werden kann (Adkins-Regan & Garcia, 1986; McGary et al.,
2001; Utsumi & Yoshimura, 2011, 2009). Die Bursa fabricii erfihrt bei Verabreichung von
Androgenen wie TP eine signifikante Gewichtsabnahme, wihrend die gleichzeitige Gabe von
Antiandrogenen wie Flutamid oder ICI 176,334 (auch bekannt als Casodex) die androgen-
bedingte Bursalregression autheben kann (Burke, 1996; Henry & Burke, 1999; Utsumi &
Yoshimura, 2009).
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Weibchen

Analog zu den Ergebnissen der Minnchen hatte keine der drei getesteten antiandrogenen
Verbindungen CPA, p,p-DDE und Flutamid einen Effekt auf die untersuchten
gonadenbezogenen Endpunkte weiblicher Embryonen. Weder morphologisch noch

histologisch traten Verdnderungen des embryonalen Ovars auf.

Es ist allgemein bekannt, dass Antiandrogene in Sidugetieren prinzipiell alle
androgenabhidngigen Gewebe und Funktionen beeinflussen. Auch bei den Vogeln sind
Antiandrogene fiir ihr hormonell disruptives Potential bekannt, als bekannteste Vertreter sind
hier beispielsweise DDT und seine Derivate zu nennen. Angereichert durch die Nahrungskette
fiihrt die Substanz bei verschiedenen carnivoren und piscivoren Vogelspezies zu
Eischalenverdiinnung (Fry & Toone, 1981; Hickey & Anderson, 1968). Wihrend viele
Greifvogel hoch sensitiv fiir DDT-assoziierte Eischalenverdiinnungen sind, reagieren andere
Spezies, wie beispielsweise Huhn oder Wachtel, annidhrend unempfindlich beziiglich dieses
Endpunkts (Peakall & Lincer, 1996). Dariiber hinaus berichten verschiedene Studien von einem
fehlenden FEinfluss verschiedener Antiandrogene, wie p,p -DDE oder CPA, auf die
Gonadenmorphologie und -physiologie sowohl im Embryonal- als auch im Adultstadium
weiblicher Japanwachteln (Kamata et al., 2013; Quinn et al., 2008; Utsumi & Yoshimura,
2009). Wihrend DDE keinen Einfluss auf die Gonadendifferenzierung im Embryonalstadium
hat, wird eine Anderung des Reproduktionsverhaltens im Adultstadium weiblicher Hiihner

beobachtet (Quinn et al., 2008).

2.3 Hithnerembryo als Testsystem
In Bezug auf die zu untersuchenden Hypothesen (siehe Kapitel 1.8 Ziele der Arbeit) konnen

anhand der vorgestellten Ergebnisse folgende Aussagen getroffen werden:

1. Die untersuchten morphometrischen Endpunkte eignen sich fiir den Nachweis toxischer
Effekte ausgewihlter endokriner Disruptoren auf die Embryonalentwicklung von

Gallus gallus domesticus.

- Diese Hypothese wird durch die eigenen Ergebnisse gestiitzt. Der toxische Einfluss
endokriner Verdachtssubstanzen auf die physiologische Embryonalentwicklung von G. gallus
domesticus lasst sich durch die gewihlten morphometrischen Endpunkte Mortalitit,
Missbildungsrate und Korperldnge einfach und effizient abbilden. Da es sich beim Vogelei um
ein System handelt, in dem eine in den Eidotter applizierte Chemikalie wihrend der gesamten
Entwicklung in direktem Kontakt mit dem Embryo steht, ist jede potentiell auftretende toxische

oder teratogene Wirkung leicht zu beobachten. Es ist bekannt, dass die Empfindlichkeit
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gegeniiber Giftstoffen bei den verschiedenen Vogelarten sehr unterschiedlich ausfallen kann.
Im Allgemeinen reagieren Hiihner, einschlieBlich ihrer Embryonen, von den domestizierten
und wildlebenden Vogelarten jedoch hidufig am empfindlichsten auf viele der bisher
untersuchten Substanzen (Scanes & McNabb, 2003). Unter Beriicksichtigung der Fahigkeit des
Hiithnerembryos, entsprechend sensibel auf verschiedene Priifsubstanzen zu reagieren, scheinen
die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Endpunkte optimal geeignet, um die toxische
Wirkung einer Substanz darzustellen, eine Dosis zu ermitteln, bei der eine erhohte Mortalitit
oder Missbildungsrate festzustellen ist oder andere negative Effekte, wie zum Beispiel eine
Entwicklungsverzogerung, anzuzeigen. Dabei ist stets ein Vergleich zu den eingesetzten
Kontrollgruppen (inkl. historischer Daten) zu ziehen, um natiirlich auftretende oder
losungsmittelbedingte Effekte klar unterscheidbar von Substanzeffekten zu machen. Die im
Versuch mit dem Antiandrogen CPA detektierte embryonale Wachstumsverzogerung ldsst sich
durch einen solchen Vergleich beispielsweise direkt auf die erfolgte Substanzbehandlung
zuriickfiithren. Dariiber hinaus zeigt es, dass sich die gewdhlten Endpunkte, aber auch das
Testsystem als Ganzes, in besonderer Weise fiir die Identifizierung moglicher

substanzbedingter Entwicklungsverzogerungen eignen.

2. Die In-ovo-Exposition von Gallus gallus domesticus gegeniiber ausgewihlten (anti)
estrogenen und (anti)androgenen Verbindungen fiihrt zu teratogenen Effekten auf die

Gonaden von E19-Embryonen.

-> Diese Hypothese wird bedingt durch die eigenen Resultate unterstiitzt. Bei Behandlung der
Embryonen mit den verschiedenen untersuchten Verbindungen kam es bei einigen, nicht jedoch
bei allen Substanzen, zu einer Beeinflussung bzw. Fehldifferenzierung der Gonaden mindestens
eines der beiden Geschlechter. Unter Einfluss der Estrogene BPA und EE; entwickelten sich
die Keimdriisen der Mannchen zu Ovotestes, welche in Grof3e und Form dem weiblichen Ovar
glichen und histologisch einen Cortex sowie zum Teil Lacunae und einen Riickgang des Anteils
an Tubuli seminiferi aufwiesen. Auch weibliche Embryonen wurden durch die eingesetzten
Estrogene beeinflusst und entwickelten ein Ovar mit deutlich schmalerem Cortex. Unter
Einfluss von Antiestrogenen wie Fulvestrant und Tamoxifen blieben Effekte auf die Gonaden
minnlicher Embryonen aus, eine durch das potente Estrogen EE: hervorgerufene
Feminisierung ménnlicher Gonaden konnte durch beide Substanzen jedoch effektiv
antagonisiert werden. Weibchen bilden unter Einfluss von Tamoxifen deutlich schmalere linke
Gonaden mit einem missgebildeten Cortex aus. Weitere untersuchte Antiestrogene

(Fulvestrant, Terbutryn und TBP) blieben ohne nennenswerte Effekte auf die gonadale
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Geschlechtsdifferenzierung der Weibchen. Unter Einfluss der Androgene TBT und MT blieben
Effekte auf minnliche Embryonen aus. Bei den Weibchen fiihrte die Androgen-Behandlung zu
einer anatomischen Virilisierung der Gonaden, die den Eigenschaften eines sich entwickelnden
Ovotestis dhnelten und einen reduzierten Cortex der linken Gonade aufwiesen. Bei weiteren
Versuchen mit MT und Terbutryn blieben die zuvor gefundenen Effekte auf weibliche
Embryonen aus, was vor allem in einem Unterschied hinsichtlich des eingesetzten
Losungsmittels der verschiedenen Versuche vermutet wird. Alleine die untersuchten
antiandrogenen Versuchssubstanzen hatten keinen messbaren Effekt auf die gonadale
Geschlechtsdifferenzierung minnlicher und weiblicher Hithnerembryonen. Dies scheint mit
dem Hormonsystem der Vogel in Zusammenhang zu stehen sowie der Tatsache, dass
Androgene eine untergeordnete Rolle bei der Geschlechtsdifferenzierung der Vogel spielen. Es
besteht zudem die Vermutung, dass die gonadenbezogenen Endpunkte kein geeignetes

Zielgewebe fiir (Anti)androgene darstellen.

3. Die untersuchten gonadenbezogenen Endpunkte eignen sich fiir den Nachweis der
Effekte ausgewihlter endokriner Disruptoren auf die gonadale

Geschlechtsdifferenzierung des Hithnerembryos von Gallus gallus domesticus.

- Diese Hypothese wird bedingt durch die eigenen Resultate unterstiitzt. Neben der
Information iiber das genetische Geschlecht zeigen die gewihlten Endpunkte Gonadenfléche,
Cortexdicke und prozentualer Anteil der Tubuli seminiferi an, ob eine potentiell endokrine
Priifsubstanz in der Lage ist, die gonadale Geschlechtsdifferenzierung der Embryonen zu
beeinflussen. Bei der Untersuchung der Effekte potentieller ED eignen sich vor allem solche
Endpunkte, welche einer direkten oder indirekten Beeinflussung einer Substanz unterliegen,
z.B. durch die substanzvermittelte Storung relevanter Stoffwechselwege oder Signalmolekiile.
Hier bieten sich vor allem die Fortpflanzungsorgane inklusive der Gonaden an, da deren
Entwicklung unter anderem von Hormonen und deren Rezeptoren abhiéngig ist. Endpunkte, die
sich unmittelbar auf die Gonaden beziehen, scheinen bei der Untersuchung endokriner
Verbindungen daher sinnvoll, da diese gezielt die Geschlechtsdifferenzierung beeinflussen. Es
besteht jedoch immer die Méglichkeit, dass das Huhn nicht zu den Tierarten gehort, welche fiir
eine bestimmte Verbindung empfinglich sind, so wie auch bei anderen hiufig verwendeten
Tierarten nachgewiesen wurde, dass sie nicht auf alle Chemikalien in dhnlicher Weise
reagieren. So ist bekannt, dass es innerhalb der Klasse der Vogel unterschiedlich sensitive
Spezies zu geben scheint. Wihrend der Wachtelembryo beispielsweise besonders empfindlich

auf estrogene ED mit Missbildungen der MD bzw. Ovidukte reagiert, scheint der
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Hithnerembryo wenig empfindlich fiir diesen Endpunkt, und vergleichbare anatomische
Fehlbildungen der MD sind deutlich schwécher ausgeprigt oder bleiben aus (Berg et al., 2004,
2001, 1999; Mentor et al., 2020a, 2020b). Es ist auch moglich, dass das Huhn empfindlicher
auf eine Chemikalie reagiert als andere Tierarten. So ist bekannt, dass Hiihner, einschlie3lich
ihrer Embryonen, im Allgemeinen sensitiver auf viele untersuchte Giftstoffe reagieren als

andere domestizierte oder wild lebenden Vogelarten (Scanes & McNabb, 2003).

Wihrend die Behandlung bei mindestens einer der in der vorliegenden Arbeit untersuchten
estrogenen, antiestrogenen und androgenen Versuchssubstanzen zu einer signifikanten
Beeinflussung der Gonadendifferenzierung eines der beiden oder gar beider Geschlechter von
G. gallus domesticus fiihrte, hatten alleine die antiandrogenen Versuchssubstanzen keinen
messbaren Effekt auf die untersuchten Endpunkte. Neben dem Vorhandensein spezifischer
Hormonrezeptoren ist bei Vogeln vor allem die An- bzw. Abwesenheit von Estrogen
ausschlaggebend fiir die Differenzierung in Richtung eines der beiden Geschlechter. Die native
Anwesenheit von Estrogen bewirkt die Differenzierung zum weiblichen Geschlecht, die
Abwesenheit von Estrogen dagegen die Differenzierung in Richtung des minnlichen
Geschlechts. So scheint es logisch, dass die Gonadenmorphologie der Hiithnerembryonen
einerseits durch exogene Estrogene wie EE; und BPA, andererseits aber auch durch
Antiestrogene wie Tamoxifen, welche die gleichen Hormonrezeptoren, nimlich den ER,
besetzen, nachhaltig beeinflussbar ist. Im Vergleich zu Estrogenen scheinen Androgene
dagegen eine untergeordnete Rolle bei der Geschlechtsdifferenzierung von Vogeln zu spielen.
Hier ist es vor allem das weibliche Geschlecht, das auf das Vorhandensein von Androgenen fiir
die Differenzierung der weiblichen Gonaden angewiesen ist. So erscheint es logisch, dass unter
Einfluss der Androgene TBT und MT ausschlieBlich die gonadale Differenzierung weiblicher
Embryonen beeinflusst wurde. Wihrend in der Gruppe der Androgene noch Effekte auf die
Geschlechtsdifferenzierung weiblicher Embryonen festgestellt werden konnten, bleiben die
Effekte von Antiandrogenen auf die Keimdriisen bei beiden Geschlechtern aus. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit sowie eine Literaturrecherche legt die Vermutung nahe, dass die
untersuchten gonadenbezogenen Endpunkte der Embryonen von G. gallus domesticus keine
geeigneten Zielorgane bzw. -gewebe fiir (anti)androgene Substanzen darstellen. Sollen mit dem
vorgestellten Testsystem in Zukunft auch (anti)androgene Substanzen erfolgreich untersucht
werden, welche vergleichsweise wenig Hinweise auf eine adverse Beeinflussung der
embryonalen Reproduktionsorgane geben als (anti)estrogene Verbindungen, miissen iiber die
in der vorliegenden Dissertation diskutierten gonadenbezogenen Endpunkte hinaus

moglicherweise weitere Endpunkte in Betracht gezogen werden. In der Literatur finden sich
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verschiedene Hinweise und Empfehlungen fiir weitere sinnvolle Endpunkte zur Untersuchung
(anti)androgener Substanzen. So wurden vor allem die inhibitorischen Effekte verschiedener
(Anti)androgene auf die Entwicklung der Kloakaldriise von Wachteln und der Bursa fabricii
von Wachteln und Hiithnern untersucht. Die Bursa fabricii, ein lymphatisches Organ von
Vogeln, welches im Endbereich der Kloake lokalisiert ist, stellt aufgrund ihrer Sensitivitit
gegeniiber Androgenen theoretisch ein Primirziel fiir androgenaktive ED dar (Quinn &
Ottinger, 2006). Es ist bekannt, dass die In-ovo-Verabreichung von Testosteron das normale
Wachstum und die Entwicklung der Bursa fabricii blockiert (Burke, 1996, Glick, 1983; Henry
& Burke, 1999; Quinn & Ottinger, 2006). So zeigen verschiedene Studien an Wachtel und
Huhn eine dosisbezogene Abnahme des Bursagewichts bei Exposition gegeniiber Androgenen
wie TP, TA und weiteren androgenen Substanzen (Burke, 1996; Glick, 1983; Quinn & Ottinger,
2006). Weitere Studien an der Wachtel zeigen, dass die in der Kloake befindliche, Schaum
produzierende Kloakaldriise (Glandula proctodealis dorsalis) (Quinn & Ottinger, 2006) ein
weiteres Zielorgan fiir androgenaktive ED darstellt, da diese den AR enthilt (Kaku et al., 1993),
und ihr Wachstum durch zirkulierende Androgene reguliert wird (Balthazart et al., 1984, Kaku
etal., 1993; Quinn & Ottinger, 2006; Yoshimura & Kawai, 2002). Das androgen wirksame TA
fiihrt in der Wachtel nicht nur zu einer Verzogerung der Pubertit und einer Reduktion des
Reproduktionsverhaltens ménnlicher Tiere, sondern auch zu einer signifikanten Inhibierung der
Entwicklung der Kloakaldriise (Quinn & Ottinger, 2006, Quinn et al., 2007a). Auch die Studien
von Utsumi and Yoshimura (2009) belegen, dass der empfindlichste Endpunkt androgener
Wirkungen im Wachtelembryo die strukturellen Verdnderungen in den Kloakaldriisen sind. Fiir
das Haushuhn liegen keine entsprechenden Hinweise vor, dass die Kloakaldriise einen

relevanten Endpunkt fiir die Untersuchung potentieller ED darstellt.

Zusammenfassend eignen sich die in der vorliegenden Arbeit untersuchten gonadenbezogenen
Endpunkte bedingt fiir den Nachweis aller Arten von ED, da sich das Testsystem aufgrund des
estrogenabhingigen Hormonsystems der Vogel vor allem fiir estrogene Substanzen eignet,
seine Grenzen jedoch bei (anti)androgenen Substanzen findet. Ganz allgemein betrachtet,
konnen die gonadenbezogenen Endpunkte als Biomarker fiir die Wirkung von ED beim Huhn

jedoch sehr niitzlich sein.

4. Histologische Untersuchungen der Gonaden lassen sich durch anatomische Marker

ersetzen.

—> Diese Hypothese muss abgelehnt werden. Aus den dieser Dissertation zugrunde liegenden

Daten ldsst sich folgern, dass anatomische Endpunkte, wie die Gonadenfldche, schnelle
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Ergebnisse in Bezug auf eine potentielle endokrine Beeinflussung der Keimdriisen liefern
konnen. Damit scheint der Endpunkt optimal geeignet fiir erste Substanzscreenings, da weit
zeit- und arbeitsaufwindigere Verfahren, wie die histologische Aufarbeitung der Gonaden,
theoretisch nicht erst vorgenommen werden miissen, um die endokrine Wirkung einer Substanz
nachzuweisen. Wihrend durch anatomische Endpunkte, wie die Gonadenfldche, bereits bei
Sektion an E19 eingeordnet werden kann, ob eine Substanz ein endokrin disruptives Potential
aufweist, erkennbar an einer deutlichen Zu- oder Abnahme der Gonadenfliche, so ladsst dieser
Endpunkt jedoch keine konkrete Aussage iiber die Art der Verdnderung auf zelluldarer Ebene
zu. Erginzend sollte deshalb stets eine histologische Gewebeuntersuchung durchgefiihrt
werden, welche das durch anatomische Marker erzielte Ergebnis bestitigt und die
substanzbedingten Veridnderungen auf zelluldrer Ebene offenlegt. Auerdem wird auf diesem
Wege ausgeschlossen, dass Substanzen, die Effekte auf zelluldrer, jedoch nicht auf
anatomischer Ebene hervorrufen, verpasst werden. Es scheint, dass Veridnderungen auf
histologischer Ebene bereits bei deutlich kleineren Substanzkonzentrationen auftreten als auf
anatomischer Ebene. So stellen Shibuya et al. (2005) bei Untersuchungen an der Wachtel fest,
dass histopathologische Verdnderungen der Gonaden bereits bei einer Dosis von 10 ppm E» zu
beobachten sind, wihrend (minimale) pathologische Verdnderungen erst ab einer 10fach
hoheren Dosis auftreten. Auch Mentor et al. (2020b) finden Hinweise darauf, dass histologische
Verinderungen bei niedrigeren Dosen auftreten als morphologische Verdnderungen. So zeigen
im Versuch mit BPA, BPAF und BPF-behandelten Hithnerembryonen alle Individuen mit
einem anatomisch feststellbaren Ovotestis auch auf histologischer Ebene Anzeichen einer
Feminisierung. Umgekehrt verzeichnen die Autoren jedoch eine Vielzahl von Embryonen,
welche anatomisch unauffillige Hoden aufweisen, in der nachfolgenden histologischen
Gewebeaufarbeitung jedoch leichte zellulire Verdnderungen zeigten. Diese Ergebnisse
bestdtigen auch eigene Untersuchungen, in denen substanzbedingte histologische
Veridnderungen bei deutlich geringeren Substanzdosen nachgewiesen werden konnen als fiir
anatomische Endpunkte. So verursacht beispielsweise eine Dosis von 75 ug BPA/g Ei bei
ménnlichen Hithnerembryonen bereits eine ovardhnliche Verdickung der Cortexregion des
linken Hodens, wihrend Dosen bis zu 300 ng BPA/g Ei verglichen mit der Kontrollgruppe zu
keinem signifikanten Unterschied in der Gonadenfliche fiihren (Jessl et al., 2018a). Auch im
Experiment mit Tamoxifen sind bereits ab einer Dosis von 0,1 pug/g Ei histologische Effekte in
Form eines signifikant schmaleren weiblichen linken Cortex messbar, wihrend der anatomische
Endpunkt Gonadenfldche erst ab einer Konzentration von 10 pg/g Ei signifikant von der

Kontrolle abweicht (Jessl et al, 2018b). Zusammengefasst legt dies nahe, dass
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substanzbedingte Veridnderungen der Fortpflanzungsorgane durch histologische Endpunkte
deutlich sensitiver nachzuweisen sind als morphologische Endpunkte. Nach Temple et al.
(2020) stellen pathologische Verdnderungen lediglich einen Hinweis und keine Diagnose fiir
eine endokrine Wechselwirkung dar, da diese auch Ergebnis einer systemischen Toxizitdt sein
konnen. In diesem Zusammenhang ist es von groer Wichtigkeit, auf einen gut untermauerten
Datensatz an Kontrollen zuriickgreifen zu konnen, um natiirlich auftretende Effekte von
substanzbedingten Effekten unterscheidbar zu machen. Die Studie von Temple et al. (2020) legt
nahe, dass anatomische Endpunkte nicht ohne weitere aussagekriftige Endpunkte betrachtet
werden sollten, und fiihrt die Empfehlung der ECHA/EFSA (2018) an, die Ergebnisse
pathologischer Untersuchungen unter besonderer Beriicksichtigung endokriner Zielorgane, wie
den Reproduktionsorganen, einschlielich den Keimdriisen, anzugeben. Auf eine tiefergehende
histologische Untersuchung sollte daher zusammenfassend nicht verzichtet werden, sondern
diese zur Untermauerung vorausgegangener anatomischer Ergebnisse hinzugezogen werden
und eine deutlich feinere Analyse der auf zellulirer Ebene existierenden Effekte zu

ermoglichen.

5. Der Embryo von Gallus gallus domesticus eignet sich als alternatives Versuchssystem

zur Untersuchung und zum Nachweis der Effekte ausgewéhlter endokriner Disruptoren.

- Diese Hypothese wird durch die eigenen Resultate unterstiitzt. Das in der vorliegenden
Dissertation vorgestellte, auf dem Hiihnerembryo basierende Testsystem eignet sich in
besonderer Weise zur Detektion moglicher endokriner Potentiale einer Substanz. Wie gezeigt,
reagiert der Hithnerembryo mit Verdnderungen der gonadalen Geschlechtsdifferenzierung
sowie allgemeiner physiologischer Parameter hinreichend sensitiv auf die In-ovo-Applikation
verschiedener endokrin disruptiver Versuchssubstanzen. Die Vor- und Nachteile des
Testsystems werden an dieser Stelle nochmals hervorgehoben und mit bereits etablierten

Testsystemen verglichen.

Der Einsatz des Vogelembryos im Allgemeinen hat eine Fiille von Vorteilen gegeniiber bereits
etablierten Testsystemen zur Untersuchung der Effekte von Chemikalien auf die
Differenzierung eines Organismus. Bei vielen der bereits lange in Verwendung befindlichen
Testsysteme, wie dem nagerbasierten uterotrophen Assay (TG 440; OECD, 2007b) oder dem
Hershberger Assay (OECD TG 441; OECD, 2009), ist als besonders kritisch zu betrachten, dass
diese das fiir endokrin wirksame Substanzen empfindlichste Lebensstadium, ndmlich den sich
entwickelnden Embryo, nicht weiter beriicksichtigen (Cook et al., 1997; Grote et al., 2004, Lan

& Katzenellenbogen, 1976). Dabei konnten diverse toxikologische Studien bereits belegen,
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dass die Embryonalphase eines Organismus deutlich sensitiver auf Storsubstanzen reagiert als
Organismen in der Adultphase. Wihrend der Entwicklung eines Organismus gibt es immer
wieder kritische Zeitfenster, in denen die Differenzierung und Organisation spezifischer Organe
und Gewebe stattfindet. So kann eine durch ED hervorgerufene Beeintrichtigung der
endokrinen Signaliibertragung wihrend der embryonalen Geschlechtsdifferenzierung die
Struktur und Funktion des reproduktiven endokrinen Systems irreversibel verdndern. Beim
Vogelembryo ist dies darauf zuriickzufiihren, dass die gonadale Geschlechtsdifferenzierung
von einem definierten Gehalt an Streoidhormonen in den frithen Entwicklungsstadien abhéngig
ist (Marlatt et al., 2022). Verglichen mit anderen domestizierten oder wildlebenden Vogelarten
reagieren speziell Hithner einschlieBlich ihrer Embryonen hédufig am empfindlichsten auf viele
Giftstoffe (Scanes & McNabb, 2003 ), was ihren Nutzen fiir das in der vorliegenden Dissertation
vorgestellte Testsystem untermauert. Da bekannt ist, dass der Einfluss von Xenohormonen in
sich entwickelnden Vogelembryonen zu irreversiblen Missbildungen der Geschlechtsorgane
oder nach Schlupf zu einem gestorten geschlechtsbezogenen Verhalten fiithren kann, wihrend
ED weniger starke und hiufig reversible Effekte in der Adultphase der Tiere auslosen (Adkins-
Regan, 1990; Ottinger & Abdelnabi, 1997), eignet sich der Vogelembryo in besonderer Weise

fiir die Untersuchung der frithen Geschlechtsentwicklung und der moglichen Einfliisse von ED.

Weitere nagerbasierte Tests, wie der pridnatale Entwicklungstoxizititstest (OECD TG 414;
OECD, 2018a), der Reproduktions-/Entwicklungstoxizititstest (OECD TG 421; OECD, 2016)
und der kombinierte Toxizitédtstest bei wiederholter Verabreichung mit Reproduktions-
/Entwicklungstoxizititstest (OECD TG 422; OECD, 2015a), der erweiterte Ein-Generation
Reproduktionstoxizititstest (OECD TG 443; OECD, 2018b) und der Zwei-Generationen
Reproduktionstoxizititstest (OECD TG 416; OECD, 2001) schlielen die oben genannte Liicke
weitgehend, indem nicht nur die eingesetzten Elterntiere, sondern auch deren Nachkommen auf
durch chemische Exposition verursachte Anderungen unter anderem der Geschlechtsorgane
untersucht werden. Anders als bei Sdugetieren oder aquatischen Organismen entwickelt sich
der Vogel- bzw. Hithnerembryo in einem weitgehend abgeschlossenen System, welches iiber
den Austausch von Gasen hinaus kaum in Wechselwirkung mit seiner Umwelt steht. Dies
beinhaltet auch die vom Muttertier unabhingige Entwicklung des Embryos (De Groef et al.,
2008), was zur Folge hat, dass der Embryo nach der Eiablage weder von deren Hormonsystem
beeinflusst wird, noch dass Elterntiere getotet werden miissen, um den Embryo in einer friihen,
prianatalen Phase untersuchen zu konnen. Beim Vogeleitest muss jedoch auch genannt werden,
dass das Testsystem nicht vollstindig auf den Einsatz von Tieren verzichten kann. Vielmehr

stellen In-ovo-Modelle einen Mittelweg zwischen In-vitro- und In-vivo-Assays dar. Da sie
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immer noch einen ganzen, wenn auch nicht voll entwickelten biologischen Organismus
erfordern, wirken sie sich in Bezug auf die von Russell & Burch (1959) definierten 3R vor allem
auf die Komponente ,,verfeinern und ,,reduzieren® aus, anstatt einen Organismus vollstindig
zu ersetzen” (Ball & Lavado, 2021). Aus juristischer Sicht stellten Versuche mit dem
Hithnerembryo in der Vergangenheit eine relevante Alternative zu gingigen
vertebratenbasierten Testsystemen dar, da er bis zum Jahr 2021 nach deutschem Recht bis kurz
vor Schlupf nicht unter das Tierschutzgesetz fiel und daher im weitesten Sinne als In-vitro-
System betrachtet werden konnte. Nach neuester Gesetzgebung und Aktualisierung des
Tierschutzgesetzes ist ein Brutabbruch nach Tag 6 der Embryonalentwicklung seit dem Jahr
2022 nicht mehr zuléssig, wobei der Einsatz von Haushuhnkiiken der Art G. gallus inklusive
ihrer Gewebe und Organe zur Verwendung im Tierversuch oder fiir wissenschaftliche Zwecke

ausgenommen ist (Bundesministerium der Justiz, 2022).

Ein bedeutender Vorteil bei der Chemikalientestung in ovo ist die Applikation von Substanzen
direkt in das Ei, was spezifische und standardisierte Dosierungen ermoglicht und einen
relevanten Pfad, niamlich den miitterlichen Transfer von Giftstoffen in den Eidotter darstellt.
AuBlerdem ist die Injektion in den Eidotter ein okotoxikologisch relevanter Weg fiir die
Exposition gegeniiber lipophilen Umweltschadstoffen, der einen direkten Vergleich mit den in
Eiern von Wildvogeln gefundenen Konzentrationen ermoglicht (Berg et al., 2001, 1999). Da
unmittelbar nach Applikation kein Austausch oder Verlust von Versuchssubstanz mehr moglich
ist, resultiert diese Technik in einer chronischen Exposition des Embryos, die ausreichend ist,
um dessen Entwicklung signifikant zu beeinflussen. Da es sich um ein weitgehend
geschlossenes System handelt, in dem die Chemikalie wihrend der gesamten Entwicklung in
direktem Kontakt mit dem Embryo steht, ist es wahrscheinlich, dass jede toxische oder
teratogene Wirkung leicht zu beobachten sein wird. Die Untersuchung potentieller
Auswirkungen von ED auf den Hithnerembryo wird zudem dadurch erleichtert, dass dessen
Normalentwicklung bereits vollstindig beschrieben (Hamburger & Hamilton, 1992; Keibel &
Abraham, 1900; Starck & Ricklefs, 1997) und die einzelnen Entwicklungsstadien leicht
zugénglich und gut einsehbar sind. So kann die Entwicklung des Embryos iiber die gesamte
Bebriitungsphase hinweg mittels Schieren (Durchleuchten) der Eier relativ einfach verfolgt

werden.

Uber die genannten nagerbasierten Tests hinaus werden die kritischen Effekte von ED auf die
Geschlechtsdifferenzierung in hoheren Vertebraten mit einem Multigenerationstest an

Wachteln und weiteren Vogelarten untersucht (OECD TG 206 und USEPA TG 890.2100;
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OECD, 1984, USEPA, 2015). Neben dem hohen zeitlichen, personellen und finanziellen
Aufwand wird eine groBe Zahl an Versuchstieren fiir diese Tests bendtigt. Mit dem
vorgestellten Testsystem auf Grundlage des Hithnerembryos entfallen die Tierhaltung und die
damit verbundenen Nachteile weitestgehend, da die Inkubation der Eier in Temperatur- und
Luftfeuchte-regulierten Bebriitern relativ einfach, platzsparend und kostengiinstig zu realisieren
ist. Durch die vergleichsweise kurze Versuchsdauer von nur 19 Tagen ist ein schnelles
Substanzscreening moglich, welches zeitlich deutliche Vorteile gegeniiber den etablierten

vogelbasierten Testsystemen hat.

Da das Hormonsystem der Vogel weitgehend mit dem der Siugetiere vergleichbar ist (Lange
et al., 2002; Ritchie & Pilny, 2008), lassen sich die Ergebnisse des Hiihnereitests im Sinne der
Gefahren- und Risikobewertung zumindest teilweise auf den Sduger, inklusive den Menschen,
tibertragen. Aber auch eine okotoxikologische Risikobewertung ist mit dem Testsystem
Hiihnerei moglich. Es liegt auf der Hand, dass die oben genannten Vorteile des Testsystems bei
Weitem dessen Nachteile iiberwiegen. Als Alternative zu bisherigen Assays konnte der

vorgeschlagene Hiihnereitest dazu beitragen, kiinftig weniger Versuchstiere zu konsumieren.
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3 FAZIT UND AUSBLICK

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer auf dem Hiihnerembryo
basierenden Alternativimethode zu den bisher etablierten nagerbasierten Testsystemen fiir die
Untersuchung der Effekte hormonell aktiver Substanzen auf die Geschlechtsdifferenzierung in
hoheren Wirbeltieren. Mit den in diesem Rahmen durchgefiihrten Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass der Embryo von G. gallus domesticus einen sensitiven Organismus
innerhalb des Tierreichs darstellt und hinreichend sensitiv auf eine Reihe von endokrin
wirksamen und reproduktionstoxisch wirkenden Chemikalien reagiert. Der Hiihnereitest ist
eine sinnvolle Ergdnzung zur bestehenden OECD-Testbatterie und zeichnet sich besonders
durch seine kostengiinstige und einfache Handhabung im Labor sowie einfach durchzufiihrende
Tests aus. Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation verdeutlichen, wie wichtig es ist, die
Embryonalphasen von Organismen in die Betrachtung der Effekte von Umweltchemikalien
miteinzubeziehen. Anatomische und histologische Anderungen der Gonaden konnen daher als

Biomarker fiir die Wirkung von ED bei Vigeln niitzlich sein.

Die untersuchten Endpunkte Mortalitit, Missbildungsrate und Korperldnge eignen sich zum
Nachweis der toxischen Potentialen endokriner Substanzen. So kann beispielsweise eine
substanzbedingte Entwicklungsverzogerung, erkennbar an einem embryonalen Minderwuchs,
wie im Versuch mit dem antiandrogenen CPA gezeigt, nachgewiesen werden. Bei den
untersuchten gonadenbezogenen Endpunkten eignet sich besonders der anatomische Endpunkt
Gonadenfliche fiir ein Schnellscreening von Substanzen, wobei die histologischen Endpunkte
Cortexdicke und Anteil an Tubuli seminiferi stets zur Untermauerung und Verfeinerung der
gefundenen Ergebnisse herangezogen werden sollten. Die beiden histologischen Endpunkte
stellen sich insgesamt als sensitivste Marker heraus, da mit ihnen bereits bei Einsatz geringer
Substanzdosen Effekte auf die gonadale Geschlechtsdifferenzierung des Hiithnerembryos
nachgewiesen werden konnen. Unter Estrogeneinfluss entwickelten sich die Keimdriisen der
Minnchen zu Ovotestes, welche in Grole und Form dem weiblichen Ovar gleichen und
histologisch einen Cortex sowie zum Teil Lacunae und einen Riickgang des Anteils an Tubuli
seminiferi aufwiesen. Weibliche Embryonen entwickelten unter Estrogeneinfluss ein Ovar mit
deutlich schmalerem Cortex. Bei Behandlung mit Antiestrogenen blieben Effekte auf die
Gonaden minnlicher Embryonen aus, eine durch das potente Estrogen EE» hervorgerufene
Feminisierung ménnlicher Gonaden konnte durch beide Substanzen jedoch effektiv
antagonisiert werden. Weibchen bilden unter Einfluss von Tamoxifen deutlich schmalere linke

Gonaden mit einem missgebildeten Cortex aus. Unter Einfluss der Androgene TBT und MT
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blieben die Effekte auf ménnliche Embryonen aus. Bei den Weibchen fiihrte die Androgen-
Behandlung zu einer anatomischen Virilisierung der Gonaden, die den Eigenschaften eines sich
entwickelnden Ovotestis dhnelten und einen reduzierten Cortex der linken Gonade aufwiesen.
Alleine die untersuchten antiandrogenen Versuchssubstanzen hatten keinen Effekt auf die
gonadale Geschlechtsdifferenzierung ménnlicher und weiblicher Hithnerembryonen. Dies
scheint angesichts der Tatsache, dass Androgene eine untergeordnete Rolle bei der
Geschlechtsdifferenzierung von Vogeln spielen und die untersuchten gonadenbezogenen
Endpunkte moglicherweise keine Zielgewebe fiir (anti)androgene Substanzen darstellen,

plausibel.

Bis zur Reife des Tests ist jedoch noch zusitzlicher Arbeitsaufwand notig. So sollte die
Untersuchung weiterer anatomischer oder histologischer Endpunkte, welche die Effekte
(anti)androgener Substanzen nachweisbar machen und Zielgewebe fiir diese Substanzen
darstellen, bevorzugt aufgegriffen werden. Ebenfalls interessant wire die Einfithrung einer
weiteren Kontrollgruppe, welche eine &dhnliche Behandlung unterlduft wie die
Losemittelkontrolle, d.h. Einfilhren einer Spritze in den Eidotter, jedoch ohne
Substanzapplikation. Damit konnte schirfer abgegrenzt werden, ob ein in der
Losemittelkontrolle auftretender Effekt durch die Manipulation der Eier oder durch das
Losemittel bedingt ist. Im Rahmen der 3R sollte auBerdem versucht werden, eine weitere
Optimierung des Systems herbeizufithren und in Zusammenhang mit molekularbiologischen
Untersuchungen eine Moglichkeit gefunden werden, den Hiihnerembryo in fritheren

Entwicklungsphasen untersuchbar zu machen.
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HIGHLIGHTS

e The first study to systematically examine the variability of individual parameters in control groups of chicken embryos.

e The low natural variability of the test system results in a good reproducibility in control and substance-treated groups.

¢ Reference values for developmental and gonadal endpoints, suggested as validity criteria, are provided.

e The chicken embryo is a suitable system for the detection of EDCs and a promising alternative to mammalian experiments.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Available online 28 December 2017

In recent decades the embryo of Gallus g domesticus has been widely used as a model for the study of
early sexual development and the potential impact of substances affecting development, including
endocrine disrupting chemicals (EDCs). Since there is no standardized procedure available for experi-
ments with the chicken embryo, the objective of our project is to expedite the protocol to assess the
potential effects of EDCs on early sexual differentiation. The main aim of the present study was to sys-
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ChJi/ cken embryo tematically investigate the natural variability of individual developmental and histological key param-
Gonad eters in untreated and solvent-treated control groups, since this has been insufficiently addressed so far.

A further aim was to provide robust values for all parameters investigated in control and substance
experiments, using two known estrogenic compounds, bisphenol A (75/150/300 pg/g egg) and 17a-
ethinylestradiol (20 ng/g egg). On embryonic day 1 eggs were injected with the estrogenic compounds.
On embryonic day 19 histological gonadal data as well as morphological parameters were noted. In
baseline experiments with control groups the selected endpoints showed reproducible results with low
variabilities. Furthermore, gonadal endpoints responded sensitively to the treatment with the two model
EDCs. Thus, these endpoints are recommended for the assessment of suspected EDCs in which the values
provided for all parameters can serve as validity criteria in future experiments. The embryo of
G. domesticus has shown to be a suitable alternative to currently accepted mammalian bioassays for the
impact assessment of EDCs on reproductive tissues.

Sex differentiation
Animal replacement
Bisphenol A
17a-ethinylestradiol

© 2017 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Reproductive disorders in animals and humans caused by
chemical substances that are suspected as endocrine disrupters
have gained major interest for science and society. Especially the
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interference of these chemicals with sexual development and
reproduction plays a major role. Endocrine disrupting chemicals
(EDCs) are naturally or synthetically occurring compounds and may
affect the natural balance of hormones or alter the endocrine
control in animals. Various studies confirm the suspicion that EDCs
may adversely affect wildlife and human health (Colborn et al.,
1993; Giesy et al., 2003; Vandenberg et al., 2012; Mallozzi et al.,
2016). In view of the large number of constantly used chemicals,
e.g. in agriculture, industry or medicine, it is expected that EDCs
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end up in the environment and may be incorporated by animals
and humans and, thus, may impact their hormonal systems. Only a
small proportion of these substances has been tested for potential
effects on the hormonal system. The pending investigation of
further substances will therefore produce a high demand for ani-
mal experiments in the coming years, since most of these sub-
stances have to be tested in vivo.

The Hershberger assay and uterotrophic assay are two interna-
tionally standardized tests for EDCs with androgenic or estrogenic
activity, which are based on rodents (OECD, 2007, 2009). These
tests use juvenile or adult rats or mice and, thus, not the most
sensitive life stage for EDCs, the developing embryo (Lan and
Katzenellenbogen, 1976; Cook et al., 1997; Grote et al.,, 2004).
Moreover, the critical effect on sexual differentiation in higher
vertebrates is currently studied by a standardized multi-
generational test, using quail and other avian species (OECD,
1984). However, this test is time intensive and costly and a very
high number of individuals is needed. As a result, nearly 2.7 million
vertebrates are annually consumed for animal testing throughout
Germany, almost 256,600 of them for toxicological studies (BMELV,
2015). This high number is hardly acceptable for animal welfare
reasons, and this is why the search for a suitable animal replace-
ment system is of great importance.

As early as 1959, Russel and Burch dealt with the subject of
treating experimental animals in a more human way (Russel and
Burch, 1959, reprinted 1992). Their principle of the 3Rs represents
the widely accepted ethical standard for the use of animal experi-
ments, which is already being implemented and applied in many
laws and technical guidelines. The 3Rs stand for Replacement,
Reduction and Refinement.

An interesting and promising approach to avoid animal testing
is the development of a standardized procedure for the testing of
potential EDCs in avian embryos. In recent years, the avian embryo
has emerged as a model for the study of environmental pollutants,
including EDCs (Fry and Toone, 1981; Fry, 1995; Berg et al., 1998,
1999, 2001a, 2001b, 2004; Berge et al., 2004; Biau et al., 2007;
Brunstrom and Halldin, 2000). The present study is part of a proj-
ect aiming to advance a replacement method for testing hormon-
ally active compounds in birds, where fertilized eggs of the
domestic fowl (Gallus gallus domesticus) are used (Berg et al., 1998,
1999). Chicken eggs provide significant advantages in the testing of
chemicals, as they are available throughout the year and the in-
jection of substances directly into the yolk allows specific and
standardized dosages (Berg et al., 1999). As the hen affects the
development of its offspring by transferred genetic materials as
well as hormones (Carere and Balthazart, 2007), substances
incorporated by the mother may consequently also influence the
development of the offspring even originally or as metabolites in
the allantoic fluid (Kamata et al., 2006). However, in contrast to
developing mammals or aquatic species, the chicken egg is a closed
system lacking any exchange with its environment except for the
interchange of gases. Thus, one injection of a test compound results
in chronic chemical exposure, because no exchange or loss of the
substance is possible. A single injection may therefore be sufficient
to influence the developing embryo (Davies et al., 1997; Gooding
et al., 2003; McAllister and Kime, 2003; Zhang et al., 2007). The
embryonic development is fully described (Keibel and Abraham,
1900; Hamburger and Hamilton, 1992; Starck and Ricklefs, 1997)
and the individual developmental stages are clearly visible and
easily accessible. Also the endocrine system of adult birds is largely
similar to that of mammals (Lange et al., 2002) which allows a
limited transfer of the resulting data to humans, as little differences
still exist, e.g. the genetic and endocrine control of gonadal devel-
opment is not identical to humans. It is known that the influence of
xenohormones in birds during embryonic development can lead to

irreversible malformations of the gonads or later to a disturbed
gender-related behavior, whereas EDCs may exert less severe and
often reversible effects in the less sensitive adult stage (Adkins-
Regan, 1990; Ottinger and Abdelnabi, 1997). Therefore, the
chicken embryo is a suitable model for the study of early sexual
development and the potential impact of EDCs regarding the
replacement for other vertebrate or even mammalian models.

However, the characterization of the normal development of the
test organism without exposure to EDCs should be a first and
fundamental step for the successful development of a test design
based on chicken embryos. Based on previously published studies
we decided for different common and gonad-based endpoints
which have already been shown to be affected by EDCs (Scheib and
Reyssbrion, 1979; Scheib and Baulieu, 1981; Scheib, 1983; Berg
et al., 1998, 1999; Halldin et al., 2003). These endpoints are the
surface area of left and right ovary or testis, the cortex thickness of
left ovary or testis and the percentage of seminiferous tubules of
left testis. In an extensive series of experiments, we investigated
these endpoints and worked out a detailed morphological and
histological description of embryonic gonads. Special focus was on
the systematic examination of the variability of individual param-
eters in untreated and solvent-treated control to demonstrate the
natural variability of the test system. Furthermore, this may allow
the determination of reliable reference values for each endpoint
which may serve as validity criteria in future experiments. Also,
these values could be used for the comparison between controls
and substance-treated groups. Moreover, the present study draws a
comparison between untreated controls and solvent controls,
which received dimethyl sulfoxide (DMSO) as a solvent. At last this
should allow a statement about the conformity and validity of the
data of both test groups and whether DMSO is a suitable solvent for
the chicken egg test. With the knowledge about the normal
development of the chicken embryos it will be possible to obtain a
reliable comparison between control groups and test groups
treated with different EDCs.

The second step in our investigations was to evaluate the effects
of the chosen EDCs on gonadal differentiation as assessed by the
previously chosen endpoints. After profound analysis of existing
literature we determined two promising compounds and analyzed
their effects on embryonic development with special focus on po-
tential gross morphological and histological changes of the gonads.
The selected estrogenic substances 17a-ethinylestradiol (EE), a
synthetic hormone primarily used for contraception, and bisphenol
A (BPA), a monomer used as basic material for polycarbonate
plastics, have already been widely used in the study of EDC-related
effects on different groups of organisms (Watts et al., 2001;
Oehlmann et al., 2006; Pettersson et al., 2006; Birceanu et al.,
2015) including the bird embryo (Berg et al., 1998, 1999, 2001a,
2001b, 2004; Biau et al., 2007; Oshima et al., 2012).

In the end we want to demonstrate that the test method based
on chicken embryos is a suitable system for the detection of EDCs. If
the chicken embryo proves to be similarly sensitive or even more
sensitive to EDCs than already established tests, the successful
development of a standardized test system based on chicken em-
bryos is very promising. As an alternative to current assays, this test
system could then contribute to a reduction in the number of
consumed experimental animals.

2. Materials and methods
2.1. Dosing
All experiments were carried out with respect for the principles

of laboratory animal care, in accordance with the European Com-
munities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and
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the German Animal Welfare Act. Fertilized eggs of white Leghorn
chicken (Gallus gallus domesticus) were obtained from a local
breeder (LSL Rhein-Main, Dieburg, Germany). The eggs were
incubated at 37.5°C+0.5°C and 60% + 10% relative humidity and
turned over eight times a day in a fully automated incubator (J.
Hemel Brutgerate, Verl, Germany). For the baseline experiments all
trials involve the formation of two control groups, the negative
control (NC), which includes unmanipulated eggs and the solvent
control (SC) which received DMSO (CAS: 67-68-5; purity = 99.5%;
Applichem, Darmstadt, Germany) as a carrier. In these experiments,
either 15 uL or 60 pL of the solvent were used. In ovo-exposure
experiments investigating the effects of EDCs additionally include
an EE,-treated group (20 ng/g egg weight; CAS: 57-63-6; purity: >
98%; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Germany) and three
BPA-treated groups (75, 150, 300 ug/g egg weight; CAS: 80-05-7;
purity: > 99%; Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Germany).
In previous studies, these substance concentrations have proven to
strongly affect the reproductive organs of chicken embryos (Berg
et al., 2001b, 2004). The corresponding doses were administered
to the eggs dissolved in 15 uL of the solvent.

Solvent and substances were injected into the yolk via a small
hole on the circle of the widest diameter of the egg using Hamilton
microliter syringes and needles (ga22s/51mm/pst2). The injection
was performed on day one of incubation. After injection the hole in
the shell was sealed with agarose gel (3%, in phosphate buffered
saline). During incubation, eggs were periodically checked by
candling to identify and discard dead embryos or unfertilized eggs.

2.2. Dissection, tissue preparation and evaluation

The embryos were dissected on day 19 of incubation, two days
before anticipated hatching. Unfertilized eggs were excluded from
statistics. All embryos were examined for deformations of body or
inner organs. Ovaries and testes were examined for deformations
under a stereo microscope. Photos of all gonads (Diskus, Carl H.
Hilgers, Konigswinter, Germany) were taken for further analyses of
the gonad surface area, in which the entire visible surface of each
single gonad was determined with an image editing program (Fiji is
just Image], Open Source). Gonads were dissected and fixed in
Bouin's solution for 24 h. The fixative was rinsed repeatedly with
80% ethanol. Ethanol was removed by saccharose solution (10, 20
and 30% in phosphate buffered saline) before gonads were
embedded in Tissue-Tek® (Sakura Finetek Europe B-V., Alphen aan
den Rijn, Netherlands). Gonads were sectioned (6 um) by a freeze
microtome (Microm HM 500 O, Thermo Fisher Scientific Germany,
Bonn, Germany) at —23 °C. Tissue sections were stained with he-
matoxylin and eosin. Histological examination was performed us-
ing a light microscope (Olympus BX50, Olympus, Tokyo, Japan) and
a camera (JVC Digital Camera, KY-F75U, Yokohama, Japan). In both
sexes the thickness of the cortex and in male embryos additionally
the percentage of the area of seminiferous tubules were measured
with an image analysis system (Diskus, Carl H. Hilgers,
Konigswinter, Germany).

2.3. Determination of sexual genotype

DNA isolation for each individual was carried out with a tissue
sample from the heart taken during dissection. Dead embryos,
identified and removed before dissection, were also sampled. All
embryos were typed for their sexual ZZ or ZW genotype according
to Fridolfsson and Ellegren (1999), based on PCR with a single set of
primers. Amplification was performed using qPCR and the primers
2550F “5'-GTT ACT GAT TCG TCT ACG AGA-3"" and 2718R “5'-ATT
GAA ATG ATC CAG TGC TTG-3'". Following amplification, all gPCR

products underwent a melting curve, which resulted in character-
istic bands for each sex. Male embryos had a single 600-bp CHD1-Z
specific fragment with a melting temperature of nearly 84 °C, while
females had a 600bp-CHD1-Z specific fragment and an additional
450-bp CHD1-W female-specific fragment, with a melting tem-
perature of nearly 82 °C.

2.4. Measurements and statistics

For the examination of the surface area of left and right gonads
the data from 15 (baseline experiments with controls) or 4 (ex-
periments with BPA and EE;) individual experiments were
analyzed. For the histological endpoints cortex thickness of left
gonads as well as the percentage of seminiferous tubules in left
testis, the data from 11 (baseline experiments) or 4 (experiments
with BPA and EE,) experiments were analyzed. For the baseline
experiments in particular, the range of variation within the control
groups, as well as any deviations among the control groups was in
the focus of investigation. For experiments with BPA and EE; it was
examined whether and how the endpoints specified in the baseline
experiments respond to the treatment with EDCs.

The cortex thicknesses of male and female left gonads as well as
the percentage of the area of seminiferous tubules in male left
testes were measured. 10 (baseline experiments) or 5 (experiments
with BPA and EE) sections for each embryo and endpoint were
evaluated. The selected sections were exclusively taken from the
gonads middle sectional plane. To determine the cortex thickness
different representative areas around the gonad were chosen. From
each section five measurements were performed to determine the
cortex thickness. For males the area of all seminiferous tubules in a
defined image section were measured to determine a representa-
tive percentage in the male left testis. Therefore random repre-
sentative image sections were selected which showed only the
medullary tissue but not the cortex region.

For each endpoint of the baseline experiments the mean value of
each of the 11 (cortex thickness and seminiferous tubules) or 15
(gonad surface areas) individual experiments was calculated. From
the mean values of the individual experiments, the arithmetic
means of NC and SC were calculated. Statistical evaluation was
carried out with GraphPadPrism® (version 5.01, GraphPad Software
Inc., San Diego, USA). Data of all endpoints following normal dis-
tribution were verified by t-test. If data did not follow normal
distribution, Man-Whitney-U-test was used for analysis. Quantal
data were evaluated using Fisher's exact test. In the baseline ex-
periments we first determined within the respective control groups
whether the 11 (cortex thickness and seminiferous tubules) or 15
(gonad surface areas) individual experiments statistically differ
from each other (one-way ANOVA with Newman-Keuls post test). It
was also determined within the respective control groups whether
the individual experiments statistically differ from their arithmetic
mean (one-way ANOVA with Dunnett's post test). Finally, a direct
comparison of the individual experiments of NC and SC was made
to analyze whether they differ from each other statistically (one-
way ANOVA with Newman-Keuls post test).

For the test series with BPA and EE,, the results of 4 test runs
were merged and analyzed. Statistical evaluation was carried out
according to Green and Wheeler (2013). When the untreated
negative control did not differ statistically from the solvent-treated
control (unpaired t-test; p >.05), these two groups were merged as
a common control. When both controls differed statistically from
each other (unpaired t-test; p <.05) the solvent control was used as
the reference-control. For the endpoints gonadal cortex thickness
and area of seminiferous tubules as well as for the endpoint gonad
surface area data were normalized to the control. Data were
analyzed using Fisher's exact test, one-way ANOVA with Dunnett's
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Table 1
Embryonic mortality in untreated (NC) and solvent-treated (SC) controls.
NC Ne
S experiments 15 15
Mortality (%) * © 0 53.3 (8) 20.0 (3)
>0-10 6.67 (1) 0.00 (0)
>10-20 40.0 (6) 33.3(5)
>20-30 0.00 (0) 333 (5)
>30-40 0.00 (0) 0.00 (0)
>40-50 0.00 (0) 6.67 (1)
>50-60 0.00 (0) 6.67 (1)
= fertilized eggs 256 258
Sex-specific mortality (%) © S males 46.9 (120) 434 (112)
males vital 449 (115) 36.8 (95)
males dead 1.95 (5) 6.59 (17)
= females 50.0 (128) 47.6 (123)
females vital 48.0 (123) 42.2 (109)
females dead 1.95 (5) 5.43 (14)
sex not verified ¢ 3.13 (8) 8.91 (23)

a
b
c
d

The number in parentheses represents the number of affected embryos.

visible and no sufficient tissue sample were available for genetic sexing.

multiple comparison test (normal distribution of data) or Kruskal-
Wallis test with Dunn's multiple comparison test (no normal dis-
tribution of data) with GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software
Inc., San Diego, USA).

3. Results
3.1. Baseline experiments in control groups

3.1.1. Embryonic mortality

The fertility rate in the individual experiments was at least 89%
in both control groups. In the untreated control a maximum of 16%
of embryos per experiment died. SC showed a higher variability of
mortality up to 54%, whilst the majority of the experiments were in
a range up to 25% mortality (Table 1). Mortality was significantly
different between the two control groups (p <.001).

In both controls, the genetic sex matched 100% with the
phenotypic sex, in males as well as in females. The sex ratio was
balanced within both test groups, showing values around 1:1 for
the total number of male and female embryos (Table 1). There was
no indication for a sex-related effect of the solvent on mortality. In
both control groups an equivalent proportion of embryos of both
sexes died: 2% in the untreated control and around 6% in the
solvent-treated control.

There was no correlation between the injection volume used for
the SC and the mortality. Experiments performed with an injection
volume of 60 pL per egg showed no statistically significant increase
in mortality compared with experiments performed with an in-
jection volume of 15 puL per egg.

3.1.2. Malformations

Observations of the different kinds of malformations were made
on the treated embryos dying during the incubation period or
stopped on embryonic day 19. In general, different types of mal-
formations were noted in the same embryo. In the untreated con-
trol 3 of 256 embryos (1.17%) were malformed with a total number
of 4 malformations. These malformations were exclusively found to
be celosomia (75.0%) or affected the limbs (left wing; 25.0%). In the
solvent-treated control 15 of 258 embryos (5.81%) were malformed
with a total number of 22 malformations. These malformations
mainly affected the eyes (left/right anophthalmia; 27.3%) often in

Experiments were classified according to the percentage of mortality in the individual experiments (e.g. “>0—10" means a mortality rate between zero and ten percent).
The number in parentheses represents the number of experiments with a defined mortality rate.

The phenotypic and genetic sex of these embryos could not be determined, because they died in an early developmental stage in which no reproductive organs were

context with malformations of the beak (torsion of beak or atrophy
of upper beak; 18.2%), celosomia (22.7%) and less often malfor-
mations of the limbs (legs/feet; 13.6%), edema and exencephalia
(9.10%, respectively). Statistical analysis showed that the number of
malformed embryos and the total number of individual malfor-
mations in the DMSO-treated control increased significantly
compared to untreated embryos (p < .01 and p <.001, respectively).
There was no difference in the rate of malformations between the
different volumes of DMSO.

3.1.3. Morphological observation of the gonads — gonad surface
area

The left and right gonads of male and female chicken embryos
are positioned on the ventromedial surface of the respective
mesonephros with the dorsal aorta between the gonads. In female
embryos, the difference in size between left and right ovary was
clearly evident on embryonic day 19. The left ovary was signifi-
cantly larger and more differentiated than the right one. On
average, the right ovary attained around 20% of the surface area of
the left ovary in both control groups (Table 2).

In male embryos, the difference in size between left and right
gonad was less prominent compared to females. Both testes were
fully differentiated and had about the same size, although the left
testis was slightly larger. On average, the right testis attained about
90% of the surface area of the left one for both control groups
(Table 2).

Regarding the parameters surface area of left and right testis and
ovary, little statistical deviations were detected when comparing
the mean values in the control groups of the 15 individual experi-
ments against each other or against the arithmetic means of the
respective control group. This shows a high statistical contingency,
i.e. a high portion of untreated or solvent-treated controls in indi-
vidual experiments with no statistical difference compared to the
other controls of the respective group or compared with the
arithmetic mean value of the respective control group. Within the
untreated and solvent-treated control group, at least 93% of the
experiments showed no statistically significant differences from
each other or from the arithmetic mean of the respective control
group (p >.05) (Table 3). Between untreated and solvent-treated
control group, at least 94% of the experiments showed no statisti-
cally significant differences from each other (p >.05) (Fig. 1 A, B and
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Table 2
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Gonad surface area, cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of untreated (NC) and solvent-treated (SC) chicken embryos on embryonic day 19.

Sex Group Gonad surface area Cortex thickness [um] Seminiferous tubules [%]
left [mm?] right [mm?] right/left [%]
Male NC 4.32+0.58 4.00+056" 925+7.81° 932+143 30.6 +£2.75
SC 4.17 +£0.70 3.74+0.71" 89.8+9.50° 9.81+1.59 30.1+3.02
Female NC 10.8+1.37°¢ 2.24+050° 20.8 +4.60 158 +24.2 —
SC 9.70 +£1.53 ¢ 2.04+0.50° 21.1+4.14 163 +24.5 —

Statistical analysis by unpaired t-test. Identical superscripted letters indicate a significant difference (a: p < 0.05; b: p < 0.01; c¢: p < 0.001) between NC and SC.

Table 3

Statistical consistency as the percentage of experiments with no statistically significant difference of the mean values of individual experiments within untreated (NC) and
solvent-treated (SC) control groups compared with each other (all vs. all) or against the arithmetic mean of the respective control group (individual vs. arithmetic mean) or

between NC and SC.

Sex Endpoint Consistency of individual experiments (%)
within NC within SC between NC and SC
all vs. all # individual vs. arithmetic mean ° all vs all # individual vs. arithmetic mean ° all vs. all ©
Female Surface area of left ovary 100% 100% 94% 93% 94%
Surface area of right ovary 100% 100% 100% 100% 100%
Cortex thickness 98% 100% 93% 91% 99%
Male Surface area of left testis 100% 100% 99% 93% 100%
Surface area of right testis 97% 93% 100% 100% 99%
Cortex thickness 78% 82% 100% 100% 93%
Seminiferous tubules 98% 91% 100% 100% 99%

@ Statistical analysis by one-way ANOVA with Newman-Keuls post test. Comparison of all mean values of individual experiments within the respective control group.
b Statistical analysis by one-way ANOVA with Dunnett's post test. Comparison of all mean values of individual experiments with the arithmetic mean of the pooled control

group.

¢ Statistical analysis by one-way ANOVA with Newman-Keuls post test. Comparison of all mean values of individual experiments between untreated and solvent-treated

control group.
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Fig. 1. Surface area of left and right testis (A) and ovary (B), cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of left testis (C) and cortex thickness of left ovary (D) of embryos
of the domestic fowl (Gallus g. domesticus) on embryonic day 19. Data points represent the mean + 95% confidence interval (95% CI) of untreated negative control (NC) and solvent-
treated control (SC) in each single experiment; dashed lines and data points “merged” represent the arithmetic mean of all NC and SC data from the 15 (A, B) or 11 (C, D) ex-
periments. Experiment no. 8 (C, D) was not considered, since the gonadal tissues were used for other examinations.

Table 3).

Overall, the left and right gonads were slightly smaller in the
solvent-treated control compared to the untreated control, for
males as well as for females. In a predominant proportion of the
experiments (left and right ovary: 100% and 87%, respectively; left
and right testis: 53% and 67%, respectively) the means of the indi-
vidual experiments of the untreated control were higher than those

of the solvent-treated control. This effect was found to be more
pronounced in female gonads.

Comparing the gonad surface area of male and female gonads in
the solvent-treated group, experiments that were performed with
an injection volume of 60 UL per egg showed a statistically signifi-
cant difference compared with experiments that were performed
with an injection volume of 15 pL per egg for the area of the left
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ovary (p<.001) and the area of the right testicle (p <.05). The
surface area of these gonads decreased with increasing volume of
the solvent.

3.14. Histological observation of the gonads — left testis and ovary

On day 19 of incubation the female left ovary showed a well-
differentiated medulla and cortex, while the right ovary had only
medulla tissue with an outer thin layer of flattened cells, compa-
rable to the cortex of male testicles. The medulla of the left ovary
was loosely arranged and crossed by lacunar channels. The left and
right male testes were nearly identically sized, mirror-inverted
formed and characterized by a thin cortex layer of 2—3 cells and
interstitial space and seminiferous tubules in the medulla, repre-
senting the location of spermatogenesis in postnatal develop-
mental stages.

As already shown for the endpoint gonad surface area in section
3.1.3, also the parameters cortex thickness of left testis and ovary
and percentage of seminiferous tubules in the left testis exhibited a
high statistical consistency when comparing the mean values of the
11 individual experiments against each other or against the arith-
metic means of the respective control groups. Within untreated
and solvent-treated control group, at least 78% of the experiments
showed no statistically significant differences from each other or
from the arithmetic means of the respective control group (p >.05)
(Table 3). Between untreated and solvent-treated control groups,
93—-99% of the experiments showed no statistically significant
differences from each other (p >.05) (Fig. 1C, D and Table 3).

Comparing the histological endpoints in gonads of male and
female embryos, experiments that were performed with a solvent
volume of 60uL showed no statistically significant increase
compared with experiments that were performed with 15 pL of the
solvent.

3.2. Effects of in ovo exposure to BPA and EE,

3.2.1. Embryonic mortality

In the experiments investigating the effects of BPA and EE; the
fertility rate of the individual treatment groups was >87%. The
untreated control showed the lowest mortality of nearly 6%, the
solvent control a mortality rate of nearly 20% (Table 4). With a
decreasing concentration of BPA a rising mortality was observed,
which was between 17% and 30%. Only in the test group receiving
75 ng BPA/g egg weight, which showed the highest mortality rate
with 30%, the deviation from the solvent control was statistically
significant (p <.01). The mortality in the test group receiving EE;
was 23.4%. There were no statistical differences between the indi-
vidual experiments of the respective treatment groups. There was
also no indication that one of the sexes was more affected by
substances treatment than the other.

The genetic sex ratio was balanced within all test groups,
showing a proportion of males between 37% and 59%. In both
controls, as well as in treatment groups receiving different con-
centrations of BPA, the genetic sex matched 100% with the
phenotypic sex. The group receiving 20 ng EE;/g egg showed a
significantly increased number of embryos, which were deter-
mined as phenotypic females but identified as genetic males.
Almost 90% of the genetic males (17 of 19 vital males) were iden-
tified as intersex-males with ovotestes. The right testes of the
affected males were noticeably smaller than those of control males
while left testes visibly changed in shape and structure.

3.2.2. Malformations

Different kinds of malformations were observed for all treated
embryos dying during the incubation period or stopped on em-
bryonic day 19. While no malformations could be found in the
control groups, in the EE,-treated group 2 of 47 embryos (4.26%)
showed malformations which were found to be celosomia or
exencephalus (50.0%, respectively). Taking all groups receiving
different concentrations of BPA together, 8 of 143 embryos (5.59%;
75 ug BPA/g egg: 4 of 50 embryos (8.00%); 150 ug BPA/g egg: 2 of 46
embryos (4.35%); 300 g BPA/g egg: 2 of 47 embryos (4.26%))
showed malformations which were found to be celosomia (50.0%),
exencephalus (12.5%) or in general deformations of body or head
(37.5%). Compared to the control, only the test group receiving
75 1g BPA/g egg weight showed an increase in the incidence of
malformations (p <.01).

3.2.3. Morphological observations of the gonads - gonad surface
area

The gonad surface area (Fig. 2 A Table 5) was especially influ-
enced by EE,, which caused a significant reduction of female right
ovaries by about 26% and of male right testes by about 55%. Female
left gonad surface areas significantly increased when treated with
75 ug BPA/g egg. Left and right gonad surface areas of males and
right gonad surface areas of females of all groups receiving BPA did
not differ statistically from the control. In females, the right ovary
attained around 20% of the surface area of the left ovary with
marginal differences between controls and treatment groups
receiving EE, or BPA as well as between the different treatment
groups. In males, the right testis of controls and treatment groups
receiving different concentrations of BPA attained around 90% of
the surface area of the left. Since the gonad surface area of the right
testis was significantly decreased when treated with EE,, the ratio
of right to left testis was significantly reduced to 42% (p <.001). The
gonad surface area of right testes of EE-treated males was similar
to right ovaries in control groups. Although the surface area of left
testes was only marginally changed by EE, affected testes showed a
female-like shape and a well visible female-typical thickened

Table 4
Embryonic mortality after in ovo exposure to EE, (20 ng/g egg) and bisphenol A (75, 150 or 300 ug/g egg).
NC SC BPA 75 BPA 150 BPA 300

s fertilized eggs 66 41 50 46 47
> males 45.5% (30) 48.8% (20) 48.9% (23) 54.0% (27) 37.0% (17) 48.9% (23)
males vital 42.4% (28) 43.9% (18) 40.4% (19) 44.0% (22) 34.8% (16) 38.3% (18)
males dead 3.03% (2) 4.88% (2) 8.51% (4) 10.0% (5) 2.17% (1) 10.6% (5)
s females 54.5% (36) 51.2% (21) .8% (22) 42.0% (21) 58.7% (27) 51.1% (24)
females vital 51.5% (34) 36.6% (15) 36.2% (17) 26.0% (13) 43.5% (20) 44.7% (21)
females dead 1.52% (1) 14.6% (6) 10.6% (5) 16.0% (8) 15.2% (7) 6.38% (3)
sex not verified ° 1.52% (1) 0.00% (0) 4.26% (2) 4.00% (2) 4.35% (2) 0.00% (0)

2 The phenotypic and genetic sex of these embryos could not be determined, because they died in an early developmental stage in which no reproductive organs were

visible and no sufficient tissue sample were available for genetic sexing.
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Fig. 2. Effects of in ovo exposure to bisphenol A (BPA) and 17a-ethinylestradiol (EE;) on left and right gonad surface area (A) and cortex thickness and percentage of seminiferous
tubules (B) of embryos of the domestic fowl (Gallus g. domesticus) on embryonic day 19. Statistical analysis by one-way ANOVA with Dunnett's multiple comparison test (B) or
Kruskal-Wallis test with Dunn's post test (A, B). Lowercase indicate significant differences compared to control. Level of significance: a: p <.05; b: p<.01; c: p<.001.

Table 5
Gonad surface area, cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of chicken embryos after in ovo exposure to EE; (20 ng/g egg) and bisphenol A (75,150 or 300 pg/g
egg).
Sex Group Gonad surface area Cortex thickness [pum] Seminiferous tubules [%]
left [mm?] right [mm?] right/left [%]
Male NC 4.61+0.85 4.03 +0.68 87.9 +6.62 11.9+2.18 279+3.42
NG 4.48 +0.86 4.17 +0.81 91.7+8.74 11.0+2.40 26.8 +4.62
c* 4.56 +0.85 4.09+0.73 89.4+7.62 11.6 +2.26 274+392
EE, 431+1.11 1.86+0.83 ¢ 420+193°¢ 31.6+11.1°¢ 12.8+10.0 ¢
BPA 75 4.10+0.95 4.07 +1.32 94.0 + 8.68 15.9+3.07° 289+2.13
BPA 150 441 +0.66 4.23+0.80 95.9+10.7 17.0 £ 4.44" 28.0+3.83
BPA 300 435+1.19 3.95+1.09 89.5+6.83 18.8+5.03 ¢ 26.5+2.69
Female NC 10.6+1.38" 2.36+0.65 22.6+6.16 158 +40.1 —
Ne 8.83+1.80 2.02+0.62 21.7+3.71 154 +20.6 —
c* — 2.25+0.65 223 +549 157 +35.7 —
EE, 7.94+2.29 1.67 +0.47" 22.3+890 95.8+26.1 ¢ —
BPA 75 104+2.14° 2.56 +0.60 249+436 125+222" —
BPA 150 9.19 +1.50 220+0.79 23.6+6.73 123+18.1°¢ -
BPA 300 9.71+1.73 223+074 22.2+5.59 116 +27.8 ¢ —

# If NC and SC were not statistically different (unpaired t-test, p >.05), they were pooled to a merged control C and tested against the treatment-groups. If NC and SC were
statistically different (unpaired t-test, p <.05), C was not calculated and treatment-groups were tested against SC.

Statistical evaluation with One-way ANOVA and Dunnett's post test (female cortex thickness, male seminiferous tubules) or Kruskal-Wallis test with Dunn's post test (male
cortex thickness, male and female gonad surface areas). Identical superscripted letters indicate asignificant difference (a: p < 0.05; b: p < 0.01; c: p < 0.001) compared to the

pooled control C or the solvent control SC.

translucent cortex region when viewed under a stereomicroscope.

3.2.4. Histological observations of the gonads — left testis and ovary

All concentrations of BPA as well as the single concentration of
EE; resulted in a significant reduction of the cortex thickness of
female left ovaries (p<.01 and p<.001; Fig. 2 B, Table 5). EE;
differed by nearly 39% and BPA concentrations by up to about 26%
from the control. Estrogen-mediated effects in females were found
to be concentration-independent as differences between EE, and
BPA or between the different concentrations of BPA were marginal.
In contrast to females, the cortex thickness of male left gonads was
significantly increased by the administration of BPA and EE,. EE;-
related effects were markedly stronger than those of BPA.
Compared to the control the male cortex thickness was increased
by up to 62% in BPA-treated groups and by 173% in the EE,-treated
group. The BPA-related increase of male cortex thickness was found
to be concentration dependent. In the affected cortices of both
treatment groups, BPA and EE;, dividing cells were found which
resembled the female oogonia. Since the study of these cells was
very complex due to the relatively narrow cortex thickness of male
embryos this observation was not quantified. The percentage of
seminiferous tubules in male left gonads, however, was affected by
EE, alone. Compared to the control, EE,-treatment resulted in a
significant drop by about 53%. BPA concentrations differed
marginally (p >.05) by up to 5.5%.

4. Discussion

The aim of our project is the further development of a stan-
dardized test protocol for the assessment of the effects of EDCs in
chicken embryos. Therefore, the focus of the present study was on
the systematic investigation of the variability of individual pa-
rameters in untreated and solvent-treated control groups to pro-
vide therefore an important basis for a further validation of the test.
In a large number of experiments (n = 15), carried out over a period
of 3 years, the natural variability of the test system was determined.
By merging the data of the 15 experiments we also compared for
differences inside and between untreated and solvent-treated
control groups. We determined normal mortality rates and
gonadal parameters of 19-days-old embryos to establish validity
criteria for future standardized test series. In a second step, we
investigated the effects of two model estrogens, BPA and EE,, on
developmental and gonadal endpoints to provide robust values for
all parameters investigated and to show good reproducibility of the
method. This is to demonstrate that the test method based on the
chicken embryo is a suitable system for the detection of EDCs.

4.1. Embryonic mortality

It has been shown that the mortality of embryos from unma-
nipulated control eggs in the 15 baseline experiments was up to a
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maximum of 16%. Based on the studies of Romanoff and Romanoff
(1972), expected mortality in untreated embryos is about 20%.
Comparable low mortality rates were also confirmed in other
studies (Wyatt and Howarth, 1976; DeWitt et al., 20053, 2005b). In
comparison, mortality of solvent-treated embryos was below 25%
in a predominant proportion of the 15 experiments while in two
experiments more than 30% of embryos died, suggesting that
DMSO induces an increased mortality compared to the untreated
control. Our data indicate that a mortality of 30% in the solvent
group as well as in the untreated group should be considered as
validity criterion for a future test design.

In studies on avian development different carriers have been
used, such as organic solvents, vegetable oil, just water or an
emulsion. Each carrier with its special characteristics has its ad-
vantages and disadvantages. DMSO is used in a variety of experi-
ments because of its solubility properties and good miscibility with
other solvents. In toxicological studies and pharmacological
screenings it is used to enhance the solubility of hydrophobic
chemicals (Castro et al., 1995) but it may increase membrane
permeability and sustance uptake (Notman et al., 2006). Although a
solvent such as DMSO is often inevitable care should be taken as an
intrinsic toxicity of DMSO has been reported in chicken (Caujolle
et al, 1967; Carew and Foss, 1972; Landauer and Salam, 1972;
Morgan, 1974; Wyatt and Howarth, 1976) and various other or-
ganisms (Anderson et al., 2004; Chen et al., 2011; Galvao et al.,
2014; Stevens et al., 2015). It has been shown that an increasing
dose of the solvent is associated with an increase in mortality.
Different studies indicate that higher injection volumes in general
have harmful effects on developing chicken embryos, irrespective
of the solvent used (Landauer and Salam, 1972; Morgan, 1974;
Wyatt and Howarth, 1976; DeWitt et al., 2005b). However, it
must be mentioned that also the day of application can affect
embryonic mortality. Regarding the two volumes of DMSO (15 pL,
60 pL) used in the present study, there was no difference between
the mortality in the individual developmental stages of the em-
bryos. This suggests that even a higher volume of up to 60 pL DMSO
administered into the egg yolk of one day old embryos does not
cause an increase in mortality compared to the lower volume of
15 pL. However, based on our own data and the results of other
studies mentioned above, the volume of the solvent used should
not exceed 60 pL. It is rather useful to keep the volume as low as
possible to minimize toxic effects of the solvent. Nevertheless, the
volume of the solvent is generally dependent on the chemicals to be
dissolved therein and the concentration of the chemical.

In ovo-treatment of chicken embryos with BPA and EE; led to a
slight increase in mortality as expected. Nevertheless, mortality
rates of controls and treatment groups were below 30%, which is in
a reasonable range since low mortality rates or, conversely, high
survival rates result in a sufficient number of vital embryos for
follow-up examinations of gonadal tissues. In the 4 individual ex-
periments the mortality rates of the untreated control were below
14% and the mortality rates of the solvent control below 27% which
is in the same range as baseline experiments. According to the
proposed validity criteria, as derived from the baseline experi-
ments, all 4 experiments investigating the effects of EE; and BPA
can be considered as valid.

The natural sex ratio of Gallus g. domesticus varies around 50%.
The genetic sex ratio in the baseline experiments was balanced
within both control groups, in vital embryos as well as in dead
embryos. The genetic sex agreed 100% with the phenotypic sex for
both control groups. There was no indication that one of the sexes
was more affected by the solvent than the other.

In ovo-treatment to 20 ng EE,/g egg, however, resulted in a large
number of embryos that were phenotypic females but found to be
genetic males. The size of the right testis of the affected males was

noticeably decreased with the structural appearance of a right
ovary. The left testis, although not changed in size, showed shape
and structure of a left ovary. This indicates that already the visual
evaluation of the gonads, together with the information about the
genetic sex, can indicate possible influences of EDCs on sex differ-
entiation in chicken embryos. From this it can be concluded that a
more detailed examination of the gonads is potentially suitable to
detect possible effects of EDCs.

4.2. Malformations

Baseline experiments with control groups show a malformation
rate of 1.2% in unmanipulated embryos and 5.8% in solvent-treated
embryos. Compared to the unmanipulated group the significant
increase in the solvent-treated group indicates a slight teratogenic
activity of DMSO. This finding is in line with the results of Dresser
et al. (1992) who assessed the teratogenic activity of four solvents
in the Frog Embryo Teratogenesis Assay with Xenopus laevis
(FETAX) and reported DMSO to be the least toxic and teratogenic
solvent examined. Caujolle et al. (1967) noted that spontaneous
malformations may exist in the chicken embryo with an incidence
of about 2% what coincides with the data shown here for the un-
treated control. However, Alsop (1919) and Byerly (1930) showed
malformation rates around 6%. Although the number of malformed
embryos in the solvent-treated control increased compared to the
untreated control, the SC is in the same range as in the studies
mentioned above.

Malformations in untreated embryos were exclusively found to
be celosomia or malformations of the limbs. DMSO-treated em-
bryos showed malformations which mainly affected the eyes (left/
right anophthalmia) often in context with malformations of the
beak (torsion of the beak or atrophy of the upper beak), celosomia
and less often malformations of the limbs (legs/feet), edema or
exencephalia. Byerly (1930) found different types of malformations
in unmanipulated eggs of the white leghorn breed, e.g. terata of the
eyes (mono-/microphthalmia) or the brain (exencephalia, hyper-
encephalia). The study of Caujolle et al. (1967) showed that the
nature of spontaneous malformations in chicken embryos exhibits
a common pattern: anophthalmia, crossed beak with or without
anencephalia and celosomia but never malformations of the limbs.
Furthermore, they found that a 50% solution of DMSO in 0.9%
physiological saline caused malformations at doses approaching
the LDsg (10.3 mg/embryo at E3 or 12.2 mg/embryo at E4). The most
typical DMSO-induced malformations of embryos treated at E3
were left anophthalmia and left torsion of the beak with reduction
of the upper beak and only to very small extent malformations of
the limbs. DMSO-treatment at E4 produced almost 26% malformed
embryos and generally caused lesions of the limbs and in lower
percentages malformations of the beak and the eyes, anurous
embryos and celosomia. In the baseline experiments of the present
study the malformations found in the solvent-treated group sup-
port the findings of Caujolle et al. (1967) although our percentage of
malformed embryos is significantly lower. There was no difference
in the rate of malformation between the DMSO-treated groups of
different volumes suggesting that also a dosage of 60 uL can be used
without increasing the number of malformed embryos. A malfor-
mation rate of almost 6% appears to be acceptable, as there is a
sufficient number of embryos remaining for subsequent histologi-
cal examinations.

Analyzing the frequency of malformations in the 4 experiments
investigating the effects of EDCs, malformations are found neither
in the untreated control nor in the solvent-treated control while
malformation rates in the BPA- and EE,-treated groups are around
5%. The significant increase in the malformation rate of the
substance-treated group receiving 75 ug BPA/g egg compared to the
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control has to be assumed as concentration-independent as higher
concentrations of the estrogen show marginal differences. How-
ever, all values are still in the range of the reported spontaneous
malformation rate in chicken embryos of about 2% (Caujolle et al.,
1967) to around 6% (Alsop, 1919; Byerly, 1930). Also, the malfor-
mation rates of around 5% in the estrogen-treated groups are in the
same range as the malformation rates of the solvent control in our
baseline experiments. In this context, the incidence of malforma-
tions in the substance-treated groups can be considered as incon-
spicuous. However, almost all of the BPA- or EE,-treated groups
show a marginally increased incidence of celosomia, compared to
the control. In addition, exencephalia are exclusively found in
substance-treated groups, while the formation of edema is
completely absent there. Various malformations have already been
described, among them, for example, terata of the eyes, the beak,
the brain or the formation of celosomia (Byerly, 1930; Caujolle et al.,
1967). These terata largely coincide with the malformations found
in the solvent- and substance-treated groups. Although the pattern
of malformations from solvent-treated control to substance-treated
groups is slightly shifted, there is no statistical evidence that
treatment with BPA or EE, specifically favors particular terata or
generally results in increased malformation rates. It can be
concluded that in ovo-exposure to both estrogenic substances does
not increase the rate of malformations.

4.3. Morphological observations of the gonads - gonad surface area

In the baseline experiments the treatment with DMSO results in
reduced gonad surface areas in both sexes. This effect is more
distinct in female than in male gonads, as untreated control and
solvent control differ significantly from each other. The size ratio of
right to left gonad, however, remains unaffected for female em-
bryos. The solvent seems to affect the growth of the female gonads
in some way. For male embryos treated with DMSO there is only a
slight tendency of smaller left and right gonad surface areas and the
ratio of left to right gonad differs marginally between untreated
control and solvent control. The reason may be a growth-inhibiting
effect caused by the low basic toxicity of the solvent. An alternative
explanation is a possible endocrine-mediated effect of the solvent.
This is supported by the fact that the effect on the surface area of
the gonads is sex-specific with female embryos being more affected
while the change in male embryos is marginal. The hypothesis of a
solvent-induced influence on the endocrine system of organisms is
supported by various studies. In their review about the effects of
different OECD-recommended carrier solvents, Hutchinson et al.
(2006) describe an influence of DMSO on the reproduction of
different fish species and an impact on biomarkers of endocrine
disruption. The results of Pawlowski et al. (2004a, 2004b) show
that DMSO did not affect different reproduction-related endpoints
such as spawning and biomarker response of the fathead minnow,
but a distinct reduction in the mean egg production. Further studies
demonstrate an inhibition of various cytochrome P450 enzymes by
DMSO (Chauret et al., 1998; Hickman et al., 1998; Busby et al., 1999;
Easterbrook et al., 2001). It is concluded that since these enzymes
are involved in the metabolism of endogenous substances such as
steroid hormones interactions with solvents can result in a change
in circulating hormone concentrations with subsequent effects on
reproductive functions. This probable DMSO effect cannot be
excluded for the chicken embryo used in our experiments.

Furthermore, data show that the larger the volume of the sol-
vent used, the smaller the gonad surface areas, which again leads to
the point that the solvent volume should be kept as low as possible.
Similar studies measuring reproductive endpoints or endocrine
disrupter biomarker responses also propose a maximum solvent
concentration for the testing of aquatic organisms (Hutchinson

et al., 2006).

As a consequence of this, in the testing of chemical substances, a
comparison should always be drawn between untreated embryos
and solvent-treated embryos in order not to over- or underestimate
any possible influence of the solvent. The arithmetic means of the
gonad surface area of male and female embryos found in the
baseline experiments can serve as key values for future tests.

The phenotypic sex of birds can be determined by screening the
sex organs. Along with the information about the genetic sex the
endpoint gonad surface area indicates whether a test substance
influences the differentiation of the sexes. In ovo-exposure of male
and female chicken embryos to EE; causes a significant decrease in
the surface area of right testis and ovary. This effect is more pro-
nounced in males and although the left testis does not change
significantly in size, it shows a completely different appearance as it
develops into an ovotestis with a translucent cortex as is typical for
the left ovary. On the contrary, BPA had marginal effects on the
gonad surface area of male and female chicken embryos. Only the
concentration of 75 ug BPA/g egg resulted in an increase of the fe-
male left gonad surface area, which was found to be concentration-
independent. For chicken and quail it is known that substances
with endocrine potential can induce morphological changes in the
sex organs (Scheib, 1983; Berg et al., 1998, 1999, 2001a, 2001b;
Matsushita et al., 2006; Razia et al., 2006). The knowledge about
the change in the gonads in shape, size and structure leads to the
conclusion that gonad-related endpoints are useful for the testing
of potential endocrine active substances. Although BPA and EE; are
both estrogens, their activity differs considerably (Metcalfe et al.,
2001; Oehlmann et al., 2006). However, it was in our expectation
that in the chicken egg test the observed effect profile is substance-
specific as shown here. Nevertheless, we have successfully shown
the suitability of the endpoint gonad surface area for the detection
of endocrine potentials as already the low dosage of 20 ng EE;/g egg
causes a significant change in shape and size of male testes. As a
next step it should be investigated whether further classes of EDCs
such as androgens, anti-androgens and anti-estrogens are able to
cause comparable effects in gonads of the chicken embryo
regarding the focused endpoints. All in all the endpoint gonad
surface area could help facilitate the screening of potential EDCs as
possible effects can be detected easily. However, subsequent his-
topathological analysis of the gonads will then give a more detailed
description of the effects of possible EDCs on sex organ develop-
ment of chicken embryos.

4.4. Histological observation of the gonads — left testis and ovary

Gonad tissue-related endpoints appear to be useful in the
investigation of endocrine compounds, because they specifically
influence the differentiation of the sexes. Since this represents a
system in which the chemical is in direct contact with the embryo
throughout development, it is likely that any toxic or teratogenic
effect will be readily observed. However, there is always the pos-
sibility that the chicken will not be a species susceptible to a
particular compound, just as it has been shown that other
commonly used species of animals do not respond to all chemicals
in a similar manner. It is also possible for the chicken to be more
sensitive to a chemical than other species. Finally, this technique
may be applied also to the study of (over-)additive effects of
chemicals. Through the detailed investigation of the untreated and
solvent-treated controls, a reliable statement about substance-
related deviations from these can be made.

In the baseline experiments there was a marginal tendency of an
enhanced cortex thickness in the SC compared to the NC, for males
as well as for females. Analogous to the endpoint gonad surface
area, females tended to be more affected than males. The
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percentage of seminiferous tubules was not affected by the solvent.
For both sexes only a small percentage of the means of the indi-
vidual experiments within a test group as well as between the in-
dividual experiments between NC and SC differed significantly
from each other. It can be assumed that this deviation is within
natural fluctuation and indicates a good reproducibility for the
method used. Therefore, the arithmetic means of the endpoints
cortex thickness and percentage of seminiferous tubules are pro-
posed as key values for follow-up tests.

The role of natural hormones in gonadal differentiation of birds
is still partly unknown. Their possible function may become clearer
when the hormone level is artificially influenced, for example by in
ovo application of EDCs that potentially interact with steroidogenic
enzymes. It is known that synthetic hormones may induce irre-
versible malformations of the gonads in birds during embryonic
development or can alter gender-related behavior later in life,
whereas other, less potent EDCs may exert less severe and often
reversible effects in the less sensitive adult stage (Adkins-Regan,
1990; Ottinger and Abdelnabi, 1997). Therefore, the chicken em-
bryo appears as a suitable model for the study of early sexual
development and the potential impact of EDCs.

Depending on their hormonal system, the response of male and
female chicken embryos to certain substances or substance classes
can be very different. In birds, the genetic male is homozygous (ZZ),
while the genetic female is heterozygous (ZW). Initially, all em-
bryos have the same basic sex, regardless of their genetic gender:
they are designed as males. The differentiation in one of the sexes
during embryonic development depends on the level of circulating
steroid hormones. Without external influence the undifferentiated
gonads of genetic males develop into testes. In genetic females the
synthesis of P450 aromatase finally results in the production of
estrogens (Kagami and Hanada, 1997) which is substantial for the
formation of female sex organs.

The results of the experiments assessing the effects of in ovo
exposure to BPA and EE; show that both estrogens cause a signif-
icant reduction of the female cortex thickness. In males both sub-
stances cause a significantly thickened cortex with oocyte-like cells
and a female-like structure, which coincides with previously pub-
lished studies (Berg et al., 1998, 1999, 2001a, 2001b). While BPA
does not affect the percentage of seminiferous tubules in male
gonads, testicular tissue of EE,-treated embryos appears signifi-
cantly altered with a visibly lower number and degree of differ-
entiation of seminiferous tubules and female-typical structures as
lacunae. Since there are marginal differences between untreated
and solvent-treated control in the baseline experiments as well as
in substance experiments, it can be concluded that the differenti-
ation of cortex and seminiferous tubules is unaffected by the sol-
vent in both sexes. Therefore, it can be assumed that the shown
effects are substance-specific and do not originate from the solvent.

Comparing both estrogenic substances, EE;-caused effects are
much more pronounced than those of BPA indicating the higher
estrogenic potency of EE;. This coincides with the studies of
Metcalfe et al. (2001) which rates EE; to be much more potent than
BPA in the yeast estrogen screen and in experiments with Japanese
medaka (Oryzias latipes). Various studies on domestic fowl (Gallus g.
domesticus) and Japanese quail (Coturnix japonica) demonstrate the
effective feminization of male embryos when treated with estro-
gens or estrogen-active EDCs (Romanoff, 1960; Scheib and
Reyssbrion, 1979; Wolff, 1979; Samsel et al., 1982; Sotonyi and
Csaba, 1986; Etches and Kagami, 1997; Berg et al., 1998, 1999,
2001a, 2001b; Shibuya et al., 2004). While the left testis is
formed into an ovotestis or ovary, the differentiation of the right
testis is largely inhibited, resembling a right ovary. In contrast, the
treatment of female embryos with estrogens showed fewer effects
on gonad differentiation. Since the key enzyme P450arom is not

synthesized in male gonads (Ayers et al., 2013; Scheider et al.,
2014), constitutional estrogen concentrations in testes are very
low (Woods and Erton, 1978; Tanabe et al., 1979, 1983) and not
sufficient to cause an effect. Though, for a short time during em-
bryonic development the estrogen receptor is detectable in male
gonads, which makes them basically vulnerable to estrogens (Gasc,
1980; Smith et al.,, 1997; Nakabayashi et al., 1998). The artificial
presence of estrogen at this critical time point therefore causes the
differentiation towards the phenotypically female sex. Therefore,
male gonads are basically able to develop ovarian tissue, whereby
the absence of estrogen is essential for the testes formation. Since
the estrogen level in females is continuously high, the adminis-
tration of additional estrogen such as EDCs does not affect gonadal
differentiation as strongly as in males.

Our as well as other investigations (Berg et al., 1998, 1999,
2001a, 2001b) have shown that the gonad-related endpoints cor-
tex thickness and percentage of seminiferous tubules reliably
respond to the treatment with the model estrogens BPA and EE,.
Also we provide reference values for future experiments. As
mentioned above the next step of our investigations will focus on
whether these endpoints can display the effects of other classes of
EDCs as androgens, anti-androgens and anti-estrogens.

5. Overall conclusions

The present study is part of a project aiming to improve a
replacement method for testing hormonally active compounds in
birds, where fertilized eggs of the domestic fowl (Gallus gallus
domesticus) are used. In baseline experiments we focused on the
investigation of untreated and solvent-treated control groups to
study normal development of the embryos without exposure to
EDCs. We examined developmental and gonadal endpoints and
determined reliable reference values for each endpoint which can
serve as validity criteria in future experiments. Both controls were
easily reproducible with low variability within as well as between
both control groups. Since solvent-related effects were low we
recommend DMSO as solvent for subsequent experiments. In
further experiments investigating the effects of two estrogenic
EDCs, BPA and EE;, we provided robust reference values for all
endpoints which are suggested to serve as positive control values in
future experiments. Overall, the chicken embryo has proven to be a
suitable and reliable test system for the investigation of the effects
on toxicology and reproductive tissues of various chemical sub-
stances. Based on these results the study of the effects of further
substance classes as androgens, anti-androgens and anti-estrogens
on sexual differentiation of the chicken embryo is very promising.

6. Declarations
Conflict of interest

None.

Funding
This work was carried out in the framework of the project

GenOvotox II, funded by the Federal Ministry of Education and
Research (BMBF; project no 031A104B).

Acknowledgements

We thank Andrea Misovic, Simone Ziebart, Rebecca Lenz, Fabian
Massing, Alina Helmes and Katrin Collmar for technical assistance.



512 L. Jessl et al. / Chemosphere 196 (2018) 502—513

References

Adkins-Regan, E., 1990. Hormonal Basis of Sexual Differentiation in Birds. Hor-
mones, Brain and Behavior in Vertebrates, vol. 8. Karger, Basel, pp. 1-14.

Alsop, FEM., 1919. The effect of abnormal temperatures upon the developing nervous
system in the chick embryos. Anat. Rec. 15 (6), 306—331.

Anderson, G.L., Cole, R.D., Williams, P.L., 2004. Assessing behavioral toxicity with
Caenorhabditis elegans. Environ. Toxicol. Chem. 23 (5), 1235—1240.

Ayers, K.L, Sinclair, A.H., Smith, C.A., 2013. The molecular genetics of ovarian dif-
ferentiation in the avian model. Sexual Development 7 (1-3), 80—94.

Berg, C., Halldin, K., Brunstrom, B., Brandt, 1., 1998. Methods for studying xen-
oestrogenic effects in birds. Toxicol. Lett. 103, 671—676.

Berg, C., Halldin, K., Fridolfsson, A.K., Brandt, L., Brunstrom, B., 1999. The avian egg as
a test system for endocrine disrupters: effects of diethylstilbestrol and ethy-
nylestradiol on sex organ development. Sci. Total Environ. 233 (1-3), 57—66.

Berg, C., Holm, L., Brandt, I, Brunstrom, B., 2001a. Anatomical and histological
changes in the oviducts of Japanese quail, Coturnix japonica, after embryonic
exposure to ethynyloestradiol. Reproduction 121 (1), 155—-165.

Berg, C., Halldin, K., Brunstrom, B., 2001b. Effects of bisphenol A and tetra-
bromobisphenol A on sex organ development in quail and chicken embryos.
Environ. Toxicol. Chem. 20 (12), 2836—2840.

Berg, C., Blomqvist, A., Holm, L., Brandt, I, Brunstrom, B., Ridderstrale, Y., 2004.
Embryonic exposure to oestrogen causes eggshell thinning and altered shell
gland carbonic anhydrase expression in the domestic hen. Reproduction 128
(4), 455—461.

Berge, J.A., Brevik, E.M., Bjorge, A., Folsvik, N., Gabrielsen, G.W., Wolkers, H., 2004.
Organotins in marine mammals and seabirds from Norwegian territory.
J. Environ. Monit. 6 (2), 108—112.

Biau, S., Bayle, S., Barbara, P.D., Roig, B., 2007. The chick embryo: an animal model
for detection of the effects of hormonal compounds. Anal. Bioanal. Chem. 387
(4), 1397—1403.

Birceanu, O., Servos, M.R., Vijayan, M.M., 2015. Bisphenol A accumulation in eggs
disrupts the endocrine regulation of growth in rainbow trout larvae. Aquat.
Toxicol. 161, 51—60.

BMELV, 2015. Tables of German Animal Experiments in 2013. In: http://www.bmel.
de/SharedDocs/Downloads/Tier/Tierschutz/Versuchstierdaten2015.pdf?__blo
b=publicationFile.

Brunstrom, B., Halldin, K., 2000. Ecotoxicological risk assessment of environmental
pollutants in the Arctic. Toxicol. Lett. 112—113, 111-118.

Busby, W.E, Ackermann, J.M., Crespi, C.L., 1999. Effect of methanol, ethanol,
dimethyl sulfoxide, and acetonitrile on in vitro activities of cDNA-expressed
human cytochromes P-450. Drug Metabol. Dispos. 27 (2), 246—249.

Byerly, T.C., 1930. The effects of breed on the growth of the chick embryo.
J. Morphol. 50 (2), 341—-359.

Carere, C., Balthazart, J., 2007. Sexual versus individual differentiation: the
controversial role of avian maternal hormones. Trends Endocrinol. Metabol. 18
(2), 73-80.

Carew, L.B,, Foss, D.C., 1972. Tolerance of chicks for dimethyl sulfoxide. Poultry Sci.
51 (1), 206—211.

Castro, C.A., Hogan, J.B., Benson, K.A., Shehata, CW., Landauer, M.R., 1995. Behav-
ioral-effects of vehicles - DMSO, ethanol, TWEEN-20, TWEEN-80, and EMUL-
PHOR-620. Pharmacol. Biochem. Behav. 50 (4), 521-526.

Caujolle, FM., Caujolle, D.H., Cros, S.B., Calvet, M.MJ., 1967. Limits of toxic and
teratogenic tolerance of dimethyl sulfoxide. Ann. N. Y. Acad. Sci. 141 (A1),
110—126.

Chauret, N., Gauthier, A., Nicoll-Griffith, D.A., 1998. Effect of common organic sol-
vents on in vitro cytochrome P450-mediated metabolic activities in human
liver microsomes. Drug Metabol. Dispos. 26 (1), 1—4.

Chen, T.-H., Wang, Y.-H., Wu, Y.-H., 2011. Developmental exposures to ethanol or
dimethylsulfoxide at low concentrations alter locomotor activity in larval
zebrafish: implications for behavioral toxicity bioassays. Aquat. Toxicol. 102
(3—4), 162—166.

Colborn, T., Saal, ES.V., Soto, AM., 1993. Developmental effects of endocrine-
disrupting chemicals in wildlife and humans. Environ. Health Perspect. 101
(5), 378—384.

Cook, J.C,, Kaplan, A.M., Davis, L.G., Oconnor, ].C., 1997. Development of a tier I
screening battery for detecting endocrine-active compounds (EACs). Regul.
Toxicol. Pharmacol. 26 (1), 60—68. .

Davies, I.M., Harding, M.J.C., Bailey, S.K., Shanks, A.M., LAnge, R., 1997. Sublethal
effects of tributyltin oxide on the dogwhelk Nucella lapillus. Mar. Ecol. Prog. Ser.
158, 191-204.

DeWitt, ].C., Meyer, E.B., Henshel, D.S., 2005a. Environmental toxicity studies using
chickens as surrogates for wildlife: effects of injection day. Arch. Environ.
Contam. Toxicol. 48 (2), 270—277.

DeWitt, ].C., Meyer, E.B., Henshel, D.S., 2005b. Environmental toxicity studies using
chickens as surrogates for wildlife: effects of vehicle volume. Arch. Environ.
Contam. Toxicol. 48 (2), 260—269.

Dresser, T.H,, Rivera, E.R., Hoffmann, FJ., Finch, R.A., 1992. Teratogenic assessment of
4 solvents using the Frog embryo Teratogenesis assay - Xenopus (FETAX).
J. Appl. Toxicol. 12 (1), 49—56.

Easterbrook, J., Lu, C., Sakai, Y., Li, A.P,, 2001. Effects of organic solvents on the ac-
tivities of cytochrome P450 isoforms, UDP-dependent glucuronyl transferase,
and phenol sulfotransferase in human hepatocytes. Drug Metabol. Dispos. 29
(2), 141-144.

Etches, R., Kagami, H., 1997. Genotypic and phenotypic sex reversal. In: Harvey, S.,
Etches, RJ. (Eds.), Perspectives in Avian Endocrinology. Journal of Endocri-
nology Ltd, Bristol, pp. 57—67.

Fridolfsson, A.K., Ellegren, H., 1999. A simple and universal method for molecular
sexing of non-ratite birds. J. Avian Biol. 30 (1), 116—121.

Fry, D.M,, Toone, C.K., 1981. DDT-induced feminization of gull embryos. Science 213
(4510), 922—-924.

Fry, D.M., 1995. Reproductive effects in birds exposed to pesticides and industrial-
chemicals. Environ. Health Perspect. 103, 165—171.

Galvao, J., Davis, B., Tilley, M., Normando, E., Duchen, M.R,, Cordeiro, M.F,, 2014.
Unexpected low-dose toxicity of the universal solvent DMSO. Faseb. J. 28 (3),
1317—1330.

Gasc, .M., 1980. Estrogen target-cells in gonads of the chicken-embryo during
sexual-differentiation. J. Embryol. Exp. Morphol. 55 (FEB), 331—342.

Giesy, J.P., Feyk, LA, Jones, P.D., Kannan, K., Sanderson, T., 2003. Review of the ef-
fects of endocrine-disrupting chemicals in birds. Pure Appl. Chem. 75 (11-12),
2287-2303.

Gooding, M.P,, Wilson, V.S., Folmar, L.C., Marcovich, D.T., LeBlanc, G.A., 2003. The
biocide tributyltin reduces the accumulation of testosterone as fatty acid esters
in the mud snail (Illyanassa obsoleta). Environ. Health Perspect. 111 (4),
426—430.

Green, ], Wheeler, J.R.,, 2013. The use of carrier solvents in regulatory aquatic
toxicology testing: practical, statistical and regulatory considerations. Aquat.
Toxicol. 144, 242—-249.

Grote, K., Stahlschmidt, B., Talsness, C.E., Gericke, C., Appel, K.E., Chahoud, I., 2004.
Effects of organotin compounds on pubertal male rats. Toxicology 202 (3),
145-158.

Halldin, K., Holm, L., Ridderstrale, Y., Brunstrom, B., 2003. Reproductive impairment
in Japanese quail (Coturnix japonica) after in ovo exposure to o,p '-DDT. Arch.
Toxicol. 77 (2), 116—122.

Hamburger, V., Hamilton, H.L,, 1992. A series of normal stages in the development of
the chick-embryo (reprinted from Journal of Morphology, Vol. 88, 1951). Dev.
Dynam. 195 (4), 231-272.

Hickman, D., Wang, ].P., Wang, Y., Unadkat, ].D., 1998. Evaluation of the selectivity of
in vitro probes and suitability of organic solvents for the measurement of hu-
man cytochrome P450 monooxygenase activities. Drug Metabol. Dispos. 26 (3),
207-215.

Hutchinson, T.H., Shillabeer, N., Winter, M.]., Pickford, D.B., 2006. Acute and chronic
effects of carrier solvents in aquatic organisms: a critical review. Aquat. Toxicol.
76 (1), 69—92.

Kagami, H., Hanada, H., 1997. Current knowledge of sexual differentiation in do-
mestic fowl. World Poultry Sci. J. 53 (2), 111-123.

Kamata, R., Takahashi, S., Shimizu, A., Shiraishi, F,, 2006. Avian transgenerational
reproductive toxicity test with in ovo exposure. Arch. Toxicol. 80 (12), 846—856.

Keibel, F., Abraham, K., 1900. Normentafel zur Entwicklungsgeschichte des Huhnes.
Fischer, Gallus domesticus. Jena.

Lan, N.C,, Katzenellenbogen, B.S., 1976. Temporal relationships between hormone
receptor-binding and biological responses in uterus - studies with short-acting
and long-acting derivates of estriol. Endocrinology 98 (1), 220—227.

Landauer, W., Salam, N., 1972. Aspects of dimethyl sulfoxide as solvent for terato-
gens. Dev. Biol. 28 (1), 35—46.

Lange, 1.G., Hartel, A., Meyer, H.H.D., 2002. Evolution of oestrogen functions in
vertebrates. ]. Steroid Biochem. Mol. Biol. 83 (1-5), 219—226.

Mallozzi, M., Bordi, G., Garo, C., Caserta, D., 2016. The effect of maternal exposure to
endocrine disrupting chemicals on fetal and neonatal development: a review
on the major concerns. Birth Defects Res. Part C Embryo Today - Rev. 108 (3),
224-242.

Matsushita, S., Yamashita, J., Iwasawa, T., Tomita, T., Ikeda, M., 2006. Effects of in ovo
exposure to imazalil and atrazine on sexual differentiation in chick gonads.
Poultry Sci. 85 (9), 1641—1647.

McAllister, B.G., Kime, D.E., 2003. Early life exposure to environmental levels of the
aromatase inhibitor tributyltin causes masculinisation and irreversible sperm
damage in zebrafish (Danio rerio). Aquat. Toxicol. 65 (3), 309—316.

Metcalfe, C.D., Metcalfe, T.L.,, Kiparissis, Y., Koenig, B.G., Khan, C, Hughes, RJ].,
Croley, TR, March, RE., Potter, T, 2001. Estrogenic potency of chemicals
detected in sewage treatment plant effluents as determined by in vivo assays
with Japanese medaka (Oryzias latipes). Environ. Toxicol. Chem. 20 (2),
297-308.

Morgan, W., 1974. Toxic effect of a radioprotectant (DMSO) on young chicken em-
bryos. Poultry Sci. 53 (5), 1958.

Nakabayashi, O., Kikuchi, H., Kikuchi, T., Mizuno, S., 1998. Differential expression of
genes for aromatase and estrogen receptor during the gonadal development in
chicken embryos. ]J. Mol. Endocrinol. 20 (2), 193—202.

Notman, R., Noro, M., O'Malley, B., Anwar, ]., 2006. Molecular basis for dime-
thylsulfoxide (DMSO) action on lipid membranes. J. Am. Chem. Soc. 128 (43),
13982—-13983.

OECD, 1984. Test No. 206: Avian Reproduction Test. OECD Publishing.

OECD, 2007. Test No. 440: Uterotrophic Bioassay in Rodents. OECD Publishing.

OECD, 2009. Test No. 441: Hershberger Bioassay in Rats. OECD Publishing.

Oehlmann, J., Schulte-Oehlmann, U., Bachmann, J., Oetken, M., Lutz, 1., Kloas, W.,
Ternes, T.A., 2006. Bisphenol A induces superfeminization in the ramshorn snail
Marisa cornuarietis (Gastropoda : prosobranchia) at environmentally relevant
concentrations. Environ. Health Perspect. 114, 127—133.

Oshima, A., Yamashita, R, Nakamura, K., Wada, M., Shibuya, K., 2012. In ovo
exposure to nonylphenol and bisphenol A resulted in dose-independent


http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref12
http://www.bmel.de/SharedDocs/Downloads/Tier/Tierschutz/Versuchstierdaten2015.pdf?__blob=publicationFile
http://www.bmel.de/SharedDocs/Downloads/Tier/Tierschutz/Versuchstierdaten2015.pdf?__blob=publicationFile
http://www.bmel.de/SharedDocs/Downloads/Tier/Tierschutz/Versuchstierdaten2015.pdf?__blob=publicationFile
http://www.bmel.de/SharedDocs/Downloads/Tier/Tierschutz/Versuchstierdaten2015.pdf?__blob=publicationFile
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref49
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref50
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref51
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref52
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref53
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref54
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref55
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref56
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref57
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref58
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref59
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref60
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref61

L. Jessl et al. / Chemosphere 196 (2018) 502—513 513

feminization of male gonads in Japanese quail (Coturnix japonica) embryos.
Environ. Toxicol. Chem. 31 (5), 1091-1097.

Ottinger, M.A., Abdelnabi, M.A., 1997. Neuroendocrine systems and avian sexual
differentiation. Am. Zool. 37 (6), 514—523.

Pawlowski, S., Sauer, A., Shears, J.A., Tyler, C.R., Braunbeck, T., 2004a. Androgenic
and estrogenic effects of the synthetic androgen 17-alpha-methyltestosterone
on sexual development and reproductive performance in the fathead minnow
(Pimephales promelas) determined using the gonadal recrudescence assay.
Aquat. Toxicol. 68 (3), 277—291.

Pawlowski, S., van Aerle, R, Tyler, C.R.,, Braunbeck, T., 2004b. Effects of 17-alpha-
ethinylestradiol in a fathead minnow (Pimephales promelas) gonadal recru-
descence assay. Ecotoxicol. Environ. Saf. 57 (3), 330—345.

Pettersson, I, Arukwe, A., Lundstedt-Enkel, K., Mortensen, A.S., Berg, C., 2006.
Persistent sex-reversal and oviducal agenesis in adult Xenopus (Silurana) tro-
picalis frogs following larval exposure to the environmental pollutant ethyny-
lestradiol. Aquat. Toxicol. 79 (4), 356—365.

Razia, S., Maegawa, Y., Tamotsu, S., Oishi, T., 2006. Histological changes in immune
and endocrine organs of quail embryos: exposure to estrogen and nonylphenol.
Ecotoxicol. Environ. Saf. 65 (3), 364—371.

Romanoff, A.L, 1960. The Avian Embryo: Structural and Functional Development.
Macmillan, New York.

Romanoff, A.L, Romanoff, AJ., 1972. Pathogenesis of the Avian Embryo - an Analysis
of Causes of Malformations and Prenatal Death. Wiley, New York.

Russel, W.ML.S., Burch, R.L.,, 1959, reprinted 1992. The Principles of Humane Exper-
imental Technique. Wheathamptonstead, England: Methuen.

Samsel, ]., Zeis, A., Weniger, ].P,, 1982. Feminization in the chick-embryo testis by
diethylstilbestrol and antagonizing action of tamoxifen. Biochimie 64 (5),
369—-376.

Scheib, D., Baulieu, E.E., 1981. Inhibiting effects of tamoxifen on the female differ-
entiation of the gonads of quail embryos. Comptes Rendus Seances Acad. Sci.
Ser. III - Sci. Vie 294 (7), 513—518.

Scheib, D., 1983. Effects and role of estrogens in avian gonadal differentiation.
Differentiation 23, 87—92.

Scheib, D., Reyssbrion, M., 1979. Feminization of the quail by early diethylstilbestrol
treatment - histoenzymological investigations on steroid dehydrogenases in the
gonads. Archives d’Anatomie Microscopique et de Morphologie Experimentale
68 (2), 85—98.

Scheider, ]., Afonso-Grunz, F., Hoffmeier, K., Horres, R., Groher, F, Rycak, L.,
Oehlmann, J., Winter, P.,, 2014. Gene expression of chicken gonads is sex- and

side-specific. Sexual Development 8 (4), 178—191.

Shibuya, K., Mizutani, M., Wada, M., Sato, K., Nunoya, T., 2004. A new screening
model using F1 (AWE x WE) Japanese quail embryo for evaluating sex reversal
effects. J. Toxicol. Pathol. 17 (4), 245—252.

Smith, C.A., Andrews, J.E., Sinclair, A.H., 1997. Gonadal sex differentiation in chicken
embryos: expression of estrogen receptor and aromatase genes. (vol 60, pg 295,
1997). ]. Steroid Biochem. Mol. Biol. 62 (4), 361.

Sotonyi, P.T., Csaba, G., 1986. Effect of prenatal and or neonatal diethylstilbestrol
(DES) or allylestrenol (AE) treatment on the postnatal-development of the
chicken ovary. Acta Biol. Hung. 37 (3—4), 189—196.

Starck, M., Ricklefs, R., 1997. Avian Growth and Development: Evolution within the
Altricial-precocial Spectrum, vol. 1. Oxford University Press, Oxford.

Stevens, A.-S., Pirotte, N., Plusquin, M., Willems, M., Neyens, T., Artois, T., Smeets, K.,
2015. Toxicity profiles and solvent-toxicant interference in the planarian
Schmidtea mediterranea after dimethylsulfoxide (DMSO) exposure. ]J. Appl.
Toxicol. 35 (3), 319—326.

Tanabe, Y., Nakamura, T., Fujioka, K., Doi, O., 1979. Production and secretion of sex
steroid-hormones by the testes, the ovary, and the adrenal-glands of embryonic
and young chickens (Gallus domesticus). Gen. Comp. Endocrinol. 39 (1), 26—33.

Tanabe, Y., Yano, T., Nakamura, T., 1983. Steroid-hormone synthesis and secretion by
testes, ovary, and adrenals of embryonic and post-embryonic ducks. Gen. Comp.
Endocrinol. 49 (1), 144—153.

Vandenberg, LN., Colborn, T., Hayes, T.B., Heindel, ]J., Jacobs, D.R., Lee, D.H.,
Shioda, T., Soto, A.M., Vom Saal, ES., Welshons, W.V., Zoeller, R.T., Myers, J.P,,
2012. Hormones and endocrine-disrupting chemicals: low-dose effects and
nonmonotonic dose responses. Endocr. Rev. 33 (3), 378—455.

Watts, M.M., Pascoe, D., Carroll, K., 2001. Chronic exposure to 17-alpha-ethinyles-
tradiol and bisphenol A-effects on development and reproduction in the
freshwater invertebrate Chironomus riparius (Diptera : chironomidae). Aquat.
Toxicol. 55 (1-2), 113—124.

Wolff, E., 1979. Old experiments and new trends in avian sex differentiation. Vitro
Cell Dev. Biol.: ]. Tech. Counc. ASCE 15 (1), 6—-10.

Woods, J.E., Erton, L.H., 1978. Synthesis of estrogens in the gonads of the chick-
embryo. Gen. Comp. Endocrinol. 36 (3), 360—370.

Whyatt, R.D., Howarth, B., 1976. Effect of dimethyl-sulfoxide on embryonic survival
and subsequent chick performance. Poultry Sci. 55 (2), 579—582.

Zhang, J.L,, Zuo, Z.H., Chen, Y.X., Zhao, Y., Hu, S., Wang, C.G., 2007. Effect of tributyltin
on the development of ovary in female cuvier (Sebastiscus marmoratus). Aquat.
Toxicol. 83 (3), 174—179.


http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref61
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref62
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref63
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref64
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref65
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref66
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref66
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref66
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref66
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref67
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref67
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref68
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref68
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref69
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref69
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref70
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref71
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref72
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref72
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref72
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref73
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref74
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref75
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref75
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref75
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref75
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref76
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref77
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref78
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref78
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref79
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref80
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref81
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref82
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref83
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref84
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref85
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref85
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref85
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref86
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref87
http://refhub.elsevier.com/S0045-6535(17)32109-4/sref87

ANHANG A.2

A.2 Effects of estrogens and antiestrogens on gonadal sex differentiation and

embryonic development in the domestic fowl (Gallus gallus domesticus)

Luzie Jessl, Rebecca Lenz, Fabian G. Massing, Jessica Scheider, Jorg Oehlmann
Erschienen in:
Peer]J

Volume: 6 (2018)

Artikel-Nr.: 5094

85



ANHANG A.2

Erklirung zu den Autorenteilen an der Publikation: Effects of estrogens and antiestrogens
on gonadal sex differentiation and embryonic development in the domestic fowl (Gallus gallus
domesticus)

Status: publiziert
Name der Zeitschrift: Peer] (Volume 6 (2018), Artikel-Nr.: 5094)

Beteiligte Autoren: Luzie Jessl (LJ), Rebecca Lenz (RL), Fabian G. Massing (FM), Jessica
Scheider (JS), Jorg Oehlmann (JO)

Was hat die Promovierende bzw. was haben die Co-Autoren beigetragen?

(1) zu Entwicklung und Planung

Promovierende LJ: 55%

Co-Autor JS: 10%

Co-Autor JO: 25%

Co-Autor RL: 5%

Co-Autor FM 5%

(2) zur Durchfiihrung der einzelnen Untersuchungen und Experimente
Promovierende LJ: 60% (Injektion, Bebriitung, Gonadenisolation, Histologie)
Co-Autor RL: 20% (Injektion, Bebriitung, Gonadenisolation, Histologie)
Co-Autor FM 20% (Injektion, Bebriitung, Gonadenisolation, Histologie)

(3) zur Erstellung der Datensammlung und Abbildungen
Promovierende LJ: 80% (Aufarbeitung aller Rohdaten, Erstellung von Abbildungen)

Co-Autor JS: 10% (Aufarbeitung aller Rohdaten)

Co-Autor RL: 5% (Aufarbeitung der Histologie-Rohdaten)

Co-Autor FM: 5% (Aufarbeitung der Histologie-Rohdaten)

(4) zur Analyse und Interpretation der Daten

Promovierende LIJ: 65% (Interpretation und Analyse, Publikationsrecherche)
Co-Autor JS: 10% (Interpretation und Analyse)

Co-Autor JO: 5% (Interpretation und Analyse)

Co-Autor RL: 10% (Interpretation und Analyse)

Co-Autor FM: 10% (Interpretation und Analyse)

(5) zum Verfassen des Manuskripts
Promovierende LJ: 80%
Co-Autor JS: 10%
Co-Autor JO: 10%

86



Submitted 16 February 2018
Accepted 5 June 2018
Published 3 July 2018

Corresponding author
Luzie Jessl, jessl@bio.uni-frankfurt.de

Academic editor
Todd Anderson

Additional Information and
Declarations can be found on
page 18

DOI 10.7717/peer;j.5094

© Copyright
2018 Jessl et al.

Distributed under
Creative Commons CC-BY 4.0

OPEN ACCESS

Effects of estrogens and antiestrogens
on gonadal sex differentiation and
embryonic development in the domestic
fowl (Gallus gallus domesticus)

Luzie Jessl'”, Rebecca Lenz'’, Fabian G. Massing'*, Jessica Scheider' and
Jorg Oehlmann'

! Department Aquatic Ecotoxicology, Johann Wolfgang Goethe Universitit Frankfurt am Main, Frankfurt am
Main, Hesse, Germany

2R-Biopharm AG, Darmstadt, Hesse, Germany
*Dr. Drexler + Dr. Fecher GmbH, Grof3-Umstadt, Hesse, Germany
*ERM GmbH, Neu-Isenburg, Hesse, Germany

ABSTRACT

Since it is known that environmental contaminants have the potential to cause
endocrine disorders in humans and animals, there is an urgent need for in vivo tests
to assess possible effects of these endocrine disrupting chemicals (EDCs). Although
there is no standardized guideline, the avian embryo has proven to be particularly
promising as it responds sensitively to a number of EDCs preferentially impacting the
reproductive axis. In the present study we examined the effects of in ovo exposure
to fulvestrant and tamoxifen as antiestrogenic model compounds and co-exposure
to both substances and the potent estrogen 17«-ethinylestradiol (EE;) regarding
sex differentiation and embryonic development of the domestic fowl (Gallus gallus
domesticus). The substances were injected into the yolk of fertilized eggs on embryonic
day 1. On embryonic day 19 sex genotype and phenotype were determined, followed by
gross morphological and histological examination of the gonads. Sole EE,-treatment
(20 ng/g egg) particularly affected male gonads and resulted in an increased formation
of female-like gonadal cortex tissue and a reduction of seminiferous tubules. In
ovo exposure to tamoxifen (0.1/1/10 pg/g egg) strongly impaired the differentiation
of female gonads, led to a significant size reduction of the left ovary and induced
malformations of the ovarian cortex, while fulvestrant (0.1/1/10 png/g egg) did not
affect sexual differentiation. However, both antiestrogens were able to antagonize
the feminizing effects of EE; in genetic males when administered simultaneously.
Since both estrogens and antiestrogens induce concentration-dependent morphological
alterations of the sex organs, the chick embryo can be regarded as a promising model
for the identification of chemicals with estrogenic and antiestrogenic activity.

Subjects Histology, Ecotoxicology

Keywords Gonad, Chicken embryo, Estrogen, Fulvestrant, Sex differentiation, Antiestrogen, 17c-
ethinylestradiol, Tamoxifen, Endocrine disruption
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INTRODUCTION

In recent decades, reproductive disorders in animals and humans and the potential role
of chemical substances that are suspected to cause these effects through their endocrine
potential became of great interest for science and society. These so-called endocrine
disrupting chemicals (EDCs) may alter sex-differentiation and reproduction by very
different modes of action. If a chemical substance has the same effects as endogenous
sex hormones at the estrogen or androgen receptor, this substance acts as an agonist
and its effects are referred to as estrogenic or androgenic. On the contrary it is referred
to as antiestrogenic or antiandrogenic when it inhibits the action of endogenous sex
hormones as an antagonist at the corresponding steroid receptor. In view of the large
number of constantly used chemicals, it is expected that potential EDCs end up in the
environment and may affect humans and animals. These chemicals can originate from
agriculture or industry, or may be used as pharmaceuticals. In the study of steroidal and
non-steroidal substances, e.g., bisphenol A (BPA), 17« -ethinylestradiol (EE,), tributyltin
(TBT) and many more, hormonal effects on different groups of organisms have already
been identified (Peakall ¢ Lincer, 1996; Berg et al., 1998; Berg et al., 1999; Watts, Pascoe ¢
Carroll, 2001; Grote et al., 2004; Berg ¢ Pettersson, 2006; Oehlmann et al., 2006; Pettersson
et al., 2006; Ahn et al., 2007; Choi et al., 2007; Bodiguel et al., 2009; Scheider et al., 2018;
Jessl, Scheider ¢ Oehlmann, 2018). These studies underline the assumption that numerous
chemicals have an endocrine potential and may pose a potential threat to the ecosystem
and to animal and human health.

In order to assess possible effects and to weigh risks, the testing of chemicals for their
endocrine potential is of great importance. So far only a small fraction of the circulating
and constantly used chemicals have been tested for a potential effect on the hormonal
system. According to REACH (Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of
Chemicals) further chemicals are to be tested for their harmful potential in Europe. To
implement this, a variety of animal experiments have to be executed. For the testing of
androgenic and estrogenic EDCs two rodent-based tests, the Hershberger assay (OECD,
2009) and the uterotrophic assay (OECD, 2007), have been internationally standardized.
Since mainly juvenile or adult animals with full pain perception are used, the search for
a suitable animal replacement system is of great importance. In addition, the developing
embryo, which is regarded as the most sensitive stage of life and thus a special subject of
protection, is insufficiently considered for the testing of chemicals. Since its development
is particularly vulnerable to environmental influences including chemicals, the testing of
embryos can unfold possible effects of these substances that may not be detected in adult
individuals (Duis et al., 2014).

Beside developmental stages of other animal taxa, avian embryos have been used for
a long time to study sexual development and the potential impact of environmental
pollutants, including EDCs (Fry & Toone, 1981; Berg et al., 1998; Eising et al., 2001; Berge
et al., 2004; Biau et al., 2007). One advantage of working with fertile eggs is that the
application of substances, often injected directly into the egg, allows the use of specific and
standardized dosages (Berg et al., 1999). As the hen affects the development of its offspring
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by transferred genetic materials and hormones (Carere ¢ Balthazart, 2007), substances
incorporated by the mother may consequently also influence the development of the
offspring even originally or as metabolites in the allantoic fluid (Kamata et al., 2006).
However, in contrast to developing mammals or aquatic species, the chicken egg is a
largely closed system lacking significant exchange with its external environment except
for the interchange of gases. However, it should be noted that beyond gas exchange
there is still a potential of interaction with the external environment since the embryo
is sensitive to changes in temperature and humidity. In addition, the passage of metals
(Ackerman et al., 2016) and highly lipophilic organic compounds (Bargar, Scott ¢ Cobb,
2001; Zheng et al., 2014) from mother to offspring has been demonstrated. Thus, one
injection of a test compound results in chronic chemical exposure, because no exchange
or loss of the substance is possible except for metabolization, protein bonding or further
modifications of the substance by the internal embryo environment. A single injection may
therefore be sufficient to influence the developing embryo (Davies et al., 1997; Gooding et
al., 2003; McAllister & Kime, 2003; Zhang et al., 2007; Scheider et al., 2018; Jessl, Scheider ¢
Oehlmann, 2018).

It is already known that the exposure to xenobiotics during avian embryonic
development may cause irreversible malformations of the sex organs and a disruption
of gender-specific behavior in adult animals (Adkins-Regan, 1990; Ottinger ¢» Abdelnabi,
1997). The embryo of the domestic fowl (Gallus gallus domesticus) is particularly suitable
for our experiments as its developmental stages are fully described (Keibel & Abraham,
1900; Hamburger & Hamilton, 1992; Starck ¢ Ricklefs, 1997). However, there is still no
standardized procedure for experiments with chicken embryos available.

The present study is part of a project aiming to expedite a protocol to assess the potential
effect of EDCs on early sexual differentiation in the chicken embryo. As part of this effort
we analyzed the effects of different estrogenic and antiestrogenic compounds on embryonic
development with special focus on potential gross morphological and histological changes
of the gonads. EE,, a synthetic hormone primarily used for contraception was selected for
the study of estrogenic substances and was used as a positive substance. It has already been
widely used in the study of EDCs and has shown to affect sexual differentiation in bird
embryos (Berg et al., 1998; Berg et al., 1999; Berg et al., 2001; Berg et al., 2004; Akazome &
Mori, 1999; Watts, Pascoe & Carroll, 2001; Watts, Pascoe & Carroll, 2003; Berg ¢ Pettersson,
2006; Pettersson et al., 2006; Biau et al., 2007; Brunstrom et al., 2009; Scheider et al., 2018;
Jessl, Scheider ¢ Oehlmann, 2018). For the testing of antiestrogenic substances tamoxifen
and fulvestrant, two well-known drugs with desired hormonal action were selected. Both
compounds are used for the first-line endocrine therapy of estrogen receptor-positive
metastatic breast cancer (Henderson, 1991; Buzdar, 2001; Buzdar ¢» Robertson, 2006).
Furthermore, both have been used for the testing of potential effects on different non-target
organisms including the bird embryo (Scheib ¢ Baulieu, 1981; Cevasco et al., 2008; Sun,
Zha & Wang, 2009; Hoffmann ¢ Kloas, 2012; Yu et al., 2014).
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Table 1 Mortality (%) and malformations (%) in chicken embryos after in ovo exposure to fulvestrant
(Ful, 0.1, 1, 10 Lg/g egg) and EE, (20 ng/g egg) or co-exposure to all concentrations of fulvestrant and

EE,.
Test substance Fulvestrant
> experiments 1
> eggs 200
Group Y eggs > fertilized eggs Mortality (%)* Malformations (%)*
NC 24 22 18.2 (4) 0.00 (0)
SC 22 20 15.0 (3) 0.00 (0)
Ful 0.1 22 19 26.3 (5) 10.5 (2)
Ful 1 2 22 22.7 (5) 4.55 (1)
Ful 10 2 19 31.6 (6) 5.26 (1)
EE, 22 2 455 (10) 4.55 (1)
Ful 0.1 + EE, 22 20 35.0 (7) 10.0 (2)
Ful 1 + EE, 22 2 18.2 (4) 455 (1)
Ful 10 + EE, 22 18 33.3(6) 11.1(2)
Notes.

2The number in parentheses represents the number of affected embryos.
NC, untreated control; SC, solvent control.

MATERIALS AND METHODS

Dosing

All experiments were carried out with respect for the principles of laboratory

animal care, in accordance with the European Communities Council Directive of 24
November 1986 (86/609/EEC) and the German Animal Welfare Act. Fertilized eggs

of white Leghorn (G. domesticus) were obtained from a local breeder (LSL Rhein-Main
Gefliigelvermehrungsbetrieb, Dieburg, Germany). The total number of eggs per experiment
and treatment-group are shown in Table 1 for fulvestrant and Table 2 for tamoxifen,
including the treatment-groups with parallel sole and co-exposure to 17« -ethinylestradiol
(EE;). The testing of tamoxifen was conducted in a series of four experiments while
fulvestrant was tested in a single experiment. Tamoxifen was tested in four experiments
to ensure a higher degree of replication for an up to then not tested class of EDCs with
unknown effects. The eggs were incubated at 37.5 + 0.5 °C and 60 &= 10% relative humidity
and turned over eight times a day in a fully automated incubator (J. Hemel Brutgerite,
Verl, Germany).

Fulvestrant (CAS: 129453-61-8; purity: >98%), tamoxifen (CAS: 10540-29-1; purity:
>99%) and EE, (CAS: 57-63-6; purity: >98%) were purchased from Sigma Aldrich Chemie
GmbH (Miinchen, Germany). Fulvestrant (applied doses: 0.1, 1, 10 pg/g egg), tamoxifen
(applied doses: 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 pg/g egg) and EE, (applied dose: 20 ng/g egg) were
dissolved alone or in combination in 60 wL of the solvent dimethyl sulfoxide (DMSO;
CAS: 67-68-5; purity: 99.5%; Applichem, Darmstadt, Germany). Eggs were yolk-injected
on day 1 of incubation and further processed until dissection as described elsewhere (Jessl,
Scheider ¢ Oehlmann, 2018).
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Table 2 Mortality (%) and malformations (%) in chicken embryos after in ovo exposure to tamoxifen
(Tam, 0, 1, 1, 10 |Lg/g egg) and EE, (20 ng/g egg) or co-exposure to all concentrations of tamoxifen (plus
0.001, 0.01 |Lg/g egg) and EE,.

Test substance Tamoxifen
3" experiments 4
> eggs 603
Group > eggs > fertilized eggs Mortality (%)* Malformations (%)*
NC 93 88 7.95 (7) 0.00 (0)
sC 83 75 28.0 (21) 5.33 (4)
Tam 0.1 60 53 43.4 (23) 5.66 (3)
Tam 1 60 51 39.2 (20) 1.96 (1)
Tam 10 59 52 55.8 (29) 1.92 (1)
EE, 47 45 24.4 (11) 6.67 (3)
Tam 0.001 + EE, 30 28 7.14 (2) 7.14 (2)
Tam 0.01 + EE, 31 30 20.0 (6) 333 (1)
Tam 0.1 + EE, 46 44 34.1 (15) 4.54 (2)
Tam 1 + EE, 47 45 40.0 (18) 4.44 (2)
Tam 10 + EE, 47 43 30.2 (13) 6.98 (3)
Notes.

2The number in parentheses represents the number of affected embryos.
NC, untreated control; SC, solvent control.

Dissection, tissue preparation and evaluation

On day 19 of incubation embryos were dissected. Deformations of body and internal
organs were recorded with special focus on ovaries and testes. Gonads were photographed
(Diskus, Carl H. Hilgers, Konigswinter, Germany) for further analysis of the gonad surface
area, in which the entire visible surface of each single gonad was determined with an
image editing program (Fiji is just ImageJ, Open Source). After dissection gonads were
fixed in Bouin’s solution, which was removed by repeated rinsing with 80% ethanol after
24 h. Ethanol was removed by saccharose solution (10, 20 and 30% in phosphate buffered
saline). Gonads were embedded in Tissue-Tek® (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan
den Rijn, Netherlands) and sectioned (6 wm) by a freeze microtome (Microm HM 500
O, Thermo Fisher Scientific Germany, Bonn, Germany) at —23 °C. Tissue sections were
stained with hematoxylin and eosin.

Measurements and statistics

Histological examination was performed using a light microscope (Olympus BX50,
Olympus, Tokyo, Japan) and a camera (JVC Digital Camera, KY-F75U, Yokohama, Japan).
Gonadal cortex thickness of both sexes and male percentage of seminiferous tubules in
left testes were measured (Fiji is just Image], Open Source). Ten sections for each embryo
were evaluated which were exclusively taken from the gonad’s middle sectional plane as
described previously (Jessl, Scheider ¢ Oehlmann, 2018).

For the test series with the combination of tamoxifen and EE,, the results of four test runs
and for the combination of fulvestrant and EE,, the results of a single test run were merged
and analyzed. For the endpoints, gonadal cortex thickness and percentage of seminiferous
tubules as well as gonad surface area data were normalized to the solvent control. Data were
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analyzed using Fisher’s exact test, one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison
test or Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test with GraphPad Prism
5.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

Determination of sexual genotype

DNA isolation was performed using a tissue sample from the heart taken during dissection.
All embryos were typed for their sexual ZZ or ZW genotype, using the PCR-based method
of Fridolfsson ¢ Ellegren (1999) with the primers 2550F (5-GTT ACT GAT TCG TCT
ACG AGA-3') and 2718R (5'-ATT GAA ATG ATC CAG TGC TTG-3') and a modified
protocol. Both primers mark two CHD1 introns, located on the Z (CHD1Z, 600 bp) and
W chromosome (CHD1W, 450 bp). Thermal cycling was composed of DNA polymerase
activation at 95 °C for 15 min followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s,
annealing at 52 °C for 30 s, elongation at 72 °C for 40 s and a final extension step at 72 °C
for 5 min followed by a melt curve (60-95 °C with a heating rate of 0.2 °C/s). Following
qPCR-mediated amplification with EvaGreen® dye, all amplicons showed two different
melting peaks based upon the different melting properties of double-stranded DNA, which
resulted in characteristic bands for each sex (Chen et al., 2012). Both sexes had a single
600-bp CHD1-Z specific fragment with a melting temperature of ~84 °C. Females had
an additional 450-bp CHD1-W female-specific fragment with a melting temperature of
~82 °C.

RESULTS

Effects of in ovo exposure to fulvestrant and EE,
Embryonic mortality and malformations

The number of fertilized eggs, embryonic mortality and malformations per treatment-
group are presented in Table 1. The fertility rate of the individual groups was at least 82%
with a mean total fertility rate of 92% for the whole experiment. The solvent control group
showed the lowest mortality of 15%, followed by the untreated control group with 18%
mortality. Sole treatment to fulvestrant as well as co-exposure to all concentrations of
fulvestrant plus EE, showed mortality rates up to 35%. Sole treatment to EE, caused 46%
mortality being significantly different from the control (p < 0.05) (Fig. 1A).

While no malformations were detected in the control groups, all substance treated
groups showed one to two malformed embryos. The EE,-treated group 1 of 22 embryos
(4.55%) showed a single malformation which was found to be celosomia. Examining
all groups receiving different concentrations of fulvestrant, four of 60 embryos (6.67%)
showed malformations which were mainly found to be celosomia or malformations of
the eyes or the beak. Examining all groups co-exposed to fulvestrant and EE,, five of 60
embryos (8.33%) showed malformations which were mainly found to affect the beak, the
eyes, the limbs, the brain or celosomia. Compared to the control, none of the tested groups
showed a substance-induced increase in the rate of malformation.

Morphological observation of the gonads—gonad surface area
In females sole exposure to EE; or all concentrations of fulvestrant as well as co-exposure
to EE; and lower concentrations of fulvestrant (0.1 and 1 ng/g egg) had no statistically
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Figure 1 Effects of in ovo exposure to fulvestrant and 17«-ethinylestradiol on mortality, left and right
gonad surface area, cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of left gonad of embryos of
the domestic fowl (Gallus g. domesticus). Effects of in ovo exposure to fulvestrant (FUL, 0.1, 1, 10 jLg/g
egg) and 17«-ethinylestradiol (EE,; 20 ng/g egg) on mortality (A), left and right gonad surface area (B)
and cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of left gonad (C) of embryos of the domestic
fowl (Gallus g. domesticus) on embryonic day 19. Statistical analysis by Fisher’s exact test (A) and one-way
ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test (B, C). Grey background distinguishes the co-exposure
to fulvestrant and EE,. Lowercase indicate significant differences compared to the solvent control. Level of
significance: a: p < 0.05; b: p < 0.01; ¢: p < 0.001.

Full-size & DOI: 10.7717/peerj.5094/fig-1
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Table 3 Gonad surface area, gonadal cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of
chicken embryos after in ovo exposure to fulvestrant (Ful, 0.1, 1, 10 |1g/g egg) and EE, (20 ng/g egg) or
co-exposure to all concentrations of fulvestrant and EE,.

Sex Group Gonad surface area Cortex Seminiferous
thickness (j1m) tubules (%)
left (mm?) right (mm?)
NC 4.22 +0.95 3.92 +£0.57 10.1 + 0.40 28.3 +4.49
SC 3.99 £+ 0.46 3.91 +£0.30 10.7 £ 0.73 30.2 +1.83
Ful 0.1 4.24 +0.42 3.554+0.24 11.5 + 0.61 33.8 +3.56
Ful 1 3.90 £ 0.36 3.49 £0.13 11.6 £ 1.30 32.0 £2.60
Male Ful 10 3.99 +0.82 3.24 +0.66 12.0 £ 1.54 30.6 £ 3.98
EE, 6.66 = 0.82° 3.79+£0.23 44.6 £ 39.3° 27.3 £ 4.65
Ful 0.1 4+ EE, 523+ 1.23 3.71 £ 0.89 25.0 +18.3 264 +1.23
Ful 1 + EE, 6.21 & 1.09" 3.75 £ 0.67 47.6 £49.4" 23.6 £2.82°
Ful 10 + EE, 4.12 £ 0.53 3.29 £ 1.05 10.4 + 0.91 31.44+2.70
NC 10.3 £ 0.69° 2.38 4 0.34" 143 £+ 33.9 -
SC 8.23 +0.95 1.80 £ 0.34 154 + 30.0 -
Ful 0.1 9.354+0.72 1.84 £ 0.68 149 £ 15.0 -
Ful 1 8.80 + 1.03 2.10 + 0.40 145 £ 32.7 -
Female Fyl 10 8.91 +1.20 2.01 +0.37 149 £ 19.5 -
EE, 8.40 £ 0.91 1.81 £0.27 133 £15.0 -
Ful 0.1 4+ EE, 8.50 +1.98 1.69 £ 0.45 153 £ 8.89 -
Ful 1 + EE, 8.74 £ 1.12 1.67 £0.37 146 + 37.2 -
Ful 10 + EE, 11.0 + 1.37¢ 1.68 £+ 0.41 153 £21.5 -
Notes.

Statistical analysis by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. Lowercase indicate significant differences
compared to the solvent control (SC). NC, untreated control. Level of significance: *p < 0.05; bp < 0.01;€0.001.

significant effect on left and right gonad surface area. Co-exposure to EE; and 10 pg

fulvestrant/g egg, however, resulted in a statistically significant increase of the left gonad
surface area (p < 0.001) (Fig. 1B and Table 3).
In males fulvestrant did not affect left and right gonad surface area at all applied sole

concentrations. EE, administered alone or in combination with lower concentrations

of fulvestrant (1 pg/g egg) resulted in a significant increase in the left gonad surface
area (p < 0.001 and p < 0.01, respectively). The affected left testes showed a female-like

shape and a well visible female-typical thickened cortex region when viewed under a

stereomicroscope (Fig. 2). However, a concentration of 10 pg fulvestrant/g egg completely

antagonized the EE,-induced feminization of genetic males.

Histological observation of the gonads—Ieft testis and ovary

In females sole exposure to all concentrations of fulvestrant or co-exposure to fulvestrant

and EE, had no statistically significant effect on ovarian cortex thickness (Fig. 1C).

Administration of EE; alone or in combination with 1 pg fulvestrant/g egg caused a

significant increase in male gonadal cortex thickness by up to 344% (p < 0.05, respectively)

while the percentage of seminiferous tubules decreased with increasing concentration of

fulvestrant (co-exposure to EE; and 1 pg fulvestrant/g egg: p < 0.05). The affected testicular
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1000 um

Figure 2 Right and left testis of genetic males of untreated control group and EE,-treated group on
day 19 of embryonic development. Right and left testis of genetic males of untreated control group (A,
B, C) and EE,-treated group (20 ng/g egg; D, E, F). (A, D) Unfixed right (“Tr”) and left (“T1”) testis (out-
lined in black) on day 19 of embryonic development. Untreated control males (A) show testes of nearly
identical size. EE,-treated males (D) show an unaffected right testis and a significantly enlarged left testis.
(B, E) Histological thin sections (6 um) of right (“Tr”) and left (“T1”) testis. Untreated control males (B)
show testes of nearly identical size and structure. EE,-treated males (E) show an unaffected right testis and
a significantly enlarged left testis with female-like shape and structure. (C, F) Histological thin sections (6
pm) of left testis in close-up. Untreated control males (C) show a thin gonadal cortex layer (“C”) of three
to four cells and interstitial space and seminiferous tubules (“T”) in the medulla (“M”). Left testes of EE,-
treated males (F) show female-typical structures as a well-differentiated gonadal cortex region (“C”) with
oocyte-like cells and a loosely arranged medulla (“M”) crossed by lacunar channels (“L”).

Full-size & DOI: 10.7717/peerj.5094/fig-2

tissue appeared significantly changed with female-typical structures such as lacunae and
a differentiated female-like gonadal cortex region with oocyte-like cells. On the contrary,
the number and degree of differentiation of seminiferous tubules were visibly lower. A
concentration of 10 ug fulvestrant/g egg completely antagonized the feminization of genetic
males caused by EE, (Table 3).

Effects of in ovo exposure to tamoxifen and EE;
Embryonic mortality and malformations

The number of fertilized eggs, embryonic mortality and malformations per treatment-
group are presented in Table 2. The fertility rate of the individual groups was at least
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88% with a total fertility rate of 92% for the whole experiment. The unmanipulated
negative control showed the lowest mortality of nearly 8% and differed significantly from
the solvent-treated control with 28% mortality (p < 0.001). Sole exposure to tamoxifen
showed mortality rates up to 56%. Only the group treated with 10 png tamoxifen/g egg
showed a significant difference to the solvent-treated control (p < 0.01). Sole exposure to
20 ng EE,/g egg caused 24% mortality. Groups co-exposed to tamoxifen and EE, showed
mortality rates up to 40% with a significant deviation to the solvent-treated control for the
group co-exposed to EE; and 0.001 pg tamoxifen/g egg (p < 0.05) (Fig. 3A).

While no malformations were detected in the untreated negative control group, four of
75 embryos (5.33%) of the solvent-treated control showed malformations which affected
the eyes, the beak, the extremities or edema or celosomia. In the EE,-treated group
three of 45 embryos (6.67%) showed malformations of the eyes, the beak or celosomia.
Examining all groups receiving different concentrations of tamoxifen, five of 156 embryos
(3.21%) showed malformations which were found to be celosomia, malformations of the
vertebral column, the beak or the brain. There was also one egg containing two embryos
conjoined at the head, showing various malformations. Examining all groups co-exposed
to EE; and different concentrations of tamoxifen, 10 of 190 embryos (5.26%) showed
malformations which were found to be celosomia, malformations of the beak or the
extremities or a missing mesonephros. Compared to the untreated negative control group,
the solvent-treated group and the substance-treated groups receiving EE; or a combination
of EE; and 10 g tamoxifen/g egg showed a statistically significant effect (p < 0.05). On
the contrary, there were no significant differences between the substance-treated groups
and the solvent control.

Morphological observation of the gonads—gonad surface area

In females exposure to 10 pg tamoxifen/g egg resulted in a statistically significant decrease
of the left gonad surface area (p < 0.001) (Fig. 3B). This effect could not be antagonized
by the simultaneous administration of EE;. The combination of EE; and 0.1 or 1 pg
tamoxifen/g egg resulted in a statistically significant increase in the left gonad surface
area (p < 0.05 and p < 0.001, respectively). Female right gonad surface areas were not
significantly affected by sole exposure to EE, or tamoxifen or the co-exposure to tamoxifen
and EE,.

In comparison, male left and right gonad surface area were not significantly affected by
sole exposure to all concentrations of tamoxifen. The EE,-induced statistically significant
increase of the male left gonad surface area (p < 0.001) could be gradually reduced
through simultaneous administration of increasing tamoxifen-concentrations. From a
concentration of 0.1 pg tamoxifen/g egg EE,-related effects were largely antagonized and
left gonad surface areas fluctuated around the control values (Table 4).

Cortex thickness and percentage of seminiferous tubules

In ovo exposure to all concentrations of tamoxifen as well as co-exposure to tamoxifen
and EE, resulted in a statistically significant concentration-dependent decrease of the left
ovarian cortex thickness in females (Fig. 3C). Remarkably, several females exposed to the
highest concentration of tamoxifen (10 png/g egg) also showed an altered distribution of the
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Figure 3 Effects of in ovo exposure to tamoxifen and 17«-ethinylestradiol on mortality, left and right
gonad surface area, cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of left gonad of embryos
of the domestic fowl (Gallus g. domesticus). Effects of in ovo exposure to tamoxifen (TAM, 0.001, 0.01,
0.1, 1, 10 pg/g egg) and 17a-ethinylestradiol (EE,, 20 ng/g egg) on mortality (A), left and right gonad sur-
face area (B) and cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of left gonad (C) of embryos of
the domestic fowl (Gallus g. domesticus) on embryonic day 19. Statistical analysis by Fisher’s exact test (A),
one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparisons test or Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparison test (B, C). Grey background distinguishes the co-exposure to tamoxifen and EE,. Lowercase
indicates significant differences compared to the solvent control. Level of significance: a, p < 0.05; b, p <
0.01; ¢, p < 0.001.

Full-size G4l DOI: 10.7717/peerj.5094/fig-3
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Table 4 Gonad surface area, gonadal cortex thickness and percentage of seminiferous tubules of
chicken embryos after in ovo exposure to tamoxifen (Tam, 0.1, 1, 10 |Lg/g egg) and EE, (20 ng/g egg) or
co-exposure to all concentrations of tamoxifen (plus 0.001, 0.01 |Lg/g egg) and EE,.

Sex Group Gonad surface area Cortex Seminiferous
thickness (jvm) tubules (%)
left (mm?) right (mm?)
NC 3.96 £ 0.65 3.67 £ 0.58" 8.67 £ 0.96" 28.7£3.11
SC 3.80 £ 0.61 3.35+0.63 9.35 £ 1.08 29.8 £3.29
Tam 0.1 4.15+0.41 3.26 £ 0.53 8.12 + 0.61 27.3+£2.90
Tam 1 3.99£0.54 3.06 £ 0.60 8.65 £ 1.00 27.6 £ 3.09
Tam 10 3.31 +£0.50 2.87 £0.22 9.26 +0.84 27.3 +2.51
Male EE, 6.25 £ 1.67¢ 3.77 £ 0.48 62.3 £ 45.6° 18.7 £ 8.16°
Tam 0.001 + EE, 574 £ 1.67° 3.61 £ 0.45 55.7 & 34.6° 17.6 + 8.38°
Tam 0.01 4 EE, 4.89 +1.04° 3.54 £ 0.46 28.2+£22.1° 23.1 £ 2.69°
Tam 0.1 + EE, 4.55£0.70 3.56 £ 0.53 8.97 £0.96 26.9 +2.42
Tam 1 4 EE, 3.69 £ 0.42 3.27 £ 0.42 9.19 £ 1.19 25.5+2.79°
Tam 10 4 EE, 3.58 £ 0.80 2.94 + 0.49 9.40 & 1.25 25.8 £ 3.11°
NC 10.2 + 1.48° 2.20 £0.41 155+ 11.4 -
SC 9.25+1.32 1.99 £ 0.46 153 £15.7 -
Tam 0.1 10.5 + 1.79 2.49 + 0.64 115 £ 20.7¢ -
Tam 1 10.5 £ 1.31 2.16 £0.39 90.5 £ 20.3¢ -
Tam 10 5.08 &+ 1.71° 1.82 £ 0.41 70.4 £ 17.1° -
Female EE, 8.92£0.95 1.75£0.35 132 £13.7° -
Tam 0.001 + EE, 8.93 £1.42 1.95 £ 0.52 132 £ 16.4" -
Tam 0.01 4 EE, 9.49 £ 1.14 1.59 £ 0.36 139 +16.1 -
Tam 0.1 + EE, 10.8 £2.13% 1.95 £ 0.30 123 £ 14.5¢ -
Tam 1 4 EE, 13.1 £ 2.09° 2.06 £ 0.48 118 +17.8° -
Tam 10 + EE, 6.86 £ 2.00° 1.59 £ 0.31 115 £ 18.3¢ -

Nme:tatistical analysis by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test or Kruskal Wallis test with Dunn’s post test
(female right gonad surface area). Lowercase indicate significant differences compared to the solvent control (SC). NC, un-
treated control. Level of significance: p < 0.05; ®p < 0.01; °p < 0.001.

ovarian cortex region (Fig. 4), which could not be detected at lower concentrations. The

affected left ovaries were no longer covered by a continuous ovarian cortex but exhibited

larger regions of uncovered medulla, partly resembling a testis. In none of any other
experiments, even with different endocrine active compounds, was such a phenomenon

detected (Scheider et al., 2014; Scheider et al., 2018; Jessl, Scheider ¢ Oehlmann, 2018).

In males the testicular cortex thickness or the percentage of seminiferous tubules
were not affected by sole tamoxifen-exposure. Administration of EE, alone or in
combination with lower concentrations of tamoxifen (0.001 and 0.01 png/g egg) resulted in
a statistically significant increase in testicular cortex thickness by up to 566%, which was
completely suppressed at higher concentrations of tamoxifen (0.1, 1 and 10 pg/g egg). By
administration of EE, alone or in combination with lower concentrations of tamoxifen
(0.001, 0.01 ng/g egg) the percentages of seminiferous tubules were significantly decreased
(p <0.001). However, higher concentrations of tamoxifen (0.1, 1 and 10 ng/g egg) could
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Figure 4 Right and left ovary of genetic females of untreated control group and tamoxifen-treated
group on day 19 of embryonic development. Right and left ovary of genetic females of untreated con-
trol group (A, B, C) and tamoxifen-treated group (10 pg/g egg; D, E, F). (A, D) Unfixed right (“Or”) and
left (“O1”) ovary (outlined in black) on day 19 of embryonic development. Untreated control females (A)
show a regressed right ovary and a well-differentiated left ovary. Tamoxifen-treated females (D) show an
unaffected right ovary and a significantly decreased left ovary. (B, E) Histological thin sections (6 j.m) of
right (“Or”) and left (“O1”) ovary. Untreated control females (B) show a left ovary of female typical size
and structure. The left ovarian cortex (“C”) is well-differentiated and covers almost the whole ovary (ex-
cept the region close to the mesonephron (“Me”)). Tamoxifen-treated females (E) show a significantly
decreased left ovary with an altered distribution of the cortex region (“C”). The left ovary is no longer
covered by a continuous cortex but exposes large regions of uncovered medulla, partly resembling a male
testis. (C, F) Histological thin sections (6 jum) of the left ovary in close-up. Untreated control females (C)
show a well-differentiated continuous ovarian cortex region (“C”) and a loosely arranged medulla (“M”)
crossed by lacunar channels (“L”). Tamoxifen-treated females (F) show a discontinuous irregular scat-
tered ovarian cortex region (“C”) with larger regions of uncovered medulla (“M”) crossed by lacunar

channels (“L”).
Full-size G DOI: 10.7717/peerj.5094/fig-4

partly (percentage of seminiferous tubules) or completely (testicular cortex thickness)
antagonize the EE;-induced feminization of genetic males (Table 4).

DISCUSSION

Embryonic mortality and malformations
In the present study fertilization rates were comparable for all experiments with values
around 90%. These values are consistent with the results of Romanoff ¢ Romanoff (1972),
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which described a fertilization rate of almost 89% in an experiment examining 202
breeding hens. The detection of unfertilized eggs is of importance here since the calculation
of mortality and the incidence of malformations is based on the number of fertile eggs.
While the untreated control showed mortality rates below 20% in all experiments, in 80%
(four of five) of the experiments the mortality in the solvent control was below 30%.
Based on the data of various publications (Romanoff & Romanoff, 1972; Wyatt & Howarth,
1976; DeWitt, Meyer ¢ Henshel, 2005a; DeWitt, Meyer ¢ Henshel, 2005b) and our own
investigations (Jessl, Scheider ¢ Oehlmann, 2018), the natural mortality of unmanipulated
chicken embryos is expected to be about 20%. Since it is known that carrier substances
in general, or DMSO in the present case, can affect the survival of chicken embryos,
for example through their intrinsic toxicity, volume, or density, an increase in mortality
compared to the untreated control was expected (Caujolle et al., 1967; Carew ¢ Foss, 1972;
Landauer & Salam, 1972; Morgan, 1974; Wyatt ¢& Howarth, 1976). Not only in the present
study (110 untreated and 95 solvent-treated individuals in five experiments), but also in
further investigations (Jessl, Scheider ¢~ Oehlmann, 2018; 256 untreated and 258 solvent-
treated individuals in 15 experiments), all of the experiments showed mortality rates below
20% for the untreated control and a predominant proportion of the experiments (87%;
13 of 15 experiments) showed mortality rates below 30% for the solvent control. Due to
the large sample size and the consistent results, we assume that the shown values can be
reliably used for the comparison to substance-treated groups.

In general, the treatment of chicken embryos with any of the compounds fulvestrant or
tamoxifen alone or in combination with EE; led to an increase in mortality as expected.
However, significant deviations in mortality from the solvent control were rare and found to
be concentration-independent. Groups treated with a defined concentration of fulvestrant
or tamoxifen responded similarly to groups that were co-exposed to the same substance
plus EE,. The absence of a statistically significant difference between solely treated and
co-exposed groups of the same substance and concentration suggests that the additional
administration of EE, does not necessarily result in an increase in mortality, as one might
have expected. Despite the increase in mortality in some groups of the experiments, a
sufficient number of vital embryos remained for subsequent histological studies.

Analyzing the frequency of malformations in the five experiments, no malformations
were found in the untreated control group with 110 embryos while in the solvent-treated
control group four of 95 embryos (4.21%) exhibited malformations. To some extent, this
statistically significant increase in the rate of malformation from untreated to solvent-
treated control group reflects a weak teratogenic potential of DMSO as noted by Wyart
¢ Howarth (1976). However, this value is still in the range of the reported spontaneous
malformation rate in chicken embryos of 2—7% (Alsop, 1919; Byerly, 1930; Caujolle et al.,
1967). In this context, the incidence of malformations in the solvent-treated control can
be considered as inconspicuous.

Since there are no statistically significant differences in the frequency of malformations
between the individual concentrations of the respective substances fulvestrant, tamoxifen
and/or EE, in all experiments, they are combined in groups representing the respective
substance (EEjtotal, fulvestrantior, fulvestrant 4+ EEjora1, tamoxifenior, and tamoxifen
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~+ EEjota1)- While almost all of the substance groupings show significantly higher
malformation rates than the untreated control (EEyotal, fulvestrant;o, and tamoxifen + EE
2total: P < 0.05; fulvestrant + EE 54ota1: p < 0.01), none of them are significantly different from
the solvent-treated control. In addition, there are no statistically significant differences
between the respective substance groupings. However, some of the substance-treated
groupings show a marginally (EEj¢t,1, tamoxifen + EEjio; p > 0.05) or significantly
(fulvestranto: p < 0.05) increased incidence of celosomia, compared to the solvent-
treated control. In addition, exencephalia are exclusively found in substance-treated
groups, while the formation of edema is completely absent. Various malformations have
already been described, among them, for example, terata of the eyes, the beak, the brain or
the formation of celosomia (Byerly, 1930; Caujolle et al., 1967). These terata largely coincide
with the malformations found in the solvent- and substance-treated groups. There is no
statistical evidence that treatment with fulvestrant, tamoxifen and/or EE, specifically favors
particular terata or generally results in increased malformation rates.

Morphological observations of the gonads—gonad surface area
Since it is known that substances with endocrine potential are able to induce morphological
changes in the sex organs of birds (Scheib, 1983; Berg et al., 1998; Berg et al., 1999; Berg et
al., 2001; Berg, Halldin & Brunstrom, 2001; Matsushita et al., 2006; Razia et al., 2006), the
chicken embryo appears as a suitable model for the study of early sexual development and
the potential impact of EDCs impacting the reproductive axis. In birds, the genetic male
is homozygous (ZZ), while the genetic female is heterozygous (ZW). During embryonic
development the differentiation in one of the sexes depends on the level of circulating
steroid hormones, mainly estrogen (Bruggeman, Van As & Decuypere, 2002). Without
estrogen or external influences the undifferentiated gonads of genetic males develop into
testes. In genetic females, the key enzyme P450 aromatase (P450arom) is synthesized and
testosterone is metabolized to estrogen (Kagami ¢ Hanada, 1997; Ayers, Sinclair & Smith,
2013; Scheider et al., 2014). Since P450arom is not synthesized in male gonads (Ayers,
Sinclair & Smith, 2013; Scheider et al., 2014), constitutional estrogen concentration in testes
is very low (Woods & Erton, 1978; Tanabe et al., 1979; Tanabe, Yano ¢ Nakamura, 1983)
and not sufficient to cause a feminization. Though, for a short time during embryonic
development the estrogen receptor (ER) is detectable in male gonads, making males
basically vulnerable to estrogen (Gasc, 1980; Smith, Andrews ¢ Sinclair, 1997; Nakabayashi
et al., 1998). The artificial presence of estrogen or estrogen-active EDCs at this critical
time point therefore causes the differentiation of genetic males towards the phenotypically
female sex as demonstrated in the present study and various other studies on domestic
fowl (Gallus g. domesticus) and japanese quail (Coturnix japonica) (Sotonyi ¢ Csaba, 1986;
Etches ¢ Kagami, 1997; Berg et al., 1998; Berg et al., 1999; Berg et al., 2001; Berg, Halldin &
Brunstrom, 2001; Shibuya et al., 2004).

Furthermore, it is shown that the injection of interfering substances into fertilized
eggs, such as aromatase inhibitors, can result in a stop of estrogen synthesis leading to
a masculinization of ovaries (Elbrecht ¢ Smith, 1992; Burke ¢» Henry, 1999). Not only
aromatase inhibitors, but also antiestrogens are capable of affecting female gonad
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differentiation in birds. Tamoxifen, a selective ER modulator, interacts with various
proteins involved in the transcription of estrogen-regulated genes (MacGregor & Jordan,
1998). In the present study sole exposure to high concentrations of tamoxifen resulted in
a significant decrease of the left ovarian surface area. This data coincide with the studies
of Scheib (1983) on quail embryos, which show that treatment with tamoxifen reduces
the size of the left ovary and disturbs the correct formation of the left ovarian cortex.
Surprisingly, sole exposure to all concentrations of fulvestrant had no such effect on
female ovarian surface area. Due to its considerably higher affinity to ER compared to
tamoxifen (Wakeling ¢ Bowler, 1987; Wakeling, Dukes ¢ Bowler, 1991) and the fact that
fulvestrant-treatment results in a complete inhibition of the estrogen signaling pathway
(Osborne et al., 1995; Wakeling, 1995; Wardley, 2002) we expected fulvestrant as the more
potent antiestrogen. The difference between fulvestrant and tamoxifen regarding their
effect on embryonic ovarian development of Gallus domesticus could be due to their mode
of action, since tamoxifen is a partial ER antagonist, depending on the target tissue, and thus
has both antiestrogenic and estrogen-like activity while fulvestrant is a pure or competitive
ER antagonist without intrinsic activity (Webb et al., 1995; MacGregor ¢ Jordan, 1998;
Bentrem et al., 2001; Shou et al., 2004). However, it is unknown whether these differences
can impact the activity in ovo.

The present study also demonstrates a concentration-dependent neutralization of the
feminizing effect of EE, with increasing concentration of fulvestrant or tamoxifen. In
genetic females co-exposure to EE, and higher concentrations of fulvestrant or tamoxifen
led to a statistically significant increase in female left gonad surface area. This data coincide
with the study of Scheib (1983) which shows that the feminizing effect of diethylstilbestrol
on male quail embryos could be largely compensated by simultaneous tamoxifen-treatment.
While in the experiments of Scheib (1983) sole treatment with the estrogenic compound
diethylstilbestrol reduces the volume of the left ovary but does not affect its differentiation,
co-exposure to tamoxifen and the estrogen results in a reduction of the tamoxifen-related
effects in females. It can be assumed that the competition between estrogen and antiestrogen
at the binding site of the ER is influenced by their differing concentrations but also by
their specific binding affinity to the receptor. Blair et al. (2000) reported relative binding
affinities to the ER from rat uterine cytosol preparations of 190%, 1.6% and 37.5% for
EE,, tamoxifen and fulvestrant, respectively. Because both antiestrogens were applied at
doses up to factor 500 higher than the estrogen, it is likely that the estrogen is successively
displaced from the ER, resulting in a neutralization of the estrogenic response.

Histological observations of the gonads—left testis and ovary
The results of the present study show that in ovo exposure to EE, leads to a reduction of
the ovarian cortex in females. In males EE, causes a significantly thickened testicular cortex
with oocyte-like cells and female-like structure.

Furthermore, sole treatment with fulvestrant or tamoxifen does not significantly affect
differentiation of male testes, which coincides with the studies of Salzgeber, Reyssbrion ¢
Baulieu (1981) and Scheib ¢ Baulieu (1981). Their experiments on chicken and quail show
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that tamoxifen especially affects female but not male gonadogenesis. Thus, tamoxifen-
treatment especially disturbed the formation of the left ovarian cortex (Scheib, 1983). In the
present study, exposure to 10 pg tamoxifen/g egg results in an altered distribution of the
left ovarian cortex which might be based on the specific mechanism of action of tamoxifen.
Tamoxifen is a partial agonist of the ER whose effect always depends on the specific
tissue along with the intrinsic activity of tamoxifen. As ER alpha is primarily expressed
in the gonadal cortex (Nakabayashi et al., 1998), its blockage at high doses might have
contributed to the suppression of the cortical hypertrophy in the ovarian differentiation
and its unbalanced dispersal. This might lead to the speculation that in higher doses
tamoxifen might improve sterility of the respecting females, as the oogonia develop in the
border between cortex and medulla (Gonzalez-Moran, 2011).

Since the ER is largely irrelevant for the normal differentiation of the male sex, fulvestrant
and tamoxifen remain without statistically significant effect for males. However, the
feminization of genetic males of domestic fowl and quail caused by estrogenic substances
can be effectively compensated by antiestrogens (Samisel, Zeis ¢» Weniger, 1982; Scheib,
1983) which agrees with the data of the present study. It can be assumed that both estrogenic
and antiestrogenic substances compete for the binding site of the ER. Accordingly, a high
estrogen-concentration leads to its preferential binding to the ER and results in the
feminization of male gonads. With increasing concentration of the antiestrogen the ER is
successively blocked. This results in a compensation of the feminizing effects as the ER and
subsequent signal cascades are not affected by the estrogen.

OVERALL CONCLUSIONS

The focus of the present work was on the study of the effects of the estrogenic compound
EE; as well as the antiestrogenic compounds fulvestrant and tamoxifen on embryonic sex
development of chicken (Gallus g. domesticus). In ovo exposure to EE, resulted in a distinct
feminization of genetic males which formed female-like cortex tissue in their left gonads.
In addition, EE;-treatment resulted in a reduction of the percentage of seminiferous
tubules. The antiestrogen tamoxifen influenced female sex differentiation and led to a
size reduction of the left ovary and malformations of the ovarian cortex. In contrast,
fulvestrant did not affect sexual differentiation in chicken in the tested concentration
range. However, both antiestrogens were able to antagonize the feminizing effects of a
potent estrogen in genetic males when administered simultaneously with EE,. Since both
estrogenic and antiestrogenic substances induce concentration-dependent morphological
alterations of the sex organs, the chick embryo can be regarded as a promising model
for the identification of chemicals with estrogenic and antiestrogenic activity. However,
it should be considered that the chick embryo is not necessarily sensitive to all classes
of EDCs impacting the reproductive axis. Therefore, pending studies of androgenic and
antiandrogenic compounds will provide more information about the suitability of the
chicken embryo test for these classes of EDCs.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Morphological malformations induced by tributyltin (TBT) exposure during embryonic development have al-
Endocrine disruption ready been characterized in various taxonomic groups, but, nonetheless, the molecular processes underlying
Gonads these changes remain obscure. The present study provides the first genome-wide screening for differentially
Development expressed genes that are linked to morphological alterations of gonadal tissue from chicken embryos after ex-
zii:j;‘:ne posure to TBT. We applied a single injection of TBT (between 0.5 and 30 pg as Sn/g egg) into incubated fertile
Sex reversal eggs to simulate maternal transfer of the endocrine disruptive compound. Methyltestosterone (MT) served as a
Masculinization positive control (30 pg/g egg). After 19 days of incubation, structural features of the gonads as well as genome-
Ovary wide gene expression profiles were assessed simultaneously. TBT induced significant morphological and histo-
Testis logical malformations of gonadal tissue from female embryos that show a virilization of the ovaries. This phe-
Chicken notypical virilization was mirrored by altered expression profiles of sex-dependent genes. Among these are

several transcription and growth factors (e.g. FGF12, CTCF, NFIB), whose altered expression might serve as a set
of markers for early identification of endocrine active chemicals that affect embryonic development by tran-

scriptome profiling without the need of elaborate histological analyses.

1. Introduction

Endocrine disrupting chemicals (EDCs) represent a potential risk for
animals because of their ability to interfere with endogenous endocrine
pathways through various molecular processes. Tributyltin (TBT) is a
known endocrine disrupter and a highly toxic compound with a com-
plex toxicity profile. This organotin compound affects inter alia calcium
homeostasis, inhibits oxidative phosphorylation as well as ion transport
processes, interferes with the cytochrome P450 dependent mono-
oxygenase system by inhibition of aromatase as the key enzyme for the
conversion of androgens to estrogens and is a potent agonist of the
retinoid X receptor (RXR) (Alzieu, 2000; Dmetrichuk et al., 2008;
Gooding and LeBlanc, 2001; Nishikawa et al., 2004; OECD, 2010;
Oberdorster and McClellan-Green, 2000; Sekizawa et al., 2017). TBT
has widely been used as an antifouling. Environmental levels of TBT
have been found up to 197 ng TBT-Sn/L in sea water and up to 1,198 ng
TBT-Sn/g dry weight in blue mussels (Mytilus edulis) (Chau et al., 1997;

* Corresponding author.
E-mail address: J.Scheider@bio.uni-frankfurt.de (J. Scheider).

https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2017.11.019

Rodriguez-Gonzalez et al., 2006). Accelerated by UV radiation, in-
creasing temperature, and biological activity by microorganisms, TBT
may degrade through sequential dealkylation to dibutyltin (DBT),
monobutyltin (MBT), and inorganic tin, becoming progressively less
toxic in the process (Antizar-Ladislao, 2008; Gadd, 2000). Indeed, in-
formation on the mechanisms of TBT detoxification is still limited
(Dubey and Roy, 2003). Since 2008, the use of TBT in antifouling paints
is banned internationally (Antizar-Ladislao, 2008).

TBT affects a wide range of non-target organisms from various in-
vertebrate phyla to different classes of vertebrates. It causes adverse
effects by disruption of their endocrine system such as abnormal shell
growth, imposex and intersex development (Alzieu, 2000; Oehlmann
et al., 1998; Stroben et al., 1992). TBT may bioaccumulate in higher
trophic levels (EFSA, 2004), and thus may pose a threat for predators,
although data on TBT tissue concentration in birds is scarce and im-
formation on TBT concentration in bird eggs is not available. Mollusk
and fish-eating coastal seabirds seem to be particularly concerned by
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accumulating TBT from their prey from a theoretical standpoint
(Kannan and Falandysz, 1997; Kannan et al., 1998). In livers of the
Japanese common cormorant (Phalacrocorax carbo) up to 9 ng Sn/g wet
weight were found (Guruge et al., 1997) and in birds (grebes, tufted
ducks, cormorants) in the Netherlands measured TBT concentrations
ranged from 9 to 28 ng Sn/g dry weight (Stib et al., 1996). Measured
levels were considerably lower than TBT levels in fish and invertebrates
from the same area serving as food for the birds. These results indicate a
lower biomagnification potential for TBT in birds than expected which
reflects their good capability to metabolize TBT via phase I pathways
(cytochrome P450-dependent debutylation) (Veltman et al., 2006) and
the seasonal moulting as an efficient elimination route of organotins.
Feathers of cormorants have shown to contain up to 30% of the total
body burden of butyltins probably due to feather proteins that have a
high affinity for organotins (Guruge et al., 1997).

The adverse effects of TBT on the gonads have already been shown
for both, sexually mature animals and developing embryos in a broad
range of species. Virilization and even sex-reversal of female gastro-
pods, as well as effects on sex differentiation in other invertebrate and
vertebrate groups are clear examples of endocrine disruption by TBT in
early and later life stages starting at 1-20 ng TBT-Sn/L in gastropods
(Davies et al., 1997; Gooding et al., 2003; His and Robert, 1985;
Matthiessen and Gibbs, 1998; OECD, 2010; Wang et al., 2010). At si-
milar exposure levels, effects on sex ratio were also observed in a sexual
development test with the zebrafish Danio rerio (McAllister and Kime,
2003). In mice, prenatal TBT-exposure resulted in lower body weight,
prolonged diestrus or extended periods of estrus during adulthood (Si
et al.,, 2012). In human placenta, Heidrich and co-workers (Heidrich
et al., 2001) demonstrated an inhibition of aromatase activity in re-
sponse to TBT with an ICsq of 0.7 ugTBT-Sn/L.

In general, ovarian follicles from lower vertebrates such as fish and
amphibians exhibited a comparable sensitivity to butyltins like mam-
malian ovary tissue cultured in vitro (Ahn et al., 2007; Yamazaki et al.,
2005). For many of the observed TBT effects on sexual differentiation in
the various wildlife groups aromatase seems to be the most prominent
target. The modulation of aromatase activity is likely to result in a
hormonal imbalance with an altered estrogen/androgen level and fi-
nally in the formation of ovotestes during development (Ahn et al.,
2007; Heidrich et al., 2001; Nakanishi et al., 2006). However, sensi-
tivity of steroidogenic enzymes to exogenous chemicals differs between
ovaries and testes. In mammals, male sexual differentiation is depen-
dent on testosterone (Cunha et al., 2004; Marker et al., 2003; Ricke
et al., 2004). In contrast, differentiation of reproduction organs and
sexual behaviour in birds is regulated by estrogens. If estrogen synthesis
is inhibited, genetically female birds may develop into phenotypic
males (Bannister et al., 2011). Higher levels of estrogen, on the other
hand, feminise male embryos: In Japanese quails (Coturnix japonica),
Berg and colleagues showed that administration of synthetic estrogens
results in development of an ovary-like tissue in the left testis, while
malformations occur in the Miillerian duct of female quails (Berg et al.,
1999). In line with this, the treatment of genetic females with male
hormones like e.g. 17a-methyltestosterone (MT) results in a char-
acteristic virilization that affects the gonads, accessory sex organs as
well as behaviour in a wide range of organisms, such as molluscs, fish,
turkeys, and rats (Alzieu, 2000; Feist et al., 1995; Memon et al., 2008;
Singh, 2013; Yamasaki et al., 2003).

Like in mammals, the avian mother affects the development of its
offspring not only by transferred genetic material, but also by trans-
ferring hormones (Carere and Balthazart, 2007). Substances in-
corporated by the mother may consequently also influence offspring
development even originally or as metabolites in the allantoic fluid
(Kamata et al., 2006). Contrasting to other test systems that employ
mammals or aquatic species, however, the chicken egg represents a
closed system that lacks any exchange with its environment except for
the interchange of gases. A unique injection of a testing compound
results in chronic chemical exposure, because no exchange or loss of the
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test compound is possible. A single test compound injection at a very
early developmental phase may therefore be sufficient to significantly
influence the developing embryo. Consequently, chicken eggs provide a
different system for assessment of the effects of chronic chemical ex-
posure compared to aquatic systems, where the test compound is in-
troduced into the environment (Ahn et al., 2007; Bannister et al., 2011;
Berg et al.,, 1999; Carere and Balthazart, 2007; Cunha et al., 2004;
Davies et al., 1997; Feist et al., 1995; Gooding et al., 2003; Heidrich
et al., 2001; His and Robert, 1985; Kamata et al., 2006; Marker et al.,
2003; McAllister and Kime, 2003; Memon et al., 2008; Nakanishi et al.,
2006; Ricke et al., 2004; Si et al., 2012; Singh, 2013; Yamasaki et al.,
2003; Yamazaki et al., 2005; Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2011;
Zhang et al., 2013).

Here we present a comprehensive morphological and histological
study of chicken embryonic gonads after exposure to the endocrine
modulator TBT along with a genome-wide transcriptome analysis of
sex-specific gene expression. We investigated whether effects of TBT on
embryonic survival and development before hatching, with special
emphasis on the structure of the gonads in the common domestic hen
(Gallus gallus domesticus), are accompanied by characteristic shifts in
gene expression of the gonads.

2. Materials and Methods
2.1. Substances

The tested substances comprised tributyltin chloride (TBT-Cl, CAS-
no. 1461-22-9, 96% p.a., Sigma-Aldrich, Munich) and 17a-methyltes-
tosterone (MT, CAS-no. 58-18-4, =97% HPLC, Sigma-Aldrich, Munich),
which served as positive control. For histological analysis chicken
embryos were exposed to four doses of TBT (0.5, 3, 10 and 30 pg TBT-
Sn/g egg), while gene expression profiling was performed after ex-
posure to 10 pg TBT-Sn/g egg. All TBT doses are provided as tributyltin
as tin (TBT-Sn). These doses can be converted to tributyltin chlorid
(TBT-CI) by multiplying with factor 2.44 (1 pg TBT-Sn/g = 2.44 pg
TBT-Cl/g). MT was injected at a dose of 30 pg MT/g egg. For both test
substances sesame oil (Oleum Sesame Raffinatum, CAS-no. 8008-47-0,
Sigma-Aldrich, Munich) was used as solvent with an injected volume of
8 uL per egg, irrespective of the dose. To simulate the maternal transfer,
the solvent and tested substances were injected directly into the yolk,
right under the embryonic tissue, with a Hamilton syringe. Injection
holes were subsequently sealed with 3% agarose to allow the passage of
air and humidity.

2.2. Ethics statement

All experiments were carried out with respect for the principles of
laboratory animal care, in accordance with the European Communities
Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and the German
Animal Welfare Act. All guidelines have been followed, complying with
the ARRIVE guidelines. These experiments are pre-tests for the devel-
opment of a test system using younger chicken embryos within the
scope of a new animal replacement (3R) system (Jessl et al., 2017;
Russel and Burch, 1959; Scholz et al., 2013).

2.3. Exposure of embryos

Six exposure experiments were performed with a total of 301 newly
laid fertile chicken eggs (Gallus gallus domesticus, White Leghorn),
which were obtained from a commercial local supplier (LSL Rhein-
Main, Schaafheim). The eggs were incubated in batches of up to 20 eggs
per day, while remaining eggs were stored up to 5days at 16 +- 1 °C to
prevent the start of development. Eggs were bred in a ThermoStar 100
egg incubator (J. Hemel Brutgeréte, Verl, Germany) and spaced so that
they were not in contact with one another. Incubation was performed at
37.6 +- 0.1°C and 60 +- 5% humidity, and eggs were turned once
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every 2 hours. After 24 hours of incubation (embryonic day (ED) 1), the
eggs were candeled and randomized into 7 treatment groups: control
(untreated/not injected), solvent control (only sesame oil injected),
positive control (MT), and four TBT exposure groups (doses: 0.5, 3, 10
and 30 pg TBT-Sn/g egg), not fertilized eggs were excluded. Eggs were
candled on ED 7, 14, and 17 and dead embryos observed during
candling were removed from egg shells and examined for possible
causes of death. Embryos were decapitated 2 days before anticipated
hatching on embryonic day 19 (ED19), and dissected under a micro-
scope. Phenotypical sexing and morphologic judgment was blindly
performed according to the respective gonad morphology before further
processing for histological and genetic analyses. If a female showed a
smaller left and/or a bigger right gonad than normal, it was used as a
first marker for virilization.

2.4. Gonad tissue isolation and processing for histological analysis

Gonads were isolated together with the underlying mesonephros to
provide a landmark for stereoscopic adjustment after histological pro-
cessing. Tissues were fixed using Bouin's solution (15mL saturated
aquatic solution of picric acid with 5 mL formalin 40% and 1 mL glacial
acetic acid) followed by repeated EtOH 70% rinsing until picric acid
was removed (picric acid colors EtOH yellowish, thus, all picric acid
was removed if EtOH stayed colorless). 6 um cryo-slices from the
middle of the gonads were stained by Hematoxylin-Eosin followed by
measuring of cortex thickness and counting of Tubuli seminiferi in fe-
male gonads under a microscope (Olympus BX 50) using image pro-
cessing (Diskus 4.5, Hilgers, Konigswinter, Germany). 10 slices per in-
dividual were used for anlaysis. If a female gonad showed a noticeable
thinner cortex and/or more than 10 seminiferous cords (cut off ration to
exclude false positives), it was considered as virilized in a blind treat-
ment examination.

2.5. Genetic sexing

For genetic sex determination, blood samples from each embryo
were collected in absolute EtOH. and stored at —20 °C until isolation of
the DNA with the DNEasy isolation kit (Qiagen, Hilden, Germany).
Genetic sexing was carried out by a PCR using the primers 2550F (5'-
GTT ACT GAT TCG TCT ACG AGA-3') and 2718R (5-ATT GAA ATG
ATC CAG TGC TTG-3") (Fridolfsson and Ellegren, 1999). These primers
target at CHD1 introns, located on the Z (CHD1Z, 600bp) and W
chromosome (CHD1W, 450bp). Thermal cycling comprised DNA
polymerase activation at 95 °C for 1 min followed by 30 cycles of de-
naturation at 95 °C for 30s, annealing at 52 °C for 30s, elongation at
72°C for 1 min and a final extension step at 72 °C for 3 min. All am-
plifications were performed on an advanced primus 96 thermocycler
(Peqlab). Amplicons derived from this modified protocol were sepa-
rated on a 1.4% agarose gel, where they resolved into one band (Z) in
the case of male or two bands (Z + W) in the case of female embryos.

2.6. Gonad tissue isolation for transcriptome analysis

As gonads could be used either for histology or genentic analyzing,
2-3 individuals per test series, sex and group were taken for genetic
analysis. Because of the six test series, we used ten individuals alto-
gether for transcriptome analysis. Their individual right and left gonads
were excised, cleaned from adhesive tissue and immediately frozen in
200 pl RNA lysis buffer (Promega) for later RNA isolation. Total RNA of
whole right and left gonads (ten individuals of each group: control,
solvent control, TBT 10 pg TBT-Sn/g egg and MT 30pg/g egg) was
extracted using the SV Total RNA Isolation System Kit according to
manual 048 (Promega). Deviating from the protocol, on-column DNasel
digestion of genomic DNA was elongated from original 15min to
30 min. A second DNasel digestion was carried out with Baseline-Zero™
DNase (Epicentre; provided by Biozym Scientific GmbH, Hessisch
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Oldendorf, Germany) in solution to ensure that the samples were
completely free of DNA. Total RNA concentration was estimated in a
dilution series with the LabelGuard NanoPhotometer (Implen,
Miinchen, Germany). RNA quality and quantity was further determined
using a Caliper lab-on-a-chip system (Agilent — CALIPER, Hopkinton
MA, USA). All isolated total RNA samples had an RNA Integrity Number
(RIN) ranging from 8.5 to 10.0 (highest quality).

2.7. Library preparation and bioinformatics

DeepSuperSAGE libraries were constructed and validated by qPCR
as previously described (Scheider et al., 2014a). Sequencing was per-
formed on Illumina’s Genome Analyzer IIx, and subsequent base calling
was carried out by Illumina’s GAPipeline. The obtained raw data were
further analyzed with GenXPro’s SuperSAGE data processing pipeline.
First, distinct libraries were sorted out from the bulked sequencing data
according to their respective indices, followed by elimination of PCR-
derived tags identified by TrueQuant technology (GenXPro). Next,
26 bp SuperTAGs were extracted from the remaining sequences, and
subsequently mapped on the Gallus gallus genome Galgal4 (Version
72.4, published in November 2011 by the International Chicken
Genome Consortium) using the short read mapper Novoalign v2.07.13
(Novocraft Technologies). Feature annotation for the mapped loci was
performed on the basis of the standard Ensembl genebuild pipeline
(please consult http://www.ensembl.org/info/docs/genebuild/2013_
04 _chicken_genebuild.pdf for a detailed description of the annota-
tion), and tags were counted via the Python package HTSeq v0.5.4p2
(EMBL Heidelberg, https://pypi.python.org/pypi/HTSeq). The un-
ambiguously mapped reads for each library were normalized to a mil-
lion sequenced reads in total (tags per million; TPM). Read numbers for
the pooled datasets from left and right gonads were obtained by in silico
pooling of the raw sequencing data from the respective left and right
gonad prior to the analysis via the GenXPro SuperSAGE data processing
pipeline. Fold changes were determined by pair-wise comparison of the
normalized tag numbers in two particular libraries, and the statistical
significance was assessed by chi square tests according to Man and
colleagues (Man et al., 2000). TPM counts of zero were adjusted to 0.05
to allow for calculation of fold changes, even if a given tag was only
present in one of the libraries (see supplementary table T1).

2.8. Data accessibility

The pre-processed raw data are submitted to the Genome Expression
Omnibus (Accession number: GSE108141).

3. Results and Discussion
3.1. Effect of sesame oil on gonadal differentiation and gene expression

In (eco-) toxicological studies the selection of the best suited solvent
for a given substance is a critical decision. Ideally, the solvent should
resolve the substance completely but should not elicit an effect on its
own. Since TBT is lipophilic, we had to use an oily carrier. Because we
did not want to use an emulsion of several compounds as previously
described for chicken studies (Berg et al., 1998; Berg et al., 2001a; Berg
et al., 2001b), we used sesame oil as solvent, which was previously
applied in several vertebrate endocrine disruption studies (Chataigneau
et al., 2004; Demissie et al., 2008; Fail et al., 1998; Liang et al., 2013).
In other bird studies, sesame oil did not show any significant mor-
phological effect (Eising et al., 2001; Muller et al.,, 2005; von
Engelhardt et al., 2006). Our histological analysis revealed a slight but
notable reduction in the cortex thickness of gonadal tissue from female
chicken embryos treated with sesame oil (Fig. 1C), resulting in the
occurrence of 21% virilized females in the solvent control compared to
0% in the untreated control (Table 1). This difference is not statistically
significant (Fisher's exact test, p = 0.061). The treatment did not induce
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Fig. 1. Effect of TBT on chicken embryos. A: Mortality in response to TBT until embryonic
day 19. B: Numbers of morphologically virilized genetic females based on structural
anomalies in gonads. C: the corresponding cortex thickness of female animals.
C = Control, SC = Solvent control; PC = Positive Control (MT). Statistics: 1-way ANOVA
with Dunnett’s Post test for A and C, Fisher’s exact test for B * =p < 0.05,
** = p < 0.01; *** = p < 0.001.

any other changes in gonadal structure and was apparently non-toxic
(Fig. 1A), which confirms the previous findings.

In line with the observed histological alterations, gene expression
profiling of sesame oil-treated embryos revealed a strong impact of the
solvent on the identified transcription profiles. In total, 417 and 606
genes were significantly differentially expressed in males and females,
respectively (Fig. 4). Serum response factor (SRF) is a transcription

Table 1
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factor that participates in regulation of embryonic development, and is
found to be down-regulated by 50% in male embryos, while its abun-
dance in female embryos corresponds to approximately a third of its
abundance in completely untreated embryos. Homeobox protein Hox-
A4 (HOXA4), another transcription factor that is involved in embryonic
development, is significantly down-regulated in sesame oil-treated
embryos (log, fold change of 2 in both sexes). The deregulated ex-
pression of both SRF and HOXA4 may contribute to the observed re-
duction of cortex thickness in female embryos, and underlines the im-
portance of a thorough characterization of the employed solvent to
account for off-target effects in toxicological studies.

3.2. Effects of TBT on gonadal morphology and differentiation based on
histological alterations

In total, gonadal morphology and differentiation on E19 was ana-
lyzed in 241 embryos in six test series. At the two highest TBT doses (10
and 30 pg TBT-Sn/g egg) mortality increased significantly by more than
30% relative to the untreated and the solvent control (approx. 10%,
Fig. 1A). Embryos often died before embryonic day 7 at first candling.

In all TBT and the MT (positive control) exposed groups anatomical
virilization of female gonads was observed. Virilization comprised the
development of a longer right gonad and/or a rounder (less folded and
less flat) left gonad (Figs. Fig. 1B, Figure 2B), resembling anatomical
characteristics of a developing ovotestis (Koba et al., 2008). On the
histological level, virilization effects were mainly characterized by a
significant reduction of the cortex (Fig. 1C, Fig. 2D + E). Overall,
around 50% of the female embryos were affected by virilization of the
gonads in the three lower TBT exposure groups (0.5, 3 and 10 pg/g),
while 30% were affected by the highest TBT dose (30 pg/g) and 68% in
the positive control (30 pg MT/g) (Table 1). Both, the lacking sig-
nificance of cortex reduction (regarding 3 and 30 pg/g) and the de-
crease in the percentage of virilization in the ovaries of females from
the higher exposure groups does not necessarily reflect a reduced effect
of higher concentrations of TBT, but might be linked either with the
increasing dose-dependent mortality rate of exposed embryos (Fig. 1a),
or related to the typical non-monotonic dose-response relationship of
endocrine disrupters, where the effect is not increasing in a linear way
but characterized for example by an u-shaped (Fig. 1C) or inverted u-
shaped (Fig. 1B) response (Lagarde et al., 2015; Vandenberg et al.,
2012) Contrary to ovaries, testes did not exhibit any anatomical or
histological alterations in the TBT-treated groups and the positive
control when compared to the untreated and solvent control
(Fig. 2C + F).

3.3. Gene expression profiling

Of the sequenced 32.2 million reads 85% could be mapped to the
chicken genome. In total 14,074 genes are represented by un-
ambiguously mapped reads that did not return more than one hit
(supplementary tab T1). As previously reported, gene expression in the
gonads of untreated embryos strongly differs between sexes and be-
tween the left and right testes and ovaries (Scheider et al., 2014a).

Total number of injected fertile eggs, surviving embryos until E 19, number of genetic males and females and number and proportion of virilized females in the different treatment groups.
Virilized females exhibited a thinner cortex and/or at least 10 Tubuli seminiferi in histological sections of the gonad. Embryos that died before E19 are not listed.

> fertile eggs ¥ surviving embryos

3 genetic male 3 genetic female % virilized females (%)

Untreated control 51 47
Solvent Control 31 27
MT 30ng/g egg 54 48
TBT-Sn 0.5 pg/g egg 40 33
TBT-Sn 3 pg/g egg 45 34
TBT-Sn 10 pg/g egg 44 28
TBT-Sn 30 pg/g egg 36 24

27 20 0 (0)
13 14 3(21)
23 25 17 (68)
14 19 10 (53)
18 16 10 (63)
10 18 8 (44)
14 10 3 (30)

146
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Fig. 2. Morphological (A-C; bar = 1 mm) and histological (D-F; bar = 200 um) photographs of gonads in chicken embryos (E19) A + D: Control female with large and folded left and
regressing right gonad, section through left gonad with cortex and medulla. B + E: Genetic female (10 pg TBT-Sn/g egg) with masculinized gonads: the left gonad gets rounder, more firm,
and the right gonad gets taller. The section indicates Tubuli seminiferi in the outer medulla region (encircled) and a reduced cortex. C + F: Control male with two uniform testes and

seminiferous cords and interstitial space.

Fig. 3 illustrates the most differentially expressed genes between the
sexes in control as well as solvent, TBT or MT-treated chicken embryos.
Apparently, the natural sex-specific gene expression is only partially
continued in the response pattern caused by the exposure to the test
chemicals. Most of the affected genes are activated or inactivated re-
gardless of the sex, but some genes exhibit a sex-dependent differential
expression under substance influence, partially differing between MT
and TBT.

3.4. MT-induced changes in gonadal differentiation and gene expression

MT is the equivalent of endogenous testosterone, which is trans-
formed to estrogen by the aromatase enzyme. In female embryos, the
natural level of estrogen is higher than the testosterone level due to an
increased activity of aromatase. The balance of both, estrogen and
testosterone, is crucial for normal embryonic development of gonadal
tissues in males and females. In our study, the cortex of female chicken
gonads was still present, but thinner in MT-treated embryos (Fig. 1C).

1 2

least abundant

The change in cortex thickness in these embryos implies that the tes-
tosterone-estrogen relationship is shifted in favor of androgens such
that the volume of the whole gonad is changed together with cortex
thickness, while the gonad is not completely sex-reversed. Apparently,
only complete left-side ovariectomy (Wallenburg, 1982) or in ovo
treatment with the high-potential, non-steroidal aromatase inhibitor
fadrozole (Abinawanto et al., 1998; Vaillant et al., 2001; Wartenberg
et al.,, 1992) results in embryonic phenotypic female-to-male sex-re-
versal. The latter, however, has to be maintained by further treatment
within juvenile development, otherwise this transformation is re-
versible in mature birds (Burke and Henry, 1999). Additionally, sex-
reversed female chicken cannot be transformed into completely func-
tional neo-males (Abinawanto et al., 1998; Vaillant et al., 2003; Yang
et al., 2011). We therefore conclude that the in ovo application of 30 pg
MT/g egg does generally not influence the development of the female
gonad up to a neo-male, but nevertheless induces histomorphological
changes of the tissue.

Even though MT affected development in several studies with

MT

most abundant

Fig. 3. Heat map of the most differential gene expression in the gonads of genetic males and females. pax < 9E ™2, hierarchical clustering. 1 = S, TBT and MT differ from C, 2 = S, TBT

and MT differ from C sex-dependently, 3 = S and TBT differ from MT and C.
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different taxa (Cevasco et al., 2008; Faucounau et al., 1995; Feist et al.,
1995; Giusti et al., 2013), MT and testosterone propionate did not have
any morphological effects on the gonads of treated male and female
quails (Shibuya et al., 2004; Utsumi and Yoshimura, 2009). In addition
to the observed reduction of cortex thickness in our study, several MT-
and TBT-treated females showed Tubuli seminiferi in the medulla,
especially close to the cortex (Fig. 2E), and this did not occur in control
and solvent-treated embryos. Our results therefore deviate from the
studies in quails and confirm the findings of the androgen studies that
reported an impact of MT during development. We assume that the
technique of injection of the substance, the day of application of the
compound as well as the microscopic analysis might be possible causes
for this. Firstly, we injected the endocrine disrupter directly into the
yolk, just below the embryo, while the injection mode in the quails
studies (Shibuya et al., 2004; Utsumi and Yoshimura, 2009) was either
into the egg white or into the air cell. Secondly, we injected on em-
bryonic day 1 to imitate the maternal transfer and to fully assess the
impact of our tested compounds during the whole embryonic devel-
opment. Contrasting to this, Utsumi and colleagues (Utsumi and
Yoshimura, 2009) applied the substance on embryonic day 13, followed
by histological examination only three days later. The substances were
therefore available for a shorter period compared to our study. More-
over, we administered the substance at a much earlier stage of devel-
opment where changes in a few genes in the few cells that represent the
gonads at E1 may have effects that have consequences in all subsequent
cell divisions. Additionally, we processed an intensive histological in-
vestigation which was not considered in the other studies.

Gene expression profiling of gonadal tissue from male and female
embryos subsequent to MT treatment indicates that the exposure to MT
evokes transcriptional alterations that are distinct from those induced
by the solvent. In comparison to the sesame oil-treated group more than
200 genes were significantly upregulated in both sexes, while 315 and
521 genes are downregulated in male and female chicken embryos,
respectively (Fig. 4). Among the transcripts that are upregulated in both
sexes upon MT treatment are the mRNAs that encode the two tran-
scription factors V-Maf Avian Musculoaponeurotic Fibrosarcoma On-
cogene Homolog F (MAFF) and transcription factor CP2 (TFCP2). Both
are involved in embryonic development, and especially TFCP2 is known
to regulate expression in chicken embryonic stem cells via activation of
the cENS-1 promoter (Acloque et al., 2004; Lecoin et al., 2004). We
additionally found a highly significant upregulation of the gene en-
coding (Sex Determining Region Y)-Box 9 (SOX9) in MT-treated males
compared to the solvent control. SOX9, a transcription factor related to
the mammalian testis-determining factor SRY, is expressed shortly after
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females Fig- 4. Pair-wise comparison of differentially expressed transcripts in male
(left) and female (right) gonads along with the number of exclusively
expressed transcripts (gray numbers) for each group. Listed are un-
ambiguously annotated reads with log, fold changes stronger than |1.5|
MT and p-values below 0.000001. Up- and downregulated transcripts are in-
dicated by corresponding arrows for the library on the ordinate, respec-
tively. Please consult Fig. 1 for further information.
TBT
SC
C

the Anti-Mullerian Hormone, which represents a key player for sexual
differentiation (Oréal et al., 1998), and was identified as androgen-re-
sponsive gene in the trout testis (Rolland et al., 2013). Transforming
Growth Factor Beta 3 (TGFB3) is involved in embryonic gonadal de-
velopment (Memon et al., 2008), and the encoding mRNA is strongly
downregulated in both sexes after MT treatment.

In our precedent study the mRNA encoding Gallinacin 10 (GAL10)
was highly differential expressed between the sexes with an increased
expression in the ovaries (Scheider et al., 2014b). Here, we report a
dramatic, about 10-fold upregulation of GAL10 transcription in male
MT-treated embryos compared to the solvent control group while in
female embryos it is not even doubled. The sex-dependent changes in
GAL10 expression therefore reflect the hormonal imbalance that leads
to the observed histomorphological changes of gonad tissue in MT-
treated chicken embryos. Taken together, the MT-induced differential
expression seems to affect embryonic development by altered expres-
sion of important transcription factors such as MAFF, TFCP2, and SOX9,
which in turn affect expression of secreted proteins such as GAL10.

3.5. Altered gonadal differentiation and gene expression in TBT-treated
chicken embryos

TBT affects embryonic tissue in two different ways: the toxic and the
hormonal component. Egg mortality increased significantly after
treatment with the two highest TBT doses, which is clearly linked to
increased toxicity. The second component of TBT is the hormonal re-
action. As with MT, the cortex of female chicken gonads is generally
thinner in TBT-treated embryos and likewise several females developed
seminiferous cords in the medulla.

On the transcriptional level we find a significantly increased ex-
pression of GAL10 in both sexes subsequent to TBT treatment compared
to the solvent control whereof the male gonads reacted most promi-
nently (Table 2). The upregulation in gonadal tissue from male embryos
that were exposed to TBT corresponds to the 10-fold upregulation that
is present subsequent to MT treatment. Interestingly, MT-treated female
embryos do not show a strong differential expression of GALI0, while
TBT treatment evokes a 3.3-fold upregulation. The fact that MT and
TBT-treated males show an almost identical expression pattern of
GAL10, which was previously identified as sex-specifically expressed in
female chicken embryos, is an indicator of the hormonal reaction that is
evoked by exposure to TBT. Two other members of the antimicrobial
gallinacin family react to TBT treatment in a sex-dependent manner.
The mRNAs encoding GAL1 and GALS6 are significantly downregulated
after TBT treatment in females, while expression in male embryos is not
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Table 2

Fold change of selected pluripotency and differentiation markers in response to MT and
TBT in male and female gonads relative to the solvent control (S) in SuperSAGE data.
Bonferroni correction *p < 0.1 **p < 0.5***p < 0.01, ns = not significant, na = not
available, red = upregulated, green = downregulated.

female
S-MT

male
S-MT

gene
symbol
CTCF
CTGF
CYP19A1
FGF12
GAL1
GAL10
GAL6
HSP70
MAFF
NFIB
SOX9

S-TBT S-TBT

TFCP2
TGFB3

affected. Since GAL6 is also significantly downregulated in MT-treated
female embryos, downregulation of this gene is likely linked with the
endocrine potential of TBT by provoking female-specific genes to be
expressed in males. Downregulation of GALI, on the other hand, might
contribute to the stress response that is evoked by the toxic component
of TBT.

The genes encoding connective tissue growth factor precursor
(CTGF) and fibroblast growth factor 12 (FGF12) also display a sex-de-
pendent differential expression subsequent to TBT treatment. The
abundance of the mRNAs encoding both growth factors is significantly
changed by the treatment and found to be more than doubled in female
embryos. In contrast to the increased expression of FGF12 in TBT-
treated females, FGF12 is also downregulated in gonadal tissue from
MT-treated male embryos. Both growth factors are involved in em-
bryogenesis and the increased expression might therefore contribute or
result from the altered cortex structure that is observed in gonadal
tissue from TBT-treated females at E19 (Pizette and Niswander, 1999).
CCCTC-Binding Factor (CTCF) is an important transcriptional regulator
that binds to tens of thousands of genomic sites in mammalian cells
(Holwerda and de Laat, 2013), and the encoding mRNA is significantly
upregulated in female gonad tissue compared to the solvent control.
TGGCA-Binding Protein (NFIB) represents another important tran-
scriptional regulator that is differentially expressed between the sexes
subsequent to TBT treatment. The encoding mRNA is approximately 10-
fold more abundant in male embryos in comparison to the sesame oil-
treated group, but there is no differential expression between the cor-
responding female groups. However, we find an almost 7-fold down-
regulation of NFIB in gonadal tissue from MT-treated female embryos
compared to the solvent control. TBT thus seems to evoke a contrary
differential expression of NFIB in exposed female embryos as in MT-
treated male embryos.

Interestingly, aromatase (CYP19A1) expression seems to be affected
only by the solvent control. While its expression is increased about 4-
fold subsequent to injection of the solvent, no significant differences are
evoked by additional injection of TBT or MT. Since TBT is known to
inhibit aromatase activity this implies that the induced expression of
CYP19A1 by the applied solvent forestalls a further differential ex-
pression or that this response has already passed by at embryonic day
19 (Bruggeman et al., 2002).

Other surveys that investigated the influence of organotin com-
pounds on RNA expression generally focused on a small set of
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predefined genes. One of the few studies with a bigger set of genes was
a 24 hour exposure of adult tunicates to 100 nM TBT where the ex-
pression of 13,400 protein coding genes was tested on a cDNA micro-
array (Azumi et al., 2004). Subsequent analysis revealed the differential
expression of genes that are mainly involved in stress responses and
detoxification. Due to the lack of a positive control the hormonal
component of the reaction could not be determined in the data, and
apparently the applied concentration of 100 nM of TBT already caused
strong toxic effects. Among the stress-responsive genes in tunicates
were members of the cytochrome P450 family as well as the 70 kd heat
shock protein (HSP70). Although there are some indications for dif-
ferentially expressed mRNAs that encode cytochrome P450 none of
these genes exhibit any significant differential expression in comparison
to the solvent control in our survey. HSP70, on the other hand, exhibits
a strong differential expression in gonadal tissue from MT-treated em-
bryos of both sexes, but also in tissue from the solvent control group.
However, we did not detect a significant deregulation of HSP70 ex-
pression in the TBT- groups.

4. Conclusions

Individuals are often most sensitive to endocrine disrupters in their
early life stages (embryos, fetuses and juveniles). During these stages,
endocrine disrupters interfere with developmental and organizational
processes such as sexual differentiation (see e.g. (Ankley and Johnson,
2004; Holwerda and de Laat, 2013; Rolland et al., 2013)). In contrast to
mammals, where steroid synthesis is initiated in the gonads after the
termination of their differentiation, estrogen synthesis in birds begins in
undifferentiated embryo gonads, which are thus more sensitive to
hormonal manipulation (Trukhina et al., 2015). Exposure during this
critical window of development may induce effects on sexual differ-
entiation which are irreversible and thus persist in later life, whereas
identical exposure levels during adulthood often result in temporary
and reversible alterations of reproductive performance or of somatic
parameters (Nichols et al., 2011). However, effects of early life stage
exposures may only become apparent in the sexually mature organisms
during the reproductive phase (Matthiessen and Johnson, 2007; Nichols
et al.,, 2011). In view of their potentially serious consequences such
delayed irreversible effects cause greatest concern (Si et al., 2012).

The present study provides the first survey linking the morpholo-
gical alterations of gonadal tissue from chicken embryos that are in-
duced by the known endocrine disrupter TBT with the underlying gene
expression. We applied a single test compound injection at a very early
developmental phase to simulate maternal transfer of the organotin
compound. This treatment results in virilization of female gonads in a
significant number of individuals and allowed us to identify differen-
tially expressed transcription and growth factors that are associated
with this phenotype in E19 embryos. Although the effect of the solvent
cannot be neglected, MT that served as positive control allowed for
discrimination of the toxic and hormonal effects induced by TBT.
Surprisingly, we identified an aberrant expression of sex-dependent
genes such as GAL10, but not of the mRNA encoding the TBT-inhibited
aromatase. Since gonad development is well progressed at E19 ar-
omatase inhibition might have already been compensated for. Our
following studies will therefore aim to elucidate the transcriptional
landscape after exposure to endocrine disruptive compounds in earlier
embryonic stages of Gallus gallus. The final goal is to find parallel gene
expression shifts in younger embryos to find a technique for an animal
replacement study within the scope of a potential new 3R animal re-
placement method (Russel and Burch, 1959).
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Because a wide range of environmental contaminants are known to cause endocrine
disorders in humans and animals, in vivo tests are needed to identify such endocrine
disrupting chemicals (EDCs) and to assess their biological effects. Despite the lack of a
standardized guideline, the avian embryo has been shown to be a promising model system
which responds sensitively to EDCs. After previous studies on the effects of estrogenic,
antiestrogenic and androgenic substances, the present work focuses on the effects of in
ovo exposure to p,p -DDE, flutamide and cyproterone acetate (CPA) as antiandrogenic
model compounds regarding gonadal sex differentiation and embryonic development of
the domestic fowl (Gallus gallus domesticus). The substances were injected into the yolk of
fertilized eggs on embryonic day one. On embryonic day 19 sex genotype and phenotype
were determined, followed by gross morphological and histological examination of the
gonads. Treatment with flutamide (0.5, 5, 50 ug/g egqg), p,p -DDE (0.5, 5, 50 ug/g egg) or
CPA (0.2, 2, 20 ug/g egg) did not affect male or female gonad development, assessed by
gonad surface area and cortex thickness in both sexes and by the percentage of
seminiferous tubules in males as endpoints. This leads to the conclusion that
antiandrogens do not affect sexual differentiation during embryonic development of G.
gallus domesticus, reflecting that gonads are not target organs for androgens in birds. In
ovo exposure to 2 and 20 ug CPA/g egg, however, resulted in significantly smaller embryos
as displayed by shortened lengths of skull, ulna and tarsometatarsus. Although gonadal
endpoints were not affected by antiandrogens, the embryo of G. gallus domesticus is
shown to be a suitable test system for the identification of substance-related mortality and
developmental delays.
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ABSTRACT

Because a wide range of environmental contaminants are known to cause endocrine disorders in
humans and animals, in vivo tests are needed to identify such endocrine disrupting chemicals
(EDCs) and to assess their biological effects. Despite the lack of a standardized guideline, the
avian embryo has been shown to be a promising model system which responds sensitively to
EDCs. After previous studies on the effects of estrogenic, antiestrogenic and androgenic
substances, the present work focuses on the effects of in ovo exposure to p,p -DDE, flutamide and
cyproterone acetate (CPA) as antiandrogenic model compounds regarding gonadal sex
differentiation and embryonic development of the domestic fowl (Gallus gallus domesticus). The
substances were injected into the yolk of fertilized eggs on embryonic day one. On embryonic day
19 sex genotype and phenotype were determined, followed by gross morphological and
histological examination of the gonads. Treatment with flutamide (0.5, 5, 50 ng/g egg), p,p ~-DDE
(0.5,5,50 png/g egg) or CPA (0.2, 2,20 pg/g egg) did not affect male or female gonad development,
assessed by gonad surface area and cortex thickness in both sexes and by the percentage of
seminiferous tubules in males as endpoints. This leads to the conclusion that antiandrogens do not
affect sexual differentiation during embryonic development of G. gallus domesticus, reflecting
that gonads are not target organs for androgens in birds. /n ovo exposure to 2 and 20 ng CPA/g
egg, however, resulted in significantly smaller embryos as displayed by shortened lengths of skull,
ulna and tarsometatarsus. Although gonadal endpoints were not affected by antiandrogens, the
embryo of G. gallus domesticus is shown to be a suitable test system for the identification of

substance-related mortality and developmental delays.
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1. INTRODUCTION

Among the substances in constant use, there is a group of chemicals with structural similarity to
natural sex hormones. Contaminants with hormonal action, so called endocrine disrupting
chemicals (EDCs), are suspected to affect the development and health status of humans and
animals with special focus on sex differentiation and reproduction. As agonists and antagonists of
androgen (AR) and estrogen (ER) receptors, EDCs can activate or block corresponding receptors,
potentially affecting all systems controlled by the endocrine system. A growing number of reports
underlines the assumption, that EDCs pose a threat to the ecosystem and to animal and human
health (Delbes et al., 2022; Ho et al., 2022; Marlatt et al., 2022; Metcalfe et al., 2022). In order
to assess possible effects and to weigh risks, the testing of chemicals for their endocrine potential
is of great importance.

Currently, there are several internationally standardized biotests for the testing of androgenic and
estrogenic EDCs in mammals, among them two frequently used rodent-based tests, namely
Hershberger assay (OECD, 2009) and uterotrophic assay (OECD, 2007). Since mainly juvenile
and adult animals with full pain perception are used in these tests, the search for a suitable animal
replacement system is of great significance. Moreover, these tests do not adequately reflect the
impact of EDCs on the most sensitive stage of life, the developing embryo.

There is a long tradition of using avian embryos to study sexual development and potential effects
of environmental pollutants including EDCs (Berg et al., 1998; Berge et al., 2004; Biau et al.,
2007, Eising et al., 2001; Fry & Toone, 1981). 1t is well known that the exposure of xenobiotics
during avian embryonic development can induce irreversible deformities or malformations of the
sex organs and disrupt gender-specific behavior (Farhat et al., 2020, Ottinger et al., 2008, Quinn

et al., 2008). One advantage is that the avian egg can be considered as a closed system lacking any
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exchange with its environment except for the interchange of gases. The single administration of a
specific and standardized dose, often injected directly into the egg (Berg et al., 1999), may be
sufficient to affect the developing embryo (Davies et al., 1997, Gooding et al., 2003; McAllister
& Kime, 2003; Zhang et al., 2007). Since no exchange or loss of the substance is possible, this
injection results in chronic chemical exposure.

The embryo of domestic fowl (Gallus gallus domesticus) is particularly suitable for our
experiments as its developmental stages are fully described (Hamburger & Hamilton, 1992, Keibel
& Abraham, 1900, Starck & Ricklefs, 1997).

Since there is no standardized procedure available, the present study is part of a project aiming to
expedite a protocol to assess the potential effect of EDCs on early sexual differentiation in the
chicken embryo. In earlier publications we presented the effect of estrogens, antiestrogens, and
androgens on embryonic gonad sex development. In the present study we finally analyzed the
effects of antiandrogenic compounds on embryonic development with special focus on potential
gross morphological and histological changes of the gonads. Cyproterone acetate (CPA), flutamide
and p,p’-dichlorodiphenyldichloroethylene (p,p -DDE) were chosen as antiandrogenic model

compounds.

An important class of antiandrogens are synthetic drugs such as CPA and flutamide that were
specifically designed to competitively bind to androgen receptors in vivo (Bhatia et al., 2014b).
These AR antagonists have been used to treat androgen-dependent prostate cancer in men and
menstrual cycle irregularities in women with polycystic ovarian syndrome (Heinlein & Chang,
2004; Paradisi et al., 2013). Furthermore, both compounds have been used for the testing of
potential effects on different non-target organisms including the bird embryo (Adkinsregan &

Garcia, 1986, de Gregorio et al., 2021, Fitzgerald et al., 2020; Gismondi et al., 2019, Jin et al.,
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2019; Mentessidou et al., 2021; Rangel et al., 2006, Rolon et al., 2019, Utsumi & Yoshimura,

2009,2011; Yuetal.,, 2020; Yu et al., 2021).

P,p’-DDE is the primary metabolite of the insecticide DDT, which was used widely from the 1940s
until its ban in most industrial countries in the 1970s (Quinn et al., 2008). DDT and its metabolites
are known to induce eggshell thinning and developmental disorders in fish-eating and raptorial
seabirds (Bouwman et al., 2019; Buck et al., 2020, Fry & Toone, 1981; Hickey & Anderson, 1968,
Holm et al., 2006, Peakall & Lincer, 1996, Ratcliffe, 1970) and affect sexual development in quail

and chicken (Blomgqvist et al., 2006, Halldin et al., 2003; Kamata et al., 2020; Quinn et al., 2008).
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Dosing

All experiments were carried out with respect for the principles of laboratory animal care, in
accordance with the European Communities Council Directive of 24 November 1986
(86/609/EEC) and the German Animal Welfare Act.

Cyproterone acetate (CPA; CAS: 427-51-0), flutamide (CAS: 13311-84-7) and pp’-
dichlordiphenyldichlorethen (p,p’-DDE; CAS: 72-55-9) were purchased from Sigma Aldrich
Chemie GmbH (Miinchen, Germany). Fertilized eggs of white Leghorn (G. gallus domesticus)
were obtained from a local breeder (LSL Rhein-Main Gefliigelvermehrungsbetrieb, Dieburg,
Germany). Eggs were incubated at 37.5 + 0.5°C and 60 + 10% relative humidity and turned over
eight times a day in a fully automated incubator (J. Hemel Brutgerite, Verl, Germany). CPA (0.2,
2,20 pg/g egg), flutamide (0.5, 5, 50 ng/g egg) and p,p -DDE (0.5, 5, 50 pg/g egg) were dissolved
in 15 pL (CPA) or 60 pL (p,p -DDE and flutamide) of the solvent dimethyl sulfoxide (DMSO;
CAS: 67-68-5; purity: 99.5%; Applichem, Darmstadt, Germany) and injected into the yolk on day
one of incubation via a small hole at the widest diameter of the egg using Hamilton microliter
syringes and needles (ga22s/51mm/pst2). Following injection, the shell was sealed with agarose
gel (3%, in phosphate buffered saline). During incubation, eggs were periodically checked by

candling to identify unfertilized eggs or dead embryos.

2.2 Dissection, tissue preparation and evaluation

Dissection was performed on day 19 of incubation. All embryos were examined for external

deformations and malformations of inner organs with special focus on ovaries and testes. Gonad
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surface areas were analyzed by determining the entire visible surface of each single gonad with an
image editing program (Fiji is just ImageJ], Open Source). Gonads were dissected and fixed in
Bouin's solution for 24 hours. The fixative was removed by repeated rinsing with 80% ethanol.
Ethanol was removed by saccharose solution (10, 20 and 30% in phosphate buffered saline).
Gonads were embedded in Tissue-Tek® (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn,
Netherlands) and sectioned (6 um) by a cryomicrotome (Microm HM 500 O, Thermo Fisher
Scientific Germany, Bonn, Germany) at -23°C. Tissue sections were stained with hematoxylin and

eosin.

2.3 Determination of sexual genotype

A tissue sample from the heart was used for DNA isolation. Dead embryos, identified and removed
before dissection, were also sampled. All embryos were typed for their sexual ZZ or ZW genotype,
using the PCR-based method of Fridolfsson and Ellegren (1999). DNA-amplification was
performed using qPCR and the primers 2550F “5’-GTT ACT GAT TCG TCT ACG AGA-3" and
2718R “5'-ATT GAA ATG ATC CAG TGC TTG-3"". Following amplification, all gPCR
products underwent a melting curve, which resulted in characteristic bands for each sex. Both
sexes had a single 600-bp CHD1-Z specific fragment with a melting temperature of ~84°C.
Females had an additional 450-bp CHD1-W females-specific fragment with a melting temperature

of ~82°C.

2.4 Determination of embryonic energy metabolism

In order to study the impact of CPA-treatment on embryonic energy metabolism, protein,
glycogen, and lipid contents were determined using a tissue sample from the liver taken during

dissection. Six embryos of untreated and solvent control group as well as CPA-treated groups were
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used. The liver was weighted and homogenized with a 2% sodium sulfate solution. Part of the
homogenate was used to determine the protein content according to Bradford (1976). Another part
of the homogenate was used to determine glycogen and lipid contents according to (Van Handel,
1965; Van Handel, 1985a, 1985b). For each fraction calibration curves using standards in five
ascending concentrations were created using 0.1% BSA solution (protein), 0.1% glucose solution
(glycogen) or 0.1% rape solution (lipid). Standards were treated analogously to samples. The
absorbance of standards and samples was determined using a photometer (BioSpecrometer®,
Eppendorf, Hamburg, Germany; protein: 595 nm; glycogen/lipid: 625 nm). The absorbance of the
respective standards was plotted against protein, glucose, or lipid content, respectively, calculating
linear calibration curves. Based on the respective calibration curve, protein, glycogen, or lipid
contents of the samples (ug/g liver) were determined and extrapolated to the total volume of the
homogenate. Using the specific calorific values (protein: 17 kJ/g; glucose: 17 kl/g; lipid: 37 kJ/g)

the energy content of protein, glycogen and lipid reserves in J/mg embryo was calculated.

2.5 Measurements and statistics

For histological examination of embryonic gonads, a light microscope (Olympus BX50, Olympus,
Tokyo, Japan) and a camera (JVC Digital Camera, KY-F75U, Yokohama, Japan) were used.
Cortex thickness (both sexes) and the percentage of seminiferous tubules (males) in left gonads
were measured (Fiji is just ImageJ, Open Source). Ten sections per embryo were evaluated,
exclusively taken from the gonad’s middle sectional plane. Five measurements per section were
performed to determine the cortex thickness. Since cortex thickness is not constant over the whole
organ, different representative areas around the gonad were chosen. The area of all seminiferous

tubules in a defined image section was measured to determine a representative percentage of
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seminiferous tubules in the male left testis. For this a random representative image section was
selected which showed only the medullary tissue but not the cortex region.

One experiment was performed with different concentrations of CPA (0.2, 2, 20 ug/g egg), another
experiment was performed with different concentrations of flutamide and p,p -DDE (0.5, 5, 50
ug/g egg). Solvent control was used as the reference-control. Data were analyzed using Fisher’s
exact test and one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test with GraphPad Prism

5.03 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
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3. RESULTS

3.1 Embryonic mortality and malformations

In ovo exposure to all concentrations of p,p ~-DDE and flutamide caused a concentration-dependent
increase in embryonic mortality which was found to be significantly different from the solvent
control for 50 ug p,p-DDE/g egg (p<0.05) and 5 and 50 ug flutamide/g egg (p<0.05 and p<0.01,
respectively). Mortality rates of p,p -DDE-treated groups were between 45% and 55%, mortality
rates of flutamide-treated groups were between 53% and 70% (see figure 3A).

Different types of single or multiple malformations were found in the control-, p,p-DDE or
flutamide-treated groups. In the untreated control group one embryo (6.67%) showed celosomia.
In the solvent control two embryos (13.3%) showed either malformations of the extremities or
celosomia. In ovo exposure to 0.5 pug p,p -DDE/g egg led to two malformed embryos (10.5%), one
of them with both-sided anophthalmia, the other one a “twin embryo” conjoined at the head,
showing various malformations. /n ovo exposure to 5 ug p,p -DDE/g egg led to one malformed
embryo (5.3%) with crossed beak and a cyclops-like eye at the front of the head. In ovo exposure
to 0.5 ng flutamide/g egg led to two malformed embryos (10.0%) with celosomia, crossed beak
and left-sided or both-sided anophthalmia while in ovo exposure to 5 pg flutamide/g egg led to
one embryo (5.0%) with celosomia. In the highest concentration (50 pg/g egg) of both p,p -DDE
and flutamide, no malformations were detected. None of the p,p-DDE- or flutamide-treated

groups showed a statistically significant difference from the solvent or the untreated control group.

In ovo exposure to all concentrations of CPA resulted in a concentration-dependent increase in
mortality which was found to be significantly different from the solvent control group for 20 pg

CPA/g egg (p<0.01). In the group treated with the highest concentration of CPA (20 ug/g egg),
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this resulted in nearly 78% mortality leaving only a few embryos for follow-up analyses (see figure
1A).

Different types of single or multiple malformations were found in the solvent control and CPA-
treated groups. In the untreated control group, none of the embryos showed malformations. In the
solvent control one embryo (8.3%) showed celosomia. /n ovo exposure to 0.2 ng CPA/g egg led
to one embryo (4.3%) with left-sided anophthalmia and in ovo exposure to 2 pg CPA/g egg led to
two malformed embryos (8.3%) with exencephalia, right-sided anophthalmia and celosomia. None
of the CPA-treated groups showed a statistically significant difference from the solvent or the
untreated control group.

Remarkably, an increased incidence of significantly delayed development was found, which
especially occurred at concentrations of 2 and 20 ug CPA/g egg. In order to analyze this
statistically, the parameters length of skull (from the tip of the beak to the back of the head), length
of ulna (right side) and length of tarsometatarsus (right side) were measured. Embryos exposed to
the lowest concentration of 0.2 ug CPA/g egg showed no effects on body lengths, while higher
concentrations of 2 and 20 ug CPA/g egg resulted in a statistically significant reduction of all three
parameters (p<0.001, respectively) compared to the solvent control (see figure 2A).

To investigate the potential impact of CPA-treatment on embryonic energy reserves, we
determined the content of protein, glycogen, and lipid in liver samples of control and CPA-
treated groups. Compared to the solvent control, all CPA treatments were characterized by a
significantly decreased content of glycogen (0.2 pg CPA/g egg: p<0.01; 2 and 20 ug CPA/g egg:
p>0.001, respectively). In addition, embryos exposed to the highest concentration of 20 pg

CPA/g egg showed a significantly decreased content of protein (p<0.001). However, the content
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of lipids in this group was marginally but not statistically significantly increased (p>0.05) (see

figure 2B).

3.2 Morphological observation of the gonads — gonad surface area

Exposure to higher concentrations of p,p-DDE or all concentrations of flutamide had no
statistically significant effect on the surface areas of male or female gonads. Only in ovo exposure
to 0.5 ug p,p -DDE/g egg resulted in a statistically significant decrease of the surface area of the
right ovary and a statistically significant increase of the surface area of the left testis (p<0.05,
respectively) compared to the solvent control. In control groups there was a statistically significant
difference between the untreated and the solvent control for the female left gonad surface area
(p<0.001) and left and right male gonad surface areas (p<0.05, respectively) (see figure 3B).
Compared to the solvent control, in ovo exposure to CPA did not affect male or female gonad

surface areas (see figure 1B).

3.3 Histological observation of the gonads — left testis and ovary

None of the examined antiandrogenic substances induced any effect on male or female gonadal
sex differentiation. Neither p,p -DDE, flutamide or CPA had a statistically significant effect on
the percentage of seminiferous tubules in left testes or the cortex thickness in left testes or ovaries
at any of the tested concentrations (see figures 1C and 3C). The mean values for these endpoints
in the antiandrogen-treated groups varied around the mean value of the respective solvent control
group. The high mortality rate in the highest concentration of CPA (20 pg/g egg) resulted in a lack

of usable tissue samples for the investigation of the histological parameters mentioned.
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4. DISCUSSION

4.1 Embryonic mortality and malformations

In ovo exposure to higher concentrations of p,p ~-DDE, flutamide and CPA resulted in significantly
increased mortality rates. Steroid hormone-like drugs including CPA and flutamide are known to
potentially induce hepatotoxicity when administered at high doses (Rojas et al., 2020). Following
administration, reactive metabolites of these drugs are formed, which may lead to hepatitis
(Giorgetti et al., 2017, Kassid et al., 2022). In humans, various case studies report about
hepatotoxicity following treatment with flutamide or CPA (e.g., reviewed by Giorgetti et al. (2017)
and Kumar et al. (2021)). The hepatotoxic effect of antiandrogenic substances is also proven by in
vivo and in vitro experiments (de Gregorio et al., 2021; de Gregorio et al., 2016, Ding et al., 2021,
Legendre et al., 2014, Leone et al., 2014, Snouber et al., 2013). Therefore, it is traceable that the
tested substances adversely affect embryonic development and result in increased mortality rates
when administered in higher doses.

Furthermore, in ovo exposure to 2 and 20 pg CPA/g egg resulted in significantly smaller embryos
as displayed by shortened lengths of skull, ulna and tarsometatarsus. A number of experiments
with mammals suggest that antiandrogenic substances can affect bone maturation and elongation
resulting in an extension of the growth phase. Neumann (1982) and Neumann and Topert (1986)
state that antiandrogens act in all target organs for androgens and principally affect all functions
which are influenced by androgens. Some of these effects, such as the delay of puberty, inhibition
of spermatogenesis, the loss of libido or the atrophy of accessory glands, are more sex-specific,
while other effects such as delayed bone maturation or the inhibition of body weight development

are less sex-specific. Especially under the influence of CPA, a retardation of bone maturation and
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longitudinal growth is shown in experiments with rodents (Hertel et al., 1969; Schenck &
Neumann, 1973). This coincides with the findings of the present study. Delayed embryonic growth
of G. gallus domesticus can thus be directly attributed to the treatment with CPA. This suggests
that the chick embryo is a suitable test system for the identification of substance-related mortality
and developmental delays.

Embryonic energy reserves were determined to investigate the impact of CPA treatment on
embryonic development. With increasing concentrations of CPA, a significant decrease in the
levels of glycogen and protein was observed. However, 20 ug CPA/g egg resulted in a significantly
increased content of lipids. As CPA is known to potentially induce hepatotoxicity (Kumar et al.,
2021; Leone et al., 2014) it can be suspected that higher contents of lipids in the liver of embryos
of G. gallus domesticus are signs of an incipient liver damage. In reverse, lower contents of

glycogen could be a result of increased metabolic activity for detoxification.

4.2 Morphological observation of the gonads — gonad surface area and left testis and ovary

In ovo exposure to flutamide or CPA did not affect male and female gonad surface areas. In ovo
exposure to 0.5 pg p,p-DDE/g egg resulted in significantly smaller left male and right female
gonad surface areas. However, we assume that these results are due to the small number of embryos
analyzed per experimental group.

The significant difference in gonad surface area between the untreated and the solvent control as
found in the experiment with flutamide and p,p ~-DDE confirms the previous findings of our project
group. In Jess! et al. (2018a) we intensively analyzed untreated and solvent control groups and
found that treatment with DMSO resulted in reduced gonad surface areas in both sexes. Gonad

surface areas of these gonads decreased with increasing volume of the solvent. Although we cannot
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clarify the cause of this effect, we suspect a growth-inhibiting effect caused by the low basic

toxicity of the solvent or a possible endocrine-mediated effect of the solvent (Jessl et al., 2018a).

Summarized, the present study shows that the antiandrogens flutamide, p,p -DDE and CPA have
no effects on the tested endpoint gonad surface area. This raises the question of whether the gonads
of G. gallus domesticus are target organs for antiandrogenic substances. It is known that in
mammals, antiandrogens principally affect all androgen-dependent functions and organ systems.
In rats, AR antagonists such as flutamide, p,p ~-DDE and CPA are known to be potent inhibitors of
androgen dependent reproductive organs (Neri & Peets, 1975) resulting in reduced anogenital
distance (Fussell et al., 2015, Pallares et al., 2014), hypospadias (Sinclair et al., 2017), atrophy
of seminal vesicles (Pallares et al., 2014), nipple retention (Fussell et al., 2015), delayed onset of
puberty and reduced ventral prostate weight in male rats (Kelce et al., 1995). In fish, flutamide
adversely affects male and female sex differentiation. In females it causes hastened ovarian
development with distorted morphology (Chakrabarty et al., 2012), a reduction of relative gonads
size (Milsk et al., 2016) and disturbs female reproduction (Bhatia et al., 2014b). In males,
flutamide affects secondary sex characteristics (Milsk et al., 2016) and testicular growth (Bhatia

& Kumar, 2016; Bhatia et al., 2014a, Yin et al., 2017).

Also, in birds antiandrogens are known for their hormonal disruptive potential with DDT and its
derivates as the most popular representatives. Enriched through the food chain, this compound
leads to egg shell thinning in seabirds (Fry & Toone, 1981; Hickey & Anderson, 1968) and intersex
testes and oviducts in gull embryos (Fry & Toone, 1981). While many species of raptorial and
fish-eating birds are shown to be highly sensitive to DDT-related eggshell thinning, other species
such as chicken and quail are almost completely insensitive to this end point (Peakall & Lincer,

1996).
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Considering gonadal endpoints, antiandrogenic effects may be quite different, depending on the
test substance and the species used. O,p’-DDT for example adversely affects the gonads of
domestic roosters resulting in cloacal defects, deformations of one or both testes and smaller
diameters of seminiferous tubules (Blomqvist et al., 2006). In quail o,p -DDT leads to a significant
reduction of plasma testosterone levels and the area of the cloacal gland while testis weight and
diameter of seminiferous tubules were not affected. Ovaries appeared unaffected although the right
oviduct was regressed and the left oviduct was shortened (Halldin et al., 2003). Quinn et al. (2008)
report that p,p’-DDE has no significant effect on gonadal physiology and morphology in both
sexes of quail. Studying the effects of p,p -DDE and p,p-DDT on avian reproduction no change
in the morphology of reproductive organs was found (Kamata et al., 2013), which coincides with

the results of the present study.

(Wollman & Hamilton, 1968; Wollman & Hamilton, 1967) for example demonstrate an inhibitory
effect of CPA on comb size of chicks explained by the antagonization of androgenic effects.
Furthermore, Utsumi and Yoshimura (2009) described CPA to have inhibitory effects on the
development of cloacal gland structures in quail. Since AR and mRNA are produced in this tissue
cloacal glands, these are target organs for androgens. On the contrary, CPA did not cause
significant structural differences in quail ovaries and testes. In quail, flutamide-treatment affects
male copulatory behavior as demonstrated by reduced TP-activated strutting representing a central

nervous system effect of the drug (Adkinsregan & Garcia, 1986).

The lack of antiandrogenic effects on gonad-based endpoint seems to be related to the avian
hormonal system. In birds, sexual differentiation is dependent on estrogen (Brunstrom et al., 2009,
Vaillant et al., 2001b). The presence of estrogen causes the differentiation toward the female sex,

whereas the absence of estrogen causes differentiation towards the male sex. In contrast, androgens
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appear to play a minor role in avian sex differentiation (Estermann et al., 2021; Groenendijk-
Huijbers & Van Schaik, 1976). Furthermore, the selected gonad-based endpoints in embryos of G.
gallus domesticus seem to be insensitive to antiandrogens as they are not target organs/tissues for
androgens. However, this does not mean that the endpoints studied are generally useless for the
investigation of the effects of potential EDCs on embryonic sexual differentiation. In further
investigations we found that especially estrogens but also antiestrogens and androgens can
adversely affect embryonic sexual differentiation of G. gallus domesticus. In (Jessl et al., 2018b,
Jessl et al., 2018a) we have shown that in ovo exposure of chick embryos to EE,, a synthetic
estrogen, resulted in a distinct feminization of genetic males which formed female-like cortex
tissue in their left gonads. In addition, EE, treatment resulted in a reduction of the percentage of
seminiferous tubules. In Jess/ et al. (2018b) we demonstrated that the antiestrogen tamoxifen
affected female embryonic sex differentiation and caused a size reduction of the left ovary and
malformations of the ovarian cortex. In Scheider et al. (2018) we investigated the effects of the
functional androgen tributyltin (TBT) and found it to affect sex differentiation as it led to
virilization effects of female embryos which were mainly characterized by a significant reduction

of the left cortex.
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5. OVERALL CONCLUSIONS

The focus of the present work was to study the effects of the antiandrogenic compounds CPA,
p.p-DDE and flutamide on embryonic gonadal sex differentiation of chicken (Gallus gallus
domesticus). In ovo exposure to all three substances had no effects on gonadial endpoints. In
contrast to test results with estrogenic, antiestrogenic and androgenic compounds, these endpoints
were not affected by antiandrogenic EDCs and are therefore shown no suitable parameters for the
detection of chemicals with antiandrogenic properties in chick embryos.

However, in ovo exposure to CPA resulted in significantly smaller embryos than in control groups
as displayed by shortened lengths of skull, ulna and tarsometatarsus. This suggests that the chick
embryo is a suitable test system for the identification of substance-related mortality and

developmental delays.
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Figure 1

Effects of in ovo exposure to cyproterone acetate (CPA; 0.2, 2, 20 ug/g egg) on embryos
of the domestic fowl (Gallus gallus domesticus) on embryonic day 19.

Endpoints shown: mortality (A), left and right gonad surface area (B) and cortex thickness
and percentage of seminiferous tubules of left gonad (C). Statistical analysis by Fisher’s
exact test (A) and one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparisons test (B, C). NC:
untreated control group. Lowercase indicates significant differences compared to the solvent
control (SC). Level of significance: b, p<0.01. Skull symbol: high mortality in the group

resulted in an absence of usable gonad tissue for measurements.
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Figure 2

Effects of in ovo exposure to cyproterone acetate (CPA; 0.2, 2, 20 ug/g egg) on body
lengths and energy levels of embryos of the domestic fowl (Gallus gallus domesticus) on
embryonic day 19.

Endpoints shown: length of skull, tarsometatarsus and ulna (A) and energy levels (lipid,
protein, and glycogen) of liver (B). Statistical analysis by one-way ANOVA with Dunnett’s
multiple comparisons test. NC: untreated control group. Lowercase indicates significant
differences compared to the solvent control (SC). Level of significance: b, p<0.01; c,

p<0.001.
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Figure 3

Effects of in ovo exposure to p,p -DDE (DDE; 0.5, 5, 50 ug/g egg) and flutamide (FLU;
0.5, 5, 50 pg/g egg) on embryos of the domestic fowl (Gallus gallus domesticus) on
embryonic day 19.

Endpoints shown: mortality (A), left and right gonad surface area (B) and cortex thickness
and percentage of seminiferous tubules of left gonad (C). Statistical analysis by Fisher’s
exact test (A) and one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparisons test (B, C). NC:
untreated control group. Lowercase indicates significant differences compared to the solvent

control (SC). Level of significance: a, p<0.05; b, p<0.01.
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