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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Polychlorierte Biphenyle (PCBs) zahlen aufgrund ihrer chemischen Stabilitdt sowie der toxischen
Eigenschaften zu den persistenten organischen Schadstoffen. Im Gegensatz zu den dioxinartigen
PCB:s ist Uber die nicht-dioxinartigen (NDL) Verbindungen jedoch nur wenig bekannt. Ihre Wirkung
wurde entsprechend jener von Phenobarbital bisher vorwiegend auf eine Aktivierung des
konstitutiven Androstan-Rezeptors (CAR) zurilickgefihrt und mit den fremdstoffmetabolisierenden
Enzymen CYP2B1 und CYP3A1 assoziiert. Da zwischen dem CAR und dem Pregnan-X-Rezeptor
(PXR), welcher vor allem mit der Induktion von CYP3A-Isoenzymen in Verbindung gebracht wird,
jedoch ein komplexer Crosstalk besteht, sollte in primaren Rattenhepatozyten anhand spezifischer
siRNAs zunachst analysiert werden, ob die ausgewahlten, hoch aufgereinigten NDL-PCBs 28, 52,
101, 138, 153 und 180 ihre Effekte hinsichtlich einer Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme
auch Ober den PXR entfalten. AnschlieBend sollten die Effekte der NDL-PCBs mit jenen des CAR-
Aktivators Phenobarbital sowie mit dem PXR-Agonisten Dexamethason verglichen werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit detektierte Induktion von CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital
wird hierbei vornehmlich (ber den CAR vermittelt, wahrend dem PXR fiir diese Induktionen
bestenfalls eine geringe Rolle zugesprochen werden kann. Die CYP3A1-Expression durch
Dexamethason wird dagegen erwartungsgeman lber den Pregnan-X-Rezeptor reguliert. Die durch
die NDL-PCBs vermittelte Expression von CYP2B1 wird wiederum &hnlich wie bei Phenobarbital
Uber den CAR reguliert, jedoch scheinen sich die NDL-PCBs in Bezug auf die CYP3A1-Expression
von einer klassischen Induktion vom Phenobarbital-Typ abzugrenzen. So fallt die CYP3A1-
Expression durch die NDL-PCBs im Vergleich zu jener von Phenobarbital signifikant héher aus und
wird im Falle der NDL-PCBs zwar ebenfalls zum GroBteil Gber den CAR reguliert, allerdings wird
diese Induktion im Gegensatz zu Phenobarbital zum Teil auch Uber den PXR vermittelt. Das
Induktionsvermdgen der jeweiligen NDL-PCBs konnte hierbei weitgehend mit ihrem
Chlorierungsgrad bzw. der zugehdrigen Hydrophobizitat in Verbindung gebracht werden. Zudem
vermag der PXR die CAR-regulierte CYP2B1- und CYP3A1-Expression durch Phenobarbital sowie
die NDL-PCBs effektiv zu stéren, wohingegen der CAR keinen solch starken Einfluss auf die PXR-
vermittelte CYP3A1-Expression durch Dexamethason zu besitzen scheint.

Da viele Induktoren fremdstoffmetabolisierender Enzyme nachweislich auch als potente Tumor-
promotoren in der Rattenleber fungieren, allerdings die NDL-PCBs und gerade solche Substanzen,
die spezifisch den PXR aktivieren, in Bezug auf ihre tumorigenen Eigenschaften bisher nur
unzureichend charakterisiert sind, wurden weiterhin die antiapoptotischen Eigenschaften der NDL-
PCBs untersucht. Hierbei konnte sowohl fir die NDL-PCBs als auch fir Phenobarbital und
Dexamethason ein hemmender Einfluss auf die UV-induzierte Apoptose in priméren
Rattenhepatozyten beobachtet werden, wobei der Uberwiegende Teil der NDL-PCB-bedingten
Apoptoseinhibition wieder dem CAR zugesprochen werden kann. Im Gegensatz zu Phenobarbital,
dessen Wirkung ausschlieBlich Gber den CAR reguliert wird, leistet jedoch auch der PXR bei den
NDL-PCBs wieder einen Beitrag zu deren antiapoptotischen Effekten. Sowohl bei der NDL-PCB-
bedingten Apoptosehemmung als auch bei der Induktion von CYP3A1 sind CAR und PXR
demnach im jeweils gleichen Verhaltnis beteiligt. Obwohl der PXR jedoch die Gber CAR regulierte
CYP2B1- und CYP3A1-Expression effektiv inhibiert, trat dieser Effekt hingegen nicht bei der CAR-
vermittelten Hemmung der Apoptose auf. Dies legt wiederum den Schluss nahe, dass zwischen
der NDL-PCB-bedingten Apoptosehemmung und der Induktion fremdstoffmetabolisierender
Enzyme keine hinreichende Korrelation besteht.

Wahrend fir den Menschen bisher kein erhdhtes Lebertumorrisiko infolge einer chronischen
Exposition gegentber Phenobarbital gefunden werden konnte, konnte fir den PXR-Agonisten
Dexamethason dagegen auch ein Einfluss auf die Apoptose in humanen Hepatozyten
nachgewiesen werden. In Anbetracht dessen, dass auch der PXR mit der NDL-PCB-bedingten
Apoptosehemmung in Verbindung gebracht wird, muss auch ein mdglicher Einfluss der nicht-
dioxinartigen PCBs auf die Kanzerogenese beim Menschen in Betracht gezogen werden.




Abstract

Abstract

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are among the persistent organic pollutants due to their chemical
stability and toxic properties. In contrast to dioxinlike PCBs, the non-dioxinlike (NDL) compounds
and their mode of action are less characterized. Corresponding to those of phenobarbital, their
effects have been attributed to an activation of the constitutive androstane receptor (CAR) and are
associated with the drug metabolizing enzymes CYP2B1 and CYP3A1. However, there exists a
complex crosstalk between CAR and the pregnane X receptor (PXR), which is mainly associated
with the induction of CYP3A isoenzymes. Therefore, using specific siRNAs targeting CAR and PXR
in primary rat hepatocytes, it should be analyzed whether the selected, highly purified NDL-PCBs
28, 52, 101, 138, 153 and 180 also exert their effects on the induction of drug metabolizing
enzymes via the pregnane X receptor. Subsequently, the effects of the NDL-PCBs were to be
compared with those of the CAR activator phenobarbital and the PXR agonist dexamethasone.

The detected induction of CYP2B1 and CYP3A1 by phenobarbital is mediated by CAR, whereas
the PXR can be assigned at best a minor role for these induction processes. In contrast, the
expression of CYP3A1 by dexamethasone is exclusively regulated by the pregnane X receptor.
The expression of CYP2B1 mediated by the NDL-PCBs is in turn regulated by CAR in a similar
way to the prototype inducer phenobarbital, but with regard to CYP3A1 expression, the NDL-PCBs
appear to act distinct from a classical phenobarbital-type induction. Thus, on the one hand, the
CYP3A1 expression mediated by the NDL-PCBs is significantly higher than that of phenobarbital.
On the other hand, the CYP3A1 induction mediated by the NDL-PCBs is as well mainly unter the
regulation of the constitutive androstane receptor, but in contrast to phenobarbital, this induction is
also partly mediated by the preghane X receptor. The induction capacity of the respective NDL-
PCBs was found to be positively correlated with their degree of chlorination or the corresponding
hydrophobicity. Furthermore, the PXR is able to effectively interfere with the CAR-regulated
CYP2B1 and CYP3A1 expression by phenobarbital as well as the NDL-PCBs, whereas the
constitutive androstane receptor does not seem to have such a strong influence on the PXR-
mediated CYP3A1 expression by dexamethasone.

Many inducers of enzymes metabolizing xeniobiotic substances have also been shown to act as
potent tumor promoters in rat liver. Since the NDL-PCBs and especially those substances that
specifically activate the PXR have not been sufficiently characterized with respect to their
tumorigenic properties, the anti-apoptotic potential of the NDL-PCBs was further investigated. An
inhibitory effect on UV-induced apoptosis in primary rat hepatocytes could be observed for NDL-
PCBs as well as for phenobarbital and dexamethasone, whereby the majority of the NDL-PCB-
related inhibition of apoptosis can be attributed to CAR again. In contrast to phenobarbital, whose
effect is exclusively regulated by CAR, the pregnane X receptor also contributes to the anti-
apoptotic effects of the NDL-PCBs. CAR and PXR are therefore involved at the same ratio in both
NDL-PCB-related inhibition of apoptosis and in the induction of CYP3A1. However, although PXR
effectively inhibits CAR-regulated CYP2B1 and CYP3A1 expression, this effect did not occur in
CAR-mediated inhibition of apoptosis. This, in turn, suggests that there is no adequate correlation
between the NDL-PCB-related inhibition of apoptosis and the induction of drug metabolizing
enzymes.

While no increased risk of liver tumors as a result of chronic exposure to phenobarbital has been
found in humans so far, the PXR agonist dexamethasone, in contrast, has been shown to have an
inhibitory effect on apoptosis in human hepatocytes. Considering that the pregnane X receptor is
also associated with NDL-PCB-related inhibition of apoptosis, a potential impact of non-dioxinlike
PCBs on human carcinogenesis has to be considered in human risk assessment.
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1 Einleitung

Tagtéglich ist der Mensch einer groBen Menge an Fremdstoffen und Chemikalien ausgesetzt,
die aufgrund unseres hohen Lebensstandards und als Folge der Industrialisierung in die
Umwelt gelangen. Zu solchen Kontaminanten gehdren u.a. auch die polychlorierten
Biphenyle (PCBs), die angesichts ihrer chemischen Stabilitit sowie ihrer toxischen
Eigenschaften zu den persistenten organischen Schadstoffen (POPs) gezahlt werden (Jones
und de Voogt, 1999). Obwohl sie Ende der 1980er Jahre in den meisten Industrielandern
verboten wurden, sind sie weiterhin ubiquitér in der Umwelt verbreitet (Safe, 1994). Wegen
ihrer ausgepragten Lipophilie einerseits und der geringen Abbaubarkeit andererseits reichern
sie sich in der Nahrungskette an, woraus sich vor allem Uber den Verzehr fetthaltiger,
tierischer Lebensmittel eine Belastung fir den menschlichen Organismus ergibt (Beyer und
Biziuk, 2009).

Unter dem Begriff der polychlorierten Biphenyle werden 209 verschiedene Kongenere
zusammengefasst, die sich anhand der Position bzw. der Anzahl an Chlorverbindungen an
ihrem Biphenylgerist unterscheiden. Entsprechend ihrer chemischen Struktur werden sie
hierbei in zwei Gruppen unterteilt: Die kleinere Gruppe stellen dabei die 12 dioxinartigen PCBs
(DL-PCBs) dar, welche strukturelle und toxikologische Gemeinsamkeiten mit den Dioxinen
haben und vornehmlich an den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) binden (Safe, 1990; EFSA,
2005).

90 Prozent der Kongenere und damit die wesentlich groBere Gruppe fallt jedoch unter die
nicht-dioxinartigen PCBs (NDL-PCB), die vor allem mit dem konstitutiven Androstan-Rezeptor
(CAR) bzw. dem Pregnan-X-Rezeptor (PXR) in Verbindung gebracht werden. Diese nuklearen
Rezeptoren regulieren einerseits die Transkription zahlreicher fremdstoffmetabolisierender
Enzyme und Transporter, wodurch sie eine wichtige Funktion bei den Entgiftungsprozessen in
der Leber einnehmen (Pascussi et al., 2008; Wang et al., 2010; Pustylnyak et al., 2007).
Andererseits sind sie allerdings auch an der Regulation von Wachstum, Differenzierung und
Zelltod beteiligt (Hernandez et al, 2009; Rudraiah et al, 2016) und werden mit
tumorpromovierenden Eigenschaften assoziiert (Yamamoto et al., 2004).

Im Gegensatz zu den dioxinartigen Verbindungen kam den NDL-PCBs bisher jedoch nur
wenig Aufmerksamkeit zu, so dass das Wissen uber ihre Auswirkungen v.a. auf die
menschliche Gesundheit in vielen Aspekten noch immer begrenzt ist. Hinzu kommt, dass
kommerziell erhaltliche NDL-PCB-Produkte zumeist mit dioxinartigen Verunreinigungen
kontaminiert sind, wodurch eine einwandfreie Zuordnung der jeweiligen Effekte zusatzlich
erschwert wird (Viluksela et al., 2014).

Vor dem Hintergrund einer lebenslangen Exposition und der potentiell toxikologisch relevanten
physiologischen Vorgange ist es erforderlich, mehr Gber die Wirkungsweise der NDL-PCBs zu
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erfahren, so dass wichtige Grundvoraussetzungen fiir eine fundierte Risikoanalyse
und -bewertung geschaffen werden kdnnen.

Hierzu sollte in dieser Arbeit die Wirkung ausgewahlter, hoch aufgereinigter NDL-PCBs zum
einen hinsichtlich ihrer Effekte auf die Ober CAR und PXR regulierten fremdstoff-
metabolisierenden Enzyme CYP2B1 und CYP3A1 untersucht werden, zum anderen sollten
auch ihre tumorpromovierenden Eigenschaften anhand ihres Einflusses auf die UV-induzierte
Apoptose ergriindet werden. Weiterhin sollte durch die gezielte Inhibition von CAR und PXR
mittels small interfering RNAs (siRNAs) bzw. einer Hemmung ihrer Signalwege mittels
Okadainsdure und Ketoconazol analysiert werden, inwiefern diese Rezeptoren bei diesen
beiden Prozessen eine Rolle spielen.
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Fremdstoffmetabolismus

Fortwédhrend nehmen wir Uber die Nahrung und die Umwelt zahllose Substanzen bzw.
Fremdstoffe auf, die weder als Energielieferant dienen noch ohne weitere funktionelle
Modifikationen ausgeschieden werden kénnen. Hierzu zahlen u. a. Lebensmittelzusatzstoffe,
Pflanzeninhaltstoffe oder Arznei- und Genussmittel, aber auch Kontaminanten und
Umweltgifte wie Dioxine oder polychlorierte Biphenyle. Um einer schadlichen Anreicherung
solcher Substanzen bzw. einer daraus resultierenden Stérung physiologischer Funktionen
entgegenzuwirken, ist eine effiziente Eliminierung von essenzieller Bedeutung. Hierbei dient
der Fremdstoffmetabolismus als adaptive Antwort auf diese Exposition, indem er die
Umwandlung von Fremdstoffen in ausscheidbare Metaboliten katalysiert und so toxische
Effekte auf den Organismus minimiert (Handschin und Meyer, 2003; Scheer et al., 2008).

Die Ausscheidung einer Substanz setzt in der Regel eine gewisse Hydrophilie voraus,
andererseits werden allerdings gerade hydrophobe Substanzen besonders gut resorbiert. Um
diese Diskrepanz auszugleichen, bendtigen viele Fremdstoffe aufgrund ihrer lipophilen
Eigenschaften eine metabolische Transformation zu hydrophileren Derivaten (Gao und Xie,
2010). Die grundsatzliche Vorgehensweise zur Verbesserung der Wasserldslichkeit einer
Substanz stellt ihre Konjugation mit hydrophilen, endogenen Verbindungen wie etwa
Glucuronsaure, Glutathion oder aktiviertem Sulfat dar. Fiir eine solche Konjugation ist jedoch
initial die Existenz einer geeigneten funktionellen Gruppe erforderlich, welche haufig zunachst
in das Fremdstoffmolekil eingeflhrt werden muss (Marquardt und Schafer, 2004; di Masi et
al., 2009).

Die beim Fremdstoffmetabolismus Uberwiegend in der Leber ablaufenden Reaktionen kénnen
hierbei im Wesentlichen in drei Phasen unterteilt werden (Abb. 1).

O-Glucuronsdure

OH
ATP
Phase | Phase Il Phase Il
— — —
ADP

Cytochrome P450 konjugierende Exportpumpen
Enzyme
Substrat Elimination

Abb. 1: Phasen des Fremdstoffmetabolismus (modifiziert nach Schrenk, 2006)
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In Phase | des Fremdstoffmetabolismus erfolgt eine Funktionalisierung der Ausgangs-
verbindung, bei welcher polare funktionelle Gruppen wie z. B. -OH, —-SH, —NH, oder —-COOH
gebildet oder neu in das Molekul eingeflihrt werden. Die so eingefugten funktionellen Gruppen
kénnen die Wasserldslichkeit des Substrats bereits in einem ausreichenden MaB3 erhéhen, um
eine renale oder biliare Ausscheidung zu ermdglichen. Ansonsten dienen sie als
L<Ankergruppen®, so dass die entstandenen Metaboliten in weiteren Reaktionen zu polaren
Stoffen umgewandelt werden kénnen (Mutschler et al., 2001; di Masi et al., 2009).

Katalysiert werden die Phase |-Reaktionen unter anderem durch Cytochrom-P450-abhéngige
Monooxygenasen (CYP), Flavinabhangige Monooxygenasen (FMO), Monoaminooxidasen
(MAQO), Alkoholdehydrogenasen (ADH) oder Esterasen (Marquardt und Schéfer, 2004;
Eisenbrand et al., 2005). Die wichtigste Enzymfamilie stellen hierbei die Cytochrom-P450-
abhangigen Monooxygenasen dar (Kalra et al, 2009), welche in Kapitel 2.2 ausfihrlich
vorgestellt werden.

In Phase Il erfahren die in das Molekll eingeflhrten bzw. bereits vorhandenen funktionellen
Gruppen eine Konjugation mit einer hydrophilen, endogenen Verbindung (z. B. Glutathion oder
Sulfat), um so eine bessere Ausscheidung zu ermdglichen. Enzyme, die diese Reaktionen
katalysieren, sind unter anderem Glutathion-S-Transferasen (GST), UDP-Glucuronosyl-
transferasen (UGT), Sulfotransferasen (SULT) oder N-Acetyltransferasen (NAT) (Omiecinski
etal., 2011).

In Phase Il erfolgt anschlieBend die Ausscheidung des nun wasserléslichen Substrats (Xu et
al., 2005). Zu den hierbei beteiligten Transportern z&hlen u. a. die Exportpumpen aus der
Familie der ABC-Transporter (ATP-binding cassette transporter), z.B. MDR1 (Multi drug
resistance protein 1), MRP1 (Multi drug resistance-related protein 1) oder BCRP (Breast
cancer resistance protein). Als weitere Gruppe sind die SLC-Transporter (Solute carriers) wie
OATs (organic anion transporter), OCTs (organic cation transporter) oder OATPs (organic
anion transporting polypeptide) zu nennen (Yamazaki et al., 1996; Mizuno et al., 2003; di Masi
et al., 2009).

Letztendlich kann auf diese Weise der schadlichen Anreicherung von einer Reihe von
Substanzen entgegengewirkt werden. Dennoch darf der Fremdstoffmetabolismus nicht
gemeinhin als rein protektives System verstanden werden, da aus einigen Verbindungen erst
infolge solcher enzymatischer Modifikationen toxische oder kanzerogene Stoffe hervorgehen
kénnen. Ein Beispiel fir diesen als Giftung bezeichneten Prozess ist die Umwandlung von
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen wie beispielsweise Benzo[a]pyren zu
ultimalen Kanzerogenen (Shimada, 2006).

Eine kritische Rolle spielt der Fremdstoffmetabolismus auch im Zuge der Entwicklung von
Pharmaka, von denen einige ihre Wirksamkeit erst nach gezielter Metabolisierung entfalten
sollen, wahrend andererseits auch eine entsprechende Abschwéachung ihrer Wirkung infolge
von Wechselwirkungen berlcksichtigt werden muss (Marquardt und Schéafer, 2004).
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2.2 Cytochrom-P450-Enzyme

Die bedeutendste Enzymfamilie der Phase | des Fremdstoffmetabolismus stellen die
Cytochrom-P450-abhéngigen Monooxygenasen dar, bei welchen es sich um eine Super-
familie von Ham-Proteinen mit enzymatischer Oxidoreduktase-Aktivitdt handelt (loannides,
2006; Honkakoski und Negishi, 2000). Die durch sie katalysierten Biotransformationen finden
in erster Linie in der Leber statt, allerdings sind CYPs in nahezu allen Geweben nachweisbar,
insbesondere in der Niere, der Lunge, der Haut, der Plazenta, dem Gehirn oder im Intestinum
(Nishimura et al., 2003; Mutschler et al., 2001).

Die Enzyme der Cytochrom-P450-Familie sind u. a. sowohl in die Synthese als auch den
Abbau zahlreicher endogener Steroide, Vitamine oder Fettsauren involviert, spielen aber auch
bei der Metabolisierung von exogenen Fremdstoffen wie Arzneimitteln, Umweltgiften oder
Kanzerogenen eine entscheidende Rolle (Honkakoski und Negishi, 2000). Ihren Namen
erhielten sie aufgrund der spektrometrischen Eigenschaften der prominenten Hdm-Gruppe im
CYP(Fe?)-CO-Komplex, welche ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 450 nm zeigt (Omura und Sato, 1962).

Die grundlegende enzymatische Aktivitat der Monooxygenasen basiert hierbei auf dem
Transfer eines Sauerstoffatoms auf das jeweilig gebundene Substrat, wahrend das andere
Atom des Sauerstoffmoleklls unter Verbrauch von NADPH (Nicotinamidadenindinukleotid-
phosphat) zu Wasser reduziert wird.

Fur diese Reaktionen lagert sich das jeweilige Substratmolekil zunachst an das Fe**-Zentrum
der Monooxygenase an und induziert die Ubertragung eines Elektrons von der NADPH-
Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (Eisenbrand et al., 2005). Dies hat die Reduktion des im
Hamin gebundenen Fe®" zu Fe** zur Folge (Abb. 2), woraufhin die Affinitat fir molekularen
Sauerstoff entsprechend erhéht wird. Nach anschlieBender Bindung eines Sauerstoff-
Molekils erfolgt die Aufnahme eines weiteren Elektrons, was die Aktivierung des Sauerstoffs
zur Folge hat. Die fir die Funktionalisierungsreaktionen benétigten Reduktionsaquivalente
werden hierbei wiederum von der NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase bereitgestellt (Ortiz de
Montellano, 2010). Uber den entstandenen, hochreaktiven Komplex erfolgt nun tber instabile
Zwischenstufen die Ubertragung des Sauerstoffs auf das Substratmolekdil, woraufhin Fe?*
wiederum zu Fe** oxidiert wird.

Infolge der abschlieBenden Abspaltung des oxygenierten Substratmolekiils kehrt das Hamin
wieder in seinen Ausgangszustand zurlick, so dass das Cytochrom-P450-Enzym wieder far
einen neuen Reaktionszyklus zur Verfliigung steht (Eisenbrand et al., 2005; Marquardt und
Schafer, 2004).
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Abb. 2: Katalytischer Zyklus von Cytochrom P450 (modifiziert nach Mutschler et al., 2020;
Gahrs, 2010)

Die Einteilung der verschiedenen Cytochrom-P450-Enzyme erfolgt dabei auf Basis ihrer
strukturellen Verwandtschaft entsprechend dem Grad ihrer Sequenzhomologie. Enzyme mit
einer zu mehr als 40 % Ubereinstimmenden Aminosauresequenz werden in einer Familie
zusammengefasst und erhalten zur Kennzeichnung eine arabische Ziffer (Wandel et al.,
1994). Enzyme, deren Sequenz mehr als 55 % Ubereinstimmung aufweist, bilden eine
Unterfamilie und werden anhand von GroBbuchstaben unterteilt. Innerhalb der Unterfamilien
werden die Isoenzyme mit Hilfe weiterer Zahlen voneinander unterschieden, z. B. CYP1A1
bzw. CYP2B1 (Nelson et al., 1996; Wrighton und Stevens, 1992). Humane Cytochrom-P450-
Enzyme bzw. jene der Ratte werden hierbei groBBgeschrieben, murine CYPs werden dagegen
durch Kleinschreibung angezeigt (z. B. Cyp2b10) (Nelson et al., 1996).

Als wichtigste Vertreter fiir die Metabolisierung von Fremdstoffen und endogenen lipophilen
Substanzen sind vor allem die Enzyme der Unterfamilien CYP1—4 zu nennen, die mehr als
90 % der verfigbaren Therapeutika metabolisieren (Wang und Tompkins, 2008; Marquardt
und Schéfer, 2004).

Die Induktion der verschiedenen CYPs erfolgt dabei vorwiegend Uber die jeweilig zustdndigen
nukledren Rezeptoren. Der Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) ist hierbei vor allem flr die
Induktion von CYP1A-Isoenzymen verantwortlich, die erhdhte Expression der CYP2B-Gene
wird hingegen im Wesentlichen Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor (CAR) vermittelt.
Der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) und der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor (PPAR)
regulieren vornehmlich die Expression der CYP3A- bzw. CYP4A-Isoenzyme (Waxman, 1999).
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2.3 Nukleédre Rezeptoren

Die Superfamilie der nukledren Rezeptoren (NR) kodiert fiir eine groBe Gruppe Liganden-
aktivierter Transkriptionsfaktoren, welche sowohl durch zahlreiche Xenobiotika als auch durch
verschiedene endogene, lipophile Substanzen aktiviert werden (Pascussi et al., 2008; Tolson
und Wang, 2010).

Aufgrund ihrer Fahigkeit, als Transkriptionsfaktoren auf die Genexpression zu wirken, stellen
sie wichtige Elemente bei der Anpassung an Veranderungen des auBeren und inneren Milieus
dar, da sie so z.B. eine gezielte Verstarkung des Fremdstoffmetabolismus auslésen kénnen
(Rosenfeld et al., 2003; di Masi et al., 2009). Weiterhin spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung, der Reproduktion, der Hormonbiosynthese oder auch im Fettstoffwechsel
(Konno et al., 2008; Rudraiah et al., 2016).

2.3.1 Aufbau und Struktur

Den nukledren Rezeptoren, welche gegenwartig in die 6 Subgruppen NR1 bis NR6 unterteilt
werden, ist eine modulare Struktur gemeinsam (Abb. 3), die sich aus mehreren verschiedenen
Domanen (A-F) zusammensetzt (Reschly und Krasowski, 2006).

Hierbei besitzen sie vom N-Terminus beginnend eine regulierende (A/B) und eine
hochkonservierte DNA-Bindungsdoméane (C), an die sich eine Hinge- (D) sowie eine Ligand-
Bindungsdomane (E) anschlieBt, gefolgt von einer abschlieBenden variablen Doméane (F)
(Aranda und Pascual, 2001).

A/B C D E F
NH,—-| | DBD | LBD | |—CO00O°
variable N-terminale V:::‘a!z? variable C-terminale
Region mit AF-1 9 Region
Region
konservierte DNA- konservierte Ligand-
Bindungsdomdne Bindungsdomdne

Abb. 3: Schematische Darstellung der Struktur eines nukledren Rezeptors. DBD: DNA-
Bindungsdoméne, LBD: Ligand-Bindungsdoméne (modifiziert nach Hart, 2002; Handschin und
Meyer, 2003)

Den einzelnen Doménen kénnen dabei verschiedene Funktionen der Rezeptoren zugeordnet
werden, wobei die Regionen A/B und E/F eine aktivierende Funktion (AF-1 bzw. AF-2)
enthalten (Moras und Gronemeyer, 1998). Diese Sequenzen werden von Coaktivatoren oder




Theoretischer Hintergrund | 2

anderen Transkriptionsfaktoren erkannt und kénnen durch Wechselwirkung mit der DNA-
Bindungsdoméne (DBD) die Transkription aktivieren. Diese zwei Zinkfinger-Motive
enthaltende DNA-Bindungsdoméane vermittelt hierbei die sequenzspezifische Bindung an
responsive Elemente (Hart, 2002), wohingegen die Ligand-Bindungsdoméane (LBD) aus einer
sandwichartigen Anordnung mehrerer a-Helices besteht, durch die eine hydrophobe
Bindungstasche fir die Liganden geformt wird (Bourguet et al., 2000). Zwischen der DNA-
Bindungsdoméne und der Ligand-Bindungsdoméane existiert eine flexible Hinge-Domaéne, die
eine Vielzahl von Konformationen und somit eine gleichzeitige Bindung an Dimerisierungs-
partner und responsive Elemente erméglicht. Die Dimerisierung erfolgt hierbei bei den meisten
der zur NR1-Unterfamilie zugehérigen Rezeptoren, zu welchen auch der konstitutive
Androstan-Rezeptor (CAR; NR113) und der Pregnan-X-Rezeptor (PXR; NR112) z&hlen, mit
dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR). Nach Heterodimerisierung mit dem RXR erfolgt schlieBlich
die Bindung an spezielle DNA-Sequenzen, die die Transkription der Zielgene veranlasst
(Handschin und Meyer, 2003; Carnahan und Redinbo, 2005).

2.3.2 Der konstitutive Androstan-Rezeptor (CAR)

Der konstitutive Androstan-Rezeptor oder auch konstitutiv aktive Rezeptor spielt eine wichtige
Rolle als Regulator des Fremdstoffmetabolismus. Als Antwort auf diverse Chemikalien
induziert CAR hierbei zahlreiche hepatische Gene, deren Produkte fir alle drei Phasen der
Biotransformation von Relevanz sind (Swales und Negishi, 2004). Insbesondere sind hier
unter anderem die CYP2B- und in geringerem MaBe die CYP3A-Enzyme der Phase | zu
nennen (Honkakoski et al., 1998; Sueyoshi et al., 1999; Goodwin et al., 2002), dariiber hinaus
wird dem Rezeptor ebenfalls eine Bedeutung bei der Regulation der in Phase Il aktiven UDP-
Glucuronosyltransferasen, Sulfotransferasen oder Glutathion-S-Transferasen zugesprochen
(Sugatani et al.,, 2001; Ueda et al., 2002; Pustylnyak et al., 2007; di Masi et al., 2009).
Abgesehen von seiner Funktion im Fremdstoffmetabolismus ist CAR allerdings auch in
zahlreiche weitere Prozesse wie die Fettsaureoxidation, Glukoneogenese oder die Sekretion
von Steroidhormonen und Bilirubin involviert (Molnar et al., 2013; Yang und Wang, 2014).

Wie in Abbildung 4 dargestellt, kann der konstitutive Androstan-Rezeptor durch zwei
verschiedene Mechanismen aktiviert werden, und zwar sowohl Liganden-abhangig als auch
durch einen indirekten Agonisten. In Abwesenheit eines Liganden oder indirekten Aktivators
ist CAR im Zytoplasma lokalisiert, wo er gebunden in einem Komplex aus dem cytoplasmic
CAR retention protein (CCRP) und dem Heat shock protein 90 (HSP90) vorliegt (Kobayashi et
al., 2003; Timsit und Negishi, 2007).

Die Bindung eines Liganden bzw. die indirekte Aktivierung durch einen Agonisten fihrt zur
Dissoziation von CAR aus diesem inhibitorischen Komplex, in dessen Folge die Translokation
des Rezeptors in den Zellkern erfolgt (Pustylnyak et al., 2007).




Theoretischer Hintergrund | 2

Direkter
Indirekter Ligand
Aktivator
/l
/
Zytosol

®) g (15P50)
D o
//—\Nk,
®

Coaktivatoren

Coaktivatoren
NG

RXR

I_:cvpzs‘

Abb. 4: Aktivierung von CYP2B iiber CAR-Liganden bzw. indirekte Agonisten (modifiziert
nach Pustylnyak et al., 2007)

Ein Beispiel fir eine indirekte Aktivierung von CAR durch Substanzen, die keine direkte
Bindung mit dem Rezeptor eingehen, ist der klassische CAR-Aktivator Phenobarbital
(Kawamoto et al., 1999; Moore et al., 2000; Yang und Wang, 2014).

Dabei bleibt festzuhalten, dass der Mechanismus der indirekten Aktivierung von CAR noch
nicht bis ins Detail aufgeklart werden konnte (Kawamoto et al., 1999; Pustylnyak et al., 2007;
Yang und Wang, 2014). So postulieren Blattler et al. (2007) ein Aktivierungsmodell, in dem
Phenobarbital in den Mitochondrien von Hepatozyten eine Kinasekaskade ausldst, die Uber
die Serin-Threonin-Kinase 11 /Leberkinase B1 (STK11/LKB1) bis zur AMP-aktivierten
Proteinkinase (AMPK) fOhrt und letztlich die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) aktiviert. Die
PP2A dephosphoryliert daraufhin CAR, wodurch dessen Translokation in den Zellkern
ermdglicht wird.

Auch bei der direkten Bindung eines Liganden an den konstitutiven Androstan-Rezeptor spielt
die Rekrutierung der Protein-Phosphatase 2A eine wichtige Rolle, woraufhin der Rezeptor aus
dem Komplex mit den Corepressoren dissoziiert und nach entsprechender
Dephosphorylierung in den Nukleus transloziert (Yoshinari et al., 2003; Pustylnyak ef al.,
2007). Die Bedeutung der Protein-Phosphatase 2A konnte hierbei in mehreren Studien
gezeigt werden, in denen der Ubergang von CAR in den Zellkern durch den PP2A-Inhibitor
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Okadainsaure repressiert werden konnte (Kawamoto et al., 1999; Yoshinari et al., 2003; Sidhu
und Omiecinski, 1997; Honkakoski und Negishi, 1998).

Im Anschluss an die Translokation in den Zellkern erfolgt unter Einbeziehung von weiteren
Coaktivatoren die Heterodimerisierung des konstitutiven Androstan-Rezeptors mit dem RXR
(Retinoid-X-Rezeptor). Das entstandene CAR-RXR-Heterodimer fungiert als Transkriptions-
faktor, indem es mit dem Phenobarbital responsive enhancer module (PBREM) im
Promotorbereich des Zielgens wechselwirkt (Sueyoshi und Negishi, 2001).

Durch die Rekrutierung der Coaktivatoren SRC-1 (Steroidrezeptor Coaktivator), PGC-1
(Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor y Coaktivator), TIF2 (transkriptioneller inter-
mediarer Faktor) oder GRIP1 (Glutamatrezeptor-interagierendes Protein) an die Ligand-
Bindungsdomane von CAR wird die Genexpression der CAR-Zielgene getriggert (Forman et
al., 1998; Sueyoshi und Negishi, 2001; Min et al., 2002; Miao et al., 2006). Als Konsequenz
der Bindung des CAR-RXR-Heterodimers an die responsiven Elemente (DR4) kann
anschlieBend die Transkription des Zielgens erfolgen (Zelko und Negishi, 2000; Sueyoshi und
Negishi, 2001).

2.3.3 Der Pregnan-X-Rezeptor (PXR)

Beim Pregnan-X-Rezeptor (PXR) handelt es sich um einen Xenorezeptor mit hoher
Promiskuitat, der sowohl durch eine Reihe von Fremdstoffen wie Industriechemikalien,
Arzneimittel oder Zusatzstoffe als auch durch Stoffe endogener Herkunft aktiviert wird (Ekins
et al., 2009). Aufgrund seiner Vielzahl an Liganden wird er oftmals auch als Steroid- und
Xenobiotika-Rezeptor (SXR) bezeichnet (Blumberg et al., 1998).

Begriindet ist die Promiskuitat des Rezeptors vor allem durch die einzigartige Struktur, GréBe
und Beweglichkeit seiner Liganden-Bindungstasche (Watkins et al., 2001), wodurch diese in
der Lage ist, ihre Form den spezifischen Liganden entsprechend anzupassen (Ekins et al.,
2009; Kliewer et al., 2002). Typische PXR-Agonisten sind hierbei Arzneistoffe wie Rifampicin,
Clotrimazol oder Tamoxifen (Lehmann et al.,, 1998; Jacobs et al, 2005), als endogene
Liganden sind zahlreiche Pregnan-Steroide (Kliewer et al., 1998) oder die sekundére
Gallensaure Lithocholsdure bekannt (Staudinger et al., 2001; Xie et al., 2001). Beispiele fur
aktivierende Umweltschadstoffe sind einige Organochlor-Pestizide sowie Industriechemikalien
wie z. B. Flammschutzmittel oder polychlorierte Biphenyle (Ma et al., 2008b; Al-Salman und
Plant, 2012).

Der PXR spielt somit neben dem Metabolismus von Fremdstoffen auch eine wichtige Rolle bei
der Regulation einer Vielzahl von Genen, die bei endogenen Stoffwechselwegen wie der
Cholesterol-Homobostase bzw. der Entgiftung von Gallensduren eine bedeutende Funktion
ausulben (di Masi et al., 2009).

10
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Im Gegensatz zum konstitutiven Androstan-Rezeptor bendtigt der Pregnan-X-Rezeptor zu
seiner nachfolgenden Aktivierung die Bindung eines Liganden (Timsit und Negishi, 2007;
Yang und Wang, 2014).

Im inaktivierten Zustand ist der Rezeptor im Zytoplasma lokalisiert, wo er gebunden in einem
Komplex aus dem cytoplasmic CAR retention protein (CCRP) und dem Heat shock protein 90
(HSP90) vorliegt (Squires et al., 2004). Infolge einer Ligandenbindung dissoziieren die
Corepressoren HSP90 und CCRP durch eine Konformationsanderung vom Rezeptor (Abb. 5),
woraufhin der PXR/Liganden-Komplex in den Zellkern transloziert (di Masi et al., 2009).

Direkter
Ligand

O

Zytosol

/F

‘ Nukleus
.. Coaktlvatoren
[
Coaktlvatoren CYP3A

Abb. 5: Liganden-abhéngige Aktivierung von PXR (modifiziert nach Timsit und Negishi, 2007)

Im Zellkern bildet der PXR ebenso wie CAR ein Heterodimer mit dem Retinoid-X-Rezeptor
und bindet in der Promotorregion seiner Zielgene an responsive Elemente (ER6 und DR3)
innerhalb des Xenobiotic responsive enhancer modules (XREM). Aufgrund der daraufhin
erfolgenden Veranderung der Chromatinstrukiur sowie durch die Rekrutierung von
entsprechenden Coaktivatoren wird anschlieBend die Transkription der Zielgene veranlasst
(Lehmann et al., 1998; Goodwin et al., 2002; Timsit und Negishi, 2007). Da CAR und PXR
viele gemeinsame Zielgene aufweisen, Uberschneiden sich dementsprechend auch einige der
hierfir benétigten Cofaktoren wie z. B. SRC-1, GRIP1, TIF2 oder PGC-1 (di Masi et al., 2009;
Orans et al., 2005).

11
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Ahnlich wie die Vielfalt der Liganden ist auch die Zahl der Zielgene groB, vor allem die
Expression der Uberaus wichtigen CYP3A-Unterfamilie wird Gberwiegend durch den Pregnan-
X-Rezeptor reguliert (Goodwin et al., 2002). So werden z.B. mehr als 50 % der géngigen
Therapeutika durch CYP3A-Enzyme metabolisiert (Lehmann et al., 1998; Kliewer et al., 2002;
Goodwin et al., 2002), CYP3A4 stellt hierbei auch quantitativ mit bis zu 30 % das mit Abstand
haufigste CYP des Fremdstoffmetabolismus dar (Shimada ef al., 1994).

Abgesehen von der CYP3A-Unterfamilie fihrt der PXR zudem sowohl zu einer Induktion der
Transkription weiterer Phase I-Enzyme (CYP2B, CYP2C, Alkohol- und Aldehyd-
Dehydrogenasen) als auch zur Induktion zahlreicher Phase Il-Enzyme wie UGT1A1 und
SULT2AT1 (Tolson und Wang, 2010; Maglich et al., 2002; Chen und Goldstein, 2009; Sugatani
et al., 2008) sowie zu einer Expression von Phase IllI-Transportern wie OATP2 oder MDR1
(Staudinger et al., 2001; Geick et al., 2001; di Masi et al., 2009).

Dabei variieren die Liganden allerdings je nach Spezies. Dexamethason beispielsweise,
welches als starker Induktor des PXR in der Ratte und in der Maus gilt, ruft beim humanen
PXR hingegen keine Aktivierung hervor (Ma et al., 2008b). Einer der bekanntesten und
starksten Induktoren des humanen PXR ist Rifampicin, ein Beispiel fir einen CYP3A4-Inhibitor
hingegen ist das Antimykotikum Ketoconazol (Ma et al., 2008a; Fuchs et al., 2013).

2.3.4 Crosstalk von CAR und PXR

Der Crosstalk zwischen verschiedenen Kernrezeptoren stellt einen Kkollaborativen
Mechanismus fir das Fremdstoff-regulierende Netzwerk dar und kann somit einen besseren
metabolischen Schutz gegen potentiell toxische Substanzen gewahrleisten (Xie et al., 2000;
Maglich et al., 2002). Der konstitutive Androstan-Rezeptor und der Pregnan-X-Rezeptor, die
beide zur NR1-Familie der Kernrezeptoren gehdren, zeigen hierbei verglichen mit anderen
Kernrezeptoren einen der héchsten Verwandtschaftsgrade.

Dabei besitzen diese beiden Rezeptoren zum Teil die gleichen Komplexbindungspartner,
Liganden, responsiven Elemente und Zielgene. Somit ist es naheliegend, dass zwischen den
verschiedenen Signalwegen von CAR und PXR eine Interaktion bestehen kann und die
beiden Rezeptoren eine teilweise Uberlappende Funktionalitét zeigen (Moore et al., 2002; Lim
und Huang, 2008). Das Ausmal dieser Wechselwirkungen hangt dabei von verschiedenen
Faktoren wie z.B. der Bindungsaffinitit des Rezeptors an die jeweiligen responsiven
Elemente oder auch vom entsprechenden Induktor ab (Xie et al., 2000; Pascussi et al., 2008).
Wahrend der Pregnan-X-Rezeptor vorwiegend als zentraler Regulator der CYP3A-Enzyme
bekannt war, verband man den konstitutiven Androstan-Rezeptor mit der Regulation der
Expression von CYP2B-Enzymen. Inzwischen wei3 man allerdings, dass das PXR-RXR-
Heterodimer auch mit der Promotorregion von CYP2B interagieren kann, so wie umgekehrt

12
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die Bindung des CAR-RXR-Heterodimers an die Promotorregion von CYP3A eine Induktion
der CYP3A-Isoenzyme zur Folge hat (Xie et al., 2000; Pascussi et al., 2008).

Hierbei binden CAR und PXR an die jeweiligen gleichen responsiven Elemente, woraus ein
komplexer Crosstalk zwischen den regulatorischen Wegen der beiden Rezeptoren resultiert
(Faucette et al., 2006; Tolson und Wang, 2010). Aufgrund des Crosstalks regulieren CAR und
PXR ein Uberlappendes Spekirum an Genen (Pascussi et al., 2008; di Masi et al., 2009),
wobei zu ihren gemeinsamen Zielgenen abgesehen von einigen Phase |-Enzymen wie
CYP2B, CYP3A oder CYP2C auch verschiedene Phase Il-Enzyme wie UDP-Glucuronosyl-
transferasen (UGT), Sulfotransferasen (SULT) oder Glutathion-S-Transferasen (GST) gehéren
(Abb. 6). Weiterhin werden in der Phase lll auch Transporter wie MDR1, MRP2 oder MRP3
durch die beiden Rezeptoren koreguliert (Kéhle und Bock, 2009; Tolson und Wang, 2010).

Xenobiotika

Zytoplasma

Phase lll
(Transporter)

Phase ll
(UGT/SULT/ GST)

Abb. 6: Crosstalk von CAR und PXR (modifiziert nach Scheer et al., 2008)

Dennoch besteht ein Unterschied in der Starke der Aktivierung der spezifischen Gene durch
CAR und PXR. So konnte in Studien gezeigt werden, dass das CAR/RXR-Heterodimer die
,CAR-regulierten“ DR4-Elemente bevorzugt, wohingegen beispielsweise die ,PXR-regulierten*
DR3- bzw. ER6-Elemente in der Promotorregion von CYP3A wesentlich schwacher erkannt
werden (Faucette et al., 2006; Molnar et al., 2013).

Zusétzlich zu der Tatsache, dass die beiden Rezeptoren an die jeweils gleichen responsiven
Elemente binden kdnnen, kommt noch erschwerend hinzu, dass einige Substanzen sowohl
den konstitutiven Androstan-Rezeptor als auch den Pregnan-X-Rezeptor direkt aktivieren

(Tojima et al., 2012). Somit ist es nicht immer ohne Weiteres mdglich, dem jeweiligen

13
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Rezeptor spezifische Genregulationen zuzuordnen bzw. zu unterscheiden, Uber welchen
Rezeptor die entsprechenden Substanzen diese jeweils induzieren. Aufgrund dessen sollte
der Crosstalk zwischen CAR und PXR bei Substanzen, deren Wirkweise mit einem dieser
beiden Rezeptoren assoziiert ist, in zukinftige Untersuchungen mit einbezogen werden.

2.4 Induktoren von CAR und PXR

In den folgenden Abschnitten werden einige ausgewahlte Induktoren des konstitutiven
Androstan- bzw. Pregnan-X-Rezeptors vorgestellt, insbesondere die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Agonisten Phenobarbital, Dexamethason sowie die polychlorierten Biphenyle.

2.4.1 Phenobarbital

Phenobarbital ist ein Arzneimittel aus der Gruppe der Barbiturate (Abb. 7), das aufgrund
seiner sedierenden, narkotisierenden und antikonvulsiven Eigenschaften zur Epilepsie-
behandlung sowie zur Narkosevorbereitung eingesetzt wird (Brodie und Kwan, 2012). Hierbei
wirkt Phenobarbital wie auch andere Barbiturate (ber die Bindung an den GABAa-Rezeptor,
wodurch die Wirkung des inhibitorischen Neurotransmitters GABA (y-Aminobuttersdure) am
Rezeptor verstarkt wird (Twyman et al., 1989).

o« _N_o
Y

HN
O

Abb. 7: Strukturformel von Phenobarbital

Einer der bekanntesten Effekte von Phenobarbital ist die erhdhte Expression von CYP2B-
Isoenzymen (Sueyoshi et al., 1999; Zelko und Negishi, 2000), weiterhin durch Phenobarbital
induzierbar sind unter anderem Cytochrome der Unterfamilien 2C und 3A sowie Glutathion-S-
Transferasen, UDP-Glucuronosyliransferasen oder Sulfotransferasen (Ueda et al., 2002;
Sueyoshi und Negishi, 2001).

Die durch Phenobarbital bedingte Regulation der CYP2B-Genexpression wird hierbei
vorwiegend Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor vermittelt (Sueyoshi und Negishi,
2001). Dies konnte beispielsweise von Wei et al. (2000) belegt werden, die zeigen konnten,
dass die Cyp2b10-Expression in CAR-Knockout-Mausen nahezu vollstandig unterdriickt wird.

14
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Neben der Rolle im Fremdstoffmetabolismus stellt die tumorpromovierende Wirkung in der
Leber einen weiteren Effekt von Phenobarbital dar (Peraino et al., 1971). So konnte z.B. in
Studien an primaren Rattenhepatozyten eine Inhibition der UV-induzierten Apoptose
beobachtet werden (Wérner und Schrenk, 1996; Bohnenberger et al., 2001). Weiterhin ergab
sich aus zahlreichen Studien, dass die erhdhte Proliferationsrate in préaneoplastischen
Zellpopulationen auf eine durch Phenobarbital bedingte verstarkte Hemmung der Apoptose
zurlickzufUihren ist (Schulte-Hermann et al., 1990; Bursch et al., 1984).

2.4.2 Dexamethason

Dexamethason st ein synthetisches Glukokortikoid (Abb. 8), das aufgrund seiner
entziindungshemmenden und immunsuppressiven Eigenschaften eine breite therapeutische
Anwendung findet (Scheer et al, 2010). So wird es z.B. bei der Chemotherapie als
Antiemetikum (Chu et al., 2014), bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen, rheumatoider
Arthritis oder bei Autoimmunerkrankungen eingesetzt (Islander et al., 2011).

Des Weiteren ist Dexamethason fir die Induktion einer Vielzahl fremdstoffmetabolisierender
Enzyme bekannt, wobei hier vor allem die Genregulation der CYP3A-Isoenzyme zu nennen ist
(Kliewer et al., 2002; Goodwin et al., 2002; Pascussi et al., 2000). Diese Expression wird
hierbei Gberwiegend durch den Pregnan-X-Rezeptor reguliert (Goodwin et al., 2002; Pascussi
et al., 2000), so konnte z. B. gezeigt werden, dass die Cyp3a11-Induktion in PXR-Knockout-
Mausen im Gegensatz zu jener in Wildtyp-Mausen vernachlassigbar gering ist (Scheer et al.,
2008).

Abb. 8: Strukturformel von Dexamethason

Abgesehen von der Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme wird zusatzlich eine
tumorpromovierende Wirkung bzw. ein Einfluss von Dexamethason auf die Apoptose
diskutiert. Diesbezlglich fanden Herr et al. (2003) in Zell- und Tierversuchen heraus, dass
Dexamethason durch die Inhibition der Aktivitdt verschiedener Caspasen auf molekularer
Ebene die Apoptose bei Krebszellen beeinflusst. Weiterhin konnte in priméaren Ratten-
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hepatozyten gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung mit Dexamethason die Staurosporin-
induzierte Apoptose bzw. die Staurosporin-induzierte Caspase-3-Aktivitdt unterdriicken kann
(Zucchini et al., 2005).

2.4.3 Polychlorierte Biphenyle (PCBs)

Die polychlorierten Biphenyle (PCBs) zéhlen aufgrund ihrer hohen chemischen Stabilitat sowie
ihrer toxischen Eigenschaften ebenso wie die polychlorierten Dibenzodioxine (PCDDs) oder
die polychlorierten Dibenzofurane (PCDFs) zu den persistenten organischen Schadstoffen
(Van den Berg et al., 2006).

Obwohl ihre Verwendung Ende der 1980er Jahre in Deutschland verboten wurde, reichern sie
sich u.a. aufgrund ihrer ausgepragten Lipophilie sowie andererseits der geringen
Abbaubarkeit noch immer in der Nahrungskette an (Safe, 1994). Hieraus ergibt sich vor allem
durch den Verzehr tierischer, fettreicher Lebensmittel wie z. B. Fleisch, Fisch, Milchprodukte
oder Eier eine hohe Belastung fiir den menschlichen Organismus (La Rocca und Mantovani,
2006). Die so aufgenommenen PCBs, deren Halbwertszeit mehr als 10 Jahre betragen kann
(Wolff et al., 2000), akkumulieren hauptséchlich im Fettgewebe, kurzfristig steigen die Gehalte
allerdings auch in der Leber oder im Gehirn an (Benthe et al., 1972).

Zusammengenommen zahlen zu den polychlorierten Biphenylen 209 verschiedene
Kongenere, die sich anhand der Position und der Anzahl der am Biphenylgerust befindlichen
Chloratome unterscheiden lassen (Giesy und Kannan, 1998; Mendoza et al., 2006). Zu ihrer
Klassifizierung werden sie zunachst nach zunehmendem Chlorierungsgrad sowie innerhalb
einer solchen Gruppe (z.B. Hexachlorbiphenyle) anhand der Anordnung der jeweiligen
Chloratome sortiert (Abb. 9).

meta ortho ortho

meta

Cly meta ortho ortho meta ~ Cl,

Abb. 9: Alilgemeine Strukturformel der PCBs (modifiziert nach Gahrs, 2010)

Diejenigen Kongenere, welche die niedrigste erste Ziffer aufweisen, werden hierbei zuerst
angefihrt, bei identischer erster Ziffer gibt die jeweils nachsthéhere Ziffer den Ausschlag
(Ballschmiter und Zell, 1980; Ballschmiter et al., 1992; Mills et al., 2007).
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2.4.3.1 Dioxinartige und nicht-dioxinartige PCBs

Entsprechend ihrer chemischen Struktur werden die polychlorierten Biphenyle in zwei gro3e
Gruppen unterteilt, und zwar zum einen in die dioxinartigen (DL) PCBs und zum anderen in
die Gruppe der (berwiegend vorhandenen nicht-dioxinartigen (NDL) Kongenere (Giesy und
Kannan, 1998).

Die Gruppe der dioxinartigen PCBs umfasst hierbei 12 Kongenere, bei welchen es sich
strukturell um mono- und non-ortho-substituierte Verbindungen mit Chlorsubstituenten in
beiden para-Positionen sowie mehreren meta-Positionen handelt (Goldstein et al., 1977; Safe
et al, 1985; EFSA, 2005). Durch die uneingeschrankte freie Drehbarkeit um die
Sigmabindung kénnen sie ahnlich zu den Dioxinen eine koplanare Konformation einnehmen
(Abb. 10) und sind somit in der Lage, an den Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) zu binden
(Safe, 1990).

Cl

Cl Cl

Cl

Abb. 10: Dioxinartiges PCB-Kongener mit koplanarer Konformation

Nach einer entsprechenden Aktivierung des Rezeptors durch dioxinartige Verbindungen
erfolgt die Translokation des Ligand-Rezeptor-Komplexes in den Nukleus, woraufhin der
Rezeptor an spezifische responsive Elemente (Dioxin-Responsive Elements) bindet und auf
diese Weise u. a. die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme CYP1A1 und CYP1A2 induzieren
kann (Zeiger et al., 2001).

Die wesentlich gréBere Gruppe der PCB-Kongenere fallt jedoch unter die nicht-dioxinartigen
PCBs (NDL-PCBs), die vor allem mit dem konstitutiven Androstan-Rezeptor (CAR) bzw. dem
Pregnan-X-Rezeptor (PXR) in Verbindung gebracht werden (Roos et al., 2011; Viluksela et al.,
2012).

Die Chlorsubstituenten der NDL-PCBs in den ortho-Positionen (2,2',6,6') schranken hierbei die
freie Drehbarkeit um die Sigmabindung ein und bewirken somit eine Drehung der
Biphenylringe aus der gemeinsamen Ebene (Abb. 11).
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Abb. 11: Nicht-dioxinartiges PCB-Kongener mit verdrehter, gewinkelter Konformation

Aufgrund dieser sterischen Hinderung besteht im Gegensatz zu den DL-PCBs nur eine
geringe Wahrscheinlichkeit, dass sie eine koplanare Struktur einnehmen, so dass die nicht-
dioxinartigen PCBs eine deutlich herabgesetzte Bindungsaffinitdt zum Arylhydrocarbon-
Rezeptor aufweisen (Safe et al., 1985).

Diejenigen Kongenere, die an mindestens zwei ortho-Positionen Chloratome aufweisen,
induzieren &hnliche Enzyme wie Phenobarbital (z. B. CYP2B) und interagieren vor allem mit
dem konstitutiven Androstan-Rezeptor bzw. dem Pregnan-X-Rezeptor (Al-Salman und Plant,
2012; Dean et al., 2002).

Vertreter dieser Gruppe sind unter anderem die in dieser Arbeit verwendeten Kongenere PCB
52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 und PCB 180. Zusammen mit PCB 28, einem mono-ortho-
substituierten Kongener, handelt es sich bei diesen sechs PCBs um die sogenannten
Indikator-Kongenere, die haufig stellvertretend fir die Vielzahl an nicht-dioxinartigen
Verbindungen untersucht werden (EFSA, 2005). Abgesehen davon, dass diese Kongenere
aufgrund ihres hohen Anteils in den technischen Gemischen etwa 50 % des Gesamt-NDL-
PCB-Gehalts widerspiegeln, war fir ihre Auswahl weiterhin ausschlaggebend, dass sie die
restlichen Verbindungen aufgrund ihrer verschiedenen Chlorierungsgrade gut reprasentieren
(EFSA, 2010).

Obwohl die nicht-dioxinartigen PCBs prozentual den wesentlich gréBeren Teil der PCBs
ausmachen, kam diesen Verbindungen im Gegensatz zu den DL-PCBs jedoch nur wenig
Aufmerksamkeit zu. Hinzu kommt, dass kommerziell erhaltliche Produkte meist noch mit
dioxinartigen Verunreinigungen kontaminiert sind, wodurch eine einwandfreie Zuordnung der
jeweiligen Effekte zusatzlich erschwert wird. Aufgrund dessen ist das Wissen Uber die
Auswirkungen der nicht-dioxinartigen PCBs auf die menschliche Gesundheit zum Teil noch
immer begrenzt (EFSA, 2010; Viluksela et al., 2014).
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2.4.3.2 Anwendung und Exposition

Die charakteristischen chemischen Eigenschaften der PCBs wie z.B. die hohe thermische
Stabilitat, die damit einhergehende schwere Entflammbarkeit sowie dariiber hinaus die hohe
Lipophilie in Kombination mit gleichzeitig niedrigen Produktionskosten pradestinierten diese
Verbindungen fir eine breite industrielle Anwendung sowohl in offenen als auch in
geschlossenen Systemen (EFSA, 2005; Hamers et al., 2011). Ferner zeichnen sich die PCBs
durch ihre hohe Besténdigkeit gegenlber Sauren und Alkalien, eine hohe Viskositdt sowie
eine geringe elektrische Leitfahigkeit und im Gegenzug sehr gute Wéarmeleitfahigkeit aus
(Lemesh, 1992; IARC, 2016).

Eingesetzt wurden die unter den Handelsnamen Aroclor, Clophen oder Kanechlor
vermarkteten Produkte verschiedener PCBs vor allem als Dichtmittel oder Weichmacher in
Kunststoffen, weiterhin wurden sie auch in Hydraulikflissigkeiten, Warmeaustauschern,
Impragnier- oder Flammschutzmitteln verwendet. Daneben dienten die polychlorierten
Biphenyle zusétzlich als Isolier- und Kuihlflissigkeiten fir Transformatoren oder auch als
Bestandteil von Antifouling-Farben sowie Lacken und Klebstoffen (Safe, 1990; Safe, 1994;
Giesy und Kannan, 1998; Jensen et al., 1972; EFSA, 2010).

Aufgrund ihrer umfangreichen Verwendung sowie der hohen chemischen Inertheit sind die
polychlorierten Biphenyle in nahezu allen Umweltkompartimenten nachweisbar und stellen
daher ein gutes Beispiel fir die unkontrollierte Verbreitung von Industriechemikalien dar.
Obwohl sie Ende der 1980er Jahre in Deutschland verboten wurden, gehdren sie aufgrund
ihrer schlechten Abbaubarkeit und Persistenz noch immer zu den gréBten Umwelt-
kontaminanten und werden vom Menschen Uberwiegend Uber den Verzehr tierischer Fette
und Lebensmittel aufgenommen (EFSA, 2005; Beyer und Biziuk, 2009; Safe, 1994). Hierbei
liegt die geschatzte durchschnittliche Aufnahme an NDL-PCBs bei Erwachsenen bei 10 bis 45
ng’kg KG pro Tag, bei Kindern bis sechs Jahren zwischen 27 und 50 ng/kg KG pro Tag
(EFSA, 2005). Die Aufnahme an PCBs Uber die Nahrung ist jedoch in den meisten
Industrielandern riicklaufig, ebenso gehen die PCB-Gehalte in menschlicher Muttermilch seit
Ende der 1970er Jahre merklich zurlick (Norén, 1993; Patterson et al., 1994; Fang et al.,
2013).

2.4.3.3 Toxikologische Relevanz

Auf die Toxizitat der polychlorierten Biphenyle wurde man nach Vergiftungsfallen aufmerksam,
die zu den als ,Yushd® (Japan, 1968) und ,Yu-Cheng”“ (Taiwan, 1979) bekannt gewordenen
Erkrankungen fihrten (Kunita et al., 1985). Hierbei kam es durch einen technischen Defekt bei
der Reisdlproduktion zu erheblichen Verunreinigungen der Erzeugnisse mit PCBs und
polychlorierten Dibenzofuranen (PCDFs) (Yoshimura, 2012).
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Bei den betroffenen Personen auBerten sich die Vergiftungserscheinungen vor allem durch
Hautverdanderungen in Form von Chlorakne, Narbenbildungen und Pigmentierungsstérungen
(Yoshimura, 2012; Mitoma et al., 2015; IARC, 2016). AuBerdem konnten bei zahlreichen
Personen weitere Symptome wie Schwellungen der Augenlider, Schwindelanfélle,
Atemwegsstérungen, Geflihllosigkeit der Extremitdten oder Erbrechen festgestellt werden.
Neben diesen akuten Symptomen zeigten sich weiterhin Missbildungen bei den Nachkommen
PCB-exponierter Mutter, abgesehen davon konnte eine chronische Exposition gegenlber
erhdéhten PCB-Gehalten wéhrend der Schwangerschaft mit dem erhdéhten Aufkommen von
Lernstérungen beim Nachwuchs in Verbindung gebracht werden (Kuratsune et al., 1972; Safe,
1994; Jacobson et al., 1990; Aoki, 2001). Weiterhin wiesen derart exponierte Kinder ebenfalls
Hyperpigmentierungen, eine abnorme Anzahl an Z&hnen, Hyperplasien des Zahnfleisches
sowie ein signifikant verringertes Geburtsgewicht (fetales PCB-Syndrom) auf (Rylander et al.,
1995; Masuda, 2001; Aoki, 2001). Die Bewertung der jeweiligen Effekte wird hierbei jedoch
durch das gleichzeitige Auftreten von dioxinartigen Verbindungen wie PCDDs (polychlorierte
Dibenzodioxine) oder PCDFs erschwert, so dass sich die Symptome aufgrund der
Mischexposition nicht eindeutig den PCBs zuordnen lassen (Aoki, 2001; Ahlborg et al., 1992).
Experimentellen Studien zufolge zeigen die polychlorierten Biphenyle zudem neurotoxische
Wirkungen (Giesy und Kannan, 1998; Fonnum und Mariussen, 2009), verursachen endokrine
Stérungen (Vansell et al., 2004) und werden mit adversen Effekten wie z. B. Reproduktions-
stérungen (Gerhard et al., 1998; Ulbrich und Stahlmann, 2004) oder Schadigungen des
Immunsystems (Lyche et al., 2006) in Verbindung gebracht. Darlber hinaus fungieren sie als
potente Tumorpromotoren in der Rattenleber (Hemming et al., 1993; Buchmann et al., 1991;
Giesy und Kannan, 1998), insbesondere konnte in in vitro-Studien ein Einfluss der PCBs auf
die intrazellulare Kommunikation Uber Gap Junctions (Machala et al., 2003; Hamers et al.,
2011), die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Tharappel et al., 2002; Lu et al., 2004)
sowie eine Inhibition der Apoptose gezeigt werden (Bohnenberger et al., 2001; Al-Anati et al.,
2009).

2.4.3.4 Toxizitatsaquivalent-Faktoren (TEF)

Infolge dessen, dass in technischen PCB-Gemischen neben den nicht-dioxinartigen PCBs
immer auch Dioxine oder dioxinartige Verbindungen enthalten sind, wird eine Bestimmung der
Toxizitat einzelner NDL-PCBs dadurch erschwert, dass additionale Effekte durch dioxinartige
Verunreinigungen bei den jeweiligen Untersuchungen berlcksichtigt werden missen. Um eine
entsprechende Risikobewertung zu erleichtern, existiert fir die 12 Kongenere mit dioxinartiger
Wirkung bzw. deren Gemische das System der Toxizitdtsdquivalente (TEQ), bei welchem die
jeweiligen Kongenere zur besseren Einschatzung durch spezifische Toxizitatsaquivalent-
Faktoren (TEF) charakterisiert werden (Kannan et al., 1988). Die TEFs setzen hierbei die
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Toxizitét des jeweiligen polychlorierten Biphenyls in Relation zu jener von TCDD (2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin), fir welches ein TEF-Wert von 1 definiert wurde (Zeiger et al.,
2001). Aus dem Produkt der einzelnen TEF-Werte einer jeden Substanz des Gemischs und
den jeweiligen Konzentrationen resultiert hierbei das entsprechende Toxizitatsaquivalent:

TEQ = X (Konzentration x TEF)

Die jeweiligen TEF-Werte der einzelnen PCB-Verbindungen wurden hierbei von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) festgelegt und zuletzt im Jahr 2005 aktualisiert (Van den
Berg, 2006).

Da es fir entsprechende Analysen mit NDL-PCBs zielfihrend ist, Verbindungen einzusetzen,
die geringe Kontaminationen mit dioxinartigen Komponenten aufweisen, wurden in dieser
Arbeit ausschlieBlich hoch aufgereinigte PCB-Kongenere mit méglichst niedrigen TEF-Werten

verwendet.

2.5 Chemische Kanzerogenese

Mittlerweile sind Krebserkrankungen in einigen Industrieldndern noch vor den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen die haufigste Todesursache (Yusuf et al., 2020). Die Kanzerogenese, also die
Entstehung von Krebs, umschreibt hierbei einen vielstufigen Prozess, bei welchem gesunde
Zellen in maligne Krebszellen Ubergehen (lsaacs, 1993). Dabei wird das komplizierte
Gleichgewicht von Apoptose und Zellwachstum gestért, indem es sich zur selektiven
Vermehrung der malignen Zellen hin verschiebt.

Die Tumorentstehung ist hierbei in der Regel ein langjahriger, mehrstufiger Prozess, der die
Phasen Initiation, Promotion und Progression mit einschlie3t (Scherer, 1984).

2.5.1 Mehrstufenmodell der Kanzerogenese

Im ersten Schritt der Tumorentstehung, der Initiation, wird z. B. aufgrund der modifizierenden
Einwirkung genotoxischer Kanzerogene eine Veranderung in der DNA-Sequenz ausgeldst
(Mulware, 2013). In diesem Stadium besteht noch die Mdglichkeit, den DNA-Schaden durch
intrazellulare Reparaturmechanismen wieder zu beheben (Abb. 12). Sofern die Reparatur
jedoch nicht greift und auch die apoptotische Eliminierung der geschadigten Zelle ausbleibt,
wird der Schaden bei der nachsten Zellteilung irreversibel fixiert (Lutz, 1990; Pitot und Sirica,
1980; Schulte-Hermann et al., 1995). Solche Mutationen kénnen z.B. sowohl durch
chemische oder biologische Einflisse wie ROS (reactive oxygen species), kanzerogene
Chemikalien oder diverse Viren als auch durch physikalische Wechselwirkungen wie UV- oder
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y-Strahlung hervorgerufen werden (Lutz, 1990; Pitot, 1993). Hierbei besonders relevant sind
Defekte in Genen, welche fir die Kontrolle des Zellzyklus oder DNA-Reparaturmechanismen
verantwortlich sind, wie beispielsweise Tumorsuppressorgene (Pitot, 1993).

initiierte Zelle préneoplastische
Foci

DNA-Schaden Tumorpromotor

2 L/ > 2
- * 4@ ,ﬁ
. . Initiation + Promotion a@ Progression @e
¥ X
Reparatur ‘. “
< <
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Abb. 12: Vereinfachtes Mehrstufenmodell der Kanzerogenese (modifiziert nach Katiyar, 2011)

Initiierte  Zellen, welche durch die entsprechenden Mutationen einen selektiven
Wachstumsvorteil erlangen konnten, sind in der Lage, unter dem Einfluss sogenannter
Tumorpromotoren klonal zu expandieren (Schulte-Hermann, 1985). Dieses gesteigerte
Wachstum der initiierten Zellen hat eine Ausbildung sogenannter praneoplastischer Foci zur
Folge, welche Karzinomvorstufen darstellen und sich zundchst zu gutartigen Neoplasien
weiterentwickeln. Dabei agieren Tumorpromotoren in praneoplastischen Zellen als ,survival
factors”, da sie beispielsweise durch die Hemmung der Apoptose zu einem Uberleben der
geschéadigten Zellen fihren (Pitot et al., 1978; Schulte-Hermann et al., 1995; Bursch et al.,
1984; Stinchcombe et al., 1995). Substanzen mit tumorpromovierendem Potential sind z. B.
nicht-genotoxische Kanzerogene wie 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), poly-
chlorierte Biphenyle oder Phenobarbital (Schrenk et al., 1994; Buchmann et al., 1991;
Hemming ef al,, 1993; Bursch et al., 1984). Die Wirkung der Tumorpromotoren ist hierbei
reversibel und muss zur Entwicklung von Praneoplasien Uber einen langeren Zeitraum hin
erfolgen (Pitot, 1993).

Die letzte Phase der mehrstufigen Kanzerogenese, die Progression, ist durch eine Zunahme
der Wachstumsautonomie gekennzeichnet, wobei die wahrend der beiden vorangegangenen
Stufen gebildeten Praneoplasien in maligne Tumoren umgewandelt werden (Pitot, 1989;
Scherer, 1984). Hierbei entziehen sich die Tumorzellen nach und nach einer extrazellularen
Wachstumskontrolle, woflr vor allem die Anh&ufung weiterer Mutationen in wachstums-

regulierenden Tumorsuppressorgenen verantwortlich ist. Durch die hierdurch bedingte
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Zunahme der Malignitdt weisen die entstandenen Tumorzellen zumeist eine starke
Dedifferenzierung auf, proliferieren unkontrolliert, sind insensitiv gegeniiber Apoptose und
kénnen autonom flr sie positive Wachstumssignale produzieren (Hanahan und Weinberg,
2000). Die Folge ist ein invasiv wachsender Tumor, der durch Metastasierung sowie die
Neubildung von Blutgefa3en (Angiogenese) charakterisiert ist (O'Byrne et al., 2000; Folkman,
2002).

2.5.2 Bedeutung der Apoptose in der Kanzerogenese

Die Apoptose nimmt im Prozess der Kanzerogenese eine bedeutende Rolle ein, da sie ein
wesentliches Kriterium fir das weitere Schicksal der Zelle darstellt. Erfolgt nach einer Lasion
durch genotoxische Substanzen keine Reparatur des Zellschadens und auch keine
Eliminierung der betroffenen Zelle, so wird diese Lasion im Zuge einer Zellteilung als Mutation
fixiert (Lutz, 1990; Pitot und Sirica, 1980; Schulte-Hermann et al., 1995).

Bei einer Inhibition der Apoptose durch endo- oder exogene Faktoren greift dieser
Schutzmechanismus nicht, so dass es aufgrund dieses Wachstumsvorteils zur klonalen
Expansion und somit zur Bildung von Tumoren kommen kann (Bursch et al., 1984; Tomei et
al., 1988; Wright et al., 1994). Die Inhibition der Apoptose nimmt daher eine wesentliche
Schlusselrolle im Rahmen der Kanzerogenese ein, durch den nicht-genotoxische Tumor-
promotoren anhand der gestdrten Regulation von Wachstum, Differenzierung und Zelltod zur
Krebsentstehung beitragen kdnnen (Schulte-Hermann, 1985). Der Proliferation der
Tumorzellen steht in diesem Fall eine zu geringe Apoptoserate gegenlber, woraus als
Konsequenz die selektive Vermehrung der malignen Zellen resultieren kann (Schulte-
Hermann et al., 1995; Bursch et al., 1984; Stinchcombe et al., 1995).

2.6 Apoptose — der programmierte Zelltod

Die Regulation des Gleichgewichts von Zellteilung und Zelltod spielt in allen Organismen eine
entscheidende Rolle (Vaux und Korsmeyer, 1999). Der Zelltod ist hierbei in zwei Formen
differenzierbar — zum einen in die Apoptose, den sogenannten programmierten Zelltod und
zum anderen in die Nekrose, einen passiven, degenerativen Prozess (Kerr et al., 1972;
Columbano, 1995). Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver, energie-
verbrauchender Prozess, welcher der Beseitigung Uberflissiger oder unerwiinschter Zellen
dient. Die Apoptose kann hierbei durch verschiedene exogene und endogene Faktoren wie
zum Beispiel hormonelle Einflisse (Steroide), Entzug von Wachstumsfaktoren, Hitzeschock,
UV-Strahlung, Chemotherapeutika, oxidativen Stress oder DNA-Schéaden eingeleitet werden
(Barr und Tomei, 1994).
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Im menschlichen Organismus nimmt die Apoptose unter anderem wichtige Funktionen bei der
Regulation des Immunsystems sowie der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase ein
(Renehan et al., 2001; Elmore, 2007). Des Weiteren ist sie von besonderer Bedeutung fir die
Elimination gesché&digter bzw. entarteter Zellen, die beispielsweise infolge von Mutationen
oder durch eine fehlerhafte Replikation entstehen kénnen (Bursch ef al., 1992; Vaux und
Korsmeyer, 1999). Defekte in den apoptotischen Signalwegen beginstigen hierbei die
Entstehung vieler pathologischer Prozesse, so werden mit einer hoch- oder herabregulierten
Apoptoserate z. B. Krankheitsbilder wie Autoimmunerkrankungen (AIDS), neurodegenerative
Erkrankungen oder Krebs in Verbindung gebracht (Thompson, 1995; Lowe und Lin, 2000).

Aufgrund der aktiven Initiierung des Zelltods sowie der hierbei erfolgenden charakteristischen
morphologischen Verdnderungen lasst sich die Apoptose vom nekrotischen Zelltod abgrenzen
(Kerr et al., 1972).

Die Nekrose ist hierbei durch einen Verlust der Membranintegritdt gekennzeichnet, welcher
sich auf die lonenpumpen auswirkt und zundchst zu einem Ausfall dieser flhrt (Zong und
Thompson, 2006). Infolge des hierdurch bedingten Anschwellens von Zytoplasma und
Organellen platzt die Zelle aufgrund der Osmose (Abb. 13), so dass der Zellinhalt in die
Umgebung austreten kann (Elmore, 2007). Hierdurch werden Zellen des Immunsystems
angelockt, wodurch als Folge der Immunreaktion eine Entziindungsreaktion im umliegenden

Gewebe ausgeldst wird (Proskuryakov ef al., 2003).
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Abb. 13: Morphologische Gegeniiberstellung von Apoptose und Nekrose (modifiziert nach
Kumar et al., 2010)
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Im Gegensatz zur Nekrose zieht die Apoptose keine inflammatorischen Prozesse nach sich.
Morphologisch ist sie gekennzeichnet durch einen Wasserverlust der Zelle, die damit
einhergehende Kondensation von Chromatin und Zytoplasma, das Kollabieren des
Zytoskeletts, einen Abbau der Kernhille sowie durch die Fragmentierung der DNA (Kerr et al.,
1972; Kitazumi und Tsukahara, 2011).

Des Weiteren bilden sich im Verlauf der Apoptose Ausstllpungen der Plasma- und
Kernmembran, wodurch ein Teil des Zellinhalts vom Rest der Zelle abgeschnirt wird und
sogenannte membranumschlossene ,apoptotic bodies* entstehen (Abb. 13). An der
Oberflache dieser Partikel dient die Prasentation von Phosphatidylserin, welches sich in nicht-
apoptotischen Zellen auf der Innenseite der Zellmembran befindet, als Erkennungssignal flr
phagozytierende Zellen (Darzynkiewicz et al., 1997). Hierdurch werden die Zellen bzw.
Teilstlicke direkt durch Makrophagen aufgenommen, so dass durch den lysosomalen Verdau
eine inflammatorische Reaktion verhindert werden kann (Elmore, 2007).

2.6.1 Caspasen

Im Zentrum der Apoptosesteuerung stehen die kaskadenartig aktivierten Caspasen (cysteinyl
aspartate-specific ~ proteases), welchen die charakteristischen  morphologischen
Verédnderungen im apoptotischen Prozess zugeschrieben werden kénnen (Degterev et al.,
2003; Eckle et al., 2004; Wolf und Green, 1999). Zunachst liegen sie in der Zelle als inaktive
Vorstufen, sogenannte Procaspasen, vor (Green, 1998). Im Verlauf der Apoptose werden sie
allerdings durch proteolytische Spaltung zu aktiven Caspasen prozessiert, woraufhin sie die
enzymatische Spaltung ihrer Zielproteine an einer Peptidbindung C-terminal von Aspartat
vermitteln (Earnshaw et al., 1999; Vaux und Korsmeyer, 1999).

Je nach ihrer Aufgabe unterscheidet man im Rahmen der Apoptose die apikalen
Initiatorcaspasen von den distalen Effektorcaspasen (Degterev et al., 2003). Die Initiator-
caspasen (Caspase 2, 8, 9 und 10) stellen hierbei die Starter der Kaskade dar und
kontrollieren die Effektorcaspasen (Caspase 3, 6 und 7), die wichtige Zellproteine angreifen
und somit den Zelltod herbeifiihren (EImore, 2007).

Die Proteolyse der Initiatorcaspasen am Beginn der Signalwege erfolgt Gber diverse Proteine
bzw. proapoptotische Stimuli, die Effektorcaspasen werden anschlieBend durch Initiator-
caspasen aktiviert (Slee et al., 2001; Fulda und Debatin, 2006).

Substrate der Effektorcaspasen sind beispielsweise Strukturproteine wie Lamin A, DNA-
Reparaturenzyme wie PARP (Poly(ADP-Ribose)-Polymerase) oder der Inhibitor der DNase
CAD (Caspase-activated DNase). Dessen Inaktivierung fihrt z. B. dazu, dass CAD in den
Zellkern translozieren und dort anschlieBend die fur die Apoptose typische genomische DNA-
Fragmentierung in Gang setzen kann (Slee et al., 2001; Ruchaud et al., 2002; Nagata, 2000).
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2.6.2 Apoptotische Signalwege

Grundsatzlich kébnnen zwei verschiedene Signalwege unterschieden werden, die die Caspase-
kaskade initieren und so die Apoptose einleiten. Und zwar zum einen der extrinsische
Signalweg (ber entsprechende Todesrezeptoren und zum anderen der intrinsische,
mitochondriale Signalweg, wobei zwischen diesen beiden Signalpfaden auch eine Interaktion
erfolgen kann (Elmore, 2007; Fiandalo und Kyprianou, 2012).

Beide Signalwege fiihren zunachst zu einer Aktivierung jeweils spezifischer Initiatorcaspasen,
woraus wiederum die Initierung gemeinsamer Effektorcaspasen resultiert (Budihardjo et al.,
1999; Wolf und Green, 1999).

2.6.2.1 Der extrinsische Signalweg

Der extrinsische Aktivierungsweg wird durch sogenannte Todesrezeptoren wie den Fas-
Rezeptor oder den TNF-Rezeptor (Tumor necrosis factor receptor) vermittelt (Hassan et al.,
2014), die in der Zellmembran verankert sind und durch Bindung ihrer Liganden zu trimeren
Proteinkomplexen aggregieren (Abb. 14).

Extrinsischer Weg

0-0-0 — Fas/TNF

[
DISC{ /é%) — FADD IntrinsischerWeg\

—— Procaspase 8

\/ (@D Bid
@ — >
Caspase 8
gD tBid ——

Procaspase 3/7

Apoptosom © — Cytochrom c

-,
e “%@% Vp e
Caspase 9
—

Caspase 3/7

\ \ Procaspase 9 /

Abb. 14: Extrinsischer und intrinsischer Signalweg der Apoptose (modifiziert nach Zaman et
al., 2014)
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Diese Rezeptor-Trimerisierung hat zur Folge, dass intrazellulare Adaptermolekile wie FADD
(Fas-associated death domain) mittels ihrer Todesdomane mit der entsprechenden
Todesdoméane des Rezeptors interagieren (Mayer und Oberbauer, 2003). FADD seinerseits
verflgt Uber eine weitere Interaktionsdoméane, die sogenannte N-terminale Todeseffektor-
domane, die nun ihrerseits zur Rekrutierung der Procaspase 8 fiihrt, welche zusammen mit
FADD und dem Todesrezeptor den death-inducing signaling complex (DISC) bildet (Kaufmann
et al., 2012). In diesem Komplex wird die Procaspase 8 proteolytisch zu ihrer aktiven Form
prozessiert, woraus die Aktivierung von Downstream-Caspasen (Caspase 3 oder 7) resultiert
und so letztendlich der Zelltod eingeleitet wird (Budihardjo et al., 1999; Boatright et al., 2003;
Elmore, 2007).

2.6.2.2 Der intrinsische Signalweg

Der mitochondriale, intrinsische Signalweg wird im Gegensatz zum extrinsischen Uber
zellinterne Stimuli wie DNA-Schaden, ROS oder andere Formen von zelluldrem Stress
induziert (Redza-Dutordoir und Averill-Bates, 2016).

Auf solche Schaden kann die Zelle z. B. mit einer Aktivierung des Tumorsuppressorgens p53
reagieren (Abb. 14) und auf diese Weise eine Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase
herbeifihren (Blomen und Boonstra, 2007). Fir die Zelle besteht nun die Mdglichkeit, den
entstandenen Defekt vor der Replikation zu reparieren. Gelingt dies nicht, fiihrt die p53-
vermittelte Expression von Zielgenen, welche beispielsweise Mitglieder der Bcl-2-Familie (B-
cell lymphoma 2 family) mit einschlieBt, zur Initiation der Apoptosekaskade (Basu und Haldar,
1998).

Die pro- und antiapoptotischen Vertreter der Bcl-2-Familie sind hierbei mafBgeblich an der
Regulation der Integritdt der auBeren Mitochondrienmembran sowie der Aktivitdt von
Membrankanélen beteiligt (Mayer und Oberbauer, 2003; Brenner und Mak, 2009). Als Antwort
auf verschiedene Apoptosesignale wird dabei das Gleichgewicht der Bcl-2-Proteine zur Seite
der proapoptotischen Vertreter wie Bad (Bcl-2-associated agonist of cell death), Bax (Bcl-2-
associated X protein) oder Bak (Bcl-2 homologous antagonist / killer) hin verlagert. Dies flhrt
Uber die Aktivierung sogenannter PT-Poren (Permeability transition pore) zur
Permeabilisierung der &uBeren Mitochondrienmembran, wodurch die Freisetzung
proapoptotischer Faktoren wie Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium ins Zytosol ermdglicht
wird (Narita et al., 1998; Martinou und Youle, 2011).

Das freigesetzte Cytochrom ¢ formt nun zusammen mit Apaf-1, dem apoptotic protease
activating factor-1, Adenosintriphosphat (ATP) und der Procaspase 9 das Apoptosom (Wu und
Bratton, 2013). In diesem wird die Caspase 9 anschlieBend proteolytisch aktiviert, woraus
nachfolgend wiederum ebenso wie beim extrinsischen Signalweg die Aktivierung der
Effektorcaspasen 3 und 7 resultiert (Green, 2005; Slee et al., 1999).
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Der extrinsische und der intrinsische Signalweg konvergieren also in der Initiierung der
ausfihrenden Caspasen, woraus infolge der proteolytischen Spaltung zahlreicher Substrate
letztendlich die morphologischen Veradnderungen im Zuge der Apoptose hervorgehen
(Budihardjo et al., 1999). Zudem sind die beiden Signalwege auch Uber die durch die Caspase
8 vermittelte Aktivierung von Bid (BH3 interacting domain death agonist) miteinander
quervernetzt (Abb. 14). Caspase 8 prozessiert Bid hierbei durch Proteolyse zu tBid (truncated
Bid), woraufhin dieses in die auBere Mitochondrienmembran transloziert und zur Aktivierung
der pro-apoptotischen Vertreter Bax und Bak fuhrt (Kaufmann et al., 2012).
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3 Zielsetzung

Die polychlorierten Biphenyle weisen neben ihrer hohen chemischen Stabilitat auch zahlreiche
toxische Eigenschaften auf und zahlen daher zu den persistenten organischen Schadstoffen
(Van den Berg et al., 2006). Im Gegensatz zu den dioxinartigen Verbindungen kam den nicht-
dioxinartigen PCBs in der Vergangenheit jedoch weit weniger Aufmerksamkeit zu, so dass das
Wissen Uber ihre Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit in vielen Aspekten noch
immer begrenzt ist. In Anlehnung an ihre Anreicherung in der Nahrungskette und der
lebenslangen Exposition ist es jedoch erforderlich, mehr tGber die Wirkmechanismen der NDL-
PCBs zu erfahren, so dass wichtige Grundvoraussetzungen firr eine fundierte Risikoanalyse
und -bewertung geschaffen werden kénnen. Die nicht-dioxinartigen PCBs werden hierbei
haufig als Substanzen vom Phenobarbital-Typ bezeichnet, so dass oftmals davon
ausgegangen wird, dass diese PCBs &hnliche Wirkungen wie Phenobarbital aufweisen und
vor allem mit dem konstitutiven Androstan-Rezeptor in Verbindung gebracht werden. Da
jedoch zwischen dem Pregnan-X-Rezeptor und dem konstitutiven Androstan-Rezeptor ein
komplexer Crosstalk besteht (Xie et al, 2000; Tolson und Wang, 2010), sollten nahere
Kenntnisse darUber erlangt werden, ob die NDL-PCBs ihre Wirkung zum Teil auch Uber den
Pregnan-X-Rezeptor entfalten. Gerade solche Substanzen, die spezifisch den Pregnan-X-
Rezeptor aktivieren, sind bisher in Bezug auf ihre tumorpromovierenden Eigenschaften nur
unzureichend charakterisiert (Elcombe et al., 2014), insbesondere ein Einfluss des PXR auf
eine potentielle NDL-PCB-bedingte Hepatokanzerogenitat wurde bisher noch nicht ergriindet.
Erschwerend bei Analysen mit nicht-dioxinartigen PCBs ist hierbei allerdings haufig das
gleichzeitige Auftreten von Verunreinigungen mit dioxinartigen PCBs, polychlorierten
Dibenzofuranen oder polychlorierten Dibenzodioxinen, so dass sich die Effekte aufgrund der
Mischexposition oftmals nicht eindeutig den NDL-PCBs zuordnen lassen. Um bei unseren
Untersuchungen Auswirkungen durch Verunreinigungen mit dioxinartigen Verbindungen zu
minimieren, sollten in dieser Arbeit ausschlieBlich hoch aufgereinigte Verbindungen verwendet
werden.

Da sich Phenobarbital vor allem durch eine effiziente Induktion von CYP2B-Isoenzymen
auszeichnet (Kawamoto et al., 1999) und in geringerem MaBe auch fir die Expression von
CYP3A-Isoenzymen bekannt ist, sollte der Einfluss der untersuchten Substanzen zunachst
mittels quantitativer Real-Time PCR, immunzytochemischer Fluoreszenzfarbungen sowie
Western-Blot-Analysen hinsichtlich ihrer Effekte auf die Induktion der fremdstoff-
metabolisierenden Enzyme CYP2B1 und CYP3A1 analysiert werden. Dabei sollten die
ausgewahlten nicht-dioxinartigen PCBs 28, 52, 101, 138, 153 und 180 sowohl auf mégliche
Unterschiede zwischen den einzelnen aufgereinigten NDL-PCBs hin untersucht werden als
auch mit den entsprechenden Wirkungen des bekannten CAR-Agonisten Phenobarbital sowie
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des PXR-Aktivators Dexamethason verglichen werden. Zur Isolierung der hierbei verwendeten
primdren Rattenhepatozyten sollte ein entsprechend modifiziertes Perfusionsprotokoll nach
Meredith (1988) herangezogen werden, welches eine verbesserte Stabilitdt des Cytochrom-
P450-Systems in den isolierten Hepatozyten verspricht (Bayad et al., 1991) und demzufolge
auch auf eine erhéhte Funktionalitdt der beiden Rezeptoren CAR und PXR schlieBen Iasst.
Zuséatzlich sollte anhand einer gezielten Inhibition der einzelnen Rezeptorfunktion mittels
spezifischer siRNAs sowie einer Hemmung der Signalwege seitens Okadainsaure und
Ketoconazol geprift werden, inwieweit sich der CAR bzw. der PXR flr die Induktion der
jeweiligen fremdstoffmetabolisierenden Enzyme verantwortlich zeigen. Weiterhin sollten
ndhere Kenntnisse darlber erlangt werden, ob sich der Ausfall eines Rezeptors auf die
jeweilige CYP-Expression durch den anderen Rezeptor auswirkt bzw. ob eine mdgliche
Konkurrenz zwischen den beiden Rezeptoren besteht und eine zeitgleiche Aktivierung beider
Rezeptoren somit einen Einfluss auf die Induktion durch den jeweils anderen nukleéren
Rezeptor aufweist.

Infolgedessen, dass viele Induktoren fremdstoffmetabolisierender Enzyme nachweislich auch
als potente Tumorpromotoren in der Rattenleber fungieren (Hemming et al., 1993; Bursch et
al., 1984), sollte der Einfluss der nicht-dioxinartigen PCBs zudem hinsichtlich ihrer Effekte auf
die UV-induzierte Apoptose ergriindet werden. Hierbei sollte auch verglichen werden, ob die
zugrunde liegenden Mechanismen ausschlieBlich jenen von Phenobarbital &hneln oder ob
diese auch mit den apoptosehemmenden Wirkungen von PXR-Aktivatoren wie Dexamethason
in Verbindung gebracht werden kénnen. Weiterhin sollten Untersuchungen mit spezifischen
siRNAs Hinweise dariiber liefern, ob die antiapoptotische Wirkung der NDL-PCBs (iber den
CAR, den PXR oder méglicherweise Uber beide Rezeptoren vermittelt wird.

Beim Vergleich zwischen der NDL-PCB-bedingten Apoptosehemmung und der Enzym-
induktion sollte anschlieBend die Frage geklart werden, ob zwischen den beiden Prozessen
eine hinreichende Korrelation besteht und jeweils dieselben Rezeptoren beteiligt sind, so dass
moglicherweise aus einer Aktivierung spezifischer fremdstoffmetabolisierender Enzyme auf
eine entsprechende Tumorpromotion geschlossen werden kann. AbschlieBend sollte in
Anbetracht dessen, dass sich aus epidemiologischen Studien aufgrund diverser
Verunreinigungen keine Rickschlisse auf Effekte ziehen lassen, die ausschlieBlich den NDL-
PCBs zuzuordnen sind, analysiert werden, ob sich Uber den Vergleich der Wirkmechanismen
der nicht-dioxinartigen PCBs mit dem CAR-Agonisten Phenobarbital bzw. mit dem PXR-
Agonisten Dexamethason eine Einschatzung Uber das tumorpromovierende Potential dieser
Verbindungen beim Menschen ableiten 1&sst.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz

Hersteller, Ort

2,2',3,4,4',5,5'-Heptachlorbiphenyl (PCB 180)
2,2',3,4,4',5'-Hexachlorbiphenyl (PCB 138)
2,2',4,4' 5,5'-Hexachlorbiphenyl (PCB 153)
2,2',4,5,5'-Pentachlorbiphenyl (PCB 101)
2,2',5,5'-Tetrachlorbiphenyl (PCB 52)
2,4,4'-Trichlorbiphenyl (PCB 28)
Ac-DEVD-AFC (C3gH34F3N5013)
Ac-IETD-AFC (C31H3sF3N5012)
Ac-LEHD-AFC (Ca3H3sF3N;O41)

Agarose (Cy2H150g)

7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin (AFC, C4oHgF3NO,)

Ammoniumperoxodisulfat ((NH4)2S20s)
Bromphenolblau (C19HgBrs,NaOsS)

BSA (Fraktion V, Bovines Serumalbumin)
Calciumchlorid (CaCl,* 2 H,0)
Chloroform (CHCIy)

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propansulfonat (CHAPS, C3,HssN20-S)

p-Coumarinsaure (CgHgOs3)

Dexamethason (CaoHagFOs)
4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, C;gH15Ns)
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO, CgH12Ny)
Diethylpyrocarbonat (DEPC, CgH1¢0s)
N,N-Dimethylformamid (DMF, C3H,;NO)
Dimethylsulfoxid (DMSO, C,H¢OS)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO, * 2 H,0)
1,4-Dithiothreitol (DTT, C4H;002S,)

Essigsaure (C,H,0,)

Chiron AS, Trondheim
Chiron AS, Trondheim
Chiron AS, Trondheim
Chiron AS, Trondheim
Chiron AS, Trondheim
Chiron AS, Trondheim
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Enzo Life Sciences, Lérrach
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Riedel-de Haén, Seelze
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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Chemikalie/Reagenz

Hersteller, Ort

Ethanol (C;HgO)
Ethidiumbromid (Co1H2oBrN3)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA, C1oH1sN2Os)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N N=
tetraessigsaure (EGTA, C14H24N2010)

Formaldehyd (CH,0)-Lésung (37 %)
Formamid (CH3sNO)

Glucose (CgH1206)

Glycerin (CoHs03)

Glycin (CoHsNO,)

Hoechst 33342

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure
(HEPES, CgH1gN>0,4S)

Insulin

iScript cDNA Synthesis Kit

Isopropanol (C3HgO)

Kaisers Glyceringelatine

Kaliumchlorid (KClI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Ketoconazol (CugHsCloN4Oy)

Laktat-Sirup (60 %)

Lipofectamine RNAIMAX

Luminol (CgH;N30,)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, * 6 H,0)
Medium 199 10x

B-Mercaptoethanol (C,HOS)

Methanol (CH3zOH)

Milchpulver

Natriumacetat (C,HsNaO,)
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS, C;H5NO,S)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy,)
Natriumdodecylsulfat (SDS, CH3(CH,);;0SO3Na)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO,)
Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Invitrogen, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Bio-Rad, Miinchen

Merck Darmstadt

Merck Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Spinnrad GmbH, Gelsenkirchen
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Schnelldorf

32



Materialien und Methoden | 4

Chemikalie/Reagenz

Hersteller, Ort

Neugeborenen-Kalberserum (NCS)
Normales Ziegenserum (NGS)
Okadainsaure (C44HgsO13)
Paraformaldehyd (OH(CH>O),H)
Penicillin-Streptomycin (100x)
Pentobarbital (C41HsN2O3)

Percoll

Phenobarbital (C12H12N203)

Piperazin-N,N*-bis-(2-ethansulfonséure) (PIPES,
CgH1sN206S5)

Polyvinylalkohol (C,H4O)

Primer

Proteaseinhibitor-Cocktail

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Pyruvat (CsH3;NaOs)

Resazurin (C12H;NO,)

Rhodamin-Phalloidin

RNase AWAY

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid/Bisacrylamid-Mix)
Saccharose (C12H22011)

Salzsaure (HCI)

Saponin

SYBR Green Fluorescein

Stealth RNAi Negative Control
N,N,N’,N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED, C¢H1¢N>)

Thermo Scientific SuperSignal West Femto
Chemilumineszenz-Substrat

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris, C4H{{NO3)
Triton X-100 (C14H220(C,H40),)

TRIlzol

Trypanblau (Cz4H2gNgO14S4)

Tween 20 (Polysorbat 20, CsgH114026)

UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water
Wasserstoffperoxid (H.O,)-Ldsung (30 %)
Williams' Medium E

Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

PAA Laboratories, Célbe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
MWG-Biotech AG, Ebersberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Bio-Rad, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Thermo Scientific, Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Thermo Scientific

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Gibco BRL, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt
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4.1.2 Gerate und Materialien

Tabelle 2: Gerate und Materialien

Gerate

Hersteller, Ort

Autoklav UNOLD Elektro
Autoklav Varioklav Typ 500

Biofreezer MDF-U6086S
Biofreezer Skadi

Brutschrank BBD6220 Heraeus
Eagle Eye Il Imaging System

Elektrophoresekammer Mini Protean Ill Apparatus

Heizblock Thermostat 5320
Lumi-lmager

Magnetrihrer MR 3001

Mikroskop Axioskop 2

Mikroskop Axiovert 25

Mikroskop Leica DM IRB

MyCycler Thermal Cycler

MyiQ Thermal Cycler

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer
Perfusionspumpe BVP

Pipetus-Akku

Plattenreader Flouroscan Ascent FL
Plattenreader Synergy HAT Multi
pH-Meter pH 510
Semi-Dry-Blotting-Apparatur

Sterilbank Steag MRF-B

Sterilfilter Rotilabo Spritzenfilter 0,22 ym
Sterilfilter Rotilabo Spritzenfilter 0,45 ym
Ultraschallnadelsonde Labsonic
Ultrazentrifuge Optima TL 100

Vortexer Agitateur Top-Mix 11118
Vortexer Reax 2000

Waage Sartorius BP 210 S

UNOLD, Hockenheim

H & P Labortechnik,
OberschleiBheim

Sanyo, Minchen

MS-L GmbH, Dielheim
Heraeus, Hanau
Stratagene, Amsterdam
Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Roche, Mannheim

Heidolph Elektro GmbH, Kelheim
Zeiss, Jena

Zeiss, Jena

Leica, Wetzlar

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Scientific, Karlsruhe
Ismatec SA, Wertheim

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt

Thermo Scientific, Karlsruhe
BioTek, Bad Friedrichshall
Eutech Instruments, Nijkerk
Hoefer Inc., Holliston

STEAG GmbH, Essen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

B. Braun, Melsungen

Beckman Coulter, Krefeld
Bioblock Scientific AG, Frenkendorf
Heidolph Elektro GmbH, Kelheim
Sartorius AG, Gottingen
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Gerate

Hersteller, Ort

Waage Sartorius CP64-OCE
Waage OHAUS Precision Standard
Warmeblock AccuBlock Digital Dry Baths
Wasserbad GFL 1083

Wasserbad Julabo 13

Wasserbad T Lauda

Z&hlkammer Fuchs-Rosenthal
Zentrifuge 1K1S

Zentrifuge GS-6R

Zentrifuge JA-14

Zentrifuge Rotina 45

Sartorius AG, Gottingen

OHAUS, GieBBen

Labnet International, Edison

GFL, Burgwedel

Julabo, Seelbach

Lauda, Lauda-Kdnigshofen

Brand, Wertheim

Sigma Laborzentrifugen, Osterode
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld

Beckman Coulter, Krefeld
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4.2 Methoden
4.2.1 NDL-PCBs

Die nicht-dioxinartigen polychlorierten Biphenyle (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB
153 und PCB 180) wurden an der Universitdt von Umed auf ihre Reinheit hin Gberprift
(Tabelle 3). Bei méglichen dioxinartigen Verunreinigungen, wie z. B. PCDDs, PCDFs oder
DL-PCBs wurden die NDL-PCBs anschlieBend nach einer Methode von Danielsson et al.
(2008) aufgereinigt.

Tabelle 3: Angabe der Reinheit sowie der TEQ-Werte der verwendeten NDL-PCBs

NDL-PCB Reinheit [%] TEQ [ng/g]
28 <99,9 40,9
52 99,9 0,39
101 99,4 0,79
138 <99,9 11,9
153 99,2 0,7
180 98,9 0,3

4.2.2 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Zur Gewinnung der bendtigten priméren Hepatozyten wurden adulte, mannliche Wistar-Ratten
(Charles River, KiBlegg) mit einem Korpergewicht von 200 bis 250 g verwendet. Die
Versuchstiere wurden unter kinstlichen Tag-Nacht-Lichtverhédltnissen (12-h-Rhythmus) in
Makrolon-Kafigen im Tierhaus der TU Kaiserslautern gehalten. Sie hatten zu Trinkwasser und
Trockenfutter (Altromin, Lage) freien Zugang.

4.2.3 Isolierung von Rattenhepatozyten nach Meredith

Zur Isolierung der primaren Rattenhepatozyten wurde ein Perfusionsprotokoll nach Meredith
(1988) verwendet, durch welches sich die Sensitivitdt des Cytochrom-P450-Systems im
Gegensatz zu klassischen Kollagenase-haltigen Perfusionsmethoden funktionell besser
erhalten lasst (Bayad et al., 1991).

Zur Gewahrleistung einer sterilen Praparation wurden die verwendeten Glasgerate, das
Praparierbesteck sowie auch das Perfusionssystem autoklaviert und alle verwendeten
Lésungen durch einen 0,2 um-Filter sterilfiltriert. Der Perfusionspuffer wurde direkt vor Beginn
der Perfusion fiir 45 min bei 37 °C mit Carbogengas [95 % O, 5 % CO.] aquilibriert (Abb. 15).
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Der Waschpuffer sowie das Medium 199 wurden ebenfalls auf 37 °C temperiert und im
Anschluss der pH-Wert der drei Lésungen auf pH 7,4 eingestellt.

Zur Andasthesierung der fir die Perfusion herangezogenen Ratten wurden 300 pl
Pentobarbital-Lésung (Tabelle 4) je 100 g Kérpergewicht intraperitoneal injiziert und die Tiere
anschlieBend in Rickenlage auf einer Styroporunterlage an den GliedmaBen fixiert. Die
Wirksamkeit der Narkose wurde mittels Bauchmuskelreflextest Uberprift, welcher bei
unvollstdndig eingetretener Narkose zur Kontraktion der Bauchmuskulatur nach

Zusammendriicken der Schwanzwurzel fihrt.

Abgase

| ® \ Peristaltikpumpe

Warmepumpe Puffer-

Ruckfluss

@ Carbogen-Begasun
T8 J J J

Perfusionspuffer

Abb. 15: Perfusionsaufbau fiir die Isolierung nach Meredith (1988) (modifiziert nach Gahrs,
2010)

AnschlieBend wurde das Abdomen durch Langsschnitt entlang der Linea alba bis zum
Sternum eréffnet und die Leber mit dem dazugehérigen GefaBsystem freiprapariert. Uber eine
Braunile in der Pfortader (Vena portae) wurde der Perfusionspuffer mit einer Durchflussrate
von 40 ml/min in die Leber geleitet und anschlieBend die Vena cava inferior unterhalb der
Leber durchtrennt, um das AbflieBen von Blut und Perfusat in den Bauchraum zu
gewahrleisten. Durch die Verwendung des EDTA-haltigen und Ca®*-freien Perfusionspuffers
(Tabelle 4) werden dem Gewebe dabei Calciumionen entzogen, so dass sich die
Verbindungen zwischen den einzelnen Leberzellen (Desmosomen) I6sen.

Eine zusatzliche Venenverweilkanlle (Braunlle) wurde in die Vena cava inferior kurz
unterhalb des Herzens eingefuhrt, wodurch nun der Austrag nach VerschlieBen der Vena cava
inferior unterhalb der Leber nicht mehr Gber diese, sondern Uber die Braunille unterhalb des
Herzens erfolgte, um einen optimalen Durchfluss des Perfusionspuffers durch die Leber zu
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ermdglichen. Nach Durchfluss des gesamten Perfusionspuffers weist das Gewebe eine
netzartige Oberflachenstruktur auf, woraufhin die Leber vorsichtig aus dem Tier heraus-
prapariert werden kann.

Um die Zellen aus den Leberlappen zu I6sen, wurde die Leberkapsel mit Hilfe einer Pinzette in
einer sterilen Glasschale mit 100 ml Waschpuffer gedéffnet. Um Bindegewebsreste und
gréBere Zellverbdnde zu entfernen, wurde die Zellsuspension durch ein Nylonnetz der
Netzstarke 250 um filtriert. Dieser Vorgang wurde mit einem feinmaschigeren Netz mit einer
Netzstarke von 100 pm wiederholt und anschlieBend die Zellsuspension fir 3 min bei 50 g und
Raumtemperatur (RT) ohne Bremskrafteinsatz zentrifugiert, um lebende Hepatozyten zu
sedimentieren und von Zelltrimmern und toten Zellen im Uberstand zu trennen. Nach
Absaugen des Uberstands wurde das Pellet in 50 ml Waschpuffer resuspendiert und erneut
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert.

Das nach der dritten Zentrifugation entstandene Zellsediment wurde in 16 ml Waschpuffer und
32 ml Percoll-Dichtegradientenlésung resuspendiert. Die Suspension mit einer finalen
Konzentration von 58 % (v/v) Percoll wurde anschlieBend bei 800 g und RT flir 5 min ohne
Bremskrafteinsatz zentrifugiert. Durch die Zentrifugation reicherten sich Zellreste und tote
Hepatozyten in einer Bande auf dem Gradienten an, so dass diese zusammen mit dem
Uberschissigen Puffer abgesaugt werden konnten. Im Anschluss wurde das Sediment der
Hepatozyten in 20 ml Medium 199 resuspendiert und zur Aussaat eingesetzt.

Tabelle 4: Perfusionslésungen

Pentobarbitallésung Pentobarbital (3,3 % (w/v)) 33 mg
ddH.O ad 1 ml

kurz vor Gebrauch ansetzen

Perfusionspuffer- NaCl (1,4 M) 81,829

Stammlésung (10x) KCI (50 mM) 3,73 ¢
MgCL, * 6 H,O (8 mM) 1,63 ¢
Na,HPO,* 2 H,O (16 mM) 2,859
KH2PO4 (4 mM) 0,544 g
ddH.O ad 1|
pH 7,4
Lagerung bei 4 °C

NaHCO,;-Stammlésung NaHCO; (1 M) 8,49
ddH.O ad 100 ml

Lagerung bei RT
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EDTA-Stammldsung EDTA (0,5 M) 14,61 ¢
ddH,O ad 100 ml
pH 8,0
Lagerung bei 4 °C

Glucose-Stammlésung D-Glucose (2 M) 36,03 g
ddH,O ad 100 ml
Lagerung bei 4 °C

Laktat-Stammldsung Laktat-Sirup (60 % (w/w)) 7 ml
(0,5 M)
ddH,O ad 100 ml
Lagerung bei 4 °C

Pyruvat-Stammlésung Pyruvat (200 mM) 2,2¢
ddH,O ad 100 ml
Lagerung bei 4 °C

Calciumchlorid- CaClL,*2 HO (2 M) 29,4 ¢g

Stammlésung ddH,0 ad 100 ml
Lagerung bei -20 °C

Perfusionspuffer Perfusionspuffer-Stlsg. (10x) 200 ml

NaHCO; (25 mM)
EDTA (2 mM)
Glucose (15 mM)
Laktat (2 mM)
Pyruvat (0,2 mM)

50 ml (1 M Stlsg.)
8 ml (0,5 M Stlsg.)
15 ml (2 M Stlsg.)
8 ml (0,5 M Stlsg.)
2ml (0,2 M Stlsg.)

ddH.O ad 2|
pH 7,4
Lagerung bei 4 °C
Waschpuffer Perfusionspuffer-Stlsg. (10x) 50 ml
CaCl; * 2 H,O (1 mM) 250 pl (2 M Stlsg.)
ddH.O ad 500 ml
pH 7.4
Lagerung bei 4 °C
Percoll- Percoll 27,8 ml
Dichtegradientenlésung Perfusionspuffer-Stlsg. (10x) 4,2 ml

Lagerung bei 4 °C
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Medium 199 (M199) Medium 199 (10x) 100 ml
D-Glucose (5,5 mM) 0,99 ¢
HEPES (15 mM) 3,57 ¢
NaHCO; (18 mM) 1,519
BSA (0,2 % (w/v)) 2,009
ddH.O ad 11
pH 7,4

Lagerung bei 4 °C

4.2.4 Bestimmung der Gesamt- und Lebendzellzahl der priméaren
Hepatozyten

Fur die Ermittlung der Gesamt- und Lebendzellzahl der Zellsuspension wurde eine Fuchs-
Rosenthal-Zéhlkammer verwendet.

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl wurden zunachst 10 pl Zellsuspension mit 990 pl Wasch-
puffer versetzt, eine ausreichende Menge in die Zdhlkammer pipettiert und anschlieBend die
Zellen dreier GroBquadrate mikroskopisch ausgezahlt. Mit dem Mittelwert dieser wurde die
Zellzahl unter Einbeziehung der Kammerfakioren sowie des Verdinnungsfaktors
folgendermafBen berechnet:

Z *80.000 * 100
16

Zellzahl/ml =

Z: Mittelwert der ausgezéhlten Zellen dreier Gro3quadrate
100: Verdlinnungsfaktor
80.000; 16: Faktoren der Z&hlkammer

Die Bestimmung der Vitalitat erfolgte anhand des Trypanblau-Ausschlusstests. Hierzu wurden
150 pl Waschpuffer mit 150 ul Trypanblau sowie 10 ul Zellsuspension versetzt und sowohl die
Anzahl der blau gefarbten, toten Zellen als auch der nicht geféarbten, lebenden Zellen in der
Zahlkammer bestimmt. Aus dem Verhéltnis von lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl ergibt
sich dabei der Vitalitatsfaktor. Die Anzahl der vitalen Zellen entspricht hierbei dem Produkt von
Gesamtzellzahl und Vitalitdtsfaktor. Fur die durchgefihrten Experimente wurden
ausschlieBlich Zellsuspensionen mit einer Vitalitadtsrate von mindestens 95 % herangezogen,

um eine homogene und erfolgreiche Versuchsdurchflihrung sicherzustellen.
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4.2.5 Herstellung der Kollagenlésung

Etwa 20 Rattenschwénze wurden in 70 %-igem Ethanol desinfiziert und die Haut unter der
Sterilbank entfernt. Die Kollagenfasern wurden mit einer Pinzette an der Schwanzspitze
herausgezogen und Uber Nacht mittels UV-Strahlung getrocknet und sterilisiert. Im Anschluss
wurden die Fasern in 2. cm groBe Stlicke zerschnitten und durch Zerreiben zwischen den
Fingern vereinzelt, erneut Gber Nacht unter UV-Licht sterilisiert und bei —20 °C gelagert.

Zur Herstellung von 500 ml Stocklésung wurden 2 g der Kollagenfasern unter der Sterilbank
mit 100 ml ddH,O versetzt und etwa 1 h unter Rihren gewaschen. Die gereinigten Fasern
wurden in 500 ml sterilfiltrierte Essigsaure (0,1 %) Uberfihrt, flr 24 h unter Rihren geldst und
anschlieBend bei 3.000 g und 4°C fir 3 h zentrifugiert, um sie von nicht in Lésung
gegangenen Fasern abzutrennen.

Die so gewonnene Stammldsung kann nach Bestimmung der Proteinkonzentration fiir 6
Monate bei 4 °C aufbewahrt werden. Fir das Beschichten von Zellkulturschalen wird die
Stammlésung mit steriler 0,1 %-iger Essigsaure auf einen Proteingehalt von 0,5 mg Protein/ml
eingestellt.

4.2.6 Kollagenieren von 24-Well-Platten und Petrischalen

Fir eine optimale Adhé&sion der priméaren Hepatozyten auf den verwendeten Kulturgefa3en
wurden diese jeweils mit einer diinnen Kollagenschicht versehen.

Hierzu wurden 500 pl einer sterilen Kollagen-Lésung (0,5 mg Protein/ml in 0,1 %-iger
Essigséure) in jedes Well der 24-Well-Platten gegeben und anschlieBend mit einer Pipette
wieder entfernt, so dass ein dinner Flissigkeitsfilm im Well zurlickbleibt. 60 mm- bzw. 90 mm-
Petrischalen wurden kollageniert, indem eine ausreichende Menge der sterilen Kollagen-
Lésung jeweils von einer in die nachste Petrischale Uberflihrt wurde.

AbschlieBend wurden die so préaparierten Well-Platten bzw. Kulturschalen tGber Nacht in der
Sterilbank mittels UV-Bestrahlung getrocknet und sterilisiert.

4.2.7 Kultivierung und Behandlung der Hepatozyten

Je kollagenierte 60 mm-Petrischale wurden 2,5 * 10° primare Hepatozyten in 4 ml Williams' E
Aussaatmedium mit 0,5 nM Insulin, 4 % Neugeborenen-Kalberserum (NCS), 0,1 uM Dexa-
methason und 1 % Antibiotika ausgeséat (Tabelle 5).

In jede 24-Well-Platte wurden 5,5 * 10° primare Hepatozyten in insgesamt 12 ml Williams' E
Aussaatmedium ausgesat und pro 90 mm-Petrischale wurden je 6 * 10° primére Hepatozyten

in 6 ml Medium verwendet.
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Tabelle 5: Williams' E Aussaatmedium

Aussaatmedium

Williams' Medium E
NCS (4 % (v/v))

Insulin (0,5 nM)
Dexamethason (0,1 uM)

Penicillin-Streptomycin (1 % (v/v))

Lagerung bei 4 °C

500 ml

20 ml

25 ul (10 uM Stlsg.)
500 pl (100 uM Stisg.)
5ml

Insulin-Stammlésung | Insulin (10 pM) 294
BSA (0,1 % (w/v)) 50,0 mg
NaCl-Lésung (0,9 % (w/v)) ad 50 ml
Sterilfiltration und Sterilkontrolle
Lagerung bei —-20 °C

Dexamethason- Dexamethason (100 pM) 2,0 mg

Stammlésung Ethanol (0,3 % (v/v)) 150 pl
NaCl (0,9 % (w/v)) ad 50 ml

Sterilfiltration und Sterilkontrolle

Lagerung bei —20 °C

Nach einer 3-4-stiindigen Anhaftungsphase im Brutschrank (37 °C, 95 % relative Luft-

feuchte, 5% CO,) wurden tote Zellen durch Absaugen des Mediums entfernt und die

Zellkulturschale wieder mit serumfreiem Williams' E Kulturmedium mit 1 uM Insulin versetzt

(Tabelle 6).

Tabelle 6: Williams' E Kulturmedium

Kulturmedium

Williams' Medium E
Insulin (1 uM)
Dexamethason (0,1 uM)

Penicillin-Streptomycin (1 % (v/v))

Lagerung bei 4 °C

500 ml

5 ml (100 uM Stlsg.)
500 pl (100 uM Stlsg.)
5ml

Insulin-Stammlésung lI

Insulin (100 uM)
BSA (0,1 % (w/v))
NaCl-Lésung (0,9 % (w/v))

pH 7,4

Sterilfiltration und Sterilkontrolle

Lagerung bei —-20 °C

29¢
50,0 mg
ad 50 ml
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Dexamethason- Dexamethason (100 pM) 2,0 mg
Stammlésung Ethanol (0,3 % (v/v)) 150 pl
NaCl (0,9 % (w/v)) ad 50 ml

Sterilfiltration und Sterilkontrolle
Lagerung bei —20 °C

Im Anschluss erfolgte die Zugabe der Inkubationssubstanzen fir je 24 Stunden, als
Positivkontrolle wurden 0,1 mM Phenobarbital bzw. 10 uM Dexamethason, als Negativ-
kontrolle das verwendete Ldsungsmittel mitgefiihrt. Die Konzentration vom Lésungsmittel
DMSO betrug hierbei stets 0,5 %.

Gegebenenfalls wurden die Zellen wahrend des Mediumwechsels vor der Zugabe der
Inkubationssubstanzen mit der entsprechenden Dosis an UV-C-Licht bestrahlt, um Apoptose
zu induzieren.

FOr Experimente mit Okadainsaure bzw. Ketoconazol wurden die Zellen jeweils fir 1 h mit
diesen Substanzen vorbehandelt, bevor die Zellen mit PCBs, Phenobarbital oder
Dexamethason in verschiedenen Konzentrationen inkubiert wurden (Tabelle 7). Im Anschluss
an die 24-stiindige Inkubation im Brutschrank (37 °C, 95 % relative Luftfeuchte, 5 % CO,)
erfolgte die Zellernte.

Tabelle 7: Verwendete Konzentrationen der Inkubationssubstanzen

Substanz Konzentration
Phenobarbital 0,01/0,056/0,1/0,5/1/1,5/2,5/5mM
Dexamethason 0,1/05/1/25/5/10/25/50 uM

PCB 28 0,01/0,1/05/1/5/10/30/50/100 pM
PCB 52 0,01/0,4/05/1/5/10/30/50/100 pM

PCB 101 0,01/0,1/05/1/5/10/30/50/100 pM

PCB 138 0,01/0,4/05/1/5/10/30/50/100 pM

PCB 153 0,01/0,1/05/1/5/10/30/50/100 pM

PCB 180 0,01/0,4/05/1/5/10/30/50/100 pM
Okadainsaure 0,1/05/1/2/2,5/5/10/25nM

Ketoconazol 5/10/15/20/40/50 uM

43



Materialien und Methoden | 4

4.2.8 Small interfering RNA (siRNA)

Um den Einfluss von CAR und PXR auf die Emzyminduktion bzw. die Apoptosehemmung zu
untersuchen, wurden small interfering RNAs (siRNAs) verwendet, welche mit Hilfe liposomaler
Transfektionsmittel kiinstlich in die Zelle eingebracht werden kénnen.

siRNAs sind kleine doppelstrangige RNA-Molekile von 19 bis 25 Nukleotiden Lange, die
mittels RNA-Interferenz zur Reduktion der Genexpression mittels eines schnellen Abbaus der
transkribierten mMRNA durch die homologe siRNA fiihren. Die RNA-Interferenz kann hierbei im
Allgemeinen in mehrere Phasen unterteilt werden (Abb. 16).

Im ersten Schritt bindet die siRNA an den RNA-induced silencing complex (RISC), welcher
das zentrale Glied der RNA-Interferenz darstellt (Hammond et al.,, 2001; Ambesajir et al.,
2012). Im zweiten Schritt wird der Doppelstrang der gebundenen siRNA innerhalb des RISC
entwunden und gespalten. Der als Leitstrang bezeichnete RNA-Einzelstrang verbleibt hierbei
im RISC und aktiviert den Enzymkomplex, wahrend der andere Strang den Komplex verlésst
und abgebaut wird.

AWAWN  sirna

Einbringen der siRNA

mittels liposomaler / \
Transfektion *

siRNA bindet RISC Q
RNA-induced
O et oon ANVYAVN, = o9

silencing complex)

RISC
Trennung der

* siRNA-Strange

g\ \ /\  Aktivierter RISC

Assoziation des
siRNA/RISC-Komplexes
t_‘v\_‘v\‘

mit Ziel-mRNA

Spaltung der
* Ziel-mRNA

Abb. 16: Mechanismus des siRNA-induzierten mRNA-Abbaus (modifiziert nach Hammond et
al., 2001)

Im dritten Schritt assoziiert die zum Leitstrang komplementare Zie-mRNA mit dem
siRNA/RISC-Komplex, woraufhin diese als Konsequenz gespalten wird (Nykanen et al., 2001).
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Die zerschnittene, dissoziierte mRNA ist sehr instabil und wird somit schnell durch
intrazellulare Nukleasen abgebaut.

Nach der Spaltung der Ziel-mRNA bleibt der Leitstrang der siRNA unbeeintrachtigt bestehen,
so dass der weiterhin aktivierte RISC den nachsten Degradationszyklus einleiten kann.

Fir Experimente mit den jeweiligen siRNAs wurden je kollagenierte 60 mm-Petrischale
2,5*10° primare Hepatozyten in 4 ml Williams' E Aussaatmedium mit 0,5 nM Insulin, 4 %
Neugeborenen-Kalberserum, 0,1 uM Dexamethason und 1 % Antibiotika ausgesat. Nach der
3-stlindigen Anwachsphase wurde das Aussaatmedium durch 3,2ml Serum- und
Supplement-freies Williams' E Medium ersetzt.

Die siRNAs (100 nM) fir CAR, PXR oder die Negativkontrolle (Stealth RNAi Negative Control,
Invitrogen) wurden jeweils mit 400 pl Serum- und Supplement-freiem Williams' E Medium
versetzt. Ebenso wurden fir jeden siRNA-Ansatz jeweils 8 ul Lipofectamine RNAIMAX
(Invitrogen) in 400 pl Serum- und Supplement-freiem Wiliams’® E Medium vereint. Im
Anschluss wurden die beiden Lésungen unter leichtem Invertieren miteinander vermischt und
nach 20 Minuten auf die Zellen gegeben.

Vier Stunden spéater wurde das Medium mit der siRNA durch Williams' E Kulturmedium mit
1 uM Insulin und 1 % Antibiotika ersetzt und die Hepatozyten nachfolgend mit verschiedenen
Testsubstanzen fir 24 h inkubiert.

Fiar CAR und PXR wurde folgende Stealth RNAI, die jeweils spezifisch bei Invitrogen

angefertigt wurde, verwendet:

CAR: sense 5'- AUU GAU AUC UGC AAA GUG UGU GAG C -3'
antisense 5'- GCU CAC ACA CUU UGC AGA UAU CAA U -8

PXR: sense 5'- AAA GGU UUG CAU CUG AGC GUC CAU C -3
antisense 5'- GAU GGA CGC UCA GAU GCA AACCUU U -3

4.2.9 Resazurin-Reduktionstest

Der Resazurin-Reduktionstest stellt eine schnelle, einfache und sensitive Methode zur in vitro-
Erfassung der Zytotoxizitét von Substanzen dar.

Die grundlegende Reaktion des Resazurin-Reduktionstests (sieche Abb. 17), welche in
lebenden Zellen unter NADH-Verbrauch stattfindet, beruht auf der Umwandlung des blauen,
nicht-fluoreszierenden Resazurins zu pinkfarbenem, fluoreszierendem Resorufin (O'Brien et
al., 2000).
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Resazurin
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Abb. 17: Umwandlung von Resazurin zu Resorufin (modifiziert nach Gahrs, 2010)

Zur Durchfihrung des Resazurin-Reduktionstests wurden je kollagenierte 24-Well-Platte

5,5*10° primare Hepatozyten in 12ml Wiliams* E Aussaatmedium gegeben und

entsprechend den unter 4.2.7 beschriebenen Bedingungen in Kultur gehalten.

Jede der verwendeten Testsubstanzen bzw. die Positivkontrolle Saponin (0,1 %) wurde in

Doppelbestimmung eingesetzt und flr 24 h inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit

wurde das Kulturmedium abgesaugt und der Zellrasen mit 0,5 ml vorgewarmtem PBS je Well

gewaschen. Von der gemaB Tabelle 8 unmittelbar vor Gebrauch hergestellten Resazurin-

Arbeitslésung wurde jeweils 1 ml der Lésung in die Wells pipettiert und die priméaren

Hepatozyten anschlieBend fiir 90 min lichtgeschitzt bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Tabelle 8: Lésungen fiir den Resazurin-Reduktionstest

Resazurin-Stammlésung  Resazurin 110,5 mg
N,N-Dimethylformamid 1 ml
Lagerung bei 4 °C; 7 Tage; dunkel

NaCl/P;-Puffer KH,PO, 144 mg
NaCl 99
NagHPO4 *2 Hgo 528 mg
ddH.O ad 11
Lagerung bei 4 °C

Resazurin-NaCl/P;- Resazurin-Stammldsung

Lésung NaCl/P;-Puffer 1:1000
Lagerung bei 4 °C; 4 Wochen;
dunkel

Resazurin-Arbeitslésung Resazurin-NaCl/P;-Lésung
Williams' E Medium 1:10

unmittelbar vor Gebrauch; dunkel
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PBS (phosphate buffered NaCl (137 mM) 8,006 g

saline) — Calcium- und KCI (2,7 mM) 0,201 g

Magnesium-frei NaH.PO, (6,5 mM) 0,923 ¢
KH.PO, (1,5 mM) 0,204 g
ddH,0 ad 11
pH 7,4

Lagerung bei RT bzw. 4 °C

Im Anschluss wurde die Lichtemission der 24-Well-Platten bei 37 °C im Fluoroscan Ascent
Plattenreader nach Anregung bei einer Wellenldnge von 544 nm bei einer Wellenldnge von
590 nm fluoreszenzspektrometrisch gemessen.

Hierbei steht die Vitalitdt der Zellen in direkter Korrelation zur Fluoreszenz des gebildeten
Resorufins und wird nach folgender Formel berechnet:

M
Vitalitat [%] = T 100

Mg : Messwert der behandelten Zellen abziiglich des Leerwerts
My..: Messwert der Lésungsmittelkontrolle abziiglich des Leerwerts

4.2.10 Isolierung der RNA

Die Isolierung der RNA erfolgte mittels TRIzol (Thermo Scientific) entsprechend den Angaben
des Herstellers, welche auf einem adaptierten Protokoll von Chomczynski und Sacchi (1987)
beruhen. Hierflir wurde der Zellrasen im Anschluss an die 24-stindige Inkubation mit den
Testsubstanzen dreimal mit 0,9 %-iger NaCl-L6sung gewaschen und die 60 mm-Petrischalen
bis zur weiteren Aufarbeitung im Biofreezer bei —80 °C aufbewahrt. Zur Isolierung der RNA
wurden die Primarhepatozyten zundchst auf Eis aufgetaut, anschlieBend unter Zugabe von
1,5 ml TRIzol je Zellkulturschale mit einem sterilen Rubber Policeman homogenisiert und in
ein 2 ml Reaktionsgefal tUberflihrt.

Zur weiteren Auflésung der Nukleotid-Protein-Komplexe wurde das Homogenat fiir 5 min auf
Eis inkubiert, anschlieBend 300 pl Chloroform hinzupipettiert und durch Invertieren 15s
gemischt. Nach weiteren 5 min Inkubationszeit auf Eis wurde der Ansatz bei 4 °C und
12.000 g fur 15 min zentrifugiert. Hierbei trennt sich der Ansatz in eine Phenol-Chloroform-
Phase am Boden des ReaktionsgeféBBes, eine Interphase sowie die obere wéssrige Phase
auf, in welcher die RNA enthalten ist.
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Zur Féllung der RNA wurde die wéassrige Phase vorsichtig entnommen und mit dem gleichen
Volumen an Isopropanol (4 °C) versetzt. Durch vorsichtiges Invertieren wurde der Ansatz bis
zur Ausbildung weiBer Schlieren gemischt, die anschlieBende 10-minltige Inkubation auf Eis
bewirkte eine vollstandige Fallung der RNA. Nach erneuter 10-minitiger Zentrifugation bei
12.000 g und 4 °C wurde der Uberstand entfernt und das entstandene RNA-haltige Pellet
zweimal durch Vortexen mit 1,5 ml RNase-freiem Ethanol (75 %) gewaschen. Nach 5-
mindtiger Zentrifugation bei 7.500 g und 4 °C wurde der Uberstand restlos entfernt und das
Pellet fir 10 min im offenen Reaktionsgefa3 bei Raumtemperatur stehen gelassen, um das
Abdampfen verbleibenden Ethanols zu ermdglichen.

Die RNA wurde anschlieBend mit 50 ul RNase-freiem Wasser versetzt, durch Auf- und
Abpipettieren darin resuspendiert, 1 min gevortext und nachfolgend bei 60 °C fiir 10 bis 15 min
vollsténdig solubilisiert. Nach der im Folgenden beschriebenen quantitativen und qualitativen
Bestimmung der RNA wurde diese bei —80 °C gelagert.

4.2.11 Bestimmung der Quantitat der RNA

Das NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer kann zur Bestimmung von DNA-, RNA- oder
Proteinmengen eingesetzt werden, wobei die RNA-Konzentration bei 260 nm basierend auf
dem Lambert-Beer'schen Gesetz ermittelt wird:

A xe
b

c=

¢ = Konzentration der RNA (ng/ul)

A = Absorption

e = wellenldngenabhéngiger Extinktionskoeffizient
b = Weglédnge in cm (Standard: 10,0 mm)

Die Reinheit der RNA kann anschlieBend Uber das Verhaltnis der Messwerte von 260 nm zu
280 nm bzw. 260 nm zu 230 nm beurteilt werden. Hierbei zeigt ein Quotient von ~ 2,0 eine
RNA-Probe mit einer hohen Reinheit an (Sambrook et al., 1982).

4.2.12 Bestimmung der Qualitat der RNA

Die Genauigkeit der quantitativen Real-Time PCR ist u. a. von der Integritat der untersuchten
RNA abhangig (Fleige und Pfaffl, 2006), welche anhand einer formaldehydhaltigen Agarose-
Gelelektrophorese ermittelt werden kann.

Fur die optimale Darstellung der RNA wurde ein 1 %-iges Agarosegel herangezogen. Hierzu
wurden je Agarosegel zunachst 1,5 g Agarose in 108 ml DEPC-H,O durch Erhitzen in Lésung
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gebracht und nach einer kurzen Abklhlphase 15 ml 10x MOPS (Tabelle 9) sowie 27 ml 37 %-
ige Formaldehyd-L&sung unter Rihren hinzuzugegeben. Im noch flissigen Zustand wurde die
Gellésung in die Elektrophoresekammer gegossen und mit einem geeigneten Probenkamm
versehen. Nach dem vollstandigen Aushéarten des Gels wurde dieses mit 1x MOPS
Uberschichtet und anschlieBend der Probenkamm entfernt.

Zur Vorbereitung der RNA-Proben fir die Gelelektrophorese wurde 5 ul der Probe (0,2 ug
RNA je ul) mit je 15 ul Denaturierungspuffer und 5 ul Auftragungspuffer versetzt und fir
10 min bei 65 °C denaturiert. AbschlieBend wurden die Proben fiir 5 min auf Eis inkubiert und
nachfolgend in die Geltaschen pipettiert.

Tabelle 9: Lésungen fir die RNA-Agarose-Gelelektrophorese

RNA-Gel Agarose (1 %) 1,59
DEPC-H.O 108 ml
MOPS (10x) 15 ml
Formaldehyd-L&sung (37 %) 27 ml

DEPC-H,O DEPC 1 mi
ddH,0O ad 1|

Rihren Gber Nacht; autoklavieren
Lagerung bei RT; dunkel

MOPS (10x) 3-(N-Morpholino)propansulfonséure 41,85¢
(200 mM)
Natriumacetat (50 mM) 410¢
EDTA (10 mM) 2,92¢
DEPC-H,O ad 11
pH 7,4

Sterilfiltration
Lagerung bei RT; dunkel

Denaturierungspuffer Formamid 345 pl
Formaldehyd-L&sung (37 %) 120 ul
MOPS (10x) 35 pl
DEPC-H.O 11,5 ul
Ethidiumbromid 5,5 ul

Herstellung unmittelbar vor Gebrauch

TAE-Puffer (50x) Tris Base (2 M) 24229
EDTA (50 mM) 146 ¢
Essigsaure (100 %) 57,2 ml
ddH,0 ad 11
pH 8,3
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Auftragungspuffer Glycerin 50 %
TAE (50x) 10 %
DEPC-H.O 40 %

etwas Bromphenolblau zugeben
Lagerung bei 4 °C

Die Elektrophorese wurde Uber einen Zeitraum von etwa zwei Stunden mit einer Spannung
von 90 Volt bis zum Austreten der Lauffront aus dem Gel durchgefiihrt. AnschlieBend konnten
die Gele im Gel-Dokumentationssystem Eagle Eye Il begutachtet werden, in welchem das mit
der RNA interkalierte Ethidiumbromid des Denaturierungspuffers durch Anregung mit UV-Licht
visualisiert wird.

Die Qualitdt der RNA wurde anhand der Integritdt der 18S- und 28S-ribosomalen RNA
beurteilt, welche sich bei guter Qualitdt der RNA-Praparation als zwei deutlich voneinander
getrennten Banden unterscheiden lassen, wéahrend eine undeutliche Trennung oder
Schmierbilder auf Degradierungen der RNA oder Verunreinigungen dieser durch genomische
DNA hinweisen.

4.2.13 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion, oder auch PCR, stellt eine Methode zur in vitro-
Vervielfaltigung von DNA dar, deren Zyklen sich aus jeweils drei Reaktionsschritten
zusammensetzen.

Dabei wird zundchst durch Erhitzen (meist 95 °C) die Denaturierung der Template-DNA
induziert, in deren Verlauf sich die beiden DNA-Strange auftrennen. In der anschlieBenden
sogenannten Annealing-Phase erfolgt bei einer niedrigeren Temperatur die Bindung der
Primer, die als Startpunkt fur die DNA-replizierenden Enzyme (Polymerasen) dienen, an die
freien DNA-Einzelstrange. Im néachsten Schritt, der Elongationsphase, synthetisieren die
Polymerasen bei einer konstanten Temperatur von 72 °C die DNA-Strange mittels DNA-
Bausteinen aus dem zugesetzten Desoxynukleosid-Triphosphat-Gemisch zu Doppelstrangen.
Bei x-facher Ausflhrung dieses Prozesses entstehen somit 2* Kopien des urspriinglichen
DNA-Templates (Saiki et al., 1988).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die nachfolgend beschriebenen abgewandelten PCR-
Methoden ,Reverse Transkription und ,quantitative Real-Time PCR" verwendet.
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4.2.13.1 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription erfolgt die Synthese der zu einer beliebigen RNA gehdrigen
DNA (cDNA). Fir die experimentelle Durchfihrung wurde auf das iScript cDNA Synthesis Kit
von Bio-Rad zurlickgegriffen und gemaf der Beschreibung des Herstellers eingesetzt.

Hierzu wurden 1 ug der jeweiligen RNA-Probe mit 4 ul iScript Reaction Mix (5x) und 1 pl
iScript Reverse Transcriptase versetzt und anschlieBend der Ansatz mit Nuklease-freiem
Wasser bis zu einer Gesamtmenge von 20 ul erganzt. Die Reverse Transkription wurde
entsprechend dem in der folgenden Abbildung dargestellten Temperaturprotokoll im MyCycler
Thermal Cycler von Bio-Rad durchgefiihrt (Abb. 18):

85°C
5 min
Primer-
Anlagerung
42°C
30min
25°C Enzym_
A Denaturierung
Smin
Reverse o
Transkription 4°C
0

Abb. 18: Schema des Temperaturprogrammes fiir die Reverse Transkription

Die so generierte cDNA wurde bis zur Verwendung fir die nachfolgende quantitative Real-
Time PCR bei —20 °C gelagert.

4.2.13.2 Quantitative Real-Time PCR

Bei einer quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) kann die durch die PCR amplifizierte
Target-DNA durch den Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green, welcher in den
Doppelstrang des PCR-Produkts interkaliert, zusatzlich quantifiziert werden. Der detektierte
Fluoreszenzanstieg verhélt sich dabei proportional zur Amplifikation und liefert somit die
Méglichkeit einer einfachen direkten Quantifizierung der PCR-Produkte (Higuchi et al., 1993;
Heid et al., 1996).

Die relative Quantifizierung der Genexpression wurde auf das Referenzgen B-Aktin normiert,
bei welchem man davon ausgeht, dass seine Expression durch das jeweilige Experiment
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keine Veranderung erfahrt. Durch das mitgefihrte Referenzgen kann sichergestellt werden,
dass Unterschiede in der eingesetzten Probenmenge detektiert werden und Beriicksichtigung
finden.

Neben dem Referenzgen B-Aktin wurden im Rahmen dieser Arbeit noch CYP2B1, CYP3AT1,
CAR und PXR mittels PCR untersucht, hierfir wurden folgende Primer in einer Konzentration
von 10 pmol/ul eingesetzt:

CYP2B1 (Annealing Temperatur: 64 °C):

sense 5'-ATG GAG AAG GAG AAG TCG AAC C-3
antisense 5'-CTT GAG CAT CAG CAG GAA ACC-3'

CYP3A1 (Annealing Temperatur: 52 °C):

sense 5'-CCAGCAGCACACTTTCCTTTG -3
antisense 5'-GGT GGG AGG TGC CTT ATT GG -3'

CAR (Annealing Temperatur: 57 °C):

sense 5'-ACC AGATCT CCC TTC TCA AG -3'
antisense 5-CTC GTACTG GAACCC TA -3

PXR (Annealing Temperatur: 55 °C):

sense 5-CGATTT GCC CTC ACC CTG AAG G -3'
antisense 5'-CGT CCG TGC TGC TGA ATA ACT CC -3'

B-Aktin (Annealing Temperatur: 58 °C):

sense 5'-AGC CAT GTA CGT AGC CAT CCA-3'
antisense 5'-TCT CCG GAG TCC ATC ACA ATG-3'

Die Durchfihrung der quantitativen PCR erfolgte im MyiQ Thermal Cycler mittels des SYBR
Green Fluorescein Mix (Thermo Scientific) gemaf den Angaben des Herstellers.

Der Reaktionsansatz, bestehend aus 1 pl der zu amplifizierenden cDNA,12,5 ul SYBR Green
Fluorescein, jeweils 1 yl des sense- und des antisense-Primers sowie 9,5 yl Nuklease-freiem
Wasser, wurde hierbei folgendem Temperaturprogramm unterzogen (Abb. 19):
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40x —————
[ 100°C

95°C 95°C Primer- 95°C
15min 20s | Anlagerung 1min
Elongation
1 Temp.
De- . 0,5°C
naturierung 72°C
30s
Annealing Annealing
Temp. Temp.
30s 1min 10s

Schmelzkurve

Abb. 19: Schema des Temperaturprogramms fiir die qRT-PCR

Im Anschluss an die Amplifikation wurde eine Schmelzkurvenanalyse angeschlossen, um die
Spezifizitat der jeweiligen PCR-Produkte zu analysieren. In dieser erfolgt, ausgehend von der
Annealing Temperatur der verwendeten Primer, ein schrittweiser Temperaturanstieg von
0,5 °C in Zyklen von je 10 s Dauer.

Amplifikationen mit hoher Spezifizitdt zeichnen sich durch einen eingipfeligen Kurvenverlauf
aus, wahrend mehrgipfelige Kurven auf unspezifische Bindungen der Primer hinweisen.

Die Quantifizierung der Target-DNA erfolgte nach der AACt-Methode von Pfaffl (2001). Dabei
ermittelt die verwendete Software MyiQ (Bio-Rad) den sogenannten threshold cycle (Ct), bei
welchem es sich um denjenigen PCR-Zyklus handelt, bei dem erstmals ein gegenlber der
Hintergrundfluoreszenz signifikant erhéhtes Fluoreszenzsignal fir die jeweilige Probe
gemessen werden kann.

Fir die Auswertung wurden die erhaltenen Ct-Werte des Referenzgens zunachst von den Ct-
Werten der zu untersuchenden Proben subtrahiert (ACt). Im Anschluss wurde von diesen
ermittelten Probenwerten der ACt-Wert der Losungsmittelkontrolle subtrahiert (AACt), so dass
die jeweiligen Expressionslevel der Proben in Relation zu dieser anhand folgender Formel

berechnet werden konnten:

x-fache Expression = 2744Ct
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4.2.14 Mikrosomenpraparation

Zur lsolierung der Mikrosomen wurden die Hepatozyten im Anschluss an die 24-stiindige
Inkubation mit den Testsubstanzen dreimal mit 0,9 %-iger NaCl-Lésung gewaschen, daraufhin
nach Hinzugabe von 1,5 ml 1x IEB-Puffer (Tabelle 10) mit einem sterilen Rubber Policeman
abgelést und in vorgeklhlte ReaktionsgeféBe Uberfihrt. Nachfolgend wurde die Suspension
mittels Ultraschallsonde homogenisiert und anschlieBend fir 15 min bei 12.000 g und 4 °C
zentrifugiert.

Der Uberstand wurde vorsichtig in ein vorgekiihltes Ultrazentrifugen-EppendorfgefaB tiberfiihrt
und fiir 60 min eine Ultrazentrifugation bei 100.000 g und 4 °C angeschlossen. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet je nach GréBe in der entsprechenden Menge an 50 mM
Na/Pi-Puffer aufgenommen. Die Suspension wurde erneut mittels Ultraschallsonde
homogenisiert und bis zu einer Proteinbestimmung nach Bradford bei —80 °C gelagert.

Tabelle 10: Lésungen fiir die Mikrosomenpréaparation

5x Isotonic extraction HEPES (50 mM) 1,29

buffer (IEB) Saccharose (1,25 M) 42849
EGTA (5 mM) 0,19¢
KCI (125 mM) 0,93 ¢
ddH,O ad 100 ml
pH 7,8

Sterilfiltration
Lagerung bei 4 °C

1x IEB 5x IEB 20 %
ddH0O 80 %

unter der Sterilbank ansetzen

kurz vor Verwendung 0,1 %
Proteaseinhibitor-Cocktail zugeben

50 mM Na/P;-Puffer Na,HPO, * 2 H,O 7,52 ¢
NaHgPO4 1,07 g
ddH,O ad 11
pH 7,6

Lagerung bei 4 °C
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4.2.15 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte photometrisch nach der Methode von Bradford
(1976), wobei eine BSA-Eichgerade gem&B dem unten aufgefihrten Pipettierschema
mitgeflhrt wurde (Tabelle 11).

Das Prinzip des Assays beruht darauf, dass die Bindung des Farbstoffs Coomassie-
Brilliantblau an Proteine zu einer Verschiebung seines Absorptionsmaximums von 465 nm hin
zu 595 nm fihrt. Die Konzentration des eingesetzten Proteins korreliert hierbei mit der
Zunahme der Absorption bei 595 nm.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir die BSA-Eichgerade

Protein/Well Proteingehalt BSA (0,5 mg/ml) ddH,0

[ug] [ng/pi] [ul] [ui]
0 0 0 100
1 0,05 10 90
2 0,1 20 80
4 0,2 40 60
6 0,3 60 40
8 0,4 80 20
10 0,5 100 0
15 0,75 12 aus 5 mg/ml 68

BSA-Ldsung

Zur Durchfihrung des Assays wurden die Proben 1:20 mit ddH,O verdiinnt und anschlie3end
von den Kalibrierpunkten sowie den Proben je 20 pl / Well in Triplikaten in eine 96-Well-Platte
pipettiert. Nachfolgend wurden in die verwendeten Wells je 200 ul der 1:5 mit ddH,O
verdinnten Farbelésung (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad) hinzugegeben.
Nach 10 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte die photometrische
Vermessung der Extinktion bei 595 nm im Plattenreader. Aus der Kalibriergeraden der BSA-
Standardreihe kann nun der Proteingehalt der Proben berechnet werden. Die gewonnenen
Messwerte wurden in die mittels linearer Regression ermittelte Geradengleichung eingesetzt
und so der Proteingehalt [ug/ul] der jeweiligen Probeldsung bestimmt.
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4.2.16 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird zur Trennung von Proteinen in Abhangigkeit
von ihrem Molekulargewicht herangezogen. lhr Prinzip beruht hierbei auf der Trennung von
geladenen Teilchen durch das Anlegen eines elektrischen Feldes.

Fir die SDS-PAGE werden die Proteine mit B-Mercaptoethanol versetzt, wodurch die
Disulfidbindungen der Proteine reduktiv gespalten werden. Durch das Hinzufligen des
anionischen Detergenzes SDS wird zudem die Eigenladung der Proteine maskiert, wodurch
sich anionische Micellen mit konstantem Masse/Ladungsverhéltnis ausbilden und die Proteine
folglich nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden kénnen (Rehm, 2006). Das
Mitfihren von bekannten Markerproteinen erlaubt die Zuordnung des Molekulargewichts der
aufgetrennten Proteine.

Zur Herstellung der Gele fir die Gelelektrophorese wurden zwei Glasplatten mit Abstands-
halter in einen Gief3stand eingespannt und die Lésung fir das 12 %-ige Trenngel (Tabelle 12)
hineingegossen. Um eine gerade, ebene Oberflache zu erhalten, wurde das Trenngel mit
einigen Tropfen 70 %-igem Isopropanol Uberschichtet, welches nach Auspolymerisieren des
Gels (ca. 30 min) mit Filterpapier wieder entfernt wurde. Im Anschluss wurde die Lésung far
das 4 %-ige Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Kamm zur Ausbildung der
Probentaschen eingeflgt.

Tabelle 12: Trenn- und Sammelgel fiir die SDS-PAGE

Trenngel (12 %) ddH»0 1,75 ml
Tris / HCI (1,5 M; pH 8,8) 1,25 ml
Rotiphorese Gel 30 2ml
SDS (10 %) 50 pl
Ammoniumperoxodisulfat (APS; 10 %) 50 pl
N,N,N’,N~-Tetramethylethylendiamin 2,5 ul
(TEMED)

Sammelgel (4 %) ddH,0 1,2 ml
Tris / HCI (0,5 M; pH 6,8) 0,5ml
Rotiphorese Gel 30 0,25 ml
SDS (10 %) 20 pl
Ammoniumperoxodisulfat (APS; 10 %) 20
N,N,N’,N~-Tetramethylethylendiamin 2 ul
(TEMED)

Die zuvor gewonnenen Mikrosomen wurden so mit ddH,O verdiinnt, dass ein konstanter
Proteingehalt vorlag. Die entsprechend verdiinnten Proben wurden im Anschluss mit 6x
Ladepuffer (Tabelle 13) versetzt und 15 min lysiert. Nach Denaturierung der Proteine flr 5 min
bei 95 °C wurde das Lysat flir 15 min bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert.
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Tabelle 13: 6x Ladepuffer fiir die SDS-PAGE

6x Ladepuffer Tris / HCI (0,5 M; pH 6,8) 50 ml
SDS 1,244 g
Glycerin 40 ml
Bromphenolblau 1,69
B-Mercaptoethanol 5 ml
ddH»0 ad 100 ml

Lagerung bei —20 °C

Zur Durchfihrung der Gelelektrophorese wurden die ausgeharteten Gele in die Gelkammer
eingespannt und mit 1x Elektrophorese-Puffer (Tabelle 14) Gberschichtet. Nach Entfernen des
Probenkamms wurden jeweils 15 pl der Proben sowie 5 pl des Molekulargewichtsmarkers in
die Geltaschen pipettiert.

FUr die Elektrophorese wurde zunéachst eine konstante Spannung von 80 V angelegt und die
Spannung nach Eintritt der Lauffront in das Trenngel auf 100V erhéht. Kurz vor dem
Austreten der Lauffront aus dem Gel wurde die Elektrophorese beendet (nach ca. 2 h).

Tabelle 14: Zusammensetzung des 10x Elektrophorese-Puffers

10x Elektrophorese-Puffer  Glycin (2 M) 720 g
Tris (250 mM) 150 g
SDS (1 % v/v) 250 ml (20 % Lésung)
ddH20 ad 51

Lagerung bei RT

4.2.17 Western Blot und Immunoblot
4.2.17.1 Western Blot

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde der Western Blot durchgefiihrt. Hierbei erfolgt
die Ubertragung der im Gel aufgetrennten Proteine per Semi-Dry-Blotting-Verfahren auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran.

Hierzu wurde die initial hydrophobe PVDF-Membran zunéchst fiir 10 s in Methanol aktiviert,
anschlieBend in ddH,O und nachfolgend in Anodenpuffer Il (Tabelle 15) aquilibriert. Die
Polyacrylamid-Gele wurden aus der Gelkammer genommen, das Sammelgel abgetrennt und
die Gele anschlieBend bis zum Blotting in Kathodenpuffer aquilibriert. Weiterhin wurden die
bendtigten Filterpapiere mit den entsprechenden Puffern getrdnkt und nachfolgend der
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Blotting-Stapel aus Filterpapieren, Gel und Membran folgendermaBen zusammengesetzt

(Abbildung 20).

Kathode
\
—_—
Gel
Membran
Anode

Abb. 20: Aufbau des Blotting-Stapels

Kathodenpuffer

Anodenpuffer |l
Anodenpuffer |

Der Transfer der Proteine erfolgte in der Blotting-Apparatur flir 75 min bei einer konstanten

Stromstérke von 0,8 mA/cm? (45 mA pro Membran).

Tabelle 15: Zusammensetzung der Blotting-Puffer

Anodenpuffer | Tris (300 mM) 36,39
Methanol 100 ml
ddH,O ad 11|
pH 10,4
Lagerung bei RT

Anodenpuffer Il Tris (25 mM) 39
Methanol 100 ml
ddH,O ad 1|
pH 10,4
Lagerung bei RT

Kathodenpuffer Glycin (40 mM) 39
Tris (25 mM) 39
Methanol 200 ml
SDS (20 % Lésung) 250 ul
ddH,O ad 1|

pH 9,4
Lagerung bei RT
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Nach Abschluss des Blotvorgangs wurde die Membran entweder tber Nacht bei 4 °C oder
alternativ bei Raumtemperatur fiir 1h in Blocking-Puffer (Tabelle 16) inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen der Membran zu besetzen.

Tabelle 16: Zusammensetzung des Blocking-Puffers

Blocking-Puffer TBS 100 ml
Tween 20 (0,1 %) 100 pl
Milchpulver 59

Lagerung bei RT

4.2.17.2 Immunoblot

Beim Immunoblot wird die Membran zun&chst mit einem Primarantikérper inkubiert, der an ein
Epitop des nachzuweisenden Proteins bindet. Die gebundenen Primarantikérper werden
anschlieBend durch Sekundarantikérper markiert, die speziesspezifische Epitope des
Primarantikdrpers erkennen und daran binden. Die Sekundarantikbper sind mit Enzymen oder
alternativ Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt, welche eine Visualisierung der gebundenen
Antikérper auf der Membran ermdglichen.

Zur Durchfuhrung der Antikérpermarkierung wurde die Membran zunachst dreimal fiir 5 min
mit 0,1 % TBS-T (Tabelle 17) gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran mit dem
Primarantikérper (Tabelle 18), geldst in 5 ml 0,1 % TBS-T, bei 4 °C in einem 50 ml-Réhrchen
Uber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 % TBS-T Uber 5 min wurde die
Membran mit dem Sekundérantikdrper (ebenfalls in 5 ml 0,1 % TBS-T) fir 1 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Zur Beseitigung ungebundener Antikdrper wurde die Membran erneut
dreimal mit 0,1 % TBS-T sowie einmal flinf Minuten mit 1x TBS gewaschen und bis zur
Chemilumineszenz-Detektion in 1x TBS gelagert.

Tabelle 17: Zusammensetzung von TBS und TBS-T

20x TBS NaCl (2,6 M) 304 g
Tris (0,4 M) 97 ¢g
ddH,0 ad 2|
pH 7,4
Lagerung bei RT

0,1 % TBS-T 1x TBS 21
Tween 20 (0,1 %) 2ml

Lagerung bei RT
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Fir den Western Blot wurden folgende Primar- bzw. Sekundarantikérper verwendet (Tabelle

18).

Tabelle 18: Verwendete Primér- und Sekundéarantikérper

Antikérper

Hersteller

Konzentration

mouse-anti-CYP450 2B1
mouse-anti-CYP450 3A1
rabbit-anti-VDAC1

goat anti-mouse IgG-HRP
goat anti-rabbit IgG-HRP

Oxford Biomedical Research

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signalling Technology
Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

1:500
1:1000
1:1000
1:5000
1:5000

Zur Chemilumineszenz-Detektion mittels der an den Sekundarantikérper gekoppelten
Meerrettich-Peroxidase (HRP) wurden die Membranen eine Minute in 10 ml des Detektions-
reagenzes (Tabelle 19) inkubiert und die Chemilumineszenz anschlieBend mittels einer CCD-
Kamera im Lumi-Imager (Roche) registriert.

Da CYP450 2B1 mit dem genannten Reagenz nur ein sehr schwaches Signal lieferte, wurde
fir diese Detektion das Thermo Scientific SuperSignal West Femto Chemilumineszenz-
Substrat entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet.

Tabelle 19: Chemilumineszenz-Detektionslésungen

0,1 M Tris / HCI Tris (0,1 M) 2,428 ¢
ddH,O ad 200 ml
pH 8,6
Lagerung bei RT

Lésung A Luminol 50 mg
Tris (0,1 M) 200 ml
Lagerung bei 4 °C; dunkel

Lésung B p-Coumarinsaure 22 mg
DMSO 20 ml
ddH0O ad 11l

Lagerung bei RT; dunkel

Detektionsreagenz

kurz vor Gebrauch mischen

Lésung A
Lésung B
H.O: (1,5 %)

10 ml
1ml
100 pl
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4.2.17.3 Antikoérperentfernung (Stripping)

Um weitere Proteine auf derselben Membran erfassen zu kdnnen, ist es nach der
Immundetektion méglich, die gebundenen Antikérper mittels Strippings wieder zu entfernen.
Hierfir wurde die Membran Uber 30 min mit Stripping-Puffer (Tabelle 20) bei 50 °C behandelt
und anschlieBend sechsmal fir 5 min mit 0,1 % TBS-T gewaschen. Nachfolgend wurden die
Membranen erneut in Blocking-Puffer inkubiert und weitere Immunoblots wie unter 4.2.17.2
beschrieben durchgeflhrt.

Tabelle 20: Zusammensetzung des Stripping-Puffers

Stripping-Puffer Tris (62,5 mM) 757 mg
SDS (2 % v/iv) 10 ml (20 % Lésung)
B-Mercaptoethanol (100 mM) 700 ul
ddH.0 100 ml

pH 6,7; Lagerung bei RT

4.2.18 Immunzytochemie und Epifluoreszenzmikroskopie

Der Effekt unterschiedlicher Testsubstanzen auf die Expression und intrazellulare Verteilung
verschiedener Zielproteine in primdren Rattenhepatozyten wurde mittels immun-
zytochemischer Farbungen und fluoreszenzmikroskopischer Visualisierung untersucht. Hierfar
wurden primére Rattenhepatozyten auf kollagenierte Deckgldschen in 24-Well-Platten
ausgesat und fir 24 h mit den entsprechenden Testsubstanzen behandelt.

Im Anschluss wurde das Inkubationsmedium entfernt, die Zellen mit 4 %-igem
Paraformaldehyd in PBS fur 15 min fixiert und im Anschluss zweimal mit PBS gewaschen. Um
unspezifische Bindungen der Antikérper zu reduzieren, wurden die Kulturen zunachst flr
1 Stunde bei RT in Blocking-Puffer (Tabelle 21) inkubiert und nachfolgend Gber Nacht bei 4 °C
mit den primaren Antikérpern versehen (Tabelle 22).

Nach dreimaligem flinfminitigem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation des Sekundar-
antikérpers sowie die Anfarbung von filamentésem Aktin (F-Aktin) mit Rhodamin-Phalloidin far
1 h bei Raumtemperatur. Darliber hinaus wurden die Zellkerne der Kulturen ebenfalls fir 1 h
bei Raumtemperatur mit Hochst 33342 markiert (Tabelle 22). Nach erneutem dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Deckglaschen auf Objekitrager mit selbsthartendem
Eindeckmedium Gberflhrt. Im Anschluss wurden die Deckglaschen mit Klarlack fixiert und bis
zur weiteren Verwendung dunkel bei 4 °C gelagert.

Die Visualisierung der immunzytochemischen Farbungen wurde mittels Epifluoreszenz-

mikroskopie an einem Mikroskop Axioskop 2 von Zeiss durchgefiihrt. Die Fluoreszenz-
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aufnahmen erfolgten mit Hilfe der Software Cell P (Olympus) sowie einer F-View2 CCD-
Kamera (Olympus) in verschiedenen VergréBerungen mit den Objektiven Plan Neofluar
10x/0,3, Plan Neofluar 20x/0,45 und Plan Apochromat 40x/0,75.

Fir die Fluoreszenzaufnahmen erfolgte die Anregung der Proben mit einer Quecksilber-
Bogenlampe (HBO 102 W/2), deren Licht mit entsprechenden Filtersatzen in die Anregungs-
wellenlangen 488 nm, 546 nm und 647 nm aufgeteilt wurde.

Tabelle 21: Verwendete Substanzen fiir die Epifluoreszenzmikroskopie

Blocking-Puffer BSA (2,5 % wi/v) 25¢
NGS (normales Ziegenserum, 10,5 %) 10,5 ml
Triton X-100 (0,3 %) 300 pl
PBS ad 100 ml

Lagerung bei —-20 °C

Carrier BSA (1 % whv) 19
NGS (1 %) 1ml
Triton X-100 (0,3 %) 300 pl
PBS ad 100 ml

Lagerung bei —20 °C

Selbsthéartendes Glycerol 30 % (v/v)

Eindeckmedium Polyvinylalkohol 12 % (V/v)
Tris 0,1 M (w/v)
DABCO 2,5 % (W/v)

Lagerung bei —-20 °C

Tabelle 22: Verwendete Antikérper und Fluoreszenzfarbstoffe

Antikérper/

Fluoreszenzfarbstoff Hersteller Konzentration
mouse-anti-CYP450 2B1 Oxford Biomedical Research 1:50
mouse-anti-CYP450 3A1 Santa Cruz Biotechnology 1:200

anti-mouse-Alexa Fluor 488 Invitrogen 1:1000
Rhodamin-Phalloidin Invitrogen 1:1000
Hoechst 33342 Invitrogen 1:1000
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4.2.19 Chromatinfarbung mit 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Da der Fluoreszenzfarbstoff DAPI in doppelstrangige DNA interkaliert, lassen sich die
Zellkerne fixierter Zellen mit diesem Farbstoff selektiv anfarben und mittels eines
Fluoreszenzmikroskops detektieren. Apoptotische Zellkerne weisen hierbei eine stark
kondensierte, halbmond-férmige oder fragmentierte Morphologie auf (Taatjes et al., 2008).

1,5 * 10° primare Rattenhepatozyten wurden in 60 mm-Petrischalen ausgesat, gegebenenfalls
vor Zugabe der Inkubationssubstanzen mit der entsprechenden Dosis an UV-Licht bestrahlt
und der Zellrasen nach der 24-stiindigen Inkubation zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen.
Fur die Fixierung wurden die Zellen bei Raumtemperatur fir 15 min mit Methanol behandelt
und anschlieBend flir 15 min mit DAPI-Farbelésung (Tabelle 23) inkubiert, wobei Triton X-100
der Permeabilisierung der Zellmembran diente. Nachfolgend wurden die Zellen zweimal flr
5 min mit Methanol gespult und bis zur Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop dunkel und
trocken gelagert.

Tabelle 23: Zusammensetzung der DAPI-Farbelésung

DAPI-Farbelésung PBS 50 ml
Methanol 50 ml
DAPI 10 pg/ml
Triton X-100 100 pl

Lagerung bei 4 °C

Im Anschluss wurde nun jeweils ein Deckglas mit 50 pl erwarmter Kaisers Glyceringelatine auf
den Platten fixiert. Pro Zellkulturschale wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop
maanderférmig je 1.000 Zellkerne morphologisch untersucht und der Prozentsatz
apoptotischer Zellen als Apoptoserate angegeben.

4.2.20 Caspase-Assay

Die Aktivitat spezifischer Caspasen kann als MaB3 fiir die Apoptoserate herangezogen werden,
wobei in diesem Assay die Aktivitat der ausfihrenden Caspase 3/7 sowie der
Initiatorcaspasen 8 und 9 untersucht wurde.

Zur Bestimmung der Caspase-Aktivitdt wurde die Eigenschaft der Caspasen genutzt, ihre
Substrate spezifisch nach einem Aspartat-Rest zu spalten. Hierfliir wurden spezielle
Modellsubstrate verwendet, die am C-Terminus des Aspartat-Rests das Fluorophor 7-Amino-
4-trifluoromethylcoumarin  (AFC) enthalten. Dieses wird bei vorhandener Aktivitdt der
Caspasen vom Substrat abgespalten (Wudtiwai et al., 2011; Kottke et al., 2002) und emittiert
nachfolgend Licht der Wellenlange 505 nm, wobei die Fluoreszenzintensitat hierbei mit der
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Caspase-Aktivitat korreliert. Zur Ermittlung der Aktivitat der verschiedenen Caspasen wurden

jeweils spezifische Substrate verwendet (Tabelle 24).

Tabelle 24: Verwendete Substrate fiir den Caspase-Assay

Substrat Caspase
Ac-DEVD-AFC Caspase 3/7 (Effektorcaspase)
Ac-IETD-AFC Caspase 8 (extrinsischer Signalweg)
Ac-LEHD-AFC Caspase 9 (intrinsischer Signalweg)

Zur Durchfithrung des Caspase-Assays wurden 6 * 10° primare Rattenhepatozyten in 90 mm-
Petrischalen ausgesat und gegebenenfalls vor Zugabe der Inkubationssubstanzen mit der
entsprechenden Dosis an UV-Licht bestrahlt.

Nach 24-stlindiger Inkubation mit den Testsubstanzen wurden die Zellen mit einem sterilen
Rubber Policeman abgeldést und anschlieBend im verwendeten Inkubationsmedium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde nachfolgend bei 4°C und 800 g fir 5 min
zentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml eiskaltem PBS aufgenommen. Nach erneuter
Zentrifugation bei 800 g wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet bis zur weiteren
Verwendung bei —80 °C gelagert.

Zur weiteren Aufbereitung wurden die Zellen in 250 ul Lysepuffer (Tabelle 25) resuspendiert,
kurz gevortext und vier 5-minitigen Freeze-Thaw-Zyklen in flissigem Stickstoff und einem
37 °C warmen Wasserbad unterzogen. AbschlieBend wurden die Zellen 30 min bei 4 °C und
20.000 g zentrifugiert, das Zelllysat vorsichtig abgenommen und bis zur Vermessung bei
-80 °C gelagert.

Die Messung der Caspase-Aktivitat erfolgte bei 37 °C im Fluoroscan Ascent Plattenreader bei
einer Emissionswellenlange von 510 bis 540 nm (Extinktion 390-—400 nm) Uber einen
Zeitraum von 90 min in jeweils 5-mindtigen Intervallen. Fir die Proben bzw. die AFC-
Kalibriergerade wurde folgendes Pipettierschema in einer 96-Well-Platte verwendet (Tabelle
25).

Tabelle 25: Pipettierschema und Lésungen fiir den Caspase-Assay

Kalibriergerade ddH.O 170 ul
10 x Caspase-Reaktionspuffer 20 pl
AFC-Standard in folgenden 10 ul
Konzentrationen:

25 uM; 12,5 uM; 6,5 uM; 3,2 uM; 1,6 uM;
0,8 uM; 0,4 uM; 0,2 uM; 0,1 uM; 0,05 pM,;
0 pM
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Blank ddH.0 170 pl
10 x Caspase-Reaktionspuffer 20 pl
Substrat in DMSO (1 mM) 10 ul
Probe ddH.O 140 pl
10 x Caspase-Reaktionspuffer 20 ul
Substrat in DMSO (1 mM) 10 ul
Lysat 30 pl
Lysepuffer HEPES (10 mM) 119,2 mg
CHAPS (0,1 %) 50 mg
EDTA (5 mM) 29,2 mg
ddH,0O ad 50 ml
pH 7,4
Sterilfiltration; Lagerung bei —20 °C
kurz vor Gebrauch DTT (5 mM) 77 mg/100 ml
Proteaseinhibitor-Cocktail 0.1 %
10x Caspase - PIPES (250 nM) 1,512 g
Reaktionspuffer CHAPS (1 %) 0,59
EDTA (50 mM) 292 mg
ddH,0O ad 50 ml
pH 7,4

Sterilfiltration; Lagerung bei —20 °C

kurz vor Gebrauch DTT (50 mM) 770 mg/100 ml

Die wahrend der Reaktion entstandene Menge AFC wurde anhand der erstellten
Kalibriergerade ermittelt und unter Berlcksichtigung der im Bradford-Assay bestimmten
Proteinmenge die Aktivitat der untersuchten Caspasen in pmol AFC/min x mg ermittelt.

4.2.21 Statistische Auswertung

Fir jede Untersuchung wurden mindestens drei unabhéngige Versuche durchgefihrt und
anschlieBend die Mittelwerte (MW) sowie die Standardabweichungen (SD) der Einzelwerte
bestimmt.

Die in den einzelnen experimentellen Versuchsreihen ermittelten Werte von behandelten
sowie Kontroll-Proben wurden mit der Software GraphPad Instat 3.0 (GraphPad Software San
Diego, USA) einer statistischen Analyse unterzogen. Der Vergleich mit den normierten
Lésungsmittelkontrollen, die eine zu den behandelten Proben ungleiche Varianz der
Grundgesamtheit aufwiesen, erfolgte mittels eines zweiseitigen heteroskedatischen Student’s

65



Materialien und Methoden | 4

t-Tests, wahrend die Ubrigen Vergleiche mit einem homoskedatischen Student’'s t-Test
analysiert wurden.

Die jeweiligen ECso- bzw. 1Cso-Werte wurden mit Hilfe der Software GraphPad Prism 7
(GraphPad Software San Diego, USA) ermittelt und mit den zugehérigen 95 %-
Konfidenzintervallen angegeben.

In den erstellten Diagrammen wurden statistische Vergleiche mit einem signifikanten
Unterschied (p-Wert < 0,05) abhangig von der jeweiligen Art des Vergleichs mit Hilfe von
Sternchen (*) bzw. Rauten (#) kenntlich gemacht. Dabei entspricht die Markierung mit einem
Sternchen bzw. einer Raute einem p-Wert zwischen 0,01 und 0,05, wéhrend zwei Sternchen
bzw. zwei Rauten einen p-Wert < 0,01 symbolisieren.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die polychlorierten Biphenyle zahlen aufgrund ihrer chemischen Stabilitdit sowie ihren
toxischen Eigenschaften zu den persistenten organischen Schadstoffen (Jones und de Voogt,
1999; Van den Berg et al., 2006). Da sie auch heute noch ubiquitéar in der Umwelt vorhanden
sind und sich angesichts ihrer hohen Lipophilie in der Nahrungskette anreichern, ist es von
essentieller Bedeutung, die Wirkmechanismen dieser Substanzen entsprechend
aufzuschlisseln.

Die nicht-dioxinartigen PCBs sind hierbei als Induktoren der fremdstoffmetabolisierenden
Enzyme der CYP2B-Unterfamilie bekannt und &hneln darin dem Arzneimittel Phenobarbital
(Goldstein, 1979; Safe, 1994; Dean et al., 2002), darUber hinaus fungieren sie zudem als
potente Tumorpromotoren in der Rattenleber (Hemming et al, 1993; Safe, 1994). Die
Bewertung der jeweiligen Symptome wird hierbei jedoch zumeist durch das gleichzeitige
Auftreten von dioxinartigen PCBs, polychlorierten Dibenzodioxinen (PCDDs) oder
polychlorierten Dibenzofuranen (PCDFs) erschwert, so dass sich die auftretenden Effekte
durch die Mischexposition oftmals nicht eindeutig den NDL-PCBs zuordnen lassen. Um bei
der Untersuchung von nicht-dioxinartigen PCBs Effekte durch Verunreinigungen mit DL-PCBs
oder anderen Dioxinverbindungen zu minimieren, wurden in dieser Arbeit hoch aufgereinigte
Verbindungen verwendet.

Zunachst sollte die Wirkung ausgewahlter NDL-PCBs zum einen hinsichtlich ihrer Effekte auf
die fremdstoffmetabolisierenden Enzyme CYP2B1 und CYP3A1 untersucht werden, zum
anderen mittels small interfering RNA (siRNA) bzw. Hemmung der Signalwege analysiert
werden, inwiefern der konstitutive Androstan-Rezeptor bzw. der Pregnan-X-Rezeptor bei
diesen Prozessen eine Rolle spielen.

Um weiterhin die tumorpromovierende Wirkung der NDL-PCBs zu analysieren, sollte in
primdren Rattenhepatozyten zudem ihr Einfluss auf die Hemmung der Apoptose ergriindet
werden. AuBerdem sollte die Frage geklart werden, ob die antiapoptotische Wirkung der NDL-
PCBs uber den CAR oder den PXR bzw. méglicherweise Uber beide Rezeptoren vermittelt
wird.

Zur Isolierung der primaren Rattenhepatozyten wurde hierflr ein Perfusionsprotokoll nach
Meredith (1988) herangezogen, welches gegeniber haufig verwendeten Kollagenase-haltigen
Perfusionsmethoden wie jener von Seglen (1972) vor allem im Hinblick auf die funktionelle
Aufrechterhaltung des Cytochrom-P450-Systems als Uberlegen gilt. So zeigten Bayad et al.
(1991) beim Vergleich der Abundanz von Cytochrom-P450-Enzymen, dass die Gesamtmenge
an Cytochrom-P450-Proteinen an allen untersuchten Kulturtagen in nach Meredith isolierten
Hepatozyten um mehr als das Doppelte, die Aktivitdit von CYP2B1 nach einem Tag in Kultur
sogar vierfach gegentber nach Seglen (1972) isolierten Hepatozyten erhdht war.
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Eine Abnahme der Expression bzw. Aktivitat der Cytochrom-P450-Enzyme ist fir gewdhnlich
Folge einer zunehmenden Dedifferenzierung der Hepatozyten (Meredith, 1988), wobei
insbesondere die Isolations- und Kulturbedingungen einen signifikanten Einfluss auf die
Erhaltung eines solchen differenzierten Status aufweisen. Bei der Perfusionsmethode nach
Meredith scheint die verwendete Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) die differenzierte
Morphologie der Hepatozyten besser konservieren zu kdnnen als die zumeist verwendete
Kollagenase. Dabei stellt die mégliche enzymatische Schadigung der Zelloberflache durch
diese (Meredith, 1988) vor allem in Bezug auf die potentiell Uber membranstandige
Interaktionspartner vermittelte Wirkung von CAR-Induktoren (Koike et al., 2005) einen
besonders kritischen Punkt dar, welcher zu einer verbesserten Induzierbarkeit der Cytochrom-
P450-Enzyme in nach Meredith isolierten Hepatozyten beitragen kénnte. Somit sind gerade im
Hinblick auf die beiden Rezeptoren CAR und PXR positive Effekte durch die Verwendung der
Perfusionsmethode nach Meredith zu erwarten, die sich neben einer verbesserten Induktion
der Cytochrom-P450-Enzyme auch vorteilhaft auf die Erhaltung der tumorpromovierenden
Wirkung der Testsubstanzen auswirken kénnte.

5.1 Einfluss von Phenobarbital und Dexamethason auf die Expression
von CYP2B1 und CYP3Af1

Aufgrund dessen, dass die nicht-dioxinartigen PCBs hinsichtlich ihrer Effekte dem Arzneimittel
Phenobarbital &hnlich sind, sollten zunachst die durch Phenobarbital prominent induzierbaren
fremdstoffmetabolisierenden Enzyme CYP2B1 und CYP3A1 untersucht werden.
Phenobarbital ist hierbei vor allem als indirekter Aktivator des nukledren Rezeptors CAR
bekannt (Kawamoto et al., 1999; Moore et al., 2000; Yang und Wang 2014), dessen Aktivitat
sich nach nuklearer Translokation insbesondere durch eine effiziente Induktion von CYP2B-
Isoenzymen auszeichnet (Sueyoshi et al., 1999; Zelko und Negishi, 2000). Im Zuge einer
besseren Vergleichbarkeit der NDL-PCBs mit prototypischen Induktoren der jeweilig
beteiligten nukledren Rezeptoren wurde zuséatzlich der potente PXR-Aktivator und CYP3A-
Induktor Dexamethason (Pascussi et al., 2000; Goodwin et al., 2002; Hewitt et al., 2007)
untersucht.

Um das Induktionspotential von Phenobarbital und Dexamethason unter den gegebenen
Kulturbedingungen zu ermitteln, wurden die Hepatozyten zun&chst fir 24 Stunden mit
Phenobarbital bzw. Dexamethason verschiedener Konzentrationen inkubiert und die
Expressionslevel von CYP2B1 und CYP3A1 mittels quantitativer Real-Time PCR analysiert
(Abb. 21).
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Abbildung 21: Expressionsprofii von CYP2B1 und CYP3A1 nach Inkubation mit
Phenobarbital und Dexamethason. Dosisabhangige Expression von CYP2B1 (A und B) und
CYP3A1 (C und D) in primaren Rattenhepatozyten nach 24-stlindiger Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen von Phenobarbital und Dexamethason gegeniiber der Lésungs-
mittelkontrolle. MW + SD, n = 3, statistische Analyse: *: p < 0,05 und **: p < 0,01.

Hierbei induzierten alle gemessenen Konzentrationen von Phenobarbital zwischen 0,01 und
1,5 mM eine statistisch signifikante Erhéhung der mRNA-Expression des Cytochrom-P450-
Enzyms CYP2B1 um das 77- bis 442-Fache der basalen Expression (Abb. 21 A).

Dabei flihrten Phenobarbitalkonzentrationen zwischen 0,01 mM und 0,1 mM zu einer stetigen
Zunahme der mRNA-Expression, wahrend eine weitere Erh6hung der Phenobarbital-
konzentration auf 1 mM bzw. 1,5 mM hingegen eine Verringerung der CYP2B1-Expression zur
Folge hatte. So vermochte die héchste eingesetzte Konzentration von 1,5 mM keine héhere
CYP2B1-Expression als jene der geringsten Konzentration (0,01 mM) zu induzieren.
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Bezlglich dieses konzentrationsabhéngigen Verlaufs der Phenobarbital-bedingten CYP2B1-
Induktion konnten bisher mehrere Autoren in Ubereinstimmung mit den obigen Ergebnissen
belegen, dass diese Induktion bei Phenobarbitalkonzentrationen zwischen 0,1 mM und
0,3 mM ihr Maximum erreicht (Lecluyse ef al., 1999; Madan et al., 1999). Des Weiteren war
die eingesetzte Induktorkonzentration von 0,1 mM Phenobarbital auch von Kocarek und
Reddy (1998) in primaren Rattenhepatozyten als optimal beschrieben worden. Fir die
entsprechende CYP2B-Expression durch Phenobarbital konnte dabei in einer Vielzahl von
Untersuchungen der konstitutive Androstan-Rezeptor als wichtiger Faktor herauskristallisiert
werden. So zeigte sich in Maus-Studien, dass die Inaktivierung des CAR mittels eines
Knockouts das Ausbleiben der Phenobarbital-induzierten Cyp2b10-Induktion zur Folge hatte
(Wei et al., 2000).

Entgegen Phenobarbital vermochte der prototypische CYP3A-Induktor Dexamethason
dagegen bei keiner der gemessen Konzentrationen eine signifikante Verédnderung der
CYP2B1-Expression im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu induzieren (Abb. 21 B). Diese
Beobachtung deckt sich mit vorherigen in vivo- und in vitro-Studien, in welchen keine
Dexamethason-bedingte Induktion von CYP2B-Isoenzymen in der Ratte gemessen werden
konnte (Sidhu und Omiecinski, 1995; Sueyoshi et al., 1999). Bemerkenswerterweise konnten
Scheer et al. (2010) jedoch die Induktion von Cyp2b10 durch Dexamethason in M&usen
nachweisen, was die bekannten speziesspezifischen Unterschiede im Fremdstoff-
metabolismus sowie der Induktion von Cytochrom-P450-Isoenzymen unterstreicht (Lu und Li,
2001) und die bei der spezieslibergreifenden Bewertung von experimentellen Ergebnissen zu
beriicksichtigen sind.

Die Untersuchung des Effekts von Phenobarbital und Dexamethason auf die Expression von
CYP3A1 ergab ein gegeniiber CYP2B1 verandertes Bild. Entgegen der starken Induktion der
CYP2B1-mRNA Uber das gesamte Konzentrationsspektrum vermochte Phenobarbital in den
getesteten Konzentrationen von 0,01 bis 1,5 mM lediglich eine geringe, im Maximum 8-fache
Zunahme der CYP3A1-mRNA-Expression zu induzieren, die jedoch keine statistisch
signifikante Veranderung aufwies (Abb. 21 C).

Die Inkubation mit Dexamethason fihrte im Gegensatz zu Phenobarbital zu einer mit der
Konzentration zunehmenden CYP3A1-Expression, die bereits ab 0,5 uM signifikant erhéht war
und ihr Maximum bei 50 uM Dexamethason mit einer im Mittel 180-fachen Erhéhung erreichte
(Abb. 21 D). Auch in friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Dexamethason in
der Ratte einen potenten Induktor von CYP3A-Enzymen darstellt (Meredith et al., 2003; Lu
und Li, 2001), wobei diese Expression hierbei Uberwiegend durch den Pregnan-X-Rezeptor
reguliert wird (Pascussi et al., 2000). So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Cyp3ali-
Induktion durch Dexamethason in PXR-Knockout-M&usen im Gegensatz zu jener in Wildtyp-
Mausen vernachlassigbar gering ist (Scheer et al., 2008).
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Eine Abnahme der CYP3A1-mRNA-Expression mit steigender Konzentration von Dexa-
methason, wie sie bei der Phenobarbital-induzierten CYP2B1-Expression zu verzeichnen war,
konnte im untersuchten Konzentrationsspektrum dagegen nicht beobachtet werden.

Beim Vergleich der jeweiligen Induktion von CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital fallt
auf, dass Phenobarbital im Gegensatz zu seiner prominenten Wirkung auf die CYP2B1-
Expression mit einer bis zu 442-fachen Erhéhung nur wenig potent erscheint, Gene der
CYP3A-Familie in groBem MaBe zu induzieren (maximal 8-fache Expression). Hinzu kommt,
dass die Induktion von CYP3A1 durch den PXR-Agonisten Dexamethason mit einer ca. 180-
fachen Expression deutlich hdher ausféllt als die durch Phenobarbital vermittelte CYP3A1-
Expression. Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, ob die CYP3A-Induktion durch
Phenobarbital tber den fur diese Wirkung bekannten Pregnan-X-Rezeptor vermittelt wird,
oder ob in Anbetracht dieser Unterschiede bzw. des Crosstalks zwischen den Rezeptoren ein
alternativer Wirkmechanismus von Phenobarbital Gber den CAR angenommen werden kann.
Zunéachst wurde der Effekt der Induktion von CYP3A-Enzymen durch Phenobarbital bereits in
mehreren Studien in Ratte und Maus beobachtet (Wright und Paine, 1994; Faucette et al.,
2006). Eine PXR-abhéngige Induktion konnte dabei jedoch mittels PXR-Knockout-Mausen
ausgeschlossen werden, da die Cyp3ail1-Induktion durch Phenobarbital in diesen Mausen
unverandert blieb (Staudinger et al., 2001). Im Gegensatz dazu hatte ein Knockout des CAR
eine starke Minderung der Cyp3a1li-Induktion zur Folge (Wei et al., 2002; Scheer et al.,
2008), so dass die gesteigerte Expression der Cyp3a-mRNA durch die Phenobarbital-
Behandlung vornehmlich dem CAR zugeschrieben werden kann.

Die Ursachen und Mechanismen, die der geringeren Induktion von CYP2B1 bei hdéheren
Phenobarbitalkonzentrationen zugrunde liegen, konnten bisher nicht vollstandig aufgeklart
werden (Mutoh et al., 2009). Nachweislich konnte in primaren Rattenhepatozyten eine
zellschadigende Wirkung durch hohe Konzentrationen von Phenobarbital, wie sie auch in
dieser Versuchsreihe verwendet wurden, bei einer 24-stiindigen Inkubation nicht festgestellt
werden (Ponsoda et al, 1995; Gahrs, 2010). Hingegen kénnen andere, die CYP2B1-
Expression modulierende Effekte durch hohe Konzentrationen von Phenobarbital nicht
ausgeschlossen werden. So hat Phenobarbital eine direkte oder indirekte Wirkung auf die
Genexpression und -regulation von weit mehr als 130 Genen, darunter auch einige andere
Cytochrom-P450-Gene  sowie fremdstoffmetabolisierende  Enzyme wie  Aldehyd-
Dehydrogenasen, NADPH-P450-Reduktasen oder UDP-Glucuronosyliransferasen (Ueda et
al., 2002; Corcos und Lagadic-Gossmann, 2001), wobei einige dieser additional induzierten
Transkripte die Expression von CYP2B1 beeinflussen kdnnten.

DarUber hinaus gibt es eine Reihe von bekannten Inhibitoren der CYP2B-Expression, die
durch Phenobarbital aktiviert oder moduliert werden kénnen. So sind etwa reaktive

71



Ergebnisse und Diskussion | 5

Sauerstoffspezies (ROS) als Teil eines regulativen Feedback-Mechanismus gegenlber dem
Cytochrom-P450-System bekannt (Hirsch-Ernst et al., 2001).

ROS stellen dabei ein Nebenprodukt der katalytischen Aktivitat des Cytochrom-P450-Systems
dar (Heinemeyer et al., 1980; Puntarulo und Cederbaum, 1998) und reichern sich wahrend
intensiver metabolischer Aktivitdt in der Leber an. Eine ROS-vermittelte Hemmung des
Cytochrom-P450-Systems in Abhangigkeit des Redox-Zustands der Zelle vermag die
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies und somit oxidativen Stress zu verhindern oder
zumindest zu reduzieren (Hirsch-Ernst et al., 2001; Morel und Barouki, 1999). So konnte
durch Simulation erhdhter ROS-Level durch Zugabe von H,O, im Inkubationsmedium bzw.
Inhibition H,O,-reduzierender Katalasen in primaren Rattenhepatozyten eine 30 %-ige
Reduktion der Phenobarbital-induzierten CYP2B1-Expression beobachtet werden,
wohingegen der antioxidative Wirkstoff N-Acetylcystein die CYP2B1-Expression anndhernd
verzehnfachte (Hirsch-Ernst et al., 2001).

Neben der direkten Hemmung kénnten ROS auch indirekt Gber eine Modulation des
Phosphorylierungszustands von CAR und seinen Interaktionspartnern, vermittelt durch etwa
Serin/Threonin-Phosphatasen, Ca?*/Calmodulin-abhangige Kinasen oder extrazellulire
Signal-regulierte Kinasen die Inhibition der CYP2B1-Expression auslésen (Bauer et al., 2004;
Joannard et al, 2006). So fihrt etwa die experimentelle Hemmung der Serin/Threonin-
Phosphatase durch Okadainsdure oder der Phosphotyrosin-Phosphatase mittels
Orthovanadat zu einer Reduktion bzw. Hemmung der CYP2B-Induktion (Sidhu und
Omiecinski, 1997; Honkakoski und Negishi, 1998; Kawamura et al., 1999). Dabei konnte fiir
nukledre Rezeptoren wie etwa NGFI-B (Nerve growth factor I-B) oder CAR gezeigt werden,
dass eine zellulare Hyperphosphorylierung als Folge einer Phosphatase-Inhibierung die
Hemmung der Translokation des Rezeptors in den Zellkern sowie die Auflésung und
Elimination aktiver Rezeptor-Komplexe wie etwa dem NGFI-B-Retinoid-X-Rezeptor-Komplex
zur Folge hat (Katagiri et al, 2000; Kawamoto et al., 1999). Reaktive Sauerstoffspezies
kénnten bei dieser Inhibition von CYP2B einen entscheidenden Faktor darstellen, da eine
solche Hyperphosphorylierung durch eine durch ROS (H:0,) vermittelte verminderte Aktivitat
von Protein-Tyrosin-Phosphatasen oder Serin/Threonin-Phosphatasen bedingt sein kénnte
(Wright et al., 2009).

Eine weitere Theorie von Hosseinpour et al. (2007) besagt, dass das Protein ECT2 (Epithelial
cell transforming 2) ebenfalls eine kritische Rolle beim regulativen Feedback-Mechanismus
der CAR-regulierten Transkription spielen kénnte.

Zunachst konnten die Autoren zeigen, dass eine Behandlung von Wildtyp-Mausen mit
Phenobarbital Uber einen Zeitraum von 24 Stunden zu einer 3-fachen Induktion von ECT2
fohrt, wohingegen diese in CAR-Knockout-Mausen jedoch ausblieb. Da ECT2 daflr bekannt
ist, die zellulare Verteilung von Proteinen zu beeinflussen (Saito et al., 2004), sollte weiterhin
untersucht werden, ob ECT2 die nukledre Translokation von CAR in der Mausleber
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beeintrachtigt. Die Coexpression von ECT2 mit CAR in der Leber von CAR-Knockout-M&usen
hatte eine durch ECT2 vermittelte Repression der nukledren Translokation von CAR zur
Folge, welche auch mit zeitgleicher Phenobarbital-Behandlung gegenwartig war. Eine Analyse
mittels  Fluoreszenzprotein-assoziierten ECT2- und CAR-Fusionsproteinen in 100
Phenobarbital-behandelten Hepatozyten ergab, dass der konstitutive Androstan-Rezeptor bei
ca. der Halfte der Hepatozyten nicht mehr im Zellkern lokalisiert ist, sondern stattdessen im
Zytoplasma verbleibt. Somit konnte ECT2 als Regulator der CAR-abhangigen Transkription
identifiziert werden, der eine weitere Expression von CYP2B-Enzymen mittels Hemmung der
nukledren Translokation von CAR verhindern kann.

Interessanterweise konnte dieser Feedback-Mechanismus durch ECT2 zwar fir CAR, jedoch
nicht fir den Pregnan-X-Rezeptor in Gegenwart oder Abwesenheit des PXR-Agonisten PCN
(Pregnenolon-16a-carbonitril) bestatigt werden. Das Ausbleiben der biphasischen Reaktion
bei durch den PXR vermittelten Effekten deckt sich mit unseren Ergebnissen, da auch hier
keine Abnahme der CYP3A1-Expression mit steigender Konzentration von Dexamethason zu
verzeichnen war. Bei den Versuchen von Hosseinpour et al. (2007) bleibt allerdings zu
eruieren, ob diese Spezifitat in der Divergenz der beiden Rezeptoren oder in den
verschiedenen Signalwegen der beiden Substanzen begriindet ist.

5.2 Einfluss der NDL-PCBs auf die Expression von CYP2B1 und
CYP3A1

Bei den nicht-dioxinartigen PCB-Kongeneren, die ebenso wie Phenobarbital Gene der
CYP2B-Unterfamilie induzieren, handelt es sich vor allem um diejenigen PCBs, die
mindestens an zwei ortho-Positionen chloriert sind und somit aufgrund der dadurch bedingten
sterischen Hinderung eine héhere Wahrscheinlichkeit aufweisen, eine non-koplanare
Konformation einzunehmen. Vertreter dieser Gruppe sind unter anderem die PCB-Kongenere
52, 101, 138, 153 und 180, wahrend das auBBerdem untersuchte PCB 28 nur an einer ortho-
Position mit einer Chlorierung versehen ist. Dabei stellt PCB 28 ein Trichlorbiphenyl, PCB 52
ein Tetrachlorbiphenyl sowie PCB 101 ein Pentachlorbiphenyl dar, wahrend es sich bei den
PCB-Kongeneren 138 und 153 jeweils um ein Hexachlorbiphenyl sowie bei PCB 180 um ein
Heptachlorbiphenyl handelt (Connor et al., 1995).

Zur Uberpriifung der Auswirkungen von nicht-dioxinartigen PCBs auf die Expression von
CYP2B1 und CYP3A1 wurden die primaren Rattenhepatozyten mit verschiedenen
Konzentrationen der sechs hoch aufgereinigten Indikatorkongenere PCB 28, 52, 101, 138,
153 und 180 fir 24 Stunden inkubiert (Abb. 22 und Abb. 23). Um hierbei eine gute
Vergleichbarkeit der Responsivitat in Bezug auf die beteiligten Rezeptoren zu gewahrleisten,
wurden weiterhin die prototypischen CYP2B1- bzw. CYP3A1-Induktoren Phenobarbital
(0,1 mM) und Dexamethason (10 uM) mitgefiihrt.
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Abbildung 22: Expressionsprofil von CYP2B1 nach Inkubation mit verschiedenen NDL-
PCBs. Dosisabhangige Induktion der CYP2B1-mRNA-Expression in primaren Rattenhepatozyten
nach 24-stiindiger Inkubation mit den nicht-dioxinartigen PCB-Kongeneren 28, 52, 101, 138, 153
und 180 sowie Phenobarbital (0,1 mM) und Dexamethason (10 uM) gegenlber der Lésungs-
mittelkontrolle. MW + SD, n = 3, statistische Analyse: *: p < 0,05 und **: p < 0,01.

Die jeweilige Inkubation der Hepatozytenkulturen mit den nicht-dioxinartigen PCBs zeigte
einen konzentrationsabhangigen Verlauf der CYP2B1-Expression, wie er bereits auch bei
Phenobarbital zu verzeichnen war (Abb. 22).

Hierbei war generell auffallig, dass das Induktionsvermdgen der PCBs weitgehend mit ihrem
Chlorierungsgrad in Verbindung gebracht werden konnte. Wahrend PCB 28 bei der geringsten
untersuchten Konzentration von 0,1 uM lediglich eine Induktion des 2,4-Fachen der basalen
Expression von CYP2B1 bewirken konnte, fihrte die Inkubation des héher chlorierten PCBs
153 bereits zu einer um das 134-Fache gesteigerten CYP2B1-Expression. Weiterhin variierten
unter den PCB-Kongeneren jene Konzentrationen, bei welchen die jeweils maximalen
CYP2B1-Expressionen hervorgerufen werden konnten. Wahrend die PCBs 28, 52, 101 und
138 erst bei einer Konzentration von 10 pM das Expressionsmaximum erzielten, erreichten die
PCBs 153 und 180 ihr jeweiliges Maximum dagegen bereits bei einer Konzentration von 1 uM.
Die Gegenuberstellung der jeweiligen maximalen CYP2B1-Induktionen der PCBs ergab
zudem, dass die maximale Expression von PCB 28 mit einer 262-fachen Induktion weniger als
die Halfte des maximalen Effekts von PCB 153 betrug (662-fach), wahrend die hdchste

74



Ergebnisse und Diskussion | 5

Amplifizierung der CYP2B1-Transkripte aller anderen Kongenere zwischen diesen beiden
Werten zu finden war.

Der Vergleich der jeweiligen PCB-Kongenere mit Phenobarbital (442-fache Induktion) ergab,
dass die Kongenere 28, 52 und 101, welche maximale Expressionsraten vom Faktor 262 bis
376 induzierten, eine geringere als die maximal durch Phenobarbital hervorgerufene Induktion
bewirkten. Die Kongenere 138, 153 und 180 hingegen erreichten Induktionen zwischen dem
575- und 662-Fachen und vermochten somit eine héhere maximale Induktion als Pheno-
barbital auszulésen.

Bei genauerer Betrachtung der durch die PCB-Inkubationen hervorgerufenen Expressions-
maxima lasst sich erkennen, dass diese mit steigendem Chlorierungsgrad des PCBs
tendentiell gréBer werden. Lediglich die Applikation von PCB 180 bewirkt keine weitere
Steigerung der CYP2B1-Expression, sondern dessen Wirkung bleibt leicht, jedoch nicht
signifikant hinter jener von PCB 153 zurlck. Mittels sigmoidaler Naherungsfunktion und unter
Bertcksichtigung von PCB-Konzentrationen < 10 uM konnten fir die nicht-dioxinartigen PCBs
folgende ECso-Werte fiir die CYP2B1-Expression ermittelt werden: PCB 28: 4,49 uM (95 %-
Konfidenzintervall:  3,37-5,99 uM), PCB 52: 3,14 uM (95 %-Konfidenzintervall: 2,25-—
4,38 uM), PCB 101: 1,07 uM (95 %-Konfidenzintervall: 0,80-1,43 uM), PCB 138: 1,30 uM
(95 %-Konfidenzintervall: 0,92 — 1,83 uM), PCB 153: 0,45 uM (95 %-Konfidenzintervall: 0,19 —
1,09 uM) und PCB 180: 0,55 uM (95 %-Konfidenzintervall: 0,24 — 1,24 uM).

Hinsichtlich der durch die jeweiligen PCB-Kongenere hervorgerufenen maximalen CYP2B1-
Expressionen sowie unter Beriicksichtigung der ECso-Werte lasst sich flr die einzelnen NDL-
PCBs folgende Reihenfolge des Induktionsvermdgens aufstellen: PCB 28 < PCB 52 < PCB
101 < PCB 138 < PCB 180 = PCB 153. Da die Kongenere nur geringe Variationen bezuglich
der Positionen der am Biphenylgerist befindlichen Chloratome aufzeigen, 1asst sich daraus
schlieBen, dass die Reihenfolge des Induktionspotentials der ortho-substituierten Kongenere
weitgehend dem Chlorierungsgrad bzw. der Hydrophobizitat der Verbindungen folgt, was sich
mit Untersuchungen von Al-Salman und Plant (2012) sowie Connor et al. (1995) deckt.
Hinsichtlich dieses Effekts kénnte eine vermehrte unspezifische Affinitdt der weniger polaren
Molekile gegeniiber Zellmembranen eine Rolle spielen, welche womdglich mit einer starker
ausgepragten zellularen Verfligbarkeit der héher chlorierten PCBs einhergeht. Des Weiteren
kdnnte die Bindungsaffinitat bezlglich des CAR oder PXR, sofern diese fiir die Induktion einen
ausschlaggebenden Faktor darstellt, vom Grad der Chlorierung oder der Polaritdt des
jeweiligen PCB-Kongeners abhangen. Zudem wird durch einen héheren Chlorierungsgrad in
den meisten Fallen auch die metabolische Persistenz des Kongeners gesteigert (Mathews
und Anderson, 1975). Insofern kénnten von den héher chlorierten PCBs hdhere
Konzentrationen an nicht-metabolisierten Verbindungen vorliegen, welche so am

intrazellularen Rezeptor eine verstarkte CYP2B1-Expression beglnstigen kdnnten.
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Auffallend ist hierbei jedoch, dass das Hexachlorbiphenyl 153 denselben Chlorierungsgrad
aufweist wie PCB 138, dessen induzierte CYP2B1-Expression jedoch wesentlich geringer
ausféllt als jene von PCB 153. Zudem bewirkt PCB 153 trotz des geringeren
Chlorierungsgrades sogar eine héhere CYP2B1-Induktion als das Heptachlorbiphenyl 180.
Fir das hohe Induktionspotential von PCB 153 kénnten sich die Positionen der am
Biphenylsystem befindlichen Chloratome verantwortlich zeigen, welche eine besonders hohe
Affinitdt zum konstitutiven Androstan-Rezeptor begiinstigen kdénnten. Allerdings kann auch
eine mogliche Rolle des Pregnan-X-Rezeptors oder weiterer Transkriptionsfaktoren als
Ursache fiir die verstarkte CYP2B1-Expression durch PCB 153 nicht ausgeschlossen werden.
Zur Struktur-Wirkungs-Beziehung bezlglich einer durch die NDL-PCBs induzierten mRNA-
Expression von CYP2B1 liegen in der Literatur bisher keine ausreichenden Kenntnisse vor,
allerdings existieren Untersuchungen auf Ebene der Enzym-Aktivitét mittels PROD-Assay. So
analysierten Connor et al. (1995) die Dosis-Wirkungs-Beziehungen mehrerer NDL-PCBs in
Sprague-Dawley Ratten und formulierten folgende Reihenfolge fir ihr Vermdgen zur Induktion
von CYP2B1: PCB 28 < PCB 52 < PCB 101 < PCB 153 < PCB 180. Hierbei weichen lediglich
die PCBs 153 und 180 von der in dieser Arbeit aufgestellten Reihenfolge ab, wobei in diesem
Zusammenhang jedoch die unterschiedlichen experimentellen und toxikokinetischen
Eigenschaften von in vitro- und in vivo-Studien und damit einhergehende Veranderungen der
Wirksamkeit zu berlcksichtigen sind, welche die Vergleichbarkeit der Studien entsprechend
beeintrachtigen kénnen.

Eine vergleichbare in vitro-Studie von Schrenk et al. (2004), in welcher nach Seglen (1972)
isolierte Rattenhepatozyten verwendet wurden, postuliert fir die PROD-Induktion durch die
nicht-dioxinartigen PCBs die der vorliegenden Arbeit entsprechende Reihenfolge PCB 28 <
PCB 101 < PCB 138 < PCB 153, wobei PCB 180 in benannter Studie jedoch nicht untersucht
wurde. Zusatzlich zu diesen Untersuchungen konnten Al-Salman und Plant (2012) mittels
eines Aktivierungs-Assays fir nukledre Rezeptoren zeigen, dass non-koplanare PCBs,
insbesondere PCB 153 und PCB 180, Agonisten des humanen PXR bzw. CAR darstellen.
Auch Sueyoshi et al. (1999) konnten PCBs als Induktoren von CAR identifizieren.

Betrachtet man bei allen getesteten PCBs die auch bereits bei Phenobarbital aufgetretene
Verringerung der CYP2B1-Induktion bei Applikation hdherer Kongener-Konzentrationen
(100 puM), so lasst sich erkennen, dass sich die Werte unabhéngig vom Chlorierungsgrad oder
der maximalen Expression der jeweiligen PCBs im Rahmen einer 98- bis 191-fachen
Expression gegeguber der Losungsmittelkontrolle bewegen. Ein weiterer interessanter Aspekt
zeigt sich in diesem Zusammenhang darin, dass die verminderte Expression in mit PCB 153
und PCB 180 inkubierten Hepatozytenkulturen bereits bei einer zehnfach geringeren
Konzentration erfolgte als bei den anderen Kongeneren, was die Vermutung nahelegt, dass
diese mit der Potenz zur CAR-Aktivierung in Verbindung gebracht werden kdnnte. In
Anbetracht der dhnlichen Wirkmechanismen der NDL-PCBs und des prototypischen Induktors
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Phenobarbital kann die verringerte CYP2B1-Induktion bei hohen PCB-Konzentrationen
voraussichtlich auf die bereits bei Phenobarbital erwéhnten Ursachen zurtickgefiihrt werden.

Entgegen dieser Abnahme der CYP2B1-Induktion durch steigende PCB-Konzentrationen
konnte fir die CYP3A1-Expression wiederum keine solche Verringerung im untersuchten
Konzentrationsspektrum beobachtet werden. Die Induktion der CYP3A1-Expression zeigte
hierbei einen von der eingesetzten PCB-Konzentration und dem jeweiligen Chlorierungsgrad
des PCBs abhangigen Verlauf (Abb. 23).

So stieg bei allen getesteten nicht-dioxinartigen PCBs die induzierte CYP3A1-mRNA mit
zunehmender Konzentration an. Dabei wurde die maximale CYP3A1-Induktion innerhalb des
untersuchten Konzentrationsspektrums in allen Fallen mit einer Konzentration von 100 uM
erreicht und betrug zwischen dem 37-Fachen (PCB 28) und 62-Fachen (PCB 153) der
basalen CYP3A1-Expression.
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Abbildung 23: Expressionsprofil von CYP3A1 nach Inkubation mit verschiedenen NDL-
PCBs. Dosisabhangige Induktion der CYP3A1-mRNA-Expression in primaren Rattenhepatozyten
nach 24-stiindiger Inkubation mit den nicht-dioxinartigen PCB-Kongeneren 28, 52, 101, 138, 153
und 180 sowie Phenobarbital (0,1 mM) und Dexamethason (10 uM) gegeniber der LOsungs-
mittelkontrolle. MW = SD, n = 3, statistische Analyse: *: p < 0,05 und **: p < 0,01.

Generell fielen bei CYP3A1 jedoch sowohl die individuellen Unterschiede zwischen den
einzelnen PCBs bei den jeweilig verwendeten Konzentrationen als auch die Héhe der maximal
induzierten Expressionen deutlich geringer aus als bei der CYP2B1-Induktion. So war etwa
die maximale CYP3A1-Induktion von PCB 153 bei 100 uM nur um das 1,7-Fache gegeniber
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der maximalen Induktion durch PCB 28 erhéht, wahrend dieser Unterschied bei der CYP2B1-
Expression dagegen mehr als das 2,5-Fache betrug. Auch innerhalb der einzelnen
Konzentrationsstufen wiesen die hervorgerufenen Induktionswerte eine deutlich geringere
Varianz auf als bei der Induktion von CYP2B1. Weiterhin zeigte sich, dass die nicht-
dioxinartigen PCBs im Gegensatz zur CYP3A1-Induktion mehr als 10-fach potenter
erscheinen, Gene der CYP2B-Unterfamilie zu induzieren.

Mit Ausnahme von PCB 180 erzielten die PCBs mit einem hdheren Chlorierungsgrad
entsprechend stérkere CYP3A1-Expressionen, das Induktionsvermdgen von PCB 180 blieb
jedoch, wie auch bereits bei CYP2B1, bei der Mehrheit der gemessenen Konzentrationen
hinter dem von PCB 153 zurlick. Hinsichtlich der durch die jeweiligen Kongenere maximal
induzierten CYP3A1-Expression lasst sich folgende Reihenfolge des Induktionspotentials fir
die einzelnen NDL-PCBs aufstellen, welche zu jener von CYP2B1 identisch ist: PCB 28 < PCB
52 < PCB 101 < PCB 138 < PCB 180 = PCB 153. Anhand dieser Parallelen bei den jeweiligen
CYP-Induktionen kann vermutet werden, dass die nicht-dioxinartigen PCBs die Expression
von CYP2B1 und CYP3A1 vornehmlich Uber denselben Rezeptor vermitteln kénnten.

Hinzu kommt, dass die Induktion von CYP3A1 durch den PXR-Agonisten Dexamethason
(150-fache Expression) deutlich héher ausfallt als die durch die PCBs vermittelte CYP3A1-
Expression (bis zu 62-fache Expression durch PCB 153). Somit scheinen die nicht-
dioxinartigen PCBs im Vergleich zu Dexamethason nicht in groBem MaBe den Pregnan-X-
Rezeptor zu aktivieren, sondern ihre Wirkung hauptséachlich tber den konstitutiven Androstan-
Rezeptor zu entfalten.

Allerdings ergibt sich fir die PCBs dagegen wiederum eine bis zu 8-fach héhere maximale
Induktion der CYP3A1-Expression als fir den klassischen CAR-Agonisten Phenobarbital.
Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, ob die CYP3A-Induktion durch die NDL-PCBs
zumindest zum Teil auch Uber den fir diese Wirkung bekannten PXR vermittelt wird, da die
Hohe der CYP3A1-Expression ohne dessen Einfluss vermutlich vergleichbarer zu jener von
Phenobarbital wére.

Fir eine mdgliche Beteiligung des Pregnan-X-Rezeptors sprechen Beobachtungen von Al-
Salman und Plant (2012), die neben einer Aktivierung des CAR auch einen Einfluss der nicht-
dioxinartigen PCBs 153 und 180 auf den PXR nachweisen konnten. Eine weitere Tatsache,
die einen Beitrag des PXR nahelegen kdnnte, stellt dessen wesentlich gréBere Liganden-
Bindungstasche dar (Molnar et al., 2013; Watkins et al., 2001; di Masi et al., 2009), wodurch
der Pregnan-X-Rezeptor im Gegenzug zu CAR in der Lage ist, eine Vielzahl von Liganden zu
binden (Moore et al., 2000; Willson und Kliewer, 2002; Suino et al., 2004). So kann eine Rolle
des Pregnan-X-Rezeptors bei der Induktion von CYP3A1 durch die verwendeten NDL-PCBs
nicht ohne Weiteres ausgeschlossen werden.
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5.3 Inhibition der nuklearen Rezeptoren CAR und PXR mittels small
interfering RNA (siRNA)

Um die genauen Wirkmechanismen der Induktion von Cytochrom-P450-Enzymen durch die
NDL-PCBs naher zu untersuchen, wurde im Folgenden zunéchst ein Blick auf die Rolle der
einzelnen nukledren Rezeptoren CAR und PXR bei dieser Induktion geworfen. Da zwischen
den verschiedenen Signalwegen von CAR und PXR eine Interaktion bestehen kann und diese
beiden Rezeptoren eine teilweise Uberlappende Funktionalitat zeigen (Xie et al., 2000; Smirlis
et al.,, 2001; Maglich et al., 2002; Lim und Huang, 2008), ist es nicht immer ohne Weiteres
mdoglich, den spezifischen Rezeptor fir die jeweilige Genregulation zu erértern (Wang und
Negishi, 2003; Li et al., 2010).

Um dennoch Aufschluss Uber eine Beteiligung von CAR und PXR an der Induktion von
CYP2B1 und CYP3A1 durch die getesteten NDL-PCBs zu erhalten sowie darlber, in welchem
MaBe die Rezeptoren bei diesen Induktionen jeweils eine Rolle spielen, sollte eine Méglichkeit
gefunden werden, eine gezielte Inhibition der einzelnen Rezeptorfunktion herbeizufiihren.

Zu diesem Zweck wurden fir die jeweiligen Rezeptoren spezifische siRNA-Sequenzen
verwendet, welche mit Hilfe liposomaler Transfektionsmittel kiinstlich in die Zelle eingebracht
werden kénnen. Die RNA-Interferenz beruht hierbei auf der Wechselwirkung der jeweiligen
siRNA mit den komplementdren mRNA-Sequenzen des CAR bzw. PXR, woraufhin die
darauffolgende Degradation der Ziel-mRNA zu einer damit einhergehenden Reduktion der
Genexpression fihrt (Jinek und Doudna, 2009).

Neben der Inkubation mit den spezifischen siRNAs wurde in allen Experimenten mit Hilfe einer
Kontroll-siRNA (Ctrl-siRNA), basierend auf einer fir CAR und PXR unspezifischen Nukleotid-
sequenz, Uberpriift, ob die zur liposomalen Transfektion verwendeten Reagenzien in den
primaren Rattenhepatozyten einen zusatzlichen hemmenden oder mdglicherweise auch
stimulierenden Einfluss auf die Expression der untersuchten Ziel-mRNA ausiben. Dabei
zeigte sich in allen durchgefuhrten Experimenten, dass die verwendete Methode zur
Transfektion der siRNA in den primaren Rattenhepatozyten unter den gegebenen
Kulturbedingungen keine signifikante Veranderung der untersuchten mRNA herbeifiihrte und
die Induktion von CYP2B1 und CYP3A1 durch den Transfektionsprozess nicht beeinflusst

wurde.

5.3.1 Uberpriifung der Effektivitat der CAR- und PXR-siRNA

Zunachst sollte Gberprift werden, ob die ausgewdhlten siRNA-Konstrukie die mRNA-
Expression von CAR und PXR sowohl basal als auch unter dem Einfluss von CYP2B1- und
CYP3A1-Induktoren wie Phenobarbital, Dexamethason und NDL-PCBs effektiv inhibieren.
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Dazu wurden die primaren Rattenhepatozyten nach der 4-stiindigen siRNA-Transfektion mit
den jeweiligen Testsubstanzen inkubiert und die zugehérige mMRNA-Expression von CAR und
PXR mit der nicht-transfizierten Kontrolle verglichen. Dabei wurde fir jedes der verwendeten
NDL-PCBs mit jeweils 10 uyM eine reprasentative Konzentration verwendet, die in den
vorherigen Experimenten eine hinreichend starke Veranderung der Expression von CYP2B1
bzw. CYP3AT1 herbeiflihrte (vgl. Kapitel 5.2, Abb. 22 und 23).
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Abbildung 24: Expression der CAR- und PXR-mRNA nach Inkubation mit NDL-PCBs,
Phenobarbital und Dexamethason sowie nach Hemmung der Rezeptoren durch CAR- bzw.
PXR-siRNA. CAR- bzw. PXR-Expression in primaren Rattenhepatozyten relativ zur
Lésungsmittelkontrolle (=) nach Inkubation mit jeweils 10 uM der NDL-PCBs sowie den
prototypischen Induktoren Phenobarbital (0,1 mM) und Dexamethason (10 uM) bzw. nach
Hemmung von CAR bzw. PXR mittels siRNA-Transfektion. MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich
zur Lésungsmittelkontrolle: *: p< 0,05 und **: p<0,01; Vergleich zur Induktion ohne siRNA:
#: p < 0,05 und ##: p < 0,01.

Die Bestimmung der mRNA-Gehalte von CAR in mit Phenobarbital inkubierten Hepatozyten
zeigte zunachst, dass die Induktion mit dem CAR-Agonisten eine Zunahme der zellularen
CAR-mRNA um etwa das 1,8-Fache bewirkte (Abb. 24 A). Auch Dail et al. (2008) konnten
eine im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle signifikante Steigerung der CAR-mRNA infolge
einer Phenobarbital-Behandlung feststellen. Demgegenuber fiihrte das vornehmlich als PXR-
Induktor bekannte Dexamethason basal zu keiner signifikanten Veranderung der CAR-mRNA-
Expression.

Ahnlich wie nach der Inkubation mit Phenobarbital bewirkte die Inkubation mit dem nicht-
dioxinartigen PCB 28 eine signifikante Steigerung des CAR-mRNA-Levels auf das 1,4-Fache
der basalen Expression. Auch die Ubrigen getesteten NDL-PCBs flihrten zu um einer bis zu
90 % erhdhten CAR-mRNA-Expression, wobei aufgrund experimenteller Schwankungen nur
wenige dieser Veranderungen statistisch signifikant ausfielen. Dabei konnte anders als etwa
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bei der Induktion von CYP2B1 oder CYP3A1 durch die NDL-PCBs keine Abhangigkeit des
Induktionspotentials angesichts des Chlorierungsgrades der PCBs festgestellt werden.

Die Transfektion mit der spezifischen siRNA gegen den CAR flhrte in den mit der
Lésungsmittelkontrolle inkubierten Hepatozyten zu einer signifikanten, 70 %-igen Verringerung
der nachweisbaren CAR-mRNA. Ebenfalls stark reduziert waren die CAR-mRNA-Level in den
transfizierten Hepatozyten nach Inkubation mit Phenobarbital und den NDL-PCBs, die nur
noch etwa 30 bis 48 % der mRNA-Werte in der Lésungsmittelkontrolle bzw. 20 bis 26 % der
CAR-mRNA-Level, die durch die Induktoren unter Kontrollbedingungen hervorgerufen wurden,
betrugen. Vergleichbar geringe mRNA-Level von CAR konnten auch in den mit
Dexamethason inkubierten Kulturen gemessen werden. Die jeweilige erhebliche Inhibition der
CAR-mRNA-Expression infolge der CAR-siRNA und der daraus resultierenden Degradation
der Ziel-mRNA bestétigt hierbei die gute Effektivitat der verwendeten CAR-siRNA.

Die Untersuchung der PXR-mRNA-Level nach Inkubation mit den verschiedenen
Testsubstanzen zeigte zun&chst, dass Phenobarbital im Gegensatz zur CAR-Expression
keine signifikante Induktion der PXR-mRNA ausléste, wahrend Dexamethason eine
signifikante, 60 %-ige Steigerung der basalen mRNA-Expression bewirkte (Abb. 24 B). Auch
Pascussi et al. (2000) beobachteten in humanen Hepatozyten eine Dexamethason-bedingte
Steigerung der mRNA-Expression des Pregnan-X-Rezeptors, zudem konnten auch Rigalli et
al. (2012) eine erhdhte Induktion der PXR-mRNA infolge einer Behandlung mit dem PXR-
Agonisten Rifampicin zeigen. Zu Dexamethason &hnliche, jedoch nicht ganz so potente
Induktoren waren die NDL-PCBs, die alle zu Steigerungen der PXR-mRNA um etwa 20 bis
65 % flhrten. Dabei war auch hier kein Zusammenhang zwischen dem Chlorierungsgrad des
jeweiligen PCBs und seinem Potential zur Induktion der PXR-mRNA festzustellen. Insgesamt
jedoch waren die durch die NDL-PCBs hervorgerufen Veranderungen der PXR-mRNA mit
einer mittleren Steigerung um 42 % etwas geringer als die der CAR-mRNA, die im Mittel um
etwa 66 % erhdht war.

Das MafB der Hemmung der PXR-Expression durch die Transfektion mit der PXR-siRNA war
mit jener Hemmung von CAR infolge der CAR-siRNA vergleichbar. Auch hier betrugen die
PXR-mRNA-Level nach Transfektion und Behandlung mit den Testsubstanzen nur noch
zwischen 26 und 41 % der basalen PXR-Expression. Somit bestatigt die drastische Reduktion
der PXR-mRNA infolge der PXR-siRNA die Effektivitat dieser, so dass die beiden spezifischen
siRNAs fiir die jeweiligen Rezeptoren flir weitere Untersuchungen zur Cytochrom-P450-

Induktion bzw. fir Analysen zur Apoptosehemmung verwendet werden kénnen.
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5.3.2 Bedeutung von CAR und PXR fir die Induktion der CYP2B1- und
CYP3A1-mRNA durch Phenobarbital und Dexamethason

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die verwendeten siRNA-Konstrukte die Expression
von CAR und PXR sowohl unter Kontrollbedingungen als auch in induzierten Systemen
signifikant hemmen, sollte untersucht werden, welchen Einfluss diese Hemmung auf die
Induktion von CYP2B1 sowie CYP3B1 durch die prototypischen Induktoren Phenobarbital und
Dexamethason hat und inwieweit sich die beiden Rezeptoren fir die Induktion dieser
Cytochrom-P450-Enzyme spezifisch oder wechselwirkend verantwortlich zeigen.

Dafir wurden wie bereits zuvor die mRNA-Level von CYP2B1 und CYP3A1 unter
Kontrollbedingungen sowie nach Transfektion mit der unspezifischen Kontroll-siRNA und den
spezifischen CAR- und PXR-Konstrukten ermittelt und miteinander verglichen (Abb. 25).

Im Falle der Induktion von CYP2B1 durch Phenobarbital (0,1 mM) zeigte sich dabei kein
nachweisbarer Effekt hinsichtlich der Kontroll-siRNA, da auch in den mit der Kontroll-siRNA
transfizierten Zellen eine gegeniiber der Lésungsmittelkontrolle um das 425-Fache erhéhte
mRNA-Expression gemessen werden konnte, die sich nicht von der Induktion durch
Phenobarbital ohne Transfektion unterschied (Abb. 25 A). Die Behandlung der Hepatozyten
mit der CAR-siRNA hatte dagegen eine hochsignifikante Verringerung der Phenobarbital-
induzierten CYP2B1-Expression zur Folge, die nur noch das 35-Fache der basalen
Expression betrug. Demgegeniber fihrte die Inkubation mit Phenobarbital nach einer
Hemmung des PXR zu einer im Mittel um das ca. 1.100-Fache gesteigerten CYP2B1-
Expression, die somit gegentiber der Expression ohne siRNA bzw. Kontroll-siRNA signifikant
erhéht war.

Ein vergleichbares Expressionsmuster bei jedoch geringerer Gesamtexpression zeigte sich
bei der Phenobarbital-vermittelten CYP3A1-Induktion (Abb. 25 C). So hatte auch hier die
liposomale Transfektion mit der Kontroll-siRNA selbst keinen Einfluss auf die CYP3A1-
Induktion durch Phenobarbital, die etwa dem 6-Fachen der basalen CYP3A1-Expression
entsprach. Die Hemmung des konstitutiven Androstan-Rezeptors reduzierte die CYP3A1-
Expression auf das 1,8-Fache, wodurch sich diese nicht mehr signifikant von der basalen
Induktion unterschied und somit die CYP3A1-Induktion durch Phenobarbital vollstandig
blockierte. Ahnlich zu CYP2B1 vermittelte die Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors eine
signifikante Verstarkung der Phenobarbital-induzierten CYP3A1-Induktion, die mit einer 12-
fachen Expression nun etwa das Doppelte der Induktion ohne siRNA betrug.
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Abbildung 25: Auswirkungen der Hemmung von CAR und PXR auf die Phenobarbital- und
Dexamethason-induzierte Expression von CYP2B1 und CYP3A1. CYP2B1- und CYP3A1-
Expression in primaren Rattenhepatozyten relativ zur Lésungsmittelkontrolle nach Inkubation mit
0,1 mM Phenobarbital (A und C) sowie 10 uM Dexamethason (B und D) bzw. nach Hemmung von
CAR bzw. PXR mittels siRNA-Transfektion. MW £ SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungs-
mittelkontrolle: *: p < 0,05 und **: p < 0,01; Vergleich zur Induktion ohne siRNA: #: p < 0,05 und
##: p<0,01.

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnten auch Sueyoshi und Negishi (2001) sowie
Handschin und Meyer (2003) zeigen, dass die durch Phenobarbital bedingte Regulation der
CYP2B-Genexpression Uberwiegend Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor vermittelt
wird. Zudem konnte in weiteren Studien belegt werden, dass die Cyp2b10-Induktion durch
Phenobarbital in CAR-Knockout-Mausen im Gegensatz zu jener in Wildtyp-Méausen
vernachlassigbar gering ist (Wei et al., 2000; Ueda et al., 2002; Yamamoto et al., 2004).

Beziiglich der Expression von CYP3A durch Phenobarbital konnte eine PXR-abhéngige
Regulation ebenfalls ausgeschlossen werden, da die Phenobarbital-bedingte Cyp3aili-
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Induktion in PXR-Knockout-Mausen entsprechend unverandert blieb (Staudinger et al., 2001;
Xie et al., 2000). Ebenso wie bei der CYP2B-Expression durch Phenobarbital konnte dagegen
in einer Vielzahl von Untersuchungen wieder der konstitutive Androstan-Rezeptor als wichtiger
Faktor fur die CYP3A-Induktion herauskristallisiert werden (Smirlis et al., 2001; Anakk et al.,
2004). So zeigte sich in Maus-Studien, dass die Inaktivierung des CAR mittels eines
Knockouts das Ausbleiben der Phenobarbital-induzierten Cyp3ai1-Induktion zur Folge hatte
(Wei et al., 2002; Scheer et al., 2008).

Dexamethason (10 uM), das auch bereits unter Kontrollbedingungen nicht zu einer Induktion
der CYP2B1-Expression fiihrte, tat dies auch weder nach Transfektion mit der Kontroll-siRNA
noch unter Einfluss der CAR-siRNA (Abb. 25 B). Im Gegensatz dazu hatte die Hemmung der
PXR-Expression durch die PXR-spezifische siRNA einen signifikanten, positiven Effekt auf die
Induzierbarkeit von CYP2B1 durch Dexamethason. So war die CYP2B1-Expression nach
Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors durch die spezifische siRNA im Mittel um annahernd das
4-Fache gegenuber der Induktion durch Dexamethason unter Kontrollbedingungen erhéht.

Die Expression von CYP3A1 nach der 24-stiindigen Dexamethason-Behandlung, welche
unter Kontrollbedingungen sowie auch nach Transfektion mit der Kontroll-siRNA ca. das 160-
Fache der Expression in der Ldésungsmittelkontrolle betrug, wurde durch eine zuséatzliche
Hemmung des konstitutiven Androstan-Rezeptors nicht signifikant beeinflusst (Abb. 25 D).
Hingegen hatte die Inhibition des PXR einen blockierenden Einfluss auf die Induktion der
CYP3A1-Expression durch den PXR-Agonisten, die gegenlber der Lésungsmittelkontrolle nun
nicht mehr signifikant erhéht war und nur noch ca. ein Achtel der Dexamethason-bedingten
CYP3A1-Induktion ohne PXR-siRNA betrug.

Auch Pascussi et al. (2000) konnten beobachten, dass die Expression von CYP3A durch
Dexamethason dem PXR zugeschrieben werden kann und nicht Gber den CAR reguliert wird
(Wei et al., 2002). Dies konnte beispielsweise auch von Scheer et al. (2008) oder Xie et al.
(2000) belegt werden, die zeigen konnten, dass die Cyp3ali-Expression durch
Dexamethason in PXR-Knockout-Mausen nahezu vollstandig unterdriickt wird.

Sowohl die Induktion von CYP2B1 als auch die Expression von CYP3A1 durch Phenobarbital
werden nachweislich vornehmlich (lber den konstitutiven Androstan-Rezeptor reguliert. Die
jeweilige Verdopplung (Ab. 25 C) bzw. Vervielfachung (Abb. 25 A und B) der CYP2B1- bzw.
CYP3A1-Expression bei gleichzeitiger Inhibition des Pregnan-X-Rezeptors legt diesbezlglich
die Vermutung nahe, dass diese Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor hervorgerufenen
Induktionen durch das Vorhandensein des Pregnan-X-Rezeptors in irgendeiner Weise
beeintrachtigt werden kénnten.

Hierbei scheint der Pregnan-X-Rezeptor auch ohne eine eigene Aktivierung durch einen
Agonisten einen Einfluss auf die CAR-vermittelte Expression zu besitzen. Staudinger et al.
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(2003) konnten bei CAR-regulierten Genen ebenfalls héhere Level nach einem Knockout des
PXR feststellen und schlossen daraus, dass auch der nicht-aktivierte PXR eine negative oder
kompetitive Rolle bei der CAR-vermittelten Induktion spielen kénnte. Im Gegensatz dazu
scheint das gleichzeitige Vorhandensein des CAR keine Auswirkung auf die durch den PXR
hervorgerufene Expression von CYP3A1 zu haben, da diese durch eine entsprechende CAR-
siRNA nicht beeinflusst wird (Abb. 25 D).

Des Weiteren scheint diese Beeintrachtigung durch den PXR sowohl fiir die durch CAR
regulierte CYP2B1- als auch fur die CYP3A1-Expression zu gelten, obwohl sich der Pregnan-
X-Rezeptor vornehmlich fiir die Induktion von CYP3A1-Enzymen verantwortlich zeichnet. Eine
deutlich erhéhte Cyp3aili1-Expression durch Phenobarbital infolge eines Knockouts des
Pregnan-X-Rezeptors konnte auch von Staudinger et al. (2003) bestatigt werden. Ahnlich wie
bei unseren Ergebnissen zur CYP3A1-Induktion durch Dexamethason konnten allerdings fur
den PXR-Agonisten PCN wiederum keine erhdhten CYP3A-Level bedingt durch einen PXR-
Knockout beobachtet werden. Stattdessen flhrte die Inaktivierung des PXR wie erwartet zu
einer nahezu vollstdndigen Unterdriickung der CYP3A-Expression, so dass die beobachtete
Beeintrachtigung infolge einer Inaktivierung des PXR vermutlich nicht mit den betreffenden
jeweiligen Genen, sondern vor allem mit der funktionellen Regulierung Uber den CAR
zusammenzuhdngen scheint.

Als mdgliche Ursache fiir solch eine Beeintréachtigung der CAR-vermittelten Enzyminduktion
durch den Pregnan-X-Rezeptor kommt z. B. eine Konkurrenz der beiden Rezeptoren um die
bei der jeweiligen Aktivierung beteiligten gemeinsamen Cofaktoren in Frage, wobei der PXR
hierbei gegenlber dem CAR favorisiert sein kdnnte. Des Weiteren wére auch denkbar, dass
einige Substanzen wegen dessen gréBerer Bindungstasche mit dem Pregnan-X-Rezeptor
interagieren, allerdings nicht zu einer Aktivierung von diesem flhren. Infolgedessen wirden
die jeweiligen Substanzen allerdings auch nicht fiir eine mégliche Induktion am konstitutiven
Androstan-Rezeptor vorliegen. Zudem kénnte die Modulation durch den PXR auch auf einem
Wettbewerb der beiden Rezeptoren am jeweiligen Promotor beruhen, wobei der PXR die
Bindung von CAR an den Promotor antagonisieren kénnte.

Interessanterweise flhrte eine Inhibition des PXR ebenfalls zu einer verstarkten CYP2B1-
Expression durch Dexamethason, obwohl CAR keinen Einfluss auf die Dexamethason-
regulierte Induktion von CYP2B1 zu besitzen scheint. In diesem Fall kann jedoch eine
mogliche Beteiligung des Glukokortikoid-Rezeptors nicht ausgeschlossen werden, welcher in
Anbetracht verminderter PXR-Level die Dexamethason-bedingte Induktion zumindest zu
einem kleinen Teil Gbernehmen kénnte. Diesbezlglich konnte bereits gezeigt werden, dass
Dexamethason seine Wirkung auch Uber den Glukokortikoid-Rezeptor entfalten kann (Schuetz
et al., 2000; Audet-Walsh und Anderson, 2009) und infolgedessen auch eine CYP2B1-
Induktion Ober den Glukokortikoid-Rezeptor méglich ware. Denkbar ware allerdings auch,
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dass Dexamethason in Abwesenheit des PXR auch in geringem MaBe mit dem CAR
interagieren und so zu einer geringen Expression von CYP2B1 flihren kdénnte.

Einen kurzen Uberblick (ber die Induktionswege von CYP2B1 und CYP3A1 durch
Phenobarbital und Dexamethason bietet das nachfolgende Modell (Abb. 26), in welchem die
jeweilige Beteiligung der beiden Rezeptoren CAR und PXR noch einmal zusammengefasst

wird.

Phenobarbital Dexamethason
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Abbildung 26: Schematisches Modell beziiglich der Rezeptor-abhédngigen Induktionswege
von CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital und Dexamethason in priméaren
Rattenhepatozyten. Die Induktion von CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital wird hierbei
vornehmlich Uber den CAR vermittelt, wahrend dem PXR fiir diese Induktionen bestenfalls eine
geringe Rolle zugesprochen werden kann. Dexamethason dagegen wird lberwiegend Uber den
Pregnan-X-Rezeptor reguliert. Zudem scheint der PXR die CAR-regulierte Expression durch
Phenobarbital zu stéren, wohingegen der CAR keinen solchen Einfluss auf die PXR-vermittelte
CYP3A1-Expression durch Dexamethason besitzt.

5.3.3 Bedeutung von CAR und PXR fir die Induktion der CYP2B1- und
CYP3A1-mRNA durch NDL-PCBs

Die nicht-dioxinartigen PCBs werden im Allgemeinen als Induktoren vom Phenobarbital-Typ
bezeichnet, wobei von Phenobarbital bekannt ist, dass dieses seine Wirkungen iber den CAR
entfaltet. Bei den PCBs hingegen konnte eine mdgliche Beteiligung des PXR an der Induktion
von CYP3A1 in unseren vorherigen Versuchen nicht ausgeschlossen werden. Generell ist es
aufgrund der speziesspezifischen Unterschiede sowie des Crosstalks der beiden Rezeptoren
schwer vorherzusagen, Uber welchen Rezeptor die Wirkung der jeweiligen Substanz reguliert
wird (Wei et al, 2002). Um zu untersuchen, ob und in welchem MafBe sich die beiden
Rezeptoren jeweils fir die NDL-PCB-vermittelte Induktion verantwortlich zeigen, wurden die

86



Ergebnisse und Diskussion | 5

Auswirkungen der Hemmung von CAR und PXR mittels siRNA auf die Induktion von CYP2B1
und CYP3A1 analysiert (Abb. 27 und Abb. 28).
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Abbildung 27: Auswirkungen der Hemmung von CAR und PXR auf die NDL-PCB-induzierte
Expression von CYP2B1. CYP2B1-Expression in primaren Rattenhepatozyten relativ zur
Lésungsmittelkontrolle nach Inkubation mit jeweils 10 uM der NDL-PCBs sowie den prototypischen
Induktoren Phenobarbital (0,1 mM) und Dexamethason (10 pM) bzw. nach Hemmung von CAR
bzw. PXR mittels siRNA-Transfektion. MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle: *: p< 0,05 und **: p<0,01; Vergleich zur Induktion ohne siRNA:
#: p < 0,05 und ##: p < 0,01.

Die Inkubation der Hepatozyten mit der CAR-siRNA bewirkte hierbei eine Abnahme der NDL-
PCB-induzierten CYP2B1-Expression bei allen getesteten PCBs um etwa 90 Prozent, wie sie
bereits flr den prototypischen CYP2B1-Induktor Phenobarbital gezeigt werden konnte (Abb.
27). Die verbleibenden Expressionslevel unterscheiden sich dabei nicht mehr in starkem
MaBe von der basalen CYP2B1-Expression in der DMSO-L&sungsmittelkontrolle. Somit wird
die NDL-PCB-bedingte Induktion von CYP2B1 in primaren Rattenhepatozyten durch die
Reduktion des konstitutiven Androstan-Rezeptors mittels siRNA ann&hernd vollstandig
unterdriickt. Auch Al-Salman und Plant (2012) konnten in Huh-7-Zellen zeigen, dass non-
koplanare PCBs, insbesondere PCB 153 und PCB 180, Agonisten des humanen CAR
darstellen.

Demgegenlber bewirkte die Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors mit der spezifischen siRNA
gegen den PXR wiederum eine signifikante Steigerung der durch die NDL-PCBs induzierten
CYP2B1-Expression. Ahnlich wie nach der Inkubation mit Phenobarbital resultierte die
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Transfektion mit der PXR-siRNA bei allen getesteten NDL-PCBs etwa in einer Verdopplung
der CYP2B1-Induktion. Dabei konnte, mit Ausnahme der bereits bekannten Abweichung bei
PCB 180, eine mit dem Chlorierungsgrad der PCBs zunehmende CYP2B1-Expression
gemessen werden.

Ein deutliches Ansteigen der durch Aroclor 1260 bedingten Cyp2b10-Induktion infolge eines
Knockouts des Pregnan-X-Rezeptors konnte auch von Wahlang et al. (2016) gezeigt werden.
Die Autoren vermuteten, dass diese erhdhte Expression von Cyp2b10 infolge der
Inaktivierung des PXR im Ausbleiben einer durch den PXR vermittelten Repression von CAR
begriindet ist. Fir solch eine PXR-bedingte Beeintrachtigung des konstitutiven Androstan-
Rezeptors kdnnen wiederum dieselben Ursachen angenommen werden, die auch bereits bei

Phenobarbital diskutiert wurden.

Bezlglich der Expression von CYP3A1 zeigte die gRT-PCR nach Hemmung des CAR eine
signifikante Verringerung der Induktion durch die NDL-PCBs, welche jedoch nicht so grof3
ausfiel wie die Hemmung der CYP2B1-Induktion (Abb. 28). So waren die mRNA-Level je nach
betrachtetem NDL-PCB lediglich um 40 bis 65 % gegenlber der Induktion unter Kontroll-
bedingungen reduziert. Ebenfalls unterschiedlich zur CYP2B1-Expression erfuhr die CYP3A1-
Expression nach Inkubation mit den NDL-PCBs durch die Hemmung des PXR keine
wesentliche Veranderung. So wies lediglich PCB 28 eine im Mittel um etwa 50 % erhdhte,
statistisch signifikante Veranderung der CYP3A1-Expression auf, wahrend die Expressions-
werte aller anderen PCBs nahe an denen der Kontrolle bzw. Transfektion mit der Kontroll-
siRNA lagen.

Diesbeziglich werden Unterschiede zu Phenobarbital deutlich, welches eine drastische
Verminderung der CYP3A1-Induktion durch eine Inhibition des konstitutiven Androstan-
Rezeptors erfuhr, wéhrend eine Transfektion mit der PXR-siRNA dagegen eine signifikante
Verdopplung der CYP3A1-Expression zur Folge hatte. Die bei einer zu der von Phenobarbital
ahnlichen Wirkweise erwartete Steigerung der CYP3A1-Expression infolge einer Behandlung
mit der PXR-siRNA war bei den NDL-PCBs dagegen nicht zu verzeichnen. Dies spricht dafir,
dass die jeweiligen NDL-PCBs die CYP3A1-Expression im Gegensatz zu Phenobarbital zum
Teil auch Uber den Pregnan-X-Rezeptor regulieren. Der GroBteil kann jedoch weiterhin dem
CAR zugesprochen werden, da die CYP3A1-Expression durch die NDL-PCBs infolge der
PXR-siRNA keine signifikante Verringerung erfuhr, wie dies dagegen beispielsweise bei dem
PXR-Agonisten Dexamethason der Fall war.
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Abbildung 28: Auswirkungen der Hemmung von CAR und PXR auf die NDL-PCB-induzierte
Expression von CYP3A1. CYP3A1-Expression in primaren Rattenhepatozyten relativ zur
Lésungsmittelkontrolle nach Inkubation mit jeweils 10 uM der NDL-PCBs sowie den prototypischen
Induktoren Phenobarbital (0,1 mM) und Dexamethason (10 pM) bzw. nach Hemmung von CAR
bzw. PXR mittels siRNA-Transfektion. MW = SD, n = 3, statistischer Vergleich zur L&sungs-
mittelkontrolle: *: p< 0,05 und **: p < 0,01; Vergleich zur Induktion ohne siRNA: #: p < 0,05 und
##:p<0,01.

Eine Beteiligung des PXR an der durch die nicht-dioxinartigen PCBs vermittelten CYP3A-
Induktion wird auch durch Untersuchungen mittels eines humanen Reportergen-Assays
unterstltzt, in welchem die NDL-PCBs 101, 138, 153 und 180 als Agonisten des Pregnan-X-
Rezeptors identifiziert werden konnten (Creusot et al., 2010). Das ebenfalls analysierte PCB
28 fuhrte bei einer 1 uM Konzentration dagegen nicht zu einer Aktivierung des PXR, allerdings
konnte auch bei unseren Untersuchungen erst ab einer 30 uM Konzentration von PCB 28 eine
signifikante Induktion von CYP3A1 verzeichnet werden (vergleiche Abb. 23). Zudem konnte
von Al-Salman und Plant (2012) mittels eines Reportergen-Assays neben einer Aktivierung
des konstitutiven Androstan-Rezeptors auch eine durch die NDL-PCBs vermittelte Aktivierung
des Pregnan-X-Rezeptors belegt werden. Insbesondere die nicht-dioxinartigen PCBs 138, 153
und 180 konnten dabei als Agonisten des PXR ermittelt werden, wobei die Starke der
Aktivierung der einzelnen PCBs mit PCB 153 > PCB 180 > PCB 138 mit jener von unseren
Ergebnissen vergleichbar ist. Diese Reihenfolge bezlglich des AusmaBes der PXR-
Aktivierung scheint hierbei vornehmlich mit dem Chlorierungsgrad der PCBs
zusammenzuhangen und flr die beiden beteiligten Rezeptoren CAR und PXR identisch zu

sein.
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5.3.4 Bedeutung der Funktion von CAR und PXR fiir die Proteinexpression
von CYP2B1 und CYP3A1

Die bisherigen Resultate der nicht-dioxinartigen PCBs zur Induktion von Cytochrom-P450-
Enzymen auf mRNA-Ebene sollten im Folgenden auch durch Analysen zur Proteinexpression
unterstitzt werden. Da die transkriptionelle Regulation sowie zahlreiche posttranskriptionelle
Modifikationen einen signifikanten Einfluss auf die RNA-Stabilitdt, Proteintranslation und
Proteinstabilitat besitzen kdnnen, ist es mdglich, dass Protein-Abundanz und mRNA-Menge
nicht immer direkt miteinander korrelieren (Vogel und Marcotte, 2012; Liu et al., 2016). Daher
ist es von Bedeutung, die mRNA-induzierenden Effekte der NDL-PCBs auch auf Proteinebene
zu verifizieren. Zu diesem Zweck wurden sowohl immunzytochemische Fluoreszenzfarbungen
for CYP2B1 und CYP3A1 als auch entsprechende Western Blots mit den jeweiligen
Testsubstanzen durchgefihrt.

Fir die immunzytochemischen Fluoreszenzfarbungen wurden primére Rattenhepatozyten fiir
24 h mit den NDL-PCBs, Phenobarbital oder Dexamethason behandelt, anschlieBend
chemisch fixiert und mit Antikérpern inkubiert, die spezifisch an die Zielproteine CYP2B1 und
CYP3A1 binden. Die spezifisch gebundenen Antikérper wurden anschlieBend mit fluoreszenz-
gekoppelten Sekundarantikérpern markiert, welche unter einem Epifluoreszenzmikroskop
visualisiert werden kénnen. Des Weiteren wurden markante zellulare Strukturen wie etwa das
filamentése Aktin-Zytoskelett oder der Nukleus mit Fluoreszenzfarbstoffen unterschiedlicher
Emissions- und Extinktionsspekiren markiert, welche so eine exakte Lokalisation der
einzelnen Hepatozyten in der Kulturschale sowie der intrazelluldren Verteilung der Zielproteine
ermdglichen.

Von den behandelten Zellkulturplatten wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
Aufnahmen mit identischer VergréBerung und Belichtungsdauer fir das jeweilige Protein
erstellt und eine hinsichtlich der Zelldichte sowie der Verteilung und Intensitat der zellularen
Farbung reprasentative Aufnahme fir die Bewertung der Proteinexpression ausgewahlt.
Abbildung 29 zeigt hierbei représentative Aufnahmen der zellularen Verteilung von CYP2B1-
Protein (Reihe 2) in der Lésungsmittelkontrolle, nach Inkubation mit Phenobarbital sowie unter
dem Einfluss der spezifischen siRNA-Konstrukte fir CAR und PXR. Die Farbung des Aktin-
Zytoskeletts zur Identifikation der Hepatozyten ist in der ersten Reihe dargestellt, wahrend die
dritte Reihe eine Uberlagerung der Farbungen gegen CYP2B1 (griin eingefarbt), das Aktin-
Zytoskelett (rot geféarbt) sowie den Nukleus (blau) zeigt. Die Farbung von Aktin zeigt einen
dichten Zellrasen mit aneinandergrenzenden Zellen, die Charakteristik der Nukleusfarbung mit
Hilfe des DNA-bindenden Farbstoffs Hoechst 33342 zeigt nur sehr wenige Zellkerne mit
kondensierter Chromatinstruktur, was auf eine hohe Vitalitat der Zellkultur schlieBen I&sst.
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Abbildung 29: Immunzytochemische Analyse zur Auswirkung der Hemmung von CAR und
PXR auf die Phenobarbital-induzierte Proteinexpression von CYP2B1. CYP2B1-
Proteinexpression in priméren Rattenhepatozyten nach Behandlung mit der Lésungsmittelkontrolle
(=) sowie nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,1 mM Phenobarbital mit und ohne Hemmung von
CAR bzw. PXR mittels siRNA-Transfektion. Zur Visualisierung von F-Aktin wurden die Zellen mit
Rhodamin-Phalloidin markiert, die Zellkerne der Hepatozyten mit Hochst 33342.

Wahrend sich in der Lésungsmittelkontrolle nur eine schwache intrazellulare Farbung von
CYP2B1 erkennen lasst, treten in den mit Phenobarbital behandelten Zellkulturen einzelne
Zellen mit einer intensiven, den gesamten Intrazellularraum ausfillenden Farbung hervor
(Abb. 29). Bemerkenswerterweise unterscheidet sich die Intensitdt der CYP2B1-Farbung
zwischen den Hepatozyten stark. So erscheinen einzelne Hepatozyten intensiv gefarbt,
wahrend sich die Intensitdt des Fluoreszenzsignals in anderen Zellen nur gering von der
Signalintensitat in den mit der Losungsmittelkontrolle behandelten Zellkulturen unterscheidet.
Dabei konnten jedoch zwischen den Zellen mit besonders starker Intensitdt und den
schwécher gefarbten Zellen anhand der Farbung des Aktin-Zytoskeletts weder eindeutige
morphologische Unterschiede noch eine veranderte Nukleus-Struktur ausgemacht werden.
Eine vergleichbare Charakteristik ergab sich bei mit Phenobarbital inkubierten Hepatozyten,
die zuvor mit der unspezifischen Kontroll-siRNA inkubiert wurden. Auch hier traten einige
Zellen mit einer besonders starken Farbung hervor, wahrend bei mit der CAR-siRNA
behandelten Kulturen nur eine sehr geringe Farbung von CYP2B1 erkennbar war und sich die
Intensitéat bei diesen kaum von jener der Losungsmittelkontrolle unterschied. Die Behandlung
mit der PXR-siRNA fihrte hingegen wiederum zu einer starken CYP2B1-Proteinexpression,
welche etwas ausgepragter erschien als jene in den ausschlieBlich mit Phenobarbital
behandelten Kulturen.
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Zur Untersuchung der durch die nicht-dioxinartigen PCBs vermittelten Proteinexpression von
CYP2B1 wurden die Zellkulturen exemplarisch fir das gesamte Wirkspektrum der NDL-PCBs
ausschlieBlich mit den ausgewahlten PCBs 52, 138 und 153 inkubiert (Abb. 30 A—C). In
diesen Experimenten konnten mit der Wirkung von Phenobarbital vergleichbare Expressions-
muster von CYP2B1 beobachtet werden. Auch hier wiesen die Hepatozyten in den mit den
NDL-PCBs inkubierten Kulturschalen eine deutlich erkennbare Immunfluoreszenzfarbung auf,
deren Intensitat sich wie bereits bei Phenobarbital zwischen den einzelnen Zellen deutlich
unterschied. Die Transfektion mit der CAR-siRNA bewirkte dagegen das erwartete Ausbleiben
der Induktion der CYP2B1-Proteinexpression durch die NDL-PCBs. In den mit der PXR-siRNA
transfizierten Kulturen erschienen die Zellen hingegen intensiv gefarbt mit einer im Vergleich
zu den jeweiligen NDL-PCBs ohne entsprechende siRNA-Transfektion durchschnittlich leicht
erhdhten Intensitédt der Farbung in den Zellen. Allerdings ist es aufgrund methodischer
Einschrankungen und der nur subjektiv erfolgten Bewertung der Fluoreszenzintensitéat nicht
moglich, anhand der Fluoreszenzfarbungen exakte Unterschiede in der Proteinmenge zu
detektieren.
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Abbildung 30: Immunzytochemische Analyse zur Auswirkung der Hemmung von CAR und
PXR auf die durch NDL-PCBs induzierte Proteinexpression von CYP2B1. CYP2B1-
Proteinexpression in primaren Rattenhepatozyten nach 24-stiindiger Inkubation mit den NDL-PCBs
52 (A), 138 (B) und 153 (C) mit und ohne Hemmung von CAR bzw. PXR mittels siRNA-
Transfektion. Zur Visualisierung von F-Aktin wurden die Zellen mit Rhodamin-Phalloidin markiert,
die Zellkerne der Hepatozyten mit Héchst 33342.
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Die Inkubation mit Dexamethason flhrte erwartungsgemaB sowohl unter Kontroll-
bedingungen als auch mit der Kontroll-siRNA zu einer starken Induktion der CYP3A1-
Proteinexpression, welche auch durch eine Transfektion mit der CAR-siRNA nicht beeinflusst
wurde (Abb. 31). Nach einer siRNA-bedingten Inhibition des PXR vermochte der PXR-Agonist
dagegen keine Induktion von CYP3A1 mehr zu bewirken.

Dexa + Dexa + Dexa +
DMSO Dexamethason Ctrl-siRNA CAR-siRNA PXR-siRNA

CYP3A1 F-Aktin

Uberlagerung

Abbildung 31: Immunzytochemische Analyse zur Auswirkung der Hemmung von CAR und
PXR auf die Dexamethason-induzierte Proteinexpression von CYP3A1. CYP3A1-
Proteinexpression in priméren Rattenhepatozyten nach Behandlung mit der Lésungsmittelkontrolle
DMSO sowie nach 24-stindiger Inkubation mit 10 uM Dexamethason mit und ohne Hemmung von
CAR bzw. PXR mittels siRNA-Transfektion. Zur Visualisierung von F-Aktin wurden die Zellen mit
Rhodamin-Phalloidin markiert, die Zellkerne der Hepatozyten mit Hochst 33342.

Auch mit den getesteten NDL-PCBs konnte eine gesteigerte Proteinexpression von CYP3A1
beobachtet werden (Abb. 32 A—C), die mit steigendem Chlorierungsgrad der jeweiligen PCBs
hinsichtlich zellularer Verteilung und Intensitat zunahm. Die Behandlung der Hepatozyten mit
der CAR-siRNA hatte hingegen in allen Zellen eine nur sehr geringe Intensitat der Farbung zur
Folge, welche ahnlich zu jener in der L&sungsmittelkontrolle ausfiel. Ebenso flhrte die
Transfektion mit der PXR-siRNA zu einer leichten Verringerung der Immunfluoreszenzfarbung
bzw. der Anzahl der gefarbten Zellen, die jedoch nicht so stark ausfiel wie die Hemmung nach
Inkubation mit der CAR-siRNA. Dennoch scheint auch der PXR einen Einfluss auf die durch

die nicht-dioxinartigen PCBs vermittelte Proteinexpression von CYP3A1 zu besitzen.
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Abbildung 32: Immunzytochemische Analyse zur Auswirkung der Hemmung von CAR und
PXR auf die durch NDL-PCBs induzierte Proteinexpression von CYP3A1. CYP3A1-
Proteinexpression in primaren Rattenhepatozyten nach 24-stiindiger Inkubation mit den NDL-PCBs
52 (A), 138 (B) und 153 (C) mit und ohne Hemmung von CAR bzw. PXR mittels siRNA-
Transfektion. Zur Visualisierung von F-Aktin wurden die Zellen mit Rhodamin-Phalloidin markiert,
die Zellkerne der Hepatozyten mit Hochst 33342.
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In allen Zellkulturen, in denen ein entsprechender Induktor appliziert wurde, war die stark
unterschiedliche Intensitat der Farbung von CYP2B1 und CYP3AT1 in den einzelnen, teils
unmittelbar aneinandergrenzenden Zellen aufféllig. Dies deutet auf eine hohe Heterogenitét
der Zellen innerhalb einer Zellkultur hinsichtlich der Starke der Reaktion auf unterschiedliche
Induktoren hin. Dabei bleibt unklar, ob sich in diesen Zellen nur das Maf3 der Translation von
CPY2B1- oder CYP3A1-Proteinen oder auch die Induktion der jeweiligen mRNA selbst
unterscheidet. Zumindest aus morphologischer Sicht konnten weder in der Komposition des
zelluldren Aktin-Zytoskeletts noch der Beschaffenheit des Nukleus Unterschiede zwischen
diesen Zellen ermittelt werden.

Um die in den immunzytochemischen Farbungen beobachtete Induktion der Protein-
expression von CYP2B1 und CYP3A1 mit einer weiteren Methode zu verifizieren, wurde die
Proteinexpression in den behandelten Zellkulturen zusétzlich mittels Western-Blot-Analysen
bestimmt. Dabei wurden die Zellkulturen mit den verschiedenen siRNA-Konstrukten
transfiziert und anschlieBend mit den verschiedenen Testsubstanzen oder der
Lésungsmittelkontrolle Gber 24 Stunden inkubiert. Zur Gelelektrophorese und Durchfiihrung
des Western Blots wurden aus den Zellkulturen Mikrosomen gewonnen und identische
Proteinmengen elekirophoretisch aufgetrennt. Parallel zu den spezifischen Antikérpern gegen
CYP2B1 und CYP3A1 wurde zudem ein Antikérper gegen das mitochondriale Protein VDAC
(Voltage-dependent anion channel) als Ladungskontrolle mitgefiihrt.

Bezlglich der Proteinexpression von CYP2B1 konnten nach Inkubation mit den Induktoren
starke Antikérpersignale fir CYP2B1 und somit eine deutliche zellulare Akkumulation
festgestellt werden (Abb. 33 A). Wie bereits in den mRNA-Experimenten zu beobachten war,
erzeugte die Transfektion mit der Kontroll-siRNA keine aufféllige Veranderung der durch die
Induktoren hervorgerufenen Proteinexpression. In den mit der spezifischen siRNA-Sequenz
gegen den CAR transfizierten Proben konnten dagegen bei allen Applikationen keine oder nur
schwache Antikérpersignale des CPY2B1-Antikdrpers, &hnlich denen der L&sungs-
mittelkontrolle, detektiert werden. In den mit der PXR-siRNA transfizierten Proben induzierten
die verabreichten Testsubstanzen wiederum CYP2B1-Proteinexpressionen, die mit denen der
Kontrollapplikation vergleichbar waren. Die Intensitdt der Antikérpersignale in den PXR-
siRNA-Proben waren zwar in einigen Proben gegenlber denen der Kontrollapplikationen
starker ausgepragt, eine durchgangige Verdopplung der Proteinmengen, wie sie auf RNA-
Ebene bei den gRT-PCR-Experimenten beobachtet werden konnten, war jedoch nicht

festzustellen.
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Abbildung 33: Repréasentative Western-Blot-Analyse zur Rolle von CAR und PXR bei der
CYP2B1- und CYP3A1-Proteinexpression durch NDL-PCBs, Phenobarbital und
Dexamethason. Reprasentative Western Blots gegen CYP2B1 und CYP3A1 sowie die
Ladungskontrolle VDAC mit und ohne Hemmung von CAR bzw. PXR mittels siRNA-Transfektion.
Diejenigen Proben, die mit den jeweiligen NDL-PCBs (10 uM) sowie Phenobarbital (0,1 mM) und
Dexamethason (10 pM) inkubiert wurden, sind jeweils mit ,+“ gekennzeichnet.

Das Expressionsmuster von CPY3A1 dhnelte dem von CYP2B1 hinsichtlich der Induktion
unter Kontrollbedingungen bzw. nach Transfektion der CAR-siRNA stark. Wahrend alle
Testsubstanzen zu ausgepragten Induktionen der CYP3A1-Proteinexpression flhrten,
unterschied sich die Behandlung der Hepatozyten mit der CAR-siRNA dagegen bei den NDL-
PCBs und Phenobarbital nicht wesentlich von jener der unbehandelten Kontrollen (Abb. 33 B).
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Nach einer Transfektion mit der PXR-siRNA war bei den NDL-PCBs, mit Ausnahme von PCB
28, ebenfalls eine Verringerung der CYP3A1-Proteinexpression zu verzeichnen. Diese durch
die Inhibition des PXR bedingte Hemmung der CYP3A1-Expression, die auch bereits bei den
immunzytochemischen Farbungen zu beobachten war, spricht fiir eine Beteiligung des PXR
an der durch die NDL-PCBs vermittelten CYP3A1-Induktion. Aufgrund der markanten
Inhibition der CYP3A1-mRNA bzw. der CYP3A1-Proteinexpression durch die CAR-siRNA
kann der GroBteil dieser Induktion allerdings vermutlich dennoch dem konstitutiven Androstan-
Rezeptor zugesprochen werden.

PCB 28 scheint dabei allerdings nicht im selben Ausmaf3 Uber den PXR reguliert zu werden
wie die anderen PCBs, da firr dieses PCB keine Verringerung der CYP3A1-Induktion infolge
der PXR-siRNA zu verzeichnen war. Ein ahnlicher Effekt konnte auch bereits bei der durch
PCB 28 induzierten CYP3A1-mRNA beobachtet werden. Mdglicherweise kénnte dieser
Unterschied zwischen den PCBs darin begriindet sein, dass PCB 28 abgesehen von seinem
geringeren Chlorierungsgrad im Gegensatz zu den anderen verwendeten NDL-PCBs nur an
einer ortho-Position chloriert ist, wodurch beispielsweise die Bindungsaffinitat dieses PCBs
zum Pregnan-X-Rezeptor eingeschrénkt sein kbnnte.

5.4 Einfluss von Okadainsaure und Ketoconazol auf die CAR- bzw.
PXR-vermittelte Induktion von CYP2B1 und CYP3A1

Um die mit den jeweiligen siRNAs gewonnenen Ergebnisse zu verifizieren bzw. methodische
Einflisse dieser auszuschlieBen, sollte zusatzlich der Einfluss von CAR und PXR auf die
durch die NDL-PCBs vermittelte Expression mittels spezifischer Hemmer der CAR- bzw. PXR-
regulierten Induktion analysiert werden. Dabei wurde sowohl die in der Literatur als Hemmer
der nukledren Translokation von CAR dargestellte Substanz Okadainsaure (Kawamoto et al.,
1999; Yoshinari et al., 2003) verwendet als auch mit Ketoconazol ein fir den PXR
beschriebener Antagonist (Banerjee et al., 2014). Bei den nachfolgenden Versuchen wurden
die beiden Inhibitoren hierfir jeweils fir eine Stunde vorinkubiert, bevor die verschiedenen
Testsubstanzen flr 24 Stunden appliziert wurden.

5.4.1 Uberpriifung der Zytotoxizitit von Okadainsdure in primaren
Rattenhepatozyten

Eine in der Literatur mehrfach beschriebene Substanz zur selektiven Inhibition der
Phenobarbital-vermittelten Induktion von Cytochrom-P450-Enzymen ist das vornehmlich in
Meerestieren zu findende Toxin Okadainsaure (Sidhu und Omiecinski, 1997; Pustylnyak et al.,
2005), welches als Inhibitor der Protein-Phosphatasen des Typs 1 (PP1) sowie des Typs 2A
(PP2A) fungiert (Valdiglesias et al., 2013; Takai et al., 1992). Mit Hilfe dieses Toxins konnte
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letztlich auch ein essentieller Funktionsmechanismus fiir die Translokation von CAR in den
Nukleus identifiziert werden, welcher auf die Aktivitdt einer Phosphorylierungs-sensitiven
Signalkaskade angewiesen ist (Honkakoski und Negishi, 1998; Kawamoto et al., 1999). Dabei
scheint letztlich die Dephosphorylierung von CAR an Serin-202 durch die PP2A ein
essentieller Schritt fir die Translokation des nukledren Rezeptors in den Kern zu sein
(Hosseinpour et al.,, 2007; Timsit und Negishi, 2007). Durch die Okadainsaure-bedingte
Hemmung der PP2A wird hierbei der Ubergang von CAR in den Zellkern repressiert
(Yoshinari et al., 2003; Yamada et al., 2006), wodurch unter anderem die CAR-induzierte
Genexpression von Cytochrom-P450-Enzymen blockiert wird.

Da Okadainsaure durch seine Wirkung auf den Phosphorylierungsstatus unterschiedlicher
Proteine mit teils essentieller funktioneller Bedeutung in héheren Konzentrationen zytotoxisch
wirkt (Joannard et al., 2000), wurde zun&chst der Vitalitédtsstatus der primaren Hepatozyten in
Kultur unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen von Okadainsaure ermittelt, um die
zytotoxische Wirkung von der Wirkung auf die Induktion der Cytochrom-P450-Enzyme
abgrenzen zu kénnen.

Hierzu wurden die Hepatozyten Uber 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
zwischen 0,1 und 25 nM Okadainsaure inkubiert, einem Konzentrationsspektrum, welches zu
jenen in friheren Arbeiten zur Wirkung von Okadainsdure vergleichbar ist (Sidhu und
Omiecinski, 1997; Joannard et al., 2000). Die Vitalitdt der Hepatozyten wurde anschlieBend
mit Hilfe des Resazurin-Reduktionstests ermittelt, in welchem die Fahigkeit der Hepatozyten
zur Reduktion des Redoxindikators Resazurin zu seinem fluoreszierenden Produkt Resorufin
quantitativ bestimmt und in Relation zur unbehandelten L&sungsmittelkontrolle dargestellt
wird. Dabei wurde zusatzlich 0,1 %-iges Saponin als Positivkontrolle fiir den Assay eingesetzt,
welche im Versuch nur noch eine Restvitalitdit von etwa 5 % der Ldsungsmittelkontrolle
aufweisen konnte (Abb. 34).

Unter dem Einfluss von Okadainsaure zeigte sich zunachst bei Konzentrationen von 0,1 nM,
0,5 nM und 1 nM keine signifikante Veranderung der Vitalitdt der Rattenhepatozyten. Bei einer
Konzentration von 2 nM Okadainsdure war die Vitalitdt dagegen mit einer durchschnittlichen
Resazurin-Reduktion von 80 % im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle erstmals statistisch
signifikant reduziert. Mit steigender Konzentration der applizierten Okadainsaure verstarkte
sich dieser Effekt bis hin zu einer nur noch etwa 20 %-igen Vitalitdt der Hepatozyten in einer
25 nM Lésung von Okadainsaure. Der entsprechende [|Cso-Wert bezliglich der Zytotoxizitat
von Okadainsaure lag bei 3,73 nM (95 %-Konfidenzintervall: 2,82 — 4,92 nM).
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Abbildung 34: Einfluss von Okadainsdure auf die Vitalitdt der nach Meredith isolierten
Rattenhepatozyten. Vitalitdt der Hepatozytenkulturen entsprechend Resazurin-Reduktionstest in
Relation zur unbehandelten Lésungsmittelkontrolle nach 24-stiindiger Inkubation mit Okadainsaure
verschiedener Konzentrationen zwischen 0,1 und 25 nM. Behandlung mit 0,1 % Saponin als
zytotoxische Positivkontrolle. MW = SD, n = 5, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle:
*:p<0,05und **: p<0,01.

Der Vergleich dieser Daten mit den in der Literatur beschriebenen zytotoxischen Effekten von
Okadainsaure legt eine héhere Sensitivitdt der nach Meredith (1988) gewonnenen primaren
Rattenhepatozyten nahe, da in mit Kollagenase isolierten Rattenhepatozyten erst ab einer
Okadains&urekonzentration von mehr als 10 nM eine signifikante Reduktion der zellularen
Vitalitat beobachtet werden konnte (Joannard et al., 2000). Auch Sidhu und Omiecinski (1997)
berichteten bis zu einer Konzentration von 25 nM Okadainsdure nicht Uber eine verringerte
Viabilitdt der mittels Kollagenase isolierten Rattenhepatozyten, wahrend bei unseren
Ergebnissen in nach Meredith gewonnenen Rattenhepatozyten bereits eine Applikation von
2 nM Okadainsaure eine statistisch signifikante Vitalitatsminderung zur Folge hatte.

Dass die Wahl der Isolationsmethode flr die Aufrechterhaltung des differenzierten Status von
essentieller Bedeutung ist, auBert sich mitunter darin, dass in nach Meredith (1988) isolierten
Hepatozyten im Gegensatz zu Kollagenase-haltigen Isolationen sowohl differenzierte
Funktionen wie die Albumin- und Triglycerid-Synthese bzw. -Sekretion langer erhalten bleiben
(Wang et al., 1985) als auch Markerenzyme einer Dedifferenzierung nicht im gleichen MaBe
ansteigen (Bayad et al, 1991). Hier scheint die Verwendung von Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA) die charakteristische Morphologie der Hepatozyten besser zu erhalten
(Gullberg et al., 1988), wohingegen die mit Kollagenase behandelten Hepatozyten durch den
Einsatz von Proteasen entsprechend beeintrachtigt werden und eine dedifferenzierende,
moglicherweise sogar zellschédigende Verénderung ihrer Morphologie erfahren (Bayad et al.,
1991). Somit fihrt die hdhere Sensitivitdt in unseren nach Meredith (1988) gewonnenen

100



Ergebnisse und Diskussion | 5

primaren Rattenhepatozyten dazu, dass lediglich bis zu Okadainsdurekonzentrationen von
2 nM keine zytotoxischen Effekte zu verzeichnen sind. Um einen optimalen Vergleich unserer
Experimente mit Daten aus der Literatur zu gewahrleisten, wurden dennoch zumindest

Konzentrationen bis 5 nM Okadainsaure flir die weiteren Versuche verwendet.

5.4.2 Einfluss von Okadainsiure auf die basale Induktion von CYP2B1 und
CYP3A1 sowie nach Applikation von Phenobarbital und Dexamethason

Vor dem Hintergrund dieser zytotoxischen Effekte wurde im Folgenden zunachst Uberprift,
welchen Einfluss die verwendeten Konzentrationen von Okadainsdure auf die basale
Expression von CYP2B1, aber auch von CYP3A1 besitzen. Dazu wurden die Expressionslevel
mittels qRT-PCR gemessen und in Relation zur Expression in der Lésungsmittelkontrolle
dargestellt (Abb. 35 A und B). Dabei zeigten sich mit steigender Okadainsdurekonzentration
geringer werdende Expressionslevel, die im Falle von CYP2B1 bei einer Konzentration von
2nM um 20 % bis hin zu 50 % bei einer Konzentration von 5nM statistisch signifikant
reduziert waren. Die Expression von CYP3A1 war in vergleichbarem MaBe reduziert, wobei
eine statistisch signifikante Reduktion der Expression bereits bei einer Konzentration von 1 nM
Okadainsdure gemessen werden konnte. Nach Vergleich des Grades der Reduktion der
CYP2B1- und CYP3A1-Expression durch Okadainsdure mit der im Resazurin-Reduktionstest
bestimmten Vitalitdt der Hepatozyten (vgl. Abb. 34) kann aufgrund der sehr &hnlichen
Reduktionswerte angenommen werden, dass die Veranderungen in der Expression der
Cytochrom-P450-Enzyme weitgehend auf die verringerte Vitalitdt der Hepatozyten
zuriickzufiihren sind.

In der Literatur finden sich zu einem Einfluss von Okadainsdure auf die basale CYP2B-
Induktion widersprichliche Ergebnisse. Wahrend Okadainsdure bei Untersuchungen von
Pustylnyak et al. (2005) in Wistar-Ratten zu einer Reduktion der basalen CYP2B1/2-Level
fuhrte, konnten Honkakoski und Negishi (1998) in Maushepatozyten dagegen keine
signifikante Beeintrachtigung der basalen Cyp2b10-Expression detektieren.
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Abbildung 35: Auswirkungen von Okadainsaure auf die basale sowie durch Phenobarbital
und Dexamethason induzierte Expression von CYP2B1 bzw. CYP3A1. mRNA-Expression von
CYP2B1 (A) und CYP3A1 (B) in Relation zur Expression in der Okadainsaure-freien Lésungsmittel-
kontrolle nach 24-stiindiger Inkubation mit Okadains&ure verschiedener Konzentrationen zwischen
0,1 und 5nM sowie nach zusétzlicher Inkubation mit 0,1 mM Phenobarbital (C) bzw. 10 uM
Dexamethason (D). MW £ SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle: *: p < 0,05
und **: p < 0,01; Vergleich zur Induktion ohne Okadainsaure: #: p < 0,05 und ##: p < 0,01.

Nach Applikation der CYP2B1- bzw. CYP3A1-Induktoren Phenobarbital und Dexamethason
ergab sich dagegen ein anderes Bild als bei der basalen Expression (Abb. 35 C und D).

Bei der durch Phenobarbital bedingten CYP2B1-Expression zeigte sich bereits bei einer
Konzentration von 0,1 nM Okadainsaure, bei welcher noch keine zytotoxischen Einfliisse zu
verzeichnen waren, eine statistisch hochsignifikante Reduktion der CYP2B1-Expression um
nahezu 60 %. Mit weiter steigenden Okadainsdurekonzentrationen wurde die Phenobarbital-
bedingte CYP2B1-Expression zunehmend verringert und ab einer Inkubation mit 2,5 nM
Okadainsaure bis auf das basale Level zurlickgedrangt (Abb. 35 C). Bereits ab einer
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Behandlung mit 1 nM Okadainsdure konnte keine signifikante Erhdéhung der CYP2B1-
Expression gegenlber der Lésungsmittelkontrolle mehr verzeichnet werden.

Eine dementsprechende Repression der nuklearen Translokation von CAR (Yoshinari et al.,
2003; Yamada et al., 2006; Pustylnyak et al., 2009) sowie die damit verbundene Inhibition der
Phenobarbital-vermittelten Induktion von CYP2B1 konnte ebenfalls bereits von Sidhu und
Omiencinski (1997) bzw. Joannard et al. (2000) in primadren Rattenhepatozyten detektiert
werden. Auch Honkakoski und Negishi (1998) sowie Kawamoto et al. (1999) konnten eine
solche Inhibition der Phenobarbital-vermittelten Cyp2b10-Expression beobachten, womit
deutlich wird, dass Okadainsdure die CAR-vermittelte Induktion von CYP2B-Isoenzymen
effektiv hemmt.

Auch bezlglich der CYP3A1-Expression durch Dexamethason konnte bereits bei 1 nM
Okadainsaure eine statistisch signifikant verringerte Induktion um nahezu 50 % festgestellt
werden (Abb. 35 D). Allerdings konnte bei einer Applikation von 0,1 bzw. 0,5nM
Okadainséure im Gegensatz zur CYP2B1-Expression noch keine Verringerung der CYP3A1-
Expression verzeichnet werden. Mit steigenden Okadainsaurekonzentrationen zeigten sich
jedoch zunehmend geringer werdende Dexamethason-bedingte Expressionslevel, welche ab
Konzentrationen von 2 nM um 67 % bis hin zu 97 % statistisch signifikant reduziert waren.

Da Dexamethason Uber den Pregnan-X-Rezeptor reguliert wird und bei einer Konzentration
von 1 nM Okadainsdure noch keine Zytotoxizitat, dafiir aber eine deutliche Reduktion der
CYP3A1-Expression vorliegt, legt dies den Schluss nahe, dass Okadainsdure ab einer
Konzentration von 1 nM auch die PXR-vermittelte Expression beeinflusst. Beim Vergleich mit
der CYP2B1-Induktion durch Phenobarbital wird allerdings aufféllig, dass die Reduktion der
CYP3A1-Expression deutlich geringer ausféllt als jene von CYP2B1 und die Okadainséure-
bedingte Inhibition von CYP3A1 abgesehen davon auch erst bei héher konzentrierten
Okadainsaure-Applikationen einsetzt. So wurde beispielsweise die CAR-vermittelte CYP2B1-
Expression nach Behandlung mit 0,5nM Okadainsiure bereits deutlich gehemmt,
wohingegen diese Applikation noch keinen Einfluss auf die CYP3A1-Expression durch den
PXR-Agonisten Dexamethason zur Folge hatte. Somit besitzt Okadainsdure zwar ebenfalls
einen Einfluss auf die durch den PXR vermittelte Induktion von Cytochrom-P450-Enzymen,
jedoch wird die Translokation von CAR und die damit verbundene Induktion der CAR-
regulierten Zielgene wesentlich starker beeintrachtigt als jene des PXR.

Dies spiegelt sich auch im Vergleich der jeweiligen ICso-Werte wider, welche fir die durch
Okadainsaure inhibierte Phenobarbital-bedingte CYP2B1-Expression bei 0,035 nM (95 %-
Konfidenzintervall: 0,012—-0,102 nM) lagen sowie fiir die Dexamethason-bedingte CYP3A1-
Expression bei 1,116 nM (95 %-Konfidenzintervall: 0,913—-1,364 nM). Auch Sidhu und
Omiecinski (1997) konnten eine konzentrationsabhangige Hemmung der Phenobarbital-
induzierten CYP2B1-Expression durch Okadainsaure feststellen (ICso: 1,5—2 nM). Aufgrund
dieses vergleichsweise wesentlich gréBeren ICs-Wertes ist anzunehmen, dass die hier
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verwendeten primaren Hepatozyten eine hdhere Suszeptibilitit gegenliiber Okadainséure
aufweisen als mit Kollagenase isolierte Hepatozyten, welche mit einer verminderten CYP2B1-
Expression einhergeht.

In der Literatur war Okadainsdure bisher nicht explizit als Inhibitor der PXR-vermittelten
Translokation bekannt, sondern vornehmlich als Hemmer der nukledren Translokation von
CAR beschrieben (Yoshinari et al., 2003; Pustylnyak et al., 2009). Eine derartige Repression
der PXR-Aktivitat bzw. der PXR-regulierten Induktion von Cyp3ai1 wurde jedoch bereits von
Ding und Staudinger (2005) in einem Reportergen-Assay bzw. in primaren Maushepatozyten
detektiert. Allerdings wurde bei nahezu allen Experimenten eine Konzentration von 100 nM
verwendet, wohingegen in unseren Experimenten bereits eine 2nM Okadainsaure-
konzentration zu zytotoxischen Effekten fihrte. Auch in mit Kollagenase isolierten
Rattenhepatozyten konnte zumeist bereits ab einer Konzentration von 10 nM Okadainsaure
eine Verringerung der Vitalitdit beobachtet werden (Joannard et al., 2000). Bei den
Untersuchungen von Ding und Staudinger (2005) war jedoch eine Uberpriifung, ob die
verwendete Konzentration von 100 nM Okadainsdure bereits an sich zelluldre Funktionen
beeinflussen kann, nicht erkennbar. Daher kann bei diesen Experimenten nicht
ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Verminderung der PXR-Aktivitéat nicht auf einer
gezielten Inhibition der PXR-Translokation erfolgt, sondern auf einer geringen Viabilitat der
Hepatozyten beruhen kénnte.

5.4.3 Einfluss von Okadainsaure auf die NDL-PCB-vermittelte Induktion von
CYP2B1 und CYP3A1

Im Folgenden sollte Gberprift werden, welchen Einfluss die verwendeten Konzentrationen von
Okadains&ure auf die NDL-PCB-vermittelte Expression der jeweiligen durch CAR bzw. PXR
regulierten Enzyme CYP2B1 und CYP3A1 besitzen.

Hierbei ergab sich fiir die durch die nicht-dioxinartigen PCBs induzierte CYP2B1-Expression
ein vergleichbares Bild zu jenem von Phenobarbital (Abb. 36). So hatte auch hier die
Behandlung der Hepatozyten mit Okadainsaure bereits bei einer Konzentration von 0,1 nM
eine signifikante Verringerung der NDL-PCB-induzierten CYP2B1-Expression zur Folge, die
nur noch das 108-Fache bis 169-Fache der basalen Expression betrug. Weiter ansteigende
Konzentrationen von Okadainsdure bewirkten dabei bei allen getesteten PCBs eine
zunehmende Abnahme der CYP2B1-Expression bis auf das basale Level, wie sie bereits flr
den prototypischen CYP2B1-Induktor Phenobarbital gezeigt werden konnte. Die
verbleibenden Expressionslevel unterschieden sich dabei bei einigen der untersuchten NDL-
PCBs bereits ab 1 nM Okadainsaure, sowie bei allen NDL-PCBs ab 2,5 nM Okadainsure
nicht mehr signifikant von der basalen CYP2B1-Expression in der DMSO-Ldésungsmittel-
kontrolle. Somit wird die NDL-PCB-vermittelte CYP2B1-Induktion in priméren Ratten-
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hepatozyten anhand der Repression der nukledren Translokation von CAR mittels
Okadainséaure vollstédndig unterdriickt.
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Abbildung 36: Auswirkungen von Okadainsdure auf die durch NDL-PCBs induzierte
Expression von CYP2B1. mRNA-Expression von CYP2B1 in Relation zur Expression in der
Okadainsaure-freien Lésungsmittelkontrolle nach 24-stlindiger Inkubation mit 10 uM der jeweiligen
NDL-PCBs ohne (-) sowie mit zuséatzlicher Inkubation von Okadainsdure verschiedener
Konzentrationen zwischen 0,1 und 5 nM. MW % SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungs-
mittelkontrolle: *: p < 0,05 und **: p < 0,01; Vergleich zur Induktion ohne Okadainsaure: #: p < 0,05
und ##: p < 0,01.

Auch bei der CYP3A1-Expression durch die NDL-PCBs zeigte sich nach Applikation von
Okadainséaure bereits ab einer Konzentration von 0,1 nM eine statistisch signifikante
Reduktion (Abb. 37). Bei dieser Konzentration sowie der nachsthéheren getesteten
Okadainsaurekonzentration von 0,5 nM spielen jedoch weder zytotoxische Effekte durch diese
Behandlung noch eine Inhibition der PXR-vermittelten CYP3A1-Induktion eine Rolle, was
dafiir spricht, dass die Regulation von CYP3A1 durch die nicht-dioxinartigen PCBs
vornehmlich dem CAR zugesprochen werden kann.

Die jeweilige CYP3A1-Hemmung bei diesen beiden Applikationen von Okadainséure fiel
allerdings im Vergleich zu jener zur CAR-vermittelten CYP2B1-Induktion mit 38 bis 75 % nicht
so stark aus wie diese, so dass generell ein Einfluss des PXR, dessen Aktivitat bis 1 nM
Okadainsdure noch nicht gehemmt wird und welcher somit bei diesen beiden
Okadainsaurekonzentrationen noch zur CYP3A1-Expression beitragen konnte, als
wahrscheinlich gilt. Hierflir spricht ebenfalls, dass der CAR-Agonist Phenobarbital im
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Gegensatz zu den NDL-PCBs bereits bei einer 0,1 nM Konzentration von Okadainsaure keine
statistisch signifikante CYP3A1-Expression mehr hervorrief sowie auBerdem die durch
Phenobarbital vermittelte CYP3A1-Induktion eine deutlich stérkere Repression erfuhr als jene
der NDL-PCBs. Bei den NDL-PCBs fiel bezlglich der Inhibition von CYP3A1 weiterhin auf,
dass diese ab einer 1 nM Okadainsaurekonzentration mit einer mutmaBlich zusatzlichen
Hemmung der PXR-regulierten Induktion héher ausfiel als bei den vorherigen
Konzentrationen, was sich auch darin widerspiegelt, dass bei 1 nM Okadainsaure lediglich
noch drei der getesteten NDL-PCBs eine statistisch signifikante CYP3A1-Expression
gegentber der Lésungsmittelkontrolle aufweisen konnten.

Dass die NDL-PCB-vermittelte CYP2B1-Expression durch Okadainsédure starker gehemmt
wird als jene von CYP3A1 lasst sich ebenfalls an den ICs-Werten erkennen. Fir alle
getesteten NDL-PCBs zeigte sich Okadainsaure mit ICso-Werten zwischen 0,035 und
0,074 nM als starker Inhibitor der CAR-vermittelten CYP2B1-Expression, wohingegen die
Hemmung der CYP3A1-Expression mit ICso-Werten zwischen 0,090 und 0,193 nM wesentlich
schwacher ausfiel.
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Abbildung 37: Auswirkungen von Okadainsdure auf die durch NDL-PCBs induzierte
Expression von CYP3A1. mRNA-Expression von CYP3A1 in Relation zur Expression in der
Okadainsaure-freien Lésungsmittelkontrolle nach 24-stlindiger Inkubation mit 10 uM der jeweiligen
NDL-PCBs ohne (-) sowie mit zusatzlicher Inkubation von Okadainsdure verschiedener
Konzentrationen zwischen 0,1 und 5 nM. MW £ SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungs-
mittelkontrolle: *: p < 0,05 und **: p < 0,01; Vergleich zur Induktion ohne Okadainsaure: #: p < 0,05
und ##: p < 0,01.
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Da bei einer Okadainsdurekonzentration von 0,5 nM bereits eine hochsignifikante Hemmung
der Aktivitédt von CAR zu verzeichnen ist, diese Konzentration jedoch noch keinen Einfluss auf
die PXR-regulierte Expression zu besitzen scheint, wurde Okadainsdure in einer
Konzentration von 0,5nM fir alle weiteren Analysen zur Proteinexpression bzw. zur
Apoptosehemmung eingesetzt. Hieraus ergibt sich die Médglichkeit, eine fir den CAR
spezifische Inhibition untersuchen zu kénnen sowie diese von einer Beeintrachtigung durch
den PXR abgrenzen zu kénnen. Des Weiteren hat eine Konzentration von 0,5 nM Okadain-
sdure den Vorteil, dass auch in nach Meredith (1988) isolierten Hepatozyten noch keine
verringerte Viabilitat der primaren Hepatozyten detektiert werden konnte.

5.4.4 Uberpriifung der Zytotoxizitit von Ketoconazol in primiren
Rattenhepatozyten

In Bezug auf eine Beeintrachtigung der CYP2B1- bzw. CYP3A1-Expression sollte zuséatzlich
zu Okadainsaure, welche vornehmlich als Inhibitor der Translokation von CAR gilt, mit
Ketoconazol weiterhin ein flir den PXR beschriebener Antagonist untersucht werden
(Takeshita et al., 2002; Mani et al., 2005; Wang et al., 2008). Hierbei setzt Ketoconazol die
jeweilige Interaktion von SMRT (Silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptor)
oder SRC-1 (Steroidrezeptor Coaktivator-1) mit dem Pregnan-X-Rezeptor nach einer
Aktivierung von diesem bis nahezu auf das basale Level wieder herab (Takeshita et al., 2002;
Huang et al., 2007). Eine Analyse von Huang et al. (2007) zu den molekularen Mechanismen
dieser Inhibition ergab, dass Ketoconazol spezifisch die Interaktion des nuklearen Rezeptors
mit Coregulatoren stért, die Bindung der jeweiligen Liganden bzw. die Rezeptor-Dimerisierung
oder DNA-Bindung dagegen allerdings nicht beeintrachtigt. Wahrend Liganden des PXR wie
Rifampicin zu einer verstarkten Interaktion zwischen SMRT oder dem Coaktivator SRC-1 und
dem PXR fihren (Takeshita et al., 2002), hat die zusatzliche Applikation von Ketoconazol eine
darauffolgende stark verminderte Interaktion des PXR mit diesen beiden Coregulatoren zur
Folge, welche so letztlich zu einer Inhibition der PXR-vermittelten Zielgene fihrt (Wang et al.,
2007; Ekins et al., 2007).

Zunachst sollte wie bereits bei Okadainsaure der Vitalititsstatus der primaren Hepatozyten
unter dem Einfluss von Ketoconazol ermittelt werden. Dazu wurden die Hepatozytenkulturen
fir 24 h mit einem Spektrum unterschiedlicher Konzentrationen von Ketoconazol inkubiert,
welche in der Literatur Ublicherweise Anwendung finden (Wang et al., 2007; Huang et al.,
2007). Ketoconazol zeigte sich dabei in den Konzentrationen 5 uM, 10 uM, 15 uM und 20 uM
als nicht zytotoxisch, fihrte jedoch bei einer Konzentration von 40 uM erstmals zu einer
signifikanten Reduktion der zellularen Vitalitat auf etwa 25 % der Lésungsmittelkontrolle (Abb.
38). Bei einer Inkubation mit 50 pM Ketoconazol wiesen die getesteten Zellkulturen lediglich
noch eine durchschnittliche Vitalitdt von unter 2 % auf. Somit weist Ketoconazol in einem
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Konzentrationsspektrum von 5 uM bis 20 uM lediglich eine geringe Zytotoxizitat auf, wahrend
Konzentrationen ab 40 uM stark zellschadigend wirken. Der daraus ermittelte 1Cso-Wert lag in
nach Meredith (1988) isolierten Hepatozyten bei 31,96 uM (95 %-Konfidenzintervall: 27,69 —
36,90 uM). Dagegen wurde in friheren Studien von Wang et al. (2007) bzw. Huang et al.
(2007) fur die verwendeten Konzentrationen von Ketoconazol bisher kein Einfluss dieser auf
die Viabilitdt der jeweiligen Zellen berichtet. Dies legt den Schluss nahe, dass nach Meredith
(1988) isolierte Rattenhepatozyten eine héhere Sensitivitdt gegeniiber Ketoconazol aufweisen
als beispielsweise Zelllinien oder humane Hepatozyten.
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Abbildung 38: Einfluss von Ketoconazol auf die Vitalitit der nach Meredith isolierten
Rattenhepatozyten. Vitalitdt der Hepatozytenkulturen entsprechend Resazurin-Reduktionstest in
Relation zur unbehandelten Lésungsmittelkontrolle nach 24-stiindiger Inkubation mit Ketoconazol
verschiedener Konzentrationen zwischen 5 und 50 pM. Behandlung mit 0,1 % Saponin als
zytotoxische Positivkontrolle. MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle:
*: p<0,05und **: p<0,01.

5.4.5 Einfluss von Ketoconazol auf die basale Induktion von CYP2B1 und
CYP3A1 sowie nach Applikation von Phenobarbital und Dexamethason

Zunachst sollte im Folgenden Uberprift werden, welchen Einfluss die verwendeten
Konzentrationen von Ketoconazol auf die basale Expression von CYP2B1 und CYP3Af1
besitzen. Dazu wurden die Expressionslevel nach 24-stindiger Inkubation der jeweiligen
Substanzen mittels gRT-PCR gemessen und in Relation zur Expression in der Lésungsmittel-
kontrolle dargestellt (Abb. 39 A und B).

Waéhrend Ketoconazol in der geringsten getesteten Konzentration von 5 uM keinen Effekt auf
die basale Expression von CYP2B1 hatte, fhrten alle h6heren Konzentrationen von 10 pM bis
50 uM zu einer signifikanten Verringerung der basalen CYP2B1-Level um etwa 67 % bis
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86 %. Dabei erfuhren die verringerten Expressionslevel auch durch die hohe Toxizitat von
Ketoconazol bei 40 uM und 50 pM keine weitere Verringerung (Abb. 39 A).

Entgegen der starken Reduktion der Expression von CYP2B1 bewirkten geringe
Konzentrationen von 5 pM bzw. 10 uM Ketoconazol zun&chst eine ca. 3-fache Steigerung der
basalen CPY3A1-Expression (Abb. 39 B). Auch mit steigender Ketoconazolkonzentration
blieben die Expressionswerte im Mittel, wenn auch nicht statistisch signifikant, gegeniiber der
Lésungsmittelkontrolle erhéht, bemerkenswerterweise sogar bei Applikation von Ketoconazol-
konzentrationen mit ausgepragter zytotoxischer Wirkung.

Dies legt den Schluss nahe, dass die basale CYP3A1-Expression durch Ketoconazol nicht
beeintrachtigt wird, sondern Ketoconazol stattdessen an sich zu einer leichten Erhéhung der
CYP3A1-Expression fuhrt. Dies deckt sich mit bisherigen Studien von Wang et al. (2007) bzw.
Huang et al. (2007), ebenso konnten auch Takeshita et al. (2002) eine etwa 8-fache Induktion
nach Applikation von 10 uM Ketoconazol in HepG2-Zellen detektieren. Entgegen dieser
Ketoconazol-bedingten gesteigerten Expression von CYP3A1 wurde die CYP2B1-Expression
bereits ab einer Konzentration von 10 pM Ketoconazol signifikant inhibiert, woraus sich ein
ICs0-Wert von 8,9 uM (95 %-Konfidenzintervall: 7,12—-11,13 uM) ergibt. Huang et al. (2007)
konnten diesbezliglich zeigen, dass Ketoconazol in Mausen die basale Aktivierung von CAR
hemmt, woraus die verminderte basale Expression von CYP2B1 resultieren kénnte.
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Abbildung 39: Auswirkungen von Ketoconazol auf die basale sowie durch Phenobarbital
und Dexamethason induzierte Expression von CYP2B1 bzw. CYP3A1. mRNA-Expression von
CYP2B1 (A) und CYP3A1 (B) in Relation zur Expression in der Ketoconazol-freien
Lésungsmittelkontrolle nach  24-stiindiger  Inkubation mit  Ketoconazol verschiedener
Konzentrationen zwischen 5 und 50 pM sowie nach zusatzlicher Inkubation mit 0,1 mM
Phenobarbital (C) bzw. 10 uM Dexamethason (D). MW £SD, n = 3, statistischer Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle: *: p < 0,05 und **: p < 0,01; Vergleich zur Induktion ohne Ketoconazol (-):
#: p< 0,05 und ##: p<0,01.

Die durch Phenobarbital induzierte CYP2B1-Expression, welche unter Kontrollbedingungen
um etwa das 325-Fache gegenlber der Lésungsmittelkontrolle erhéht war, erfuhr durch
Ketoconazol in allen Konzentrationen eine signifikante Reduktion (Abb. 39 C). Beginnend bei
einer nur noch 103-fachen Expression unter 5 uM Ketoconazol war bei 10 uM bereits nur noch
eine im Mittel 11-fach erhéhte Expression zu verzeichnen, die nicht mehr statistisch signifikant
gegenuber der basalen Expression erhdéht war. Weiter ansteigende Konzentrationen von
Ketoconazol reduzierten die Phenobarbital-bedingte CYP2B1-Expression bis auf das basale
Level.
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CYP3A1, dessen Expression durch Dexamethason unter Kontrollbedingungen eine etwa 125-
fache Induktion erfuhr, wurde in seiner Expression durch 5 uM und 10 pM Ketoconazol nicht
signifikant beeinflusst (Abb. 39 D). Die Tatsache, dass die Inkubation mit Ketoconazol bei
diesen Konzentrationen nach 24 Stunden zu einer Verdreifachung der basalen CYP3A1-
Expression flhrte, ist bei der Bewertung der CYP3A1-Expressionswerte nach Zugabe von
Dexamethason jedoch zu bericksichtigen. Auch wenn Ketoconazol bei dieser Versuchsreihe
vor der Zugabe von Dexamethason nur fir eine Stunde vorinkubiert wurde, so kénnte dies
dennoch zu einer leichten Erhéhung der basalen CYP3A1-Expression zum Zeitpunkt der
Zugabe von Dexamethason geflhrt haben. Unter dieser Annahme wirden die basalen
Bezugspunkte fir die CYP3A1-Expression nach Vorinkubation mit 5puM bzw. 10 uM
Ketoconazol Uber denen der Loésungsmittelkontrolle liegen, weshalb die nach der
Dexamethason-Applikation gemessenen mRNA-Level entsprechend nach unten Kkorrigiert
werden missten. Somit kénnte die durch Dexamethason induzierte Expression auch bereits
bei 5 uM bzw. 10 uM Ketoconazol gegeniber der Dexamethason-Kontrolle ohne Ketoconazol
reduziert sein. Allerdings darf hierbei auch nicht vernachlassigt werden, dass keine Daten
darlUber vorliegen, ob sich Ketoconazol zusammen mit einem Agonisten des PXR noch
gleichermaBen oder ahnlich induzierend auf die CYP3A1-Induktion auswirkt wie bei alleiniger
Applikation.

Nach Behandlung mit einer 15 uM Lésung war die CYP3A1-Expression auf etwa ein Drittel
der Expression unter Kontrollbedingungen abgesunken, mit h6heren Konzentrationen nahm
die nachweisbare CYP3A1-mRNA auf nur noch etwa das 3-Fache der basalen Expression in
der Lésungsmittelkontrolle ab. Da die basale CYP3A1-Expression ab einer Konzentration von
20 uM Ketoconazol nicht mehr in hohem MaBe erhéht war, bedirfen die Dexamethason-
bedingten Expressionswerte von CYP3A1 bei diesen Ketoconazolkonzentrationen mit hoher
Wahrscheinlichkeit keiner Korrektur.

Ahnlich wie bei unseren Ergebnissen mit Dexamethason konnten Huang et al. (2007) in
HepG2-Zellen bzw. humanen Hepatozyten beobachten, dass eine zeitgleiche Ketoconazol-
Inkubation die vorherige CYP3A4-Induktion sowohl durch Rifampicin als auch durch Paclitaxel
signifikant inhibiert. Zusatzlich konnte mittels eines Luciferase-Assays auch eine Ketoconazol-
bedingte Hemmung der Corticosteron-induzierten Aktivierung des humanen PXR detektiert
werden (Takeshita et al.,, 2002). Bei diesen bisherigen Arbeiten wurde jedoch die leicht
erhdhte basale CYP3A4-Induktion durch Ketoconazol nicht mit einbezogen, um die jeweilige
Ketoconazol-bedingte Hemmung der CYP3A4-Induktion in Verbindung mit einem PXR-
Agonisten zu ermitteln. Daher kann auch hier nicht ausgeschlossen werden, dass die
Normierung auf die Lésungsmittelkontrolle bei beispielsweise mittels gRT-PCR gewonnenen
Daten zu einer Unterschatzung der Ketoconazol-bedingten Inhibition der CYP3A4-Expression
gefihrt haben kénnte.
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Weiterhin ist bemerkenswert, dass eine Applikation von Ketoconazol allein zu einer leicht
erhdéhten CYP3A1-Induktion fihrt (Abb. 39 B), Ketoconazol in Kombination mit einem PXR-
Agonisten allerdings die durch diesen bedingte Induktion von CYP3A1 nahezu bis auf das
basale Level antagonisiert (Abb. 39 D). Aus diesem Grund wird Ketoconazol in der Literatur
haufig auch als ,activating antagonist® bezeichnet (Wang et al., 2007). Dabei konnte von
Takeshita et al. (2002) nachgewiesen werden, dass die Ketoconazol-bedingte Hemmung des
PXR auf einer Stérung der Interaktion von diesem mit dem Cofaktor SRC-1 beruht. Da flr eine
Aktivierung von CAR derselbe Cofaktor benétigt wird, legt dies die Vermutung nahe, dass
Ketoconazol auch die CAR-vermittelte Regulation von Zielgenen beeinflussen kdnnte. Neben
unseren Ergebnissen, die sowohl eine basale als auch eine Hemmung der CYP2B1-
Expression nach Phenobarbital-Applikation durch Ketoconazol belegen (Abb. 39 A und C),
konnte zudem von Huang et al. (2007) eine Ketoconazol-bedingte Inhibition des humanen
CAR nach Applikation von Phenobarbital beobachtet werden. Weiterhin konnten die Autoren
zeigen, dass Ketoconazol in M&usen sowohl die basale als auch die durch TCPOBOP (1,4-
Bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzen) induzierte Aktivierung von CAR hemmt.

Die Beeintrachtigung der CAR-vermittelten Regulation scheint hierbei starker betroffen zu sein
als die des PXR, was sich auch darin widerspiegelt, dass die CYP2B1-Expression friiher
durch Ketoconazol inhibiert wird als jene von CYP3A1. Der ICso-Wert fiir die Ketoconazol-
bedingte Hemmung der Phenobarbital-induzierten CYP2B1-Induktion lag bei 4,09 uM (95 %-
Konfidenzintervall: 3,21-5,20 uM), wahrend dieser fir die Dexamethason-induzierte
CYP3A1-Induktion 13,41 pM (95 %-Konfidenzintervall: 12,75—14,11 uM) betrug. Ahnliche
Ergebnisse erzielten Wang et al. (2007) in humanen Hepatozyten bezuglich ihrer ICso-Werte
fir die Ketoconazol-bedingte Inhibition nach einer Induktion der jeweiligen Cytochrom-P450-
Enzyme durch Rifampicin. Wahrend der I1Cso-Wert fiir die Ketoconazol-bedingte Inhibition der
Rifampicin-induzierten CYP3A4-Expression mit 13,4 £ 1,12 uM nahezu identisch zu unserem
ist, war der 1Cso-Wert fur die CYP2B6-Expression mit 9,7 £ 4,18 uM mehr als doppelt so hoch.
Aufgrund dieser Diskrepanz kann angenommen werden , dass unsere nach Meredith (1988)
isolierten Rattenhepatozyten eine hdhere Sensitivitdit gegentber einem Einfluss von
Ketoconazol in Bezug auf die CAR-vermittelte Regulation aufweisen als humane Hepatozyten.

5.4.6 Einfluss von Ketoconazol auf die NDL-PCB-vermittelte Induktion von
CYP2B1 und CYP3A1

Im Folgenden sollten die Auswirkungen einer 5 uM bzw. 10 uM Konzentration von Keto-
conazol auf die Expression von CYP2B1 und CYP3A1 bei zeitgleicher Applikation der nicht-
dioxinartigen PCBs ermittelt werden (Abb. 40).
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Abbildung 40: Auswirkungen von Ketoconazol auf die durch NDL-PCBs induzierte
Expression von CYP2B1 und CYP3A1. mRNA-Expression von CYP2B1 und CYP3A1 in Relation
zur Expression in der Ketoconazol-freien Lésungsmittelkontrolle nach 24-stiindiger Inkubation mit
10 uM der jeweiligen NDL-PCBs sowie zusétzlicher Inkubation mit Ketoconazol verschiedener
Konzentrationen (5 und 10 uM). MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Losungsmittelkontrolle:
*: p<0,05 und *™: p<0,01; Vergleich zur Induktion ohne Ketoconazol (-): #: p<0,05 und
##:p < 0,01.

Wie bei der Induktion von CYP2B1 durch Phenobarbital, die durch bereits geringe
Konzentrationen von Ketoconazol stark gehemmt wurde, erfuhr auch die Induktion von
CYP2B1 durch die NDL-PCBs bei Zugabe kleinster Konzentrationen eine starke Hemmung
(Abb. 40 A). So reduzierte sich die CYP2B1-Expression durch die NDL-PCBs unter dem
Einfluss von 5 uM Ketoconazol im Schnitt um etwa 80 %, sowie nach Zugabe von 10 uM
Ketoconazol um mehr als 95 %.

Demgegenlber erfuhr die durch die nicht-dioxinartigen PCBs induzierte Expression von
CYP3A1 durch die Zugabe von 5 uM Ketoconazol bei allen PCBs eine mittlere Steigerung um
etwa 25 %, die bei allen PCBs statistisch signifikant ausfiel (Abb. 40 B). Eine Verdopplung der
Ketoconazolkonzentration bewirkte wiederum bei allen NDL-PCBs eine signifikante Abnahme
der CYP3A1-Expression im Vergleich zur Ketoconazol-freien Messung. Beziglich der
verbliebenen CYP3A1-Expression ist zudem die Diskrepanz der NDL-PCBs zum CAR-
Agonisten Phenobarbital auffallig, bei welchem die Werte sowohl bei der basalen Induktion als
auch nach Applikation von 5 uM bzw. 10 uM Ketoconazol mit einer etwa 5-fachen CYP3A1-
Expression jeweils nahezu identisch bleiben. Dies ist bei der 5 uM bzw. 10 uM Applikation von
Ketoconazol vermutlich dadurch bedingt, dass sich der Effekt der etwa 3-fach erhdhten
CYP3A1-Expression durch Ketoconazol an sich bei diesen beiden Konzentrationen mit jenem
der Ketoconazol-bedingten Hemmung der CAR-regulierten CYP3A1-Induktion gegenseitig
aufhebt.
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Auch bei der Hemmung der NDL-PCB-bedingten CYP3A1-Induktion sind wieder wie auch bei
Dexamethason die erhdhten Expressionswerte durch Ketoconazol an sich zu berlcksichtigen,
so dass Ketoconazol auch bereits bei einer Konzentration von 5 uM zu einer entsprechenden
Hemmung der CYP3A1-Expression flhren kénnte. Fir diese Tatsache spricht, dass die
CYP3A1-Induktion durch die nicht-dioxinartigen PCBs vornehmlich Gber den CAR reguliert
wird, die CAR-vermittelte Induktion, wie aus der entsprechenden CAR-regulierten CYP2B1-
Expression ersichtlich, auch bereits bei einer 5 uM Ketoconazolkonzentration hochsignifikant
gehemmt wird, die CYP3A1-Expression sich dagegen bei dieser Konzentration jedoch nicht im

erwarteten MafB3e verringert.

5.4.7 Effekt von Okadainsaure und Ketoconazol auf die basale Protein-
expression von CYP2B1 und CYP3A1

Zunachst wurde mittels immunzytochemischer Farbungen an priméren Rattenhepatozyten
Uberprift, ob sich die auf mMRNA-Ebene gezeigten Veranderungen der CYP2B1- und CYP3A1-
Expression durch Okadainsdure und Ketoconazol auch in der Proteinexpression
widerspiegeln. Dazu wurden die Hepatozyten unter identischen Bedingungen mit
Okadainséure und Ketoconazol inkubiert und die Zellen nach der Fixierung in der Kulturschale
mittels einer Antikérperfaroung gegen CYP2B1, CYP3A1 sowie den Markern Phalloidin fir
das Aktin-Zytoskelett und dem Nukleus-Marker Hoechst 33342 geféarbt.

Die Inkubation der Zellen mit der Ldésungsmittelkontrolle DMSOQO resultierte wie bereits in
friiheren Versuchsreihen in keiner sichtbaren Farbung der Hepatozyten gegen CYP2B1 (Abb.
41 A). Auch die Inkubation mit Okadainsaure (0,5nM) fiihrte nicht zu einer sichtbaren
Veranderung der CYP2B1-Expression auf Proteinebene, ebenso wie die Applikation von
10 uM Ketoconazol. Weiterhin konnte durch die Behandlung mit den beiden Testsubstanzen
keine Veranderung der Zelldichte, Zellstruktur bzw. Morphologie der Kerne festgestellt
werden.

Auch die Farbung mit dem CYP3A1-Antikdrper in den mit 0,5 nM Okadainsaure behandelten
Hepatozytenkulturen lie3 keine sichtbaren Veranderungen der CYP3A1-Farbung gegenlber
der DMSO-Kontrolle erkennen (Abb. 41 B). Demgegenuber bewirkte Ketoconazol in der
eingesetzten Konzentration von 10uM eine sichtbare CYP3A1-Antikdrperfarbung im
gesamten Zytosol der Hepatozyten. Dabei stachen einige der Zellen, wie bereits bei den
Farbungen nach Behandlung mit Dexamethason oder den NDL-PCBs, mit einer intensiveren
Farbung hervor.

Somit folgt die Entwicklung der Proteinexpression von CPY3A1 nach Inkubation mit
Okadains&ure und Ketoconazol weitgehend der mRNA-Expression von CYP3A1, welche nach
Applikation von Ketoconazol eine anndhernde Verdreifachung des basalen mRNA-Levels
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zeigte, wahrend Okadainsdure keine signifikante Verédnderung der CYP3A1-Expression

hervorrief.

A

DMSO Okadainsaure Ketoconazol

F-Aktin

CYP2B1

Uberlagerung

B DMSO Okadainsaure Ketoconazol

CYP3A1 F-Aktin

Uberlagerung

Abbildung 41: Einfluss von Okadainsidure und Ketoconazol auf die basale CYP2B1- und
CYP3A1-Proteinexpression. Immunzytochemische Farbung des Aktin-Zytoskeletts (F-Aktin) mit
Rhodamin-Phalloidin (1. Zeile) sowie einem Antikdrper gegen CYP2B1 (A) bzw. CYP3A1 (B,
jeweils zweite Zeile) nach Inkubation mit der Lésungsmittelkontrolle DMSO sowie Okadainséure
(0,5 nM) und Ketoconazol (10 uM). Uberlagerung der CYP2B1- bzw. CYP3A1-Farbung und der F-
Aktin-Farbung sowie den mittels Hoechst 33342 markierten Zellkernen (3. Zeile).
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5.4.8 Effekt von Okadainsdaure und Ketoconazol auf die Induktion der
CYP2B1-Proteinexpression durch Phenobarbital und NDL-PCBs

Um die Wirkung von Okadainsaure und Ketoconazol auf die Induktion der Proteinexpression
von CYP2B1 durch verschiedene Agonisten zu testen, wurden die Zellkulturen entsprechend
den Analysen zur mRNA-Expression nach einstiindiger Vorinkubation mit Okadainsaure bzw.
Ketoconazol fir weitere 24 Stunden mit Phenobarbital oder den PCBs 52 und 153 inkubiert.

Die markante Induktion von CYP2B1 durch Phenobarbital, die sich in den immun-
zytochemischen Farbungen in intensiv gefarbten Zellen bemerkbar machte (Abb. 42), wurde
bei vorheriger Applikation von 10 uM Ketoconazol in sehr starkem MaBBe gehemmt, so dass
sich die Farbung von CYP2B1 nicht von der Expression in der L&sungsmittelkontrolle
unterschied. Auch bei Zugabe von 0,5 nM Okadainsdure nahm die Intensitat der Farbung in
den Hepatozyten signifikant gegenlber der reinen Phenobarbital-Inkubation ab, wobei die
Hemmung durch Okadainsdure schwéacher erschien als die durch Ketoconazol

hervorgerufene.

PB + PB +
PB Okadainsaure Ketoconazol

CYP2B1 F-Aktin

Uberlagerung

Abbildung 42: Beeinflussung der Phenobarbital-induzierten CYP2B1-Proteinexpression
durch Okadainsdure und Ketoconazol. Immunzytochemische Farbung von CYP2B1 (2. Zeile)
nach Inkubation mit Phenobarbital (0,1 mM) sowie nach vorheriger Behandlung mit Okadainsaure
(0,5 nM) und Ketoconazol (10 uM). Lokalisation der Zellen mittels Farbung von F-Aktin (jeweils 1.
Zeile) sowie Uberlagerung der beiden Farbungen mit einer Farbung der Zellkerne (3. Zeile).
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Die Induktion der CYP2B1-Proteinexpression durch die PCBs 52 und 153, welche fir diese
Untersuchung als Vertreter fir die nicht-dioxinartigen PCBs ausgewahlt wurden, wurde durch
Okadainsaure in &hnlich starkem MaBe gehemmt wie die durch Phenobarbital induzierte
Expression (Abb. 43). Wahrend sich die Intensitat der Proteinfarbung nach Inkubation mit
Okadainséure bei den mit PCB 52 behandelten Kulturen kaum von jener der unbehandelten
Kontrolle (0,5 % DMSO) unterschied, war bei den mit PCB 153 behandelten Kulturschalen ein
etwas stérkeres residuales Fluoreszenzsignal zu erkennen, welches sich deutlich von dem in
der Lésungsmittelkontrolle (vgl. Abb. 41, DMSO) abhob. Diese Beobachtung deckt sich mit
den Ergebnissen der mRNA-Analyse, bei der die messbare CYP2B1-Expression nach Einsatz
von Okadains&ure in den mit PCB 153 behandelten Proben etwa 36 % hdher war als jene in
mit PCB 52 inkubierten Proben (vergleiche 5.4.3).

Auch die Inkubation der primédren Hepatozyten mit 10 uM Ketoconazol hemmte die Induktion
der CYP2B1-Proteinexpression durch PCB 52 und 153 deutlich, wobei auch hier die Farbung
in den mit PCB 153 behandelten Kulturen stérker war als in jenen, welche mit PCB 52
behandelt wurden. Beim abschlieBenden Vergleich zwischen Okadainsdure und Ketoconazol
erschien die Hemmung durch Okadainsdure wiederum wie auch bereits bei der mRNA-
Expression geringer ausgepragt als jene durch Ketoconazol hervorgerufene.
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Abbildung 43: Hemmung der durch PCB 52 und 153 induzierten CYP2B1-Proteinexpression
durch Okadainsdure und Ketoconazol. Immunzytochemische Farbung von CYP2B1 (2. Zeile)
nach Inkubation mit 10 uM PCB 52 (A) bzw. PCB 153 (B) sowie nach vorheriger Behandlung mit
Okadainsaure (0,5 nM) und Ketoconazol (10 uM). Lokalisation der Zellen mittels Farbung von
F-Aktin (jeweils 1. Zeile) sowie Uberlagerung der beiden Farbungen mit einer Farbung der
Zellkerne (3. Zeile).
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5.4.9 Effekt von Okadainsaure und Ketoconazol auf die Induktion der
CYP3A1-Proteinexpression durch Dexamethason und NDL-PCBs

Die Inkubation von primdren Hepatozyten mit Dexamethason Uber 24 Stunden, die unter
Kontrollbedingungen ein signifikantes Fluoreszenzsignal des CYP3A1-Antikérpers in allen
Zellen der Kulturschale hervorrief, wurde durch eine einstiindige Vorinkubation der
Hepatozyten mit Okadainsaure nicht wesentlich verandert (Abb. 44). Das Expressionsmuster
von CYP3A1 auf Proteinebene unter dem Einfluss von Okadainséaure folgt somit weitgehend
der Dexamethason-induzierten mRNA-Expression, welche durch 0,5 nM Okadainsaure noch
keine signifikante Veranderung erfuhr.

Die Inkubation mit 10 uM Ketoconazol bewirkte dagegen eine signifikante Abnahme der durch
Dexamethason vermittelten CYP3A1-Expression im Vergleich zur Ketoconazol-freien
Messung. Dies steht im Widerspruch zu den gewonnen mRNA-Ergebnissen, bei welchen die
CYP3A1-Expression durch Dexamethason infolge einer zusétzlichen Ketoconazol-Applikation
nicht beeinflusst wurde, wobei hier wiederum die erhdhten CYP3A1-Expressionswerte durch
Ketoconazol an sich zu bericksichtigen sind. Unter dieser Annahme wuirden die basalen
Bezugspunkte fir die CYP3A1-mRNA-Expression nach Vorinkubation mit Ketoconazol tber
denen der L&sungsmittelkontrolle liegen, weshalb die nach der Dexamethason-Applikation
gemessenen mMRNA-Level entsprechend nach unten Kkorrigiert werden muissten. Unter
Beachtung dieses Aspekis legt dies den Schluss nahe, dass auch die PXR-vermittelte
Induktion von CYP3A1 bereits bei einer Ketoconazolkonzentration von 10 uM eine
entsprechende Hemmung erfahrt. In &hnlichen Untersuchungen konnte ebenfalls demonstriert
werden, dass eine zeitgleiche Applikation von Ketoconazol die durch Paclitaxel und Rifampicin
hervorgerufenen erhdhten CYP3A4-Proteinlevel wieder anndhernd auf das basale Level
zurtickfihrte (Huang et al., 2007).
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Abbildung 44: Beeinflussung der Dexamethason-induzierten CYP3A1-Proteinexpression
durch Okadainsdure und Ketoconazol. Immunzytochemische Farbung von CYP3A1 (2. Zeile)
nach Inkubation mit 10 uM Dexamethason sowie nach vorheriger Behandlung mit Okadainsaure
(0,5 nM) und Ketoconazol (10 uM). Lokalisation der Zellen mittels Farbung von F-Aktin (jeweils 1.
Zeile) sowie Uberlagerung der beiden Farbungen mit einer Farbung der Zellkerne (3. Zeile).

Des Weiteren wurde die Expression von CYP3A1 nach Inkubation mit den beiden
reprasentativen NDL-PCBs 52 und 153 untersucht (Abb. 45 A und B). Wie bereits bei den
immunzytochemischen Farbungen zur Untersuchung der Effekte der CAR- und PXR-siRNA
war die Intensitat der CYP3A1-Farbung nach 24-stiindiger Inkubation mit PCB 52 gegentiber
der Inkubation mit PCB 153 signifikant schwacher ausgepragt. In beiden Féllen bewirkte eine
einstindige Vorinkubation mit Okadainsdure bzw. Ketoconazol eine starke Reduktion des
Fluoreszenzsignals von CYP3A1 in den Hepatozyten, so dass die Regulation von CYP3A1
durch die nicht-dioxinartigen PCBs vornehmlich dem CAR zugesprochen werden kann. Dabei
war die verbleibende Expression von CYP3A1 zwischen den Inkubationen mit PCB 52 und
PCB 153 in etwa vergleichbar, erschien bei beiden PCBs in den mit Ketoconazol behandelten
Zellkulturen jedoch etwas geringer als in den mit Okadainsaure behandelten Proben.
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Abbildung 45: Hemmung der durch die PCBs 52 und 153 induzierten CYP3A1-
Proteinexpression durch Okadainsdure und Ketoconazol. Inmunzytochemische Farbung von
CYP3A1 (2. Zeile) nach Inkubation mit 10 uM PCB 52 (A) bzw. PCB 153 (B) sowie nach vorheriger
Behandlung mit Okadains&ure (0,5 nM) und Ketoconazol (10 uM). Lokalisation der Zellen mittels
Farbung von F-Aktin (jeweils 1. Zeile) sowie Uberlagerung der beiden Farbungen mit einer
Farbung der Zellkerne (3. Zeile).
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5.5 Einfluss eines aktivierten PXR auf die CYP2B1-Expression und von
CAR-Induktoren auf die CYP3A1-Expression

Wahrend die CAR-siRNA den CYP2B1-induzierenden Effekt von Phenobarbital und den NDL-
PCBs erwartungsgemaB anndhernd vollstdndig blockieren konnte, flihrte gegenteilig die
Behandlung mit der PXR-siRNA im Schnitt mindestens zu einer Verdopplung der CYP2B1-
Induktion (vgl. Abb. 25 und 27). Die Tatsache, dass der Knockdown des PXR eine erhéhte
Induzierbarkeit der CAR-regulierten CYP2B1-Expression zur Folge hatte, deutet auf eine
Beeintrachtigung dieser Induktion durch das Vorhandensein des PXR hin bzw. lasst eine
mogliche Konkurrenz dieser beiden Rezeptoren vermuten.

Um diesbezliglich néher zu beleuchten, ob ein aktivierter PXR einen Einfluss auf die CAR-
vermittelte Expression hat und umgekehrt, wurden im folgenden Versuch CAR- und PXR-
Induktoren gleichzeitig inkubiert und jeweils die CYP2B1- bzw. die CYP3A1-Expression
gemessen. Ein Vergleich mit den jeweiligen Induktoren allein ermdglicht eine Aussage
darlber, ob die aktivierten Rezeptoren einen Effekt auf die jeweilige CYP-Expression durch
den anderen Rezeptor besitzen (Abb. 46).
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Abbildung 46: Einfluss von Dexamethason auf die CYP2B1-Expression und von CAR-
Induktoren auf die CYP3A1-Expression. Expression von CYP2B1 (A) und CYP3A1 (B) in
Relation zur Expression in der Lésungsmittelkontrolle nach Inkubation mit 10 uM PCB 52, 10 uM
PCB 153 sowie 0,1 mM Phenobarbital mit (+) bzw. ohne (=) gleichzeitige Zugabe von 10 uM
Dexamethason. MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich zur DMSO-Kontrolle: *: p < 0,05 und
**: p<0,01; statistischer Vergleich zur jeweiligen Inkubation ohne Dexamethason (A) bzw.
Vergleich zu alleinig mit Dexamethason behandelten Zellen (B): #: p < 0,05 und ##: p < 0,01.

Die alleinige Applikation von 0,1 mM Phenobarbital sowie 10 uyM PCB 52 und PCB 153
stellvertretend fir die Gruppe der NDL-PCBs vermochte jeweils eine 407-, 295- bzw. 538-
fache Erhdéhung der CYP2B1-Expression zu induzieren (Abb. 46 A). Bei zusétzlicher
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Inkubation mit dem PXR-Agonisten Dexamethason wurde die CYP2B1-Expression durch PCB
52, PCB 153 oder Phenobarbital hingegen annahernd vollstandig blockiert. So betrugen die
CYP2B1-mRNA-Level mit dem 9-, 10- bzw. 7-Fachen der basalen Induktion nur noch maximal
3 % der CYP2B1-Expression ohne Dexamethason-Zugabe. Diese Ergebnisse stehen in
Ubereinstimmung mit jenen von Kocarek und Reddy (1998), die in primaren Ratten-
hepatozyten ebenfalls eine Suppression der Phenobarbital-induzierten CYP2B1/2-Expression
infolge einer zusatzlichen Inkubation mit 10 uyM Dexamethason zeigen konnten. Ein
vorhandener bzw. aktivierter PXR scheint die CAR-vermittelte CYP2B1-Expression also
effektiv zu inhibieren.

Demgegenlber konnten PCB 153 und Phenobarbital die unter Kontrollbedingungen etwa 150-
fache CYP3A1-Induktion durch 10 uM Dexamethason nur um etwa 33 % reduzieren, wahrend
die Zugabe von 10 uM PCB 52 sogar nur eine Reduktion der Dexamethason-induzierten
CYP3A1-Expression um 25 % herbeiflhrte. Die nur in geringem MaBe durch Phenobarbital
oder die NDL-PCBs gehemmte Dexamethason-induzierte CYP3A1-Expression deutet auf eine
nur maRige Regulation der PXR-vermittelten zellularen Effekte durch einen aktivierten CAR
hin. Wahrend der PXR die CAR-vermittelte CYP2B1-Expression also effektiv inhibiert, scheint
eine Beeinflussung der PXR-regulierten Expression durch den CAR nicht im selben MaBe
gegeben zu sein.

Da bisher keine direkten Interaktionen zwischen den beiden Rezeptoren gezeigt werden
konnten, kommen als Ausldser dieser Beeintrachtigung bzw. Interaktion vor allem indirekte
Mechanismen in den Signalkaskaden der beiden Rezeptoren in Frage. Dabei kénnte der
aktivierte PXR beispielsweise einen Wettbewerb mit dem CAR am CYP2B1-Promotor
eingehen und eine Bindung von CAR an diesen antagonisieren; ein Mechanismus, der bereits
fir einige nukledre Rezeptoren gezeigt werden konnte, welche die basalen und induzierten
Expressionslevel mehrerer Cytochrom-P450-Gene durch eine kompetitive Interaktion mit den
beteiligten responsiven Elementen beeinflussen (Drocourt et al., 2002). Uber den PXR ist
hierbei bekannt, dass er an die DR4-Motive des CYP2B6-Promotors sowie an die ER6-
Elemente des CYP3A4-Promotors gleichermaBen bindet (Wang und Tompkins, 2008).
Demgegenilber bevorzugt das CAR/RXR-Heterodimer die ,CAR-regulierten* DR4-Elemente,
wohingegen die ,PXR-regulierten® ER6-Elemente in der Promotorregion von CYP3A
wesentlich schwacher erkannt werden (Faucette et al., 2006; Molnar et al., 2013). Dies kénnte
auch die aufgetretene Diskrepanz erklaren in Bezug auf die Tatsache, dass der CAR die PXR-
regulierte Expression nicht im selben MaBe beeintrachtigt wie der PXR die CAR-vermittelte
Expression.

Auf der anderen Seite kdnnte auch eine Konkurrenz der beiden Rezeptoren um gemeinsame
Cofaktoren wie z. B. SRC-1 eine Rolle spielen, welche fur die jeweilige Aktivierung dieser
beiden Rezeptoren vonndten sind. Diesbeziiglich haben detaillierte Untersuchungen von Saini
et al. (2005) ergeben, dass der Liganden-freie PXR von Cofaktoren wie SRC-1 bevorzugt wird
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und diese von CAR zu sich herliberziehen kann, um so Uber die Aktivitdt von CAR zu
dominieren. Hierauf basierend unterdriickt der Liganden-freie PXR sowohl die basale als auch
die Liganden-induzierte Aktivitdit von CAR, da er in der Lage ist, die Liganden-unabhangige
Interaktion von SRC-1 und CAR zu stéren. Allerdings kann hierbei nicht ganzlich
ausgeschlossen werden, dass auch Corepressoren in diese regulatorischen Prozesse
involviert sein kénnten (Saini et al., 2005; Pavek, 2016).

Spatere Untersuchungen von Wahlang et al. (2016) bestatigen unsere Ergebnisse hinsichtlich
dessen, dass die durch Aroclor 1260 stimulierte Cyp2b10-Expression in PXR-Knockout-
Mausen im Vergleich zu jener in Wildtyp-Mausen deutlich hochreguliert wird. Die Autoren
schlossen daraus, dass die erhéhten basalen und Aroclor-stimulierten Cyp2b10-Level auf
einem Verlust der PXR-vermittelten Repression der durch CAR regulierten Effekte beruhen.
Wahrend somit auch von Wahlang et al. (2016) eine Inhibition der CAR-vermittelten
Expression durch den PXR detektiert werden konnte, hatte im Gegenzug ein zeitgleiches
Vorhandensein des CAR in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen wiederum keine

nennenswerten Effekte auf die basale PXR-Expression.

5.6 Zusammenfassendes Modell beziiglich der Rezeptor-abhéngigen
Induktion von CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital,
Dexamethason und NDL-PCBs

Einen kurzen Uberblick Uber die Induktionswege von CYP2B1 und CYP3A1 durch
Phenobarbital, Dexamethason sowie die nicht-dioxinartigen PCBs bietet das nachfolgende
Modell (Abb. 47), in welchem die jeweilige Beteiligung der beiden Rezeptoren CAR und PXR
noch einmal zusammengefasst wird.

Die Induktion von CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital wird hierbei vornehmlich Gber
den CAR vermittelt, wéhrend dem PXR fir diese Induktionen bestenfalls eine geringe Rolle
zugesprochen werden kann. Die CYP3A1-Expression durch Dexamethason wird dagegen
Uberwiegend Uber den Pregnan-X-Rezeptor reguliert, wobei eine Induktion von CYP2B1 durch
Dexamethason bzw. ein Einfluss des CAR diesbezlglich nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 47: Schematisches Modell beziiglich der Rezeptor-abhédngigen Induktionswege
von CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital, Dexamethason und die nicht-dioxinartigen
PCBs in priméren Rattenhepatozyten. (modifiziert nach Géahrs et al., 2013)

Die durch die NDL-PCBs vermittelte Expression von CYP2B1 wird hingegen wiederum &hnlich
wie bei Phenobarbital Gberwiegend Uber den CAR reguliert, jedoch unterscheidet sich die
Induktion von CYP3A1 durch die NDL-PCBs von jener durch Phenobarbital. Zum einen fallt
die CYP3A1-Expression durch die NDL-PCBs im Gegensatz zu jener von Phenobarbital
signifikant héher aus und wird im Falle der NDL-PCBs ebenfalls zu einem groBen Teil Uber
den CAR reguliert, zum anderen wird diese Induktion allerdings teilweise auch Uber den PXR
vermittelt. Zumindest in Bezug auf die CYP3A1-Expression scheinen sich die nicht-
dioxinartigen PCBs von einer klassischen Induktion vom Phenobarbital-Typ abzugrenzen.
Zudem vermag der PXR die CAR-regulierte Expression durch Phenobarbital sowie die NDL-
PCBs effektiv zu stéren, wohingegen der CAR keinen solch starken Einfluss auf die PXR-
vermittelte CYP3A1-Expression durch Dexamethason zu besitzen scheint.

5.7 Einfluss von Phenobarbital, Dexamethason und NDL-PCBs auf die
induzierte Apoptose und die Kanzerogenese

Viele Induktoren der Cytochrom-P450-Enzyme wie z. B. Phenobarbital oder TCDD weisen
neben ihrem Einfluss auf den Fremdstoffmetabolismus ebenfalls regulierende Eigenschaften
in Bezug auf Wachstum oder Apoptose auf (Schulte-Hermann et al., 1990; Wérner und
Schrenk, 1996). Die hieraus resultierende Beeinflussung zahlreicher zellularer Prozesse fihrt
beispielsweise zu adaptiven Veranderungen wie Hypertrophie bzw. Hyperplasie der Leber,
zudem fungieren solche Verbindungen haufig als potente Tumorpromotoren in der Rattenleber
(Hemming et al., 1993; Bursch et al., 1984; Bohnenberger et al., 2001). Aus diesem Grund
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wird die Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme nach wie vor haufig mit der
Entstehung von Krebs in Verbindung gebracht (Rodriguez-Antona und Ingelman-Sundberg,
2006).

Bei der Kanzerogenese bzw. der Tumorpromotion hat sich dabei insbesondere die Apoptose
als entscheidender Faktor herauskristallisiert (Schulte-Hermann et al., 1993). Unterbleiben
nach einem eingetretenen Zellschaden sowohl die Reparatur als auch die Auslésung der
Apoptose, so wird die daraus resultierende Mutation infolge einer Zellteilung irreversibel an die
Tochterzellen weitergegeben (Lutz, 1990). Insbesondere Mutationen in Genen, welche fir die
Kontrolle des Zellzyklus oder die Zellteilung verantwortlich sind, haben sich dabei als
folgenreich erwiesen (Pitot, 1993), da initierte Zellen durch die Mdoglichkeit einer
unkontrollierten Vermehrung einen entsprechenden Wachstumsvorteil erlangen kénnen. Der
Wirkmechanismus vieler Tumorpromotoren beruht hierbei unter anderem auf der gezielten
Hemmung der Apoptose, so dass die Einwirkung tumorpromovierender Substanzen zu einer
selektiven Vermehrung dieser initiierten Zellen und somit zu einem Fortschreiten in die
Malignitat fihrt (Bursch et al., 1984; Stinchcombe et al., 1995).

Zu solchen tumorpromovierenden Substanzen gehdren beispielsweise Phenobarbital oder
TCDD (Schrenk et al., 1994; Kolaja et al., 1996b), aber auch Gemische polychlorierter
Biphenyle bzw. einige Einzelverbindungen dieser haben sich als tumorpromovierend erwiesen
(Anderson et al., 1986; Hemming et al., 1993). Hierbei ist aufgrund diverser Verunreinigungen
in PCB-Verbindungen jedoch nicht auszuschlieBen, dass einige dieser Effekte auch auf
dioxinartige Verbindungen wie z. B. polychlorierte Dibenzofurane (PCDF) oder polychlorierte
Dibenzodioxine (PCDD) zuriickzufhren sind. Um in der vorliegenden Arbeit Einflisse durch
solche Verunreinigungen zu vermeiden, wurde der tumorpromovierende Einfluss der NDL-
PCBs mit hoch aufgereinigten Verbindungen analysiert.

Zunéachst sollte dabei die Frage geklart werden, inwiefern sowohl einige ausgewahlte NDL-
PCBs als auch Phenobarbital und Dexamethason die Apoptose in primdren Ratten-
hepatozyten hemmen. Hierflir wurde zum einen mittels spezifischer Tetrapeptid-Substrate die
Aktivitdt der Caspasen 3/7, 8 und 9 fluorimetrisch bestimmt, zum anderen wurden
morphologische Analysen des Zellkerns anhand einer Farbung mit DAPI (4‘,6-Diamidin-2-
phenylindol) durchgefihrt. Des Weiteren sollte mittels small interfering RNAs analysiert
werden, ob die antiapoptotische Wirkung der NDL-PCBs Uber den CAR oder den PXR bzw.
moglicherweise  Uber beide Rezeptoren vermittelt wird. Wa&hrend fir den
tumorpromovierenden Effekt von Phenobarbital eine Abhangigkeit von CAR bekannt ist
(Yamamoto et al., 2004), wurde ein Einfluss des PXR auf die Apoptosehemmung durch NDL-
PCBs bisher noch nicht ergriindet. Da die nicht-dioxinartigen PCBs insbesondere bei der
Induktion von CYP3A1 ebenfalls mit dem PXR interagieren, kénnte der Pregnan-X-Rezeptor
auch an einer Hemmung der Apoptose durch die NDL-PCBs beteiligt sein.
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Hierbei gibt mdglicherweise auch die Verwendung des Perfusionsprotokolls nach Meredith
(1988) weiteren Aufschluss, welches gegeniiber klassischen Kollagenase-haltigen
Perfusionen als Uberlegen gilt und woraus im Hinblick auf die beiden Rezeptoren CAR und
PXR eine erhéhte Funktionalitdt dieser resultieren kénnte, die sich auf die Erhaltung der

tumorpromovierenden Wirkung der Testsubstanzen positiv auswirken kénnte.

5.7.1 Analyse der Apoptoserate mittels DAPI

Die Inhibition der Apoptose nimmt eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Tumoren in der
Rattenleber ein. Um diese Hemmung in priméren Rattenhepatozyten untersuchen zu kénnen,
wurden die Zellen zundchst mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4‘,6-Diamidin-2-phenylindol)
gefarbt und anschlieBend die prozentuale Rate apoptotischer Zellen fluoreszenz-
mikroskopisch ermittelt. Hierbei bindet DAPI| bevorzugt an Adenin/Thymin-Cluster in
doppelstrangiger DNA (Chazotte, 2011), so dass charakteristische Apoptosemerkmale
anhand morphologischer Analysen des Zellkerns detektiert werden kénnen.

Als typische morphologische Merkmale der Apoptose sind beispielsweise das Schrumpfen der
betroffenen Zelle, die Kondensation des Chromatins, das Kollabieren des Zytoskeletts sowie
die Fragmentierung der DNA zu nennen (Taatjes et al., 2008; Kitazumi und Tsukahara, 2011).
Der weitere Verlauf der Apoptose ist durch die Bildung von membranumgrenzten Vesikeln,
den sogenannten apoptotic bodies, gekennzeichnet, welche beispielsweise Organellen und
DNA-Fragmente enthalten und letztendlich von Makrophagen aufgenommen werden (Kerr et
al., 1972; Zhang und Xu, 2000). Um die Hemmung der Apoptose in einem in vitro-Modell
untersuchen zu kénnen, wurden primare Rattenhepatozyten einer apoptoseinduzierenden UV-
Dosis (50 J/m?) ausgesetzt und anschlieBend fiir 24 Stunden entweder mit Phenobarbital,
Dexamethason oder ausgewahlten nicht-dioxinartigen PCBs inkubiert.

Die im Anschluss detektierte Zellkern-Morphologie kultivierter Hepatozyten unter Kontroll-
bedingungen (0,5 % DMSO) ist in der reprasentativen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme
in Abbildung 48 A ersichtlich. Die mit dem DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff DAPI
visualisierten Zellkerne besitzen eine runde bis elliptische Form, bei welcher sich Eu- und
Heterochromatin klar unterscheiden lassen.
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Abbildung 48: Fluoreszenzmikroskopische Analyse morphologischer Apoptosemerkmale
mittels DAPI. Reprasentative Aufnahmen von mittels DAPI geférbten Nuklei primarer
Rattenhepatozyten nach einer UV-Bestrahlung (UV50) unter Kontrollbedingungen (DMSO) sowie
zuséatzlicher Behandlung mit Dexamethason (10 uM), Phenobarbital (1 mM) oder den NDL-PCBs
52 und 153 (jeweils 10 uM). Rote Pfeile markieren reprasentative Erscheinungsformen von Nuklei
apoptotischer Zellen (B).

Demgegeniber resultiert die apoptoseinduzierende Bestrahlung der Kulturschale mit UV-C-
Licht (Wellenlangenbereich 100-280 nm) mit einer Strahlungssumme von 50 J/m? in einigen
der Zellen in einer signifikanten Veranderung der Zellkern-Morphologie. So lassen sich einige
Zellkerne erkennen (in der reprasentativen Abbildung 48 B mit roten Pfeilen markiert), die ihre
elliptische Form verloren haben und in denen sich Eu- und Heterochromatin nicht mehr
eindeutig identifizieren lassen. Je nach Stadium der Apoptose besitzen Zellkerne
unterschiedliche charakteristische Erscheinungsformen, meist lassen sich apoptotische Zellen
mit stark kondensiertem oder fragmentiertem Zellkern (Abb. 48), oder aber Zellkerne mit einer
halbmondartigen Form unterscheiden (Taatjes et al., 2008).

Generell ist in den Abbildungen 48 B-F ersichtlich, dass eine zuséatzliche Behandlung sowohl
mit Phenobarbital als auch mit Dexamethason oder den NDL-PCBs im Gegensatz zu einer
alleinigen Behandlung mit UV-Licht zu einer verminderten Apoptoserate fuhrt.
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5.7.1.1 Einfluss von Phenobarbital und Dexamethason auf die UV-induzierte
Apoptose in primédren Rattenhepatozyten

Um den Einfluss von Phenobarbital und Dexamethason auf die UV-induzierte Apoptose zu
untersuchen, wurden primare Rattenhepatozyten in Kultur mit verschiedenen Konzentrationen
an Phenobarbital und Dexamethason {ber 24 Stunden inkubiert. Die mittels DAPI
visualisierten Zellkerne wurden mikroskopisch auf Anzeichen von Apoptosen Uberprift und die
Rate apoptotischer Zellen an der Gesamtzellzahl ermittelt.

So wiesen bei allen mit der Losungsmittelkontrolle inkubierten Hepatozytenkulturen im Mittel
11,2% der Zellkerne nach UV-Bestrahlung Anzeichen von Apoptose auf, wahrend
unbestrahlte Zellkulturen im Mittel nur 0,6 % apoptotische Zellen enthielten, womit die UV-
Bestrahlung die basale Apoptoserate um anndhernd das 20-Fache erhéhte. Die
Apoptoseraten in den mit den Testsubstanzen inkubierten Zellkulturen wurden in Relation zur
Apoptoserate in nur mit der Lésungsmittelkontrolle inkubierten Hepatozytenkulturen dargestellt
(Abb. 49 A und B). Hierbei wurden Dexamethason und Phenobarbital in Konzentrationen
eingesetzt, die in vorherigen Versuchsreihen keinen Einfluss auf die Vitalitédt der Hepatozyten
gezeigt haben und somit selbst keine Apoptosen induzieren.
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Abbildung 49: Einfluss von Phenobarbital und Dexamethason auf die durch UV-Strahlung
induzierte Apoptose in primdren Rattenhepatozyten. Quantitative Analyse der mittels
fluoreszenzmikroskopischer Ausz&hlung DAPI-gefarbter Nuklei ermittelten Apoptoseinduktion
infolge einer UV-Bestrahlung (50 J/mz) sowie nach zusétzlicher Inkubation mit Phenobarbital (A)
bzw. Dexamethason (B) in verschiedenen Konzentrationen. Die ermittelten Apoptoseraten in den
einzelnen Konzentrationsstufen sind prozentual zur Apoptoserate nach UV-Bestrahlung in der
Lésungsmittelkontrolle (UV50) dargestellt. Die basale Rate apoptotischer Zellen in unbehandelten
Kulturen in Relation zu den UV-behandelten Zellkulturen ist mit einer schwarzen Linie markiert.
MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle: *: p < 0,05 und **: p < 0,01.

Die Untersuchung der mit Phenobarbital inkubierten Kulturschalen zeigte in allen
Konzentrationsstufen einen signifikanten, hemmenden Effekt von Phenobarbital auf die UV-
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induzierte Apoptose (Abb. 49 A). Bereits bei einer Inkubation mit der niedrigsten getesteten
Phenobarbitalkonzentration von 0,01 mM betrug die Apoptoserate nur etwa 60 % der Rate der
Apoptosen in den zur Kontrolle mit dem Ldsungsmittel inkubierten Kulturschalen. Mit
steigender Phenobarbitalkonzentration nahm die relative Anzahl der durch die UV-Bestrahlung
induzierten Apoptosen weiter ab. Nach Inkubation mit der hdchsten getesteten Konzentration
von Phenobarbital (5 mM) konnten nur noch 12 % der Apoptosen in der Kontrollkultur gezahlt
werden.

Einen vergleichbaren Effekt hatte die Inkubation der Hepatozytenkulturen mit Dexamethason.
Auch hier bewirkten alle getesteten Dexamethasonkonzentrationen zwischen 0,1 und 50 pM
eine signifikante Reduktion des Auftretens von Apoptosen nach Bestrahlung mit UV-Licht
(Abb. 49 B). Das AusmaB der Reduktion variierte dabei zwischen einer Reduktion der
Apoptosen auf 65 % der Apoptosen unter Kontrollbedingungen bedingt durch eine
Dexamethasonkonzentration von 0,01 uM bis hin zu einer Abnahme auf 15 % bei Inkubation
mit einer 50 UM Dexamethasonlésung.

Somit bleibt festzuhalten, dass sowohl Phenobarbital als auch Dexamethason die
Apoptoserate in der jeweils hdchsten eingesetzten Konzentration anndhernd auf das
Kontrollniveau zurlickdrdngen konnten. Von Phenobarbital ist bereits hinreichend bekannt,
dass eine Behandlung mit dieser Substanz die Entstehung von Lebertumoren in Ratten und
Mausen fordert (IARC, 2001; Whysner et al., 1996). Insbesondere eine durch Phenobarbital
bedingte Hemmung der Apoptose wurde bereits von Woérner und Schrenk (1996) bzw.
Bohnenberger et al. (2001) nachgewiesen. So konnte gezeigt werden, dass eine Applikation
von Phenobarbital die durch UV-Licht oder 2-Acetylaminofluoren induzierte Apoptose in
priméren Rattenhepatozyten nahezu vollstandig unterdrtickt.

Aus den vorhandenen Literaturdaten wurde von Elcombe et al. (2014) ein Wirkmechanismus
fir die durch Phenobarbital induzierte Bildung von Lebertumoren erarbeitet, welcher vor allem
fir Nager relevant ist. Als SchlUsselereignisse dieser Phenobarbital-induzierten
Lebertumorbildung wurden die Aktivierung des nukledren Rezeptors CAR, welche in einer
pleiotropen Antwort resultiert, einschlieBlich einer fir CAR spezifischen, veranderten
Genexpression identifiziert sowie des Weiteren eine erhdhte Zellproliferation (Cohen, 2010;
Lake, 2009). Assoziative Ereignisse fir den Wirkmechanismus umfassen die Induktion von
Cytochrom-P450-Enzymen (insbesondere CYP2B-Enzyme), Hypertrophie der Leber, die
Hemmung der Apoptose sowie zudem flr eine CAR-Aktivierung spezifische epigenetische
Veranderungen (Holsapple et al, 2006; Haines et al, 2018). Die Phenobarbital-bedingte
Inhibition der interzellularen Kommunikation Uber Gap Junctions stellt weiterhin ein
assoziatives Ereignis oder einen modulierenden Faktor dar (Elcombe et al, 2014). Eine
langere Behandlung mit Phenobarbital fuhrt so letztlich zur Bildung verénderter,
praneoplastischer Foci infolge einer klonalen Expansion sowie anschlieBend zur Entwicklung
von hepatozellularen Adenomen und Karzinomen (Jones et al., 2009; Whysner et al., 1996).
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Nukleédre Rezeptoren wie der konstitutive Androstan-Rezeptor sind hierbei an der Regulation
zahlreicher zellularer Reaktionen beteiligt, beispielsweise infolge einer Exposition gegentiber
verschiedenen Xenobiotika bzw. insbesondere Tumorpromotoren. Die Aktivierung von CAR ist
in diesem Zusammenhang das molekulare Initiierungsereignis fir die Phenobarbital-induzierte
Bildung von Lebertumoren. Sowohl bei der Maus als auch bei der Ratte hat die Aktivierung
des Rezeptors eine Veranderung der Expression einer gro3en Anzahl von Genen zur Folge,
die unter anderem am xenobiotischen Metabolismus der Phase | und Il, der Zellproliferation,
der Apoptose oder dem Energiestoffwechsel beteiligt sind (Elcombe et al., 2014; Hamadeh et
al., 2002; Ross et al., 2009 & 2010; Tien und Negishi, 2006; Ueda et al., 2002; Waterman et
al., 2010; Yoshinari et al., 2008). Die Bedeutung von CAR wird zudem in Studien an CAR-
Knockout-Mausen deutlich, in welchen gezeigt werden konnte, dass Phenobarbital in diesen
Mausen im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen weder Cyp2b-Enzyme induziert, noch die DNA-
Synthese stimuliert oder zu einem erhdhten Lebergewicht fihrt (Huang et al., 2005; Wei et al.,
2000; Yamamoto et al., 2004). Wahrend Phenobarbital dariiber hinaus in Wildtyp-M&usen
nach einer Behandlung mit dem genotoxischen Karzinogen Diethylnitrosamin (DEN)
Lebertumoren férderte, konnten bei CAR-Knockout-Mausen hingegen keine hepatozelluléren
Adenome oder Karzinome beobachtet werden (Huang et al., 2005; Yamamoto ef al., 2004).
Vergleichende Studien an Wildtyp-Mausen und CAR-Knockout-Mausen haben jedoch auch
gezeigt, dass nicht alle durch Phenobarbital induzierten Gene CAR-abhangig sind (Ueda et
al., 2002). Weiter kommt hinzu, dass Phenobarbital in Wildtyp-Mausen zwar Auswirkungen auf
die Expression einer groBen Anzahl von Genen zeigte, in humanisierten M&usen, bei welchen
CAR und PXR genetisch durch die humanen Gegenstlicke (hCAR/hPXR) ersetzt wurden,
jedoch nur einen deutlich begrenzteren Satz an Genen beeinflusste (Ross et al., 2010).

Dieses Phanomen einer im Vergleich zur Nagerleber ausbleibenden &hnlich starken Reaktion
in humanen Hepatozyten wird nach einer Behandlung mit Phenobarbital auch in Bezug auf die
Zellproliferation deutlich. Wéahrend eine Phenobarbital-bedingte Hypertrophie sowohl in der
Leber von Nagetieren als auch in humanen Hepatozyten nachweisbar ist, wird die DNA-
Synthese hingegen zwar auch in Priméarkulturen von Nagetierhepatozyten gesteigert, nicht
jedoch in humanen Hepatozyten (Hirose et al,, 2009; Lake, 2009; Parzefall et al., 1991;
Yamada et al., 2014; Yamada et al., 2015; Okuda et al., 2017).

Die wéahrend der Bildung von Tumoren beobachtete LebervergréBerung nach Behandlung mit
Phenobarbital ist sowohl auf eine Hepatozytenhypertrophie als auch auf Hyperplasie
zurlickzuflihren, wobei ultrastrukturelle Untersuchungen eine Proliferation des glatten
endoplasmatischen Retikulums zeigen (IARC, 2001; Lake, 2009; Nims und Lubet, 1996;
Whysner et al., 1996). Bei Ratten und Mausen wird die Phenobarbital-induzierte Hypertrophie
Ublicherweise in der zentrilobuldren Region des Leberlappens beobachtet, obwohl einige
verwandte Verbindungen auch entweder eine diffuse Hypertrophie oder Hypertrophie in
anderen Regionen des Leberlappens erzeugen kdnnen (Elcombe et al., 2014). Neben der
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Hypertrophie tritt auch die durch Phenobarbital erzeugte Stimulation der DNA-Synthese
Uberwiegend im zentrilobularen Bereich des Leberlappens auf (Schulte-Hermann et al., 1986;
Orton et al,, 1996). Beziiglich der DNA-Synthese haben zudem mehrere Untersuchungen
gezeigt, dass die Stimulierung dieser in der Ratten- und Méauseleber nach Behandlung mit
Phenobarbital nicht fortwahrend, sondern lediglich voriibergehend ist. So wird eine erhdhte
DNA-Synthese zwar zu frihen Zeitpunkten wie innerhalb von 7 Tagen und mdglicherweise
auch nach 14 oder 28 Tagen Behandlung mit Phenobarbital beobachtet, im Allgemeinen
jedoch nicht nach langeren Behandlungszeiten (IARC, 2001; Kolaja et al., 1996a; Orton et al.,
1996; Phillips et al, 1997; Whysner et al., 1996). Im Gegensatz zu diesen Wirkungen in
kultivierten Nagetierhepatozyten induziert Phenobarbital jedoch keine DNA-Synthese in
humanen Hepatozyten (Lake, 2009; Hirose et al, 2009; Yamada et al, 2015). Diese
offensichtliche Unempfindlichkeit von humanen Hepatozyten gegenlber einer Phenobarbital-
vermittelten Stimulation der DNA-Synthese zeigt sich zudem Ubereinstimmend in
hCAR/hPXR-Mausen (Ross et al., 2010) sowie in einer in vivo-Studie an humanen
Hepatozyten aus chimaren Mausen (Yamada et al., 2014). Basierend auf den verfligbaren
Daten kdnnen humane Hepatozyten daher als resistent gegen eine Stimulation der
Zellproliferation durch Phenobarbital bzw. andere CAR-Aktivatoren wie Metofluthrin,
Momfluorothrin oder CITCO angesehen werden (Yamada et al., 2015; Okuda et al., 2017,
Soldatow et al., 2016).

Neben der Zellproliferation scheint die Hemmung der Apoptose ein weiterer Hauptfaktor zu
sein, der zum klonalen Wachstum phanotypisch veranderter, praneoplastischer Hepatozyten
in der Nagetierleber beitragt (Schulte-Hermann et al., 1993). Unter dem Einfluss von Leber-
tumorpromotoren kann das Risiko fur die Entwicklung maligner Tumoren infolge einer
Unterdriickung der Apoptose erhdht werden, indem so das Uberleben genetisch veranderter
Zellen erleichtert wird (Schulte-Hermann, 1985). Diesbezlglich konnte in der Rattenleber
sowie auch in isolierten Rattenhepatozyten bereits eine entsprechende Phenobarbital-
bedingte Hemmung der Apoptose detektiert werden (Foster, 2000; James und Roberts, 1996).
Zudem inhibiert Phenobarbital sowohl die Transforming growth factor-8 (TGF-B)- als auch die
Bleomycin-induzierte Apoptose in Maushepatozyten, wohingegen die Basalrate der Apoptose
in unbehandelten Maushepatozyten jedoch nicht beeinflusst wurde (Christensen et al., 1998).
In Initiations-Promotions-Studien an F344-Ratten und B6C3F1-Mausen wurde nach einer
vorherigen Initiation mit Diethylnitrosamin weiterhin gezeigt, dass Phenobarbital auch eine
Hemmung der Apoptose in veranderten Leber-Foci hervorruft (Kolaja et al., 1996Db).

In einer Studie von Wérner und Schrenk (1996) wurden zudem die Auswirkungen einer
Behandlung mit UV-Licht bzw. des karzinogenen aromatischen Amins 2-Acetylaminofluoren
(2-AAF) auf die Apoptose in primdren Rattenhepatozyten untersucht. Wahrend jede dieser
beiden Behandlungsarten eine signifikant erhéhte Inzidenz apoptotischer Kerne zur Folge
hatte, konnte der Anstieg der Apoptoseinzidenz nach Zugabe von 2 mM Phenobarbital nahezu
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vollstdndig unterdriickt werden. Darlber hinaus wurde auch die durch UV-Strahlung
hervorgerufene internukleosomale Fragmentierung der DNA infolge einer zusétzlichen
Behandlung mit Phenobarbital anndhernd wieder auf das Kontrollniveau zuriickgedrangt.

Die in einigen Nagerstudien festgestellte mangelnde Wirkung auf die Apoptose nach einer
Behandlung mit Phenobarbital kann beispielsweise auf die angewandte Technik oder auf
unzureichende GruppengrdBen zurlckzufiihren sein, wodurch Variabilitdten zwischen den
Tieren nicht ausreichend ausgeglichen werden koénnen (Elcombe et al.,, 2014).
Ubereinstimmend mit den vorherigen Ergebnissen zeigten sich auch bei Bohnenberger et al.
(2001) konzentrationsabhangige apoptosehemmende Effekte durch eine zusétzliche
Behandlung mit Phenobarbital, welche eine vollstandige Unterdriickung der UV-bedingten
Apoptose in primdren Rattenhepatozyten zur Folge hatte. Im Gegensatz zu Ratten- bzw.
Maushepatozyten scheinen andere Spezies gegeniber einer Phenobarbital-bedingten
antiapoptotischen Wirkung jedoch resistent zu sein. Beispielsweise wurde berichtet, dass
Phenobarbital die Apoptose in kultivierten Hamster- und Meerschweinchenhepatozyten nicht
inhibiert (James und Roberts, 1996). Weitere signifikante Speziesunterschiede konnten
ebenfalls in Bezug auf humane Hepatozyten festgestellt werden, welche ebenfalls nicht auf
die antiapoptotischen Eigenschaften von Phenobarbital ansprechen (Hasmall und Roberts,
1999). Dennoch scheint die Hemmung der Apoptose in Ratten und Mausen das Uberleben
von Hepatozyten mit vorhandenen L&sionen zu ermdglichen und so fiir eine tumor-
promovierende Wirkung von Phenobarbital in der Leber von entscheidender Bedeutung zu
sein.

Eine weitere Komponente, die zur Phenobarbital-vermittelten Tumorpromotion beitragt, stellen
spezifische epigenetische Verédnderungen dar, die in Bezug auf Phenobarbital infolge einer
Aktivierung des konstitutiven Androstan-Rezeptors auftreten (Phillips et al., 2007). Generell
zeigen aktuelle Studien zur Hepatokarzinogenese in Nagetieren, dass eine Exposition
gegenuber nicht-genotoxischen Hepatokarzinogenen zu Veradnderungen im Epigenom fihrt
und auf diese Weise die Genexpression vererbbar beeinflussen kann. Eine Behandlung von
tumoranfalligen B6C3F1- und C3H-Mausen mit Phenobarbital fir 2 oder 4 Wochen bewirkte
diesbezliglich die Bildung von Regionen mit veranderter DNA-Methylierung, wobei
insbesondere eine Anhaufung hypomethylierter Regionen auftrat (Bachman et al., 2006;
Phillips et al., 2007; Phillips und Goodman, 2008).

Die nahere Analyse dieser Regionen enthiillte 51 Gene, von denen viele eine fir die
Tumorgenese relevante Rolle spielen (Phillips und Goodman, 2008). Eine veranderte
Methylierung von kritischen Genen, beispielsweise solchen, die die Zellproliferation regulieren,
kdnnte eine Anderung der jeweiligen Expression dieser Gene erleichtern und den auf diese
Weise betroffenen Zellen einen Wachstumsvorteil verschaffen (Bachman et al., 2006). So
verursachte eine 4-wdchige Behandlung mit Phenobarbital beispielsweise eine Hypo-
methylierung von Ha-ras in B6C3F1-M&usen, welche mit einem selektiven Anstieg der
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Genexpression dieses Onkogens einherging. Weiterhin verédnderte Phenobarbital die
Expression einiger weiterer Gene, die entweder die Zellzyklusprogression regulieren kénnen
(z. B. Cdc2a, Ccnd1, Gadd45a, Gadd458, Gmnn, Mdm2, WeeT) oder zusatzlich auch Gene,
die Verbindungen zum Zellzyklus und zum Zellwachstum zeigen (Phillips et al., 2009a).
Abgesehen davon werden durch eine Behandlung mit Phenobarbital auch Gene beeinflusst,
die an der Apoptose beteiligt sind (z. B. Casp1, Gadd45a, Gadd458, Gas1, Myc und p21). In
diesem Zusammenhang ist insbesondere die Hochregulation von Gadd458 (Growth arrest and
DNA-damage-inducible 458), zu nennen, welche auch in prakanzerésem Lebergewebe und
einzelnen Lebertumoren zu finden ist, da Gadd45p als Inhibitor der Apoptose fungieren kann
(Papa et al., 2004; Yamamoto et al., 2010) und darlber hinaus eine erhfhte Expression von
Gadd45B zur Demethylierung von DNA fiihrt (Ma et al., 2009). Zusammengenommen zeigen
diese Daten zum einen, dass nicht-zuféllige, spezifische Anderungen in der Methylierung
einen epigenetischen Mechanismus darstellen, welcher der Fahigkeit von Phenobarbital
zugrunde liegt, Lebertumoren zu verursachen. Zum anderen scheint die Empfindlichkeit
gegenulber der Hepatokarzinogenese vermutlich umgekehrt proportional mit der Fahigkeit
zusammenzuhangen, normale Profile der DNA-Methylierung aufrechtzuerhalten (Goodman
und Watson, 2002; Bachman et al., 2006).

Eine weitere Rolle bei der Phenobarbital-bedingten Tumorpromotion fallt der Inhibition der
interzelluldaren Kommunikation Ober Gap Junctions (GJIC) zu, wobei unter Gap Junctions
interzelluldare Membrankanéle zu verstehen sind, die den direkten Austausch kleiner Molekile
zwischen benachbarten Zellen ermdéglichen (Elcombe et al., 2014). Da Gap Junctions auf
diese Weise wichtige Funktionen u. a. bei der Regulierung der zellularen Homéostase oder
der Differenzierung einnehmen (Kolaja et al., 2000), hat die anhaltende Herunterregulierung
einer solchen interzellularen Kommunikation einen Verlust der tumorsuppressiven Wirkung zur
Folge (Chipman et al, 2003). In mehreren Studien wurde diesbeziiglich gezeigt, dass
Phenobarbital und eine Reihe weiterer nicht-genotoxischer Hepatokarzinogene die
interzellulare Kommunikation Gber Gap Junctions in Hepatozyten von Ratten und M&usen
hemmen (Klaunig et al., 1990; Neveu et al., 1994; Chipman et al., 2003). Des Weiteren wurde
in einer Studie von Moennikes et al. (2000) gezeigt, dass Phenobarbital Diethylnitrosamin-
induzierte Lebertumoren lediglich in Wildtyp-Mausen férdert, nicht jedoch in Knockout-M&usen
fir Connexin 32, einem essentiellen Protein fur die Bildung von Gap Junctions in der Leber.
Abgesehen davon konnten auch Kolaja et al. (2000) nach einer 7-tdgigen Behandlung mit
Phenobarbital eine Verringerung der interzellularen Kommunikation tber Gap Junctions um
mehr als 30 % in der Rattenleber feststellen, die mit einer zeitgleichen Abnahme der Apoptose
sowie einer erhdhten Hepatozytenproliferation einherging.

Im Gegensatz zu den ausgepragten Wirkungen in kultivierten Nagetierhepatozyten wurde die
interzellulare Kommunikation zwischen Gap Junctions in humanen Hepatozyten infolge einer
Phenobarbital-Behandlung jedoch nicht gehemmt (Baker ef al, 1995; Klaunig und Ruch,
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1987). Da zudem keine Abhangigkeit der in Nagetieren vorhandenen Hemmung vom
konstitutiven Androstan-Rezeptor nachgewiesen werden konnte, wurde eine solche Hemmung
der interzellularen Kommunikation zwischen Gap Junctions nicht als Schliisselereignis fiir die
durch Phenobarbital induzierte Bildung von Lebertumoren erachtet, sondern eher als
assoziatives Ereignis oder modulierender Faktor berlcksichtigt (Elcombe et al., 2014).

Als weiterer modulierender Faktor ist zudem oxidativer Stress zu nennen, da oxidative
Schéaden an Makromolekiilen infolge einer erhdéhten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
eine Rolle im Prozess der Karzinogenese spielen kdnnen (Klaunig et al., 2010). Diesbezlglich
wurde in einigen Studien berichtet, dass eine langere Verabreichung von Phenobarbital mit
oxidativem Stress einhergeht, da die Phenobarbital-bedingte Induktion von CYP2B-Enzymen
in der Nagetierleber zu einer erhdhten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies fihrt (Dostalek
et al., 2007; Imaoka et al., 2004). Diese These wird ebenfalls durch Untersuchungen von
Lehman-McKeeman et al. (1999) gestiitzt, die zeigen konnten, dass die Uberexpression von
Cyp2b-Isoformen in der Leber von transgenen Mausen mit einer erhéhten Tumorbildung
einhergeht, die madglicherweise mit Cyp-generierten reaktiven Sauerstoffspezies
zusammenhangt.

Des Weiteren aktiviert Phenobarbital in diesem Zusammenhang den auf oxidativen Stress
reagierenden Transkriptionsfaktor NF-kB, was eine erh6hte DNA-Bindungsaktivitat von NF-kB
in der Rattenleber zur Folge hat (Li et al., 1996; Calfee-Mason et al., 2002). Da NF-kB Gene
reguliert, die an der Apoptose und der Zellproliferation beteiligt sind (Barkett und Gilmore,
1999; Hinz et al., 1999), kann eine Aktivierung von NF-kB zum Teil fir die metabolischen
Veranderungen verantwortlich sein, die nach einer Behandlung mit Phenobarbital in
Nagetieren auftreten (Calfee-Mason et al., 2002). Um dieser Hypothese bezlglich einer
Abhangigkeit der durch Phenobarbital hervorgerufenen Tumorpromotion von NF-kB
nachzugehen, untersuchten Tharappel et al. (2008) die Wirkung von Phenobarbital in
Knockout-Mausen, die eine Deletion der p50-Untereinheit von NF-kB aufwiesen. Da die
Phenobarbital-bedingten Verénderungen jedoch sowohl in Wildtyp-Mausen als auch in den
p50-Knockout-Mausen weiterhin detektiert werden konnten, legt dies den Schluss nahe, dass
NF-kB nicht fiir die beobachteten Anderungen beziiglich der Zellproliferation und der durch
Phenobarbital induzierten Hemmung der Apoptose erforderlich ist. Zusammengenommen lie3
sich nach Auswertung der verfligbaren Literatur keine eindeutige Rolle fir oxidativen Stress
im Wirkmechanismus fiir die Phenobarbital-induzierte Lebertumorbildung nachweisen, so
dass diesem eher eine untergeordnete Rolle zugesprochen werden kann (Elcombe et al.,
2014).

Ein klarer Einfluss in Bezug auf die Phenobarbital-induzierte Tumorgenese konnte dagegen
wiederum fir B-Catenin gefunden werden (Rignall et al, 2011; Aydinlik et al., 2001). So
konnte gezeigt werden, dass Phenobarbital wahrend der Promotionsphase jene Hepatozyten
selektiert, die aktivierende Mutationen des Ctnnb1-Gens tragen, welches fir eine mutierte und
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konstitutiv aktive Version von B-Catenin kodiert (Aydinlik et al, 2001). In diesem
Zusammenhang wiesen etwa 80 % der aufgetretenen Lebertumoren in mit Diethylnitrosamin
und anschlieBend mit Phenobarbital behandelten Mausen p-Catenin-Mutationen auf.

Es gibt Hinweise darauf, dass eine anomale B-Catenin-abhé&ngige Signalgebung sowohl zu
einer erhdhten Zellproliferation flihrt als auch gleichzeitig eine Inhibition der Apoptose zur
Folge hat, wodurch den betroffenen Hepatozyten ein selektiver Wachstumsvorteil verschafft
werden kann (Shang et al., 2004; Singh et al., 2014). Die Bedeutung von B-Catenin fir die
Phenobarbital-induzierte Tumorpromotion wird zusétzlich dadurch bestatigt, dass ein
Knockout des flir B-Catenin kodierenden Gens Cinnb1 die Phenobarbital-vermittelte
Tumorpromotion vollstdndig eliminiert (Rignall et al., 2011). Allerdings konnte bei diesen
Mausen noch eine Phenobarbital-bedingte Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme
festgestellt werden (Braeuning et al, 2009; Braeuning et al., 2011), was den Schluss
nahelegt, dass zwischen der Enzyminduktion und der durch Phenobarbital hervorgerufenen
Tumorpromotion keine hinreichende Korrelation besteht.

Obwohl Phenobarbital aus zahlreichen Studien als nicht-genotoxisches Hepatokarzinogen bei
Nagetieren (Whysner et al., 1996; Braeuning et al., 2014) bekannt ist, gibt es Bedenken
hinsichtlich der Relevanz dieser tumorpromovierenden Wirkung fir den Menschen. Da
humane Hepatozyten weder eine Phenobarbital-bedingte erhdhte Zellproliferation aufweisen
(Yamada et al., 2015; Okuda et al., 2017) noch auf die antiapoptotischen Eigenschaften von
Phenobarbital (Hasmall und Roberts, 1999) ansprechen, kam das Gremium um Elcombe et al.
(2014) zu dem Schluss, dass der Wirkmechanismus flr die Lebertumorbildung bei Nagern fir
den Menschen wahrscheinlich als nicht qualitativ plausibel angesehen werden kann. Diese
Schlussfolgerung wird zusétzlich durch Daten aus einer Reihe epidemiologischer Studien
gestltzt, welche wenig Anhaltspunkte daflrr liefern, dass aufgrund einer chronischen
Exposition gegentber Phenobarbital eindeutige Hinweise auf ein erhdhtes Lebertumorrisiko
bestehen (Friedman et al., 2009; IARC, 2001; La Vecchia und Negri, 2014; Olsen et al., 1989;
Selby et al., 1989; Whysner et al., 1996; Elcombe et al., 2014).

Jedoch muss festgehalten werden, dass flr verschiedene CAR-Aktivatoren unterschiedliche
Wirkmechanismen bestehen kdnnen, so dass diese Schlussfolgerung fir Phenobarbital nicht
grundséatzlich fur die Tumorrelevanz beim Menschen fiir andere CAR-abhéngige Substanzen
herangezogen werden kann. So wurde beispielsweise gezeigt, dass die Ratte gegeniber
einer Phenobarbital-induzierten Tumorbildung resistenter zu sein scheint als die Maus (Rossi
et al., 1977; Butler, 1978; Hagiwara et al., 1999; Whysner et al., 1996; Elcombe et al., 2014),
wohingegen bei einigen anderen CYP2B-Enzyminduktoren wie Pyrethrin oder Metofluthrin,
welche einen ahnlichen Wirkmechanismus fir die Lebertumorbildung wie Phenobarbital zu
haben scheinen, jedoch Lebertumoren bei der Ratte und nicht bei der Maus beobachtet
wurden (Osimitz und Lake, 2009; Yamada et al., 2009). Zusammenfassend zeigen auch die
Ergebnisse von Buchmann et al. (1999), dass die primaren Signale, welche Zellen letztendlich
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vor Apoptose schiitzen, firr verschiedene in der Studie getestete antiapoptotische Wirkstoffe
unterschiedlich sein kdnnen. Somit kann der Wirkmechanismus flr die als vom Phenobarbital-
Typ bezeichneten nicht-dioxinartigen PCBs méglicherweise ein anderer sein als jener von
Phenobarbital, wodurch auch eine Relevanz der NDL-PCBs flr den Menschen nicht géanzlich
ausgeschlossen werden kann und weiterer Untersuchungen bedarf.

Entgegen des beschriebenen Wirkmechanismus fir die durch Phenobarbital induzierte
Hepatokarzinogenese wurde fir PXR-Aktivatoren wie Dexamethason mangels geeigneter
Literaturdaten kein entsprechender Wirkmechanismus von Elcombe et al. (2014) etabliert.
Gerade beziiglich der Kanzerogenese bzw. der Bildung von Lebertumoren sind flr
Dexamethason nur wenige Angaben in der Literatur zu finden, jedoch liegen einige Daten zur
Hemmung der Apoptose vor. So konnten auch Zucchini et al. (2005) in Ubereinstimmung mit
unseren Ergebnissen zeigen, dass eine Vorbehandlung mit Dexamethason in primaren
Rattenhepatozyten eine nahezu vollstdndige Unterdriickung der Staurosporin-induzierten
Apoptose zur Folge hatte. Wahrend eine 100nM Staurosporin-Exposition die
Uberlebensfahigkeit der Hepatozyten auf 44 % reduzierte, konnte eine Vorbehandlung mit
10-50 uM Dexamethason ein Absinken des Uberlebens der Hepatozyten entsprechend
verhindern. Darlber hinaus verringerte die Vorinkubation der Zellen mit Dexamethason auch
die durch Staurosporin induzierten Apoptose-bedingten morphologischen Veranderungen, die
durch Vakuolisierung im Zytoplasma sowie Kondensation des Zytoplasmas oder des Zellkerns
gekennzeichnet sind (Zucchini et al., 2005). Des Weiteren konnten Bailly-Maitre et al. (2001)
zeigen, dass eine Behandlung mit Dexamethason zudem die Anfalligkeit fir spontane
Apoptose in primdren Rattenhepatozyten senken kann. Diesbezlglich zeichnete sich die
Dexamethason-bedingte verldngerte Lebensfahigkeit der Hepatozyten sowohl durch eine
verringerte Anzahl an TUNEL-positiven apoptotischen Kernen als auch durch die Inhibition der
DNA-Fragmentierung aus (Bailly-Maitre et al., 2001).

Abgesehen von einer Hemmung der Apoptose in primaren Rattenhepatozyten konnte auch in
mehreren Rattenhepatom-Zelllinien eine entsprechende Inhibition nachgewiesen werden. So
konnten Buchmann et al. (1999) zeigen, dass die TGF-B-induzierte Apoptose bei einer
zeitgleichen Behandlung mit Phenobarbital in FTO-2B-Rattenhepatomzellen um 50 % inhibiert
wurde, wohingegen mit Dexamethason sogar eine 80 %-ige Hemmung der DNA-
Fragmentierung erreicht wurde. Zusatzlich konnten auch Scoltock et al. (2007) mittels
durchflusszytometrischer Analyse nachweisen, dass eine Vorbehandlung mit Dexamethason
die UV-induzierte Apoptose in Rattenhepatomzellen (HTC) entsprechend wieder in Richtung
des Ausgangsniveaus zurlickdrangt. Im Gegensatz dazu verhinderte eine Dexamethason-
Vorbehandlung das Fas-Ligand-bedingte Auftreten von Apoptosen in diesen Hepatomzellen
jedoch nicht. Interessanterweise unterscheiden sich diese Ergebnisse von jenen von Oh et al.
(2006), die hingegen berichteten, dass primére Hepatozyten durch Hochregulierung von cFLIP
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(cellular FLICE-like inhibitory protein) durch hohe Dosen von Dexamethason vor Fas-Ligand-
induzierter Apoptose geschitzt werden kénnen. Die Tatsache, dass sich die Zelltypen von
normalen zu Krebszellen unterscheiden, bietet eine mégliche Erklarung fir die beobachteten
Unterschiede. Zur weiteren Klarung, ob sowohl der intrinsische als auch der extrinsische
Apoptoseweg durch die in dieser Arbeit untersuchten Substanzen eine Beeintrachtigung
erfahren, sollte in den nachfolgenden Kapiteln zusétzlich der Einfluss auf verschiedene
Caspasen analysiert werden, die entweder im intrinsischen oder im extrinsischen
Apoptoseweg selektiv aktiviert werden.

Beziiglich einer durch Dexamethason verursachten Apoptosehemmung konnte des Weiteren
auch von Yamamoto et al. (1998) eine dosisabhéngige Inhibition sowohl der spontanen als
auch der durch TGF-B4-induzierten Apoptose in zwei weiteren Rattenhepatom-Zelllinien (McA-
RH7777 und McA-RH8994) beobachtet werden. Ein vorherrschender Wirkmechanismus flr
die Dexamethason-bedingte Inhibition der Apoptose scheint hierbei eine erhdhte Expression
des Apoptoserepressors Bcl-xL zu beinhalten. Sowohl in priméren Rattenhepatozyten als
auch in Rattenhepatomzellen konnte eine erhdhte mRNA-Expression sowie eine erhdhte
Bcl-xL-Proteinexpression gefunden werden. So wirkte sich Dexamethason in primaren
Rattenhepatozyten bei einer Behandlungsdauer von 4 Stunden noch moderat auf Bcl-xL aus,
wahrend eine langere Exposition (24 h) eine signifikante Induktion der Bcl-xL-mRNA-
Expression verursachte (Zucchini et al., 2005). Dariiber hinaus fihrte Dexamethason zu
einem parallelen Anstieg des Expressionsniveaus sowohl von Bcl-xL- als auch von CYP3A23-
Proteinen. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse von Zucchini et al. (2005), dass
Dexamethason primare Rattenhepatozyten durch Hochregulierung von Bcl-xL vor
Staurosporin-induzierter Apoptose schiitzen kann. AuBerdem verzégerte Dexamethason die
spontane Apoptose in primaren Rattenhepatozyten, indem es die Expression des
antiapoptotischen Proteins Bcl-xL erhdhte, wéhrend die Expression der proapoptotischen
Proteine Bcl-xS oder Bad hingegen nicht nachgewiesen werden konnte oder unveréndert blieb
(Bailly-Maitre et al., 2001).

Des Weiteren konnte eine Dexamethason-bedingte Erhéhung der Bcl-xL-Expression auch in
mehreren Rattenhepatom-Zelllinien nachgewiesen werden (Yamamoto et al, 1998;
Buchmann et al., 1999; Scoltock ef al., 2007). So fiihrte die Applikation von Dexamethason in
FTO-2B-Hepatomzellen zu einem zeitabhdngigen Anstieg der Bcl-xL-Spiegel, der 4 h nach
Zugabe zu den Kulturen ein Maximum erreichte (dreifacher Anstieg) und Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 24 h erhéht blieb (Buchmann et al, 1999). Auch in der
Rattenhepatom-Zelllinie  HTC bewirkte die Vorbehandlung mit Dexamethason einen
zeitabhangigen Anstieg sowohl der Bcl-xL-mRNA als auch des Proteins (Scoltock et al.,
2007).

Somit scheint Bcl-xL eine wesentliche Rolle bei der durch Dexamethason induzierten
Hemmung der Apoptose zu spielen. In diesem Punkt unterscheidet sich der
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Wirkmechanismus der Dexamethason-bedingten Inhibition der Apoptose von jenem von
Phenobarbital, da fir Phenobarbital hingegen kein durchgehender bzw. vorherrschender
Einfluss auf Bcl-xL in der Literatur gefunden werden konnte. Zwar konnten Zucchini et al.
(2005) eine geringe Wirkung von Phenobarbital auf Bcl-xL in primdren Rattenhepatozyten
detektieren, jedoch wurde die Bcl-xL-Expression in FTO-2B-Hepatomzellen durch eine
Phenobarbitalbehandlung nicht beeinflusst (Buchmann et al., 1999). Auch von Elcombe et al.
(2014) wurde keine entsprechende Abhangigkeit von Bcl-xL in Bezug auf den
Wirkmechanismus flr die Phenobarbital-bedingte Bildung von Lebertumoren berlcksichtigt.
Abgesehen davon scheinen sich die beiden Substanzen noch in einem weiteren Punkt zu
unterscheiden. Im Gegensatz zu Phenobarbital konnte fir Dexamethason auch ein Einfluss
auf die Apoptose in humanen Hepatozyten gefunden werden. Dies lasst darauf schlieBen,
dass Dexamethason auch starkere Auswirkungen auf die Kanzerogenese beim Menschen
haben kénnte. So konnten Zucchini et al. (2005) nachweisen, dass eine Behandlung von
primar Kkultivierten humanen Hepatozyten mit Dexamethason diese vor einer durch
Staurosporin induzierten Apoptose schitzen kann. Die durch Dexamethason bedingte
antiapoptotische Kapazitat korrelierte dabei mit der Induktion des Apoptosehemmers Bcl-2
sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinniveau. DarUber hinaus ging die erhéhte Bcl-2-
Expression mit einer Hochregulierung von CYP3A4 in humanen Hepatozyten einher,
wohingegen keine Auswirkungen von Dexamethason auf das Expressionsniveau von Bax
detektiert werden konnten (Zucchini et al., 2005). Des Weiteren konnten Bailly-Maitre et al.
(2001) zeigen, dass Dexamethason zudem in der Lage ist, die spontane Apoptose in primaren
humanen Hepatozyten zu hemmen. Hierbei verldngerte Dexamethason die Uberlebens-
fahigkeit der Zellen, indem sowohl das antiapoptotische Protein Bcl-2 hochreguliert als auch
die Entwicklung einer apoptotischen Morphologie inhibiert wurde.

Abgesehen von diesen Faktoren wurde fir die Dexamethason-bedingte Hemmung der
Apoptose zusatzlich ein Wirkmechanismus von Dexamethason Uber die Regulation von P-
Glykoprotein (P-gp) identifiziert. So konnten Zhao et al. (2015) zeigen, dass eine Behandlung
mit Dexamethason humane Leberzellen (L-02) vor einer durch TRAIL (Tumor necrosis factor
related apoptosis inducing ligand) induzierten Apoptose schitzt, indem die Expression von P-
Glykoprotein Dexamethason-abhéngig hochreguliert wird. Bei P-Glykoprotein handelt es sich
um einen primar aktiven Effluxtransporter, welcher als Transportbarriere gegen zahlreiche
Substanzen, darunter insbesondere Xenobiotika, fungiert (Ruefli und Johnstone, 2003).
Zusétzlich zu seiner Schutzfunktion und Rolle bei der Entgiftung ist P-Glykoprotein jedoch
auch daftr bekannt, die zellulare Akkumulation von chemotherapeutischen Wirkstoffen zu
reduzieren (Ambudkar et al., 1999) bzw. eine entscheidende Rolle bei der Inhibition der
Apoptose zu spielen (Ruefli et al., 2002; Zhao et al., 2015).

Die Ergebnisse aus immunzytochemischen, durchflusszytometrischen und Western Blot-
Analysen sowie qRT-PCR zeigen, dass Dexamethason die mRNA- und Proteinspiegel von P-
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Glykoprotein in humanen L-02-Leberzellen zeit- und dosisabhangig (1 — 10 uM) hochreguliert,
woraus ein signifikant niedriegerer Apoptosespiegel in der Gruppe mit Dexamethason-
vorbehandelten Zellen resultierte als jener in der Kontrollgruppe (Zhao et al., 2015). Die
Behandlung mit Tariquidar, einem P-Glykoprotein-Inhibitor, verringerte die antiapoptotischen
Wirkungen von Dexamethason, was den Schluss nahelegt, dass die Dexamethason-bedingte
Apoptosehemmung in humanen L-02-Leberzellen mit einer Hochregulierung der Expression
von P-Glykoprotein verbunden ist.

Glukokortikoide wie Dexamethason werden haufig bei der Therapie von soliden Tumoren
verabreicht, um die Nebenwirkungen einer Chemotherapie zu lindern. In Anbetracht der
antiapoptotischen Wirkung von Dexamethason in verschiedenen Zelltypen stellt sich jedoch
die Frage, ob sich diese gangige Verabreichung auch nachteilig auf die Tumorentwicklung
auswirken kann. Tatsachlich beschreiben Sui et al. (2006), dass Dexamethason die
Wirksamkeit von Paclitaxel, einem der Standardmedikamente in der Krebstherapie, bei der
Behandlung von Brust- und Ovarial-Xenotransplantat-Tumoren beeintrachtigt. Abgesehen
davon konnte auch in einer weiteren Studie von Herr und Pfitzenmaier (2006) eine schiitzende
Wirkung von Glukokortikoiden auf solide Tumoren belegt werden.

In einer Untersuchung zum Einfluss von Dexamethason auf Brustkrebs implantierten
Obradovi¢ et al. (2019) Mausen humane Brustkrebstumoren und wiesen so in den Metastasen
von Brustkrebs-Patientinnen eine deutlich erhdéhte Dichte an Glukokortikoid-Rezeptoren im
Vergleich zum Primartumor nach. Behandelten sie die entsprechenden M&use mit
Dexamethason, férderte dies sowohl die Heterogenitdt der Tumorzellen als auch die
Metastasierung (Bildung und Wachstum). Zudem wurde die Wirksamkeit des Medikaments
Paclitaxel anhand einer parallelen Behandlung mit Dexamethason herabgesetzt. MaBgeblich
beteiligt an der erhéhten Anzahl der Glukokortikoid-Rezeptoren scheint in diesem
Tumormodell die Tyrosinkinase ROR1 zu sein. Eine entsprechende Ablation von ROR1
reduzierte das Wachstum von Metastasen und korrelierte weiterhin mit einem verlangerten
Uberleben in praklinischen Modellen (Obradovié et al., 2019).

Auch Wu et al. (2004) konnten zeigen, dass eine Dexamethason-Vorbehandlung von
Brustkrebszelllinien die Chemotherapie-induzierte Apoptose hemmt und mit der
Transkriptionsinduktion von SGK-1 (Serum and GC-inducible protein kinase-1) und MKP-1
(Mitogen-activated protein kinase phosphatase-1) assoziiert ist. Die Verwendung von siRNA
zur Verringerung der SGK-1- und MKP-1-Expression kehrte die antiapoptotischen Wirkungen
der Dexamethason-Behandlung wieder entsprechend um (Wu et al., 2004).
Zusammengenommen legen diese Daten nahe, dass eine Behandlung mit Dexamethason das
Uberlebenssignal durch direkte Aktivierung von Genen reguliert, die fiir Proteine kodieren, die
die Anfélligkeit fur Apoptose verringern. Angesichts der weitverbreiteten Kklinischen
Verabreichung von Dexamethason im Zuge einer Chemotherapie ist das Verstandnis der
Mechanismen von entscheidender Bedeutung, um ein optimales therapeutisches Ansprechen
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zu erzielen. Die oben genannten Beispiele veranschaulichen, dass sich die Hemmung der
Apoptose durch Dexamethason nachteilig auf die Tumorentwicklung auswirken kann, was
darauf hindeutet, dass bei der Verwendung von Glukokortikoiden wahrend einer
Krebstherapie Vorsicht geboten ist.

Einen weiteren Faktor, der bei der Apoptosehemmung durch Dexamethason eine
entscheidende Rolle einnimmt, stellt NF-kB dar. Die Aktivitdt dieses Transkriptionsfaktors,
welcher an der antiapoptotischen Regulation in verschiedenen Zellsystemen beteiligt ist,
wurde von Buchmann et al. (1999) anhand eines Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)
analysiert. So konnte in FTO-2B-Hepatomzellen, &hnlich wie zuvor bereits flir Phenobarbital
gezeigt, eine verstarkte NF-kB-Aktivitdt infolge einer Behandlung mit Dexamethason
nachgewiesen werden. Auch Evans-Storms und Cidlowski (2000) fanden heraus, dass NF-kB
bei der Regulierung der Apoptose in HTC-Zellen eine wichtige Funktion zukommt, da eine
Abnahme des Transkriptionsfaktors mit der Induktion des Zelltods in diesen Zellen verbunden
ist. Eine zuséatzliche Behandlung der HTC-Zellen mit Dexamethason blockierte diesen Verlust
von NF-kB effektiv, was darauf hindeutet, dass die durch Serumentzug induzierte Apoptose
Uber die Regulation von NF-kB unterdriickt werden kann. Diese Hypothese wird dariber
hinaus durch Transfektionsexperimente gestiitzt, welche zeigen, dass die Expression eines
Repressors von NF-kB die Fahigkeit von Dexamethason aufheben kann, HTC-Zellen vor
Apoptose zu schiitzen (Evans-Storms und Cidlowski, 2000). Somit scheint NF-kB eine
wesentliche Rolle bei der durch Dexamethason bedingten Hemmung der Apoptose zu spielen
und sich in diesem Punkt vom Wirkmechanismus von Phenobarbital zu unterscheiden, da fir
Phenobarbital hingegen kein vorherrschender Einfluss von NF-kB auf die Apoptosehemmung
gefunden werden konnte (Tharappel et al., 2008).

Im Folgenden sollte untersucht werden, inwiefern auch die jeweiligen in unserer Arbeit
verwendeten nicht-dioxinartigen PCBs eine antiapoptotische Funktion in primaren Ratten-
hepatozyten einnehmen. Zusatzlich sollte verglichen werden, ob die zugrunde liegenden
Mechanismen ausschlieBlich jenen von Phenobarbital &hneln oder ob diese auch mit den
apoptosehemmenden Wirkungen von PXR-Aktivatoren wie Dexamethason in Verbindung
gebracht werden kdnnen.
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5.7.1.2 Einfluss der NDL-PCBs auf die UV-induzierte Apoptose in primaren
Rattenhepatozyten

Der Einfluss der nicht-dioxinartigen PCBs auf die UV-induzierte Apoptose in priméren
Rattenhepatozyten wurde wie bereits in der vorangegangenen Versuchsreihe ermittelt, indem
Hepatozytenkulturen nach Bestrahlung mit UV-Licht (50 J/m?) mit den NDL-PCBs 28, 52, 101,
138, 153 und 180 in Konzentrationen zwischen 0,01 und 10 uM fir 24 h inkubiert wurden und
die Zellkernmorphologie nach Farbung mit DAPI fluoreszenzmikroskopisch analysiert wurde.
Von jeder Konzentrationsstufe eines jeden PCBs wurden 6 individuelle Kulturschalen aus drei
unterschiedlichen Perfusionen untersucht und die mittlere Rate apoptotischer Zellen in
Relation zum Auftreten von Apoptosen in nicht mit NDL-PCBs behandelten Kulturen bestimmt.
Dabei konnte, wie auch bereits bei Phenobarbital und Dexamethason, ein hemmender
Einfluss der NDL-PCBs auf die Apoptoseinduktion durch UV-Strahlung beobachtet werden
(Abb. 50).
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Abbildung 50: Einfluss der NDL-PCBs auf die durch UV-Strahlung induzierte Apoptose in
primaren Rattenhepatozyten. Quantitative Analyse der Apoptoseinduktion durch UV-Bestrahlung
(50 J/mz) in primaren Rattenhepatozyten nach 24-stiindiger Inkubation mit den NDL-PCBs 28, 52,
101, 138, 153 bzw. 180 in verschiedenen Konzentrationen. Die mittels fluoreszenzmikroskopischer
Auszdhlung DAPI-geférbter Nuklei ermittelten Apoptoseraten in den einzelnen Konzentrations-
stufen sind prozentual zur Apoptoserate nach UV-Bestrahlung sowie Behandlung mit der
Lésungsmittelkontrolle DMSO (UV50) dargestellt. MW = SD, n =3, statistischer Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle: *: p< 0,05 und **: p<0,01. Die basale Apoptoserate in nicht mit UV
behandelten Zellkulturen in Relation zu den UV-behandelten Kulturen ist mittels der roten Linie
gekennzeichnet.

Mit der HOhe der eingesetzten NDL-PCB-Konzentration wuchs dabei wie auch bei
Phenobarbital und Dexamethason der Grad der Hemmung. So betrug in der niedrigsten
getesteten Konzentration von 0,01 uM die Rate apoptotischer Zellen je nach untersuchtem
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NDL-PCB im Mittel zwischen 60 % und 73 % der Rate in den nur mit der Lésungsmittel-
kontrolle inkubierten Zellkulturen, wahrend die 1.000-fach héhere Konzentration von 10 pM
Hemmungen der Apoptose auf 40 bis 58 % der Referenzrate induzierte. Vergleicht man die
Héhe sowie die konzentrationsabhangige Entwicklung der NDL-PCB-bedingten Apoptose-
hemmung mit jener von Phenobarbital oder Dexamethason, so fallt auf, dass die nicht-
dioxinartigen PCBs die Apoptoseinduktion in geringerem MaBe beeinflussen und auch in der
héchsten eingesetzten Konzentration nicht in gleicher Weise auf das Grundniveau
zurickdréangen kénnen wie die beiden anderen Substanzen.

Innerhalb der Gruppe der untersuchten NDL-PCBs variierten die ermittelten Hemmungsraten
in den einzelnen Konzentrationsstufen um bis zu 15 Prozentpunkte. Dabei konnte allgemein
eine Tendenz bezlglich einer Abhangigkeit des Inhibitionsvermégens der NDL-PCBs von
ihrem Chlorierungsgrad festgestellt werden, so bewirkte etwa PCB 28 in den Konzentrationen
0,01 uM und 10 uM eine statistisch signifikant kleinere Hemmung als PCB 153. Dass die
Starke der Apoptosehemmung weitgehend dem Chlorierungsgrad der PCBs folgt, legt den
Schluss nahe, dass in gewisser Weise eine Korrelation zwischen der Hemmung der Apoptose
und der Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme besteht. Auch hier folgte die Starke
der Induktion weitgehend dem Chlorierungsgrad, mit Ausnahme von PCB 153, welches die
jeweiligen Enzyme etwas starker induzierte als das hdher chlorierte PCB 180. Bei der
Hemmung der Apoptose hingegen scheinen jedoch keine wesentlichen Unterschiede
zwischen diesen beiden PCBs zu bestehen.

Hinweise aus der Literatur legen jedoch auch nahe, dass die Korrelation zwischen der
Enzyminduktion und der Hemmung der Apoptose unvollstédndig ist und aus einer Aktivierung
spezifischer fremdstoffmetabolisierender Enzyme nicht auf eine entsprechende Tumor-
promotion bzw. Hemmung der Apoptose geschlossen werden kann. So konnten James und
Roberts (1996) beispielsweise zeigen, dass eine Behandlung mit Phenobarbital in syrischen
Hamster- sowie Meerschweinchenhepatozyten zwar zu einer entsprechenden CYP2B-
Enzyminduktion fihrt, sich diese beiden Spezies gegeniber einer Phenobarbital-bedingten
antiapoptotischen Wirkung hingegen jedoch als resistent erweisen. Auch humane
Hepatozyten sprechen nicht auf die antiapoptotischen Eigenschaften von Phenobarbital an
(Hasmall und Roberts, 1999), obwohl in diesen wie auch bei Nagetieren fremdstoff-
metabolisierende Enzyme induziert werden konnten (Hirose et al., 2009).

Dennoch scheint zwischen diesen beiden Prozessen ein Zusammenhang zu bestehen, da
viele Induktoren fremdstoffmetabolisierender Enzyme nachweislich auch tumorpromovierende
Eigenschaften aufweisen (Hemming et al., 1993; Bursch et al., 1984). Méglicherweise ist die
Korrelation zwischen der Enzyminduktion und der Hemmung der Apoptose sowie die
Abhangigkeit dieser beiden Prozesse vom Chlorierungsgrad der PCBs in der jeweiligen
Aktivierung des nukledren Rezeptors CAR begriindet. So konnte belegt werden, dass CAR
sowohl fir die Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme als auch fir eine tumor-
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promovierende Wirkung vonndten ist (Wei et al.,, 2000; Ueda et al., 2002; Yamamoto et al.,
2004). Es darf jedoch nicht auBer Acht gelassen werden, dass auch der Pregnan-X-Rezeptor
eine Rolle bei der durch die NDL-PCBs vermittelten Inhibition der Apoptose spielen kdnnte.
Nicht-dioxinartige PCBs werden oft als Substanzen vom Phenobarbital-Typ bezeichnet, so
dass haufig davon ausgegangen wird, dass diese PCBs ahnliche Wirkungen wie
Phenobarbital aufweisen. Es wird daher oftmals vermutet, dass die NDL-PCB-vermittelte
Tumorpromotion bzw. Hemmung der Apoptose ebenfalls Uber den fir Phenobarbital
bekannten Wirkmechanismus verlduft. Dieser beinhaltet beispielsweise eine Aktivierung des
nukledren Rezeptors CAR mit der entsprechenden Induktion von Cytochrom-P450-Enzymen,
eine erhdhte Zellproliferation sowie neben der Hemmung der Apoptose auch spezifische
epigenetische Veranderungen bzw. die Inhibition der interzellularen Kommunikation tGber Gap
Junctions (Elcombe et al., 2014). Jedoch wurde flir die NDL-PCBs bereits bei der CYP3A1-
Enzyminduktion ersichtlich, dass diese zwar vornehmlich tber den CAR reguliert, jedoch zu
einem geringeren Teil auch Uber den PXR vermittelt wird. Es ist also nicht auszuschlie3en,
dass die Inhibition der Apoptose auch teilweise dem PXR zugesprochen werden kann. Der
Wirkmechanismus von PXR-Agonisten wie Dexamethason umfasst hierbei unter anderem die
erhdhte Expression der Apoptoserepressoren Bcl-xL bzw. Bcl-2, die Inhibition der Apoptose
(auch in humanen Hepatozyten), eine Steigerung der Expression von P-Glykoprotein sowie
eine verstarkte NF-kB-Aktivitat (Zucchini et al., 2005; Bailly-Maitre et al., 2001; Zhao et al.,
2015; Buchmann et al., 1999).

Angesichts der lebenslangen Exposition der menschlichen Bevélkerung gegentber den nicht-
dioxinartigen PCBs sowie der daraus resultierenden zahlreichen nachteiligen Effekte ist es
notwendig, ndheren Aufschluss Uber die Wirkmechanismen der NDL-PCBs zu erhalten und
diese bei einer Risikobewertung dieser Substanzen zu berlcksichtigen. Beziglich der
Kanzerogenitédt von polychlorierten Biphenylen liegen bei Versuchstieren seit langerer Zeit
hinreichende Nachweise vor. So haben bereits mehrere Untersuchungen gezeigt, dass
kommerzielle technische PCB-Gemische wie Aroclor 1260, Aroclor 1254 oder Kanechlor 500
bzw. einzelne PCB-Kongenere nach Initierung mit einem genotoxischen Karzinogen als
Lebertumorpromotoren bei Nagetieren fungieren (Buchmann et al., 1991; Hemming et al.,
1993; Knerr und Schrenk, 2006; IARC, 2016). Allerdings kann aus diesen Untersuchungen
nicht daraus geschlossen werden, zu welchen Teilen die jeweiligen Wirkungen auf DL- oder
auf NDL-PCBs zurickzufihren sind, da es aufgrund des gleichzeitigen Vorhandenseins dieser
Verbindungen sowie zusatzlichen Verunreinigungen mit Dibenzodioxinen und Dibenzofuranen
in technischen Gemischen nicht mdéglich ist, die spezifischen Wirkungen der NDL-PCBs von
jenen dioxinartiger Verbindungen zu unterscheiden.

Aus diesem Grund ist es unerld@sslich, spezifische Untersuchungen zu einer mdglichen
tumorpromovierenden Wirkung nicht mit technischen Gemischen, sondern einzelnen nicht-

dioxinartigen PCB-Kongeneren durchzufihren. So konnten in Nagetierstudien nach
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Applikation von verschiedenen Initiatoren auch fir einige NDL-PCB-Kongenere
tumorpromovierende Effekte demonstriert werden, wobei sich hierbei die nicht-dioxinartigen
PCB-Kongenere 47, 49, 52 und 153 als tumorpromovierend in der Nagetierleber erwiesen
haben (Preston et al., 1985; Buchmann ef al., 1991; Hemming et al., 1993). Beim Vergleich
mit den entsprechenden dioxinartigen Verbindungen féllt jedoch auf, dass die NDL-PCBs in
dieser Hinsicht um einiges weniger wirksam zu sein scheinen als die dioxinartigen Kongenere
(Buchmann et al., 1986; Hemming et al., 1993).

Von den nicht-dioxinartigen Kongeneren wurde insbesondere das haufig vorkommende PCB
153 eingehend untersucht, so auch in einer Studie von Glauert et al. (2008), um zu
analysieren, ob das NDL-PCB bei maéannlichen B6129SF2/J-Mausen die Aktivitdt von
N-Nitrosodiethylamin-initiierten Lebertumoren beeinflusst. Als Folge der Behandlung mit dem
nicht-dioxinartigen Kongener war die Inzidenz von hepatozellularen Tumoren bei Wildtyp-
Mausen, die mit PCB 153 behandelt wurden, gegenuber jenen Mausen, die lediglich
Maiskeimdl erhielten, entsprechend erhéht. Auch in Strathmann et al. (2006) wiesen Mause
nach zusatzlicher Gabe des NDL-PCBs 153 im Anschluss an eine einmalige Verabreichung
von DEN eine gesteigerte Tumoranzahl im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Es liegen
jedoch auch Studien in weiblichen Wistar-Ratten vor, in denen weder flir das nicht-dioxinartige
PCB-Kongener 28 noch fir PCB 101 eine entsprechende Wirksamkeit als Leber-
tumorpromotor gefunden werden konnte (Kunz et al., 2006).

Der Wirkmechanismus in Bezug auf die tumorpromovierenden Effekte der NDL-PCBs umfasst
hierbei insbesondere die Unterdriickung der Apoptose in praneoplastischen Zellen, wodurch
diesen initiierten Zellen die Mdglichkeit eines erleichterten, unkontrollierten Wachstums
gegeben wird (Bohnenberger et al., 2001). Des Weiteren z&hlen beispielsweise sowohl die
Induktion von oxidativem Stress sowie die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«kB
(Tharappel et al., 2002; Lu et al, 2004; Liu et al, 2014) als auch eine Stérung der
interzelluldaren Kommunikation Uber Gap Junctions (Umannova et al., 2008; Machala et al.,
2003) zu den Mechanismen, die nach einer Exposition gegenlber nicht-dioxinartigen PCBs
auftreten und eine relevante Rolle bei der tumorpromovierenden Wirkung einnehmen.
Beziglich der Inhibition der Apoptose konnten auch Bohnenberger et al. (2001) in Korrelation
mit den Ergebnissen dieser Arbeit nachweisen, dass eine zusétzliche Applikation von nicht-
dioxinartigen PCBs eine nahezu vollstandige Unterdriickung der durch UV-Strahlung
induzierten Apoptose zur Folge hatte. Sowohl PCB 28 als auch die PCB-Kongenere 101 und
187 zeigten nach vorheriger, einmaliger Bestrahlung mit UV-Licht (90 J/m?) konzentrations-
abhangige, apoptosehemmende Effekte in primaren Hepatozyten von ménnlichen Wistar-
Ratten (Bohnenberger et al., 2001). Um naheren Aufschluss Gber die Wirkmechanismen der
NDL-PCB-bedingten Hemmung der Apoptose zu erlangen, analysierten Al-Anati et al. (2009)
in humanen HepG2-Zellen den Einfluss der nicht-dioxinartigen PCBs 28, 101 und 153 auf die
durch Etoposid vermittelte Akkumulation des Tumorsuppressorproteins p53. In diesem
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Zusammenhang konnte die Arbeitsgruppe um Al-Anati eine durch die NDL-PCBs induzierte
Phosphorylierung des regulatorischen Proteins Mdm2 (Murine double minute 2 homolog) an
Ser166 detektieren, was mit einer Verringerung der durch Etoposid induzierten p53-Spiegel
sowie einer abgeschwachten p53-Reaktion einherging und woraus letztlich eine
entsprechende Inhibition der Apoptose resultierte. Abgesehen von ihren Untersuchungen mit
Etoposid konnten Al-Anati ef al. (2010) mittels durchflusszytometrischer Analyse zudem
zeigen, dass auch die Anzahl der durch Benzo[a]pyren (BaP) induzierten apoptotischen Zellen
nach zusatzlicher Behandlung mit den hoch aufgereinigten NDL-PCBs 28, 101 und 153
deutlich verringert wurde. Im Gegensatz zu ihrer vorherigen Studie fihrte die Applikation der
nicht-dioxinartigen PCBs jedoch zu einer reduzierten Phosphorylierung von Mdm2 an Ser166,
was mit einer daraus resultierenden verstarkten p53-Antwort verbunden war und von daher fiir
gewdhnlich mit einer vermehrten Apoptose assoziiert ist. Um dieser Diskrepanz auf den Grund
zu gehen, wurde der Einfluss der NDL-PCBs auf FoxO3a (Forkhead box protein O3)
analysiert, da FoxO3a p53 ins Zytoplasma verlagern kann und daher eine entscheidende
Funktion bei der NDL-PCB-bedingten Inhibition der Apoptose einnehmen kdnnte. Die
diesbeziiglichen Untersuchungen ergaben eine entsprechend verringerte Menge an
phosphoryliertem FoxO3a bei Thr32, so dass diese Daten nahelegen, dass nicht-dioxinartige
PCBs die BaP-induzierte Apoptose hemmen kdnnen, indem sie eine FoxO3a-abhangige
Translokation von p53 in das Zytoplasma verhindern (Al-Anati et al., 2010).

Zusatzlich zum beobachteten Effekt auf p53 wurde wie auch bereits bei Phenobarbital eine
Hochregulierung von Gadd458 durch das NDL-PCB 153 belegt (Kopec et al., 2010). Diese
kénnte in Anbetracht dessen, dass Gadd45f als Inhibitor der Apoptose fungieren (Papa et al.,
2004) sowie dartber hinaus eine erhdhte Expression von Gadd458 zur Demethylierung von
DNA fuhren kann (Ma et al., 2009), von entsprechender Bedeutung flr die Tumorpromotion
sein. Eine weitere Rolle bei der NDL-PCB-bedingten Promotion von Lebertumoren fallt der
Inhibition der interzellularen Kommunikation Gber Gap Junctions (GJIC) zu, da eine
anhaltende Herunterregulierung dieser einen Verlust der tumorsuppressiven Wirkung in den
betroffenen Zellen zur Folge hat (Chipman et al, 2003). So konnte eine entsprechende
Hemmung der GJIC durch eine Reihe nicht-dioxinartiger PCBs bestatigt werden (Machala et
al.,, 2003; Hamers et al., 2011), welche auf diese Weise den direkten Austausch kleiner
Molekile zwischen benachbarten Zellen verhindern. Dies stellt eine weitere Gemeinsamkeit
zum Wirkmechanismus von Phenobarbital dar, da auch nach einer Behandlung mit
Phenobarbital eine vergleichbare Verringerung der interzelluldren Kommunikation tber Gap
Junctions detektiert werden konnte (Kolaja et al., 2000).

In epithelialen WB-F344-Zellen der Rattenleber konnten Simeékova et al. (2009a) zudem
nachweisen, dass das nicht-dioxinartige PCB 153 im Gegensatz zu dioxinartigen
Verbindungen nicht nur zu einer voriilbergehenden, sondern auch zu einer langanhaltenden

Hemmung der GJIC flhrte. In dem Bestreben, die zugrunde liegenden Mechanismen flr die
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NDL-PCB-bedingte Inhibition der interzellularen Kommunikation Uber Gap Junctions
aufzuklaren, wurde von der Arbeitsgruppe sowohl der Einfluss auf die Konzentration von
Connexin 43 (Cx43) als auch auf die zellulare Verteilung néher analysiert. Obwohl PCB 153 in
der Rattenleber-Epithelzelllinie keine Auswirkungen auf die Cx43-mRNA-Spiegel hatte, ging
die PCB-Applikation mit der Herunterregulierung von Cx43-Protein einher, welche auf einen
verstarkien proteasomalen und lysosomalen Abbau von Connexin 43 zuriickzuflhren ist
(Simedkova et al., 2009a). Zudem verhinderte das nicht-dioxinartige PCB zum einen den
Transport von Connexin 43 zur Plasmamembran und verringerte zum anderen sowohl die
GréBe als auch die Anzahl von Gap-Junction-Plaques in dieser signifikant. Zusammen-
genommen scheinen somit mehrere Wirkmechanismen in die durch PCB 153 bedingte
Herunterregulierung von Cx43 involviert zu sein und so zu den tumorférdernden Effekten der
nicht-dioxinartigen PCBs in Rattenleber-Epithelzellen beitragen zu kénnen.

Da Hinweise darauf existieren, dass eine NDL-PCB-induzierte Stérung der Lipidsignalwege
mit einer Hemmung der interzellularen Kommunikation Gber Gap Junctions in Zusammenhang
stehen kénnte, untersuchten Umannova et al. (2008) weiterhin die Auswirkungen von NDL-
PCBs auf eine entsprechende Freisetzung des Second Messengers Arachidonsaure. Hierbei
induzierten sowohl das NDL-PCB 47 als auch PCB 153 in Rattenleber-Epithelzellen eine
massive Freisetzung von Arachidonsdure in dosis- und zeitabhéngiger Weise, womit auch die
Beeinflussung der Arachidonsaure-Signalwege zu einer kanzerogenen Wirkung der nicht-
dioxinartigen PCBs beitragen kénnte (Umannova et al., 2008).

Neben ihrer hemmenden Wirkung auf die interzellulare Kommunikation Gber Gap Junctions
rufen NDL-PCBs zusatzliche Effekte auf membranassoziierte Proteine hervor, die eng mit der
Tumorpromotion und -progression zusammenhéngen. So wurde von Simegkova et al. (2009b)
in Rattenleber-Epithelzellen nachgewiesen, dass das nicht-dioxinartige PCB-Kongener 153
Uber einen allmahlichen Abbau die Spiegel mehrerer Proteine von Adherens Junctions senkt,
einschlieBlich E-Cadherin, Plakoglobin und B-Catenin. Des Weiteren wurde festgestellt, dass
PCB 153 nach einer Injektion von N-Nitrosodiethylamin die Inzidenz von Glutamin-
Synthetase-positiven Lebertumoren bei mannlichen B6129SF2/J-Mausen erhéht sowie fast
90 % aller Tumoren von mit PCB 153 behandelten Mausen Mutationen in dem fiir -Catenin
kodierenden Gen aufwiesen (Strathmann et al., 2006). Tumoren, die Mutationen von Ha-ras
und B-raf enthielten, waren hingegen selten und unterschieden sich nicht signifikant zwischen
den Behandlungsgruppen.

Diesbezlglich stimmt der Wirkmechanismus von PCB 153 wiederum mit jenem von
Phenobarbital Gberein, da auch Phenobarbital wéhrend der Promotionsphase nach solchen
Hepatozyten selektiert, die aktivierende Mutationen des fir B-Catenin kodierenden Gens
tragen (Aydinlik et al., 2001). In diesem Zusammenhang wiesen ebenfalls etwa 80 % der
aufgetretenen Lebertumoren in mit Diethylnitrosamin und anschlieBend mit Phenobarbital
behandelten Mausen B-Catenin-Mutationen auf. In Anbetracht dessen, dass es Hinweise
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darauf gibt, dass eine anomale B-Catenin-abh&ngige Signalgebung sowohl zu einer erhéhten
Zellproliferation fUhrt als auch gleichzeitig eine Inhibition der Apoptose zur Folge hat (Shang et
al., 2004; Singh et al., 2014), scheint diesbezuglich ein klarer Einfluss auf die NDL-PCB-
induzierte Tumorgenese gegeben zu sein.

Abgesehen von diesen Effekten wird insbesondere eine Verkirzung von Telomeren mit der
Karzinogenese in Verbindung gebracht, da eine solche Verklrzung zu einer genetischen
Instabilitdt mit entsprechender Pradisposition fir Krebs fiihren kann (Bailey und Murnane,
2006; Meeker et al., 2004). Um herauszufinden, ob eine langere Behandlung mit NDL-PCBs
mit einem stérenden Einfluss auf die Telomeraseaktivitdt oder einer Verringerung der
Telomerlange in Verbindung steht, wurden humane Keratinozyten bis zu 48 Tage lang den
nicht-dioxinartigen PCB-Kongeneren 28 oder 52 ausgesetzt (Senthilkumar et al., 2011). Beide
PCBs reduzierten die Telomeraseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle ab dem 18. Tag
signifikant, wobei die Telomeraseaktivitédt bis zum 48. Tag um 30 bis 35 % verringert wurde.
Die Telomerlange wurde von Tag 18 an durch PCB 52 und von Tag 30 an infolge einer
Behandlung mit PCB 28 entsprechend verkiirzt. So verursachte PCB 52 in den behandelten
Zellen an Tag 48 eine Verringerung der mittleren Telomerlange um 40 %, wohingegen in mit
PCB 28 behandelten Zellen lediglich eine Abnahme der mittleren Telomerlange von ungefahr
10 % nachweisbar war (Senthilkumar et al., 2011). Diese signifikante Hemmung der
Telomeraseaktivitdt und die Verringerung der Telomerlange durch PCB-Kongenere legen
einen moéglichen Wirkmechanismus nahe, durch den diese Verbindungen zum Entstehen von
Krebs beitragen kénnen. Hierbei liegen mehrere Mechanismen vor, welchen bei der
Verkirzung von Telomeren eine entsprechende Bedeutung zuzuschreiben ist, wobei als einer
der identifizierten Hauptfaktoren eine hohe Empfindlichkeit von Telomeren gegeniber
oxidativem Stress zu nennen ist (Henle et al., 1999; Oikawa und Kawanishi, 1999).

Zu oxidativem Stress wurde bereits berichtet, dass eine Verabreichung von CYP2B-
Induktoren wie Phenobarbital oder NDL-PCBs mit Auswirkungen auf diesen verbunden sein
kann, da die Induktion dieser fremdstoffmetabolisierenden Enzyme zu einer erhdhten
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in der Nagetierleber fuhrt (Dostalek et al., 2007). So
wurde in einer Initiations-Promotions-Studie an weiblichen Sprague-Dawley-Ratten nach
Applikation von PCB 153 neben einer Erhéhung der Haufigkeit mehrerer praneoplastischer
Herde auch ein signifikanter Anstieg der Bindungsaktivitdt des auf oxidativen Stress
reagierenden Transkriptionsfaktors NF-kB in der Leber nachgewiesen (Tharappel et al., 2002).
Auch Liu et al. (2014) beobachteten in BRL-Zellen nach Exposition gegeniber PCB 153
signifikante Veranderungen zwischen der Hochdosisgruppe und der Kontrollgruppe, wobei der
NF-kB-p65-Proteingehalt nach Behandlung mit 10 uM PCB 153 im Vergleich zur Kontrolle um
61,5 % erhéht war.

Um festzustellen, ob die Aktivierung von NF-kB flr die tumorpromovierende Aktivitéat von PCB
153 erforderlich ist, wurden flr die weiteren Untersuchungen Mause mit einer Deletion der
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p50-Untereinheit von NF-kB herangezogen (Lu et al, 2004; Glauert et al., 2008). Ein
Vergleich der Wirkungen von PCB 153 in Wildtyp-Mausen mit jenen Mausen, denen die NF-
kB-p50-Untereinheit fehlt, deutete auf eine entsprechende Beteiligung von NF-kB an den
durch PCB 153 herbeigeflhrten apoptotischen Veranderungen sowie der modulierten
Zellproliferation hin (Lu et al., 2004). Des Weiteren wurde von Glauert et al. (2008) in diesem
Zusammenhang nachgewiesen, dass die Deletion der p50-Untereinheit von NF-kB zudem die
tumorpromovierende Aktivitdt von PCB 153 hemmt, da sowohl die Tumorinzidenz als auch
das Volumen der Glutamin-Synthetase-positiven Tumoren in p50”-Mausen erniedrigt waren
sowie zuséatzlich die durch PCB 153 vermittelte Induktion der Zellproliferation in diesen
Mausen inhibiert wurde. Zusammengenommen implizieren diese Daten eine bedeutende
Rolle fur die durch oxidativen Stress vermittelte Aktivierung von spezifischen
Transkriptionsfaktoren wie NF-«kB fur die NDL-PCB-bedingte Kanzerogenese (Glauert et al.,
2008).

Wahrend eine Aktivierung von NF-kB eine entscheidende Rolle bei der NDL-PCB-vermittelten
Tumorpromotion einnimmt, weicht der Wirkmechanismus nicht-dioxinartiger PCBs in diesem
Zusammenhang vom Wirkmechanismus von Phenobarbital ab und &hnelt eher jenem von
Dexamethason. Zwar konnte fir beide Substanzen eine verstérkte NF-«kB-Aktivitat infolge
einer Behandlung mit Phenobarbital oder Dexamethason nachgewiesen werden (Calfee-
Mason et al., 2002; Buchmann et al., 1999), jedoch konnte fiir Phenobarbital gezeigt werden,
dass NF-kB nicht fir die beobachteten Veranderungen beziiglich der Zellproliferation oder der
durch Phenobarbital induzierten Hemmung der Apoptose erforderlich ist (Tharappel et al.,
2008). Fur Dexamethason hingegen konnte ein entscheidender Einfluss von NF-kB auf die
Inhibition der Apoptose detektiert werden, da die Expression eines Repressors von NF-kB die
Fahigkeit von Dexamethason entsprechend aufheben konnte, HTC-Zellen vor Apoptose zu
schiitzen (Evans-Storms und Cidlowski, 2000). Dies lasst darauf schlieBen, dass der
Wirkmechanismus flr die nicht-dioxinartigen PCBs auch einige Gemeinsamkeiten mit jenem
von Dexamethason aufweist und der Pregnan-X-Rezeptor ebenfalls eine Rolle bei der NDL-
PCB bedingten Tumorpromotion bzw. Hemmung der Apoptose spielen kénnte.

Eine weitere Gemeinsamkeit zum Wirkmechanismus von Dexamethason konnte zudem in
Bezug auf eine gesteigerte Induktion des Apoptoserepressors Bcl-2 gefunden werden. So
ging die um 75 % verringerte Anzahl Benzo[a]pyren-induzierter apoptotischer HepG2-Zellen
infolge einer zusatzlichen Behandlung mit PCB 101 zugleich mit erhéhten Bcl-2-Spiegeln
einher (Al-Anati et al., 2010). Auch Zucchini et al. (2005) konnten nachweisen, dass die
Dexamethason-bedingte antiapoptotische Kapazitdt in humanen Hepatozyten mit der
Induktion des Apoptosehemmers Bcl-2 sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinniveau
korrelierte. Angesichts dessen, dass flr Dexamethason auch ein Einfluss auf die Apoptose in
humanen Hepatozyten gefunden werden konnte und der Wirkmechanismus der NDL-PCB-
bedingten Tumorpromotion in Bezug auf Bcl-2 und NF-kB eher jenem von Dexamethason als
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dem von Phenobarbital ahnelt, kann ein mdglicher Einfluss der nicht-dioxinartigen PCBs auf
die Kanzerogenese beim Menschen nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Von der Internationalen Agentur fiir Krebsforschung (IARC) wurde 2016 der Schluss gezogen,
dass fUr die Kanzerogenitat von polychlorierten Biphenylen beim Menschen ausreichend
Belege vorliegen. Die Korrelation zwischen einer Exposition gegeniiber PCBs und einem
erhéhten Krebsrisiko beim Menschen wurde in zahlreichen epidemiologischen Studien
untersucht, wobei ein konsistenter Zusammenhang zwischen malignen Melanomen und einer
entsprechenden PCB-Exposition nachgewiesen wurde. Weitere positive Assoziationen
wurden fir Non-Hodgkin-Lymphome und Brustkrebs beobachtet, fiir andere Krebsarten
konnten im Gegenzug keine ausreichenden Hinweise auf ein erhdhtes Risiko aus den
epidemiologischen Studien gefunden werden (IARC, 2016).

Allerdings kdnnen in solchen epidemiologischen Studien nicht die spezifischen Wirkungen der
NDL-PCBs analysiert werden, da der Mensch immer gleichzeitig komplexen Gemischen von
dioxinartigen und nicht-dioxinartigen Verbindungen ausgesetzt ist, so dass sich keine
Rickschlusse auf Effekte ziehen lassen, die ausschlie3lich den NDL-PCBs zuzuordnen sind.
Die IARC geht jedoch davon aus, dass die Kanzerogenitdt der PCBs nicht allein der
Kanzerogenitat der dioxinartigen PCBs zugeschrieben werden kann (IARC, 2016).

5.7.2 Analyse der Apoptoserate anhand der UV-induzierten Aktivitat
verschiedener Caspasen

Die Untersuchung der Aktivitdt verschiedener Caspasen erlaubt Rickschlisse darauf,
inwiefern die unterschiedlichen Apoptosewege durch die inhibitorische Wirkung nicht-
dioxinartiger PCBs eine entsprechende Beeintrachtigung erfahren. Hierbei wird der Einfluss
auf spezielle Caspasen analysiert, die entweder im intrinsischen oder im extrinsischen
Apoptoseweg selektiv aktiviert werden. So fuhrt der extrinsische Apoptoseweg, der Uber
Todesrezeptoren auf der Zellmembran vermittelt wird, zur Aktivierung von Caspase 8,
wahrend der intrinsische Apoptoseweg auf einer Anderung der Permeabilitdt der duBeren
Mitochondrienmembran beruht und mit der Aktivierung von Caspase 9 einhergeht (Malhi et al.,
2010). Sowohl Caspase 8 als auch Caspase 9 aktivieren infolgedessen wiederum die
Effektorcaspase 3/7 (Budihardjo et al., 1999).

Waéhrend fir Dexamethason von Oh et al. (2006) zwar gezeigt werden konnte, dass eine
entsprechende Verabreichung priméare Hepatozyten vor Fas-Ligand-induzierter Apoptose
schiitzen kann, konnten Scoltock et al. (2007) in Rattenhepatomzellen nach Dexamethason-
Vorbehandlung hingegen keine Hemmung der durch den Fas-Ligand induzierten Apoptose
nachweisen. In Anbetracht dessen, dass in der Literatur Unstimmigkeit darGber herrscht, ob
Dexamethason auch einen Einfluss auf den extrinsischen Apoptoseweg auslibt, sollte gerade
in Bezug auf die nicht-dioxinartigen PCBs anhand der Enzymaktivitat der Caspasen 8, 9 und
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3/7 der Einfluss dieser Tumorpromotoren auf die verschiedenen Apoptosewege analysiert
werden. Hierfir wurden Zelllysate mit unterschiedlichen, fir die jeweiligen Caspasen
spezifischen Tetrapeptid-Substraten (Ac-IETD, Ac-LEHD bzw. Ac-DEVD) inkubiert, an deren
C-terminalen Aspartat-Rest das Fluorophor 7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin  (AFC)
gekoppelt ist, welches durch aktivierte Caspasen eine proteolytische Abspaltung erfahrt. Die
fluorimetrisch bestimmte Menge an freigesetztem AFC korreliert hierbei mit der Aktivitat der
entsprechenden Caspasen und kann daher zur Bestimmung der inhibitorischen Einfllisse von
Phenobarbital, Dexamethason oder den aufgereinigten NDL-PCBs auf die UV-induzierte
Apoptose eingesetzt werden.

Der Vergleich der Caspase-Aktivitat in Hepatozyten nach UV-Bestrahlung mit der basalen
Aktivitat in unbehandelten Hepatozyten bestatigt hierbei die Reaktivitdt des Assays sowie die
signifikante Aktivierung aller untersuchten Caspasen durch die gewdhlte UV-Intensitat
(50 J/gm?). So ist die Aktivitdt der Caspase 3/7 nach Apoptoseinduktion im Mittel aller
durchgeflhrten Messungen gegenlber der basalen Aktivitdt um etwa das 27-Fache erhéht.
Ein vergleichbarer, jedoch etwas geringer ausfallender Anstieg der Caspase-Aktivitat konnte
im Anschluss an eine UV-Bestrahlung auch fir die Caspasen 8 und 9 verzeichnet werden
(Faktor 10 bzw. 16 gegeniiber der basalen Aktivitat).

5.7.2.1 Einfluss von Phenobarbital und Dexamethason auf die UV-induzierte
Aktivitat verschiedener Caspasen in priméaren Rattenhepatozyten

Um den Einfluss der beiden Tumorpromotoren Phenobarbital und Dexamethason auf die UV-
induzierte Caspase-Aktivierung zu erdrtern, wurden Hepatozytenkulturen nach UV-
Bestrahlung mit den beiden Testsubstanzen im Ublichen Konzentrationsspektrum behandelt
und die Caspase-Aktivitdt in Relation zur Aktivierung in nicht mit Phenobarbital oder Dexa-
methason behandelten Kontrollkulturen abgebildet (Abb. 51 A). Vergleichbar zur Abnahme
apoptotischer Zellkerne (vgl. 5.7.1.1) unter dem Einfluss von Phenobarbital nahm die Aktivitat
der getesteten Caspasen 3/7, 8 und 9 konzentrationsabhadngig mit zunehmender
Phenobarbitalkonzentration ab. Dabei war die Aktivitat aller Caspasen bei einer Konzentration
von 0,5 mM mit Abnahmen von 53 % bis 59 % gegentber der Aktivitat in den Kontrollkulturen
erstmals statistisch signifikant gehemmt. In der héchsten getesteten Phenobarbital-
konzentration (5 mM) betrug die Aktivitdt je nach betrachteter Caspase nur noch zwischen
4 % und 6 % der Caspase-Aktivitat in den UV-bestrahlten Kontrollkulturen. Damit lagen die bei
dieser Phenobarbitalkonzentration nachweisbaren Caspase-Aktivitadten auf dem Niveau der
basalen Caspase-Aktivitdten in unbehandelten, nicht UV-bestrahlten Hepatozytenkulturen.
Beim Vergleich der drei getesteten Caspasen untereinander konnten in keiner der getesteten
Konzentrationsstufen signifikante Unterschiede bezlglich der durch Phenobarbital bewirkten
Hemmung beobachtet werden.
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Abb. 51: Untersuchung der Aktivitat der Caspasen 3/7, 8 und 9 nach UV-Bestrahlung unter
dem Einfluss von Phenobarbital und Dexamethason. Quantitative Analyse der relativen
Caspase-Aktivitstt nach Apoptoseinduktion durch UV-Bestrahlung (50 J/m® sowie nach
zusatzlicher Inkubation mit Phenobarbital (A) und Dexamethason (B) in verschiedenen
Konzentrationen. Die in primdren Hepatozyten ermittelten Caspase-Aktivitdten in den einzelnen
Konzentrationsstufen sind prozentual zur Caspase-Aktivitdt nach UV-Bestrahlung in der
Lésungsmittelkontrolle (UV50) dargestellt. MW £ SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungs-
mittelkontrolle: *: p < 0,05 und **: p < 0,01. Die basalen Aktivitatslevel der jeweiligen Caspasen in
nicht mit UV-Licht behandelten Kulturen in Relation zu den UV-behandelten Zellkulturen sind durch
gestrichelte rote Linien gekennzeichnet.

Auch die Inkubation der Hepatozytenkulturen mit Dexamethason bewirkte eine im Vergleich
zu Phenobarbital dhnliche Abnahme der Caspase-Aktivitaten nach UV-Bestrahlung (Abb. 51
B). Bereits bei der geringsten getesteten Konzentration von 0,1 uM waren die Aktivitétslevel
aller betrachteten Caspasen um etwa 40 % gegeniber der Aktivierung in den Kontrollkulturen
signifikant reduziert. Eine Erh6hung der Dexamethasonkonzentration bewirkte eine weitere
Abnahme der in UV-behandelten Hepatozyten nachweisbaren Caspase-Aktivitat, die in der
héchsten getesteten Konzentration (50 uM Dexamethason) nur noch zwischen 23 % und 27 %
der Aktivitat in der Kontrolle betrug. Somit fiel die durch Dexamethason bewirkte maximale
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Hemmung der Caspase-Aktivitat in den untersuchten Konzentrationsbereichen etwas geringer
aus als jene durch Phenobarbital, dessen zusétzliche Applikation die Caspase-Aktivitat wieder
vollstandig auf das Kontrollniveau zurlickdradngen konnte. Beim Vergleich der Hemmungen der
einzelnen Caspasen untereinander konnten auch fiir Dexamethason wiederum in keiner der
getesteten Konzentrationsstufen signifikante Unterschiede festgestellt werden.
Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass beide Substanzen sowohl eine
inhibitorische Wirkung auf Caspasen des extrinsischen als auch des intrinsischen
Apoptosewegs ausiiben. Eine entsprechende Hemmung der Caspase-Aktivitdt durch
Phenobarbital und Dexamethason konnte in Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen auch
von Zucchini et al. (2005) gefunden werden. Wahrend die apoptoseinduzierende Behandlung
der primaren Rattenhepatozyten mit 100 nM Staurosporin noch zu einem sechsfachen Anstieg
der Caspase-3-Aktivitat fihrte, konnte eine Vorbehandlung der Zellen mit 1 mM Phenobarbital
oder 25 uM Dexamethason das Absinken der Vitalitat der Hepatozyten sowie die zugehdrige
Aktivierung von Caspase 3 hingegen entsprechend verhindern (Zucchini et al., 2005).
Abgesehen von einer Hemmung der Caspase-Aktivitat in primaren Rattenhepatozyten konnte
auch eine entsprechende Inhibition in mehreren Rattenhepatom-Zelllinien nachgewiesen
werden. So konnten Buchmann et al. (1999) in FTO-2B-Rattenhepatomzellen zeigen, dass die
TGF-B-induzierte Aktivitat der Caspase 3 bei einer zeitgleichen Behandlung mit Phenobarbital
um nahezu 50 % inhibiert wurde, wohingegen mit Dexamethason sogar eine mehr als 70 %-
ige Hemmung erreicht wurde. Auch in Studien von Wanke et al. (2004) ging die Hemmung der
TGF-B-induzierten Apoptose durch Dexamethason mit einer starken Verringerung der
Caspase-3-Aktivitdt einher. Zudem wurde durch eine zuséatzliche Behandlung mit
Dexamethason sowohl die Caspase-8-Aktivierung fast vollstdndig unterdriickt als auch die
Aktivitdt der Caspase 9 auf Werte geringfiigig oberhalb von nicht stimulierten Kontrollzellen
verringert (Wanke et al., 2004). Auch Scoltock et al. (2007) kamen zu dem Schluss, dass eine
Vorbehandlung von Rattenhepatomzellen (HTC) mit Dexamethason die SignallUbertragung
des apoptotischen Signalwegs selektiv beeinflusst, da eine zuséatzliche Applikation des
Tumorpromotors die UV-induzierte Aktivierung der Caspase 3 in diesen Zellen entsprechend
blockierte.

Neben der induzierten Apoptose schitzt Dexamethason zudem sowohl Rattenhepatozyten als
auch humane Hepatozyten vor spontaner Apoptose, wobei auch hier die dosisabhangige,
Dexamethason-bedingte Inhibition der Apoptose stark mit einer Abnahme der Caspase-3-
Aktivitat korrelierte (Bailly-Maitre et al., 2001). Weiterhin hatte eine Behandlung mit dem
Tumorpromotor eine Stabilisierung der jeweiligen Procaspasen 3, 8 und 9 zur Folge, was mit
einer Hemmung der proteolytischen Prozessierung dieser Caspasen einhergeht und so den
weiteren Verlauf der Apoptose verhindert (Bailly-Maitre et al., 2002).

Im Folgenden sollte zudem analysiert werden, inwiefern auch durch die jeweiligen nicht-
dioxinartigen PCBs eine inhibierende Wirkung auf die entsprechenden Caspase-Aktivitaten zu
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verzeichnen ist und ob diese Effekte mit jenen von Phenobarbital oder Dexamethason
vergleichbar sind.

5.7.2.2 Einfluss der NDL-PCBs auf die UV-induzierte Aktivitat verschiedener
Caspasen in primaren Rattenhepatozyten

Die Untersuchung der Wirkung der NDL-PCBs 28, 52, 101, 138, 153 und 180 auf die Aktivitat
der Caspasen 3/7, 8 und 9 nach UV-Bestrahlung erfolgte experimentell analog zur
Untersuchung der Rolle von Phenobarbital und Dexamethason. Die Inkubation mit 0,01 uM
PCB 28 bewirkte hierbei eine Reduktion der Aktivitat der jeweilig getesteten Caspasen um
27 % bis 37 % (Abb. 52 A). Die weitere Steigerung der PCB-Konzentration um das jeweils 10-
Fache bis zur héchsten untersuchten Konzentration von 10 uM bewirkte eine zunehmende
Reduktion der Caspase-Aktivitaten bis hin zur maximal ermittelten Hemmung bei Caspase 9
auf 43 % der Aktivitdt in den UV-bestrahlten Kontrollkulturen. Signifikante Unterschiede im
Aktivierungsverhalten der einzelnen Caspasen konnten auch hier nicht ermittelt werden.

154



Ergebnisse und Diskussion | 5

>

relative Aktivitat [%]

(@)

relative Aktivitat [%]

m

relative Aktivitat [%]

120 1

100 -

80 1

60

40 1

20

120 4

100

80 1

60 1

40 1

20 1

120

100 -

80

60

40 1

20

PCB 28
*
- *
*x [ * ******
UV50  0,01pM 0,1 pM 1uM 10 uM
PCB 101
*
wke N *
o dok T odek .
UV50  0,01pM 0,1 pM 1M 10 uM
PCB 153
* Yk
dk Kk *
* e
kL wx
UV50  0,01pM  01pM  1pM 10 pM

relative Aktivitat [%]

O

relative Aktivitat [%]

relative Aktivitat [%)]

120 -
100 -
80 1
60 1
40 1

20 1

120 1
100 1
80 1
60 1
40 1

20 1

120
100 1
80 1
60 1
40 1

20 1

[ Caspase 3/7
[ Caspase 8
] [0 cCaspase 9
. *
sk
* - *
‘ i H-}i |
“
UV50  0,01pM 0,1 pM 1uM 10 uM
PCB 138
[ Caspase 3/7
[ cCaspase 8
] [ Caspase 9
ok K - * **** **** .
ok
ok
m |T-i\
UV50  0,01pM 0,1 pM 1uM 10 uM
PCB 180
[ Caspase 3/7
[ Caspase 8
] [ Caspase 9
*
ok * *
dk | ek *-k**** *
*k
sk
UV50  0,01pM 0,1 pM 1M 10 M

Abb. 52: Untersuchung der Aktivitit der Caspasen 3/7, 8 und 9 nach UV-Bestrahlung unter
dem Einfluss verschiedener NDL-PCBs. Quantitative Analyse der relativen Caspase-Aktivitat
nach Apoptoseinduktion durch UV-Bestrahlung (50 J/m?) sowie nach zusatzlicher Inkubation mit
den NDL-PCBs 28, 52, 101, 138, 153 bzw. 180 (A—F) in verschiedenen Konzentrationen. Die in
primaren Hepatozyten ermittelten Caspase-Aktivitdten in den einzelnen Konzentrationsstufen sind
prozentual zur Caspase-Aktivitdt nach UV-Bestrahlung in der L&sungsmittelkontrolle (UV50)
dargestellt. MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle: *: p < 0,05 und
**: p< 0,01. Die basalen Aktivitatslevel der jeweiligen Caspasen in nicht mit UV-Licht behandelten
Kulturen in Relation zu den UV-behandelten Zellkulturen sind durch gestrichelte rote Linien
gekennzeichnet.
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Die weiteren getesteten NDL-PCBs 52, 101, 138, 153 und 180 (Abb. 52 B—F) hatten einen
mit PCB 28 vergleichbaren Einfluss auf die Caspase-Aktivierung durch UV-Bestrahlung. Alle
Kongenere bewirkten eine signifikante Reduktion der Caspase-Aktivitdt um mindestens 30 %,
wobei in keiner der getesteten Konzentrationsstufen signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Caspasen festgestellt werden konnten.

Weiterhin konnten beim Vergleich der jeweiligen NDL-PCBs untereinander, die in der
héchsten eingesetzten Konzentration (10 uM) eine Reduktion der Caspase-Aktivitdten um
48 % (Caspase 8 bei PCB 28) bis 63 % (Caspase 8 bei PCB 153) bewirkten, im Gegensatz
zur Anzahl apoptotischer Zellkerne keine statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt
werden. Jedoch ist auch hier der Trend erkennbar, dass der Chlorierungsgrad der PCBs im
Wesentlichen mit der Starke der Hemmung der Caspase-Aktivitdt zusammenhangt.

Beim Vergleich der durch die NDL-PCBs bedingten Hemmung der Caspase-Aktivitdten mit
jenen Hemmungen von Phenobarbital und Dexamethason féllt zudem auf, dass das
Aktivitatslevel der Caspasen durch die héchsten eingesetzten Konzentrationen der jeweiligen
polychlorierten Biphenyle nicht so sehr auf das basale Grundniveau zuriickgedrangt wird wie
durch die beiden anderen Substanzen. Insgesamt ist der NDL-PCB-bedingte Grad der
Inhibition allerdings eher mit jenem von Dexamethason vergleichbar als mit dem von
Phenobarbital, da die zusétzliche Applikation von Phenobarbital die entsprechende Caspase-
Aktivitét in den vorherigen Versuchsreihen nahezu vollstandig unterdriicken konnte.

In der Literatur sind beziglich einer Hemmung der Aktivitdt von Caspasen durch einzelne
nicht-dioxinartige PCB-Kongenere nur wenige Angaben zu finden. Lediglich zu PCB 153
liegen mit mRNA-Expressions- und Aktivitdtsanalysen verschiedener Caspasen einige
Untersuchungen vor. Um den antiapoptotischen Effekt von PCB 153 n&her zu beleuchten,
verabreichten Liu et al. (2014) Sprague-Dawley-Ratten an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen
intraperitoneal PCB 153 in Dosen von 4, 16 bzw. 32 mg/kg Kdrpergewicht. Die im Anschluss
in der Leber analysierte mMRNA-Expression sowie die Aktivitdt der Caspasen 3 und 9 zeigten
hierbei abnehmende Trends. So war der mRNA-Spiegel von Caspase 3 in der mittleren bzw.
hohen Dosisgruppe gegenlber der Kontrolle um 30,0 % bzw. 35,0 % verringert, ahnlich hierzu
waren auch die mRNA-Spiegel von Caspase 9 signifikant niedriger als jene in der
unbehandelten Kontrollgruppe. Dariiber hinaus wurden auch die Caspase-3- und Caspase-9-
Aktivitaten in der Hochdosisgruppe im Vergleich zur Kontrolle entsprechend um 38,7 % bzw.
um 17,8 % durch die PCB-Applikation reduziert. Im Gegensatz zu den beiden Caspasen 3 und
9 zeigte Caspase 8 bei mit PCB 153 behandelten Ratten jedoch keine signifikanten
Veranderungen bezlglich der mRNA-Spiegel oder der Caspase-Aktivitat. Liu et al. (2014)
fanden diesbezlglich heraus, dass Caspase 8 nach Exposition gegentiber PCB 153 in vivo
und in vitro unterschiedliche Reaktionen aufwies. So wurde die Aktivitat der Caspase 8 in
BRL-Zellen hingegen nach einer Behandlung mit PCB 153 wiederum signifikant unterdriickt
(Liu et al., 2014). Dies steht im Einklang mit unseren Ergebnissen, da auch in unseren
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Versuchsreihen mit primaren Rattenhepatozyten die Aktivitat aller drei untersuchten Caspasen
nach Exposition gegeniiber PCB 153 entsprechend inhibiert wurde.

Weitere Analysen von Liu et al. (2014) ergaben, dass die PCB 153-induzierte Inhibition der
Caspase-Aktivitat sowie der Caspase-mRNA-Spiegel Uber die PI3K (Phosphoinositid-3-
Kinase)/Akt (Protein Kinase B)- und ERK (Extracellular signal-regulated kinases)-Signalwege
vermittelt wird. Da eine Exposition gegenliber PCB 153 sowohl in vivo als auch in vitro zu
einer Aktivierung der PI3K/Akt- und ERK-Signalwege flhrte, sollte die Rolle dieser beiden
Signalwege bei der NDL-PCB-bedingten Regulation von Caspasen durch die Verwendung
geeigneter Inhibitoren der jeweiligen Signalwege ermittelt werden. So konnte nach einer
entsprechenden Hemmung des PI3K/Akt-Signalwegs ein signifikanter Einfluss von diesem auf
die Aktivitat der Caspasen 3, 8 und 9 belegt werden, wahrend der ERK-Signalweg lediglich die
Caspase-9-Aktivitat synergistisch regulierte (Liu et al., 2014).

Des Weiteren konnten auch Al-Anati et al. (2014) zeigen, dass eine Vorbehandlung mit PCB
153 die durch Benzo[ag]pyren induzierte Apoptose in HepG2-Zellen unterdriickt sowie
auBerdem, dass diese Inhibition mit einer PCB-bedingten Reduktion der Caspase-3-Aktivitat
korreliert.

Beim Vergleich der NDL-PCB-bedingten Inhibition der Apoptose mit der von Phenobarbital
oder Dexamethason féllt auf, dass die nicht-dioxinartigen PCBs insgesamt zwar mehr
Gemeinsamkeiten mit Phenobarbital aufweisen (z. B. Inhibition der GJIC, Hochregulierung
von Gadd45@, Selektion nach aktivierenden Mutationen in B-Catenin), jedoch auch jene
Gemeinsamkeiten mit Dexamethason nicht auBer Acht gelassen werden dirfen. Gerade in
Bezug auf eine erhéhte Expression von Bcl-xL/Bcl-2 bzw. einer essentiellen Aktivierung von
NF-kB ahnelt die antiapoptotische Wirkung der NDL-PCBs eher jener von Dexamethason,
zusatzlich gibt die Interaktion der PCBs mit dem PXR bei der Induktion von CYP3A1 weiterhin
Hinweise zu der Annahme, dass auch der PXR einen Einfluss auf die NDL-PCB-bedingte
Tumorpromotion ausiiben kdnnte. Mit Hilfe von spezifischen siRNAs gegen die beiden
Rezeptoren CAR und PXR sollte daher in den nachfolgenden Kapiteln naherer Aufschluss
darlOber erlangt werden, inwiefern die beiden Rezeptoren einen Beitrag zur antiapoptotischen
Wirkung der NDL-PCBs leisten.

5.7.3 Analyse der Bedeutung von CAR und PXR fiir die Tumorpromotor-
bedingte Hemmung der UV-induzierten Apoptose anhand spezifischer
siRNAs

Aufgrund der Uberlappenden Funktionalitdt der beiden Rezeptoren sollten im Folgenden
nahere Kenntnisse darlber erlangt werden, ob die antiapoptotische Wirkung von
Phenobarbital, Dexamethason oder den NDL-PCBs (ber den CAR, den PXR oder
moglicherweise  Uber beide Rezeptoren vermittelt wird. Wa&hrend fir den
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tumorpromovierenden Effekt von Phenobarbital eine Abhangigkeit von CAR bekannt ist
(Yamamoto et al., 2004), wurde ein Einfluss des PXR auf die Apoptosehemmung durch NDL-
PCBs bisher noch nicht ergriindet. Generell liegen zu solchen Verbindungen, die spezifisch
den Pregnan-X-Rezeptor aktivieren, vergleichsweise nur wenige Daten in Bezug auf eine
mogliche Hepatokarzinogenitat vor (Elcombe et al., 2014). Wahrend beispielsweise fir CAR-
Aktivatoren wie Phenobarbital eine umfangreiche Datenmenge zur Férderung von
Lebertumoren bei Nagetieren vorhanden ist (Whysner et al., 1996; Huang et al., 2005), sind
nicht-genotoxische PXR-Aktivatoren wie Dexamethason oder PCN hingegen bezlglich einer
tumorigenen Wirkung nur unzureichend charakterisiert.

Um daher der Frage nachzugehen, inwieweit sich die beiden Rezeptoren fiir die
antiapoptotischen Effekte der untersuchten Substanzen spezifisch oder wechselwirkend
verantwortlich zeigen, wurden flr die jeweiligen Rezeptoren spezifische siRNA-Sequenzen
verwendet, welche auf diese Weise eine gezielte Inhibition der einzelnen Rezeptorfunktion
herbeifihren. Hierbei wurde auf jene siRNAs zurlickgegriffen, die zuvor bereits zum Nachweis
einer Beteiligung von CAR und PXR bei der CYP2B1- und CYP3A1-Induktion erfolgreich
genutzt werden konnten (siehe Kapitel 5.3.2). Fiir die Analyse des Einflusses von CAR und
PXR auf die induzierte Apoptose wurden daher entsprechend zu den vorherigen
Versuchsreihnen sowohl identische siRNA-Konzentrationen als auch identische
Inkubationszeiten gewahlt.

Um zunéchst sicherzustellen, dass nicht bereits der Transfektionsprozess an sich zur
Induktion oder Inhibition von Apoptosen flihrt, wurden die Hepatozyten neben den
spezifischen siRNAs mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA inkubiert und im Anschluss die
ermittelte Rate apoptotischer Hepatozyten mit jener von lediglich mit der
Lésungsmittelkontrolle inkubierten Hepatozytenkulturen verglichen. Dabei konnte zwischen
der basalen Rate apoptotischer Hepatozyten in der Lésungsmittelkontrolle (0,37 %) und den
mit der Kontroll-siRNA behandelten Kulturen (0,38 %) kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden, so dass ein Einfluss der zur liposomalen Transfektion verwendeten
Reagenzien entsprechend ausgeschlossen werden kann.

Weiterhin wurde Uberprift, ob sich die Inhibition der beiden Rezeptoren CAR und PXR an sich
auf die Induktion von durch UV-Strahlung bedingten Apoptosen in Hepatozytenkulturen
auswirkt. Hierzu wurden die Hepatozyten vor UV-Bestrahlung mit den spezifischen siRNAs
transfiziert und die in diesen Kulturen ermittelten Raten apoptotischer Zellkerne mit jenen in
nicht-transfizierten Kulturen verglichen. Wéhrend in den nicht-transfizierten Kulturen nach UV-
Bestrahlung 11,0 % der Hepatozyten apoptotische Zellkerne aufwiesen, zeigten in den mit der
CAR-siRNA inkubierten 11,1 %, bei den mit der PXR-siRNA inkubierten Zellen 11,3 % sowie
in den gleichzeitig mit CAR- und PXR-siRNA behandelten Kulturen 11,8 % der Zellkerne
Anzeichen von Apoptose auf. Der statistische Vergleich dieser Werte lieferte keine Hinweise
darauf, dass die Inhibition von CAR, PXR oder beiden Rezeptoren in Kombination einen
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Einfluss auf die Entstehung von durch UV-Strahlung induzierten Apoptosen in priméren
Hepatozytenkulturen aufweist.

Bezlglich der beiden nukledren Rezeptoren CAR und PXR kdnnte sich bei unseren
Untersuchungen zur tumorigenen Wirkung der analysierten Substanzen neben der Applikation
hoch aufgereinigter NDL-PCBs auch die Verwendung des Perfusionsprotokolls nach Meredith
(1988) als Vorteil erweisen. Die verwendete Perfusion mit EDTA gilt gegeniber klassischen
Kollagenase-haltigen Perfusionen gerade in Bezug auf die Erhaltung der Sensitivitdt des
Cytochrom-P450-Systems als iberlegen, was im Hinblick auf die beiden Rezeptoren CAR und
PXR aus einer erhéhten Funktionalitédt dieser resultieren kénnte, die sich auch auf die
Erhaltung der tumorpromovierenden Wirkung der Testsubstanzen positiv auswirken kénnte.

5.7.3.1 Bedeutung von CAR und PXR fir die Phenobarbital- und
Dexamethason-bedingte Inhibition der UV-induzierten Apoptose
sowie der Aktivitat verschiedener Caspasen

Nachdem ein allgemein apoptoseauslésender oder apoptosehemmender Effekt des
Transfektionsprozesses sowie ein Einfluss der Hemmung von CAR und PXR an sich auf die
Induktion von Apoptosen durch UV-Strahlung ausgeschlossen werden konnten, sollte
weiterhin untersucht werden, ob CAR und PXR am apoptosehemmenden Effekt von
Phenobarbital und Dexamethason funktionell beteiligt sind. Um die Tumorpromotor-bedingte
Hemmung der Apoptoserate in mit siRNA vorbehandelten Hepatozyten mit jener von nicht-
transfizierten und mit der entsprechenden Substanz behandelten Hepatozyten vergleichen zu
kénnen, wurden zundchst fluoreszenzmikroskopische Analysen  morphologischer
Apoptosemerkmale mittels DAPI herangezogen (vergleiche 5.7.1).

Die Inkubation der Hepatozyten mit 1 mM Phenobarbital unmittelbar nach UV-Bestrahlung
fihrte hierbei in den mit der Kontroll-siRNA inkubierten Hepatozyten zu einer Verringerung der
Rate apoptotischer Zellkerne auf 35 % der Rate in nicht mit Phenobarbital behandelten
Hepatozyten (Abb. 53 A). Dieser Wert unterschied sich dabei nicht signifikant von der
Apoptoserate in Hepatozytenkulturen, die vor der Phenobarbital-Zugabe nicht mit der Kontroll-
siRNA behandelt wurden (38 %), womit fir diese Versuchsreihe ein Effekt der
Transfektionsprozedur auf die Apoptoseinduktion oder die Wirkung von Phenobarbital
ausgeschlossen werden konnte. Nach Transfektion der Hepatozyten mit der CAR-siRNA blieb
der apoptosehemmende Effekt von Phenobarbital annéhernd vollstdndig aus. So unterschied
sich die Anzahl apoptotischer Zellkerne in diesen Kulturen mit einer mittleren Rate von 92 %
der Anzahl apoptotischer Kerne der lediglich mit UV bestrahlten Kulturen statistisch nicht
signifikant von den Kontrollbedingungen.

Dahingegen hatte die Hemmung der Aktivitdt des PXR durch Transfektion mit der
entsprechenden siRNA keinen signifikanten Einfluss auf die durch Phenobarbital bewirkte
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Hemmung der UV-induzierten Apoptose (39 %). Nach gleichzeitiger Transfektion von siRNAs
gegen CAR und PXR konnte hingegen wiederum eine mittlere Rate apoptotischer Zellkerne
von 108 % der Rate von lediglich mit UV bestrahlten Kulturen gemessen werden. Dabei
verstarkte die zusatzliche Hemmung des PXR, welche alleine keinen Einfluss auf die
Phenobarbital-bedingte Inhibition apoptotischer Zellkerne hatte, den Effekt der alleinigen CAR-
bedingten Hemmung signifikant.
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Abbildung 53: Bedeutung von CAR und PXR fiir die Hemmung der UV-induzierten Apoptose
durch Phenobarbital und Dexamethason. Quantitative Analyse der mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Auszahlung DAPI-gefarbter Nuklei ermittelten Apoptoseinduktion nach UV-
Bestrahlung (50 J/mz) in mit 1 mM Phenobarbital (A) sowie 10 uM Dexamethason (B) behandelten
Kulturen nach Vorinkubation mit einer Kontroll-siRNA (Ctrl) bzw. CAR-siRNA, PXR-siRNA oder
beiden siRNAs in Kombination (CAR & PXR). Darstellung der Apoptoserate in Relation (%) zur
Anzahl apoptotischer Nuklei in mit der Ldsungsmittelkontrolle behandelten Hepatozytenkulturen
(UV50). MW = SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle: *: p< 0,05 und
**: p<0,01; Vergleich zur Apoptoseinduktion in ausschlieBlich mit Phenobarbital/Dexamethason
behandelten Kulturen: #: p<0,05 und ##: p<0,01. Die mittlere basale Apoptoserate in
unbehandelten Kulturen in Relation zu den UV-behandelten Zellkulturen ist jeweils durch die
gestrichelte schwarze Linie gekennzeichnet.

Gegenlber Phenobarbital, dessen apoptosehemmende Wirkung maBgeblich (ber die
Funktion des konstitutiven Androstan-Rezeptors reguliert zu werden scheint, ergab die
Analyse der apoptosehemmenden Wirkung von Dexamethason ein divergierendes Bild
hinsichtlich der Rolle von CAR und PXR (Abb. 53 B). Nachdem zuné&chst durch die
Transfektion mit einer Kontroll-siRNA nachgewiesen werden konnte, dass der
Transfektionsprozess keinen Einfluss auf die durch 10 uM Dexamethason bewirkte Hemmung
der UV-Induzierten Apoptose aufweist (Hemmung durch Dexamethason auf 38 % der
Apoptosen unter Kontrollbedingungen; Hemmung auf 39 % nach Transfektion mit der Kontroll-
siRNA), zeigte die Inhibition der CAR-Aktivitat durch Transfektion mit der entsprechenden
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CAR-siRNA im Gegensatz zu Phenobarbital keine Wirkung auf die Dexamethason-vermittelte
Apoptosehemmung (36 %).

Nach Hemmung der PXR-Aktivitdt hingegen, welche auf die Phenobarbital-vermittelte
Apoptosehemmung keinen Einfluss hatte, vermochte Dexamethason die UV-induzierte
Apoptose nur noch um etwa 20% zu inhibieren (79 % der Apotoserate unter
Kontrollbedingungen). Im Vergleich zur nahezu vollstadndigen Aufhebung der Phenobarbital-
bedingten Apoptosehemmung durch die CAR-siRNA reduzierte die Behandlung mit der PXR-
siRNA die Dexamethason-vermittelte Apoptosehemmung jedoch nicht wieder zuriick auf das
Grundniveau, sondern wies noch eine gegenlber den Kontrollbedingungen signifikante
Inhibition der UV-induzierten Apoptose auf. Erst die parallele Hemmung von CAR und PXR
durch gleichzeitige Transfektion von CAR- und PXR-siRNA bewirkte dagegen wiederum einen
vollstédndigen Verlust der apoptosehemmenden Wirkung von Dexamethason. Mit einer
mittleren Rate von 105 % unterschied sich die Zahl apoptotischer Zellkerne in diesen Kulturen
nicht mehr von jener in den nur mit UV-Licht bestrahlten Zellkulturen.

Neben der Analyse der morphologischen Apoptosemerkmale mittels DAPI sollte die
Abhangigkeit der durch Phenobarbital und Dexamethason bewirkten Apoptosehemmung von
der Funktion der nukledren Rezeptoren CAR und PXR auch hinsichtlich der wahrend der
Apoptose induzierten Caspasen untersucht werden. Hierzu wurde die UV-bedingte Aktivierung
der Caspasen 3/7, 8 und 9 unter dem Einfluss von Phenobarbital und Dexamethason nach
vorheriger Hemmung der Rezeptoren durch die entsprechende siRNA-Transfektion analog zu
vorangegangenen Versuchsreihen gemessen.

Die Reduktion der UV-induzierten Aktivierung der getesteten Caspasen durch Phenobarbital
auf ca. 40 % konnte hierbei auch in mit der Kontroll-siRNA transfizierten Hepatozytenkulturen
beobachtet werden und bestétigte somit auch fir die Aktivierung von Caspasen keinen
stérenden Einfluss der Transfektionsprozedur (Abb. 54 A).

Vergleichbar mit dem Effekt auf die Entwicklung apoptotischer Nuklei wurde auch die durch
Phenobarbital vermittelte Inhibition der Caspase-Aktivitdten durch die Hemmung des
konstitutiven Androstan-Rezeptors anndhernd vollstandig aufgehoben. So lag die Aktivitat der
untersuchten Caspasen bei allen mit der CAR-siRNA behandelten Kulturen bei 80 % bis 90 %
der Caspase-Aktivitdt der nicht mit Phenobarbital inkubierten Kulturen. Lediglich fir Caspase
8 konnte noch eine durch Phenobarbital bedingte signifikante Verringerung der Caspase-
Aktivitat gegentber den Kontrollbedingungen nachgewiesen werden.
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Abbildung 54: Bedeutung von CAR und PXR fiir die Hemmung der UV-induzierten Caspase-
Aktivitat durch Phenobarbital und Dexamethason. Analyse der enzymatischen Aktivitat der
Caspasen 3/7, 8 und 9 nach UV-Bestrahlung (50 J/m2) in mit 1 mM Phenobarbital (A) sowie 10 uM
Dexamethason (B) behandelten Kulturen nach Vorinkubation mit einer Kontroll-siRNA (Ctrl) bzw.
CAR-siRNA, PXR-siRNA oder beiden siRNAs in Kombination (CAR & PXR). Darstellung der
Caspase-Aktivitdt in Relation (%) zu jener in mit der L&sungsmittelkontrolle behandelten
Hepatozytenkulturen (UV50). MW + SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle:
*: p< 0,05 und **: p<0,01; Vergleich zur Caspase-Aktivitdt in ausschlieBlich mit Phenobarbital/
Dexamethason behandelten Kulturen: #: p < 0,05 und ##: p < 0,01. Die basalen Aktivitatslevel der
jeweiligen Caspasen in nicht mit UV-Licht behandelten Kulturen in Relation zu den UV-behandelten
Zellkulturen sind durch gestrichelte rote Linien gekennzeichnet.

Hingegen sorgte die Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors nur fiir eine geringe, nicht
signifikante Reduktion der Inhibition der Caspase-Aktivitat durch Phenobarbital. Diese betrug
Uber alle getesteten Caspasen hinweg im Maximum 8,3 Prozentpunkte gegenlber der mit der
Kontroll-siRNA behandelten Kultur. Nach gleichzeitiger Hemmung von CAR und PXR konnte
dagegen wiederum eine Caspase-Aktivitat von 102 % bis 115 % der Aktivitat von lediglich mit
UV bestrahlten Kulturen gemessen werden und somit eine vollstdndige Unterdrlickung der
Phenobarbital-induzierten Reduktion der Caspase-Aktivitat bestatigt werden. Die Aktivitat der
Caspase 9 war durch die simultane Hemmung von CAR und PXR sogar signifikant gegenlber
jener der Kontrolle erhéht.

Die apoptosehemmende Wirkung von Dexamethason (Abb. 54 B) konnte durch die alleinige
Transfektion der Hepatozyten mit der CAR-siRNA wiederum nicht aufgehoben werden. So
betrug die Aktivitat aller betrachteten Caspasen nur zwischen 44 % und 46 % der unter
Kontrollbedingungen ermittelten Aktivitdt und war somit mit der Aktivitat in den ausschlieBlich
mit Dexamethason behandelten Kulturen vergleichbar.

Ahnlich zu den Ergebnissen bei der Auszahlung apoptotischer Nuklei bewirkte die Hemmung
des PXR dagegen eine signifikante, jedoch nicht vollstindige Aufhebung des apoptose-
inhibierenden Effekts von Dexamethason. So konnten bei allen drei Caspasen Aktivitatslevel
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von etwa 80 % der in den Referenzproben ermittelten Caspase-Aktivitdten gemessen werden,
welche gegenuber den Kontrollbedingungen noch signifikant reduziert waren. Erst die
Hemmung der Expression beider Rezeptoren lie3 die Aktivitat der Caspasen 3/7, 8 und 9
unter dem Einfluss von Dexamethason auf Werte steigen, die mit denen von nicht mit
Dexamethason behandelten Kontrollkulturen vergleichbar waren (im Mittel zwischen 97 % bei
Caspase 3/7 und 105 % bei Caspase 9).

Zusammengenommen lasst sich erkennen, dass die durch Phenobarbital vermittelte Inhibition
der Apoptose wie auch bereits bei der Enzyminduktion vornehmlich Uber den CAR reguliert
wird, wohingegen die Dexamethason-bedingte Hemmung der UV-induzierten Apoptose
weitgehend unter dem Einfluss des PXR zu stehen scheint. Ein Unterschied besteht allerdings
darin, dass die Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors bei der Analyse des Zelltods im
Gegensatz zu jener bei der Induktion von CYP3A1 nicht zu einer vollstdndigen Aufhebung der
Dexamethason-bedingten Effekte fihrt, sondern im Falle der Apoptose noch immer eine
Dexamethason-bedingte signifikante Reduktion der induzierten Apoptosen nachweisbar ist.
Da der konstitutive Androstan-Rezeptor gemaB unserer Versuche nicht an der
Dexamethason-vermittelten Apoptosehemmung beteiligt zu sein scheint, lasst dies die
Vermutung zu, dass ein Teil der durch Dexamethason bedingten Effekte abgesehen von der
Regulation Uber den PXR mdglicherweise auch Uber andere Rezeptoren wie den
Glukokortikoid-Rezeptor vermittelt werden kdnnte.

Fir die Phenobarbital-bedingte Hemmung der Apoptose liegen in der Literatur klare Hinweise
dazu vor, dass diese eine Regulation Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor erféhrt. So
konnten beispielsweise Yamamoto et al. (2004) und Huang et al. (2005) in Ubereinstimmung
mit unseren Ergebnissen nachweisen, dass sich Phenobarbital in Rezeptor-defizienten
Mausen als nicht-promovierend erwiesen hat. Die Aktivierung von CAR fihrt in diesem
Zusammenhang zu Veradnderungen im Expressionsprofil einer groBen Anzahl von Genen,
einschlieBlich jenen, die am xenobiotischen Stoffwechsel der Phasen |, Il und Ill beteiligt sind
oder an der Regulation von Genen, die mit der Zellproliferation oder der Apoptose assoziiert
werden (Ueda et al., 2002; Tien und Negishi, 2006; Yoshinari et al., 2008; Ross et al., 2010).
Wahrend es generell aufgrund der Uberlappenden Funktionalitdt zu einem erheblichen
Crosstalk zwischen CAR und PXR kommen kann (Xie et al, 2000), scheinen die
Schlisselereignisse fir die Phenobarbital-induzierte Bildung von Lebertumoren jedoch
Uberwiegend CAR-abhéngig zu sein. So wird die Bedeutung von CAR in Studien mit CAR-
Knockout-Mausen deutlich, in welchen gezeigt werden konnte, dass Phenobarbital in diesen
Mausen weder zu einem erhdhten Lebergewicht fihrt, noch die DNA-Synthese stimuliert oder
im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen keine Phenobarbital-bedingten hepatozellularen Adenome
oder Karzinome geférdert werden (Huang et al., 2005; Wei et al., 2000; Yamamoto et al.,
2004; Ross et al., 2010). In diesem Zusammenhang fanden Yamamoto et al. (2004) in ihrer
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Studie heraus, dass alle untersuchten Wildtyp-Mause multiple und grof3e Lebertumoren nach
einer 32-wdchigen Phenobarbitalbehandlung im Anschluss an eine Tumorinduktion durch
Diethylnitrosamin entwickelten und infolgedessen auch zwischen der 39. und 52. Woche der
Studie verstarben. Im Gegensatz dazu fihrte dieselbe Behandlung hingegen in keiner der
CAR-Knockout-Mause zu eosinophilen Herden oder fortgeschrittenen Lebertumoren, was
zusatzlich durch das Uberleben der Mduse im untersuchten Zeitraum weiter belegt wurde. Die
Ergebnisse von Yamamoto et al. (2004) bestatigen demnach, dass die Aktivierung von CAR
als molekulares Initiilerungsereignis in diesem Prozess fungiert und daher eine wesentliche
Voraussetzung fir die Phenobarbital-induzierte Entwicklung von Lebertumoren darstellt.

Auch Huang et al. (2005) konnten zeigen, dass die Rezeptor-defizienten Mause gegeniber
den tumorigenen Effekten von Phenobarbital resistent sind, da in den CAR-Knockout-Mausen
sowohl die Induktion der DNA-Replikation als auch die Unterdriickung der Apoptose im
Vergleich zu den Wildtyp-M&usen ausblieb. Zudem fiihrte eine Behandlung mit
Diethylnitrosamin und Phenobarbital bei CAR-Knockout-M&usen weder zu hepatozellularen
Adenomen noch zu Karzinomen, wahrend in Wildtyp-Mausen hingegen entsprechende
Lebertumoren durch Phenobarbital geférdert werden konnten (Huang et al., 2005).

Beziglich der Dexamethason-vermittelten Inhibition der Apoptose liegen in der Literatur nur
wenige Angaben zur Beteiligung der verantwortlichen Rezeptoren vor. Im Gegensatz zu
Phenobarbital, das haufig als Modellverbindung fir Studien verwendet wurde, um die
zugrunde liegenden Mechanismen der nicht-genotoxischen Hepatokarzinogenese zu
analysieren (Yamamoto et al., 2004; Phillips et al., 2009b; Ross et al., 2010; Elcombe et al.,
2014), sind nicht-genotoxische PXR-Aktivatoren wie Dexamethason bezliglich einer
tumorigenen Wirkung sowie der hierbei beteiligten Rezeptoren generell nur unzureichend
charakterisiert.

Im Hinblick auf die Entwicklung von Lebertumoren konnten lediglich Zucchini et al. (2005)
sowohl in humanen Hepatozyten als auch in Rattenhepatozyten nachweisen, dass eine
Behandlung mit PXR-Agonisten wie Dexamethason, Clotrimazol oder PCN die Uberlebens-
fahigkeit der Hepatozyten erhéht und sie vor Staurosporin-induzierter Apoptose schitzen
kann. Die antiapoptotische Kapazitat von Dexamethason korrelierte hierbei neben der Bcl-xL-
Induktion auch mit der Bcl-2-Induktion sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene.
Anhand der PXR-Aktivatoren Clotrimazol und PCN sollte daher die Bedeutung des Pregnan-
X-Rezeptors fir die Regulation der Bcl-xL-Expression und damit der Apoptose unter
Verwendung eines gegen rPXR gerichteten Antisense-Oligonukleotids untersucht werden. Die
folgende Analyse der durch Clotrimazol oder PCN bedingten Apoptoseinhibition ergab eine
Abhangigkeit dieser vom PXR, da die entsprechende Hemmung der PXR-Expression die
Induktion von Bcl-xL wieder annéhernd vollstandig aufheben konnte. Dementsprechend flhrte
eine Uberexpression von hPXR in HepG2-Zellen bei Behandlung mit Clotrimazol zu einer
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vermehrten Induktion von Bcl-2 und konnte so die Zellen auch vor einer durch Fas induzierten
Apoptose bewahren. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse von Zucchini et al. (2005)
Ubereinstimmend mit den Daten dieser Arbeit, dass der Pregnan-X-Rezeptor fur die Induktion
von antiapoptotischen Proteinen sowohl in priméar kultivierten humanen Hepatozyten als auch
in Rattenhepatozyten essentiell ist und die Zellen entsprechend vor einer induzierten
Apoptose schitzen kann.

Insgesamt liegen jedoch nur wenige Informationen zur Hepatokanzerogenese von PXR-
Aktivatoren vor, allerdings sind zumindest in einigen anderen Organsystemen Studien zu einer
entsprechenden Apoptosehemmung sowie deren Abhangigkeit vom PXR vorhanden. So
fanden Masuyama et al. (2007) beispielsweise heraus, dass eine Suppression des Pregnan-
X-Rezeptors in Endometriumkarzinom-Zellen zu einer signifikanten Verstarkung der Apoptose
in Gegenwart der Antikrebsmittel Paclitaxel, Cisplatin oder MPA (Medroxyprogesteronacetat)
fihrte. Dementsprechend verursachte eine Uberexpression des Pregnan-X-Rezeptors eine
signifikante Inhibition der Apoptose in Gegenwart der PXR-Aktivatoren Paclitaxel oder
Cisplatin. Auch in Ovarialkarzinom-Zellen konnten Gupta et al. (2008) nachweisen, dass eine
Aktivierung des PXR sowohl die Proliferation der Zellen erhéht als auch die Resistenz gegen
verschiedene Medikamente herbeifiihrt. Die antiapoptotische Rolle des Pregnan-X-Rezeptors
konnten auch Zhou et al. (2008) in der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 zeigen. Die
Aktivierung des PXR unter Verwendung eines konstitutiv aktivierten Rezeptors schitzte die
Kolonkarzinom-Zellen dementsprechend sowohl vor der durch Desoxycholsdure induzierten
als auch vor der durch Adriamycin bedingten Apoptose, so dass ersichtlich wird, dass dieser
Rezeptor eine wichtige Funktion bei der Hemmung der induzierten Apoptose einnimmt.

Die Tatsache, dass eine Hemmung des PXR bei unseren Ergebnissen im untersuchten
Konzentrationsspektrum jedoch nicht zu einer vollstdndigen Reduktion der Dexamethason-
bedingten Inhibition der Apoptose fuhrte, legt die Vermutung nahe, dass mdéglicherweise auch
andere Rezeptoren wie der Glukokortikoid-Rezeptor eine Rolle bei der Apoptosehemmung
durch Dexamethason spielen kdnnten. Entsprechende Hinweise auf eine Beteiligung des
Glukokortikoid-Rezeptors an der Dexamethason-bedingten Inhibition der Apoptose konnten
zumindest in verschiedenen Rattenhepatom-Zelllinien gefunden werden. So fanden Scoltock
et al. (2007) heraus, dass eine Vorbehandlung mit Dexamethason die UV-induzierte Apoptose
in der Rattenhepatom-Zelllinie HTC inhibiert. Um festzustellen, ob die antiapoptotische
Wirkung der Dexamethason-Behandlung abhangig vom Glukokortikoid-Rezeptor ist, wurde
der selektive Glukokortikoid-Rezeptor-Antagonist RU486 herangezogen. Die gleichzeitige
Behandlung der Zellen mit dem Antagonisten RU486 hob die antiapoptotischen Effekte von
Dexamethason auf den durch UV-Strahlung verursachten Zelltod wieder auf, was auf eine
Glukokortikoid-Rezeptor-vermittelte  Wirkung hinweist (Scoltock et al, 2007). Diese
Ergebnisse konnten auch durch Yamamoto et al. (1998) bestatigt werden, die sowohl einen
dosisabhéngigen Einfluss von Dexamethason auf die spontane als auch auf die TGF-B-
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induzierte Apoptose in der Rattenhepatom-Zelllinie McA-RH8994 detektieren konnten.
Progesteron, ein partieller Antagonist des Glukokortikoid-Rezeptors, inhibierte wiederum die
hemmende Wirkung von Dexamethason auf die Apoptose. Die Ergebnisse von Yamamoto et
al. (1998) und Scoltock et al. (2007) zeigen somit, dass die Dexamethason-bedingte
Hemmung der Apoptose zumindest in Rattenhepatomzellen eine Regulation Uber den
Glukokortikoid-Rezeptor erfahrt, allerdings stellt sich hierbei die Frage, inwieweit sich diese
Ergebnisse auf primare Rattenhepatozyten Ubertragen lassen.

Des Weiteren ist an unseren Ergebnissen aufféllig, dass ein zeitgleich vorhandener PXR zwar
die Uber CAR regulierte CYP2B1- und CYP3A1-Expression in irgendeiner Weise inhibiert
(siehe Kapitel 5.3.2), dieser Effekt jedoch nicht bei der CAR-vermittelten Hemmung der
Apoptose auftritt. Wéhrend die Inhibition des Pregnan-X-Rezeptors mindestens zu einer
Verdopplung der Uber CAR regulierten CYP2B1- bzw. CYP3A1-Expression nach einer
Behandlung mit Phenobarbital fihrte, wurde die CAR-vermittelte Hemmung der Apoptose
nicht im gleichen MaBe beeinflusst. Hier wurde der tUber CAR regulierte Effekt, also die
Phenobarbital-bedingte Inhibition der Apoptose, nicht durch die gleichzeitige Hemmung des
Pregnan-X-Rezeptors verstérkt, so dass davon ausgegangen werden kann, dass das
Vorhandensein des Pregnan-X-Rezeptors nur die Induktion der untersuchten Enzyme, nicht
jedoch die CAR-vermittelte Inhibition der Apoptose beeintrachtigt.

Als mégliche Ursache fir die Beeintrachtigung der CAR-regulierten Enzyminduktion durch den
PXR wurde unter anderem eine Konkurrenz der beiden Rezeptoren um die bei der jeweiligen
Aktivierung beteiligten gemeinsamen Cofaktoren diskutiert. Gegen diese Vermutung spricht
jedoch die Tatsache, dass die Inhibition der Apoptose keine entsprechende Beeinflussung
erfahrt, obwohl hierfir voraussichtlich dieselben Cofaktoren benétigt werden.
Wabhrscheinlicher ist daher, dass die Modulation durch den PXR auf einem Wettbewerb der
beiden Rezeptoren an den jeweiligen Promotoren beruht, wobei der Pregnan-X-Rezeptor an
diesen favorisiert sein kbénnte und auf diese Weise eine Bindung von CAR an den
entsprechenden Promotor antagonisieren kénnte. Dies wiirde fur eine spezifische Wirkung auf
das jeweilige Enzym bzw. den jeweiligen Promotor sprechen und eine Erklarung dafir liefern,
dass die CAR-bedingte Inhibition der Apoptose nicht vom Vorhandensein des Pregnan-X-
Rezeptors beeinflusst wird.

Weiterhin ist bei unseren Ergebnissen auffallend, dass die gleichzeitige Hemmung der beiden
Rezeptoren CAR und PXR generell zu einer gréBeren Reduzierung der Tumorpromotor-
bedingten Apoptoseinhibition fuhrt als die Summe der jeweiligen Rezeptoren allein. So
verstarkte beispielsweise die zusatzliche Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors die durch die
Hemmung von CAR bedingte Reduktion der Phenobarbital-vermittelten Apoptoseinhibition
signifikant, obwohl eine Hemmung des PXR allein keinen Einfluss auf Anzahl der Apoptosen
hatte. Dies legt die Vermutung nahe, dass beide Rezeptoren bei der jeweiligen
Apoptosehemmung eine Rolle spielen kénnten und mdglicherweise beim Ausfall eines
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Rezeptors fir den anderen einspringen kénnten. Solange jedoch der vorwiegend zustandige
Rezeptor vorhanden ist, scheint der PXR keinen Einfluss auf die CAR-vermittelte Apoptose-
hemmung durch Phenobarbital zu haben so wie umgekehrt ebenso wenig der CAR auf die
Dexamethason-bedingte Inhibition der Apoptose.

Um im weiteren Verlauf der Frage nachzugehen, inwiefern sich die beiden nuklearen
Rezeptoren CAR und PXR fiir die antiapoptotischen Effekte der NDL-PCBs spezifisch oder
wechselwirkend verantwortlich zeigen, sollte im folgenden Kapitel der Einfluss der beiden
Rezeptoren auf die NDL-PCB-bedingte Apoptosehemmung ergriindet werden.

5.7.3.2 Bedeutung von CAR und PXR fir die NDL-PCB-bedingte Inhibition
der UV-induzierten Apoptose sowie der Aktivitat verschiedener
Caspasen

Aufgrund der Uberlappenden Funktionalitdt der beiden nukle&ren Rezeptoren sollten néhere
Kenntnisse dariiber erlangt werden, ob die antiapoptotische Wirkung der NDL-PCBs Uber den
CAR, den PXR oder méglicherweise Uber beide Rezeptoren vermittelt wird. Wahrend fiir den
tumorpromovierenden Effekt der NDL-PCBs eine Abhéangigkeit von CAR angenommen
werden kann, wurde ein Einfluss des PXR auf die Apoptosehemmung durch nicht-dioxinartige
PCBs bisher noch nicht ergriindet.

Bei der NDL-PCB-bedingten Induktion von CYP3A1 wurde bereits ersichtlich, dass diese zwar
vornehmlich eine Regulation {ber den konstitutiven Androstan-Rezeptor erféhrt, jedoch auch
zu einem geringen Teil Uber den Pregnan-X-Rezeptor vermittelt wird. Diesbezlglich stellt sich
die Frage, ob auch die inhibitorische Wirkung auf die Apoptose méglicherweise durch den
PXR beeinflusst wird bzw. welchen Anteil die beiden Rezeptoren jeweils an der durch die
nicht-dioxinartigen PCBs bewirkten Apoptosehemmung aufweisen. Um die Mitwirkung von
CAR und PXR bei der Inhibition UV-induzierter Apoptosen in primaren Rattenhepatozyten zu
untersuchen, wurde mit Hilfe spezifischer siRNAs gegen CAR und PXR Uberprift, inwiefern
sich die Beeinflussung der Aktivitdt der beiden Rezeptoren auf die mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Untersuchung der Nukleusmorphologie bestimmte Apoptoserate bzw. die
Aktivierung der untersuchten Caspasen auswirkt. Hierfiir wurden die Hepatozyten vor der UV-
Bestrahlung mit den jeweiligen siRNAs transfiziert und nach 24-stiindiger Inkubation mit den
jeweiligen NDL-PCBs zundchst die mittels Analyse DAPI-gefarbter Nuklei ermittelte
Apoptoserate nach Transfektion mit den spezifischen CAR- und PXR-siRNA-Konstrukten mit
jener von nicht-transfizierten und mit der entsprechenden Substanz behandelten Hepatozyten
verglichen.

Hierbei konnten die NDL-PCBs, welche die UV-induzierten Apoptosen je nach Chlorierungs-
grad auf 37 % bis 53 % der Kontrollinkubation reduzierten, nach Transfektion mit der CAR-
siRNA nur noch eine geringe Hemmung der Apoptosen auf 76 % (PCB 180) bis 84 % (PCB
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28) der Kontrolle bewirken (Abb. 55). Der hemmende Effekt durch die CAR-Inhibition war
dabei bei allen NDL-PCBs hoch signifikant (p < 0,01). Anders als bei Phenobarbital jedoch,
dessen apoptosehemmende Wirkung durch die CAR-siRNA nahezu vollstandig unterdriickt
wurde, unterschied sich die Apoptoserate bei den NDL-PCBs statistisch auch weiterhin von
jener der Kontrolle ohne entsprechende NDL-PCB-Inkubation.
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Abbildung 55: Bedeutung von CAR und PXR fiir die Hemmung der UV-induzierten Apoptose
durch verschiedene NDL-PCBs. Quantitative Analyse der mittels fluoreszenzmikroskopischer
Auszahlung DAPI-gefarbter Nuklei ermittelten Apoptoseinduktion nach UV-Bestrahlung (50 J/m?) in
mit jeweils 10 uM der NDL-PCBs 28, 52, 101, 138, 153 bzw. 180 behandelten Kulturen nach
Vorinkubation mit einer Kontroll-siRNA (Ctrl) bzw. CAR-siRNA, PXR-siRNA oder beiden siRNAs in
Kombination (CAR & PXR). Darstellung der Apoptoserate in Relation (%) zur Anzahl apoptotischer
Nuklei in mit der Lésungsmittelkontrolle behandelten Hepatozytenkulturen (UV50). MW + SD,
n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle: *: p < 0,05 und **: p < 0,01; Vergleich zur
Apoptoseinduktion in ausschlieBlich mit den NDL-PCBs behandelten Kulturen: #:p < 0,05 und
##: p<0,01. Die mittlere basale Apoptoserate in unbehandelten Kulturen in Relation zu UV-
behandelten Kulturen ist durch die gestrichelte rote Linie gekennzeichnet.

Auch die Inhibiton des Pregnan-X-Rezeptors bewirkte eine Reduktion des
apoptosehemmenden Effekts der NDL-PCBs, die bei allen PCBs bis auf PCB 28 statistisch
signifikant gegenlber der alleinigen Inkubation mit den jeweiligen PCBs war. Dabei lag die
durch den PXR-Knockdown bewirkte Reduktion des apoptoseinhibierenden Effekts mit Werten
von 56 % (PCB 180) bis 67 % (PCB 28) unter jener durch die CAR-Hemmung hervor-
gerufenen Reduktion. Im Gegensatz zu Phenobarbital hatte die Hemmung des Pregnan-X-
Rezeptors demnach einen Einfluss auf den apoptoseinhibierenden Effekt der NDL-PCBs, so
dass davon auszugehen ist, dass ein geringer Teil dieser apoptosehemmenden Wirkung auch
tber den PXR vermittelt wird. Der GroBteil der inhibitorischen Wirkung auf die Apoptose
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scheint jedoch auch bei den NDL-PCBs wieder Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor
reguliert zu werden.

Die simultane Hemmung von CAR und PXR fiihrte wiederum wie bereits bei Phenobarbital
und Dexamethason zum vollstdndigen Verlust der durch die NDL-PCBs bewirkten
Apoptosehemmung. Dabei waren die Apoptoseraten bei den NDL-PCBs 28, 52, 101, 138
sowie 153 signifikant gegenlber jener der Kontrolle erhéht.

AbschlieBend sollte die Abhangigkeit der durch die NDL-PCBs bewirkten Apoptosehemmung
von der Funktion der nukledren Rezeptoren CAR und PXR auch hinsichtlich der wéhrend der
Apoptose induzierten Caspasen untersucht werden. Analog zu vorherigen Versuchsreihen
wurde hierzu die UV-bedingte Aktivierung der Caspasen 3/7, 8 und 9 unter dem Einfluss der
jeweiligen nicht-dioxinartigen PCBs nach vorangegangener Hemmung der entsprechenden
Rezeptoren durch die jeweilige spezifische siRNA-Transfektion gemessen. Die bereits bei der
fluoreszenzmikroskopischen Bestimmung apoptotischer Zellkerne beobachtete Abhangigkeit
der apoptosehemmenden Wirkung von der Funktion der beiden Rezeptoren CAR und PXR
konnte hierbei auch durch die Analyse der Caspase-Aktivierung nochmals bestatigt werden
(Abb. 56).

Wahrend die NDL-PCBs die Caspase-Aktivitdt nach UV-Bestrahlung je nach eingesetztem
NDL-PCB und betrachteter Caspase auf 32 % bis 57 % der Aktivitdt unter Kontroll-
bedingungen reduzierten, bewirkten die PCBs nach Inhibition der CAR-Expression nur noch
eine Reduktion der Caspase-Aktivitdt auf 73 % bis 91 %. Dies entsprach im Mittel einer
Reduktion der durch die nicht-dioxinartigen PCBs bewirkten Hemmung um etwa zwei Drittel.
Somit fihrte die Hemmung des konstitutiven Androstan-Rezeptors auch bei den untersuchten
Caspasen nicht zu einer vollstdndigen Aufhebung des apoptoseinhibierenden Effekts der
NDL-PCBs, wobei vor allem die hdher chlorierten Verbindungen noch eine signifikante
Wirkung gegeniber den ausschlieBlich mit der L&sungsmittelkontrolle inkubierten
Hepatozyten aufwiesen.

Durch die Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors konnte ebenfalls eine Reduktion des
apoptoseinhibierenden Effekts der NDL-PCBs nachgewiesen werden, welche &hnlich zu den
Ergebnissen bei der Auszdhlung apoptotischer Nuklei wieder geringer ausfiel als jene
Aufhebung durch die Hemmung des konstitutiven Androstan-Rezeptors. So konnten bei allen
drei Caspasen Aktivitatslevel zwischen 54 % und 69 % der in den Referenzproben ermittelten
Caspase-Aktivititen gemessen werden, wobei sich vornehmlich bei den héher chlorierten
NDL-PCBs signifikante Auswirkungen zeigten. Auffallig ist hierbei, dass eine Hemmung des
Pregnan-X-Rezeptors bei PCB 28 abermals keine signifikante Verringerung des apoptose-
inhibierenden Effekts bewirkte, wohingegen diese Hemmung bei PCB 153 besonders
ausgepragte Effekte aufwies und in einer hochsignifikanten Reduktion von dessen
apoptosehemmender Wirkung miindete.
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Abbildung 56: Bedeutung von CAR und PXR fiir die Hemmung der UV-induzierten Caspase-
Aktivitat durch verschiedene NDL-PCBs. Analyse der enzymatischen Aktivitat der Caspasen
3/7, 8 und 9 nach UV-Bestrahlung (50 J/mz) in mit jeweils 10 uM der NDL-PCBs 28, 52, 101, 138,
153 bzw. 180 (A — F) behandelten Kulturen nach Vorinkubation mit einer Kontroll-siRNA (Ctrl) bzw.
CAR-siRNA, PXR-siRNA oder beiden siRNAs in Kombination (CAR & PXR). Darstellung der
Caspase-Aktivitdt in Relation (%) zu jener in mit der Lésungsmittelkontrolle behandelten
Hepatozytenkulturen (UV50). MW * SD, n = 3, statistischer Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle:
*: p< 0,05 und **: p<0,01; Vergleich zur Caspase-Aktivitat in ausschlieBlich mit den NDL-PCBs
behandelten Kulturen: #: p< 0,05 und ##: p<0,01. Die basalen Aktivitatslevel der jeweiligen
Caspasen in nicht mit UV-Licht behandelten Kulturen in Relation zu den mit UV bestrahlten
Kulturen sind durch gestrichelte rote Linien gekennzeichnet.
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Diesbezlglich ergeben sich Parallelen zur NDL-PCB-bedingten Induktion von CYP3A1, da
auch hier bei PCB 28 infolge einer Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors keine Effekte
auftraten, wahrend fir PCB 153 der starkste Rickgang der CYP3A1-Induktion durch die
Inhibition des Rezeptors zu verzeichnen war. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass PCB 28
demnach nicht im selben MaBe (ber den PXR reguliert zu werden scheint wie die anderen
PCBs, was moglicherweise in einer geringeren Bindungsaffinitat dieses mono-ortho-
chlorierten PCBs zum Pregnan-X-Rezeptor begriindet sein kdnnte.

Da die apoptoseinhibierende Wirkung der NDL-PCBs 52, 101, 138, 153 und 180 dagegen
durch eine entsprechende Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors eine Beeintrachtigung erfuhr,
kann davon ausgegangen werden, dass dem PXR bei diesen nicht-dioxinartigen PCBs auch
eine Rolle bei der Inhibition der Apoptose zukommt. Aufgrund der markanten Reduktion der
NDL-PCB-bedingten Apoptosehemmung durch die CAR-siRNA kann der GroBteil dieser
Inhibition allerdings vermutlich dennoch wieder dem konstitutiven Androstan-Rezeptor
zugesprochen werden.

Dass die antiapoptotischen Effekte der NDL-PCBs zum Teil auch Uber den PXR vermittelt
werden, steht im Einklang damit, dass diese apoptosehemmende Wirkung gerade in Bezug
auf eine erhdhte Expression von Bcl-xL / Bcl-2 bzw. einer essentiellen Aktivierung von NF-kB
eher jener von Dexamethason ahnelt als der von Phenobarbital. So konnte anhand von
Knockout-Mausen mit einer Deletion der p50-Untereinheit von NF-kB gezeigt werden, dass
der Transkriptionsfaktor nicht fiir die beobachteten Anderungen beziiglich der Zellproliferation
bzw. der durch Phenobarbital induzierten Apoptose erforderlich ist (Tharappel et al., 2008),
wahrend eine solche Aktivierung von NF-kB sowohl bei der Dexamethason- als auch bei der
NDL-PCB-vermittelten Tumorpromotion eine entscheidende Rolle einnimmt (Lu et al., 2004;
Glauert et al., 2008; Evans-Storms und Cidlowski, 2000). Weiterhin wird eine Beteiligung des
PXR an der Apoptosehemmung auch durch Reportergen-Assays untermauert, in welchen die
NDL-PCBs 101, 138, 153 und 180 als Agonisten des Pregnan-X-Rezeptors identifiziert
werden konnten (Creusot et al., 2010; Al-Salman und Plant, 2012). In Anbetracht dessen,
dass der Pregnan-X-Rezeptor bei den NDL-PCBs 52, 101, 138, 153 und 180 auch einen
Beitrag zu deren antiapoptotischen Effekten leistet, ist die Wirkweise dieser NDL-PCBs zum
Teil von Phenobarbital abzugrenzen, da dessen Wirkung ausschlieBlich Gber den konstitutiven
Androstan-Rezeptor reguliert wird.

Insgesamt Uberwiegen jedoch auch bei der NDL-PCB-bedingten Apoptoseinhibition wieder die
Gemeinsamkeiten mit Phenobarbital, was sich auch in der detektierten Abhangigkeit der
Apoptosehemmung vom Kkonstitutiven Androstan-Rezeptor konsistent widerspiegelt. Dies
stimmt auch mit den in der Fachliteratur beschriebenen Erkenntnissen Uberein, wobei sich
insbesondere bei der Selektion nach aktivierenden Mutationen in dem fiir B-Catenin
kodierenden Gen bzw. der interzellularen Kommunikation {ber Gap Junctions (GJIC)
Parallelitaten zwischen den Substanzen zeigen. So konnte sowohl nach einer Behandlung mit
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einer Reihe nicht-dioxinartiger PCBs als auch mit Phenobarbital eine vergleichbare
Verringerung der interzellularen Kommunikation tGber Gap Junctions detektiert werden (Kolaja
et al., 2000; Machala et al., 2003; Hamers et al., 2011), woraus letztlich ein Verlust der
tumorsuppressiven Wirkung in den betroffenen Zellen resultiert (Chipman et al., 2003). Auch
eine anomale B-Catenin-abhangige Signalgebung hat eine erhéhte Zellproliferation zur Folge
sowie gleichzeitig eine Inhibition der Apoptose (Shang et al., 2004; Singh et al., 2014), in
diesem Zusammenhang wiesen etwa 80 % der in Mausen aufgetretenen Lebertumoren
sowohl nach einer Behandlung mit Phenobarbital als auch mit dem NDL-PCB 153 Mutationen
in dem fir B-Catenin kodierenden Gen auf (Aydinlik et al., 2001; Strathmann et al., 2006).
Ebenfalls gemeinsam mit Phenobarbital trat der Effekt auf, dass ein zeitgleich vorhandener
PXR auch bei den NDL-PCBs nicht zu einer Inhibition der CAR-vermittelten Apoptose-
hemmung fuhrte, obwohl der PXR die tber CAR regulierte CYP2B1- und CYP3A1-Expression
effektiv inhibierte. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass zwischen diesen beiden
Prozessen der Apoptosehemmung und der Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme
keine hinreichende Korrelation besteht und weitreichende Unterschiede bezliglich der
Signalwege existieren kénnten. Diese Erkenntnis wird beispielsweise auch durch Studien
bestatigt, die p-Catenin betreffen, da ein Knockout des fiir B-Catenin kodierenden Gens
Ctnnb1 zu einer vollstandigen Elimination der Phenobarbital-vermittelten Tumorpromotion
fuhrte (Rignall et al., 2011), bei diesen Mausen allerdings noch eine Phenobarbital-bedingte
Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme festgestellt werden konnte (Braeuning et al.,
2009; Braeuning et al., 2011). Hierdurch wird die CAR-abhangige, durch Phenobarbital
bedingte Cyp2b10-Regulation von einem fir die Phenobarbital-vermittelte Hepatokarzino-
genese erforderlichen Schlisselsignalweg getrennt (Rignall et al., 2011). Dies spiegelt sich
auch in Studien von Li et al. (2017) wider, welche anhand eines Mausmodells mit einer
Deletion aller Cyp2b-Gene zeigen konnten, dass die Phenobarbital-bedingte Rate an
proliferierenden Hepatozyten in diesen Tieren zwar signifikant gegeniber jener in Wildtyp-
Mausen verringert wurde, die Proliferation jedoch nicht vollstdndig aufgehoben wurde und
auch ohne Cyp2b-Induktion weiterhin viele proliferierende Hepatozyten im Vergleich zu den
Kontrolltieren nachgewiesen werden konnten. Weiterhin sprechen auch humane Hepatozyten
nicht auf die antiapoptotischen Eigenschaften von Phenobarbital an (Hasmall und Roberts,
1999), obwohl in diesen wie auch bei Nagetieren fremdstoffmetabolisierende Enzyme
induziert werden konnten (Hirose et al., 2009). Somit kann aus einer Aktivierung spezifischer
fremdstoffmetabolisierender Enzyme nicht auf eine entsprechende Tumorpromotion bzw.
Hemmung der Apoptose geschlossen werden.

Gleichwohl scheint zwischen der Hemmung der Apoptose und der Induktion fremdstoff-
metabolisierender Enzyme ein Zusammenhang zu bestehen, da bei beiden Prozessen sowie
bei der Abh&ngigkeit dieser beiden Prozesse vom Chlorierungsgrad der NDL-PCBs dieselben
Rezeptoren beteiligt sind. So konnte belegt werden, dass CAR und PXR sowohl fir die
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Enzyminduktion als auch fur die Inhibition der Apoptose jeweils im gleichen Verhéltnis
verantwortlich sind, wobei der GroBteil dieser Wirkungen Uber den konstitutiven Androstan-
Rezeptor reguliert wird und der Pregnan-X-Rezeptor eine wesentlich geringere Rolle
einnimmt. Weiterhin scheinen beide Prozesse auch Uber oxidativen Stress miteinander
verbunden zu sein, so kénnte der in den Studien von Li et al. (2017) gefundene Einfluss der
Enzyminduktion auf die Phenobarbital-bedingte Proliferation der Hepatozyten mit der
zugehdrigen Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zusammenhéngen. Zu oxidativem
Stress wurde diesbeziiglich bereits berichtet, dass eine Verabreichung von CYP2B-Induktoren
wie Phenobarbital oder NDL-PCBs mit Auswirkungen auf diesen verbunden sein kann, da die
Induktion der fremdstoffmetabolisierenden Enzyme zu einer erhdhten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies in der Nagetierleber fihrt (Dostalek et al., 2007). Vor allem in Bezug auf die
Tumorpromotion durch die nicht-dioxinartigen PCBs implizieren die vorhandenen Daten aus
der Literatur eine bedeutende Rolle fiir eine durch oxidativen Stress vermittelte Aktivierung
spezifischer Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Lu et al., 2004; Glauert et al., 2008), so dass
auch die Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme mit Auswirkungen auf die

Kanzerogenese verbunden sein kann.

Obwohl Phenobarbital aus zahlreichen Studien als nicht-genotoxisches Hepatokarzinogen bei
Nagetieren bekannt ist (Whysner et al., 1996; Braeuning et al., 2014), gibt es Bedenken
hinsichtlich der Relevanz dieser tumorpromovierenden Wirkung fir den Menschen. Diese
werden beispielsweise auch durch Daten aus einer Reihe epidemiologischer Studien gestltzt,
welche kaum Anhaltspunkte dafiir liefern, dass aufgrund einer chronischen Exposition
gegenlber Phenobarbital ein erhdhtes Lebertumorrisiko besteht (IARC, 2001; Elcombe et al.,
2014). In Anbetracht dessen, dass bei der NDL-PCB-bedingten Apoptosehemmung jedoch
auch der Pregnan-X-Rezeptor mit dieser in Verbindung gebracht wird, ist die Tumorpromotion
der nicht-dioxinartigen PCBs teilweise von jener von Phenobarbital abzugrenzen. Es kann
daher angenommen werden, dass die NDL-PCB-vermittelte Hemmung der Apoptose bzw.
Tumorpromotion zum Teil auch Uber den fir PXR-Aktivatoren wie Dexamethason bekannten
Wirkmechanismus verlauft. Angesichts dessen, dass fur Dexamethason auch ein hemmender
Einfluss auf die Apoptose in humanen Hepatozyten gefunden werden konnte (Zucchini et al.,
2005; Bailly-Maitre et al., 2001) und der Wirkmechanismus der NDL-PCB-bedingten
Tumorpromotion in Bezug auf Bcl-2 und NF-kB eher jenem von Dexamethason als dem von
Phenobarbital &hnelt, kann ein méglicher Einfluss der nicht-dioxinartigen PCBs auf die
Kanzerogenese beim Menschen nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Aufgrund der lebenslangen Exposition der menschlichen Bevdlkerung gegeniber den nicht-
dioxinartigen PCBs ist es unerlésslich, ndheren Aufschluss Uber die Wirkmechanismen der
NDL-PCBs zu erhalten, um diese bei einer Risikobewertung dieser Substanzen entsprechend

berticksichtigen zu kénnen. Gerade in Bezug auf die Tumorpromotion sind weitere
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Untersuchungen notwendig, welche ausschlieBlich die spezifischen Wirkungen der NDL-PCBs
berlicksichtigen und die Auswirkungen dieser Verbindungen auf die menschliche Gesundheit

adressieren.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Aufgrund ihrer chemischen Stabilitatt sowie ihrer toxischen Eigenschaften zdhlen die
polychlorierten Biphenyle zu den persistenten organischen Schadstoffen (Van den Berg et al.,
2006). Da sie auch heute noch ubiquitdr in der Natur vorhanden sind und sich angesichts ihrer
hohen Lipophilie in der Nahrungskette anreichern, ist es gerade im Hinblick auf die
lebenslange Exposition der menschlichen Bevdlkerung von groBer Bedeutung, néheren
Aufschluss Uber die Wirkmechanismen dieser Substanzen zu erhalten und diese bei einer
entsprechenden Risikobewertung zu berlcksichtigen.

Die nicht-dioxinartigen PCBs werden hierbei oft als Substanzen vom Phenobarbital-Typ
bezeichnet, so dass haufig davon ausgegangen wird, dass diese PCBs ahnliche Wirkungen
wie Phenobarbital aufweisen und auch eine NDL-PCB-vermittelte Tumorpromotion Uber den
fir ~ Phenobarbital bekannten  Wirkmechanismus  verlduft. Wahrend fir den
tumorpromovierenden Effekt von Phenobarbital eine Abhangigkeit vom konstitutiven
Androstan-Rezeptor bekannt ist (Yamamoto et al., 2004), wurde ein Einfluss des Pregnan-X-
Rezeptors auf die Apoptosehemmung durch nicht-dioxinartige PCBs bisher jedoch noch nicht
ergrindet. Da jedoch aufgrund der Gberlappenden Funktionalitét dieser beiden Rezeptoren ein
komplexer Crosstalk zwischen ihren Signalwegen besteht, sollte erértert werden, ob eine
NDL-PCB-bedingte Inhibition der Apoptose auch zu einem gewissen Teil dem PXR
zugesprochen werden kann. Gerade solche Substanzen, die spezifisch den Pregnan-X-
Rezeptor aktivieren kénnen, sind bisher in Bezug auf eine mégliche Hepatokarzinogenitat nur
unzureichend charakterisiert (Elcombe et al., 2014).

Neben der Analyse der fremdstoffmetabolisierenden Enzyme CYP2B1 und CYP3AT1 sollte der
Einfluss ausgewahlter nicht-dioxinartiger PCBs daher zudem hinsichtlich ihrer Effekte auf die
UV-induzierte Apoptose untersucht und mit den entsprechenden Wirkungen des bekannten
CAR-Agonisten Phenobarbital sowie des PXR-Aktivators Dexamethason verglichen werden.
Weiterhin sollten mittels spezifischer siRNAs bzw. einer Hemmung der Signalwege durch
Okadainsédure und Ketoconazol n&here Erkenntnisse dariiber erlangt werden, inwiefern der
konstitutive Androstan-Rezeptor bzw. der Pregnan-X-Rezeptor bei der Induktion fremdstoff-
metabolisierender Enzyme sowie der Inhibition der Apoptose eine entscheidende Rolle
spielen und ob zwischen diesen beiden Prozessen eine hinreichende Korrelation besteht. Um
hierbei die Problematik vieler nicht-dioxinartiger PCB-Verbindungen zu umgehen, dass die
jeweiligen Effekte aufgrund eines gleichzeitigen Auftretens von dioxinartigen PCBs,
polychlorierten Dibenzofuranen (PCDFs) oder polychlorierten Dibenzodioxinen (PCDDs) nicht
eindeutig den NDL-PCBs zugeordnet werden kénnen, wurden in dieser Arbeit ausschlieBlich
hoch aufgereinigte Verbindungen verwendet.
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Zur Analyse der Expressionslevel von CYP2B1 und CYP3A1 wurde weiterhin ein
entsprechend modifiziertes Perfusionsprotokoll nach Meredith (1988) herangezogen, welches
gegenulber klassischen Kollagenase-haltigen Perfusionen eine verbesserte Stabilitdt des
Cytochrom-P450-Systems verspricht und demzufolge auch auf eine erhdhte Funktionalitat der
jeweiligen Rezeptoren schlieBen lasst. Wahrend Phenobarbital hierbei (ber nahezu das
gesamte gemessene Konzentrationsspektrum eine signifikante Erhdhung der CYP2B1-
MRNA-Expression um das bis zu 442-Fache in den isolierten Hepatozyten verzeichnen
konnte, vermochte der CAR-Agonist bei der CYP3A1-mRNA-Expression dagegen lediglich
eine geringe, jedoch nicht signifikante Erhéhung auf das 8-Fache der basalen Expression zu
induzieren. Die Inkubation mit dem PXR-Agonisten Dexamethason fihrte im Gegensatz zu
Phenobarbital wiederum zu einer mit der Konzentration zunehmenden CYP3A1-Expression,
welche ihr Maximum bei 50 pM Dexamethason mit einer im Mittel 180-fachen Erhéhung
erreichte. Bezliglich der an den jeweiligen Genregulationen beteiligten Rezeptoren ergaben
die Untersuchungen mittels siRNA, Okadainsaure und Ketoconazol, dass die Induktion von
CYP2B1 und CYP3A1 durch Phenobarbital hierbei vornehmlich tGlber den CAR vermittelt wird,
wahrend dem PXR fir diese Induktionen bestenfalls eine geringe Rolle zugesprochen werden
kann. Die CYP3A1-Expression durch Dexamethason wird dagegen Uber den Pregnan-X-
Rezeptor reguliert, wobei eine Induktion von CYP2B1 durch Dexamethason bzw. ein Einfluss
des konstitutiven Androstan-Rezeptors diesbeziiglich nicht nachgewiesen werden konnte
(Abb. 57).

Ebenso wie Phenobarbital konnten auch die nicht-dioxinartigen PCBs eine signifikante
Induktion des fremdstoffmetabolisierenden Enzyms CYP2B1 verzeichnen. Der Vergleich der
jeweiligen PCB-Kongenere mit Phenobarbital ergab, dass die Kongenere 28, 52 und 101,
welche maximale Expressionsraten vom Faktor 262 bis 376 induzierten, eine geringere als die
maximal durch Phenobarbital hervorgerufene Induktion bewirkten. Die Kongenere 138, 153
und 180 hingegen erreichten Induktionen zwischen dem 575- und 662-Fachen und
vermochten somit eine hdhere maximale Induktion als Phenobarbital auszulésen. Hierbei war
auffallig, dass das Induktionsvermégen der jeweiligen NDL-PCBs weitgehend mit ihrem
Chlorierungsgrad bzw. der zugehdrigen Hydrophobizitat in Verbindung gebracht werden
konnte. Hinsichtlich der durch die jeweiligen Kongenere maximal induzierten CYP2B1-
Expression lasst sich dabei folgende Reihenfolge des Induktionspotentials flr die einzelnen
NDL-PCBs aufstellen, welche identisch zu jener von CYP3A1 ausféllt: PCB 28 < PCB 52 <
PCB 101 < PCB 138 < PCB 180 = PCB 153.

Fir CYP3AT1 fiel jedoch die Héhe der maximal induzierten Expressionslevel deutlich geringer
aus als jene bei der CYP2B1-Induktion, so zeigte sich, dass die nicht-dioxinartigen PCBs im
Vergleich zur CYP3A1-Induktion mehr als 10-fach potenter erscheinen, Gene der CYP2B-
Familie zu induzieren. Hierbei wurde die maximale CYP3A1-Induktion bei allen untersuchten
NDL-PCBs mit der hdchsten eingesetzten Konzentration von 100 puM erreicht und betrug
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zwischen dem 37-Fachen (PCB 28) und dem 62-Fachen (PCB 153) der basalen Expression.
Beim Vergleich mit Dexamethason wird deutlich, dass die Induktion von CYP3A1 durch den
PXR-Agonisten wesentlich hdher ausfiel als jene durch die NDL-PCBs vermittelte CYP3A1-
Expression. Demgegenulber ergab sich fir die NDL-PCBs dagegen wiederum eine bis zu 8-
fach héhere maximale Induktion der CYP3A1-Expression als fir den klassischen CAR-
Agonisten Phenobarbital. Diese Beobachtung warf die Frage auf, ob sich nicht zumindest zum
Teil auch der Pregnan-X-Rezeptor fir die CYP3A1-Induktion durch die nicht-dioxinartigen
PCBs verantwortlich zeichnet. Die nachfolgenden Untersuchungen ergaben, dass die
Hemmung des konstitutiven Androstan-Rezeptors eine vollstdndige Unterdriickung der
CYP2B1-Induktion zur Folge hatte, so dass die NDL-PCB-bedingte Expression von CYP2B1
wie bereits bei Phenobarbital wieder ausschlieBlich dem konstitutiven Androstan-Rezeptor
zugesprochen werden kann. Zumindest in Bezug auf die CYP3A1-Expression scheinen sich
die nicht-dioxinartigen PCBs jedoch von einer klassischen Induktion vom Phenobarbital-Typ
abzugrenzen. So wird die CYP3A1-Expression im Falle der NDL-PCBs zwar zum GroBteil
ebenfalls wieder Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor reguliert, kann im Gegensatz zu
jener von Phenobarbital allerdings auch zu einem gewissen Teil dem Pregnan-X-Rezeptor
zugeordnet werden (Abb. 57).

Hierbei scheint PCB 28 allerdings nicht im selben Ausmal Uber den PXR reguliert zu werden
wie die anderen PCBs, da fiir dieses NDL-PCB keine Verringerung der CYP3A1-Induktion
infolge der PXR-siRNA zu verzeichnen war. Mdglicherweise kbénnte dieser Unterschied
zwischen den PCBs darin begriindet sein, dass PCB 28 abgesehen von seinem geringeren
Chlorierungsgrad im Gegensatz zu den anderen verwendeten NDL-PCBs nur an einer ortho-
Position chloriert ist, wodurch beispielsweise die Bindungsaffinitat dieses PCBs zum Pregnan-
X-Rezeptor eingeschrénkt sein kdnnte.

Weiterhin flhrte die Behandlung mit der PXR-siRNA im Schnitt mindestens zu einer
Verdopplung der CAR-regulierten CYP2B1-Induktion, so dass ein vorhandener bzw. aktivierter
PXR die CAR-vermittelte CYP2B1-Expression effektiv zu inhibieren scheint. So wurde die
CYP2B1-Expression durch PCB 52, PCB 153 oder Phenobarbital anhand einer zuséatzlichen
Inkubation mit dem PXR-Agonisten Dexamethason annahernd vollsténdig blockiert und betrug
nur noch maximal 3 % der CYP2B1-Expression ohne zeitgleiche Dexamethason-Zugabe.
Demgegenliber vermochten PCB 52, PCB 153 und Phenobarbital die unter Kontroll-
bedingungen etwa 150-fache CYP3A1-Expression infolge einer Behandlung mit
Dexamethason jedoch nur um maximal 33 Prozent zu reduzieren. Wahrend der Pregnan-X-
Rezeptor die CAR-vermittelte CYP2B1-Expression durch Phenobarbital sowie die NDL-PCBs
also effektiv zu inhibieren vermag, scheint eine Beeinflussung der PXR-regulierten CYP3A1-
Expression durch den konstitutiven Androstan-Rezeptor im Gegenzug nicht im selben MaBe
gegeben zu sein (Abb. 57).
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Abbildung 57: Schematische Darstellung der Rezeptor-abhéngigen Induktion von CYP2B1
und CYP3A1 bzw. der Apoptosehemmung durch Phenobarbital, Dexamethason sowie die
nicht-dioxinartigen PCBs.

Aufgrund der Uberlappenden Funktionalitdt der beiden Rezeptoren sollten weiterhin nahere
Kenntnisse darlber erlangt werden, ob die antiapoptotische Wirkung der NDL-PCBs (ber den
CAR, den PXR oder mdglicherweise Uber beide Rezeptoren vermittelt wird. Zur Analyse der
inhibitorischen Wirkung der Substanzen auf die UV-induzierte Apoptose wurden hierfiir sowohl
die Aktivitatslevel der Caspasen 3/7, 8 und 9 fluorimetrisch bestimmt als auch morphologische
Analysen des Zellkerns nach einer Farbung mit DAPI herangezogen. Hierbei zeigten sowohl
Phenobarbital als auch der PXR-Agonist Dexamethason in allen Konzentrationsstufen einen
hemmenden Effekt auf die UV-induzierte Apoptose. Die relative Anzahl der Apoptosen nahm
dabei bei beiden Substanzen mit steigender Konzentration kontinuierlich ab und konnte bei
der hdchsten eingesetzten Konzentration anndhernd wieder das Niveau der unbestrahlten
Hepatozytenkulturen erreichen. Nach Transfektion der Hepatozyten mit der CAR-siRNA blieb
der apoptosehemmende Effekt von Phenobarbital jedoch nahezu vollstdéndig aus und
unterschied sich statistisch nicht mehr signifikant von den Kontrollbedingungen. Der Pregnan-
X-Rezeptor konnte im Gegenzug keinen Einfluss auf diese Apoptosehemmung verzeichnen,
so dass die durch Phenobarbital vermittelte Inhibition der Apoptose wie auch bereits die
Enzyminduktion vornehmlich Uber den konstitutiven Androstan-Rezeptor reguliert wird (Abb.
57). Dagegen bewirkte die Hemmung des Pregnan-X-Rezeptors, dass Dexamethason die UV-
induzierte Apoptose nur noch um etwa 20 % zu inhibieren vermochte, was darauf hindeutet,
dass die Dexamethason-bedingte Inhibition der Apoptose weitgehend unter dem Einfluss des
Pregnan-X-Rezeptors zu stehen scheint. Jedoch hatte die Hemmung des PXR keine
vollstdndige Reduktion der Dexamethason-bedingten Inhibition der Apoptose gegenlber den
Kontrollbedingungen zur Folge, so dass mdglicherweise auch andere Rezeptoren wie der
Glukokortikoid-Rezeptor eine geringe Rolle bei der Dexamethason-vermittelten Apoptose-
hemmung spielen kénnten (Abb. 57).
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Fir die nicht-dioxinartigen PCBs konnte ebenfalls ein hemmender Einfluss auf die UV-
induzierte Apoptose beobachtet werden, welcher wie auch bereits bei den beiden anderen
Substanzen mit steigender PCB-Konzentration stetig zunahm. Beim Vergleich der NDL-PCB-
bedingten Apoptosehemmung mit jener von Phenobarbital oder Dexamethason fallt jedoch
auf, dass die nicht-dioxinartigen PCBs die Apoptoseinduktion auch in der hdchsten
eingesetzten Konzentration nicht so sehr wieder auf das basale Grundniveau zuriickdréangen
wie die beiden anderen Substanzen. Fiir die Starke des Inhibitionsvermdgens der NDL-PCBs
in Bezug auf die Apoptose konnte dabei wie auch bereits bei der Induktion fremdstoff-
metabolisierender Enzyme eine Abhéangigkeit vom Chlorierungsgrad der jeweiligen PCBs
festgestellt werden, so dass zumindest in diesem Zusammenhang eine Korrelation zwischen
diesen beiden Prozessen zu bestehen scheint.

Nach Transfektion mit der CAR-siRNA vermochten die NDL-PCBs nur noch eine geringe
Hemmung der induzierten Apoptosen zu verursachen. Anders als bei Phenobarbital jedoch,
dessen apoptosehemmende Wirkung durch die CAR-siRNA nahezu vollstdndig unterdriickt
wurde, unterschied sich die Apoptoserate bei den NDL-PCBs statistisch auch weiterhin von
jener der Kontrolle ohne NDL-PCB-Inkubation. So konnte zudem auch die Inhibition des
Pregnan-X-Rezeptors eine Reduktion des apoptosehemmenden Effekts der NDL-PCBs
bewirken, die fur alle PCBs bis auf PCB 28 statistisch signifikant gegentber der alleinigen
Inkubation mit den jeweiligen PCBs war. Dabei fiel die durch die Hemmung des Pregnan-X-
Rezeptors hervorgerufene Reduktion des apoptoseinhibierenden Effekts jedoch deutlich
geringer aus als jene durch die CAR-Hemmung hervorgerufene, so dass der GroBteil der
NDL-PCB-bedingten Apoptoseinhibition wieder dem konstitutiven Androstan-Rezeptor
zugesprochen werden kann (Abb. 57). In Anbetracht dessen, dass der Pregnan-X-Rezeptor
bei den NDL-PCBs 52, 101, 138, 153 und 180 jedoch auch einen Beitrag zu deren
antiapoptotischen Effekten leistet, ist die Wirkweise der nicht-dioxinartigen PCBs in dieser
Hinsicht von Phenobarbital abzugrenzen, da dessen Wirkung ausschlieBlich (ber den
konstitutiven Androstan-Rezeptor reguliert wird. Dass die antiapoptotischen Effekte der NDL-
PCBs zum Teil auch Uber den PXR vermittelt werden, steht im Einklang damit, dass die
zugrunde liegenden Mechanismen gerade in Bezug auf eine erhdhte Expression von Bcl-xL /
Bcl-2 bzw. einer essentiellen Aktivierung von NF-kB eher jenen vom PXR-Agonisten
Dexamethason ahneln als jenen von Phenobarbital (Zucchini et al., 2005; Al-Anati et al., 2010;
Tharappel et al., 2008; Lu et al., 2004; Glauert et al., 2008; Evans-Storms und Cidlowski,
2000). Weiterhin wird eine Beteiligung des PXR auch durch Reportergen-Assays untermauert,
in welchen die NDL-PCBs 101, 138, 153 und 180 als Agonisten des Pregnan-X-Rezeptors
identifiziert werden konnten (Creusot et al., 2010; Al-Salman und Plant, 2012).

Wahrend ein zeitgleich vorhandener Pregnan-X-Rezeptor zwar die Uber CAR regulierte
CYP2B1- und CYP3A1-Expression effektiv inhibierte, trat dieser Effekt jedoch nicht bei der
CAR-vermittelten Hemmung der Apoptose auf, so dass davon ausgegangen werden kann,
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dass das Vorhandensein des Pregnan-X-Rezeptors lediglich die Induktion der untersuchten
Enzyme beeintrachtigt. Dies legt wiederum den Schluss nahe, dass zwischen der
Apoptosehemmung und der Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme keine
hinreichende Korrelation besteht und weitreichende Unterschiede bezlglich der Signalwege
existieren kénnten. Diese Erkenntnis wird auch durch die Tatsache gestitzt, dass humane
Hepatozyten nicht auf die antiapoptotischen Eigenschaften von Phenobarbital ansprechen,
obwohl in diesen fremdstoffmetabolisierende Enzyme induziert werden konnten (Hasmall und
Roberts, 1999; Hirose et al, 2009). Weiterhin wird auch im Falle von B-Catenin die
Phenobarbital-bedingte Cyp2b10-Regulation von einem fiir die Hepatokarzinogenese
erforderlichen SchllUsselsignalweg getrennt (Rignall et al, 2011). Somit kann aus einer
Aktivierung spezifischer fremdstoffmetabolisierender Enzyme nicht auf eine entsprechende
Tumorpromotion bzw. Hemmung der Apoptose durch die jeweiligen Substanzen geschlossen
werden. Dennoch sind die hierbei involvierten Rezeptoren CAR und PXR bei beiden
Prozessen im jeweils gleichen Verhaltnis beteiligt, so dass fir die untersuchten NDL-PCBs
zumindest in gewisser Weise ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Prozessen zu
bestehen scheint. Zudem ist die Kanzerogenese auch Uber oxidativen Stress mit der Induktion
fremdstoffmetabolisierender Enzyme verbunden (Abb. 57), da die hierbei gebildeten reaktiven
Sauerstoffspezies (Dostalek et al., 2007) beispielsweise Uber die Aktivierung von NF-kB eine
bedeutende Rolle bei der NDL-PCB-bedingten Tumorpromotion bzw. der Apoptosehemmung
einnehmen (Lehman-McKeeman et al., 1999; Lu et al., 2004; Glauert et al., 2008).

Wahrend Phenobarbital aus zahlreichen Studien als Hepatokarzinogen bei Nagetieren
bekannt ist (Whysner et al, 1996; Braeuning et al, 2014), haben eine Reihe
epidemiologischer Studien hingegen gezeigt, dass fir den Menschen kein erhbhtes
Lebertumorrisiko infolge einer chronischen Exposition gegenlber Phenobarbital besteht
(IARC, 2001; Olsen et al., 1989; Whysner et al., 1996; Elcombe et al., 2014). Im Gegensatz zu
Phenobarbital konnte flir Dexamethason dagegen jedoch auch ein Einfluss auf die Apoptose
in humanen Hepatozyten nachgewiesen werden (Zucchini et al., 2005; Bailly-Maitre et al.,
2001). Dies lasst darauf schlieBen, dass PXR-Aktivatoren wie Dexamethason auch stérkere
Auswirkungen auf die Kanzerogenese beim Menschen haben kdnnten. So fanden Sui et al.
(2006) beispielsweise heraus, dass Dexamethason die Wirksamkeit des Zytostatikums
Paclitaxel bei der Behandlung von Brust- und Ovarial-Xenotransplantat-Tumoren herabsetzen
kann.

In Anbetracht dessen, dass auch der PXR mit der NDL-PCB-bedingten Apoptosehemmung in
Verbindung gebracht wird, kann angenommen werden, dass die NDL-PCB-vermittelte
Hemmung der Apoptose bzw. Tumorpromotion zum Teil auch tber den fir PXR-Aktivatoren
wie Dexamethason bekannten Wirkmechanismus verlauft. Demzufolge muss also auch ein
maoglicher Einfluss der nicht-dioxinartigen PCBs auf die Kanzerogenese beim Menschen in
Betracht gezogen werden. 2016 wurde von der IARC anhand zahlreicher epidemiologischer
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Studien der Schluss gezogen, dass fir die Kanzerogenitat von polychlorierten Biphenylen
beim Menschen ausreichend Belege vorliegen, da ein konsistenter Zusammenhang zwischen
malignen Melanomen und einer entsprechenden PCB-Exposition nachgewiesen werden
konnte sowie zudem weitere positive Assoziationen flr Non-Hodgkin-Lymphome und
Brustkrebs beobachtet werden konnten. Da der Mensch in epidemiologischen Studien
allerdings immer gleichzeitig komplexen Gemischen von dioxinartigen und nicht-dioxinartigen
Verbindungen ausgesetzt ist, lassen sich hierbei keine Riickschllisse auf Effekte ziehen, die
ausschlieBlich den NDL-PCBs zuzuordnen sind. Auch in Untersuchungen mit einzelnen NDL-
PCBs wurden die Gehalte an dioxinartigen Verunreinigungen oftmals nicht quantifiziert oder
ausreichend angegeben, so dass die Ergebnisse dieser Untersuchungen hierdurch in
unterschiedlichem MaBe beeinflusst worden sein kénnten (Viluksela et al., 2014). Somit sind
weitere Untersuchungen mit hoch aufgereinigten Verbindungen notwendig, welche explizit die
Korrelation zwischen einer Exposition gegeniber nicht-dioxinartigen PCBs und einem
erhéhten Krebsrisiko beim Menschen adressieren.

Angesichts der lebenslangen Exposition der menschlichen Bevdlkerung gegenlber den nicht-
dioxinartigen PCBs ist es unerldsslich, n&heren Aufschluss Uber die exakten
Wirkmechanismen der NDL-PCBs zu erhalten, um diese bei einer Risikobewertung dieser
Substanzen entsprechend berlcksichtigen und den Menschen auf diese Weise vor
gesundheitlichen Folgen schitzen zu kénnen. Gerade im Hinblick auf den Crosstalk zwischen
den beiden Rezeptoren CAR und PXR deuten die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse auf
die Notwendigkeit einer differenzierteren Betrachtung dieser Thematik hin. So sollte der
Crosstalk zwischen CAR und PXR bei Substanzen, deren Wirkweise mit einem dieser beiden
Rezeptoren assoziiert ist, in kinftige Untersuchungen mit einbezogen werden. Gerade bei
CAR-Agonisten sollte zuséatzlich auch ein méglicher Einfluss auf den Pregnan-X-Rezeptor mit
untersucht werden, um so potentielle Auswirkungen dieser Verbindungen auf die menschliche
Gesundheit erfassen zu koénnen. Generell sollten auch PXR-Aktivatoren und ihre
Auswirkungen auf die Kanzerogenese néher beleuchtet werden, da sich die Dexamethason-
bedingte Hemmung der Apoptose nachteilig auf die Tumorentwicklung auswirken kann, so
dass bei der Verwendung von Dexamethason wahrend einer Krebstherapie Vorsicht geboten
ist (Sui et al., 2006; Herr und Pfitzenmaier, 2006; Obradovi¢ et al., 2019). Daher ist es auch
von entscheidender Bedeutung, die genauen Wirkmechanismen von PXR-Aktivatoren oder
auch Agonisten des Glukokortikoid-Rezeptors zu erdrtern, um nachteilige Effekte bei
Chemotherapien berlicksichtigen zu kdnnen und infolgedessen ein optimales therapeutisches
Ansprechen erzielen zu kénnen.
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