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1.1 Chemische Karzinogenese

1.1.1 Mehrstufenmodell der Karzinogenese

Die Tumorentstehung (Karzinogenese) stellt einen mehrstufigen Prozess dar, der in die
Phasen Initiation, Promotion und Progression unterteilt wird (Scherer, 1984).

Im ersten Schritt, der Initiation, kommt es zu einer persistenten Verdnderung der DNA durch
Einwirkung von Strahlung und gentoxischen chemischen Karzinogenen, wie zum Beispiel N-
Nitrosoverbindungen, heterozyklischen aromatischen Aminen und polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffen, aber auch durch spontane Mutationen. Erfolgt keine
Behebung des DNA-Schadens durch intrazelluldre Reparaturmechanismen und bleibt die
Eliminierung der geschidigten Zellen durch den programmierten Zelltod (Apoptose) aus, so
wird der Schaden bei einer Zellteilung als Mutation fixiert (Cayama et al., 1974; Pitot und
Sirica, 1980). Die DNA-Verdnderungen konnen entweder durch die Chemikalie selbst
(direktes Karzinogen) oder durch ihre Metabolite (indirektes oder ultimales Karzinogen)
ausgelost werden.

In der folgenden Phase der Promotion kommt es in Gegenwart von Substanzen mit
tumorpromovierender Wirkung zur klonalen Expansion der initiierten Zellen (Schulte-
Hermann, 1985). Diese selektive Vermehrung fiihrt in der Leber zur Bildung von sogenannten
praneoplastischen Herden (Foci), die sich zu benignen Neoplasien (Noduli) weiterentwickeln
(Pitot et al., 1978; Schwarz und Greim, 1986), wobei das Risiko einer Entstehung eines
malignen Tumors mit der Anzahl der Prineoplasien und deren relativer Grofle korreliert ist

(Pitot und Sirica, 1980; Rabes et al., 1982; Schulte-Hermann, 1985).

In der Leber konnen prineoplastische Lidsionen durch verdnderte Enzymaktivititen von
normalen Leberzellen histochemisch und immunhistochemisch unterschieden werden, z. B.
durch verminderte Aktivitit der Adenosin-5’-triphosphatase (ATPase) (Borner und Gossner,
1968), geringere Aktivitit der Glukose-6-Phosphatase (Gossner und Friedrich-Freksa, 1964),
einer gesteigerten Expression der plazentaren Form der Glutathion-S-Transferase (GSTP)
(Pitot et al., 1978; Satoh et al., 1984, 1985) oder einer vermehrten Expression von y-
Glutamyl-Transpeptidase (yGT) (Kalengayi et al., 1975; Fiala et al., 1984).
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Zur Entwicklung préneoplastischer Foci ist die Einwirkung des Tumorpromotors iiber einen
langeren Zeitraum erforderlich. Das promovierende Wachstum bleibt aus, wenn die Dosis des

Promotors zu niedrig oder die Dauer nicht ausreichend ist.

Beispiele fiir Tumorpromotoren der Leber sind 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin,
Polychlorierte Biphenyle, Dichlor-diphenyl-trichlorethan (DDT), Lindan, Phenobarbital,
Steroidhormone und Peroxisomenproliferatoren. Eine Gemeinsamkeit der genannten
Substanzen besteht in einer Wirkung iiber spezifische zelluldre Rezeptoren, die zur Induktion

von fremdstoffmetabolisierenden Enzymen fiihren, sowie in einer Vergrof3erung der Leber.

INITTIATION PROMOTION PROGRESSION
Zunahme der
Fixierung des Schadens klonale Expansion ‘Wachstumsautonomie
nach Mitose initiierter Zellen sowie Malignitit
des Tumors
prineoplastische Foci ‘
DNA-Schaden Tumorpromotor
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Abb. 1.1: Vereinfachtes Mehrstufenmodell der Karzinogenese. Ein gentoxisches
Ereignis fiihrt nach der Zellteilung zur Fixierung einer Mutation (Initiation). Durch die
Einwirkung einer Substanz mit tumorpromovierender Wirkung kommt es zum selektiven
Wachstum dieser Tumorvorlduferzellen durch Hemmung des programmierten Zelltodes
(Promotion). Durch Anhidufung weiterer Mutationen steigt der Malignititsgrad
(Progression).
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Substanzen, die sowohl initiierende als auch promovierende Eigenschaften besitzen,
bezeichnet man als komplette Karzinogene. Als epigenetische Karzinogene bezeichnet man
Stoffe, die nach chronischer Gabe zur Entstehung maligner Tumoren fiihren konnen, ohne
eine gentoxische Ldsion hervorzurufen. Diese nicht-gentoxischen Karzinogene zeigen meist
tumorpromovierende Eigenschaften.

Die letzte Phase der Karzinogenese, die Progression, ist durch weitere genetische
Veridnderungen in prianeoplastischen Zellen charakterisiert. Durch Anhdufung von Mutationen

kommt es zur Umwandlung von benignen zu malignen Tumoren (Pitot, 1989).
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In der Phase der Progression treten gehduft Chromosomenanomalien auf. Ein selektiver
Marker fiir die Progressionsphase in Hepatozyten scheint nach Pitot ef al. (1996) eine erhohte

Expression von Transforming Growth Factor a (TGFa) zu sein.

1.1.2 Bedeutung der Apoptose in der Hepatokarzinogenese

Die Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltodes, die iiber die Aktivierung eines
genetisch determinierten Selbstmordprogramms initiiert wird. Durch seine charakteristischen
morphologischen Verdnderungen ist das aktive Sterben der Zelle vom nekrotischen Zelltod
abzugrenzen und wurde erstmals 1972 von Kerr et al. als ,Apoptose’ bezeichnet.

Eine wichtige Rolle spielt die Apoptose sowohl wihrend der embryonalen Entwicklung als
auch im erwachsenen Organismus zur Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase.

Als Gegenspieler zur Mitose iibernimmt sie die Aufgabe der Regulation der Zellproliferation
in einem Verband von Zellen. Viele Krankheitsbilder wie z. B. AIDS, neurodegenerative
Erkrankungen, Autoimmunkrankheiten, Virusinfektionen und Krebs, zeigen eine hoch- oder

herabregulierte Apoptoserate (Thompson, 1995).

Im ProzeB der Karzinogenese wird der Hemmung der Apoptose eine wichtige Rolle
zugeschrieben. Erfolgt nach gentoxischer Lésion keine Reparatur des DNA-Schadens und
keine Eliminierung der geschidigten Zelle, kommt es nach Teilung der Zelle zur Fixierung
des Schadens als Mutation (Cayama et al., 1974; Pitot und Sirica, 1980).

Prianeoplastische Zellpopulationen zeigen sowohl eine erhohte Zellteilungsrate als auch eine
erhohte Apoptoserate (Schulte-Hermann et al., 1981, 1990). Eine VergroBerung dieser
Zellpopulationen verlduft ohne Wirkung eines Tumorpromotors nur sehr langsam. Die
tumorpromovierende Wirkung wurde zundchst nur auf eine Stimulierung der Zellteilung
zuriickgefiihrt.

Am Beispiel des Tumorpromotors Phenobarbital konnte von Schulte-Hermann et al. (1982,
1990) und Bursch et al. (1984) gezeigt werden, dass auch eine verstirkte Hemmung der
Apoptose in Prianeoplasien zu einer hoheren Nettoproliferation fiihrt.

Tumorpromotoren zeigen sich somit in der Rattenleber als ,survival factors’ fiir
praneoplastisch verdnderte Zellen, indem sie deren Elimination unterdriicken (Schulte-
Hermann et al., 1995). Im ProzeB der Karzinogenese iibernimmt die Apoptose somit eine

Schlusselrolle.
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1.1.3 Proliferationskontrolle — Protoonkogene und Tumorsuppressorgene

Mit fortschreitender Malignitdt entziehen sich Tumorzellen einer extrazelluldren
Wachstumskontrolle. Verantwortlich hierfiir sind Mutationen in wachstumsregulierenden

Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen.

Protoonkogene oder zelluldre Onkogene (c-Onkogene) kodieren fiir wachstumsregulierende
Proteine wie Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezeptoren, GTP-bindende Proteine,
Proteinkinasen oder Transkriptionsfaktoren. Homologe Onkogene wurden urspriinglich in
Retroviren gefunden (v-Onkogene) und sind fiir deren krebserzeugende Wirkung
verantwortlich (Bishop, 1983, 1987).

Die Aktivierung von Protoonkogenen zu Onkogenen durch Mutationen, Amplifikationen oder
Translokationen fiihrt zum Verlust der Regulation wichtiger Zellfunktionen.

Beispiele fiir potentielle Onkogene sind ras-Gene, die fiir GTP-bindende Proteine kodieren
und im Falle einer Mutation fiir die Zelle ein fortlaufendes Proliferationssignal bedeuten
(Barbacid, 1987), sowie die fiir Transkriptionsfaktoren kodierenden c-jun und c-fos (Ransome
und Verma, 1990). Das Protoonkogen bcl-2 (B cell lymphoma/leukemia-2) zeigt eine
Uberexpression in B-Zell-Lymphomen durch chromosomale Translokation (Payne et al.,
1995). Es ist namengebend fiir eine grole Familie von pro- und antiapoptotischen Proteinen

(Nufez und Clarke, 1994).

Genprodukte von Tumorsuppressorgenen zeigen inhibierende Funktionen in der
Wachstumskontrolle von Zellen. Mutationen in diesen Genen fithren erst zum Verlust der
Proliferationskontrolle, wenn beide Allele davon betroffen sind (Levine, 1993).

Zu den ersten entdeckten Tumorsuppressorgenen gehort Rb, das bei einem Gendefekt zum
Retinoblastom fiithrt, einem Tumor der Retina, der bei Kindern auftritt. Das
Retinoblastomprotein pRb ist ein wichtiger Regulator des Zellzyklus und bindet Cycline, die
regulatorischen Untereinheiten der Cyclin-abhédngigen Protein Kinasen (cyclin dependent
kinase, CDK). Im hypophosphorylierten Zustand blockiert es den Eintritt in die S-Phase, nach
Hyperphosphorylierung durch Cyclin-CDK-Komplexe wird die Replikation eingeleitet (Riley
et al., 1994; Taya, 1997).

In 50 % aller menschlichen Karzinome zeigt das Tumorsuppressorgen p53, das fiir einen
Transkriptionsfaktor kodiert, Mutationen (Levine, 1993, 1997). P53 tibernimmt im Zellzyklus

eine Wachterfunktion und kann die Zellen in der G- und G,-Phase arretieren.
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Die Regulation erfolgt {iiber eine vermehrte Bildung des Proteins sowie der
Aktivitétssteigerung durch Phosphorylierung. Die Bildung von MDM-2 (mouse double
minute-2) nach Induktion durch p53 fiihrt nach Interaktion beider Proteine zu einem
beschleunigten Abbau von p53. Zur Zellzyklusarretierung induziert p53 die Bildung des
CDK-Inhibitors p21, die Hyperphosphorylierung von pRb bleibt aus und die Replikation ist
blockiert (Liebermann et al., 1995; Grafia und Reddy, 1995). Der G;-Arrest ermdglicht die
Reparatur von DNA-Schiden oder die Einleitung des Zelltodes durch die Induktion von Bax,

einem proapoptotischen Protein der Bcl-2-Familie.

1.2 Apoptose — der programmierte Zelltod
1.2.1 Morphologische und biochemische Charakteristika

Der Prozel3 des physiologischen Zelltodes kann in mehrere Phasen unterteilt werden. In der
frithesten Phase erhilt die Zelle einen externen oder internen Stimulus, der in der zweiten
Phase aufgenommen und iiber intrazelluldre Signalketten weitergeleitet wird. Die darauf
folgende Effektorphase umfasst Proteasen, die wahrend der Apoptose aktiviert werden, sowie
ihre positiven und negativen Regulatoren. Fiir die letzte Phase, die post-mortem Phase, ist der

Abbau der DNA charakteristisch (Vaux und Strasser, 1996).

Die charakteristischen morphologischen Verdnderungen der Apoptose beginnen mit dem
Verlust von Zell-Zell-Verbindungen. Zeitgleich setzt eine Kondensation des Zytoplasmas ein
und das Chromatin des Zellkerns kondensiert an der Kernmembran (Abb. 1.2, 2).
Zellschrumpfung und Lappung der Zelle (,membrane blebbing’) setzen sich fort bis zur
vollstdndigen Fragmentierung der Zelle in membranumschlossene apoptotische Korperchen
(,apoptotic bodies’), welche noch intakte Organelle und Kernfragmente enthalten (Abb. 1.2,
3). Anschliefend kommt es zur Phagozytose und lysosomalem Verdau der apoptotischen
Korperchen durch umliegende Zellen oder Makrophagen (Abb. 1.2, 4-6) (Schwartzman und
Cidlowski, 1993; Kerr, 1995). Diese Beseitigung der Zellbruchstiicke verhindert das
Auftreten inflammatorischer Prozesse, wie man sie beim nektrotischen Zelltod beobachten

kann.
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Abb. 1.2: Morphologisch sichtbare
Zellverinderungen wihrend der Apoptose
(2-6) und Nekrose (7, 8) nach Kerr, 1995.
(1) zeigt eine normale Zelle. Das Cytoplasma
beginnt sich zu kondensieren und das
Chromatin im Zellkern kondensiert an der
Kernmembran (2). Die Kondensation setzt
sich fort bis zur Fragmentierung der Zelle in
apoptotische Korperchen (3), die von anderen
Zellen phagozytiert (4) und in Lysosomen
verdaut werden (5, 6). Der nekrotische
Zelltod beginnt mit einem Anschwellen von
Organellen und der gesamten Zelle sowie
einer ungeordneten Kondensation des
Kernchromatins (7) bis schlieBlich alle
Zellmembranen aufbrechen (8).

Charakteristisch fiir den nekrotischen Zelltod ist das Anschwellen des Zytoplasmas und der
Organellen, vor allem der Mitochondrien, bis zur Zerstorung der Membranen (Abb. 1.2, 7 und
8). Das Kernchromatin kondensiert ungeordnet im gesamten Zellkern. Durch die Zerstdrung
der Zellmembranen wird der zytoplasmatische Inhalt freigegeben und eine
Entziindungsreaktion ausgeldst (Schwartzman und Cidlowski, 1993).

Der Nachweis der Apoptose in einem frilhem Stadium beruht auf dem Verlust der
Phospholipid-Asymmetrie der Zellmembran durch Umlagerung von Phosphatidylserin an die
MembranaufBlenseite (Martin ef al., 1995). Mit Hilfe von fluoreszierendem Annexin V, das an
negativ geladene Phospholipide bindet, kann dieser Vorgang detektiert werden (Vermes et al.,
1995).

Die nachstehende Tabelle fasst die wichtigsten Unterschiede der beiden Formen des Zelltodes

zusammen.
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Tabelle 1.1:
Charakteristische morphologische und biochemische Unterschiede von Apoptose und Nekrose

Apoptose

Nekrose

Tod einzelner Zellen
Dauer nur einige Stunden

Kondensation des Zytoplasmas und ‘membrane
blebbing’, intakte Organellen

intakte Zellmembranen, Phosphatidylserin an der
Auflenseite

kondensiertes Chromatin an der Kernmembran

Bildung einer DNA-Leiter durch Fragmentierung auf
Vielfache von 185 Basenpaaren

Auftreten von ‘apoptotic bodies’ mit anschlieBender
Phagozytose

keine inflammatorischen Prozesse

Tod von Zellgruppen
Dauer bis zu mehreren Tagen

Zellschwellung, Anschwellung von Organellen
Zerstorung der Zellmembranen
kondensiertes, ungeordnetes Chromatin
Fragmentierung der DNA zufillig auf verschiedene
Langen (‘Schmier’ im Elekrophoresegel)

Lyse der Zelle und Freigabe des Zellinhalts

inflammatorische Prozesse

Die kaskadenartige Aktivierung von proteolytischen Enzymen, sogenannten Caspasen, ist fir
die morphologischen Verdnderungen im apoptotischen Prozel3 verantwortlich. Caspasen
gehoren zur Familie der Cystein-Proteasen, die ihre Zielproteine spezifisch nach einem
Aspartatrest schneiden (Wolf und Green, 1999). Von den 14 bisher in Sdugetieren bekannten
Caspasen spielen sieben eine bedeutende Rolle in der Aktivierung der Apoptose
(Initiatorcaspasen) und in der Exekutionsphase (Effektorcaspasen). Sie werden als Zymogene
mit einer kleinen und groBen Untereinheit sowie einer Prodomine synthetisiert. Zur
Aktivierung der Caspasen und Bildung eines Heterotetramers werden die Untereinheiten

durch proteolytische Prozessierung voneinander getrennt und die Prodoméne abgespalten.

Die Effektorcaspasen, Caspase-3, -6, und —7, sind in der Lage, eine Vielzahl von Proteinen zu
prozessieren, die letztendlich alle funktionellen Bereiche der Zelle erfassen (Stroh und
Schulze-Osthoff, 1998). So scheint der Abbau von Proteinen des Zytoskeletts fiir die

morphologisch sichtbare Lappung und anschlieBende Fragmentierung der Zelle

verantwortlich zu sein. Die fiir die Apoptose typische internukleosomale DNA-
Fragmentierung in Fragmente von ca. 185 Basenpaaren, die im Agarosegel als DNA-Leiter
sichtbar wird (Whyllie et al. 1980), ist die Folge der durch Caspase-3-Prozessierung

aktivierten Endonuklease CAD (Caspase-activated DNase) (Enari ef al., 1998).
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Eine Spaltung von Zielproteinen, die in Zellzykluskontrolle und Replikation, Transkription
und Translation, DNA-Reparaturmechanismen, Signaltransduktionswegen und
morphologischer Struktur der Zelle eine Rolle spielen, zeigen deutlich die Irreversibilitéit

dieser spéten apoptotischen Phase.

1.2.2 Apoptotische Signalwege

Grundsitzlich unterscheidet man zwei apoptotische Signalwege, einen Weg iiber
Todesrezeptoren und einen mitochondrialen Signalweg, wobei zwischen beiden Wegen auch
eine Interaktion bestehen kann.

Nach spezifischer Ligandenbindung transmembrandrer Todesrezeptoren der TNF- (tumor
necrosis factor) Rezeptor-Superfamilie kommt es zur Rezeptortrimerisierung. Diese fiihrt zur
Rekrutierung von intrazelluliren Rezeptor-assoziierten Proteinen mit sogenannten
Todesdominen (DD, death domain) zur Rezeptorbindung und Effektordoménen (DED, death
effector domain) zur Rekrutierung von Procaspase-8 oder —10. Die inaktiven Procaspasen
werden unmittelbar nach ihrer Bindung an die DED durch proteolytische Spaltung zu
Caspase-8 bzw. —10 aktiviert und konnen eine Caspase-Kaskade in Gang setzen (Boldin ef al.,

1996; Muzio et al., 1996).

Neben dieser direkten Aktivierung von Effektorcaspasen durch Caspase-8 kann ein
mitochondrialer Apoptoseweg mit einbezogen werden. Caspase-8 prozessiert hierzu Bid, ein
proapoptotisches Protein der Bcl-2-Familie. Das aktivierte Bid induziert Translokation,
Oligomerisierung und den Einbau zweier weiterer proapoptotischer Proteine, Bax und Bak, in
die duere Membran der Mitochondrien (Schmitz et al., 1999). Die anschlieende Freisetzung
von Cytochrom c aus dem Intermembranraum der Mitochondrien fiihrt zur Bildung des
Apoptosom-Komplexes, bestehend aus Cytochrom ¢, Apaf-1 (apoptosis activating factor-1),
Procaspase-9 und dATP (Li et al., 1997). Die proteolytische Aktivierung der Caspase-9 fiihrt

anschlieBend zur Prozessierung von Effektorcaspasen.
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Abb. 1.3: Vereinfachte Darstellung apoptotischer Signalwege. Die Apoptose kann iiber Todesrezeptoren
ausgelost werden (A), mit der Moglichkeit eines mitochondrialen Seitenweges (B). Der PI3K/PKB-Signalweg
(C) und der durch DNA-Schéden ausgeloste Signalweg iiber p53 (D) induzieren den apoptotischen Zelltod iiber
die Mitochondrien.

Ein weiterer mitochondrialer Signalweg zur Induktion von Apoptose ist der
Phosphatidylinositol-3-Kinase/Protein Kinase B (PI3K/PKB)-Weg. Bei Ausbleiben eines
extrazelluldiren Wachstumsstimulus iiber Wachstumsfaktorrezeptoren der Zellmembran kann
die PI3K nicht durch Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden. Die Phosphorylierung der
PKB findet nicht statt und ihre zahlreichen Zielproteine, zu denen das proapoptotische Bcl-2-
Protein Bad und die Caspase-9 gehort, konnen nicht phosphoryliert und somit nicht inaktiviert
werden. Die Zelle erhilt das Signal zur Apoptose, denn Bad kann sich an der mitochondrialen
Membran an das antiapoptotische Bcl-2 oder Bcl-x;p anlagern und die Homodimerisierung
von Bax und die anschlieBende Freisetzung von Cytochrom c ermdglichen (Yang et al., 1995;
Zha et al., 1996).

Die Aktivierung des Tumorsuppressors p53 durch gentoxischen Stress kann die Bildung von
Bax induzieren und ebenfalls auf mitochondrialem Weg zur Elimination von geschéidigten
Zellen fiihren (Zhan et al., 1994). P53 greift auch regulierend in den PI3K/PKB-Signalweg
ein, indem es die Bildung des PI3K-Inhibitors PTEN (phosphatase and tensin homolog

deleted on chromosome ten) induziert (Stambolic ef al., 2001).
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1.3 Tumorpromotoren der Leber
1.3.1 Phenobarbital

Das Barbitursdurederivat Phenobarbital findet Anwendung als sedierendes, narkotisierendes

und antikonvulsives Arzneimittel.
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Abb. 1.4: Strukturformel von Phenobarbital

Die chronische Gabe von Phenobarbital fiihrt in der Ratte zu Adenomen der Leber (Rossi et
al., 1977), in der Maus zu Adenomen und Karzinomen der Leber (Thorpe und Walker, 1973).
Phenobarbital zeigt in der Rattenleber ein starkes tumorpromovierendes Potential, welches
organ- und speziesspezifisch ist (Peraino et al., 1971; Kristiansen et al., 1989). In einem
Initiations-Promotions-Experiment an der Ratte mit klinisch relevanten Dosen der Substanz
wurden Tumoren der Leber gefunden, eine alleinige Behandlung mit Phenobarbital zeigte
keine Effekte (Peraino et al., 1975, 1980).

Am Beispiel des Tumorpromotors Phenobarbital konnte von Schulte-Hermann et al. (1982,
1990) und Bursch et al. (1984) gezeigt werden, dass eine erhohte Proliferationsrate in
praneoplastischen Zellpopulationen nicht nur durch einen mitogenen Stimulus, sondern auch
durch eine verstirkte Hemmung der Apoptose erfolgt. Eine erhohte Proliferation findet man
auch im normalen Gewebe.

In vitro-Studien in primdren Rattenhepatozyten zeigten eine Hemmung der UV-Licht
induzierten Apoptose nach Phenobarbital-Behandlung (Wo6rner und Schrenk, 1996;
Bohnenberger ef al., 2001).

Phenobarbital spielt eine wichtige Rolle in der Induktion fremdstoffmetabolisierender
Enzyme, hauptsidchlich verschiedener Isoenzyme der Cytochrom P450-abhingigen
Monooxygenasen (CYP), die an Funktionalisierungsreaktionen von Fremdstoffen beteiligt

sind.
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In der Nagerleber sind die Isoenzyme CYP2B1 und CYP2B2 durch Phenobarbital stark
induzierbar und konnen somit den Umsatz von Substraten beeinflussen (Schulte-Hermann et
al., 1986). Auch in Rattenhepatozyten in Primérkultur konnte die Induktion dieser Isoenzyme
nachgewiesen werden (Bohnenberger et al., 2001).

Die Expression des menschlichen CYP2B6 ist sehr gering und auch durch Phenobarbital
kaum induzierbar. CYP2C-Isoenzyme des Menschen, die ein sehr breites Spektrum
unterschiedlichster Substrate metabolisieren, zeigen eine Induktion nach Behandlung mit
Phenobarbital. Auch das mengenmifig wichtigste Isoenzym der humanen Leber, CYP3A4,

ist durch das Barbiturat induzierbar.

Die Regulation der CYP2B-Genexpression erfolgt in der Nagerleber {iber den constitutive
androstane receptor (CAR), der im inaktiven Zustand gebunden an Hsp90 (heat shock protein
90) im Zytoplasma der Zelle lokalisiert ist und in Anwesenheit von Phenobarbital oder
dhnlichen Induktoren in den Zellkern transloziert. CAR heterodimerisiert mit dem retinoid X
receptor (RXR) und der CAR-RXR-Komplex kann als Transkriptionsfaktor mit dem
sogenannten phenobarbital-responsive enhancer module (PBREM) wechselwirken und die
Transkription von CYP2B starten (Sueyoshi und Negishi, 2001).

Kawamoto et al. (1999) konnten in einer Méusestudie nach Phenobarbital-Behandlung die
Anreicherung von CAR in Hepatozyten-Zellkernen mit Western-Blot-Analyse nachweisen.
Die Rekrutierung der Protein Phosphatase 2A (PP2A) scheint im Prozess der Translokation
von CAR eine wichtige Rolle zu spielen, genaue Mechanismen sind jedoch noch nicht geklért
(Yoshinari et al., 2003).

Marc et al. (2000) konnten zeigen, daB die Ca®"/Calmodulin-abhingige Kinase (CaMK)
einen positiven Effekt auf die CYP2B9/10 Induktion in der Maus hat. Langere Behandlungen
mit Phenobarbital fithrten zu einem intrazelluldren Ca2+-Anstieg. Die cGMP-abhingige
Protein Kinase (PKG) zeigte ebenfalls einen positiven induzierenden Effekt, wohingegen sich
die cAMP-abhingige Protein Kinase (PKA) negativ auf die CYP-Induktion auswirkte.
Protein Kinase C (PKC), Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase (MAPKK) und PI3K
scheinen in der Induktion von CYP2B keine Rolle zu spielen.

Phenobarbital ist in der Lage in der Rattenleber die Expression des Protoonkogens c-fos zu
steigern, was im Hinblick auf einen moglichen mitogenen Stimulus von Phenobarbital von

Bedeutung sein konnte (Bitsch ef al., 1999).
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1.3.2 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin
1.3.2.1 Struktur, Eigenschaften und Belastungspfade

Polychlorierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane (PCDD/PCDF) bilden eine Gruppe
chlorierter organischer Verbindungen, die aus 75 PCDD-Kongeneren und 135 PCDF-
Kongeneren besteht. Das Grundgeriist der PCDD besteht aus zwei Benzolringen, die durch
zwei Etherbriicken verkniipft sind. Die Unterscheidung der einzelnen Kongenere erfolgt nach

dem Chlorierungsgrad und dem Ort der Substitution.

A B

O
2 8 2 O O 8
3 o 7 3 1) 7
Cl, 4 s ¢ Cl, ClI,* i ¢ Cl

Abb. 1.5: Allgemeine Strukturformel der PCDD (A) und PCDF (B)

Die Verbindungen dieser Substanzklasse wurden niemals gezielt industriell produziert,
sondern entstechen bei Verbrennungsprozessen in Anwesenheit von Chlor, sowie als
Nebenprodukte bei der Synthese von chlororganischen Verbindungen wie z.B.
Pentachlorphenol, Chlorphenoxyessigsdureverbindungen und Polychlorierten Biphenylen
(PCB) (IARC, 1997).

Kongenere mit Halogensubstitution in den 2,3,7,8-Positionen zeigen die groflte biologische
und toxische Wirkung. Zur Bewertung der Wirkungsstirke der einzelnen Verbindungen bzw.
Verbindungsgemische wurden sogenannte Toxizitdtsdquivalente (TEQ) eingefiihrt, die sich
auf die relativ toxische Wirkung des am stirksten wirksamen Kongeners 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) beziehen und mit Hilfe eines
Toxizitdtsdquivalenzfaktors (TEF) wiedergegeben werden (van den Berg et al., 1998; s.

Anhang 8.1).

cl o

Cl Cl

Abb. 1.6: Strukturformel von TCDD
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Die Kontamination von Bodden und Pflanzen fiihrte weltweit zur Anreicherung von
PCDD/PCDF im Fettgewebe von Nutztieren und iiber die Nahrungskette somit auch zur
Belastung des Menschen. Durchschnittlich nimmt der erwachsene Organismus téglich 1-3 pg
TEQ/kg Korpergewicht an PCDD, PCDF und dioxindhnlichen PCB auf, was im Bereich der
von der WHO festgelegten tolerierbaren tdglichen Aufnahme (TDI, tolerable daily intake)
von 1-4 pg TEQ/kg Korpergewicht liegt (van den Berg et al., 2000).

Aufgrund der hohen Lipophilie und der langsamen Metabolisierung von TCDD kommt es zur
Akkumulation in der Leber und im Fettgewebe (van Birgelen, 2000). Die Halbwertszeit von
TCDD liegt in einem Bereich von 5-10 Jahren (Beck et al., 1989). Gesundheitlich bedenklich
erscheint vor allem die hohe Belastung von Muttermilch und die daraus resultierende
Akkumulation von PCDD/PCDF und PCBs in Sduglingen (Abraham et al., 1994, 1996).

Die allgemeine Belastungssituation ist jedoch riicklaufig, nach Untersuchungen von Wittsiepe
et al. (2000), in denen Konzentrationen von PCDD/PCDF in menschlichen Blutproben von
1989-1998 analysiert wurden, zeigte sich fiir alle Kongenere eine Reduktion um etwa die

Halfte der Ausganskonzentration.

1.3.2.2 Toxizitit

TCDD zeigt in allen bisher untersuchten Spezies toxische Wirkungen, die jedoch grofie
Speziesunterschiede in der Empfindlichkeit aufweisen. Zielorgane der Toxizitdt von TCDD
sind bei Mensch und Tier vor allem Leber und Haut.

Bei akuten Expositionen des Menschen gegeniiber TCDD, wie bei einem Unfall 1976 in einer
italienischen Firma in Seveso, bei dem groflere Mengen der Substanz freigesetzt wurden,
zeigten sich persistente Hautverédnderungen in Form von Chlorakne.

Nach Untersuchungen bei Unféllen mit hoher TCDD-Exposition fand man beim Menschen
nur eine geringfligig erhohte Tumorinzidenz (Fingerhut ef al., 1991). Als Zielorgane sind hier
Leber, Respirationstrakt, das hdmatopoetische System und Bindegewebe zu nennen, die
Aussagen hieriiber sind aber sehr unschliissig, da andere Karzinogene als Storfaktoren nicht
ausgeschlossen werden konnen. TCDD ist als Krebs erregend fiir den Menschen eingestuft

(Gruppe 1; IARC, 1997).
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Tierexperimente zur akuten Toxizitit wurden iiberwiegend an Ratten durchgefiihrt und
bewirken das sogenannte ,wasting syndrome’, eine verringerte Nahrungsaufnahme und einen
starken Gewichtsverlust bis hin zum Tod der Tiere.

Des weiteren wurde in tierexperimentellen Studien eine immunsuppressive Wirkung auf
lymphoide Organe nachgewiesen, vor allem im heranwachsenden Organismus, die allerdings
sehr gro3e Speziesunterschiede aufzeigte (Kerkvliet und Burleson, 1994).

Auch teratogene und embryotoxische Wirkungen wurden in Tieren nach einer TCDD-
Exposition beobachtet. Durch seine antidstrogene Wirkung kann TCDD auch die
Reproduktion beeintrachtigen (Gray et al., 1997). Weitere wichtige Angriffspunkte sind die

Regulation von Schilddriisenhormonen und der Vitamin A-Stoffwechsel.

TCDD zeigt im Tierversuch ein erhohtes hepatokarzinogenes Potential in weiblichen Ratten
(Kociba et al., 1978). Im Initiations-Promotions-Modell in der Rattenleber konnte TCDD eine
tumorpromovierende Wirkung zugeschrieben werden (Pitot er al., 1980), die durch eine
Zunahme von enzym-verdnderten Foci und Hepatomen charakterisiert war.

Verglichen mit anderen tumorpromovierenden Substanzen zeigt TCDD in der Nagerleber das
stiarkste tumorpromovierende Potential (Pitot et al., 1980; Schrenk et al., 1994). In der
normalen Leber zeigt TCDD nur eine leicht gesteigerte Proliferation (Fox et al., 1993), was
auch fiir Hepatozyten in vitro gilt (Schrenk et al., 1992).

Stinchcombe et al. (1995) konnten im Initiations-Promotions-Experiment eine geringfiigig
angestiegene Mitoserate in Pridneoplasien der Leber nachweisen. Die Apoptoserate war im
praneoplastischen Lebergewebe jedoch deutlich erniedrigt, das umliegende Normalgewebe

zeigte keine Verdnderungen.

In vitro-Experimente in primdren Rattenhepatozyten zeigten eine Hemmung der durch UV-
Licht oder 2-Acetylaminofluoren (2-AAF) induzierten Apoptose durch Zugabe von TCDD
(Worner und Schrenk, 1996). Die hemmende Wirkung von TCDD auf die UV-induzierte
Apoptose konnte nicht nur morphologisch, sondern auch biochemisch durch eine Inhibierung
der DNA-Fragmentierung und auf Proteinebene durch Verhinderung eines Anstiegs des
Tumorsuppressors p53 aufgezeigt werden. Auch die alleinige Behandlung der Hepatozyten
mit TCDD fiihrte zu einem leichten Anstieg der Apoptoseinzidenz. Dieser Effekt war
assoziiert mit einer leicht erhohten DNA-Fragmentierung und einem Anstieg im p53-

Proteinlevel.
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Untersuchungen zur Hemmung der UV-Licht induzierten Apoptose durch TCDD in priméren
Rattenhepatozyten in der Kollagengel-Sandwichkultur konnten diese Ergebnisse bestdtigen
(Kunz, 2001). Auch hier zeigte sich durch alleinige TCDD-Gabe eine
konzentrationsabhdngige Erhohung der Apoptoseinzidenz.

Aus diesen Experimenten konnte man auf ein mdoglicherweise gentoxisches Potential von
TCDD schlieBBen, was im Prozess der Karzinogenese eine bedeutende Rolle spielen wiirde.
Bisher konnte noch keine direkte gentoxische Wirkung von TCDD nachgewiesen werden,
eine indirekte gentoxische Wirkung durch Induktion von CYPIlA-Isoenzymen, in deren

katalytischen Zyklus reaktive Sauerstoffspezies entstehen, wird diskutiert (Park et al., 1996).

1.3.2.3  Mechanismen toxischer Wirkungen

Die Bindung von TCDD an einen zytosolischen Rezeptor, den Ah-Rezeptor (AhR, aryl
hydrocarbon receptor), ist entscheidend fiir die Wirkung der Substanz. Der AhR gehort zur
per-arnt-sim- (PAS) Familie der basic-Helix-Loop-Helix- (bHLH) Proteine und wurde bei
verschiedenen Sdugerspezies und Nicht-Sdugern in zahlreichen Geweben gefunden (Burbach
etal., 1992; Ema et al., 1992).

In der Ratte fand man den Rezeptor in Thymus, Lunge, Leber, Niere, Gehirn, Hoden und
Skelettmuskel. Im menschlichen Organismus wurde er in Lunge, Leber, Niere, Plazenta, B-
Lymphozyten und Tonsillen nachgewiesen (Landers und Bunce, 1991).

Auch andere PCDD/PCDF, einige PCB und polyzyklische Kohlenwasserstoffe wie
Benzo[a]pyren und 3-Methylcholanthren, sowie Photooxidationsprodukte von Tryptophan
zdhlen zu den Liganden des AhR (Poellinger et al., 1992).

Der inaktive Rezeptor liegt im Zytosol der Zelle gebunden an Hsp90 und andere Proteine wie
XAP2 (hepatitis B virus X-associated protein 2) und p23 vor (Kazlauskas et al., 1999, 2000,
2001; Whitelaw et al., 1995; Heid et al., 2000). Nach Ligandenbindung kommt es zum
abdissoziieren der Hilfsproteine und zur Translokation in den Zellkern. Das nukledre Protein
ARNT (Ah receptor nuclear translocator) dimerisiert mit dem Ligand-AhR-Komplex zu
einem DNA-bindenden Transkriptionsfaktor (Abb. 1.7).
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Nukleus

XRE| Gen |

!

Expression von Genen
der AhR-Genbatterie

Zytoplasma

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der AhR-vermittelten Genexpression durch Induktion mit AhR-
Liganden. Der zytosolische Rezeptor ist im inaktiven Zustand an Hilfsproteine gebunden, die nach Bindung
eines Liganden an den Rezeptor abdissoziieren. Nach Translokation von Ligand-AhR-Komplex in den Zellkern
dimerisiert ARNT mit dem Komplex zu einem DNA-bindenden Transkriptionsfaktor und bindet an
regulatorische Sequenzen.

Der heterodimere Transkriptionsfaktor bindet an regulatorische DNA-Sequenzen, die als
xenobiotic responsive elements (XREs), dioxin responsive elements (DREs) oder AhR
responsive elements (AhREs) bezeichnet werden (Whitlock, 1999). Aus der Interaktion mit
DREs resultiert eine Regulation der Transkription von Genen, die als AhR-Genbatterie
zusammengefasst werden. Zur AhR-Genbatterie der Maus gehdren CYP1A1, CYP1A2 und
CYPIBI, des weiteren findet man Glutathion-S-Transferase A1 (GSTA1), Aldehyd-3-
Dehydrogenase (ALDH-3A1), NAD(P)H:Quinone Oxidoreduktase 1 (NQOI1) und UDP-
Glucuronosyltransferase 1A6 (UGT1AG6), die liber den AhR reguliert werden (Nebert et al.,
1993; Rowlands und Gustafsson, 1997).

Neben AhR-vermittelten Wirkungen werden auch AhR-unabhingige TCDD-Effekte
diskutiert. Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen von Proteinen spielen eine
wichtige Rolle in der Zellzyklusregulation. TCDD ist in der Lage, in Méiusen die
Tyrosylphosphorylierung von CDKs zu erhéhen. Verbunden mit der erhohten
Phosphorylierung war eine verstirkte Expression der CDKs p34°“ und p33°“, die
Bedeutung des AhR ist hier noch unklar (Ma und Babish, 1993).
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Es ist auch bekannt, dass der AhR mit dem fiir die Regulation des Zellzyklus wichtigen pRB
direkt interagieren kann, ARNT ist fiir diese Interaktion nicht notwendig (Ge und Elferink,
1998; Puga et al., 2000a).

Die Tyrosinkinase c-src wurde von Enan und Matsumura (1996) als integraler Bestandteil des
AhR-Komplexes nachgewiesen. C-src ist ein Protoonkogen, das fiir eine Kinase kodiert, die
Phosphorylierungen von Membranproteinen steuert. Es ist mit dem retroviralen v-src
Onkogen aus dem Rous-Sarkoma-Virus verwandt.

TCDD kann c-src AhR-abhingig zur Zellmembran translozieren, ARNT ist hierfiir nicht
notwendig (Blankenship und Matsumura, 1997; Koehle et al., 1999).

Worner und Schrenk (1998) konnten zeigen, dass TCDD in priméren Rattenhepatozyten zur
AhR-abhingigen Phosphorylierung von p53 fiihrt, eine mdgliche Beteiligung der src-Kinase
ist hier nicht auszuschlieBen.

In Hepatomzellen der Maus fiihrt die Behandlung mit TCDD zu einem Anstieg der Calcium-
Konzentration im Zytosol und zu einer AhR-abhingigen Induktion der Cyclooxygenase 2
(COX 2), die fiir die Bildung von Prostaglandinen, schmerzauslésenden Mediatoren,
verantwortlich ist (Puga et al., 1997).

Ein von Vogel et al. (2000) postulierter Mechanismus der COX-2-Induktion durch TCDD ist
der Signalweg {iiber c-src. Fiir die tumorpromovierende Wirkung von TCDD ist dies
moglicherweise von groer Bedeutung, denn man findet sowohl in transformierten Zellinien
(Miiller-Decker et al., 1995; Subbaramaiah et al., 1996) als auch in menschlichem
Tumorgewebe (Sano et al., 1995) eine erhdhte Expression der COX-2.

In Maus-Hepatomzellen wird durch TCDD die Expression der Protoonkogene c-jun und c-fos
induziert, die DNA-bindende Aktivitdt des daraus entstehenden Transkriptionsfaktors AP-1
(activator protein-1) wird erhoht (Puga et al., 1992). Hoffer et al. (1996) konnten zeigen, dass
durch TCDD die Expression von c-jun AhR-abhéngig induziert wird, c-fos kann sowohl auf
AhR-vermittelten Wege als auch unabhidngig vom Rezeptor induziert werden. Beide
Transkriptionsfaktoren sind in der Lage Zellwachstum zu vermitteln.

Park et al. (1996) konnten in einer murinen Hepatomzellinie zeigen, dass die Induktion von
CYP1A1 durch TCDD mit einem oxidativen DNA-Schaden, der Basenmodifikation 7,8-

Dihydro-8-o0x0-2’-deoxyguanosin (8-0x0-dG), verbunden ist.
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Puga et al. (2000b) liefern in ihren Untersuchungen Hinweise auf ein mogliches Auftreten
von AhR-Komplex- und CYP1A1-abhidngigen oxidativen Signalen nach der Behandlung von
Zellen mit TCDD, da eine gesteigerte Aktivierung der fiir oxidativen Stress relevanten
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB (nuclear factor-kB) gefunden wurde, die man durch
Zugabe von CYP-Inhibitoren und Antioxidantien verhindern konnte.

Untersuchungen zur Erhohung der Apoptoseinzidenz in Primérhepatozyten der Ratte nach
TCDD-Behandlung lassen auf eine mdgliche Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies im
katalytischen Zyklus von CYP in der Induktion der Apoptose schlieBen, da die TCDD-
induzierte Apoptose durch gleichzeitige Gabe des CYP-Inhibitors 8-Methoxypsoralen und das
Antioxidans N-Acetylcystein hemmbar war (Kunz, 2001).

Die antidstrogene Wirkung von TCDD konnte auf eine direkte Wechselwirkung des
aktivierten AhR mit dem Ostrogenrezeptor zuriickgefiihrt werden (Buchanan et al., 2002;
Ohtake ef al., 2003).

Wyde et al. (2001) konnten zeigen, daB das Auftreten von 8-oxo-dG-Addukten nach
chronischer TCDD-Verabreichung nur in weiblichen Ratten auftrat und abhingig vom

Ostrogenmetabolismus war.

1.3.3 Polychlorierte Biphenyle (PCBs)

1.3.3.1 Struktur, Eigenschaften und Belastungspfade

Die Gruppe der polychlorierten Biphenyle umfasst 209 Kongenere, die aus einem
Biphenylgeriist bestehen, welches an maximal 10 Positionen chlorierbar ist. Durch
Einfiihrung einer fortlaufenden Numerierung der einzelnen Kongenere nach Anzahl der
Chloratome und deren Position konnte die Nomenklatur der PCBs stark vereinfacht werden

(Ballschmiter und Zell, 1980; s. Anhang 8.2, [IUPAC-Nomenklatur).

Cly, s & 6 5 Cly

Abb. 1.8: Allgemeine Strukturformel der PCBs
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PCBs zeichnen sich durch ihre hohe chemische und thermische Stabilitdt aus, sowie durch
hohe Viskositit und einen hohen Flammpunkt. Sie sind auBerdem sehr lipophil und besitzen
eine geringe Fliichtigkeit. Die Lipophilie der PCBs nimmt mit steigendem Chlorierungsgrad
Zu.

Eine breite Anwendung fanden technische PCB-Gemische als Hydraulikfliissigkeit,
Wirmetauscher und Transformatorendl (geschlossene Systeme), sowie als Schmierdle,
Flammschutzmittel und Weichmacher fiir Kunststoffe (offene Systeme). Sie wurden auch als
Zusatzstoffe bei Druckfarben, Lacken und Klebstoffen eingesetzt (IARC, 1978).
Verbrennungsprozesse in Anwesenheit von Chlor tragen wesentlich zum Eintrag von PCBs in
die Umwelt bei. Relevant fiir die Belastung des Menschen ist aber weniger die Aussenluft,
sondern eine starke Belastung von Innenrdumen und die Anreicherung von PCBs in tierischen

Nahrungsmitteln durch ihre hohe Persistenz und Lipophilie.

Der erwachsene Organismus nimmt tiglich durchschnittlich 0,2 pg/kg Korpergewicht an
PCBs mit der Nahrung auf, was unterhalb des TDI von 1 pg/kg Korpergewicht liegt.
Sauglinge sind durch Belastung der Muttermilch hoheren Konzentrationen an PCBs
ausgesetzt. Wie im Falle von TCDD ist aber auch hier ein Riickgang der Belastung zu
verzeichnen (Fiirst et al., 1992; Patandin, 1998).

Die Akkumulation der PCBs erfolgt hauptsidchlich im Fettgewebe, aber auch in der Leber und
im Zentralnervensystem. Die mittlere Halbwertszeit aller PCBs liegt bei ca. 7 Jahren
(Yakushiji et al., 1984).

Nach Bekanntwerden der ubiquitdren Verbreitung und einer moglichen toxikologischen
Relevanz der PCBs wurde zunichst deren Verwendung in offenen Systemen untersagt (1978).
In Deutschland wurde 1983 die gesamte PCB-Produktion eingestellt, seit 1989 verbietet eine
Verordnung die Herstellung PCB-belasteter Materialien sowie deren Verbreitung (Schrenk,
1994).

Die Analytik von Probenmaterial beschrankt sich meist nur auf sechs ausgewéhlte Kongenere,
sogenannte Leitkongenere oder Indikatorkongenere, die den Hauptanteil der PCBs
ausmachen. Hierzu gehoren die Kongenere PCB 28, 52, 101, 138, 153 und 180.

Zur Risikobewertung von Kongeneren mit ,dioxinartiger’ Wirkung bzw. deren Gemische, d.
h. Kongenere mit einer Affinitdt zum AhR, wird das TEQ-Konzept herangezogen (Kannan e?
al, 1988). TEF-Werte fiir einzelne PCBs wurden von der WHO festgesetzt (van den Berg et
al., 1998, s. Anhang 8.1).
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Fiir PCB-Gemische gilt unter Annahme der Additivitét:

TEQ = X (Konzentration x TEF)

1.3.3.2 Toxizitat

Untersuchungen zur toxischen Wirkung dieser Substanzklasse beim Menschen beruhen auf
Unfillen in Japan (1968) und Taiwan (1979), die als ,Yusho’ bzw. ,Yu-Cheng’ bekannt
wurden (ReisOlkrankheit). Durch einen Wairmetauscherdefekt kam es bei der
Reisélproduktion zur Verunreinigung des Ols mit PCBs und PCDFs.

Als ersteVergiftungserscheinung zeigten sich Hautverdnderungen in Form von Chlorakne und
eine Hyperpigmentierung (IARC, 1997; Kuratsune et al., 1987). Eine Vielzahl anderer
Symptome wie Atemwegsstorungen, Schwellungen der Augenlider, Sehstérungen,
Schwichegefiihl, Taubheit in Extremititen, Kopfschmerz und Erbrechen traten bei den
meisten Personen in Erscheinung (Safe, 1992). Des weiteren war das Immunsystem
beeintrachtigt und einige leberspezifischen Enzyme waren im Serum erhoht.

Kinder, deren Miitter wéihrend der Schwangerschaft exponiert waren, zeigten ebenfalls
Hyperpigmentierung, eine Hyperplasie des Zahnfleisches, friihzeitigen Zahndurchbruch,
gestorte Knochenverkalkung und ein signifikant verringertes Geburtsgewicht (fetales PCB-
Syndrom). Auffillig war hier auch ein signifikant gestortes Lernverhalten von Kindern
(Rylander et al., 1995; Jacobson und Jacobson, 1997).

Bei ménnlichen Yusho- und Yu Cheng-Patienten zeigte sich eine erhohte Krebsmortalitit,
betroffen waren hauptsdchlich Leber, Magen und Lunge. Andere Studien an PCB-exponierten
Arbeitern beobachten dhnliche Vergiftungssymptome und eine Zunahme der Sterblichkeit an
Leberkrebs (Brown, 1987).

Die Datenlage ist jedoch zum Teil auch sehr widerspriichlich und zeigt allgemein das
Problem, dass Effekte aufgrund der Mischexposition nicht eindeutig den PCBs zugeordnet

werden konnen.

Tierexperimentelle Studien mit PCB-Gemischen zeigten bei Ratten vergleichbare
Vergiftungssymptome wie Haarausfall, R6tung der Haut mit Hyperkeratose und subkutane
Odeme. Das Lebergewicht der Tiere war dosisabhiingig erhoht, es zeigte sich eine

Adenofibrose der Leber und Cholangiofibrose der Gallenginge.
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Die Behandlung von Rhesusaffen mit technischen PCB-Gemischen zeigte &hnliche
Wirkungen auf die Haut, u. a. auch akneiforme Verdnderungen sowie Hypertrophien des
Gallengang- und Gallenblasenepithels, nekrotisches Lebergewebe und vergroferte
Hepatozyten (Ahlborg et al., 1992). Nachkommen von Rhesusaffen, die wéhrend der
Schwangerschaft exponiert waren, zeigten Verhaltensauffilligkeiten und Lernstérungen
(Bowman et al., 1981; Levin et al., 1988). Auch Stérungen des Immunsystems traten bei
Affen auf (Tryphonas et al., 1991).

Ahnlich wie bei TCDD zeigten sich im Versuchstier nach Behandlung mit PCBs eine
Beeinflussung der Reproduktion (Sager 1983; Sager und Girard, 1994) und ein verringerter
Spiegel an Schilddriisenhormonen (Morse et al., 1992).

Am haufigsten wurden in Méusen und Ratten nach Verabreichung von PCBs Tumoren der
Leber beobachtet, aber auch des Magens und der Lunge (Norback und Weltman, 1985;
Silberhorn et al., 1990).

Technische PCB-Gemische haben sich in der Rattenleber als potente Tumorpromotoren
gezeigt (Preston et al., 1981; Oesterle und Deml, 1984). Eine tumorpromovierende Wirkung
in der Rattenleber konnte auch fiir einzelne ,dioxinartige’ und ,nicht-dioxinartige’ Kongenere
bestdtigt werden. Die ,dioxinartigen” Kongenere PCB 77 (Buchmann ef al., 1986, 1991), PCB
105 (Hemming et al., 1993) und PCB 126 (Hemming et al., 1993) zeigen ein promovierendes
Wachstum von prianeoplastischen Zellen. Von den ,nicht-dioxinartigen’ Kongeneren haben
sich bisher PCB 47 (Oesterle und Deml, 1981), PCB 49 (Buchmann et al., 1991), PCB 52
(Preston et al., 1985) und PCB 153 (Hemming et al., 1993) als tumorpromovierend in der
Rattenleber gezeigt.

In Rattenhepatozyten in Primdrkultur wurde der EinfluB verschiedener Kongenere auf die
UV-Licht-induzierte Apoptose untersucht. Fiir die Kongenere PCB 28, 101, 138, 183 und 187
konnte in vitro eine Hemmung der Apoptose nachgewiesen werden (Bohnenberger et al.,
2001; Bohnenberger, 2003).

Eine Hemmung der Apoptose nach Induktion mit UV-Licht konnte auch fiir die
,dioxinartigen’ Kongenere 81, 126 und 169 in primdren Hepatozyten der Ratte gezeigt
werden (Zeiger, 2001). Bei alleiniger Behandlung mit den Kongeneren 81 und 126 war ein

Anstieg in der basalen Apoptoseinzidenz zu verzeichnen.
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1.3.3.3 Mechanismen toxischer Wirkungen

Eine Einteilung der PCBs in ,dioxinartige’ und ,nicht-dioxinartige’ PCBs erfolgt aufgrund
einer AhR-abhéngigen bzw. —unabhingigen Induktion verschiedener CYP-Isoenzyme in der
Rattenleber.

Kongenere mit Chlorsubstituenten in beiden para-Positionen sowie mindestens zwei
Chlorsubstituenten in meta-Position induzieren wie TCDD CYP1A-Isoenzyme (Goldstein et
al., 1977; Poland und Glover, 1977). Zu diesen non-ortho-substituierten Kongeneren gehoren
PCB 77, 81, 126 und 169, die eine anndhernd planare Struktur annehmen kénnen und
toxische Wirkungen wie Chlorakne, Gewichtsverlust, Thymusatropie, Immunsuppression und
Hepatotoxizitdt mit TCDD gemeinsam haben (Safe, 1992, 1994; Peterson ef al., 1995).
Mono-ortho-substituierte Kongenere, wie z. B. PCB 105, 118 und 156, sowie einige di-ortho-
substituierte Kongenere, wie z. B. PCB 170 und 180, zeigen eine Affinitit zum AhR und
induzieren CYP1A-Isoenzyme. Da sie aber auch CYP2B-Isoenzyme induzieren, bezeichnet
man sie als ,Gemischttyp-Induktoren’ (mixed type inducer).

Besitzen Kongenere mindestens zwei Chlorsubstituenten in ortho-Position induzieren sie
CYP2B- und CYP3A-Isoenzyme, was sie mit dem strukturell nicht ndher verwandten
Phenobarbital gemeinsam haben (Parkinson et al., 1983; Safe, 1994; Connor et al., 1995;
Ikegwuonu et al., 1996). Vertreter dieser Gruppe sind die Kongenere PCB 52, 99 und 153. Sie
zeigen neurotoxische Wirkungen und endokrine Effekte (Safe, 1994; Giesy und Kannan,

1998; Fischer et al., 1998).

Die Metabolisierung von PCBs fiihrt im ersten Schritt zu hydroxilierten Metaboliten,
iiberwiegend in para- und meta-Position. Fiir diesen Schritt sind die induzierten CYP1A- und
2B-Isoenzyme verantwortlich (Kaminsky et al., 1981; Borlakoglu und Wilkins, 1993).

Ein kritischer Punkt ist hier die Bildung von reaktiven Intermediaten, den Arenoxiden, die
elektrophile Eigenschaften besitzen und mit Makromolekiilen reagieren koénnen. Die
Detoxifizierung von Arenoxiden kann durch spontane Umlagerung erfolgen, aber auch iiber
enzymatische Reaktionen, wie der Bildung von Dihydrodiolen durch die Epoxidhydrolase
oder Bildung von Glutathionkonjugaten.

Hydroxylierte Metabolite zeigen einen Einfluss auf den Stoffwechsel der Schilddriise (Lans et
al., 1993; Schuur et al., 1998a, 1998b), sowie Ostrogene Effekte durch Interaktion mit
Ostrogenrezeptoren und Inhibierung der Ostrogen-Sulfotransferase (Kester et al., 2000;

Matthews und Zacharewski, 2000).
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Die Bildung von elektrophilen Semichinonen und Chinonen aus dihydroxylierten Metaboliten
kann zur Adduktbildung mit Makromolekiilen fithren (Bolton et al., 2000).

Eine Gruppe sehr persistenter PCB-Metabolite bilden die Methylsulfone, die in mehreren
Reaktionsschritten  aus  Glutathion-Konjugaten  entstehen.  Methylsulfonmetabolite
beeinflussen die Schilddriisenfunktion, die Reproduktion und zeigen tumorpromovierende

Eigenschaften (Letcher et al., 2000).

Die neurotoxische Wirkung von PCBs wird Kongeneren zugeordnet, die Chlorsubstitutionen
in ortho-Positionen besitzen. Kongenere mit einer anndhernd planaren Struktur scheinen diese
Wirkung nicht zu zeigen.

Bei  Affen konnte in  bestimmten  Gehirnregionen eine  Abnahme  der
Catecholaminkonzentration nach Behandlung mit ortho-substituierten PCB-Kongeneren
gezeigt werden. Den gleichen Effekt konnte man auch in einem neuronalen Zelltyp der Ratte
(PC12-Zellen) nachweisen (Seegal ef al., 1990; Shain et al., 1991).

Kodavanti et al. (1993, 1995) fiihrten die Wirkung der ortho-substituierten PCBs auf eine

Storung der zelluldren Ca’’-Hombostase und eine veridnderte Aktivitit der PKC zuriick.

Der Konzentrationsgradient an Calcium-Ionen zwischen dem extrazellulédren Bereich und dem
Innern der Zelle ermdglicht eine Regulation zelluldrer Funktionen durch Ca" als sekundiren
Botenstoff. Im Innern der Zelle findet man eine Konzentration an Ca®" die im nano- bis
mikromolaren Bereich liegt, die extrazellulire Ca*"-Konzentration kann mehrere mM
betragen (Carafoli, 1995; Tsien und Tsien, 1990). Dieser Konzentrationsgradient wird
aufrechterhalten durch Pumpen, die Ca®" in den extrazelluliren Raum befordern, durch
intrazellulire Ca*'-bindende Proteine und durch Speicherung in intrazelluliren
Kompartimenten, wie dem Endoplasmatischen/Sarkoplasmatischen Retikulum (ER/SR) und
den Mitochondrien.

Die Freisetzung von Ca’" aus dem ER erfolgt iiber Rezeptor-assoziierte Ca’"-Kanile, dem
Inositol-1,4,5-Triphosphat-sensitiven Rezeptor (IPsR) oder iiber den Ryanodin-sensitiven
Rezeptor (RyR). Der Einstrom von Ca”" aus dem extrazelluliren Raum kann je nach Zelltyp
tiber verschiedene Kanile erfolgen. Man findet hier spannungsaktivierte und
mechanosensitive Ca’’-Kanile, sowie ligandenaktivierte Rezeptoren, die mit Kanilen
assoziiert sind (Clapham, 1995). Eine Ubersicht iiber die Regulation der Ca*"-Homdostase der

Zelle zeigt Abb. 1.9.
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Eine unphysiologische Erhohung der intrazelluliren Ca®’-Konzentration kann zum

apoptotischen oder nekrotischen Zelltod fiihren.

PM
ER

Mito
PMCA
SERCA
vVOCC
MOCC
RACC
1P;R
RyR
PTP
(0] 4

Plasmamembran
Endoplasmatisches Reticulum
Mitochondrium
Plasmamembran Ca**-ATPase
smooth ER Ca**-ATPase
voltage operated Ca*" channel
mechanically operated Ca®>* channel
receptor activated Ca** channel
Inositol-Triphosphat Rezeptor
Ryanodin Rezeptor
permeability transition pore
Uniporter

Abb. 1.9: Schematische Ubersicht iiber die Ca’>’-Homéostase der Zelle

Es konnte gezeigt werden, dass die Beeinflussung der Ca®"-Homéostase in neuronalen Zellen

iiber eine Entleerung des intrazelluldren Ca®’-Speichers ER erfolgt. Verantwortlich fiir den

Ca”"-Anstieg sind RyR-assoziierte Ca*"-Kanile (Wong und Pessah, 1996; Schantz et al, 1997;

Wong et al., 1997a, 1997b; Wong und Pessah, 1997).

PCB 95 und 136 haben von allen untersuchten Kongeneren die gro3ten Effekte gezeigt. Sehr

grofBe Wirkung zeigen auch die Kongenere 18, 52 und 187, wohingegen PCB 41, 101 und 110

weniger wirksam waren (Pessah und Wong, 2001). Allgemein ldsst sich sagen, dass die

Kongenere zur Beeinflussung von RyR-assoziierten Ca®’-Kanilen Chlorsubstitutionen in

mindestens zwei ortho-Positionen und Substitutionen in meta-Postition besitzen miissen.
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2 Ziel der Arbeit

Ein dem TEQ-Wert fiir ,dioxinartige’ PCB-Kongenere vergleichbares Konzept liegt zur
Risikobewertung der ,nicht-dioxinartigen’ PCB-Kongenere nicht vor. Die Datenlage dieser

Stoffe ist hier noch unzureichend.

Im Rahmen dieser hier vorliegenden Arbeit sollte die Beeinflussung der Calcium-Homdostase
durch das ,nicht-dioxinartige’ PCB 153 in primdren Hepatozyten untersucht werden. In einem
Vorversuch wurde zunéchst das ,dioxinartige’ Kongener PCB 126 mit PCB 153 hinsichtlich
einer moglichen direkten Wirkung auf zellulire Membranen untersucht. Eine mikrosomale
Membranfraktion der Rattenleber wurde hierzu mit paramagnetischen Gruppen versehen und
diese Membranen nach Behandlung mit den PCB-Kongeneren mit Hilfe der Elektronen Spin
Resonanz untersucht. AnschlieBend sollte die Beeinflussung der Calcium-Homdoostase in
Hepatozyten nach Behandlung mit PCB 153 durch mikrofluorimetrische Bestimmung der
intrazelluliren Ca*"-Konzentration iiberpriift werden. Der Nachweis erfolgte durch die

Beladung der Zellen mit dem Ca’"-sensitiven Farbstoff Fura-2.

Zur Aufklarung der Apoptose-hemmenden Wirkung von PCB 153 sollte der PI3K/PKB-
Signalweg untersucht werden. Mit Hilfe der Western Blot Analyse wurde die
Phosphorylierung des proapoptotischen Proteins Bad an Serin 136 und die Menge an

Gesamtprotein unter verschiedenen Kulturbedingungen erfasst.

In Anlehnung an ein Protokoll von Nicholson et al. (1995) sollte als biochemischer Nachweis
der Apoptose ein Caspase-3-Assay etabliert werden und eine geeignete Substanz zur
Induktion der Apoptose gefunden werden. Hierzu wurden Hepatozyten mit den
Topoisomeraseinhibitoren Etoposid und Camptothecin sowie mit der Nitrosoverbindung N-
Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin ~ (MNNG) behandelt. Die Methode sollte zur
Charakterisierung des Einflusses von ,nicht-dioxinartigen’ und ,dioxinartigen’ PCBs und den
Referenzverbindungen Phenobarbital und TCDD auf die Apoptose in primidren Hepatozyten
herangezogen werden. Mit der Freisetzung von Cytochrom c sollte ein zweiter biochemischer
Apoptosenachweis mittels Western Blot etabliert werden und die Apoptose-hemmende

Wirkung der oben genannten Tumorpromotoren untersucht werden.
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Im darauffolgenden Teil dieser Arbeit sollte die tumorpromovierende Wirkung der ,nicht-
dioxinartigen’ PCB-Kongenere 28 und 101 in einer Initiations-Promotions-Studie in
weiblichen Wistar-Ratten analysiert werden. Zur Initiation préneoplastischer Herde in der
Rattenleber wurden die Tiere mit Diethylnitrosamin behandelt. Die nachfolgende Behandlung
mit PCB 28 und 101 erfolgte in zwei unterschiedlich hohen Dosen iiber einen Zeitraum von
acht bzw. sechzehn Wochen.

Nach Homogenisierung von Lebergewebe und Extraktion der PCBs sollte der Gehalt der
unterschiedlichen Kongenere in der Leber bestimmt werden. Der Nachweis praneoplastischer
Foci sollte immunhistochemisch durch eine verringerte ATPase-Aktivitdt und eine gesteigerte
Expression der GSTP erfolgen. Die Anzahl der Foci pro cm’® Leber sollte mit zwei
unterschiedlichen stereologischen Berechnungsmethoden (nach Fullman und Saltykov) sowie
das Focusvolumen, bezogen auf das Lebervolumen, quantifiziert werden. Durch den Einbau
von Bromdeoxyuridin in die DNA sollte die Zahl proliferierender Zellen in GSTP-positiven
Foci iiberpriift werden. Zusitzlich sollte die Induktion von CYP-Isoenzymen durch Erfassung
der CYP1A-korrelierten 7-Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) —Aktivitdt und der CYP2B-
korrelierten 7-Pentoxyresorufin O-depentylase (PROD) —Aktivitdt nach einer Methode von

Kennedy und Jones (1994) im Leberhomogenat analysiert werden.
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3.1 Chemikalien

Tabelle 3.1:

3 Material und Methoden

Auflistung der verwendeten Chemikalien

N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-AFC (Ac-DEVD-AFC)
N-Acetyl-Aps-Glu-Val-Asp-aldehyd (Ac-DEVD-CHO)
Acrylamid-Bisacrylamid (30:0,8) Rotiphorese Gel
Adenosin 5’-Triphosphat (ATP)

Amidoschwarz

7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin (AFC)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Biomol, Hamburg

Biomol, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim und Roche, Mannheim
AppliChem, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Ammoniumsulfid Merck, Darmstadt

Aprotinin AppliChem, Darmstadt

anti-Bad Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
anti-Bad P136 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Bleinitrat Serva, Heidelberg

Bovines Serum Albumin Fraktion V (BSA)
5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU)

Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

anti-BrdU DAKO, Carpinteria, USA
Bromphenolblau Sigma, Steinheim
n-Butanol Merck, Darmstadt
Calciumchlorid Merck, Darmstadt
Camptothecin Sigma, Steinheim
Caspase-3 Sigma, Steinheim
Chloroform Merck, Darmstadt

Cholamidopropyldimethylammoniopropansulfonat (CHAPS)
Coomassie Brilliant Blue

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Cyclohexan Promochem, Wesel
Cyclopiazonséure Sigma, Steinheim
anti-Cytochrom ¢ (Klon 7H8.2C12) Pharmingen, BD, Heidelberg
Dexamethason Sigma, Steinheim

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB)

Diaminophenylindol (DAPI)

Dichlormethan

Digitonin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

5-Doxyl-Stearinsdure

16-Doxyl-Stearinsdure

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)/
Ham’s F12 (1 g/l D-Glukose)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1 g/l D-Glukose)
Trockenmedium

DAKO, Carpinteria, USA
Sigma, Steinheim
Promochem, Wesel
Sigma, Steinheim

Fluka, Neu-Ulm
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

PAA, Colbe

Sigma, Steinheim

Entellan

Epidermal Growth Factor (EGF)

Essigsdure

Ethanol

Ethanolamin

7-Ethoxyresorufin

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)

Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-tetraessigsaure
(EGTA)

Etoposid

Merck, Darmstadt

Calbiochem, La Jolla, Kalifornien, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Fluorescamin

AppliChem, Darmstadt
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Fotales Kélberserum (FKS)
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz

PAA, Colbe
Sigma, Steinheim

Fura-2 Molecular Probes Europe, Leiden,
Niederlande

Gentamycinsulfat PAA, Colbe

D-Glukose Merck, Darmstadt

Glutaraldehyd Roth, Karlsruhe

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin Roth, Karlsruhe

anti-goat-IgG (HRP) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

anti-GSTP Biogenex

Heparin Serva, Heidelberg

Hydroxyethylpiperazinethansulfonsdure (HEPES)

Roth, Karlsruhe

Ilfospeed Papierentwickler
Immunglobulin G (IgG) rabbit
Insulin

Isopropanol

ITSATS"

Ilford, Paramus, USA

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Sigma, Steinheim

Riedel-deHaen, Seelze

Becton Dickinson, Heidelberg

Kaisers Glyceringelatine
Kaleidoscope Polypeptide Standards
Kaleidoscope Prestained Standards
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumdihydrogensulfat
Kaliumhydrogenphosphat

Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Kupfersulfat Merck, Darmstadt
Leupeptin AppliChem, Darmstadt
Linolséure Sigma, Steinheim
Magermilchpulver Spinnrad
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt
Maiskeimol Mazola

Maleinsdure Merck, Darmstadt
D-Mannitol Applichem, Darmstadt
2-Mercaptoethanol Sigma, Steinheim
Methanol Merck, Darmstadt

N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG)
anti-mouse-IgG (HRP)

Fluka, Neu-Ulm
Sigma, Steinheim

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdesoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS) 20%
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Di-Natriumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt
Natrium-Kalium-Tartrat Sigma, Steinheim
Natriumorthovanadat Sigma, Steinheim
Natriumselenit Sigma, Steinheim
Nikotinamidadenindinukleotidphoshat reduziert AppliChem, Darmstadt
(NADPH)

Nonidet-P40 AppliChem, Darmstadt
Paraformaldehyd Sigma, Steinheim
Penicillin/Streptomycin PAA, Colbe
Pentobarbital Sigma, Steinheim
7-Pentoxyresorufin Sigma, Steinheim
Pepstatin AppliChem, Darmstadt
Phenobarbital Sigma, Steinheim

Phenylmethylsulfonylfluorid
Pluronic-F127

Polychlorierte Biphenyle (PCB)

AppliChem, Darmstadt

Molecular Probes Europe, Leiden,
Niederlande

Promochem, Wesel & L. Robertson,
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Protein A/G Agarose

Universitdt lowa, lowa City, USA
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

anti-rabbit-I1gG (B-Gal)
Rapid fixer Fixierer

American Qualex
Ilford, Paramus, USA

Resorufin Sigma, Steinheim
Saccharose AppliChem, Darmstadt
Salzsdure Merck, Darmstadt

Sulforhodamin 101

Sigma, Steinheim

2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Transferrin

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

Triton X-100
Trypanblau
TWEEN 20

Okometric, Bayreuth
Sigma, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Waymouth MD 705/1 Trockenmedium

Western Lightning Reagents

Williams Medium E Trockenmedium

Sigma, Steinheim
Perkin Elmer, Rodgau
AppliChem, Darmstadt

Xylol Fluka, Neu-Ulm
3.2 Geriite und Materialien
Tabelle 3.2:
Auflistung der verwendeten Geriite und Materialien
Autoklav Varioklav Typ 500 H+P Labortechnik, Miinchen
Brutschrank Heraeus BB 6220 CU Heraeus, Hanau

Calcium-Messung

Fluoreszenzmikroskop
Xenon-Bogenlampe
Objektiv 20x UV-géngig

Nikon, Japan
Osram
Nikon, Japan

Filterblock Nikon, Japan
SIT-Kamera Hamamatsu Photonics, Herrsching
Elektrophorese/Proteintransfer | Mini Protean II/111 BioRad, Miinchen

BioRad Power Pac 300

Electrophoresis Power Supply ST 606 T

Fast Blot B34
Biometra Power Pack P 25
Semi-dry Blotting Hoeffer TE 77

BioRad, Miinchen

Gibco BRL, Heidelberg
Biometra, Gottingen
Biometra, Gottingen
Amersham Biosciences, San
Francisco, USA

ESR Elexsys E580 Bruker
Filmmaterial Hyperfilm MP Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK
Fotokassette Kodak X-Omatic Kodak, Stuttgart
Gefrierschrank Biofreezer MDF-U6086S Sanyo
Gewebehomogenisation Homogenisator Heidolph
Heizblock Multi-Block-Heater LabLine American Instruments Exchange,
Haverhill, USA
Kulturschalen Gewebekulturschalen 35 x mm Greiner Bio-One, Frickenhausen
Gewebekulturschalen 60 x 15 mm Greiner Bio-One, Frickenhausen
Gewebekulturschalen 94 x 16 mm Greiner Bio-One, Frickenhausen
96-Well-Mikroplatten Greiner Bio-One, Frickenhausen
Quadripermschalen Neolab, Heidelberg
Mikroskopie Lichtmikroskop Eschenbach
Phasenkontrastmikroskop DM IRB Leica, Wetzlar
Fluoreszenzmikroskop Axioskop Zeiss, Jena

Objekttrager 76 x 26 mm
Deckgldschen 24 x 60 mm
Deckgldschen 15 mm

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

PCB-Analytik

6890N Network GC/5973N MSD

Agilent
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Probengldschen 50 ml, 20 ml,10 ml, VWR, Darmstadt
1 ml mit Mikroeinsatz
Bordelkappen VWR, Darmstadt
Mikrolitersprizen Hamilton VWR, Darmstadt
Einwegriihrspatel Roth, Karlsruhe
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Einmalpipetten steril 5 ml, 10 ml, 25 ml | Roth, Karlsruhe
PH-Meter P 300 pH-Meter Beckman, Miinchen
Photometer Spektralphotometer Uvikon 930 Kontron Instruments,
Mailand, Italien
Plattenreader Fluoroscan Ascent FL Labsystems
Rattenleberperfusion Brauniilen Vasocan 14G B. Braun, Melsungen
Brauniilen Vasocan 18G B. Braun, Melsungen
Einmal-Injektionskaniilen Sterican 26G | B. Braun, Melsungen
0,45 x 12 mm
Einmal-Injektionsspritzen B. Braun, Melsungen
Omnifix-F 1 ml
Gewebebénder Tesa Beiersdorf AG, Hamburg
Luftblasenfalle
Préparierbesteck
Prépariertisch
Schlauchpumpe BVP Ismatec, Glattsbrugg-Ziirich,
Schweiz
Seidentuch
Silikonschlduche
Thermostat T MA 6 Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co.
KG, Lauda, Kénigshofen
Reaktionsgefafie PP-Rohrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
Reaktionsgefilie 1,5 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
IST-Reaktionsgefdle 2,0 ml Beckman, Miinchen
Sterilbank UVF 6.12 S BDK, Sonnenbiihl-Genkingen
Sterilfilter Rotilabo Spritzenfilter 0,22 pm Roth, Karlsruhe
Rotilabo Spritzenfilter 0,45 pm Roth, Karlsruhe
Sartolab-P20 plus Sterilfilter Sartorius
Transfermembran/Filterpapier | Immobilon-P Millipore

Whatman Paper 3 MM

Roth, Karlsruhe

Ultraschallsonde Labsonic 2000 Braun, Reutlingen

Vortex Vortex Reax 2000 Heidolph, Frankfurt

Waagen Grobwaage Precision Standards OHAUS
Feinwaage Sartorius

Wasserbad GFL 1083 Gesellschaft fiir Labortechnik,
GFL 1003 Burgwedel

Zahlkammer Fuchs-Rosenthal Brand, Wertheim

Zentrifugen Beckman GS-6R Beckman, Miinchen

Beckman Microfuge R
Sigma 1 K 15

Beckman, Miinchen
Sigma, Osterode
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3.3

Néhrmedien NIHA und NI1Hg:

Nahrmedien und Zusatze

3 Material und Methoden

Die Spezialminimalmedien fiir primére Zellkulturen NIHA und NIHp setzen sich zu gleichen

Teilen aus den Grundmedien DMEM und Waymouth MD 705/1 zusammen.

Grundmedien DMEM und Waymouth wurden wie folgt angesetzt:

Tabelle 3.3:
Herstellung der Grundmedien DMEM und Waymouth

DMEM |5 1]

Waymouth MD 705/1 [S 1]

e Trockenmedium unter stindigem Riihren
in 4,5 1 H,O bidest. 16sen

e Zugabe von 18,5 g NaHCO;

e pH Wert auf 7,4 einstellen

e auf 5 I mit H,O bidest. auffiillen

o durch Filtration sterilisieren

e Lagerung bei +4°C

e Trockenmedium unter stindigem Riihren
in 4,5 1 H,O bidest. 16sen

e Zugabe von 11,2 g NaHCO;

e pH Wert auf 7,4 einstellen

e auf 5 I mit H,O bidest. auffiillen

e durch Filtration sterilisieren

e Lagerung bei +4°C

Die Nihrmedien NIH, und NIHg enthalten als weitere Zusitze noch ITS bzw. ITS™:

Tabelle 3.4:
Zusammensetzung von ITS und ITS"

Komponenten IST IST*
Insulin 5 pg/ml 6,25 ng/ml
Transferrin 5 pg/ml 6,25 ng/ml
Selenige Séure 5 ng/ml 1,25 ng/ml
BSA - 1,25 mg/ml
Linolséure - 5,35 pg/ml

Die Zusammensetzung von NIH, und NIHp zeigt folgende Tabelle:

Die

Tabelle 3.5:
Zusammensetzung der Kulturmedien NIH, und NIHy
Komponenten Aussaatmedium NIH, Erhaltungsmedium NIHjp

[S00 ml] [S00 ml]
Waymouth Medium 705/1 250 ml 250 ml
FKS 50 ml -
HEPES (1 M, pH 7,4) 5ml Sml
Gentamycinsulfat (50 mg/ml) 500 pl 500 pl
Dexamethason (100 uM) 250 ul 250 ul
ITS 500 pl -
ITS" - 5ml
DMEM Medium ad 500 ml ad 500 ml
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Nach Fertigstellung der Grundmedien DMEM und Waymouth, sowie der Nahrmedien NIH4

und NIHg erfolgte eine Medienkontrolle {iber zwei Tage im Brutschrank. Die Petrischalen

wurden nach der Kultivierung mikroskopisch auf eventuelle mikrobielle Kontaminationen

untersucht. Die Lagerung der Medien erfolgte bei +4°C.

Nihrmedien HSM und HAM:

Das Trockenmedium William’s Medium E wurde in Losung gebracht und mit 2,2 g/l

NaHCOj; versetzt. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 konnte das Medium sterilfiltriert

werden. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Die Zusammensetzung der Spezialminimalmedien HSM und HAM zeigt Tabelle 3.6.

Tabelle 3.6:

Zusammensetzung der Kulturmedien HSM und HAM

Komponenten Aussaatmedium HSM Erhaltungsmedium HAM

[500 ml] [500 ml]
FKS 50 ml -
HEPES (1 M, pH 7,4) 5ml S ml
Gentamycinsulfat (50 mg/ml) 500 pl 500ul
Natriumselenit (100 pM) 500 pl 500pul
Dexamethason (100 uM) - 500 ul
Insulin (100 uM) 500 pl 50 ul
Ethanolamin (1 mM) - 500 pl
Transferrin (5 mg/ml) - 500 pl
Linolséure (100 mg)/BSA (10 %) - 2,5 ml
Williams Medium E ad 500 ml ad 500 ml

Néhrmedienzusitze:

Hepes-Puffer
Hepes | M pH 7,4

Natriumselenit

Stocklosung 10 mM
Na-selenit

Arbeitslosung 100 uM

23,83 g/100 ml

173 mg/100 ml
aliquotieren und bei —20°C lagern

Verdiinnung der Stocklésung 1:100
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 pm)
aliquotieren und bei —20°C lagern
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Dexamethason

Stocklosung 10 mM
Dexamethason

Arbeitslosung 100 uM

Insulin

Stocklosung 1 mM
Insulin

Arbeitslosung 100 uM

Ethanolamin

Stocklésung 1 mM
Ethanolamin

Arbeitslosung 100 uM

Transferrin
Transferrin 5 mg/ml

Linolsdure/BSA

Linolsédure

34 Losungen und Puffer

Isolierung von Hepatozyten:

Pentobarbitallosung

Pentobarbital

Heparinlosung
Heparin

3 Material und Methoden

100 mg/25,2 ml Ethanol
Lagerung bei —20°C

Verdiinnung der Stocklésung 1:100 mit H,O bidest
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 pm)
aliquotieren und bei —20°C lagern

Zusatz von 3 ml NaCl 0,9 % zu 5 ml einer Fertiglosung
der Konzentration 10 mg/ml in Hepes 25 mM (pH 8,2)
aliquotieren und bei —20°C lagern

Verdiinnung der Stocklosung 1:10 mit NaCl 0,9 %

Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 pm)
aliquotieren und bei —20°C lagern

61 mg Fertiglosung/100 ml H,O bidest

Verdiinnung der Stockldsung 1:10 mit H,O bidest
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 uM)
aliquotieren und bei —20°C lagern

100 mg/20 ml NaCl 0,9 %
Sterilfiltration mit Spritzenfilter (0,22 pM)
aliquotieren und bei —20°C lagern

100 mg/100 ml Fertiglosung BSA 10 %
Lagerung bei +4°C

33 mg/ml H,O bidest.

1000 U/ml NaCl 0,9 %
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Perfusionslosungen
Tabelle 3.7:
Zusammensetzung der Perfusionsléosungen
Perfusionmedium I Perfusionsmedium IT Waschpuffer
[51] [500 ml] [500 ml]
NaCl 31,50 g | Hepes (1 M, pH 7,4) S5ml Hepes (1 M, pH 7,4) 5ml
KClI 1,6 g | Penicillin (10000 U) / Penicillin (10000 U) /
MgSO, x 7H,0 1,35 g | Streptomycin (10 mg/ml) 5ml| Streptomycin (10 mg/ml) 5Sml
KH,PO, 0,75 g FKS 100 ml
NaHCO; 9,05¢g
Hepes 17,90 g | DMEM/Ham’s F12 (1:1) DMEM/Ham’s F12 (1:1)
Glukose 7,5g | ad 500 ml ad 500 ml
EGTA 0,19¢
H,0 bidest ad51

Die Perfusionslésung I wurde auf pH 7,4 eingestellt und sterilfiltriert. Alle Losungen wurden

bei +4°C gelagert.

Zellkultur:

HPBS pH 7,4
NaCl
KCl
NazHPO4
KH,PO,
CaC12
MgC 12
Hepes

Kollagengellosung

Kollagenstocklosung 1,65 mg/ml
Puffergemisch: NaOH + Neutralisierungspuffer

Neutralisierungspuffer pH 7,4 [100 ml]
NazHPO4

NaH,PO,

NaCl

Phenolrot

Stocklosungen zur Behandlung der Zellen
MNNG 300 mM

Etoposid 80 mM
Camptothecin 10 mM
Phenobarbital 200 mM
TCDD 10* M

PCB 153 2 mM

PCB 126 0,2 mM

ATP 5 mM
Cyclopiazonsédure 100 mM
Insulin 5 pM

EGF

137 mM
2,7 mM
6,5 mM
1,5 mM
0,9 mM
0,5 mM
10 mM

Verdiinnung 1:10 mit Puffergemisch
Mischung 1+5

164 mM

36 mM

1,5M

S mg

Sterilfitration und Lagerung bei RT

Substanz vor Wégung im Exsikkator trocknen
44,127 mg/ml DMSO

47,09 mg/ml DMSO

3,48 mg/ml DMSO

50,84 mg/ml H,O bidest

32,2 pg/ml DMSO

722 pug/ml DMSO

65,3 ng/ml DMSO

27,6 mg/10 ml H,O bidest

33,64 mg/ml DMSO

2,87 mg/100 ml HC1 10 mM

10 pg/ml Essigsdure 10 mM/BSA 0,1%
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ESR-Messungen:

Tris-Saccharose-Losung pH 7,5 [500 ml]

Tris - HCl 50 mM
Saccharose 250 mM

Kaliumchloridlosung [500 ml]
KCl 150 mM

Spinmarkierte Fettsduren

5-Doxyl-Stearinsdure 20 mM
16-Doxyl-Stearinsdure 20 mM

2+
Ca” -Messungen:

Ringer-Losung pH 7,4 [11]
NaCl
KC1
CaC12
MgCIZ
Hepes
Glukose

Pluronsdure
Pluronic F-127 20 %

Fura-2 Acetoxymethylester
Fura-2 AM 5 mM

Phosphorylierung von Bad:

Lysispuffer [500 ml]
NaCl 150 mM
Tris - HCI 10 mM
EDTA 1 mM
NP-40 0,5 %

= kurz vor Gebrauch DTT, Proteaseinhibitoren und Na;VO, zusetzen: Stocklésungen der

3 Material und Methoden

303 ¢g
42,79 g

559¢

7,7 mg/ml Ethanol
7,7 mg/ml Ethanol

8,474 g
0373 g
0,294 g
0,203 g
2383 ¢g
1,802 g

2 g/100 ml DMSO
Lagerung bei Raumtemperatur

5 mg/ml DMSO

aliquotieren und bei —20°C lagern

0,305 g
438¢g

10 ml Tris-Stocklésung 100 mM pH 7,5
50 ml EDTA-Stocklésung 10 mM pH 8,0

2,5 ml

Substanzen (100 mM, 100 pg/ml, 10 mM) werden 1:100 verdiinnt

DTT
PMSF
Aprotinin
Leupeptin
Pepstatin A
Na3VO4

1 mM
1 mM
1 pg/ml
1 pg/ml
1 pg/ml
0,1 mM
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Aktivierung von Natriumorthovanadat
Na3VO4 10 mM

Proteinbestimmung:

Lowry A (alkalisches Kupferreagenz)

Natriumcarbonat 2 %
Natrium-Kalium-Tartrat 2,7 %
Kupfersulfat 1 %

Lowry B (Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz)

H,O bidest
Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz

Western Blot Analyse:

Ldammli-Puffer
Tris 1,2 M pH 6,8/Glycerin-Mix (1:1)
SDS 10 %

2-Mercaptoethanol
Bromphenolblau 0,05 %

Tris-Puffer [je 100 ml]
Tris 0,5 M pH 6,8
Tris 1,2 M pH 6,8
Tris 1,5 M pH 8,8

Trenngel [15 %]
H,O bidest
Tris 1,5 M pH 8,8
SDS 10 %
Acrylamid/Bis 30:0,8
APS 10 % (frisch ansetzen)
TEMED

Sammelgel [10 %]
H,O bidest
Tris 0,5 M pH 6,8
SDS 10 %
Acrylamid/Bis 30:0,8
APS 10 % (frisch ansetzen)
TEMED

3 Material und Methoden

183,91 mg/100 ml H,O bidest

pH auf 10 einstellen (Gelbfarbung)

Losung kochen bis zur Farblosigkeit

Nach Abkiihlung erneut pH 10 einstellen
Wiederholung der Schritte bis Losung bei pH 10
farblos bleibt

aliquotieren und bei —20°C lagern

50 ml
500 pl
500 pl

2,5ml
2,5 ml

200 pl
200 pl
20 ul
40 ul

6,lg
145¢
182 ¢

3550 ul
3750 ul
150 pl
7500 pl
50 ul
Sul

3970 ul
2500 pl
100 pl
3330 ul
100 pl
Sul
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PAGE Elektrodenpuffer pH 8,3 [5 1]

Tris
Glycin
SDS 10 %

Anodenpuffer I pH 10,4 [500 ml]

Tris 300 mM
Methanol 10 %

Anodenpuffer Il pH 10,4 [500 ml]

Tris 25 mM
Methanol 10 %

Kathodenpuffer pH 9,4 [500ml]

Glycin 40 mM
Tris 25 mM
Methanol 20 %
SDS 10 % 0,005 %
TBS-Puffer pH 7,4 [500 ml]
NacCl 140 mM
Tris 10 mM

TBST-Puffer pH 7,4 [500 ml]

NaCl 140 mM
Tris 10 mM
Tween 20 0,05 %

Blockierlosung 10 % [50 ml]

Magermilchpulver in TBS
(frisch ansetzen)

Coomassie Blau
Coomassie Brilliant Blue R250

Coomassie Entfirbelosung
H,0:Ethanol:Eisessig

Amidoschwarzlosung
Amidoschwarz 0,1 %

Caspase-3-Assay:

Lysispuffer [100 ml]
Hepes 50 mM pH 7,4
EDTA 0,1 mM
Triton X-100 0,1 %
CHAPS 0,1 %

3 Material und Methoden

30g
144 ¢
50 ml

18,15 ¢
50 ml

15¢g
50 ml

1,5¢g
1,5¢g
100 ml
250 ul

8,18 ¢
121 g

8,18 ¢
1,21 g
250 ul

5¢

0,25 g/90 ml Methanol:H,O (1:1) und 10 ml Eisessig

6:3:1

100 mg/100 ml Methanol:Eisessig:H,O (40:10:50)

5 ml Hepes-Stocklosung 1 M pH 7,4
20 pul EDTA-Stocklésung 0,5 M

100 pl

100 mg

Lagerung bei +4°C

= kurz vor Gebrauch DTT und PMSF zusetzen: Stocklosungen der
Substanzen (1 M bzw. 100 mM) werden 1:1000 bzw. 1:100 verdiinnt

DTT
PMSF

1 mM
1 mM
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Assaypuffer [100 ml]
Hepes 50 mM pH 7,4 5 ml Hepes-Stocklosung 1 M pH 7,4
EDTA 1 mM 200 pul EDTA-Stocklésung 0,5 M
NaCl 100 mM 0,5844 ¢
CHAPS 0,1 % 100 mg
Glycerol 10 % 10 ml
Lagerung bei +4°C
= kurz vor Gebrauch DTT zusetzen: Stocklésung (1 M) 1:100 verdiinnen
DTT 10 mM

Caspase-3-Substrat

Stocklosung 20 mM
Ac-DEVD-AFC 5 mg/392 pl DMSO
aliquotieren und lichtgeschiitzt bei —20°C lagern

Arbeitslosung 2 mM Verdiinnung der Stocklosung 1:10 mit Assaypuffer

Fluoreszenz-Standard

Stocklosung 10 mM
AFC 5 mg/2,18 ml DMSO
aliquotieren und lichtgeschiitzt bei —20°C lagern

Arbeitslosung 10 uM Verdiinnung der Stocklosung 1:1000 mit Assaypuffer

Caspase-3-Inhibitor
Stocklosung 200 uM
Ac-DEVD-CHO 1 mg/400 pl DMSO + 10 ml Assaypuffer
aliquotieren und bei —80°C lagern

Arbeitslosung 1 uM Verdiinnung der Stocklésung 1:200

Zellfixierung:

Glutaraldehydlosung 1 % [10 ml]

Natriumphoshat/ Magnesiumchlorid-Puffer 9,6 ml
Glutaraldehyd 25 % 0,4 ml

Natriumphosphat 100 mM pH 7,0/ Magnesiumchlorid 1 mM — Puffer [500 ml]

Na,HPO, 2 H,O 58 mM 5,162 ¢

NaH,PO, H,O 42 mM 2,898 g

MgCl, - 6 H,O 1 mM 500 pl
Zellfarbung:

DAPI/ Sulforhodamin-Losung [1 ]

DAPI 8 uM 2,8 mg
Sulforhodamin 101 10 uM 6,3 mg
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Cytochrom c:

Schwellpuffer [100 ml]

D-Mannitol
Saccharose
EGTA
Hepes

Lysispuffer [100 ml]
D-Mannitol
Saccharose
EGTA
Hepes
NP-40

Initiations-Promotionsexperiment:

Diethylnitrosamin
DEN

PCB-Losungen

Flasche 1 PCB 28 Hochdosis
Flasche 2 PCB 28 Hochdosis
Flasche 3 PCB 28 Niedrigdosis
Flasche 4 PCB 101 Hochdosis
Flasche 5 PCB 101 Hochdosis
Flasche 6 PCB 101 Niedrigdosis

Bromdeoxyuridin
BrdU

Carnoy-Fixierungslosung
Ethanol abs. : Chloroform : Eisessig

Tris-Maleat-Puffer 0,2 M pH 7,2 [1 1]
Tris Base
Maleinsdure

Substratinkubationslésung
Tris-Maleat-Puffer 0,2 M
H,O bidest
Bleinitrat 2 %

MgCl, 0,1 M
Adenosin-5’-triphosphat

Fixiergemisch 5 % [250 ml]
Glutaraldehyd 25 %
Eisessig
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3,64 ¢

14 ml Saccharose-Stocklosung 0,5 M
0,038 g

1 ml Hepes-Stocklosung 1 M pH 7,4

3,64 ¢

14 ml Saccharose-Stocklosung 0,5 M
0,038 g

1 ml Hepes-Stocklosung 1 M pH 7,4
1 ml

1 ¢/100 ml H,O

1,225 g/160 ml Maiskeimol
1,272 g/165 ml Maiskeimol
0,440 g/170 ml Maiskeimdl
1,454 g/150 ml Maiskeimol
1,546 g/160 ml Maiskeimdl
0,563 g/170 ml Maiskeimol

1 g/66,7 ml NaCl 0,9 %
Zugabe von 467 ul NaOH 1M

242 ¢
232¢g

60 ml

65 ml

10 ml tropfenweise unter Rithren zugeben
15 ml langsam zugeben

75 mg

50 ml
12,5 ml
mit H,O bidest auffiillen, immer frisch ansetzen
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Hdmalaun nach Mayer [1 1]

Hémalaun
NaJ 03
Kalialaun
Chloralhydrat
Zitronensdure

3 Material und Methoden

lg

02¢g
50g
50g

lg

Mikrosomenpuffer 50 mM NaP;/l mM EDTA pH 7,6 [11]

NazHPO4 ’ 2H20
NaH,PO, " H,O
EDTA

NaP-Puffer 50 mM pH 8,0 [1 1]

Na,HPO, - 2H,0
NaH2PO4 ’ Hzo

BSA-Eichlosung
BSA

Resorufin-Eichlosung

Stocklosung 140 uM

Arbeitslosung

NADPH
NADPH 13,4 mM

Ethoxyresorufin

Stocklosung 1,05 mM
Ethoxyresorufin

Arbeitslosung

Pentoxyresorufin

Stocklosung 2,1 mM
Pentoxyresorufin

Arbeitslosung

Fluorescamin-Stoplosung

Fluorescamin

7,52 ¢
1,07 g
2 ml 0,5M EDTA-Stockldsung

844 ¢
0,36 g

2 mg/ml NaP;
aliquotieren und bei —20°C lagern

33 mg/l Methanol
Lagerung bei +4°C lichtgeschiitzt

Verdiinnung der Stocklésung 1:200 mit NaP;
Lichtgeschiitzt auf Eis aufbewahren

11,2 mg/ml NaP;
aliquotieren und bei —20°C lagern

253 pg/ml Methanol
aliquotieren und bei —20°C lichtgeschiitzt lagern

Verdiinnung der Stockldsung 1:30 mit NaP;
Lichtgeschiitzt auf Eis aufbewahren

595 pg/ml Methanol
aliquotieren und bei —20°C lichtgeschiitzt lagern

Verdiinnung der Stockldsung 1:30 mit NaP;
Lichtgeschiitzt auf Eis aufbewahren

150 pg/ml Acetonitril
Lagerung lichtgeschiitzt bei +4°C
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3.5 Wirkung von ,nicht-dioxinartigen’ PCBs auf priméire Hepatozyten
3.5.1 Isolierung parenchymaler Leberzellen
3.5.1.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Zur Rattenleberperfusion wurden ménnliche Ratten des Stammes ,Wistar von Charles River
Deutschland GmbH bezogen. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte im Tierhaus der
Technischen Universitdt Kaiserslautern in Makrolon-Kéfigen unter kiinstlichen Tag-Nacht-
Lichtverhéltnissen. Den Tieren wurde freier Zugang zu Trinkwasser und pelletiertem
Standardfutter (Altromin, Lage) gewihrt. Es wurden ausschlielich Wistar-Ratten mit einem

Korpergewicht von 140-190 g verwendet.

3.5.1.2  In situ Perfusion einer Rattenleber und Priparation von Hepatozyten

Die Isolierung parenchymaler Zellen oder Hepatozyten aus der Rattenleber erfolgte mit Hilfe
einer zweistufigen in situ Perfusion, modifiziert nach Seglen (1976).

Um eine sterile Préparation zu gewihrleisten wurde das Préparierbesteck sowie das
Schlauchsystem autoklaviert und alle verwendeten Losungen sterilfiltriert. Vor Beginn und
wéhrend der Perfusion wurden die Perfusionslosungen im Wasserbad auf 42°C erwarmt, der
Waschpuffer wurde auf Raumtemperatur gebracht.

Die Ratte wurde durch eine i.p. Injektion einer Pentobarbitallosung (300 ul pro 100 g

Korpergewicht) narkotisiert und auf dem Operationstisch mit Gewebebédndern fixiert.

Nach Offnung des Abdomens und Freilegung der Leber erfolgte eine Injektion des
Antikoagulans Heparin (100 pl pro 100 g Kdrpergewicht) in die untere Hohlvene (Vena cava
inferior), um eine vorzeitige Blutgerinnung zu verhindern. Zur spiteren Fixierung der
Brauniile wurde um die Pfortader (Vena porta hepatica) eine lockere Ligatur gelegt. Eine
zweite Ligatur wurde um den unteren Teil der Hohlvene gelegt. Unmittelbar nach Einfiihren
und Fixierung der Brauniile in die Pfortader ermdglichte die Durchtrennung der unteren
Hohlvene das Abflieen von Blut und Perfusat aus der Leber.

Die Leber wurde im ersten Perfusionsschritt fiir ca. 7-10 min mit EGTA-haltigem
Perfusionsmedium I bei einer Durchflussrate von 40 ml/min durchspiilt, um durch den Entzug

24 4. .
von Ca“" die Desmosomen zu 10sen.
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Wihrend diesem Perfusionsschritt wurde eine zweite Brauniile in den oberen Teil der
Hohlvene eingefiihrt und fixiert, die nach VerschlieBen der unteren Hohlvene mit einem
Abflussschlauch versehen wurde.

Der Verdau der extrazelluliren Matrix erfolgte anschlieBend durch 5-10 miniitige
rezirkulierende Perfusion mit Ca**-haltigen Perfusionsmedium II, in dem zuvor das Enzym
Collagenase gelost wurde (100 collagenase digestion units/ml), bei einer Durchflussrate von
40 ml/min. Nach erfolgreichem Verdau des Gewebes zeigte sich eine netzartige
Oberflachenstruktur des Organs und die Leber wurde vorsichtig herausprépariert. Die
Leberkapsel wurde iiber einem sterilen Seidentuch gedffnet, die Zellen durch Zugabe von 200
ml Waschpuffer herausgeschwemmt und durch das Tuch filtriert.

AnschlieBend wurde die entstandene Zellsuspension auf vier 50 ml Zentrifugenréhrchen
verteilt und ca. 2 min bei 350 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert (Beckman GS-6R), um
tote Zellen und Zelltriimmer abzutrennen. Das entstandene Zellpellet wurde in jeweils 20-25
ml Waschpuffer resuspendiert und erneut 2 min bei 350 rpm zentrifugiert. Danach wurden die
Pellets in jeweils 7-8 ml Waschpuffer aufgenommen und in einem Zentrifugenréhrchen

vereinigt.

3.5.1.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitaliit

Die Zellzahlbestimmung erfolgte lichtmikroskopisch in einer Fuchs-Rosenthal-Zéhlkammer
bei 10-facher VergroBerung. Hierzu wurde die Zellsuspension 1:100 in Waschpuffer verdiinnt
(990 pl Puffer + 10 pl Zellsuspension). Es wurden 3 Felder mit jeweils 16 Kleinstquadraten
ausgezdhlt und die Anzahl der Zellen pro Milliliter Suspension nach folgender Formel

berechnet:

GZ x 80 x 1000 x Vf

Zellzahl/ml =
16

GZ : durchschnittlich ausgezéhlte Gesamtzellzahl
80; 16 : Faktoren der Zahlkammer

1000 : Umrechnungsfaktor von pl auf ml

Vf: Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension (100)

Die Bestimmung der Zellvitalitit erfolgte mit dem Trypanblau-Ausschlultest. Bei
lichtmikroskopischer Betrachtung konnten tote Zellen durch Eindringen des blauen

Farbstoffes von den ungefarbten lebenden Zellen unterschieden werden.
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Hierzu wurde ein Aliquot einer 1:100 Verdiinnung mit Trypanblau-Losung im Verhiltnis 1:1
versetzt. Der Quotient aus der Anzahl lebender Zellen und der Gesamtzellzahl bildet den
Vitalititsfaktor, mit dessen Hilfe durch Multiplikation mit der Zellzahl/ml die Anzahl

lebender Zellen pro Milliliter Zellsuspension berechnet werden kann.

Anzahl lebender Zellen
Vitalitiatsfaktor =
Gesamtzellzahl
Lebendzellzahl/ml = Zellzahl/ml x Vitalititsfaktor

Um eine erfolgreiche Versuchsdurchfithrung zu gewéhrleisten, wurden nur Zellpréparationen

mit einer Vitalitdt von mindestens 85 % eingesetzt.

3.5.2 Zellkultur
3.5.2.1 Herstellung einer Kollagenlosung

Zur Herstellung einer Kollagenlésung wurden ca. 20, bei —20°C gelagerte, Rattenschwénze
verwendet. Die aufgetauten Schwinze wurden mit Ethanol (70 %) desinfiziert, unter der
Sterilbank gehédutet und die Kollagenfasern von der Schwanzspitze her mit einer Pinzette
herausgezogen. Es erfolgte eine Trocknung der Fasern unter UV-Licht iiber Nacht.
AnschlieBend wurden die Fasern in kleine Stiicke geschnitten, durch Reiben zwischen den
Fingern aufgespalten und erneut in einer Petrischale unter UV-Licht iiber Nacht gelagert.
Nach dem Abwiegen konnten die Fasern in einer verschlossenen Petrischale bei —20°C
aufbewahrt werden.

Zur Herstellung einer Kollagen-Stocklosung wurden ca. 2 g der Fasern unter sterilen
Bedingungen in einen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und unter Riihren fiir eine Stunde mit H,O
bidest gewaschen. Der Waschschritt wurde anschlieBend fiir eine halbe Stunde wiederholt und
die gereinigten Fasern in eine Flasche iiberfithrt. Das Losen der Fasern erfolgte {iber einen
Zeitraum von 24 h in 500 ml einer 0,1 %-igen Essigsdure unter Riihren. Nach der
Zentrifugation der Losung bei 3700 rpm (Beckman GS-6R) fiir 3 h zur Abtrennung der nicht

gelosten Fasern wurde der Proteingehalt der Stockldsung bestimmit.
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Zur Verwendung in der Kultivierung von Hepatozyten wurden zwei Gebrauchslosungen mit
den Konzentrationen 0,5 mg/ml und 1,65 mg/ml angesetzt und zusammen mit der

Stockldsung bei 4°C gelagert.

3.5.2.2 Kultivierung von Hepatozyten auf kollagenbeschichteten

Gewebekulturschalen

Vor Gebrauch der Gewebekulturschalen wurden sie mit einer diinnen Kollagenschicht
iiberzogen. Hierzu wurde die Schale mit Kollagenlosung (0,5 mg/ml) vollstindig bedeckt und
die Losung in die néchste Schale iiberfiihrt. Die Kulturschalen wurden iiber Nacht unter UV-
Licht in der Sterilbank getrocknet.

Die Kultivierung von Hepatozyten erfolgte auf Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser
von 94 mm. Tabelle 3.8 zeigt die ausgesite Zellzahl und das Volumen des in den einzelnen

Versuchen verwendeten Kulturmediums.

Tabelle 3.8:
Kultivierung von Hepatozyten auf kollagenierten Gewebekulturschalen
2 Zellzahl/Schale Volumen Volumen
\aiu R 94 mm Aussaatmedium | Erhaltungsmedium

Ca2+—Messung 30000 280000 2 ml NIH, 2 ml NIHg
Bad-Phosphorylierung 85000 6 Mio. 7 ml NIH, 7 ml NIHp
Caspase-3-Aktivitét 70000 5 Mio. 7 ml HSM 7 ml HAM
Freisetzung von Cyt ¢ 70000 5 Mio. 7 ml HSM 7 ml HAM

Zur Aussaat der Zellen wurde ein serumhaltiges Medium verwendet. Die Anheftungszeit
betrug maximal zwei Stunden. Danach wurden die Kulturschalen mit HPBS gewaschen um
tote Zellen und Zelltriimmer vom Zellmonolayer zu entfernen. Die weitere Kultivierung der
Hepatozyten erfolgte serumfrei bis zum Versuchsende im Brutschrank bei 37°C in

wasserdampfgesittigter Atmosphire mit 5 % CO,.

3.5.2.3  Kultivierung von Hepatozyten auf Kollagengelen und im

Kollagengelsandwich

Zur Beschichtung von Objekttragern mit Kollagengelen wurden die Objekttrager zunichst mit

Ethanol (70 %) gereinigt und iiber Nacht in Quadripermschalen mit UV-Licht bestrahlt.
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Unmittelbar nach Ansetzen der gebrauchsfertigen Kollagengellosung auf Eis wurden die
Objekttrager in den Schalen gleichmiBig mit jeweils 700 pl beschichtet. Die Aushértung des
Gels erfolgte fiir ca. 1,5 Stunden erschiitterungsfrei im Brutschrank bei 37°C. Vor Aussaat der
Zellen wurde das Gel mit Erhaltungsmedium vorsichtig gewaschen.

Nach dem Anheften der Zellen wurden die Schalen mit den Objekttrigern vorsichtig mit
HPBS gewaschen. Unmittelbar danach erfolgte die Applikation der zweiten Gelschicht mit
einem Volumen von jeweils 500 pl. Nach der Aushirtung konnte das Sandwichkollagen mit
Erhaltungsmedium tiberschichtet werden.

Tabelle 3.9 zeigt die ausgesite Zellzahl und das Volumen des verwendeten Kulturmediums.

Auch hier wurden die gleichen Kulturbedingungen gewéhlt, wie in 3.5.2.2 beschrieben.

Tabelle 3.9:
Kultivierung von Hepatozyten auf Kollagengelen und im Kollagengelsandwich
2 | Zellzahl/Objekttriger Volumen Volumen
Versuch e bzw. Schale 35 mm SN Aussaatmedium | Erhaltungsmedium
Induktion von 60000 1,44 Mio 1. 700 ul 4 ml HSM 3 ml HAM
Apoptose 2.500 pl
Ca’'-Messung 30000 280000 340 pul 2 ml NIH, 2 ml NIHp

Zur Beschichtung von Deckgldschen mit einem Durchmesser von 15 mm wurden diese
zundchst mit Ethanol (70 %) gereinigt, paarweise in eine Gewebekulturschale von 35 mm
Durchmesser gelegt und iiber Nacht in der Sterilbank mit UV-Licht bestrahlt. Die gesamte
Kulturschale wurde mit 340 pl gebrauchsfertiger Kollagengellosung beschichtet und im
Brutschrank bei 37°C fiir ca. 1,5 Stunden zur Aushdrtung des Gels inkubiert. Nach dem
Waschen des Gels mit Erhaltungsmedium konnte mit der Aussaat der Zellen begonnen

werden (Tab. 3.9).

353 Proteinbestimmung nach Lowry

Der Proteingehalt der hergestellten Homogenate wurde nach Lowry ef al. (1951) bestimmit.
Die Methode beruht auf der Biuret-Reaktion der Peptidbindung mit Kupfer-Ionen in
alkalischer Losung und der Reduktion des Folin-Ciocalteus-Phenolreagenzes. Dieses Reagenz
enthilt eine Mischung aus Phosphowolframsdure und Phosphomolybdénsdure. Unter Verlust
von Sauerstoffatomen des Wolframats bzw. des Molybdats wird das Reagenz hauptsichlich
durch die Aminoséduren Tyrosin und Tryptophan reduziert. Die Kupfer-lonen chelatisieren mit

der Peptid-Struktur und erleichtern den Elektronentransfer, es resultiert eine blaue Férbung.
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Zur Durchfiihrung wurde das Proteinlysat 1:20 mit Wasser verdiinnt. Fiir den Testansatz
vermischte man 100 pl der Proteinverdiinnung mit 100 ul 1 M NaOH und 1 ml Lowry A-
Losung. Nach kraftigem Schiitteln der Reaktionsgefidle wurde der Ansatz 10 min bei RT
inkubiert.

AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 100 pl Lowry B-Losung und nach Mischen eine
erneute Inkubation von 30 min bei RT. Die Extinktion des gebildeten Farbkomplexes wurde
im Spektralphotometer bei 720 nm gegen Wasser vermessen. Zusdtzlich zu den
Zellhomogenaten wurde ein Leerwert vermessen, der statt Homogenat nur Wasser enthielt
und dem iiber die Auto Zero-Funktion des Gerétes der MeBBwert 0 zugeteilt wurde.

Die Proteinkonzentration wurde anhand einer BSA-Eichgeraden ermittelt und

folgendermallen berechnet:

AE x 75 x Vf

Proteinkonzentration [ng/ml] =
0,1

E: Extinktion
Vf: Verdiinnungsfaktor

3.54 Western Blot Analyse
3.54.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Im elektrischen Feld wandert ein Protein zur Elektrode mit entgegengesetzter Ladung, wobei
die GroBe des Proteins die Wanderungsgeschwindigkeit bestimmt. Da die Gesamtladung des
Proteins nicht im Verhiltnis zu seiner GroBe steht wird hédufig die Technik der SDS-PAGE
angewandt, um eine Korrelation zwischen GroBe und Ladung herzustellen. Das anionische
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) tiibertrdgt negative Ladung auf das Protein und
maskiert so seine eigentliche Ladung. Die Wanderungsgeschwindigkeit zeigt nun eine lineare
Korrelation zur MolekiilgroBe. Bei der diskontinuierlichen PAGE werden zwei
Polyacrylamidgele = mit  unterschiedlicher = Dichte und  unterschiedlichem  pH
tibereinandergeschichtet. Das feinporige Trenngel (hoherer pH) wird mit einem grobporigen
Sammelgel (niederer pH) liberschichtet. Nach dem Durchlaufen des Sammelgels konzentriert
sich das Proteingemisch in einer diinnen scharfen Bande, bevor im Trenngel die
Elektrophorese der Proteine durch den Molekularsiebeffekt erfolgt. Die Konzentration des

Trenn- bzw. Sammelgels richtet sich nach der Gréfe des zu untersuchenden Proteins.
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Die Gellosung wurde zusammenpipettiert und in der Gel-Apparatur bis zu */4 der Gesamthohe
luftblasenfrei eingefiillt. Um eine glatte Geloberfliche zu erhalten, wurde das Gel mit
wenigen Tropfen n-Butanol iiberschichtet und ca. 1 Stunde zur Polymerisation bei RT
belassen.

Die Uberschichtung mit dem Sammelgel erfolgte nach Absaugen des n-Butanols und zwei
Waschschritten mit Wasser bzw. Sammelgellosung. Zur Ausbildung von Geltaschen wéhrend
der 30 miniitigen Polymerisation wurde ein Kamm eingesetzt. In der Elektrophoresekammer
erfolgte die vollstindige Flutung des Gels mit Elektrodenpuffer und die Entfernung des
Taschenkamms. Die Geltaschen wurden mit max. 20 ul der Proben sowie 3 pl eines

Molekulargewichtsstandards beladen. Der Gellauf erfolgte bei 75-200 V.

3.54.2 Protein-Transfer

Da die aufgetrennten Proteine im Gel fiir Antikorper schlecht zugédnglich sind werden sie auf
eine Membran eluiert. Diesen Proteintransfer im Spannungsfeld auf Nitrocellulose- oder
PVDF (Polyvinylidendifluorid) -Membranen bezeichnet man als ‘Western Blotting’. Proteine
haften iiber hydrophobe Wechselwirkungen an der Membran und kénnen problemlos mit
Antikorpern inkubiert werden. Beim hier verwendeten ‘Semidry-Blotting” werden die
Proteine aus dem Gel zwischen zwei horizontal angeordneten Graphitplatten auf eine

hydrophobe PVDF-Membran iibertragen (Abb. 3.1).

Kathode
Filterpapier

hod er ———
Kat puffer ——— ____— Polyacrylamid-Gel

Anodenpuffer I ——— \
PVDF-Membran

Anodenpuffer I
I
Anode

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Proteintransfers mit dem ,semi-dry-Blotting’

Ein in Anodenpuffer I (AP I) getrinktes Filterpapier wurde auf die mit AP I benetzte Anode
aufgelegt, gefolgt von zwei in Anodenpuffer II (AP II) getrdnkten Filterpapieren. Die nun
aufgelegte Membran wurde zuvor kurz in Methanol geschwenkt, mit Wasser gewaschen und
fiir 10 min in AP II eingeweicht. Um ein Austrocknen der Membran zu verhindern wurde die
aufgelegte Membran mit AP II betraufelt. AnschlieBend wurde das zuvor fiir mind. 10 min in
Kathodenpuffer (KP) eingeweichte Gel auf die Membran aufgelegt und darauf drei weitere
mit KP getrinkte Filterpapiere.
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Zwischen jedem dieser Schritte wurde durch das Rollen eines Glasstabes vorsichtig die Luft
entfernt. Nach Aufsetzen des Deckels (Kathode) wurde das Gel bei konstanter Stromstéirke

von 50 mA pro Gel geblottet.

3.54.3 Immunoblot und Detektion

Die Membran wurde nach erfolgreichem Transfer kurz in TBS gewaschen und anschlie3end
fiir eine Stunde in Blockierlosung bei RT geschiittelt, um unspezifische Bindungsstellen
abzudecken. Nach mehreren Waschschritten in TBST (mehrmals kurz, 4 x 5 min) erfolgte
eine zweistlindige Inkubation der Membran mit dem primédren Antikdrper bei RT oder iiber
Nacht bei 4°C unter Schiitteln. Danach wurde erneut in TBST gewaschen (mehrmals kurz, 4 x
5 min) und mit dem sekundidren Antikorper (gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase) fiir eine
Stunde bei RT inkubiert. Die Membran wurde nochmals in mehreren Schritten in TBST

gewaschen.

o Substrat

o
Meerrettichperoxidase
o

—— Sekundiirer Antikorper

Primérer Antikorper

Gesuchtes Protein

a a a
[ ] PVDF-Membran

Milchpulver

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Immunoblots

Die Detektion erfolgte iiber die Methode der gesteigerten Chemolumineszenz. Das Western
Lightning Chemolumineszenzreagenz besteht aus einem Oxidizing Reagenz und einem
Enhanced Luminol Reagenz, die 1:1 gemischt und im Dunkeln auf die Membran aufgetragen
wurden (2 ml pro Membran). Im alkalischen Milieu wird Luminol von der Meerrettich-
Peroxidase oxidiert und durchwandert dabei einen elektronisch angeregten Zustand. Beim
Ubergang in den Grundzustand kommt es zur Emission von blaugriinem Licht, das durch
Zugabe eines Enhancers verstirkt werden kann.

Nach 1-miniitiger Inkubation wurde die Membran in eine Plastikfolie gelegt und in einer
Photokassette fixiert. Die Entwicklung des exponierten Rontgenfilms erfolgte nach 15-20
min.

Die Bandenintensitdten wurden mit Hilfe der Software TINA 2.0 quantifiziert.
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3.5.5 Einfluss von PCB 153 auf die intrazellulare Calcium-Homoostase
3.5.5.1 Einfluss von PCB 126 und 153 auf isolierte Membranfraktionen
3.5.5.1.1 Priéparation von Rattenlebermikrosomen

Zur Uberpriifung der direkten Wirkung von PCBs auf zellulire Membranen wurden nach
einer Vorschrift von Forster (1986) Mikrosomen aus der Rattenleber hergestellt.

Hierzu wurde zunichst die Leber einer minnlichen Wistar-Ratte mit NaCl 0,9 % bis zur
vollstindigen Entblutung perfundiert. Die Leber wurde entnommen und auf Eis in einer
geringen Menge Tris-Sucrose-Puffer mit einem Skalpell zerkleinert. Anschlieend wurden die
Leberstiicke in ca. 4-fachem Volumen Puffer maschinell auf Eis homogenisiert.

Durch Zentrifugation bei 500 g fiir 20 min wurden Zelltrimmer und Zellkerne aus dem
Homogenat entfernt. Ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 9000 g fiir 20 min sollte die
Mitochondrien aus dem Homogenat entfernen bis der Uberstand schlieBlich ultrazentrifugiert
wurde (100000 g, 30 min, +4°C) um eine mikrosomale Fraktion zu erhalten. Das Pellet wurde
in 0,15 M KCl resuspendiert und erneut fiir 30 min bei 100000 g zentrifugiert.

Die hieraus erhaltene mikrosomale Fraktion wurde in 500 pl Tris-Sucrose-Puffer
resuspendiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Zur Messung
des Proteingehaltes wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt (s. Kap. 3.5.3).

3.5.5.1.2 Einbau von spinmarkierten Fettsiuren und Messung mit Elektronen Spin

Resonanz

Die Elektronen Spin Resonanz (ESR) ist eine Methode zur Messung ungepaarter Elektronen
in einem Magnetfeld. Das untersuchte Molekiill nimmt Energie in Form von
elektromagnetischer Strahlung auf. ESR-Spektren konnen Aussagen iiber strukturelle oder
dynamische Anderungen von Molekiilen in biologischen Systemen liefern, hierzu muf das

Molekiil mit paramagnetischen Gruppen (Spinsonden) markiert werden.

Zum Einbau in die Membranen wurde 5-Doxyl-Stearinsdure und 16-Doxyl-Stearinsdure
verwendet. Hierzu wurde eine 20 mM ethanolische Losung der Spinsonden hergestellt, davon
ein Aliquot von 10 pl entnommen und der Ethanol mit Stickstoff abgedampft. Zeitgleich
wurden mehrere ml der Mikrosomenfraktion aufgetaut und fiir 15 min bei 14000 rpm

zentrifugiert.
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Abb. 3.3: Strukturformeln der Spinsonden 5-Doxyl-Stearinsiure (A) und 16-Doxyl-Stearinsiure (B)

Vom Uberstand wurden jeweils 600 pl in die GefiBe mit spinmarkierter Fettsiure iiberfiihrt
und fiir 10 min auf dem Vortex geschiittelt. Nach 10-miniitiger Behandlung im Ultraschallbad
wurde die Membranfraktion bei 100000 g fiir 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in Tris-
Sucrose-Puffer homogenisiert und erneut bei 100000 g fiir 30 min zentrifugiert. Zur Messung
am ESR wurde das Pellet in 100 pl Puffer aufgenommen und das Signal im ESR mit einem
Aliquot von 20 pl iiberpriift.

War das Signal ausreichend konnte die markierte Probe 1:10 verdiinnt werden und es erfolgte
eine Zugabe des Losungsmittels DMSO (0,5 %) bzw. der in DMSO gelosten PCBs in einer
Endkonzentration von 107 M. Nach kurzem vortexen wurden 20 pl-Aliquots im ESR bei
Raumtemperatur vermessen.

Um gezielt Effekte in den Spektren zu sehen wurde zusitzlich eine Versuchsreihe mit

steigenden DMSO-Konzentrationen vermessen.

3.5.5.2 Einfluss von PCB 153 auf die Calcium-Homoostase in Hepatozyten
3.5.5.2.1 Kaultivierung der Zellen und Beladung mit Calcium-sensitiven Farbstoffen

Zur Messung der Calcium-Homoostase in Hepatozyten wurden die Zellen in
Gewebekulturschalen (35 mm), die mit zwei runden Deckgldschen (15 mm) versehen waren,
auf einer normalen Kollagenbeschichtung oder einer Kollagengelschicht ausgesit. Die
Anheftungsphase betrug 2 h, danach wurden die Kulturen gewaschen und mit frischem
Erhaltungsmedium iiberschichtet. Nach einer Kulturdauer von 4-8 h wurden die Zellen mit
dem unpolaren Ca*’-sensitiven Farbstoff Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2/AM) in einer
Konzentration von 5 uM beladen. Acetoxymethylester sind in der Lage Zellmembranen leicht
zu passieren und akkumulieren im Zellinnern nach Abspaltung der Estergruppe.

Zur Erleichterung der Diffusion des Farbstoffes in der Inkubationslosung (Ringerldsung)
wurde das anionische Detergenz Pluronsdure (Pluronic F-127) wihrend der Farbstoffbeladung

in einer Konzentration von 0,02 % zugesetzt.
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Auf den Gewebekulturschalen wurde das Erhaltungsmedium durch 2 ml Ringerldsung mit
Fura-2/AM und Pluronséure ersetzt und fir 60 min im Brutschrank inkubiert. Nach der
Beladung wurden die Hepatozyten mit frischer Ringerlosung iiberschichtet und bis zur
Messung im Brutschrank oder kurzfristig abgedunkelt bei RT aufbewahrt. Die optimale
Beladung der Zellen wurde fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert. Fiir die Messung wurden
die Deckgldschen herausgenommen und in eine passgenaue abgedichtete Kammer
eingebracht mit einem Badvolumen von 250 ul. Die Deckgldschen mit der dariiberliegenden
vom Zellmonolayer bewachsenen Kollagengelschicht wurden herausgestanzt. Zum
Einbringen von Losungen in die Kammer war diese an ein zu- und abfiihrendes
Schlauchsystem mit Pumpe angeschlossen. Das Totvolumen des zufithrenden Schlauchs lag

bei ca. 3 ml.

3.5.5.2.2 Mikrofluorimetrische Bestimmung der Ca’*-Konzentration in Hepatozyten

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 kann selektiv Ca’*-Ionen chelieren, wodurch sich seine
spektralen Eigenschaften verdndern. Fura-2 gehort zur Klasse der ,dual excitation dyes’, die
bei lonenbindung das Anregungsspektrum verschieben (Grynckiewicz, 1985).

Praktisch bedeutet dies die Moglichkeit der Messung von lonenkonzentrationen durch
Bildung eines Quotienten (Ratio) von Fluoreszenzintensititen zweier unterschiedlicher

Anregungswellenldangen.
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Abb. 3.5: Anregungsspektren (A) und Emissionsspektren (B) von freiem Fura-2
und Ca**-gebundenem Fura-2
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Bindet Fura-2 an Ca*" verschiebt sich das Maximum der Fluoreszenzanregung des Farbstoffs
von 380 nm nach 340 nm, d.h. das Ratio der Fluoreszenzintensititen bei Anregung mit Licht
der Wellenldngen 340 und 380 nm (R(F340/F330)) nimmt zu mit steigender Ca’’-Konzentration
und verringert sich mit abnehmender Ca**-Konzentration. Die Ratiobildung bedeutet somit

eine empfindliche MeBgréfe fiir zytosolische Ca**-Konzentrationen.

Licht einer Xenon-Bogenlampe wurde mit Hilfe eines rotierenden Spiegelrades mit einer
Frequenz von 50 Hz zu zwei Monochromatoren geleitet. Durch Beugung am optischen Gitter
wurde das polychromatische Licht in seine spektralen Anteile zerlegt und nur das Licht einer
bestimmten Wellenldnge konnte die Monochromatoren verlassen. Zur Durchfiihrung der
Messung wurde von Monochromator I Licht der Wellenlinge 340 £ 5 nm und von
Monochromator II Licht der Wellenldnge 380 + 5 nm erzeugt. Das austretende Licht wurde zu
einem inversen Fluoreszenzmikroskop mit Messkammer geleitet und in den Strahlengang
gebracht. Ein Filterblock mit dichroischem Spiegel lenkte das Anregungslicht auf das
Priparat und lie3 das langwelligere Licht passieren. Durch Einbau eines weiteren Filters
konnte nur Licht mit einer Wellenldnge von mehr als 480 nm den Detektor erreichen. Zur
Detektion wurde eine SIT-Kamera (Silicon-Intensified-Target C2400) herangezogen, die die
Daten mit Hilfe eines PCs aufzeichnete und diese auf einem Monitor die anzeigte. Die
Monitoransicht zeigte die Fluoreszenzemission der Zellen bei den beiden gewihlten
Anregungswellenldngen sowie die Ratiobildung beider Wellenlidngen an.

Mit Hilfe der Software Image Master (PTI) konnte ein bestimmter Messbereich von Zellen,
sogenannte ,regions of interest’ (ROI) festgelegt werden. Die Aufnahmefrequenz in den hier
durchgefiihrten Versuchen lag bei 0,2 Hz. Es wurden die Fluoreszenzemissionen der Zellen in
den festgelegten ROI nach abwechselnder Anregung mit Licht der Wellenldnge von 340 und
380 nm simultan iiber die Zeit verfolgt und als Kurven gespeichert, aus denen R(Fs40/F3s0)

berechnet werden konnte.

3.5.6 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Bad an Serin 136 durch PCB 153
3.5.6.1 Kultivierung von Primérhepatozyten

Hepatozyten wurden auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) fiir ungetéhr
20 h kultiviert und nach Erneuerung des Mediums einer Behandlung mit verschiedenen
Tumorpromotoren unterzogen. Die Zellen wurden fiir 6 h und 12 h mit Phenobarbital (0,5

mM), PCB 153 (10° M), TCDD (10® M), PCB 126 (10"°® M) und DMSO (0,5 %) inkubiert.
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Des weiteren wurden zur gezielten Aktivierung des Signalweges Versuche mit dem
Wachstumsfaktor EGF und Insulin durchgefiihrt. EGF wurde in den Konzentrationen 10
ng/ml und 50 ng/ml eingesetzt, die Insulinkonzentrationen betrugen 10 nM und 50 nM. Nach
12 bzw. 24 h Inkubationsdauer wurden die Hepatozyten geerntet.

In weiteren Versuchen wurden die Zellen in einem Minimalmedium inkubiert, das nur
wéhrend der Anheftungsphase Insulin enthielt und nicht mit Hepes gepuffert wurde.

PCB 153 wurde in den Konzentrationen 107" M, 10° M, 10® M, 107 M, 10° M und 10° M
auf eine mogliche Phosphorylierung von Bad getestet.

Nach Inkubationsende wurden die Gewebekulturschalen mit NaCl 0,9 % gewaschen und die
Zellen in 2 ml NaCl heruntergeschabt. Hierbei wurden pro Behandlungspunkt zwei
Kulturschalen vereinigt. Die Zellen wurden bei 1000 rpm (Beckman G6-SR) abzentrifugiert
und das Pellet bei —20°C eingefroren.

3.5.6.2  Lyse der Zellen und Immunprizipitation

Das Zellpellet wurde in 300 pl Lysispuffer resuspendiert, fiir 1 h auf Eis inkubiert und
zwischendurch auf dem Vortex geschiittelt. Die Zelltriimmer wurden anschlieBend bei 12000
g abzentrifugiert, der Uberstand in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C
gelagert.

Zur Anreicherung des 26 kDa groflen Proteins wurden 400 pg Gesamtprotein auf ein
Gesamtvolumen von 50 pl gebracht und rotierend bei 4°C fiir 1 h mit 6 pl Antikorper
inkubiert. AnschlieBend folgte die Zugabe von 2 ul Protein A/G Agarose und eine Inkubation
tiber Nacht. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 g und 4°C wurde das Prizipitat vorsichtig
mit PBS gewaschen, zur elektrophoretischen Auftrennung in 20 pl Lammli-Puffer
aufgenommen und 10 min auf dem Heizblock bei 70°C denaturiert. Vor Beladung des Gels

erfolgte eine kurze Zentrifugation der Proben.

3.5.6.3 Nachweis im Western Blot

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 10 %iges Sammelgel und ein 15 %iges Trenngel
hergestellt. Die Elektrophorese wurde bei 200 V fiir ca. 45 min durchgefiihrt. Der
anschlieBende Transfer auf die PVDF-Membran dauerte ebenfalls ca. 45 min.

Nach der Blockierung wurde die Membran tiber Nacht bei 4°C mit den Primdrantikérpern in

einer Verdiinnung 1:1000 in einer Magermilchpulverlésung (5 %) inkubiert.
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Die Inkubation mit dem sekundiren Antikorper anti-goat IgG-HRP in einer Verdiinnung

1:5000 in TBST erfolgte bei RT fiir 1 h. Die Detektion erfolgte wie in 3.5.4.3 beschrieben.

3.5.7 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid, Camptothecin und MNNG
3.5.71 Kultivierung von Primérhepatozyten

Die Zellkultur wurde auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) durchgefiihrt.
Nach der Anheftungsphase in serumhaltigem Kulturmedium wurden die Hepatozyten mit
HPBS gewaschen und serumfrei fiir 20 h weiterkultiviert. Zur Induktion der Caspase-3
wurden die Topoisomeraseinhibitoren Etoposid, ein Podophyllotoxinderivat (Abb. 3.6 A), in
den Konzentrationen 200 uM und 400 uM sowie das Alkaloid Camptothecin (Abb. 3.6 B) in
den Konzentrationen 10 pM und 15 pM verwendet. Die Inkubation der Substanzen wurde

iber einen Zeitraum von 1 h, 2 h, 4 h und 6 h durchgefiihrt.

H
HsC’JV o Abb. 3.6: Strukturformeln von Etoposid (A),
o Camptothecin (B) und MNNG (C)
H OH
A (C’

NH
0N )k CHy
Ty e
o H |
g g n " o

- = | Sy N | o C
CHy0" ; “OCH; = N = o

OH HC—" OH

Das Alkylanz MNNG (Abb. 3.6 C) wurde in den Konzentrationen 300 uM und 500 uM fiir 2
h inkubiert (alte MNNG-L6sung), anschlieBend mit HPBS heruntergewaschen und die Zellen
mit frischem Erhaltungsmedium fiir 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h und 12 h weiterkultiviert. Eine
wiahrend der Versuche frisch angesetzte MNNG-Stockldosung wurde nochmals in den
Konzentrationen 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM und 250 uM getestet. Hierzu wurden die
Hepatozyten nach einer Kulturdauer von 8 bis 10 h fiir 30 min, 1 h und 2 h mit der Substanz
vorinkubiert, nach Inkubationsende wurde das MNNG-haltige Medium mit HPBS
heruntergewaschen und die Zellen fiir weitere 12 h in frischem Medium weiterkultiviert.

Kontrollkulturen wurden mit dem Losungsmittel DMSO (0,5 %) behandelt. Pro

Behandlungspunkt wurden zwei Gewebekulturschalen inkubiert.
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Bei Kulturende wurden die Hepatozyten mit dem Kulturmedium abgeerntet und bei 1000 rpm
(Beckman GS-6R) fiir 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml kalter NaCl
0,9 % resuspendiert und erneut zentrifugiert bei 500 g und 4°C fiir 5 min. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet bei —20°C eingefroren.

3.5.7.2 Lyse der Zellen

Das Zellpellet wurde in 400 pl kaltem Lysispuffer resuspendiert und auf Eis fiir 30 min, unter
gelegentlichem vortexen, inkubiert. Danach erfolgte eine kurze Beschallung mit einer
Ultraschallsonde (ca. 2 sec, 50 W) und eine Zentrifugation bei 10000 g fiir 15 min und 4°C.

Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt und zur Proteinbestimmung

(Lowry) sowie zur Bestimmung der Caspase-3-Akivitit herangezogen.

3.5.7.3 Caspase-3-Assay

Aktive Caspase-3 spaltet das Substrat Asp-Glu-Val-Asp (DEVD)-AFC nach Asp-4 und setzt
AFC frei, was als Fluoreszenz bei den Wellenldngen 390 nm (Exzitation) und 520 nm

(Emission) detektierbar ist (Abb. 3.7).

Abb. 3.7: Schematische Darstellung der Substratspaltung durch aktive Caspasen

Zur Bestimmung von unspezifisch arbeitenden Proteasen wurde das entsprechende Aldehyd,
Ac-DEVD-CHO, als Caspase-3-Inhibitor eingesetzt, der spezifisch das aktive Zentrum der
Caspase-3 blockiert. Zur Uberpriifung der Stabilitéit des Substrates wurde ein Blankwert mit
Lysispuffer gemessen. Die fluorimetrische Messung fand in einem Plattenlesegerdt fiir
Mikrotiterplatten (Fluoroskan Ascent) statt.

Nach folgendem Pipettierschema wurde eine AFC-Eichgerade erstellt und vermessen:
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Tabelle 3.10:
Pipettierschema AFC-Eichgerade

Konzentration AFC-Menge/well Arbeitslosung Assay-Puffer

[uM] [pmol]| [ud] [ud]

0 0 0 100
0,1 10 1 99
0,3 30 3 97
0,5 50 5 95
0,8 80 8 92
1 100 10 90

2 200 20 80

4 400 40 60

6 600 60 40

8 800 80 20
10 1000 100 0

Es wurden die zugehorigen Fluoreszenzen bestimmt und ein Linearitdtsbereich festgelegt.
Zur Bestimmung der Caspase-Aktivitit in den zu untersuchenden Proben wurde nach

folgendem Schema vorgegangen.

Tabelle 3.11:
Pipettierschema zur Messung der Caspase-3-Aktivitiit

Probe Assay-Puffer Lysat Inhibitor Substrat
(1] (1] (1] (1]
Blank 90 - - 10
Lysat 40 50 - 10
geblocktes Lysat 30 50 10 10

Zundchst wurden die Platten fiir 10 min bei RT vorinkubiert. Danach erfolgte die
Substratzugabe unter LichtausschluB3. Die Messung erfolgte im Minutenintervall iiber einen
Gesamtzeitraum von 60 min. Zur Auswertung wurde die Anderung der relativen
Fluoreszenzeinheiten pro min herangezogen, bei Schwankungen wurde nur der lineare
Bereich der Kinetik verwendet. Die Fluoreszenzeinheiten der mit Inhibitor geblockten
Ansdtze wurden von den Fluoreszenzeinheiten der ungeblockten Ansitze abgezogen. Anhand

der Eichgerade konnte der Umsatz an AFC pro well berechnet werden:

AFC [pmol/min] = Relative Fluoreszenzeinheiten x 181

Diese Aktivitdt wurde zur Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der Caspase in Bezug zur

verwendeten Proteinmenge in mg gesetzt.
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3.5.8 Fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne nach MNNG-
Behandlung

3.5.8.1 Kultivierung von Priméirhepatozyten

Zur Uberpriifung der Apoptoseinzidenz in Rattenhepatozyten in Primérkultur nach MNNG-
Behandlung wurden die Zellen in Sandwichkollagen auf Objekttragern kultiviert. Nach einer
Kulturdauer von acht Stunden wurden die Hepatozyten fiir 30 min mit MNNG in einer
Konzentration von 200 uM behandelt, Kontrollkulturen enthielten DMSO (0,5 %). Die Zellen
wurden anschlieend mit HPBS gewaschen und mit frischem Erhaltungsmedium versehen.

Nach einer weiteren Kulturdauer von 12 h wurden die Zellen fixiert.

3.5.8.2  Zellfixierung und Firbung

Die mit Hepatozyten bewachsenen Objekttrager wurden in den Quadripermschalen 2-3 mal
mit 0,9 % NaCl gewaschen und ca. 30 min mit einer Glutaraldehydlésung (1 %) bei
Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen nochmals kurz mit NaCl gewaschen
und iiber Nacht luftgetrocknet. Die getrockneten Objekttrager wurden in Farbetroge tiberfiihrt
und in NaCl gewissert. Danach erfolgte eine 7-10 miniitige Férbung mit einer
DAPI/Sulforhodamin-Lésung. Nach erneutem Waschen in NaCl wurden die Objekttrager im
Dunkeln luftgetrocknet und mit Kaiser‘s Glyceringelatine eingedeckelt. Die Aufbewahrung

der Préparate fand bei 4°C unter Lichtausschluf3 statt.

3.5.8.3 Charakterisierung und Quantifizierung apoptotischer Zellkerne

Die Unterscheidung von normalen und apoptotischen Zellkernen erfolgte anhand

morphologischer Merkmale. Als apoptotische Zellkerne wurden

o stark kondensierte Kerne,

e fragmentierte Kerne (tropfenférmiges Chromatin)

gewertet.
Die mikroskopische Auswertung der Préparate erfolgte erst nach Kodierung der Objekttriager.
Als quantitatives Mal3 fiir die Apoptoseinzidenz galt der Anteil apoptotischer Kerne unter

1000 ausgezéhlten Zellkernen.
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Samtliche Testansdtze wurden als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Pro Objekttrager wurden
jeweils 3 x 1000 Kerne ausgezédhlt, so daB 6 Auswertungsergebnisse zur

Mittelwertberechnung herangezogen werden konnten.

3.59 Einfluss von PCBs, Phenobarbital und TCDD auf die MNNG-induzierte
Caspase-3-Aktivierung

3.5.9.1 Kultivierung von Priméirhepatozyten

Die Zellkultur wurde auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) durchgefiihrt.
Nach der Anheftungsphase in serumhaltigem Kulturmedium wurden die Hepatozyten mit
HPBS gewaschen und serumfrei fiir 8-10 h weiterkultiviert. Zur Induktion der Caspase-3-
Aktivitidt wurden die Priméarkulturen fiir 30 min bzw. 2 h mit 200 uM MNNG behandelt. Das
MNNG-haltige Medium wurde mit HPBS heruntergewaschen und die Zellen nach Zugabe
von frischem Erhaltungsmedium fiir weitere 12 h mit Tumorpromotoren in verschiedenen

Konzentrationen behandelt:

Phenobarbital 107 M, 10°M, 10° M, 10" M, 10° M
PCB 153 10°M, 10° M, 107 M, 10° M, 10° M
TCDD 102 M, 10" M, 10°M, 10° M, 10 M
PCB 126 10'°M, 10° M, 10° M, 107 M, 10° M.

Kontrollkulturen wurden mit dem Loésungsmittel DMSO (0,5 %) behandelt. Pro
Behandlungspunkt wurden zwei Gewebekulturschalen inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte
wie in Kap. 3.5.8.1 beschrieben.

Das Zellpellet wurde wie in Kap. 3.5.8.2 beschrieben lysiert und die Lysate zur Bestimmung

der Caspase-3-Aktivitdt (Kap. 3.5.8.3) eingesetzt.
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3.5.10 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG-

induzierte Cytochrom c-Freisetzung

3.5.10.1 Kultivierung von Primirhepatozyten

Nach Anheftung auf kollagenbeschichteten Gewebekulturschalen (94 mm) in serumhaltigem
Kulturmedium wurden die Hepatozyten mit HPBS gewaschen und serumfrei fiir 20 h
weiterkultiviert. Die Zellen wurden fiir 30 min mit MNNG in den Konzentrationen 50 uM,
100 uM, 150 uM, 200 uM und 250 uM behandelt, anschlieBend mit HPBS gewaschen und in
frischem Medium fiir 4 h, 8 h und 12 h weiterinkubiert. In Experimenten zur Beeinflussung
der MNNG-induzierten Ausschiittung von Cytochrom ¢ durch Tumorpromotoren wurden die
Hepatozyten fiir 30 min mit MNNG behandelt und nach dem herunterwaschen der Substanz
fiir weitere 4 h, 8 h und 12 h mit Phenobarbital 10° M, PCB 153 10° M, TCDD 10" M und
PCB 126 107 M inkubiert. Kontrollkulturen enhielten DMSO (0,5 %). Die Ernte der Zellen
erfolgte wie in Kap. 3.5.8.1 beschrieben.

3.5.10.2 Lyse der Zellen

Die Aufarbeitung der Proben zum Nachweis von Cytochrom ¢ wurde in Anlehnung an ein
Protokoll von Bossy-Wetzel und Green (2000) durchgefiihrt.

Das Zellpellet wurde in 50 ul Mannitol-Saccharose-Puffer resuspendiert und fiir 30 min auf
Eis unter gelegentlichem vortexen inkubiert. Danach wurden die Proben mit einer
Ultraschallsonde fiir ca. 1 s bei 50 W beschallt. Die Zelltriimmer wurden bei 400 g und 4°C
fiir 5 min abzentrifugiert. Den Uberstand zentrifugierte man anschlieBend bei 10000 g und
4°C fiir 10 min. Das Pellet wurde in 50 ul Mannitol-Saccharose-NP-40-Puffer resuspendiert
und als mitochondriale Membranfraktion weiterverwendet. Der Uberstand wurde zur
Aufreinigung einer Ultrazentrifugation unterworfen (100000 g, 15 min, 4°C). Das Pellet
wurde verworfen und der Uberstand als zytosolische Fraktion untersucht. Von beiden
hergestellten  Fraktionen erfolgte unmittelbar nach der Proteinisolierung eine
Proteinbestimmung nach Lowry. Die Fraktionen wurden in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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3.5.10.3 Nachweis im Western Blot

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 10 %iges Sammelgel und ein 15 %iges Trenngel
hergestellt. Die Elektrophorese wurde bei max. 100 V fiir ca. 2-2,5 h durchgefiihrt. Der
anschlieBende Transfer auf die PVDF-Membran dauerte ca. 35-40 min.

Nach der Blockierung wurde die Membran tiber Nacht bei 4°C mit dem Primédrantikdrper in
einer Verdiinnung 1:1000 in TBST inkubiert. Die Inkubation mit dem sekundéren Antikorper
anti-mouse IgG-HRP in einer Verdiinnung 1:10000 in TBST erfolgte bei RT fiir 1 h. Die
Detektion des 15 kDa grof3en Proteins erfolgte wie in 3.5.4.3 beschrieben.

3.5.11 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde von allen Daten der Mittelwert und die
Standardabweichung bestimmt. Die Uberpriifung der Ergebnisse auf Signifikanz erfolgte mit
Hilfe des Softwareprogramms ,InStat 3°. Ergebnisse zur Hemmung der Apoptose wurden mit
Friedman Test und Dunn’s post test auf Signifikanz {iberpriift, fiir alle anderen Ergebnisse
wurde One-way ANOVA und Dunnett’s post test zur Uberpriifung der Signifikanz
herangezogen. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten der gefundenen Signifikanzen sind in den

Abbildungen angegeben.
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3.6 Initiations-Promotions-Studie mit PCB 28 und PCB 101
3.6.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Weibliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 75-100 g wurden von Charles River
Deutschland GmbH bezogen. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte im Tierhaus der
Univeritdt  Kaiserslautern in  Makrolonkédfigen  unter  kiinstlichen = Tag-Nacht-
Lichtverhéltnissen. Den Tieren wurde freier Zugang zu Trinkwasser und pelliertem
Standardfutter (Altromin, Lage) gewéhrt.

Nach einer Eingewohnungsphase von einer Woche wurden die Tiere nach dem Zufallsprinzip
in Behandlungsgruppen mit je 12 Tieren eingeteilt (zwei Tiere pro Kifig). Futteraufnahme,
Gewicht sowie das Allgemeinbefinden der Tiere wurde wihrend der gesamten Versuchsdauer

in regelméfBigen Abstianden kontrolliert und protokolliert.

3.6.2 Behandlung der Tiere

Bei Versuchsbeginn zeigten die Ratten ein Gewicht von 126-168 g. Die Aufteilung der Ratten
in Behandlungsgruppen zeigt Tab. 3.12.

Tabelle 3.12:
Behandlung der Versuchsgruppen im Initiations-Promotionsexperiment

Versuchsgruppe Behandlung
1 Wasser / Maiskeimol
2 DEN [10 mg/kg KG] / Maiskeimél
3 DEN [10 mg/kg KG]/PCB 28 [150 umol/kg KG]
4 DEN [10 mg/kg KG]/PCB 28 [50 umol/kg KG]
5 DEN [10 mg/kg KG]/PCB 101 [150 umol/kg KG]
6 DEN [10 mg/kg KG]/PCB 101 [50 umol/kg KG]
7 Wasser / PCB 28 [150 pmol/kg KG]
8 Wasser / PCB 101 [150 pmol/kg KG]

Zur Initiation préneoplastischer Lasionen wurde den Ratten iiber einen Zeitraum von 10
Tagen eine tdgliche Dosis von 10 mg/kg Korpergewicht (KG) Diethylnitrosamin (DEN) iiber
eine Schlundsonde verabreicht. Die Ratten der Kontrollgruppen erhielten das gleiche
Volumen Wasser iiber eine Schlundsonde (Abb. 3.8). Vor jeder Behandlung wurde das
Gewicht der Tiere kontrolliert. Die Bildung von Foci erfolgte wihrend einer achtwochigen

Erholungsphase mit wochentlicher Gewichts- und Futterkontrolle.
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INITIATIONSPHASE PROMOTIONSPHASE
Totung Toétung
TTIRsEat SEREEERLEERERERL
Wasser / DEN Maiskeimol / PCBs

Erholungsphase

10 Tage 8 Wochen 8 Wochen 8 Wochen

Abb. 3.8: Behandlungsschema des Inititations-Promotionsexperiments

Wiéhrend der Promotionsphase von 8 bzw. 16 Wochen wurden die Tiere wochentlich mit
Maiskeimdl (Kontrolle) oder PCB (in Maiskeimél geldst) in Niedrigdosis (50 umol/kg KG)
oder Hochdosis (150 umol/kg KG) behandelt (Abb. 3.8). Die Behandlung erfolgte zunichst
tiber eine Schlundsonde und wurde nach zwei Wochen auf i.p. Injektion umgestellt.

Um kalorische Imbalanzen durch das Maiskeimdl zu verhindern, wurde den Tieren ein Tag
vor Behandlung das Futter entzogen. Auch hier erfolgte vor jeder Behandlung eine Gewichts-
und Futterkontrolle.

Zur Erfassung der DNA-Synthese im praneoplastischen Gewebe wurde den Tieren ca. 24 h,
20 h und 16 h vor Tétung Bromdeoxyuridin (BrdU) in einer Dosis von 30 mg/kg KG durch
i.p. Injektion verabreicht.

Nach einer Behandlungsdauer von 8 und 16 Wochen, wurden jeweils die Hilfte der Tiere
einer Versuchsgruppe durch Dekapitation getdtet und die Lebern entnommen. Das

Korpergewicht der Tiere und das Lebergewicht wurde protokolliert.

3.6.3 Fixierung des Lebergewebes

Fiir die histologische Aufarbeitung wurden mehrere Gewebestiicke sofort nach Entnahme auf
Trockeneisblocken tiefgefroren und anschlieBend bei —80°C gelagert. Ein weiterer Teil der
Leber wurde fiir die Anfertigung von histologischen Schnitten in Carnoy-Losung fixiert. Die
Losung wurde am zweiten und dritten Tag durch Isopropanol ersetzt und die Gewebestiicke

konnten darin bei Raumtemperatur gelagert werden.
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Das restliche Lebergewebe wurde zerkleinert und portioniert in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und fiir die PCB-Analytik und Enzymaktivitdtsbestimmungen bei —80°C
gelagert.

3.64 Bestimmung des PCB-Gehaltes in der Leber

Die Experimente zur Bestimmung der PCB-Gehalte in der Leber wurden in Zusammenarbeit
mit der ERGO Forschungsgesellschaft mbH in Hamburg durchgefiihrt.

Zur Herstellung eines Leberhomogenats wurde 1 g Lebergewebe mit 10 g feinem Na,;SOy in
einem Vorratsgefdl mit einem Teflonpistill zerrieben, bis ein homogenes Pulver entstand mit
moglichst wenig Fasern.

Die Extraktion erfolgte in einer mit GC-Watte abgedichteten Pasteurpipette. Hierzu wurde 1 g
des hergestellten Leberhomogenats direkt in die Pipette eingewogen und 10 mal mit jeweils
1 ml Losungsmittelgemisch (Dichlormethan/Cyclohexan in gleichen Teilen) in ein Probenglas
eluiert. Das Endvolumen der Probe wurde nach der Elution auf genau 10 ml gebracht. Zur
Bestimmung des PCB-Gehaltes wurden 500 pl entnommen und mit Syl internem PCB-
Standard (PCB 28/101 C", 1 pg/ml) dotiert. Das Probenvolumen wurde auf ca. 50 pl
eingeengt und das Gefal3 sofort mit einer Bordelkappe verschlossen.

Die  Analytik erfolgte mittels niedrigauflosender  Gaschromatographie  und
Massenspektrometrie (GC/MS), fiir die Trennung wurde eine Quarzkapillare, belegt mit
Methylsilikon, verwendet. Zur Quantifizierung wurden interne und externe Standards
herangezogen.

Eine Doppelbestimmung erfolgte in den unterschiedlichen Versuchsgruppen nur jeweils fiir
eine zufillig ausgewihlte Probe. Die Probenaufarbeitung wurde in Vorversuchen mit
Mehrfachbestimmung getestet.

Parallel zu den Leberproben des Tierversuchs wurden mehrere Blanks (Na;SO4-Eluat)
bestimmt, sowie Pools aus Hiihnerleber und PCB 101-belasteten Proben zur
Qualitétssicherung. Um eine vollstindige Extraktion der PCB zu gewdhrleisten, wurden
einige Proben vor der Elution zusdtzlich mit 10 ul nativem PCB (PCB 28/101, 10 pg/ml)
dotiert und nach anschlieBender Aufarbeitung analysiert.

Zur Bestimmung des Fettgehaltes der Leber wurden 5 g des hergestellten Leberhomogenats in
eine grofe, mit GC-Watte abgedichtete, Glassdule eingewogen und mit 1 x 10 ml sowie

anschlieBend mit 3 x 5 ml Losungsmittelgemisch in ein vorgewogenes Probenglas eluiert.
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Das Losungsmittel wurde mit Stickstoff eingedampft, die Probengldser im Exsikkator
vollstidndig getrocknet und die Fettmenge im Glas gewogen.
Parallel dazu wurden mehrere Blanks (Na;SO4) bestimmt und in einem eluierten

Hiihnerleberhomogenat zur Qualitdtssicherung der Fettgehalt auf gleiche Weise bestimmt.

3.6.5 Herstellung von Gewebeschnitten und immunhistochemische Untersuchung

Die Herstellung von histologischen Schnitten und die im Folgenden genannten Firbungen
erfolgten im Institut fiir Toxikologie der Univeritdt Tiibingen, Arbeitsgruppe Prof. M.

Schwarz.

3.6.5.1 ATPase-Fiarbung

Die getrockneten Gefrierschnitte der Rattenlebern wurden fiir 5 s in Glutaraldehyd (0,5 %)
vorfixiert und nach Wisserung mit Substratinkubationslosung fiir 60 min bei 37°C inkubiert.
Nach Féllung mit Ammoniumsulfid (7,5 %) bis zur deutlichen Braunfarbung des Schnittes
wurde erneut 5 min mit Glutaraldehyd/Eisessig fixiert. Die Gegenfarbung erfolgte fiir 30 s mit
Mayer’s Hamalaun. Durch Blduen in flieBendem Wasser wurde die Farbe stabilisiert. Nach

Entwésserung wurden die Priparate mit Entellan eingedeckt.

3.6.5.2 GSTP/BrdU-Doppelfiarbung

Getrocknete Gefrierschnitte wurden fiir 5 min in Paraformaldehyd (4 % in PBS) vorfixiert.
Die Paraffinschnitte (entparaffiniert) und Gefrierschnitte fiir 15 min mit Methanol/H,O, und
anschlieend fiir 15 min 4 M HCI bei Raumtemperatur inkubiert. Zwischendurch erfolgten
Waschschritte mit PBS. AnschlieBend wurden die Schnitte iiber Nacht bei 4°C mit anti-BrdU
Antikdrper (1:20 bzw. 1:50 in PBS) inkubiert. Nach kurzem Waschen wurde mit dem an
Meerrettichperoxidase gekoppelten Sekundarantikorper anti-mouse-IgG (1:20 in PBS) fiir
20 min inkubiert. Danach erfolgte nach waschen in PBS durch Zugabe des Substrates
Diaminobenzidin (DAB) fiir 30 min die Braunfirbung der BrdU-positiven Zellkerne. Es
erfolgten jeweils 5-miniitige Behandlungen mit Ethanol (50 %) und Schweinenormalserum
(1:30 in PBS). Zum Nachweis der GSTP wurden die Paraffinschnitte mit anti-GSTP
Antikorper 1:200 (in  PBS/Schweineserum) und die Gefrierschnitte 1:500 (in
PBS/Schweineserum) liber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Nach Waschen in PBS und Behandlung mit Ethanol (50 %) bzw. PBS/MgCl, wurde erneut
kurz mit Schweinenormalserum inkubiert (1:30 in PBS/MgCl,). Der an B-Galaktosidase
gekoppelte Sekunddrantikorper anti-rabbit (1:20 bzw. 1:40 in PBS/Schweineserum/MgCl,)
wurde flir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Das Eindecken der Préparate nach mehreren

Waschschritten erfolgte mit Kaisers Glyceringelatine.

3.6.6 Quantifizierung praneoplastischer Lasionen und Bestimmung der DNA-

Synthese

Die angefirbten Schnitte wurden mikroskopisch begutachtet und auf eine Fliche projiziert.
Der AuBlenrand der Lasionen wurde manuell mit einem Cursor abgefahren und die Inselflache
mit Hilfe des Computers berechnet. Das ATPase-negative bzw. GSTP-positive
Focusvolumen, bezogen auf das Lebervolumen, wurde berechnet. Weiterhin wurde die
Anzahl der ATPase-negativen und GSTP-positiven Foci pro cm® Lebergewebe mit Hilfe der
stereologischen Berechnungsmethoden nach Fullman (1953) und Saltykov (1967)
quantifiziert.

Die Gesamtzahl an BrdU-positiven Zellkernen in GSTP-positiven Lisionen wurde ermittelt

und mit Hilfe der Inselfliche in die Kernzahl pro mm® umgerechnet.
3.6.7 Fluorimetrische Bestimmung der EROD- und PROD-AKktivitit

Zum Nachweis der CYPlA-Induktion wurde die durch dieses Isoenzym katalysierte
7-Ethoxyresorufin-O- deethylase (EROD)- Aktivitit herangezogen. Die Reaktion beruht auf
der oxidativen Dealkylierung von 7-Ethoxyresorufin (ER) zu Resorufin. Die Induktion von
CYP2B1/2 wurde mit Hilfe der 7-Pentoxyresorufin-O-depentylase (PROD)- Aktivitét
bestimmt (Burke et al., 1985).

CYP1A-katalysiert

N ) N
/©: \:@ CYP2B-katalysiert /@: \:@
R (0] O O, | NADPH HO O

2 (0]

R = H,C,0 R,=H,CO + CH,CHO/ CH,(CH,),CHO

Abb. 3.9: Oxidative Dealkylierung von 7-ER bzw. 7-PR zu Resorufin
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Die Herstellung eines Leberhomogenats erfolgte modifiziert nach Melancon (1996). Hierzu
wurden ca. 0,5 g der Leber aus den Versuchstieren mit 2 ml Mikrosomenpuffer maschinell bei
1200 rpm auf Eis homogenisiert. Daran schloB sich ein Zentrifugationsschritt bei 11000 g fiir
20 min an und der daraus resultierende Uberstand wurde portioniert, schockgefroren und bei
-80°C gelagert.

Fiir Vorversuche zur Aktivititsbestimmung der Enzyme wurde aus der Leber einer
unbehandelten minnlichen Wistar-Ratte nach gleicher Vorschrift ein Homogenat hergestellt
und eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt.

Die Bestimmung der spezifischen EROD- bzw. PROD-Aktivitdt erfolgte modifiziert nach
Kennedy und Jones (1994) auf einer 96-Well-Platte anhand einer Resorufin (Res)-
Eichgeraden. Parallel zur Messung der Resorufingehalte der Proben wurde eine Fluorescamin
(FC)-Messung durchgefiihrt und mit Hilfe einer BSA-Eichgeraden der Proteingehalt der
Probe bestimmt. Die Homogenate der Leberproben wurden in einer Verdiinnung von 1:100 in

Dreifachbestimmung eingesetzt.

Tabelle 3.13:
Pipettierschema zur Bestimmung der EROD- bzw. PROD-AKktivitiit

Probe NaP;-Puffer | ER bzw.PR | NADPH BSA Res FC
[md] [md] [m] [md] [md] [m]
Blank 85 30 - - - 90
Standard 1 70 30 15 - - 90
Standard 2
20 g Protein/Well 63,5 30 15 5,9 0,6 90
7 pmol Res/Well
Standard 3
40 pg Protein/Well 56 30 15 11,7 2.3 90
28 pmol Res/Well
Standard 4
60 ng Protein/Well 45,4 30 15 17,6 7,0 90
84 pmol/Well
Standard 5
80 pg Protein/Well 35,5 30 15 23,4 11,1 90
133 pmol/Well
Standard 6
100 pg Protein/Well 26,1 30 15 29,3 14,6 90
175 pmol/Well
Leberhomogenate 70 30 15 - - 90

Anhand des in Tab. 3.13 gezeigten Pipettierschemas wurde die 96-Well-Platte zunédchst ohne
NADPH und Fluorescamin-Lsg. befiillt und im Fluorimeter fiir 15 min bei 37°C vorinkubiert.
Der Reaktionsstart mit NADPH erfolgte im Gerdt iiber Zugabe der Losung durch einen
Dispenser. Die Inkubationszeit bei 37°C betrug 8 min. Danach wurde ebenfalls iiber einen

Dispenser die Fluorescamin-Stopplosung zugegeben.

66



3 Material und Methoden

Die Messung der Resorufin-Fluoreszenz erfolgte bei einer Exzitationswellenldnge (Ex) von
544 nm und einer Emissionswellenldnge (Em) von 590 nm, die Werte fiir Fluorescamin
wurden bei den Wellenldngen 390 nm (Ex) und 460 nm (Em) ermittelt.

Aus den Blanks wurde der Mittelwert der Resorufin-Fluoreszenz gebildet und von den
Fluoreszenzwerten der gemessenen Leberproben abgezogen. Die Blanks erfassen die CYP-
unabhingigen Zerfille von 7-ER bzw. 7-PR.

Die spezifische EROD- oder PROD-Aktivitit konnte folgendermaflen berechnet werden:

spezifische Aktivitit pmol Resorufin pro Well

[pmol Resorufin/min x mg Protein] ~—

8 min x mg Protein pro Well

3.6.8 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde von allen Daten der Mittelwert und die
Standardabweichung bestimmt. Die Uberpriifung der Ergebnisse auf Signifikanz erfolgte mit
Hilfe des Softwareprogramms ,InStat 3°. PCB-Gehalte wurden mit Student’s t-test (Welch
corrected) auf signifikante Unterschiede liberpriift, fiir alle anderen Ergebnisse wurde One-
way ANOVA und Dunnett’s post test zur Uberpriifung der Signifikanz herangezogen. Die
Irrtumswahrscheinlichkeiten der gefundenen Signifikanzen sind in den Abbildungen

angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zur Wirkung von ,nicht-dioxinartigen’ PCBs in

primiren Hepatozyten der Ratte

4.1.1 Einfluss von PCB 153 auf die Calcium-Homoostase in priméiren Hepatozyten

Einige ortho-substituierte PCBs zeigen, im Gegensatz zu PCBs mit annidhernd coplanarer
Struktur, in neuronalen Zellen einen FEinfluss auf die zellulire Calcium-Homoostase
(Kodavanti und Tilson, 1997). Der im ER lokalisierte Ryanodinrezeptor ist ein
ligandengesteuerter Ca**-Kanal, der in Gegenwart von ortho-substituierten PCBs aktiviert
wird und durch Entleerung von Ca**-Speichern zu einem intrazellulidren Anstieg an Ca®" fiihrt
(Wong und Pessah, 1996; Wong et al., 1997). In der Leber konnte der Ryanodinrezeptor
bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen werden. Um die Moglichkeit einer gestorten Ca*'-
Homoostase in Hepatozyten zu {berpriifen, sollte zusdtzlich zu intrazelluldren
mikrofluorimetrischen Ca®"-Messungen in priméren Hepatozyten ein direkter Einfluss von

PCBs auf zelluldre Membranen untersucht werden.

4.1.1.1  Wirkung auf isolierte Membranfraktionen der Rattenleber

Das non-ortho-substituierte PCB 126, welches annidhernd coplanare Struktur annehmen kann,
sollte in seiner Wirkung mit dem di-ortho-substituierten PCB 153, dessen Phenylringe
gegeneinander verdreht sind, auf eine eventuelle direkte Stérung der Membran von
Leberzellen verglichen werden.

Zur Durchfiihrung des Experimentes wurden Rattenlebermikrosomen isoliert und
spinmarkierte Fettsduren in die Membran eingebaut. Nach Zugabe der verschiedenen PCBs

wurde das Signal mit Hilfe der Elektronen Spin Resonanz (ESR) iiberpriift.

Der Einbau zweier verschiedener spinmarkierter Fettsduren, 5-Doxyl-Stearinsdure und 16-
Doxyl-Stearinséure, verlief erfolgreich.

Um gezielt einen ,positiven’ Effekt auf die Membranen hervorzurufen wurde das
Losungsmittel DMSO in steigenden Konzentrationen zu den mit 16-Doxyl-Stearinsdure

markierten Mikrosomen hinzugegeben.
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Ein deutlicher Effekt war bei einer Konzentration von 10 % DMSO in der Probe bereits
erkennbar. In Abb. 4.1 ist der positive Effekt bei einer DMSO-Konzentration von 20 %
gezeigt (Pfeil).

Abb. 4.1: ESR-Spektrum
I einer mit 16-Doxyl-
= Stearinsiure markierten
Membranfraktion. Die
VA p i il Fraktion wurde mit
a0 . ! " DMSO 20 % behandelt,
um einen positiven Effekt
(Pfeil) zu erzielen.

Insansity [|

Abb. 4.2 zeigt die Spektren der mit 5-Doxyl-Stearinsiure markierten und mit PCB 126 107 M
(C), PCB 153 10”7 M (D) sowie dem Losungsmittel DMSO (B) inkubierten Mikrosomen.

Beim Vergleich des Spektrums von unbehandelten (A) mit DMSO-behandelten Mikrosomen
(B) zeigt sich ein Effekt, der auf die freie Beweglichkeit der Spinsonde im Losungsmittel
DMSO zuriickgefiihrt werden kann. In spiteren Messungen stellte sich heraus, dass nur ca.
10 % der eingesetzten Sonde in der Radikalform vorlagen und somit anhand der hier
dargestellten Spektren keine Aussage iiber eine Beeinflussung der Membranen durch PCBs

(C, D) getroffen werden kann.

M0 3420 10 3440 3450 a0 M 3280 3480 0 510 3520 M0 20 M 340 3450 %EI-‘ .’l!]'-.'ﬂ H H o 3510 520
Feid [0 e (G

Abb. 4.2: ESR-Spektren von 5-Doxyl-Stearinsiure markierten Membranfraktionen. (A) zeigt die
markierte Membranfraktion, in (B) ist die Behandlung mit DMSO (0,5 %) dargestellt, bei der sich ein kleiner
Losungsmitteleffekt zeigt (Pfeil).
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Abb. 4.2: ESR-Spektren von 5-Doxyl-Stearinsiure markierten Membranfraktionen (Fortsetzung). Die

Zugabe von PCB 126 (107 M) (C) und PCB 153 (107 M) (D) zu den Mikrosomen lisst keine Verinderung
erkennen.

Mit 16-Doxyl-Stearinsdure markierte Membranlipide (Abb. 4.3) zeigen aufgrund der Position
des Nitroxidradikals generell eine sehr hohe Beweglichkeit. Aufgrund einer zu hoch
gewihlten Konzentration der Spinsonde und der daraus resultierenden wechselseitigen Spin-
Umklappung der Sonden (Heisenberg-Spin-Austausch) zeigte sich im Spektrum eine
Linienverbreiterung. Mogliche Wechselwirkungen der PCBs mit Membranlipiden kdnnen

unter diesen Versuchsbedingungen nur schwer erkannt werden.

nssewny ||
=

ke sity (]

25000 -

Abb. 4.3: ESR-Spektrum von 16-Doxyl-Stearinsiure markierten Membranfraktionen. Das Spektrum der
markierten Mikrosomen ist in (A) dargestellt, (B) zeigt mit DMSO (0,5 %) behandelte Fraktionen. Der
Losungsmitteleffekt ist mit einem Pfeil markiert.
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Abb. 4.3: ESR-Spektrum von 16-Doxyl-Stearinsdure markierten Membranfraktionen (Fortsetzung). Die
Behandlung mit PCB 126 (107 M) (C) und PCB 153 (107 M) (D) zeigt keine spektralen Verinderungen
gegeniiber der Losungsmittelkontrolle.

4.1.1.2 Mikrofluorimetrische Calcium-Messung in primiren Hepatozyten

Ein moglicher Einfluss von ortho-substituierten PCBs auf die Ca®’-Homdostase in
Hepatozyten sollte durch mikrofluorimetrische Ca*"-Messungen untersucht werden. Hierzu
wurden Hepatozyten auf kollagenierten Deckgldschen und auf Deckglidschen mit
Kollagengelen kultiviert und mit dem Ca*"-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2, in Form
eines Acetoxymethylesters, beladen. In einer Messkammer wurden die Zellen mit PCB 153 in
den Konzentrationen 10"° M, 10° M, 10® M, 107 M, 10° M, 10° M, PCB 126 107 M und
Phenobarbital 1 mM und 2 mM fiir 30 min inkubiert und die Fluoreszenzintensititen bei den
Anregungswellenldngen 340 nm und 380 nm verfolgt. Zu Beginn jeder Messung wurde eine
Positivkontrolle in Form einer kurzzeitigen Behandlung der Zellen mit ATP 50 puM
mitgefiihrt.

Die Abb. 4.4 und 4.5 zeigen die Verdnderung des intrazelluldren Calciumspiegels von
Hepatozyten auf normalen kollagenbeschichteten Deckglidschen und auf einer
Kollagengelschicht nach Zugabe von ATP, das extrazellulir membrangebundene purinerge

Rezeptoren besetzt und iiber diese zur Entleerung intrazelluldrer Ca®*-Speicher fiihrt.
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Abb. 4.4: Verinderung der intrazelluliren Ca’’-Konzentration nach
Applikation von ATP. Die Zellkultur erfolgte auf kollagenierten Deckgléschen.
ATP (50 uM) wurde ca. 3 min und 14 min nach Beginn der Messung zugegeben.
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Abb. 4.5: Verinderung der intrazelluliren Ca*’-Konzentration nach
Applikation von ATP. Die Zellkultur erfolgte auf Deckgldschen mit einer
einfachen Kollagengelschicht. ATP (50 uM) wurde ca. 2,5 min nach Beginn der
Messung zugegeben.

Nicht alle Zellen reagierten auf ATP mit der Ausschiittung von Ca”" aus den intrazelluliren
Speichern. Wenn eine Reaktion stattfand, trat diese sehr schnell auf und fiihrte auch zu einer
raschen Wiederaufnahme von Ca®" in die Speicherorganellen.

Die Behandlung der Zellen mit Cyclopiazonsiure (CPA), einem spezifischen Ca**-ATPase-
Inhibitor, fithrte in allen untersuchten Zellen zu einer langsamen reversiblen Entleerung der

Ca**-Speicher (Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Veriinderung der intrazelluliren Ca**-Konzentration nach
Applikation von ATP und Cyclopiazonsiure. Die Zellen wurden auf
kollagenierten Deckgldschen kultiviert. ATP (50 uM) wurde ca. 4 min nach Beginn
der Messung zugegeben und zeigte in drei Zellen eine Reaktion. Durch Zugabe von
CPA nach ca. 18 min reagierten alle Zellen mit einem intrazelluliren Ca”"-Anstieg.

PCB 153 zeigte in keiner der verwendeten Konzentrationen einen Effekt auf den

intrazelluliren Ca**-Spiegel (Abb. 4.7). Die Hepatozyten zeigten in dem dargestellten

Experiment eine sehr gute Reaktion auf die Positivkontrolle ATP.
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Abb. 4.7: Verinderung der intrazelluliren Ca**-Konzentration nach Applikation von
PCB 153. Die Zellkultur erfolgte auf kollagenierten Deckgldschen. Der Zeitpunkt der
Zugabe von ATP (50 uM) als Positivkontrolle bzw. DMSO (0,5 %) (A) ist mit einem Pfeil
markiert.
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Abb. 4.7: Verinderung der
intrazelluliren Ca**-Konzentration
nach Applikation von PCB 153
(Fortsetzung). Die Zellkultur
erfolgte auf kollagenierten
Deckgliaschen. Der Zeitpunkt der
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Positivkontrolle und PCB 153 10"° M
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Abb. 4.7: Verinderung der
intrazelluliren Ca’*-Konzentration
nach Applikation von PCB 153
(Fortsetzung). Die Zellkultur erfolgte auf
kollagenierten Deckglaschen. Der
Zeitpunkt der Zugabe von ATP (50 uM)
als Positivkontrolle und PCB 153 ist mit
einem Pfeil markiert. (E) =zeigt den
intrazelluliren Ca*'-Spiegel nach
Behandlung mit PCB 153 107 M, in (F)
ist die Zugabe von 10° M PCB 153
dargestellt und (G) zeigt die Reaktion auf
PCB 153 10° M.
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In einem weiteren Experiment mit Hepatozyten auf Kollagengelen zeigten sich auch bei einer
Umkehrung des Versuchsaufbaus, Inkubation mit PCB 153 10° M fiir 30 min und
anschlieBender Positivkontrolle mit ATP, keinerlei Verdnderungen in der intrazelluliren Ca**-

Konzentration (Abb. 4.8). Eine Beeinflussung der Ca*"-Ausschiittung durch ATP ist ebenfalls

nicht feststellbar.

A 1 ATP 50 uM
254 \ PCB15310° M
‘ Zelle 1
Zelle 2
—~ 2,0 Zelle 3
3 Zelle 4
=
3
=
N’
=
N
<
&~

164 PCB15310°M ATP 50 pM
l Zelle 1
144 Zelle 2
Zelle 3
Zelle 4
5 1249 Zelle 5
g Zelle 6
A
& 1,04
=9
= 1 n
=
2 03 f
< i
A ‘ WW\ h
| ) for x ik A Aol
0.6 i W“\‘N‘f W‘Aﬂ""f,‘vf‘w‘\' i V“\},“"“,“!N i A,-(‘/"A'\‘\‘\,‘W‘N“f“"%‘\"“*f’“v“‘r"” ‘,”\"W“J\"v‘w‘ﬂw‘ﬂ\ SN 0‘“"“\“ L gt
T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500

Zeit [s]

Abb. 4.8: Verinderung der intrazelluliren Ca**-Konzentration nach
Applikation von PCB 153. Die Zellkultur erfolgte auf Deckgldschen mit einer
einfachen Kollagengelschicht. (A) Die Zugabe von PCB 153 (10° M) erfolgte
ca. 2 min nach Beginn der Messung, ATP (50 uM) ca. 35 min spiter. (B) zeigt
die Umkehrung des Versuchsaufbaus.
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In einem einmaligen Versuch mit PCB 126 sowie mehreren Versuchen mit Phenobarbital
konnte ebenfalls keine Verinderung der intrazelluliren Ca’’-Konzentration erzielt werden
(Daten nicht gezeigt).

Die Ca’’-Messungen gestalteten sich zum Teil als sehr schwierig, da Hepatozyten
unterschiedlicher Zellpréparationen grofle Unterschiede in der Reaktion auf die Applikation

von ATP zeigten.

4.1.2 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Bad an Serin 136 durch PCB 153

Das proapoptotische Bad kann an Serin 136 (Ser 136) iiber den PI3K/PKB-Signalweg
phosphoryliert werden und ermdglicht somit ein Uberleben der Zellen (Yang et al., 1995).
Verschiedene Tumorpromotoren, deren tumorpromovierende Wirkung auf eine Hemmung der
Apoptose zuriickgefiihrt wird, wurden auf eine mdgliche Phosphorylierung von Bad an Ser
136 mit der Western Blot Analyse nach einer Immunprézipitation der Proteine untersucht.

Die Werte der Menge an Gesamtprotein (Bad) und phosphoryliertem Protein (BadP) in
Abbildungen und Tabellen beziehen sich auf die als 100 % gesetzte Kontrolle

(Losungsmittel).

Hepatozyten wurden fiir 6 h und 12 h in normalem insulinhaltigem Kulturmedium NIH mit
den Tumorpromotoren Phenobarbital, TCDD, PCB 153 und PCB 126 in einer ausgewéhlten
Konzentration inkubiert.

Abb 4.9 zeigt die Bandenintensitit von phosphoryliertem Bad sowie an Gesamtprotein Bad.
Keiner der Tumorpromotoren zeigte nach einer Inkubationszeit von 6 h und 12 h einen

EinfluB3 auf die Phosphorylierung von Bad.
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Abb. 4.9: Einfluss von Tumorpromotoren auf die Phosphorylierung von Bad
an Ser 136. Hepatozyten wurden fiir 6 h und 12 h mit DMSO, Phenobarbital (107
M), TCDD (10° M), PCB 153 (10° M ) und PCB 126 (10° M) inkubiert. Die
dargestellten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus zwei unabhingigen
Experimenten berechnet.

In den folgenden Versuchen wurde der PI3K/PKB-Signalweg gezielt durch Zugabe von
Insulin und EGF aktiviert. Die Versuche fanden in Erhaltungsmedium mit unterschiedlicher

Zusammensetzung statt.

Tabelle 4.1 fasst die Bandenintensitidten von phosphoryliertem Bad und Gesamtprotein an
Bad der einzelnen Versuche zusammen.

Hepatozyten, die in normalem insulinhaltigen Erhaltungsmedium NIHp kultiviert wurden,
zeigten eine verstirkte Phosphorylierung von Bad nach Zugabe von Insulin 10 nM und 50 nM
nach 24 h. Bei gleichzeitiger Gabe von EGF 10 ng/ml und den beiden Insulinkonzentrationen
zeigte sich ebenfalls eine deutliche Phosphorylierung von Bad nach 24 h, die allerdings

geringer ausfiel als die alleinige Insulingabe.
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Tabelle 4.1:
Phosphorylierung von Bad an Ser 136 durch Insulin und EGF
Die angegebenen Bandenintensititen an Gesamtprotein Bad und phosphoryliertem
Bad (BadP) beziehen sich auf die als 100 % gesetzte Kontrolle.

Williams Williams
Zeit Behandlung Versuch 1 NIH; Versuch2 MediumE | yergych3 Medium E
+Insulin -Insulin -Insulin
-Hepes +Hepes
Bad BadP Bad BadP Bad BadP
[%o] [%] [Vl [Yo] [%o] [%]
12 h Kontrolle 100 100 - - 100 100
Insulin 10 nM 101,5 109.,4 - - 86,8 100
Insulin 50 nM 97 112,4 - - 85,5 90,6
EGF 10 ng/ml - - - - 57,7 96,7
EGF 50 ng/ml - - - - 59,6 90,4
Insulin 10 nM +
EGF 10 ng/ml 106,2 103,3 - - 57 88,2
Insulin 50 nM +
EGF 10 ng/ml 103,1 105,7 - - 64,9 93,1
Insulin 50 nM +
EGF 50 ng/ml 96,4 103,7 - - 90,4 97,5
24 h Kontrolle 100 100 100 100 100 100
Insulin 10 nM 99,2 163.4 139,5 274,8 95,6 99,4
Insulin 50 nM 92,6 193.8 137,1 239,7 71,6 90,9
EGF 10 ng/ml - - 54,9 167,7 89,1 103,3
EGF 50 ng/ml - - 137,8 2927 73,5 95,4
Insulin 10 nM +
EGF 10 ng/ml 1152 130 148 271,2 128.5 96,6
Insulin 50 nM +
EGF 10 ng/ml 82,5 131,9 108,4 244.,6 152 97,9
Insulin 50 nM +
EGF 50 ng/ml 71,9 86,4 37,5 29,2 155,2 116,5

Der Effekt der Phosphorylierung wurde aufgehoben durch gleichzeitige Zugabe von Insulin
50 nM und EGF 50 ng/ml. Nach 12 h Kulturdauer zeigte sich eine leicht erhdhte
Phosphorylierung von Bad durch Insulin 50 nM. Der Gesamtproteinlevel zeigte nach 24 h
eine deutliche Abnahme bei Hepatozyten mit einer Behandlung von Insulin 50 nM/EGF 10
ng/ml und Insulin 50 nM/EGF 50 ng/ml.

In einem Experiment mit modifiziertem Williams Medium E Kulturmedium ohne Insulin und
der Puffersubstanz Hepes konnte nach 24 h eine starke Phosphorylierung von Bad an Ser 136
sowie einem Anstieg an Gesamtprotein nach Behandlung mit Insulin und EGF nachgewiesen
werden. Eine Inkubation mit EGF 10 ng/ml zeigte einen geringen Bad-Proteinlevel und eine
geringere Phosphorylierung als die anderen Inkubationsbedingungen. Wurden Insulin und
EGF gleichzeitig in hohen Konzentrationen gegeben, so hatte dies einen verringerten

Gesamtproteinlevel sowie eine vergleichbar geringe Phosphorylierung zur Folge.
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Versuch 3 zeigt die Bandenintensitidten von Gesamtprotein Bad und phosphoryliertem Bad in
Hepatozyten, die ebenfalls in modifiziertem Williams Medium E ohne Insulin kultiviert
wurden, jedoch mit Zugabe von Hepes.

Nach einer Inkubationszeit von 12 h ist ein zum Teil betrdchtlicher Riickgang des
Gesamtproteinlevels erkennbar. Auch nach 24 h ist der Gesamtproteinlevel bei Insulin- und
EGF-behandelten Zellen erniedrigt, der Proteinlevel steigt jedoch an bei gleichzeitiger Gabe
von Insulin und EGF. Bei der Phosphorylierung von Bad zeigt sich lediglich bei einer
gleichzeitigen Inkubation von Insulin und EGF in hohen Konzentrationen nach 24 h ein

kleiner Effekt.

Das PCB-Kongener 153 wurde in einer Konzentrationsreihe auf eine mogliche Beeinflussung
der Phosphorylierung von Bad an Ser 136 untersucht. Die Versuche wurden in modifiziertem
insulinfreiem Williams Medium E mit Hepes und Hepes-frei durchgefiihrt.

Tab. 4.2 zeigt die Bandenintensititen der Western Blot Analyse nach 12 h und 24 h
Kulturdauer. Parallel zu PCB 153 wurden auch Hepatozyten mit Insulin oder EGF behandelt.

Der Versuchsansatz mit Hepes-gepuffertem Medium zeigte keine Phosphorylierung von Bad
nach Inkubation mit Insulin und EGF fiir 24 h. Nach Inkubation mit PCB 153 war der
Gesamtproteinlevel an Bad konzentrationsabhingig verringert, wobei die niedrigste
Bandenintensitit bei der hochsten eingesetzten Konzentration 10> M auftrat. PCB 153 zeigte
bei einer Konzentration von 10® M eine erhohte Phosphorylierung von Bad, die mit
steigender Konzentration abnahm.

Wurde auf Hepes als Puffersubstanz im Medium verzichtet, zeigten Insulin und EGF eine
leicht gestiegene Bad-Phosphorylierung nach 12 h. Insulin fiihrte in beiden Konzentrationen
zu einem Anstieg des Gesamtproteinlevels. Nach einer Inkubationsdauer von 24 h zeigten
sich in den beiden Versuchsansdtzen sehr widerspriichliche Ergebnisse, sowohl keine
Verdnderungen gegeniiber der Kontrolle als auch eine starke Abnahme des

Gesamtproteinlevels an Bad und an phosphoryliertem Bad.
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Tabelle 4.2:
Phosphorylierung von Bad an Ser 136 durch Insulin, EGF und PCB 153
Die angegebenen Bandenintensititen an Gesamtprotein Bad und phosphoryliertem
Bad (BadP) beziehen sich auf die als 100 % gesetzte Kontrolle.

4 Ergebnisse

Williams Williams Williams
Zeit Behandlung Versuch1 MediumE | yergucp2 MediumE | yepgycn3 Medium E
-Insulin -Insulin -Insulin
+Hepes -Hepes -Hepes
Bad BadP Bad BadP Bad BadP
[Yo] [Yo] [%] [%] [Yo] [Yo]
12h Kontrolle - - 100 100 100 100
Insulin 10 nM - - 139.,4 114,8 - -
Insulin 50 nM - - 133,3 111,2 - -
EGF 10 ng/ml - - 89,5 117,5 93,6 101,2
EGF 50 ng/ml - - 109,8 109,6 101,5 113,5
DMSO - - 100 100 100 100
PCB 153 10" M - - - - 98,3 97,6
PCB 153 10°M - - - - 98,2 88,9
PCB 153 10° M - - 176,1 136,2 99,1 81,8
PCB 153 10’ M - - 112,1 103 95,2 75,4
PCB 153 10° M - - 98.9 86,5 99.4 105,8
PCB 153 10° M - - 95,1 80,7 90,1 79,6
24 h Kontrolle 100 100 100 100 100 100
Insulin 10 nM 91,9 98,7 107,7 37,3 - -
Insulin 50 nM 93,4 93,4 90 121,6 - -
EGF 10 ng/ml 99,2 100,9 105,9 45,5 100,1 101,8
EGF 50 ng/ml 90 942 76,3 53,9 102,6 92.8
DMSO 100 100 100 100 100 100
PCB 153 10" M - - - - 105,1 102,2
PCB 153 10°M - - - - 108,1 121,7
PCB 153 10° M 98,3 133,1 87,2 212,9 110,9 134,4
PCB 153 10’ M 98,8 114,8 84,5 146 1044 127,4
PCB 153 10° M 73,3 110,1 67,4 132,8 102,2 102,3
PCB 153 10° M 67,6 111 88,7 111,3 112,5 109,7

Bei Inkubation mit PCB 153 in einer Konzentrationsreihe zeigten sich in beiden, unter

gleichen Bedingungen durchgefiihrten Versuchen, ebenfalls unterschiedliche Ergebnisse.

Nach einer Inkubationsdauer von 24 h war jedoch eindeutig eine konzentrationsabhingige

Phosphorylierung von Bad an Ser 136 zu verzeichen, deren Maximum bei einer

Konzentration von 10™® M lag.

Abb. 4.10 fasst die gefundene Phosphorylierung von Bad durch PCB 153 nach einer

Kulturdauer von 24 h unter verschiedenen Kulturbedingungen noch einmal zusammen.
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Abb. 4.10: Einfluss von PCB 153 auf die Phosphorylierung von Bad an Ser 136.
Hepatozyten wurden fiir 24 h mit DMSO und PCB 153 inkubiert. Die in (A)
dargestellten Bandenintensitdten beziehen sich auf die Kontrolle (100 %). (B) zeigt
die zu den einzelnen Versuchen gehdrenden Aufnahmen des Western Blots.

4.1.3 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid, Camptothecin und MNNG

Die Aktivierung der Caspase-3 dient als biochemischer Nachweis der Induktion von
Apoptose. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Caspase-3-Assay, modifiziert nach Nicholson
et al., 1995), etabliert werden und eine geeignete Substanz zur Induktion von Apoptose in
Hepatozyten gefunden werden.

Zum Einsatz kamen zwei Topoisomeraseinhibitoren, Etoposid und Camptothecin, die sich in
Experimenten von Gomez-Lechon et al. (2002) als geeignete Substanzen zeigten, sowie das
alkylierende Agens MNNG, ein nachgewiesenes Mutagen. Es sollten verschiedene

Konzentrationen der einzelnen Substanzen in einer Zeitverlaufsreihe getestet werden.

4.1.3.1 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid

In einer Zeitverlaufsrethe wurden die Zellen fir 1 h, 2 h, 4 h und 6 h mit dem

Topoisomeraseinhibitor Etoposid in den Konzentrationen 200 uM und 400 uM inkubiert.
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Etoposid zeigte in den durchgefiihrten Experimenten eine signifikante Induktion der Caspase-
3-Aktivitét bereits nach einer Inkubationsdauer von 2 h bei einer Konzentration von 200 uM
(Abb. 4.11). Es wurde bei 200 uM eine Steigerung der Aktivitdt um das zweifache der

Kontrolle gemessen, dieses Maximum war nach 4 h Inkubationsdauer erreicht.

140

[ Kontrolle DMSO
120 4 [ Etoposid 200 pM *k
I Etoposid 400 pM ok
*% *

= S 100 *
: N
z £
=
é en 80
L E
g ol
a £ 604
> E

Q
S E 44
= <
33
= E_ 20

0 T
1 2 4 6

Inkubationszeit [h]

Abb. 4.11: Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid. Die Inkubation der Hepatozyten
erfolgte in einer Zeitverlaufsreihe mit den Konzentrationen 200 uM und 400 pM.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhingigen
Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich signifikant von der
Kontrolle ("P<0,05; “P<0,01).

Eine Erhohung der Konzentration (400 uM) zeigte zwar signifikante Effekte, verglichen mit

der niedrigeren Konzentration waren diese Effekte aber deutlich geringer.

4.1.3.2 Caspase-3-Aktivierung durch Camptothecin

Der Topoisomeraseinhibitor Camptothecin wurde ebenfalls in einer Zeitverlaufsreihe fiir 1 h,

2 h,4 hund 6 h in den Konzentrationen 10 uM und 15 uM getestet.

Die in Abb. 4.12 dargestellten Ergebnisse zeigten eine signifikante Induktion nach 4 h

Inkubationsdauer.
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Abb. 4.12: Caspase-3-Aktivierung durch Camptothecin. Die Inkubation der
Hepatozyten erfolgte in einer Zeitverlaufsreihe mit den Konzentrationen 10 puM und 15
puM. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen
Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich signifikant von der
Kontrolle (‘P<0,05; “P<0,01).

Auch hier lag das Maximum der Induktion nach 4 h bei etwa dem zweifachen Wert der
Kontrolle bei einer Konzentration von 10 uM. Eine erhohte Konzentration der Substanz (15

uM) lieB3 den Effekt nur geringfiigig ansteigen.

4.1.3.3  Caspase-3-Aktivierung durch MNNG

Die Hepatozyten wurden mit dem Alkylanz MNNG, das in Kultur sehr instabil ist, fiir 2 h in
den Konzentrationen 300 uM und 500 uM inkubiert. Nach Entfernen der Substanz wurden
die Zellen fiir 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h und 12 h weiterinkubiert.

Bereits nach einer Inkubationszeit von 2 h konnte mit 500 uM MNNG ceine fast zweifach
gesteigerte Caspase-3-Aktivitidt verzeichnet werden (Abb. 4.13). Nach 6 h zeigte eine
Konzentration von 300 pM einen signifikanten Anstieg der Caspase-3-Aktivitit auf das 2,5-
fache.
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Abb. 4.13: Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG
in den Konzentrationen 300 uM und 500 pM fiir zwei Stunden inkubiert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten abgeerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen
Werte unterscheiden sich signifikant von der Kontrolle ("'P<0,01).

Die Aktivitét der Caspase-3 konnte nach einer Inkubationsdauer von 12 h mit MNNG 300 uM
auf das vierfache und mit MNNG 500 uM auf das fiinffache der Kontrolle gesteigert werden.

Experimente mit einer frisch angesetzten MNNG-LOsung zeigten in den vorher verwendeten
Konzentrationen 300 uM und 500 uM sehr starke zytotoxische Effekte und machten somit
eine erneute Testung erforderlich. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse dieser

Versuche dargestellt.

Hepatozyten wurden mit MNNG in den Konzentrationen 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM
und 250 pM fiir 30 min (Abb. 4.14), 1 h (Abb. 4.15) und 2 h (Abb. 4.17) inkubiert. Nach

einer weiteren Kulturdauer von 12 h wurde die Aktivitit der Caspase-3 bestimmt.
Eine Inkubation der Hepatozyten mit MNNG fiir 30 min ist zur Aktivierung der Caspase-3

ausreichend, verglichen mit lingeren Vorinkubationszeiten zeigt sie die grof3ten erreichbaren

Effekte.
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Abb. 4.14: Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG
in einer Konzentrationsreihe fiir 30 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von
12 h geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhéngigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich
signifikant von der Kontrolle ("'P<0,01).

Bei einer Konzentration von 200 uM und Vorinkubation von 30 min konnte die Aktivitat

signifikant um das 11-fache der Kontrolle gesteigert werden.

Eine Vorinkubation von 1 h fiihrte bei gleicher Konzentration zu einer signifikanten

Steigerung um das 7-fache (Abb. 4.15).

*%

400+

[_—_1pMSoO *k
Il MNNG *k

300 -

200 -

100+

spezif. DEVDase-Aktivitit
[pmol AFC/min x mg Protein]

50 100 150 200 250

Konzentration MNNG [uM]
Vorinkubation 60 min

Abb. 4.15: Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG
in einer Konzentrationsreihe fiir 60 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von
12 h geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhingigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich
signifikant von der Kontrolle ("P<0,01).
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Inkubierte man MNNG 200 uM fiir 2 h so zeigte sich eine signifikante Steigerung um mehr
als das fiinffache (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Caspase-3-Aktivierung durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG
in einer Konzentrationsreihe fiir 120 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von
12 h geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhéngigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich
signifikant von der Kontrolle ("P<0,01).

4.1.34 Fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne nach MNNG-
Behandlung

Die gefundene gute Induzierbarkeit der Caspase-3-Aktivierung nach Behandlung mit MNNG
sollte durch die Quantifizierung apoptotischer Zellkerne anhand folgender morphologischer

Merkmale in einem kleinen Versuch iiberpriift werden:

e stark kondensierte Kerne und

e fragmentierte Kerne (tropfenférmiges Chromatin).

Eine dazu geeignete Methode ist die Kultivierung von Hepatozyten im Kollagengelsandwich
(Bohnenberger et al., 2001; Kunz, 2001). Die fiir 30 min mit MNNG in einer Konzentration
von 200 uM behandelten und fiir weitere 12 h bzw. 24 h kultivierten Zellen wurden nach
Fixierung mit den Fluorochromen 4,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI) und Sulforhodamin

101 angefarbt.
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DAPI (Emissionsoptimum A= 485 nm) firbt bevorzugt AT-reiche DNA und gab dem
Kernchromatin eine blaue Farbung. Zur Sichtbarmachung des Zytoplasmas wurde
Sulforhodamin (Emissionsoptimum A= 620 nm) eingesetzt, da es durch seine Affinitit zu
Proteinen eine Rotfluoreszenz zeigt.

Die in diesen Versuchen ermittelte Apoptoseinzidenz nach Behandlung mit MNNG 200 uM
fiir 30 min lag bei 21,8 £ 3,9 % nach einer Kulturdauer von 12 h (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Induktion der Apoptose durch MNNG. Die Hepatozyten wurden mit MNNG
200 puM fiir 30 min inkubiert und nach einer weiteren Kulturdauer von 12 h geerntet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhédngigen
Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich signifikant von der
Kontrolle (""P<0,001).

Eine Kulturdauer von 24 h zeigte sich als nicht mehr auswertbar, da der Monolayer nur noch

aus sehr wenigen lebenden Zellen bestand.

4.1.4 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG-

induzierte Caspase-3-Aktivierung

Zur Untersuchung der Apoptose-inhibierenden Wirkung von Substanzen mit
tumorpromovierenden Eigenschaften wurde mit der Caspase-3-Aktivitdt ein biochemischer

Apoptosemarker eingesetzt.

Hepatozyten wurden zur Aktivierung der Caspase-3 mit MNNG in einer Konzentration von
200 uM fiir 30 min bzw. 2 h inkubiert und anschlieend fiir weitere 12 h mit den folgenden

Tumorpromotoren in einer Konzentrationsreihe inkubiert:
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Phenobarbital 107 M, 10°M, 10° M, 10 M, 10° M
PCB 153 10°M,10° M, 107 M, 10°M, 10° M
TCDD 102 M, 10" M, 10'°M, 10° M, 10° M
PCB 126 101°M, 10° M, 10° M, 107 M, 10° M.

In den Abbildungen sind die spezifischen DEVDase-Aktivitdten der mit MNNG und den
Tumorpromotoren behandelten Hepatozyten bezogen auf MNNG-behandelte Hepatozyten
(100%) dargestellt.

4.14.1 Einfluss von Phenobarbital auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung

Phenobarbital (PB) zeigte eine konzentrationsabhéngige Erniedrigung der MNNG-induzierten
Caspase-3-Aktivierung nach Behandlung der Hepatozyten mit MNNG fiir 30 min und 2 h
(Abb. 4.18 und 4.19).

1504 C_1DMSO
I MNNG 200 pM
I MINNG 200 uM + PB

100

504

spezif. DEVDase-Aktivitit
[% MNNG-behandelter Hepatozyten|]

0

10’ 10°  10°  10°  10°
Inkubation PB 12h Konzentration PB [M]

Vorinkubation MNNG 30min

Abb. 4.18: Einfluss von Phenobarbital auf die MNNG-induzierte Caspase-3-
Aktivierung. Die Hepatozyten wurden fiir 30 min mit MNNG 200 uM vorinkubiert und
nach einer zwo6lfstiindigen Inkubation mit Phenobarbital in verschiedenen Konzentrationen
geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus vier
unabhéngigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich
signifikant von MNNG-behandelten Zellen ("P<0,05).
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Abb. 4.19: Einfluss von Phenobarbital auf die MNNG-induzierte Caspase-3-
Aktivierung. Die Hepatozyten wurden fiir 120 min mit MNNG 200 pM vorinkubiert und
nach einer zwolfstiindigen Inkubation mit Phenobarbital in verschiedenen Konzentrationen
geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhingigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen Werte unterscheiden sich
signifikant von MNNG-behandelten Zellen ("P<0,05).

Eine signifikante Reduktion der Aktivitdt um ca. 40 % wurde mit der Konzentration 10~ M
Phenobarbital gefunden. Die Konzentrationsreihe der beiden Ansétze zeigten einen dhnlichen
Verlauf.

Bei zweistlindiger MNNG-Behandlung war der Effekt in den niedrigeren Konzentrationen

noch deutlicher erkennbar.

4.14.2 Einfluss von PCB 153 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung

Eine konzentrationsabhidngig erniedrigte Aktivitit der Caspase-3 war nur nach einer
Vorinkubation von MNNG fiir 2 h zu sehen, zeigte jedoch keine Signifikanz (Abb. 4.21). Bei
der hochsten PCB-Konzentration 10° M war die Aktivitit um ca. 30 % gegeniiber MNNG

reduziert.
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Abb. 4.20: Einfluss von PCB 153 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung.
Die Hepatozyten wurden fiir 30 min mit MNNG 200 pM vorinkubiert und nach einer
zwolfstiindigen Inkubation mit PCB 153 in verschiedenen Konzentrationen geerntet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen
Experimenten.
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Abb. 4.21: Einfluss von PCB 153 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung.
Die Hepatozyten wurden fiir 120 min mit MNNG 200 pM vorinkubiert und nach einer
zwolfstiindigen Inkubation mit PCB 153 in verschiedenen Konzentrationen geerntet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhingigen
Experimenten.

Nach Vorinkubation mit MNNG fiir 30 min konnte die Caspase-3-Aktivitit mit PCB 153 10
M um ca. 17 % erniedrigt werden (Abb. 4.20).
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4.1.4.3 Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung

Nach 12-stiindiger Inkubation mit TCDD konnte in beiden Anséitzen keine
konzentrationsabhingige Erniedrigung der Caspase-3-Aktivitit nach apoptogener MNNG-
Behandlung festgestellt werden (Abb. 4.22 und 4.23).

Bei kurzzeitiger MNNG-Behandlung zeigte lediglich TCDD 10"" M eine signifikante
Reduktion.
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Abb. 4.22: Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. Die
Hepatozyten wurden fiir 30 min mit MNNG 200 pM vorinkubiert und nach einer zwolfstiindigen
Inkubation mit TCDD in verschiedenen Konzentrationen geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus fiinf unabhéngigen Experimenten. Die mit Sternen versehenen
Werte unterscheiden sich signifikant von MNNG-behandelten Zellen ('P<0,05).
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Abb. 4.23: Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. Die
Hepatozyten wurden fiir 120 min mit MNNG 200 uM vorinkubiert und nach einer zwdlfstiindigen
Inkubation mit TCDD in verschiedenen Konzentrationen geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen aus sechs unabhéngigen Experimenten.
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Abb. 4.24: Einfluss von TCDD auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung. Die
Hepatozyten wurden fiir 12 Stunden mit TCDD in verschiedenen Konzentrationen vorinkubiert.
Danach erfolgte eine zweistiindige Inkubation mit MNNG 200 pM und nach einer Kulturdauer von
12 h wurden die Zellen geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus
drei unabhingigen Experimenten.

In einem weiteren Versuch wurden die Zellen zuerst flir 12 h mit TCDD und anschlieBend fiir
2 h mit MNNG behandelt. Nach weiteren 12 h Kulturdauer wurde die Aktivitit der Caspase-3
bestimmt (Abb. 4.24). Auch bei der Umkehrung des Versuchsansatzes lie sich keine

signifikante Erniedrigung nachweisen.

4.1.44  Einfluss von PCB 126 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung
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Abb. 4.25: Einfluss von PCB 126 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung.
Die Hepatozyten wurden fiir 30 min mit MNNG 200 pM vorinkubiert und nach einer
zwolfstiindigen Inkubation mit PCB 126 in verschiedenen Konzentrationen geerntet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen
Experimenten.
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Wie aus Abb. 4.25 und 4.26 ersichtlich zeigte PCB 126 in beiden Vesuchsansitzen keinen
Einfluss auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivitit.
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Abb. 4.26: Einfluss von PCB 126 auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung.
Die Hepatozyten wurden fiir 120 min mit MNNG 200 uM vorinkubiert und nach einer
zwolfstiindigen Inkubation mit PCB 126 in verschiedenen Konzentrationen geerntet.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen
Experimenten.

Die Aktivitdten sind bei kurzzeitiger Behandlung mit MNNG durch die Gabe des PCB-

Kongeners zum Teil sogar leicht erhoht.

4.1.5 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG-

induzierte Ausschiittung von Cytochrom c

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zur Untersuchung der Apoptose-inhibierenden Eigenschaft
von Tumorpromotoren ein weiterer biochemischer Apoptosemarker, die Ausschiittung von

Cytochrom c aus den Mitochondrien ins Zytoplasma, in Hepatozyten etabliert werden.

Nach Behandlung der Zellen, die analog zu den Versuchen der Caspase-3-Aktivierung mit
kurzzeitiger MNNG-Behandlung durchgefiihrt wurde, erfolgte die Herstellung einer
zytosolischen und mitochondrialen Fraktion nach einem Protokoll von Bossy-Wetzel und
Green (2000). Mit Hilfe der Western Blot Analyse wurde Cytochrom c in beiden Fraktionen

nach einer Kulturdauer von 4 h, 8 h und 12 h nachgewiesen.
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In Abb. 4.27 ist die Bandenintensitit der zytosolischen Fraktion bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle (100 %) dargestellt, nach Behandlung der Hepatozyten mit MNNG in
unterschiedlichen Konzentrationen.

Erst nach 8 h zeigte sich eine signifikante Erhdhung von Cytochrom c in der zytosolischen
Fraktion, die zu diesem Zeitpunkt auch ein Maximum aufwies. Die grofite Induktion der
Cytochrom c-Ausschiittung lag im Konzentrationsbereich von 150 uM — 250 uM.

Nach einer Kulturdauer von 12 h zeigte MNNG 200 uM eine signifikant erhohte Menge an
Cytochrom c in der zytosolischen Fraktion. In der hergestellten mitochondrialen Fraktion lief3
sich der erwartete kontrdre Effekt, eine geringere Menge an Cytochrom c bei steigender

MNNG-Konzentration, nicht feststellen.
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Die Behandlung von Hepatozyten mit den Tumorpromotoren Phenobarbital 10 M, PCB 153
10° M, TCDD 10® M und PCB 126 10”7 M nach apoptogener Behandlung mit MNNG 200
uM, zeigte keinen Einfluss auf die Ausschiittung von Cytochrom c. Es gelang allerdings auch
nicht, eine Induktion der Cytochrom c-Ausschiittung nach alleiniger MNNG-Behandlung

nachzuweisen.
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4.2 Initiations-Promotions-Studie mit PCB 28 und PCB 101

Von einigen ,dioxinartigen’ und ,nicht-dioxinartigen’ PCB-Kongeneren ist aus
tierexperimentellen Studien bekannt, dass sie das Wachstum von préneoplastischen Zellen in

der Rattenleber fordern konnen.

Zur Aufklarung einer tumorpromovierenden Wirkung der beiden ortho-substituierten PCB-
Kongenere 28 (2,4,4’-Trichlorbiphenyl) und 101 (2,2°,4, 5 ,5’-Pentachlorbiphenyl) wurde ein
Initiations-Promotions-Experiment in weiblichen Wistar-Ratten durchgefiihrt. Hierzu wurde
den Tieren zur Initiation prineoplastischer Lasionen das gentoxische Karzinogen DEN mit
Hilfe einer Schlundsonde verabreicht. Die tégliche Dosis betrug 10 mg/kg KG iiber einen
Zeitraum von 10 Tagen, Kontrolltiere erhielten das gleiche Volumen Wasser.

Wihrend einer achtwochigen Erholungsphase erfolgte die Bildung von Foci. In der
anschlieBenden Promotionsphase von 8 bzw. 16 Wochen wurden die Tiere -einer
wochentlichen Behandlung mit PCB 28 und PCB 101 in einer niedrigen (50 umol/kg KG)
und hohen (150 pumol/kg KG) Dosis unterzogen. Die Kontrolltiere wurden mit dem gleichen
Volumen Maiskeimol behandelt. Da nach zwei Wochen Schwierigkeiten bei der PCB-Gabe
tiber die Schlundsonde auftraten wurde die Behandlung auf i.p. Injektion umgestellt.

Zur Erfassung der DNA-Synthese in préneoplastischen Foci wurde den Tieren 3 x BrdU in
einer Dosis von 30 mg/kg KG 24 h, 20 h und 16 h vor der Totung i.p. injiziert.

Nach einer Behandlungsdauer mit PCBs von 8 bzw. 16 Wochen wurden die Tiere durch
Dekapitation getotet und die Lebern entnommen. In nachfolgender Tabelle sind zum besseren
Verstindnis die Behandlungsgruppen sowie die Anzahl der in die Auswertung einbezogenen

Anzahl der Tiere noch einmal aufgelistet.

Tabelle 4.3:
Behandlung der Versuchsgruppen und Anzahl der Tiere
Anzahl der Tiere | Anzahl der Tiere
Gruppe 8 Wochen 16 Wochen Behandlung
1 6 6 Wasser / Maiskeimol
2 5 6 DEN [10 mg/kg KG] / Maiskeimol
3 6 6 DEN [10 mg/kg KG] /PCB 28 [150 umol/kg KG]
4 5 5 DEN [10 mg/kg KG]/PCB 28 [50 pmol/kg KG]
5 6 6 DEN [10 mg/kg KG] / PCB 101 [150 umol/kg KG]
6 6 6 DEN [10 mg/kg KG]/PCB 101 [50 pmol/kg KG]
7 6 6 Wasser / PCB 28 [150 umol/kg KG]
8 6 6 Wasser / PCB 101 [150 umol/kg KG]
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4.2.1 Futteraufnahme und Gewichtszunahme der Tiere

Wiéhrend der DEN-Behandlung und einer achtwdchigen Ruhephase wurde das Futter
permanent hinzugewogen. Eine wochentliche Kontrolle der aufgenommenen Futtermenge
wurde nur wihrend der acht- bzw. sechzehnwochigen Behandlung mit den PCBs

durchgefiihrt.
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Abb. 4.28: Futteraufnahme eines Tieres pro Woche bei Behandlung mit PCB 28 und
101 iiber acht Wochen. Der Pfeil zeigt den Behandlungsbeginn mit PCBs in Woche 10.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tiere einer Gruppe.

Die Abb. 4.28 und 4.29 zeigen die aufgenommene Futtermenge pro Tier innerhalb einer

Woche, fiir Wochen 1-9 ist die durchschnittliche Aufnahme pro Woche gezeigt.
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Abb. 4.29: Futteraufnahme eines Tieres pro Woche bei Behandlung mit PCB 28 und
101 iiber sechzehn Wochen. Der Pfeil zeigt den Behandlungsbeginn mit PCBs in Woche
10. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tiere einer Gruppe.
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4 Ergebnisse

Wihrend der Behandlung waren keine auffilligen Unterschiede in der Futteraufnahme der
Tiere zu sehen. Schwankungen ergaben sich lediglich durch Verldngerung oder Verkiirzung

der Wochendauer (Abb. 4.29, Woche 18 und 25).

Vor jeder Behandlung wurde das Gewicht der Ratten kontrolliert, wahrend der Ruhephase

wurde ebenfalls eine wochentliche Kontrolle durchgefiihrt.
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Abb. 4.30: Gewichtszunahme der Tiere iiber den gesamten
Behandlungszeitraum. Die unterschiedlichen Behandlungen sind mit Pfeilen
markiert. (A) zeigt die zehntdgige Behandlung mit DEN, mit (B) ist der Beginn der
achtwochigen Ruhephase gezeigt und (C) markiert die PCB-Behandlung iiber acht
Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller Tiere einer
Gruppe.

Auch bei der Gewichtszunahme der Tiere zeigten sich keinerlei Auffilligkeiten. Mit
Einsetzen der PCB-Behandlung zeigte sich eine Gewichtsreduktion und nachfolgend eine
langsamere Gewichtszunahme der Ratten, da den Tieren 24 h vor Behandlung, zur
Vermeidung von kalorischen Imbalanzen durch das Losungsmittel Maiskeimdl, das Futter

entzogen wurde.
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Abb. 431: Gewichtszunahme der Tiere iiber den gesamten

Behandlungszeitraum. Die unterschiedlichen Behandlungen sind mit Pfeilen
markiert. (A) zeigt die zehntdgige Behandlung mit DEN, mit (B) ist der Beginn der
achtwochigen Ruhephase gezeigt und (C) markiert die PCB-Behandlung {iber
sechzehn Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aller
Tiere einer Gruppe.

Bestimmung des relativen Lebergewichts

4 Ergebnisse

Vor Dekapitation der Tiere wurde das Korpergewicht bestimmt und nach der Organentnahme

das Gewicht der Leber. Das relative Lebergewicht flir jede Behandlungsgruppe ist in Tab. 4.3

zusammengefasst.

Nach einer PCB-Behandlungsdauer von 8 Wochen war das relative Lebergewicht der

Behandlungsgruppe 3 (PCB 28, 150 umol/kg KG) und 4 (PCB 28, 50 pumolkg KG)

signifikant gegeniiber der DEN-behandelteten Gruppe erhoht.

Tabelle 4.4:
Relatives Lebergewicht

Behandlungsgruppe relatives Lebergewicht | relatives Lebergewicht
8 Wochen [%] 16 Wochen [%]
1 2,76 + 0,15 2,81+ 0,08
2 2,80 + 0,20 2,97 £ 0,23
3 3,29+0,22" 3,54 40,46
4 3,19+0,17" 3,02 +0,31
5 3,04 £ 0,15 2,97+ 0,17
6 2,89+ 0,18 2,76 £ 0,17
7 2,92 +0,14 2,99 £0,22
8 3,02 £0,29 2,88 £0,19

" signifikant erhoht gegeniiber der DEN/Ol-behandelten Gruppe (P<0,01)
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4 Ergebnisse

Das relative Lebergewicht zeigte auch nach 16 Wochen PCB-Behandlung in Gruppe 3 eine
signifikante Erhohung.
Die Behandlung mit PCB 101 zeigte in keiner Behandlungsgruppe einen signifikanten

Einfluss auf das relative Lebergewicht.

4.2.3 Bestimmung des PCB-Gehaltes der Leber

Nach  Herstellung eines Leberhomogenats und  Extraktion der PCBs in
Dichlormethan/Cyclohexan wurden die Proben mit einem internen Standard dotiert. Die
Analytik erfolgte mit GC/MS, zur Quantifizierung wurden interne und externe Standards

herangezogen.

Der Fettgehalt der Leber wurde durch Extraktion des Homogenats in
Dichlormethan/Cyclohexan und anschlieBender Auswaage des Fettes nach Abdampfen des

Losungsmittels bestimmt.

Die in der Tab. 4.5 und 4.6 aufgelisteten PCB-Gehalte beziehen sich auf das Lebergewicht
und auf den Fettgehalt der Leber.

Tabelle 4.5:
PCB-Gehalte der Leber nach 8 Wochen Behandlungsdauer

Behandlungs- PCB 28 PCB 28 PCB 101 PCB 101
gruppe [ng/kg Leber] [ng/g Fett] [ng/kg Leber] [ng/g Fett]
1 10,49 +2,95 0,20 £ 0,07 28,86 + 3,89 0,56 + 0,15
2 19,50 + 4,76 0,31 £ 0,09 31,83 + 6,62 0,49 + 0,08
3 29611,39 + 11340,39° | 565,31 +£243,07 29,14 + 4,06 0,56 + 0,12
4 10469,33 +2819,77° | 217,38 +63,41" 26,33 3,01 0,56 0,17
5 28,86 + 7,82 0,55+ 0,22 3098,14 + 687,70° 58,51 21,66
6 30,43 + 12,82 0,59+ 0,23 2062,29 + 547,25 39,35+ 11,30"
7 31165,71 £7566,14° | 624,05 + 146,53° 29,14 + 4,34 0,58 0,10
8 25,71 13,68 0,52+ 0,28 2997,43 + 1615,45° 61,51 +33,74°

“signifikanter Unterschied zu Behandlungsgruppen mit hoher Dosis an PCBs (P<0,05)
“signifikanter Unterschied zur DEN/Ol-behandelten Gruppe (P<0,05)
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In allen mit PCBs behandelten Gruppen zeigte sich ein erhohter Gehalt der Substanz in der
Leber. Der PCB-Gehalt war in Behandlungsgruppen mit einer hohen Dosis an PCB 28
gegeniiber der niedrigen Dosis um ungeféhr das 3-fache erh6ht. Bei Behandlung mit PCB 101
in der hohen Dosis lag die gefundene Menge an PCB in der Leber ca. 1,5-fach hoher als in der

niedrigen Dosisgruppe.

Tabelle 4.6:
PCB-Gehalte der Leber nach 16 Wochen Behandlungsdauer
Behandlungs- PCB 28 PCB 28 PCB 101 PCB 101

gruppe [ng/kg Leber] [ng/g Fett] [ng/kg Leber] [ng/g Fett]
1 29,14 + 8,99 0,61 + 0,20 28,00 + 5,42 0,59+ 0,13
2 24,71 + 4,64 0,57+0,15 24,86 + 3,02 0,57+0,13
3 37247,57 + 835596 | 718,30 £211,87 22,14 +2,12 0,42+ 0,07
4 11194,00 +2853,11° | 255,55 +41,4" 104,17 + 199,80 2,34 +3,16
5 35,00 + 21,08 0,81 + 0,64 2929,43 +1201,02° 61,97 +31,80°
6 16,00 + 3,42 0,36+ 0,07 1461,43 +258,92" 32,94+ 6,41
7 27869,86 +9145,68° | 644,37 + 203,75 28,14 £ 8,93 0,66 + 0,20
8 58,83 + 94,55 1,13+ 1,76 3680,71 + 714,86° 71,52 +20,13°

"signifikanter Unterschied zu Behandlungsgruppen mit hoher Dosis an PCBs (P<0,05)
“signifikanter Unterschied zur DEN/Ol-behandelten Gruppe (P<0,05)

Eine Behandlungsdauer von 16 Wochen zeigte keine Verdnderung des PCB-Gehaltes
gegeniiber der Behandlung von 8 Wochen. Die Menge an PCB 28 in der Leber lag 5 —13-mal
hoher als die Menge an PCB 101 in vergleichbarer Dosis.

4.2.4 Induktion der EROD und PROD

Die Induktion EROD- und PROD-Aktivitdt wurde im Leberhomogenat nach einer Methode

von Kennedy und Jones (1994) auf einer Mikrotiterplatte gemessen.
PCB 28 zeigte in beiden Behandlungsdosen nach 8 Wochen eine signifikante Induktion der

EROD (Gruppen 3, 4 und 7), nach 16 Wochen war die EROD nur durch die hohe Dosis an
PCB 28 (Gruppe 3 und 7) signifikant erh6ht (Abb. 4.32).
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Nach Behandlung mit der niedrigen Dosis PCB 101 konnte die EROD nach 8§ Wochen
signifikant induziert werden (Gruppe 5), die Aktivitét lag jedoch deutlich unter der mit PCB
28 in vergleichbarer Dosis induzierten EROD-Aktivitit.

*%

18 4 1 8 Wochen
i *+ | X0 16 Wochen
£ 16 - *k
7]
£ ]
D‘: 14 A *
- o0 i
g £ 12 H
g 1
£z -
2E
(=) é 8+ *%
Q= 1
Q i
-2
— 44
g ]
= E ’Li
0
1 2

3 4 5 6 7 8

Versuchsgruppen

Abb. 4.32: Induktion der EROD-Aktivitit. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus einer Dreifachbestimmung der Leberhomogenate von
Tieren einer Behandlungsgruppe. Die mit Sternen versehenen Balken unterscheiden
sich signifikant von den jeweiligen Kontrollgruppen (‘P<0,05; P<0,01).
Die PROD konnte durch PCB 28 in der hohen Behandlungsdosis (Gruppe 3 und 7) nach 8
und 16 Wochen signifikant induziert werden, jedoch nicht in der niedrigen Dosis. Eine

Behandlung mit PCB 101 zeigte eine signifikante Induktion in beiden Dosen (Gruppen 5, 6
und 8) nach 8 Wochen (Abb. 4.33).
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Abb. 4.33: Induktion der PROD-Aktivitiit. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus einer Dreifachbestimmung der Leberhomogenate von
Tieren einer Behandlungsgruppe. Die mit Sternen versehenen Balken unterscheiden
sich signifikant von den jeweiligen Kontrollgruppen (‘P<0,05; P<0,01).
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4.2.5 Quantifizierung prineoplastischer Lisionen

Zur Untersuchung von prianeoplastischem Gewebe wurden von den fixierten und gefrorenen
Leberstiicken Paraffin- und Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden histochemisch auf die
ATPase-Aktivitdt sowie immunhistochemisch auf die Expression der GSTP untersucht. Mit
Hilfe des Computers wurde die Flache der gezéhlten Foci ermittelt, das ATPase-negative und
GSTP-positive Focusvolumen, bezogen auf das Volumen der Leber, sowie die Anzahl der
Foci pro cm® Lebergewebe mit stereologischen Methoden nach Fullman (1953) und Saltykov

(1967) berechnet.

Die Zahl der mit DEN initiierten ATPase-negativen Foci/cm® Leber zeigte keine signifikante
Erh6éhung nach Behandlung mit PCB 28 und PCB 101 in beiden Dosisgruppen nach 8 und 16
Wochen (Abb. 4.34 und 4.35). Beide Berechnungsmethoden kommen zu anndhernd gleichen

Ergebnissen.
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Abb. 4.34: Zahl der ATPase-negativen Foci pro cm® Leber (Fullman). Die
Berechnung erfolgte nach der Methode von Fullman. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe.
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Abb. 4.35: Zahl der ATPase-negativen Foci pro cm® Leber (Saltykov). Die
Berechnung erfolgte nach der Methode von Saltykov. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe.

Eine signifikante Erhohung des ATPase-negativen Focusvolumens wurde nach Behandlung
mit PCB 28 in hoher Dosis (Gruppe 3, 150 umol/kg KG) sowie PCB 101 in niedriger Dosis
(Gruppe 6, 50 umol/kg KG) nach 16 Wochen bei vorangegangener DEN-Behandlung
gefunden (Abb. 4.36).
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Abb. 4.36: ATPase-negatives Focusvolumen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe. Die mit Sternen
versehenen Balken unterscheiden sich signifikant von der Kontrollgruppe DEN/OI
("P<0,05;""P<0,01).
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Abb. 4.37 zeigt die lichtmikroskopische Aufnahme eines histologischen Schnittes mit

ATPase-negativem Focus.

Abb. 4.37:  ATPase-negativer Focus. Die lichtmikroskopische Aufnahme zeigt den
histologischen Schnitt einer Leber von einer mit DEN und PCB 28 (150 pmol/kg KG) iiber einen
Zeitraum von 16 Wochen behandelten Ratte. Das normale Gewebe zeigt eine Braunfiarbung, die
praneoplastischen Zellen erscheinen mit nur blasser Farbung (Pfeil).

Die Quantifizierung GSTP-positiver Foci/em® Leber zeigte ebenfalls keine signifikante

Erh6hung in beiden Dosisgruppen nach 8 und 16 Wochen (Abb. 4.38 und 4.39).
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Abb. 4.38: Zahl der GSTP-positiven Foci pro cm’ Leber (Fullman). Die
Berechnung erfolgte nach der Methode von Fullman. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe.
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Abb. 4.39: Zahl der GSTP-positiven Foci pro cm® Leber (Saltykov). Die
Berechnung erfolgte nach der Methode von Saltykov. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe.

Auch das GSTP-positive Focusvolumen war nach DEN- und anschlieBender PCB-
Behandlung nicht signifikant erhoht (Abb. 4.40).
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Abb. 4.40: GSTP-positives Focusvolumen. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aller Tiere einer Behandlungsgruppe.

In Abb. 4.41 ist die lichtmikroskopische Aufnahme eines histologischen Schnittes mit einem

GSTP-positiven Focus zu sehen.
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Abb. 4.41: GSTP-positiver Focus. Die lichtmikroskopische Aufnahme zeigt den histologischen
Schnitt einer Leber von einer mit DEN und PCB 28 (150 pmol/kg KG) iiber einen Zeitraum von
16 Wochen behandelten Ratte. Das normale Gewebe zeigt eine leichte Blaufirbung, die
praneoplastischen Zellen erscheinen intensiv blau gefarbt (Pfeil). Braune Zellkerne sind BrdU-
positiv und zeigen somit eine DNA-Synthese.

Die Tabellen 4.6 und 4.7 zeigen die Anzahl der ATPase-negativen und GSTP-positiven

Foci/cm® Leber sowie das Focusvolumen nach 8 und 16 Wochen noch einmal in einer

Zusammenfassung.

Tabelle 4.6:
Zahl der Foci pro cm® Leber und Focusvolumen nach 8 Wochen Behandlungsdauer
Zahl der Zahl der Zahl der Zahl der
ATPase-neg. | ATPase-neg. | ATPase-neg. GSTP-pos. GSTP-pos. GSTP-pos.
Gruppe Foci/cm® Foci/cm® Focusvolumen Foci/cm® Foci/cm® Focusvolumen
Leber Leber (% der Leber) Leber Leber (% der Leber)
(Saltykov) (Fullman) (Saltykov) (Fullman)
1 0 0 0 0 0 0
537,40 526,80
2 53,60 £ 69,30 | 52,40 £67,70 | 0.062 £0.09 +439.40 +429.90 0.378 £0.38
412,0 401,00
3 82,33 £116,76 | 83,83 £117,02 | 0.07 £0.08 +454.96 + 432,00 0.14£0.126
322,60 309,60
4 17,20 £21,07 | 17,40£21,33 | 0.01 £0.015 +332,34 +327.98 0.112 £0.146
375,50 376,00
5 75,00 £ 40,62 | 75,50 £ 39,69 0.07 £ 0.07 + 420,06 141928 0.21 £0.22
237,00 230,50
6 49,00 £ 52,27 | 49,17£52,72 | 0.06 £0.077 +211,79 +211,71 0.09 £ 0.065
0.0033 0.01667
7 26,67 £ 39,61 | 23,50 £ 34,01 +0.0075 58,83 £ 131,56 | 53,83 £ 120,37 +0.037268
8 0 0 0 0 0 0
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Zahl der Foci pro cm® Leber und Focusvolumen nach 16 Wochen Behandlungsdauer

Zahl der Zahl der Zahl der Zahl der
ATPase-neg. | ATPase-neg. | ATPase-neg. GSTP-pos. GSTP-pos. GSTP-pos.
Gruppe Foci/cm® Foci/cm® Focusvolumen Foci/cm® Foci/cm® Focusvolumen
Leber Leber (% der Leber) Leber Leber (% der Leber)
(Saltykov) (Fullman) (Saltykov) (Fullman)
1 0 0 0 0 0 0
375,67 £ 381,83 +
2 34,83 £ 43,28 | 35,00£43,29 | 0.04 £0.06 565,26 573.16 0.29 £ 0.34
118,00 + 120,17 + * 301,83 + 300,67 =
3 108,76 11296 | 02022 339,33 345,42 0.34£0.25
163,00 + 166,20 +
4 43,40 £ 35,44 | 43,80 £36,65 | 0.138£0.09 115.97 119,07 0.148 £ 0.13
446,83 + 450,50 +
5 63,67 £32,34 | 63,17 £32,51 0.10 £ 0.08 329,51 331,05 0.40 £ 0.35
s 216,00 = 212,83 +
6 78,67 £26,44 | 79,17£24,90 | 0.31+0.15 194 85 19418 0.23 £0.29
7 12,50 £10,40 | 12,50 £10,42 | 0.04 £0.03 0 0 0
8 0 0 0 6,67+1491 | 6,00£13,42 | 0.005+0.011
" signifikant erhoht gegeniiber der DEN/Ol-behandelten Gruppe (P<0,05)
" signifikant erhoht gegeniiber der DEN/Ol-behandelten Gruppe (P<0,01)
4.2.6 Bestimmung der DNA-Synthese in Prineoplasien

Zur Analyse der DNA-Synthese im prineoplastischen Gewebe wurde den Tieren vor

Versuchsende das Thymidinanalogon Bromdeoxyuridin (BrdU) verabreicht. Der Einbau von

BrdU in die DNA wurde immunhistochemisch nachgewiesen (Abb. 4.41). Berechnet wurde

die Anzahl der BrdU-positiven Zellkerne/mm?® GSTP-positiver Inselfliche. Die Behandlung
mit PCB 28 und PCB 101 fiihrte in keiner Gruppe zu einer signifikanten Erhéhung der DNA-

Synthese in praneoplastischem Gewebe nach 8 und 16 Wochen (Tab. 4.8).

Tabelle 4.8:

BrdU-positive Zellkerne

Behandlungsgruppe BrdU-positive Zellkerne/mm’ BrdU-positive Zellkerne/mm®

8 Wochen 16 Wochen

1 0 0

2 15,00 + 28,93 9,11 £9,42

3 10,24 + 16,13 15,55 £ 18,72

4 4,10 £ 7,03 3,87 + 8,64

5 32,86 £ 33,79 15,34 £ 11,14

6 11,08 + 20,85 6,45 = 7,81

7 0 0

8 0 0
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5.1 Untersuchungen zur Wirkung von ,nicht-dioxinartigen’ PCBs in

primiren Hepatozyten der Ratte

5.1.1 Einfluss von PCB 153 auf die Calcium-Homoostase in Hepatozyten

PCBs zeigen aufgrund ihrer Chlorsubstituenten und der damit verbundenen rdumlichen
Anordnung der beiden Phenylringe charakteristische Unterschiede in ihrer biologischen und
toxikologischen Aktivitét.

Kongenere ohne Chlorsubstitution in ortho-Position mit einer anndhernd planaren Struktur
stellen Agonisten des Ah-Rezeptors dar und sind in der Lage CYP1A-Isoenzyme in der Leber
zu induzieren, sie wirken somit ,dioxinartig’. Besitzen Kongenere mindestens zwei
Chlorsubstituenten in ortho-Position (2,2’ und 6,6’) konnen die aromatischen Ringe keine
flache rdumliche Struktur annehmen. Diese induzieren CYP2B- und 3A-Isoenzyme der Leber,
was sie mit dem Barbitursdurederivat Phenobarbital gemeinsam haben.

Von mehrfach ortho-substituierten PCBs ist bekannt, dass sie die neuronale
Signaltransduktion erheblich beeinflussen konnen, in dem sie Stérungen der intrazelluldren
Ca*"-Homoostase und des PKC-Signaltransduktionsweges hervorrufen (Kodavanti et al.,
1993, 1995; Kodavanti und Tilson, 1997). Verantwortlich fiir den Anstieg der Ca’'-
Konzentration im Innern der Zelle ist die Offnung von RyR-assoziierten Ca’"-Kanilen (Wong
und Pessah, 1996; Wong et al., 1997). Der RyR wird hauptsidchlich im Gehirn, Herz- und
Skelettmuskel exprimiert, eine weitere Form des Rezeptors ist in weniger stark ausgeprigter
Form auch in anderen Geweben zu finden (Sorrentino und Volpe, 1993). Die Expression
eines RyR in der Leber ist nicht eindeutig geklart. Es gibt lediglich Hinweise auf Ryanodin-
sensitive Ca’’-Kanile, die von IP;-sensitiven Kanilen zu unterscheiden sind (Lilly und

Gollan, 1995).
Calciumionen spielen als sekundidre Botenstoffe eine wichtige Rolle in der Regulation

zelluldrer Funktionen, u. a. der Proliferation von Zellen. Die intrazelluldre Ca’"-Konzentration

liegt um den Faktor 20000 niedriger als die extrazelluldre Konzentration.
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Diese geringe Konzentration an Ca®” im Innern der Zelle wird aufrecht erhalten durch Ca*"-
bindende Proteine, Speicherung von Ca®” in ER und Mitochondrien und herauspumpen von
Ca’" in den extrazelluldren Raum (Clapham, 1995).

Eine unphysiologische Erhdhung der intrazelluliren Ca”**-Konzentration kann zum Zelltod
fiihren. Banyard und Tellam (1985) konnten zeigen, dass neoplastische Zellinien einen
deutlich erhdhten intrazelluliren Ca®’-Spiegel aufweisen. Diese tolerierte Ca**-Erhéhung
konnte fiir die Zellen einen mitogenen Stimulus bedeuten, da sowohl Ca**-Ionen als auch als
auch Ca*"/Calmodulin den Zellzyklus in verschiedenen Phasen beeinflussen (Lu und Means,
1993).

Eine Erhéhung der intrazelluliren Ca®’-Konzentration in prineoplastischen Zellen der Leber
durch PCBs wiirde einen interessanten Aspekt im Hinblick auf die tumorpromovierende

Wirkung dieser Substanzen darstellen.

Im Zusammenhang mit einer gestorten Ca’ -Homdostase wire auch eine mdgliche direkte
Wechselwirkung von Phospholipiden der zelluliren Membranen und mehrfach ortho-
substituierten PCBs denkbar, die durch Stérung der Membranintegritit zur Entleerung von
intrazelluldren Ca*"-Speichern oder zum Einstrom von Ca*" aus dem extrazelluldren Milieu
filhren kdnnte.

Zur Kldrung der Frage, ob PCBs mit unterschiedlichen rdumlichen Strukturen eine Storung
zelluldrer Membranen verursachen, wurde die Methode der Elektronen Spin Resonanz (ESR)
gewdhlt. Voraussetzung fiir die ESR ist das Vorhandensein von paramagnetischen Gruppen
im zu untersuchenden Molekdil.

Die im Rahmen dieses Versuchs isolierten Rattenlebermikrosomen wurden mit einer
sogenannten Spinsonde, einer paramagnetischen Gruppen in Form eines stabilen Nitroxids,
markiert. Zum Einsatz kamen die spinmarkierten Fettsduren 5-Doxyl-Stearinsédure und 16-
Doxyl-Stearinsédure die mit Erfolg in die Membran eingebaut werden konnten.

Die ESR-Spektren lieBen nach kurzzeitiger Inkubation mit dem non-ortho-substituierten PCB
126 (3,3°,4,4’,5-Pentachlorbiphenyl) und dem di-ortho-substituierten PCB 153 (2,2°,4,4°,5,5’-
Hexachlorbiphenyl) nicht auf eine direkte Wechselwirkung mit den Phospholipiden der

Membran schlief3en.

Anhand von mikrofluorimetrischen Ca®*-Messungen wurde der EinfluB des di-ortho-

substituierten PCB 153 auf die Ca**-Homdostase in Hepatozyten untersucht.
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Zur Messung wurden nur Zellen herangezogen, die durch kurzzeitige Behandlung von ATP
auf eine reversible Enleerung der Ca*"-Speicher reagierten. Die Qualitit der isolierten und
kultivierten primédren Hepatozyten spielte hier eine grof3e Rolle.

Es zeigte sich kein Anstieg der intrazelluliren Ca®*-Konzentration nach Inkubation der mit
einem Ca’'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff beladenen Zellen durch PCB 153 in
verschiedenen Konzentrationen. Auch eine Beeinflussung der ATP-induzierten Ca’'-
Ausschiittung durch Vorinkubation mit PCB 153 trat nicht auf.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den von Forster (2002) durchgefiihrten Versuchen
an isolierten Mikrosomen. Die mit Ca*" beladenen Membranvesikel der Rattenleber zeigten
nur eine sehr geringe Reaktion auf die Zugabe von PCB 153 im Vergleich zur Freisetzung
von Ca*" durch IP; oder Ryanodin.

Eine Behandlung der Hepatozyten mit Phenobarbital zeigte ebenfalls keinen Anstieg des
intrazelluliren Ca®"-Spiegels.

Der EinfluB von Tumorpromotoren, wie z. B. TCDD, Phenobarbital und verschiedene
Peroxisomenproliferatoren, auf die Ca’’-Homoostase wurde von Leibold (1993) in
Hepatozyten untersucht. AuBler Phenobarbital war in diesen Versuchen keine der Substanzen
in der Lage, die intrazellulire Ca*"-Konzentration zu erhohen. Bei einer mehrstiindigen
Vorinkubation der Zellen mit dem Tumorpromotor zeigte die Behandlung einen Riickgang
der Zellen mit Phenylephrin-induzierten Ca*-Oszillationen, das gleiche Ergebnis wurde bei
zwei untersuchten Peroxisomenproliferatoren gesehen.

Der von Marc et al. (2000) gefundene intrazellulédre Ca2+-Anstieg durch Phenobarbital in der
Maus trat nur bei einer Langzeitbehandlung der Zellen iiber 1-2 Tage auf, eine Behandlung
iiber wenige Stunden hatte keinen Einflul3.

Die Vorbehandlung der Zellen mit Tumorpromotoren spielt in der Untersuchung hinsichtlich
der Beeinflussung der Ca’’-Homdostase vielleicht eine wichtige Rolle, da der Zelle
ausreichend Zeit zur Verfligung gestellt wird, um auf diesen Stimulus zu reagieren. Wenn die
Zelle nicht mit einem direkt induzierten Ca®"-Anstieg regiert, so besteht die Moglichkeit, dass
Ca*"-abhingige Signalketten beeinflusst werden.

Weiterhin konnte Leibold (1993) zeigen, dass in prédneoplastischen yGT-positiven
Hepatozyten der intrazellulire Ca**-Spiegel nicht erhoht war. Moglicherweise spielt die
Toleranz von Zellen gegeniiber erhohten Ca*"-Konzentrationen und davon ausgehende

mitogene Signale erst in spateren neoplastischen Stadien eine Rolle.
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5.1.2 Untersuchungen zur Phosphorylierung von Bad an Ser 136 durch PCB 153

Das Uberleben einer Zelle wird durch eine Vielzahl von proapoptotisch und antiapoptotisch
wirkenden Proteinen gesteuert. Ein wichtiger Signalweg, der iiber die Bindung von
Wachstumsfaktoren an entsprechende Membranrezeptoren induziert wird, ist der PI3K/PKB-
Signalweg. Wachstumsfaktoren wirken iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen aktivierend auf die
PI3K. Diese ist in der Lage iiber Phosphorylierungsschritte die PKB zu aktivieren. Das
Uberleben der Zelle wird durch eine ganze Reihe von PKB-Zielproteinen gesichert, von
denen nachfolgend nur einige diskutiert werden.

Das proapoptotisch wirkende Bad wird nach Phosphorylierung an Ser 136 an einer Bindung
und Inaktivierung von Bcl-x; an der Mitochondrienmembran gehindert. Eine Ausschiittung
von Cytochrom ¢ und eine Initiierung der Caspase-Kaskade wird somit verhindert (Yang et
al., 1995). Auch die direkte Phosphorylierung von Caspase-9 und somit eine Caspase-
initiilerende Bildung des Apoptosoms kann auf diesem Weg verhindert werden. Des weiteren
kann durch inaktivierende Phosphorylierung von CDK-Inhibitoren p21 und p27 kein
Zellzyklusarrest mehr eingeleitet werden. Auch eine Arretierung des Zellzyklus durch p53
nach DNA-Schaden kann ausgeschaltet werden, da die PKB zur Phosphorylierung des p53-
Regulators MDM-2 fiihrt und es zum gesteigerten proteasomalen Abbau von p53 kommt, der
somit auch eine p53-induzierte Einleitung des Zelltodes iiber Bax nicht mehr zuldsst (Mayo

und Donner, 2002).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Phosphorylierung von Bad an Ser 136 gestaltete
sich schon bei der gezielten Aktivierung des PI3K/PKB-Signalweges durch EGF und Insulin
als sehr schwierig, da geringe Unterschiede in der Zusammensetzung der Kulturmedien das
Ergebnis stark beeinflussten. Es zeigte sich durch Zugabe von Insulin von EGF nicht nur ein
Einfluss auf die Phosphorylierung von Bad, sondern auch eine Verdnderung im
Gesamtproteinlevel.

Versuche mit PCB 153 brachten zum Teil recht unterschiedliche Ergebnisse in einzelnen
Zellpraparationen. Es zeigte sich jedoch ftiberall ein Trend zur konzentrationsabhidngigen
Phosphorylierung von Bad an Ser 136 nach lidngerer Inkubationsdauer, der in niedrigeren
Konzentrationen am hochsten war. Der Gesamtproteinlevel an Bad wurde durch eine

Behandlung mit PCB 153 in einigen Versuchen sehr stark reduziert.
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Es konnte also moglich sein, dass ein Uberleben der Zelle nicht nur durch die inaktivierende
Phosphorylierung von Bad gesichert wird, sondern auch {iber einen verstirkten proteasomalen
Abbau des Proteins, einem weiteren wichtigen regulatorischen Faktor in der Entscheidung

iiber Leben und Tod der Zelle (Yang und Yu, 2003).

Aus Zeitgriinden konnte auf diese Ergebnisse und auf andere Tumorpromotoren nicht niher
eingegangen werden. Sie stellen fiir die mechanistische Untersuchung von Substanzen mit
tumorpromovierender Wirkung aber einen wichtigen Ansatzpunkt dar, der nicht nur im
Hinblick auf eine Phosphorylierung von Bad untersucht werden sollte, sondern auch an
anderen mdglichen Zielproteinen der PKB, sowie einer Aktivierung der PKB und PI3K selbst.
Erforderlich wiren hierfiir auch eine Optimierung der Kulturbedingungen sowie die
Untersuchung der Beeinflussung einer Bad-Phosphorylierung durch Tumorpromotoren in
Anwesenheit von Insulin im Kulturmedium, das in physiologischen Konzentrationen im
Medium vorhanden sein sollte. Eine Verbesserung der Technik der Immunprizipitation zum
Nachweis von Bad im Western Blot scheint sinnvoll, da sich eine vorhergehende Prézipitation

des Proteins als unerldsslich gezeigt hat.

5.1.3 Caspase-3-Aktivierung durch Etoposid, Camptothecin und MNNG, und
fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne nach MNNG-

Behandlung

In der Vergangenheit konnte mit der Anwendung der Technik des Sandwichkollagengels zur
Kultivierung von Hepatozyten und anschlieBender fluoreszenzmikroskopischer Detektion
apoptotischer Zellkerne anhand morphologischer Merkmale, eine geeignete, aber recht
aufwendige Methode zum Nachweis von Apoptose in vitro etabliert werden (Bohnenberger ef
al.,2001; Kunz, 2001).

Beim Einsatz von UV-Licht zur Induktion von Apoptose in Hepatozyten konnte erfolgreich
die Hemmung der Apoptose durch tumorpromovierende Substanzen nachgewiesen werden
(Worner und Schrenk, 1996; Bohnenberger et al., 2001; Kunz, 2001).

Die Etablierung anderer apoptotischer Nachweismethoden, wie beispielsweise die
durchfluBBzytometrische Detektion, die DNA-Fragmentierung, der Nachweis von Annexin V
und die Aktivierung der Caspase-3, gestaltete sich aufgrund geringer Apoptoseinzidenzen als

duBerst schwierig (Griin, 1998; Bohnenberger, 2003).

113



5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein geeigneter Induktor der Apoptose fiir Rattenhepatozyten
in Primérkultur zur Etablierung eines Caspase-3-Assays gefunden werden.

Die in den Versuchen eingesetzten Topoisomerase-Inhibitoren waren in der Lage, die
Caspase-3 in primdren Hepatozyten zu aktivieren, eine Aktivierung iiber das zweifache der
Kontrolle hinaus konnte jedoch weder bei Etoposid noch bei Camptothecin, erzeugt werden.
Topoisomerase-Inhibitoren werden als Chemotherapeutika gezielt zur Eliminierung von
Tumorzellen eingesetzt. Eine Induktion der Apoptose durch Topoisomerase-Inhibitoren in
staindig proliferierenden Tumorzellen lduft sicherlich erfolgreicher ab als in primédren
Hepatozyten, die normalerweise keine Zellteilung durchfiihren. Topoisomerase-Inhibitoren
konnten einen optimalen Angriffspunkt zur Induktion der Apoptose in Tumorzellen
darstellen, da sie eine hohe Aktivitdt wihrend der DNA-Replikation aufweisen (Champoux,
2001).

Eine erfolgreiche Aktivierung der Caspase-3 in Hepatozyten in Primérkultur konnte mit
MNNG erzielt werden. Schon eine 30-miniitige Behandlung mit MNNG war ausreichend um
die Aktivitdt der Caspase-3 um das 11-fache der Kontrolle zu steigern.

Allerdings zeigten sich zum Teil sehr groBe Unterschiede in der Induzierbarkeit der Caspase-
3-Aktivitdt in Hepatozyten der verschiedenen Zellpréparationen.

Um ein MaB fiir die Apoptoseinzidenz in Hepatozyten nach MNNG-Behandlung zu erhalten,
wurden apoptotische Zellkerne fluoreszenzmikroskopisch detektiert. Die gefundene
Apoptoseinzidenz von 21,8 % (£ 3,9 %) zeigt, dass MNNG zur Induktion der Apoptose und
nachfolgenden Versuchen zur Apoptosehemmung in vitro eingesetzt werden kann.

MNNG, ein im Tierversuch nachgewiesenes Karzinogen, fiihrt ohne vorangehende
Metabolisierung zur Alkylierung der DNA (Peto et al., 1985). Bei den entstehenden
Addukten handelt es sich hauptsichlich um N’-Methylguanin, aber auch N°-Methyladenin
und O°-Methylguanin treten auf (Peterson und Peterson, 1982).

Der apoptotische Signalweg aller drei hier untersuchten Substanzen lduft {iber p53. Das
Tumorsuppressorprotein  pS3 bewirkt nach DNA-Schiden einen Zellzyklusstopp zur
Beseitigung des Schadens durch intrazellulire Reparaturmechanismen. Bei irreparablem
Schaden kann die Beseitigung der Zelle, durch Induktion des proapoptotischen Bcl-2 Proteins
Bax und somit zur mitochondrialen Aktivierung der Caspasen-Kaskade fiihren (Adamson et

al., 2002).
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5.14 Einfluss von Phenobarbital, PCB 153, TCDD und PCB 126 auf die MNNG-

induzierte Caspase-3-Aktivierung und Ausschiittung von Cytochrom ¢

Der Nachweis einer tumorpromovierenden Wirkung von Substanzen kann im Initiations-
Promotions-Modell der Rattenleber durch Quantifizierung von Tumorvorlduferzellen,
sogenannten prineoplastischen Zellen, sehr gut erfasst werden.

Eine Ubertragung dieses Modells auf eine in vitro-Situation mit primiren Hepatozyten der
Ratte ist bisher nicht gelungen. In zahlreichen Studien wurden in in vivo-Versuchen
praneoplastische Zellen im Versuchstier erzeugt und diese nach Isolierung und
Charakterisierung in vitro in der Zellkultur eingesetzt (Klose et al., 1989; Leibold, 1993).

Da der Hemmung der Apoptose in der Promotionsphase der Hepatokarzinogenese eine
wichtige Rolle zugeschrieben wird, ist die Untersuchung einer Apoptose-inhibierenden
Wirkung nach Induktion der Apoptose mit gentoxischen Agentien in vitro von grof3er
Bedeutung.

Auf morphologischer Ebene konnte eine Hemmung der Apoptose in Hepatozyten in
Primérkultur, nach vorangegangener gentoxischer Lasion durch UV-Licht, bereits fiir die
Tumorpromotoren TCDD, Phenobarbital, die ,dioxinartigen’ PCB-Kongenere 81, 126, 169
und die ,nicht-dioxinartigen’ PCB-Kongenere 28, 101, 138, 183, und 187 gezeigt werden
(Worner und Schrenk, 1996; Bohnenberger et al., 2001; Kunz, 2001; Zeiger, 2001;
Bohnenberger, 2003).

Unter Verwendung einer biochemischen Nachweismethode der Apoptose, der Aktivierung
der Caspase-3, wurden die Tumorpromotoren Phenobarbital, das ,nicht-dioxinartige’
Kongener PCB 153, TCDD und PCB 126, ein ,dioxinartiges’ Kongener, auf eine mogliche
Beeinflussung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivierung untersucht. Fiir alle genannten
Substanzen konnte eine tumorpromovierende Wirkung in vivo bereits bestitigt werden (Pitot

et al., 1980; Kristiansen et al., 1989; Hemming et al., 1993).

Die Versuche zeigten eine konzentrationsabhdngige Hemmung der Caspase-3-Aktivierung
nach Behandlung mit Phenobarbital. Eine signifikante Hemmung wurde mit der hochsten
eingesetzten Konzentration 10 M erreicht, die verglichen mit MNNG um ca. 40 % reduziert
war.

Ahnlich verlief die Hemmung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivierung durch PCB
153. Auch hier war eine konzentrationsabhingige Hemmung erkennbar, mit ca. 30 %

Hemmung in der hdchsten Konzentration 10 M, die allerdings keine Signifikanz zeigte.
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TCDD und PCB 126 hatten keinen Einfluf3 auf die Induktion der Caspase-3-Aktivitit durch
MNNG, es zeigte sich keine Hemmung.

Eine Erkldrung fiir die hier gefundenen Ergebnisse konnte moglicherweise in der
unterschiedlichen Wirkungsweise der Substanzen hinsichtlich ihrer Induzierbarkeit von CYP-
Isoenzymen liegen.

Phenobarbital induziert in der Rattenleber CYP2B1/2- und 3A-Isoenzyme. Das PCB-
Kongener 153 zeigt ebenfalls eine ,Phenobarbitaltyp’-Induktion von CYP.

Als Agonisten des AhR zeigen TCDD und PCB 126 jedoch eine Induktion von CYP1A-
Isoenzymen in der Rattenleber.

Da eine Aktivierung von Effektorcaspasen im apoptotischen Signalweg den sogenannten
,point of no return’ darstellt, der irreversibel zum Zelltod fiihrt, sollte in diesem Stadium ein
Nachweis der Apoptosehemmung moglich sein. Mdglicherweise miissen hier auch andere
Effektorcaspasen, Caspase-6 und —7, zur Untersuchung in Betracht gezogen werden.

TCDD ist selbst in der Lage Apoptose in priméren Hepatozyten zu induzieren, was durch
fluoreszenzmikroskopische Detektion nachgewiesen werden konnte (Kunz, 2001). Eine
Induktion der Caspase-3-Aktivierung konnte nach alleiniger TCDD-Behandlung in den hier
durchgefiihrten Versuchen nicht gezeigt werden, was eine mogliche Rolle anderer

Effektorcaspasen fiir einen AhR-abhingigen Signalweg nicht ausschlief3t.

Durch den Einsatz eines weiteren biochemischen Apoptosenachweises, der Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien, sollten die im Caspase-3-Assay gefundenen Ergebnisse
eingehender untersucht werden. Die Ausschiittung von Cytochrom c ins Zytoplasma der Zelle
bewirkt eine Aktivierung der Caspasen-Kaskade bis hin zur Ebene der Effektorcaspasen.
Nacht acht Stunden zeigte sich durch Behandlung mit MNNG, die in Analogie zu den
Versuchen des Caspase-3-Assays durchgefiihrt wurde, ein konzentrationsabhédngiger Anstieg
von Cytochrom c in der zytosolischen Fraktion, der nach zwdlf Stunden schon wieder
deutlich reduziert war. Eine Abnahme von Cytochrom c in der mitochondrialen Fraktion
konnte nicht gezeigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Optimierung der Aufarbeitung in unterschiedliche
Fraktionen nicht mehr durchgefiihrt werden. Versuche zur Hemmung der Freisetzung von
Cytochrom ¢ durch Tumorpromotoren zeigte kein verwertbares Ergebnis. Der Grund hierfiir
konnten in der Qualitit der Hepatozyten, der Aufarbeitung von zytosolischer und

mitochondrialer Fraktion, aber auch in der langen Lagerung der Proben liegen.
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Grundsitzlich stellt die Messung der Freisetzung von Cytochrom c¢ aber eine sinnvolle

Methode zur Ergdnzung anderer biochemischer Nachweismethoden der Apoptose dar.

5.2 Untersuchung der tumorpromovierenden Wirkung von PCB 28

und PCB 101 im Initiations-Promotions-Experiment

Der FEinsatz eines Kurzzeit-Karzinogenitdtstests, beruhend auf dem Nachweis
schnellwachsender Tumoren oder dem Wachstum von Tumorvorstadien, kann wertvolle
Hinweise auf eine karzinogene Wirkung einer Substanz liefern, ersetzt jedoch nicht die
Durchfiihrung von chronischen Karzinogenititsstudien.

Das fiir die Rattenleber etablierte Initiations-Promotions-Modell beruht auf dem Nachweis
von Tumorvorlduferzellen, sogenannten praneoplastischen Zellen, die durch eine verénderte
Enzymexpression von normalen Zellen deutlich als inselartige Zellverbdnde abgegrenzt
werden konnen (Ittrich et al., 2003).

Prianeoplastische Zellen der Leber konnen u. a. durch eine Aktivititsverlust der ATPase und
eine erhohte Expression der GSTP histochemisch bzw. immunhistochemisch in
histologischen Schnitten charakterisiert werden und mit Hilfe von stereologischen
Berechnungsmethoden quantifiziert werden.

Es ist moglich in diesem Modell eine Aussage iiber eine mdgliche initiierende und/oder

promovierende Wirkung von Testsubstanzen zu treffen.

Eine karzinogene Wirkung von technischen PCB-Gemischen in der Rattenleber konnte von
Mayes et al. (1998) gezeigt werden, fiir einzelne PCB-Kongenere liegen jedoch keine Daten
vor. Zur Risikobewertung sind tierexperimentelle Daten einzelner PCB-Kongenere
unerlédsslich, da eine karzinogene Wirkung der PCB auch beim Menschen nicht
ausgeschlossen werden kann. Tierexperimentelle Daten zur tumorpromovierenden Wirkung
einzelner Kongenere liegen bereits vor und zeigen eine tumorpromovierende Wirkung der
,dioxinartigen’ Kongenere PCB 77 (Buchmann et al., 1986, 1991), 105 (Hemming et al.,
1993) und 126 (Hemming et al., 1993) sowie fiir die ,nicht-dioxinartigen’ Kongenere PCB 47
(Oesterle und Deml, 1981), 49 (Buchmann et al., 1991), 52 (Preston et al., 1985) und 153
(Hemming et al., 1993).

117



5 Diskussion

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Initiations-Promotions-Studie an weiblichen
Wistar-Ratten sollte zur Aufkldrung einer mdglichen tumorpromovierenden Aktivitit der
,hicht-dioxinartigen’ Kongenere PCB 28 und PCB 101 beitragen, die nachweislich in

Umweltproben, humanen Gewebeproben und Muttermilch zu einer Belastung beitragen.

Durch Behandlung der Tiere mit DEN wurden prédneoplastische Lésionen in der Leber
erzeugt, die durch anschliefende Behandlung mit einer hohen und niedrigen Dosis der PCB-
Kongenere iiber einen ldngeren Zeitraum auf ein promovierendes Wachstum analysiert

wurden.

Ein wichtiger Parameter der Risikobewertung solcher Substanzen ist die Akkumulation im
Gewebe aufgrund ihrer Lipophilie und ihrer auBerordentlichen Persistenz durch ein lange
Eliminationshalbwertszeit der unverénderten Substanz und ihrer Metabolite.

In der Studie konnte anhand der gemessenen PCB-Gehalte im hepatischen Gewebe eine
deutlich hohere Akkumulation von PCB 28 als von PCB 101 festgestellt werden. Eine
mogliche Erkldrung hierfiir kann in einer besseren Aufnahme des kleineren geringer
chlorierten und weniger lipophilen Molekiils liegen, aber auch in einer schnelleren
Metabolisierung von PCB 101. Die Aufnahme von einzelnen PCB-Kongeneren iiber den
Gastrointestinaltrakt variiert zwischen 66 % und 95 % (Tanabe et al., 1981). Nach
Untersuchungen von Bergman et al. (1982) werden hoher chlorierte PCBs schlechter
aufgenommen.

Die Unterschiede in den PCB-Gehalten konnten aber auch durch den Metabolismus der
Substanzen erkldrt werden. Eine rasche Metabolisierung von PCB 101 konnte von Wehler et
al. (1996) gezeigt werden. Die Metabolisierung von PCB 101 fiihrt nachweislich zur
Entstehung von reaktiven hydroxylierten Metaboliten und den sehr persistenten 3-
Methylsulfonyl- und 4-Methylsulfonylmetaboliten (Haraguchi et al., 1992; Bergman et al.,
1994; Noren et al., 1996), denen auch eine tumorpromovierende Wirkung zugeschrieben wird
(Letcher et al., 2000). Eine Aufklidrung des Metabolitenspektrums der behandelten Tiere

erscheint sinnvoll.

Ein wichtiger Aspekt der toxikologischen Wirkung von PCBs ist die Induktion
fremdstoffmetabolisierender Enzyme. Non-ortho-substituierte PCBs stellen Agonisten des
AhR dar und induzieren CYP1A-Isoenzyme der Rattenleber. Sie zeigen somit eine

,dioxinartige’ Wirkung.

118



5 Diskussion

Im Gegensatz dazu zeigen mehrfach-ortho-substituierte Kongenere keine oder nur eine sehr
geringe Affinitdt zum AhR und induzieren CYP2B- und 3A-Isoenzyme, was sie gemeinsam
haben mit dem strukturell nicht ndher verwandten Barbitursdurederivat Phenobarbital. Eine
exakte Trennung kann jedoch hier nicht gezogen werden, denn es existieren auch sogenannte
,mixed type inducer’, die sich nicht auf die Induktion nur eines der genannten CYP-
Isoenzyme beschrinken.

PCB 28, ein mono-ortho-substituiertes Kongener, zeigte eine signifikante Erhdhung der
EROD-Aktivitét, die mit einer CYP1A-Induktion korreliert ist und eine signifikant gesteigerte
Aktivitat der PROD, ein MaB fiir die Induktion von CYP2B-Isoenzymen. Dieser Befund wird
gestéarkt durch in vitro-Ergebnisse in Hepatozyten, bei denen eine Induktion der PROD und
bei hohen Konzentrationen an PCB 28 auch eine leicht erhohte EROD-Aktivitit zu sehen war
(Bohnenberger et al., 2001). Die gleichen Effekte wurden auch bei PCB 101 beobachtet,
wobei hier hauptséchlich eine Induktion der PROD hervorzuheben ist.

Da die Hohe der EROD-Induktion im Vergleich zu einer Induktion mit TCDD jedoch sehr
gering ist, kann man die beiden PCB-Kongenere 28 und 101 nicht als ,mixed type inducer’

bezeichnen.

Beide PCB-Kongenere fiihrten zu einem signifikanten promovierenden Wachstum von DEN-
initiierten ATPase-negativen prianeoplastischen Foci, wobei das Focusvolumen, nicht aber die
Zahl der Foci signifikant gesteigert wurde. GSTP-positive prineoplastische Lédsionen zeigten
nach PCB-Behandlung kein promovierendes Wachstum. Die Quantifizierung verschiedener,
fiir Prineoplasien der Rattenleber charakteristischen, Parameter scheint somit bei der
Durchfiihrung einer solchen Studie unerlésslich zu sein.

Der promovierende Effekt von PCB 28 ist mit einer Zunahme des relativen Lebergewichts
korreliert, der wohl aber eher auf eine Hypertrophie als auf eine Hyperplasie zuriickgefiihrt
werden kann, denn eine signifikant erhohte DNA-Synthese in GSTP-positiven Zellen konnte
nicht gefunden werden.

Die klonale Expansion prineoplastischer Zellen durch Substanzen mit tumorpromovierender
Wirkung wird u. a. auf eine Hemmung der Apoptose in diesen Zellpopulationen
zuriickgefithrt (Schulte-Hermann et al., 1995). In in vitro-Versuchen mit primiren
Hepatozyten konnte fiir die beiden hier untersuchten PCB-Kongenere 28 und 101 eine
Hemmung der durch eine gentoxische Lésion induzierten Apoptose bereits gezeigt werden

(Bohnenberger et al., 2001).
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5 Diskussion

Im Zusammenhang mit dem tumorpromovierenden Potential dieser beiden Kongenere wire
sicherlich auch eine Untersuchung in der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro-
Experimente, beispielsweise die Wirkung auf die MNNG-induzierte Caspase-3-Aktivierung
oder eine Phosphorylierung von Bad, von groBBem Interesse. Hier konnte auch an den Einsatz

von Methylsulfonylmetaboliten des Kongeners PCB 101 gedacht werden.
Mit Hilfe dieses Initiations-Promotions-Experiments  konnte  eine  schwache

tumorpromovierende Wirkung von PCB 28 und PCB 101 nachgewiesen werden, eine

chronische Studie zur Karzinogenitét konnen die Befunde jedoch nicht ersetzen.

120



6 Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht verschiedene Aspekte der Wirkung von ,nicht-
dioxinartigen’ PCBs in Hepatozyten in vitro aufzukldren und mit einer in vivo-Studie einen
Beitrag zur Aufklarung der tumorpromovierenden Wirkung von zwei ,nicht-dioxinartigen’

PCB-Kongeneren zu leisten.

Zur Untersuchung der Beeinflussung der intrazelluliren Calcium-Homdostase wurden
isolierte Membranfraktionen einer Rattenleber nach dem Einbau von spinmarkierten
Fettsduren mit zwei PCB-Kongeneren unterschiedlicher rdumlicher Struktur behandelt und
mit Hilfe der Elektronen Spin Resonanz vermessen. Weder das ,dioxinartige’ PCB 126 noch
das ,nicht-dioxinartige’ PCB 153 zeigten einen direkte Storung der Membranintegritit. Die
Bestimmung der intrazelluldren Ca®’-Konzentration von Rattenhepatozyten in Primirkultur
erfolgte mikrofluorimetrisch nach Beladung der Zellen mit einem Ca”’-sensitiven Farbstoff.
Auch hier ergab sich keine Stérung der Ca*’-Homdostase nach einer Behandlung mit PCB

153.

Die Beeinflussung eines apoptotischen Signalweges, die Signaltransduktion iiber PI3K/PKB,
wurde anhand der Phosphorylierung des proapoptotischen Proteins Bad in Rattenhepatozyten
in  Primédrkultur iberpriift. PCB 153 zeigte in niedrigen Konzentrationen eine
Phosphorylierung von Bad an Serin 136. Der Gesamtproteinlevel war nach Behandlung mit
PCB 153 in einigen Versuchen sehr stark reduziert. Diese Befunde stellen einen wichtigen
Ansatzpunkt fiir eingehendere mechanistische Untersuchungen der tumorpromovierenden
Wirkung dieser Substanzen dar, der im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr verfolgt werden

konnte.

Mit einem Caspase-3-Assay konnte in vorliegender Arbeit ein biochemischer Apoptose-
Nachweis in primdren Hepatozyten etabliert werden. Die Topoisomerase-Inhibitoren Etoposid
und Camptothecin zeigten sich zur Aktivierung der Caspase-3 als weniger gut geeignet. Der
Einsatz von MNNG als apoptogenem Agens verlief erfolgreich, was durch

fluoreszenzmikroskopische Detektion apoptotischer Zellkerne bestétigt werden konnte.

121



6 Zusammenfassung

Im weiteren Verlauf wurde die Beeinflussung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivierung
durch verschiedene Tumorpromotoren untersucht. Mit Phenobarbital und dem ,nicht-
dioxinartigen” PCB 153 konnte eine Hemmung der MNNG-induzierten Caspase-3-Aktivitét
gezeigt werden. Dieser Effekt wurde bei Behandlung mit TCDD und dem ,dioxinartigen’
PCB 126 jedoch nicht gesehen. Die Uberpriifung dieser Ergebnisse in einem weiteren
biochemischen Nachweis der Apoptose, der Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den

Mitochondrien, konnte nicht mehr in ausreichendem MaBle durchgefiihrt werden.

In einer an weiblichen Wistar-Ratten durchgefiihrten Initiations-Promotions-Studie zeigte sich
eine schwache tumorpromovierende Wirkung der beiden ,nicht-dioxinartigen’ PCB-
Kongenere 28 wund 101. Das promovierende Wachstum wurde anhand zweier
charakteristischer Parameter fiir Praneoplasien der Leber, einer verringerten ATPase-Aktivitét
und einer erhohten Expression der GSTP, nach vorangegangener Behandlung mit DEN
untersucht. Es konnte fiir beide Kongenere eine signifikante Zunahme des ATPase-negativen
Focusvolumens, nicht aber der Zahl der ATPase-negativen Foci gezeigt werden. GSTP-
positive Foci zeigten kein signifikantes promovierendes Wachstum.

Nach Behandlung mit PCB 28 war eine Zunahme des relativen Lebergewichts zu
verzeichnen. Eine erhohte DNA-Synthese in GSTP-positiven Zellen konnte nicht gezeigt
werden.

Eine Analyse der PCB-Gehalte im hepatischen Gewebe der Versuchstiere ergab eine 5-13-
fach hohere Akkumulation von PCB 28, moglicherweise resultierend aus einer schnelleren
Metabolisierung von PCB 101. Entstehende Metabolite wurden im Rahmen dieses Versuchs
jedoch nicht analytisch erfasst.

Es zeigte sich eine Induktion der PROD durch PCB 28 und 101, auch die EROD konnte durch
beide Kongenere induziert werden, wobei die Induktion durch PCB 28 hier wesentlich hoher
lag. Da die Induktionshohe der EROD jedoch sehr gering ist, konnen die Kongenere nicht als

,mixed type inducer’ angesehen werden.
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8 Anhang

8 Anhang
8.1 Toxizitatsaquivalenzfaktoren filr PCDD/PCDF und ,dioxinartige’
PCBs
Tabelle 8.1:
Toxizititsdquivalenzfaktoren (TEF) fiir PCDD und PCDF
(Van den Berg et al.,1998)
Kongener TEF
TCDD 1
1,2,3,7,8-PentaCDD 1
2,3,7,8-substituierte HexaCDD 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD 0,01
OCDD 0,0001
2,3,7,8-TCDF 0,1
1,2,3,7,8-PentaCDF 0,05
2,3,4,7,8-PentaCDF 0,5
2,3,7,8-substituierte HexaCDF 0,1
2,3,7,8-substituierte HeptaCDF 0,01
OCDF 0,0001
Tabelle 8.2:
Toxizititsdquivalenzfaktoren (TEF) fiir ,dioxinartige’ PCB
(Ahlborg et al., 1994)
Typ IUPAC Nr. Kongenerstruktur TEF
Non-ortho 77 3,3°,4,4° - TetraCB 0,0005
126 3,3°,4,4°,5 - PentaCB 0,1
169 3,3°,4,4°,5,5 - HexaCB 0,01
Mono-ortho 105 2,3,3’,4,4” - PentaCB 0,0001
114 2,3,4,4°,5 - PentaCB 0,0005
118 2,3°,4,4°5 - PentaCB 0,0001
123 2°,3,4,4°,5 - PentaCB 0,0001
156 2,3,3’,4,4°)5 - HexaCB 0,0005
157 2,3,3°,4,4,5" - HexaCB 0,0005
167 2,3°,4,4°,5,5" - HexaCB 0,00001
189 2,3,3°,4,4°,5,5 - HeptaCB 0,0001
Di-ortho 170 2,2°,3,3°,4,4°,5 - HeptaCB 0,0001
180 2,2°,3,44°.5,5" - HeptaCB 0,00001
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8 Anhang

8.2 IUPAC-Nomenklatur der PCBs

Tabelle 8.3:
IUPAC-Nummern und Position der Chloratome aller PCB Kongenere
(Ballschmiter und Zell, 1980)

Nr. Struktur Nr. Struktur Nr. Struktur Nr. Struktur

1 2 56 2,334 111 2,3,3°,5,5 166 2,3,44.5,6

2 3 57 2,3,3,5 112 2,3,3°,5,6 167 2,344’55

3 4 58 2,3,3°,5’ 113 2,3,3°,5°,6 168 2,3°,4,4°.5°,6

4 2,2 59 2,3,3,6 114 2,3445 169 3,344 55

5 2,3 60 2,344 115 2,3,44°,6 170 2,233 445

6 2,3’ 61 2,3,4,5 116 2,3,4,5,6 171 2,2°,3,3°,44°,6

7 2.4 62 2,3,4,6 117 2,3,4°,5,6 172 2,2°3,3°455

8 2,4 63 2,345 118 2,3°,44°5 173 2,2°,3,3°,4,5,6

9 2,5 64 2,346 119 2,3°,44°.6 174 2,2°,3,3°,4,5,6°
10 2,6 65 2,3,5,6 120 2,3°,4,5,5 175 2,2°3,3°4,5,6
11 3,3 66 2,344 121 2,3°,4,5°,6 176 2,2°,3,3°,4,6,6
12 3,4 67 2,3°,4,5 122 2’33’45 177 2,2°,3,3°,4°,5,6
13 3.4 68 2,3°4,5 123 23,445 178 2,2°,3,3°,5,5°,6
14 3,5 69 2,3°,4,6 124 2’,3,4,5,5 179 2,2°,3,3°,5,6,6
15 4.4 70 2,345 125 2°.3,4,5,6° 180 2,234,455
16 2,2°3 71 2,3°.4°.6 126 33’445 181 2,2°,3,44°5,6

17 2,2°,4 72 2,3°5,5 127 3,3°,4,5,5 182 2,2°,3,44°,5,6°
18 2,2°,5 73 2,3°,5°,6 128 2,233’44 183 2,2°,3,4,4°.5°.6
19 2,2°,6 74 2,445 129 2,2°,3,3°4,5 184 2,2°,3,4,4°,6,6°
20 2,3,3° 75 2,4,4°,6 130 2,233’ 4,5 185 2,2°,3,4,5,5,6
21 2,34 76 2’345 131 2,2°,3,3°.4,6 186 2,2°,3,4,5,6,6°
22 2,34 77 3,344 132 2,2°,3,3°,4,6° 187 2,2°,3,4°,5,5°,6
23 2,3,5 78 3,3°4,5 133 2,2’,3,3°,5,5 188 2,2°,3,4°,5,6,6°
24 2,3,6 79 3,3°4,5° 134 2,2°,3,3°.5,6 189 2,3,3°,44°5)5
25 2,34 80 3,3°,5,5 135 2,2°,3,3°,5,6° 190 2,3,3°,4,4°,5,6
26 2,35 81 34,45 136 2,2°,3,3°,6,6° 191 2,3,3°,4,4°.5°,6
27 2,3%,6 82 22’33’ 4 137 2,2°344°5 192 2,3,3°,4,5,5°,6

28 2,44 83 2,2°,3,3’.5 138 2,2°,3,44°.5 193 2,3,3°,4°.5,5°,6
29 24,5 84 2,2°,3,3°,6 139 2,2°,3,44°,6 194 2,2°,3,3°,44° 5,5
30 2,4,6 85 2,2°3,44 140 2,2°344.6° 195 2,2°,3,3°,44°,5,6
31 2,45 86 2,2°,3,4,5 141 2,2°,3,4,5,5 196 2,2°,3,3°,4,4°,5,6°
32 24,6 87 2,2°,3,4,5 142 2,2°,3,4,5,6 197 2,2°,3,3°,4,4°,6,6°
33 2’34 88 2,2°,3,4,6 143 2,2°,3,4,5,6° 198 2,2°,3,3°,4,5,5°,6
34 2°3,5 89 2,2°,3,4,6° 144 2,2°,3,4,5°,6 199 2,2°,3,3’,4,5,6,6°
35 3,34 90 2,2°3,4°.5 145 2,2°,3,4,6,6° 200 2,2°,3,3°,4,5°,6,6°
36 3,3°5 91 2,2°,3,4°,6 146 2,234’55 201 2,2°3,3°.4°.55°,6
37 3,44 92 2,2°,3,5,5 147 2,2°,3,4°,5,6 202 2,2°,3,3°,5,5°,6,6
38 34,5 93 2,2°,3,5,6 148 2,234’56’ 203 2,2°,3,44°,5,5°,6
39 345 94 2,2°,3,5,6° 149 2,2°,3,4’.5°,6 204 2,2°,3,4,4°.5,6,6°
40 2,2°,3,3’ 95 2,2°,3,5°,6 150 2,2°,3,4°,6,6° 205 2,3,3°,4,4°,5,5°,6
41 2,2°,3,4 96 2,2°,3,6,6° 151 2,2°,3,5,5°,6 206 2,2°,3,3°,4,4°,5,5,6
42 2,234’ 97 2,2°,3°4,5 152 2,2°,3,5,6,6° 207 2,2°,3,3’,4,4°,5,6,6°
43 2,2,3,5 98 2,2°,3’,4,6 153 2,244’55 208 2,2°,3,3’,4,5,5°,6,6°
44 2,2°,3,5 99 2,2°,44°5 154 2,244 5,6 209 2,2°,3,3°,4,4°,5,5°,6,6°
45 2,2°.3,6 100 2,2°,4,4°.6 155 2,2°,4,4°.6,6°

46 2,2°,3,6’ 101 2,2°,4,5,5 156 2,3,3°,44°,5

47 2,244 102 2,2°4,5,6° 157 2,3,3°,44°.5

48 2,2°4,5 103 2,2°4,5°.6 158 2,3,3°,4,4°,6

49 2,2°,4,5 104 2,2°,4,6,6° 159 2,3,3°,4,5,5

50 2,2°.4,6 105 2,3,3°.44 160 2,3,3°,4,5,6

51 2,2°4,6° 106 2,3,3°,4,5 161 2,3,3°,4,5°,6

52 2,2°,5,5 107 2,3,3°.4°5 162 2,3,3°,4,5,5

53 2,2°,5,6° 108 2,3,3°.,4,5 163 2,3,3°,4°,5,6

54 2,2°,6,6° 109 2,3,3°,4,6 164 2,3,3°,4°.5°,6

55 2,334 110 2,3,3°.4°.6 165 2,3,3°,5,5°,6
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8.3 Strukturformeln der verwendeten PCBs
A Cl B cicl
Cl Cl
C D
cl cl clcl
Ao A
c cl cl

Abb. 8.1: Strukturformeln der verwendeten PCBs. PCB 28 (A), PCB 101 (B),
PCB 126 (C) und PCB 153 (D).
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