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1. Motivation und Rationale fiir das Vorhaben

Die polychlorierten Biphenyle (PCBs) stellen eine der wichtigsten Gruppen von
persistenten organischen Umweltkontaminanten dar. Sie reichern sich im menschlichen
Korper an und werden z.B. mit der Muttermilch an gestillte Sauglinge weitergegeben.
Dariiber hinaus sind sie in vielen hoheren Tieren zu finden und werden dort fur

Stérungen des Immunsystems und der Fortpflanzung verantwortlich gemacht.

Ein wichtiger Gesichtspunkt bei der toxikologischen Bewertung von PCBs ist deren
krebsférdernde (tumorpromovierende) Eigenschaft. Bei der Bewertung einzelner aus
den 209 moéglichen PCB-Substitutionsisomeren (Kongeneren) werden die ,dioxinartigen’
mit Aquivalenzfaktoren (Toxicity Equivalency Factors; TEFs) belegt. Durch Multiplikation
des jeweiligen Aquivalenzfaktors mit dem Gehalt einer Probe (Lebensmittel, Raumluft,
Boden etc.) und Aufsummierung der so erhaltenen Werte ergibt sich ein
Summenparameter (Toxizitatsaquivalente; Toxicity Equivalents; TEQ), der sich bei der

Risikobewertung dieser Untergruppe bewéhrt hat.

Ein vergleichbares Verfahren fur die ,nicht-dioxinartigen* PCBs ist derzeit nicht in Sicht.
Dies beruht vor allem auf einem unzureichenden Verstédndnis der spezies- und

zellspezifischen Wirkmechanismen dieser Untergruppe auf Molekularebene.

Im abgeschlossenen Vorhaben sollte ein zentraler Mechanismus der
tumorpromovierenden Wirkung von Fremdstoffen, die Hemmung der Apoptose
(programmierter Zelltod), untersucht werden. Fur eine Reihe von Tumorpromotoren
wurde namlich gezeigt, dass sie die Apoptose von Krebsvorstufen (Praneoplasien) in
der Leber von Nagern effektiv unterdriicken kdnnen. Die Konsequenz dieser Wirkung ist
eine indirekte Forderung des klonalen Wachstums derartiger Vorstufen, welche mit
einem erhéhten Risiko der Ausbildung maligner Tumorzellen einhergeht. In einem in-
vitro Modell sollte die Wirkung von tumorpromovierenden, “nicht-dioxinartigenA PCBs
auf die Apoptose in Rattenhepatozyten in Primarkultur untersucht werden. Die
gewonnenen Erkenntnisse sollten zur Grundlage eines Tierexperiments gemacht

werden. Es wurden wegweisende Ergebnisse zur Risikobewertung von ‘nicht-
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dioxinartigenA PCBs erwartet, die als Grundlage fur ein Aquivalenzkonzept fir diese

Stoffklasse, wenigstens bezlglich der Tumorpromotion in der Leber, dienen kénnten.

2. Aufgabenstellung

Es sollten eine Reihe von ,nicht-dioxinartigen' PCBs auf ihre apoptosehemmende
Wirkung in einem in-vitro Modell (Rattenhepatozyten in Primé&rkultur) untersucht werden.
Ferner sollten diese Ergebnisse mit bekannten biochemischen Konsequenzen einer
Behandlung von Zellen mit diesen PCBs verglichen werden. Schlie3lich sollten die
Ergebnisse zur Grundlage fir eine tierexperimentelle Studie zur tumorpromovierenden

Wirkung der fraglichen Verbindungen in der Rattenleber gemacht werden.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Auf der Basis bisheriger Untersuchungen mit dem Tumorpromotor 2,3,7,8-
Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) konnten die fraglichen PCBs auf ihre Fahigkeit zur
Apoptosehemmung in Rattenhepatozyten Uberprift werden. Die Untersuchungen waren
wegen der grof3en Zahl von Einzelkonzentrationen und der flr eine statistische
Auswertung notwendigen Probenzahl aul3erordentlich zeitraubend und konnten im
Sommer 2000 abgeschlossen werden. Das vorgesehene Tierexperiment wurde in
Zusammenarbeit mit Prof. M. Schwarz (Institut fir Toxikologie, Universitat Tubingen)
detailliert geplant. Leider ergab sich fur die aufgrund der Zellkulturuntersuchungen
geeignetsten Verbindungen ein Bedarf, der sich aus Mitteln des Projektes nicht
finanzieren lie3. Daher wurde Prof. L. Robertson (University of Kentucky, Lexington,
USA) und seine Arbeitsgruppe fiir die Synthese dieser Verbindungen gewonnen. Da bei
der Synthese einer Verbindung ein neues Verfahren angewandt werden muf3te, stehen
die Substanzen erst jetzt fir das Tierexperiment zur Verfugung. Damit kommt es
bezuglich des tierexperimentellen Teils des Projektes zu einer Uberschreitung der
geplanten Laufzeit.

4. wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknupft wurde



Aus Vorarbeiten im eigenen Labor und in anderen Arbeitsgruppen war bekannt, dass
eine Reihe von Tumorpromotoren der Hepatokarzinogenese der Ratte die Apoptose in
unterschiedlichen Zellkulturmodellen hemmen kdnnen. Insbesondere konnten Bayly et
al. (1994) eine Hemmung der Apoptose durch den Peroxisomenproliferator Nafenopin
und durch Phenobarbital zeigen. In eigenen Arbeiten konnte belegt werden, dass
sowohl TCDD als auch Phenobarbital die durch UV-Bestrahlung hervorgerufene
Apoptose in Rattenhepatozyten in Primarkultur unterdriicken kénnen (Woérner und
Schrenk, 1996).

Aus in-vivo Untersuchungen an Nagern war hinlanglich bekannt, dass die Hemmung der
Apoptose praneoplastischer Hepatozyten eine wesentliche, wenn nicht entscheidende
Rolle bei der tumorpromovierenden Wirkung vieler Verbindungen spielt (Bursch et al,
1984; Schulte-Hermann et al., 1990; Stinchcombe et al., 1995). Allerdings sind weder
nicht Mechanismen der basal erhdéhten Apoptoserate in Praneoplasien noch die der

Apoptosehemmung durch Promotoren aufgeklart.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Bei der Planung des tierexperimentellen Teils bestand eine enge Zusammenarbeit mit
Prof. M. Schwarz (Institut fir Toxikologie, Universitat Tubingen). Die Durchfihrung des
Tierexperimentes soll an der Universitat Kaiserslautern, die histologische Auswertung in
Tubingen erfolgen. Ferner besteht eine Kooperation mit Prof. L. Robertson, (University
of Kentucky, Lexington, USA), der die Synthese der PCBs Nr. 28 und 187 tlbernommen
hat

6. Beitrag der Ergebnisse zu den Zielen des FoOrderprogramms des
Zuwendungsgebers

Persistente organische Umweltschadstoffe zahlen zu den wichtigsten Bedrohungen fur
Umwelt und Gesundheit und stellen eine zentrale Herausforderung an die moderne
Toxikologie dar. Die polychlorierten Biphenyle als namhafte Vertreter dieser Gruppe

werden fur viele Gesundheitsstérungen z.B. in Innenraumen verantwortlich gemacht.



Bei dieser Diskussion spielt immer wieder die krebserregende Wirkung eine
herausragende Rolle. Insbesondere fiir die ,nicht-dioxinartigen PCBs liegt bislang keine
hinreichende Risikobewertung vor. Dies beruht vor allem auf dem fehlenden Verstandnis
der molekularen Wirkprinzipien. Im Gegensatz dazu konnten die ,dioxinartigen‘ PCBs in
das TEQ-Konzept der dioxinartigen Umweltschadstoffe eingereiht werden Dies

ermdglicht, wenigstens teilweise, eine rationale Risikobewertung.

7. erzielte Ergebnisse

7.1. Zusammenfassung

Die polychlorierten Biphenyle (PCB) zahlen zu den besonders persistenten
Umweltkontaminanten und werden weltweit zu den 12 wichtigsten Klassen der
Jpersistent organic pollutants' (POPs) gerechnet. In Versuchstieren entfalten sie u.a.
neurotoxische, teratogene und tumorpromovierende (krebsférdernde) Wirkungen. Eine
Reihe von PCB wurden wegen ihres biochemischen und toxischen Wirkspektrums als
,dioxinartig‘ eingestuft wahrend andere als ,nicht-dioxinartig* klassifiziert werden. Viele
der letztgenannten PCB-Kongenere wirken in der Rattenleber als Induktoren der
fremdstoffmetabolisierenden Enzyme Cytochrom P450 (CYP) 2B1 und 2B2 und &hneln
darin dem Arzneimittel Phenobarbital, ebenfalls ein Tumorpromotor. Im Gegensatz dazu
induzieren ,dioxinartige’ PCB CYP1A-Isoenzyme, andere Kongenere wurden als
,Mischtyp-Induktoren‘ bezeichnet, d.h., sie induzieren sowohl CYP2B1/2B2 als auch
CYP1A-losenzyme.

Die Hemmung der Apoptose praneoplastischer Hepatozyten gilt als eine zentraler
Mechanismus der Tumorpromotion in der Rattenleber. Um diese Wirkung in einem in
vitro-Modell untersuchen und damit besser verstehen zu konnen, haben wir
Rattenhepatozyten in Primarkultur einer apoptogenen UV-Dosis ausgesetzt und
anschlieBend mit PCB behandelt. Es konnte gezeigt werden, dass Phenobarbital und
die ,nicht-dioxinartigen* PCB Nr. 28, 1001 und 187 die durch UV-Bestrahlung ausgeltste
Apoptose vollstandig unterdriicken kdnnen. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen
und ECsp-Werte flr diese Wirkung waren verschieden von denjenigen fur die Induktion
der durch CYP2B1/2B2 katalysierten 7- Pentoxyresorufin-O-dealkylase (PROD)- und
der durch CYP1A katalysierten 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)-Aktivitaten.



Sowohl Phenobarbital als auch die unterscuhten PCB hatten keinen Einfluss auf das
spontane Auftreten apoptotischer Zellkerne in den Kulturen.

Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass auch die untersuchten ,nicht-dioxinartigen’
PCB, wenigstens zum Teil, durch Apoptosehemmung tumorpromovierend in der
Rattenleber wirken. Die zellularen Signalwege, die zur Induktion von CYP2B1/2B2
fuhren, sind vermutlich von denen der Apoptosehemmung abgrenzbar, bzw. divergieren

voneinander.

7.2. Einleitung

Die polychlorierten Biphenyle (PCB) zahlen zu den besonders persistenten
Umweltschadstoffen. Als wichtigste Quellen kommen der ehemalige, vielfaltige Einsatz
technischer PCB-Gemische als Hydraulikble, Flammschutz- und Schmiermittel,
Dichtungsmassen etc. in Frage (1). Dariber hinaus kénnen PCB bei der Verbrennung
bzw. Verschwelung von organischem Material in Gegenwart von chlorhaltigen Stoffen
gebildet werden (2). Akutvergiftungen mit PCB auf Grund des Verzehrs von mit PCB
verunreinigten Reis6len aulRerten sich in heftigen Knochen- und Gelenkschmerzen,
Chlorakne, und Missbildungen bei den Nachkommen PCB-exponierter Mitter (3). Die
chronische Exposition gegenuber erhohten PCB-Gehalten in der Nahrung z.B. in
Fischen wahrend der Schwangerschaft wird mit dem Auftreten von Lernschwéache bei
den Nachkommen derart exponierter Mitter in Zusammenhang gebracht (4). In
Versuchstieren kénnen PCB zu Neurotoxizitdt, endokrinen Stdérungen und zur
Tumorpromotion, z.B. in der Nagerleber, fihren (1,5,6). In einer Studie an PCB-
exponierten Arbeitern wurde eine signifikant erhdhte Inzidenz von Lebertumoren
beobachtet (7).

Aus systematisch-toxikologischen sowie aus praktischen Grinden werden die PCB in

,dioxinartige’ und ,nicht-dioxinartige* Kongenere unterteilt.

7.3. Material und Methoden

Chemikalien

Rinderserumalbumin, Collagenase Typ IV und Phenobarbital waren von Sigma
(Taufkirchen), Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) von Seromed (Berlin) und



Waymouth’s Medium MD 705/1 sowie fetales Rinderserum von Gibco BRL (Heidelberg).
ITS und ITS" waren von Becton Dickinson (Heidelberg). Die PCBs IUPAC-Nummer 28
(2,4,4'-Trichlorbiphenyl), 101 (2,2‘4,5,5'-Pentachlorbiphenyl) und 187 (2,2*,3,4',5,5',6-
Heptachlorbiphenyl) wurden von Promochem (Wesel) bezogen. Alle anderen

Chemikalien hatten den héchsten, kommerziell erhaltlichen Reinheitsgrad.

Hepatozytengewinnung und —kultur

Mannliche Wistar-Ratten wurden von Charles River (Kisslegg) bezogen und unter
Standardbedingungen gehalten. Adulte Tiere mit einem Kérpergewicht von 150-180 g
wurden narkotisiert und die Hepatozyten wurden gewonnen wie beschrieben (20), unter
Verwendung einer Modifikation der urspringlich von Seglen (21) beschriebenen,
sequentiellen Perfusionstechnik. Die Zellen wurden im Kollagen-Sandwich-Verfahren
kultiviert (22). Zur Gewinnung des Kollagens wurden kollagenrecihe Fasern aus jeweils
acht Rattenschwanzen préapariert und das Kollagen in 80 ml 3%iger Essigsaure bei 4°C
unter Ruhren gel6st. Das Unldsliche wurde durch Zentrifugieren bei 2300 g und 4°C
Uber 90 min abgetrennt. Zum Uberstand wurde ein 1/5 des Volumens 30%ige NaCl-
L6sung zugegeben und das ausgeflockte Kollagen durch Zentrifugieren bei 2300 g und
4°C Uber 30 min gewonnen. Das Sediment wurde in 175 ml 5%iger NaCl-Lésung
suspendiert und erneut bei 2300 g und 4°c Uber 30 min zentrifugiert. Das Sediment
wurde in 25 | 0,6%iger Essigsaure gelost und mit 0,6%iger Essigsaure auf 400 mi
aufgefullt. Nach 48-stiindiger Dialyse gegen 1 mM HCI wurde die Lsung lyophilisiert.
Vor dem Gebrauch wurden 1,5 mg Kollagen in 1 ml 1 mM HCI geldst (Stammldésung).
Diese wurde mit 9 Teilen 10x DMEM verdinnt, die Kulturschalen mit jeweils 700 pl
dieser Verdinnung beschichtet und 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach
Ausharten des Gels wurden die Zellen ausgesat und inkubiert wie beschrieben (17).
Eine Stunde vor der Behandlung wurden die Zellen mit 500ul Kollagenlésung in 10x
DMEM uberschichtet.

Induktion von Cytochrom P450-Isoenzymen

Die Hepatozyten wurden in einer Dichte von 100 000/cm? auf Kollagen-beschichtete
Petrischalen eines Durchmessers von 60 mm ausgeséat und inkubuiert wie beschrieben
(17). Nach drei Stunden wurden die Zellen mit 700 pl Kollagenldsung in 10x DMEM

Uberschichtet. Zwolf Stunden nach dem Aussaen wurden die PCB, in DMSO gel6st,
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bzw. Phenobarbital in steriler 0,9%iger wassriger NaCl-Losung geldst, zugegeben. Das
DMSO-Volumen betrug hdchstens 0,5% des gesamten Flissigkeitsvolumens pro
Kulturschale. Kontrollen wurden nur mit DMSO bzw. NaCl-L6ésung behandelt.
Achtundvierzig Stunden nach Zugabe der Induktoren wurden die Kulturiiberstande,
abgesaugt, die Kulturen gespiilt, abgeerntet und homogenisiert. In den Homogenaten
wurde die 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase(EROD)- und 7-Pentoxyresorufin-O-
dealkylase (PROD)-Aktivitat mit Hilfe des Verfahrens von Burke und Mayer (23)

gemessen.

Unterdrickung der Apoptose

Die Hepatozyten wurden mit einer Dichte von 60 000/cm? auf Quadriperm-Schalen
(Heraeus, Frankfurt) auf einer Flache von 20 mm? ausgesét. Nach 12 Stunden wurde
das Medium erneuert und nach 15 Stunden die Zellen mit UV-Licht behandelt wie
beschrieben (17). Phenobarbital oder PCB wurden 30 min nach der Bestrahlung
zugegeben. Zum Auszahlen apoptotischer Kerne wurden die Zellen 12 Stunden spater
fixiert, gewaschen und luftgetrocknet wie beschrieben (20) und mit einer wassrigen
Losung von 8 uM 4‘,6-Diamidino-2-phenlyindol (DAPI) und 10 pM Sulphorhodamin 101
gefarbt. Die mikroskopische Untersuchung der verschlisselt kodierten Deckglaschen
wurde mit Hilfe eines Zeiss (Jena) Axioskop Fluoreszenzmikroskops, ausgerustet mit
einem BP 450-490 Exitationsfilter und einem LP 520 Emissionsfilter, durchgefthrt. Die
Deckglaschen wurden lichtgeschutzt bei 4°C aufbewahrt. Alle Experimente wurden
zweifach durchgefuhrt wobei jeweils dreimal 1000 Kerne ausgewertet wurden.
Kondensierte, halomondférmige und tropfchenférmige apoptotische Kerne/Fragmente

wurden als Apoptosen gewertet.

Statistische Auswertung
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus unabhéangigen Einzelexperimenten
ermittelt. FUr multiple Vergleiche von behandelten Kulturen mit unbehandelten

Kontrollen wurde Dunnett’'s Test fir unabhangige Stichproben verwendet.

7.4. Ergebnisse
In Rattenhepatozyten, die zwischen zwei Kollagenschichten inkubiert wurden



(,Sandwich-Kultur*), fuhrte ein UV-Bestrahlungspuls mit einer spezifischen Intensitat von
90 J/m? nach 12 Stunden nahezu zu einer Verdopplung der Anzahl apoptotischer Kerne,

im Vergleich zu unbestrahlten Kontrolle (Abb. 1).
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Abbildung 1. Unterdrickung der Apoptose in Rattenhepatoyzten in Primarkultur. Die
Kulturen wurden 30 min nach der UV-Bestrahlung mit 0,9%iger NaCl-Lésung (offene
Balken) oder 2 mM Phenobarbital (gestreifte Balken) behandelt; die Zahl apoptotischer
Kerne wurde 12 h nach der Bestrahlung bestimmit.

Nach 6 bzw. 18 Stunden war die Anzahl apoptotischer Kerne signifikant niedriger (nicht
dargestellt). Daher wurde die Anzahl apoptotischer Kerne in der Folge stets 12 Stunden
nach UV-Bestrahlung gemessen. Nach einer Strahlendosis von 120 J/m? wurden
weniger apoptotische Kerne gezahlt, wahrend 12 Stunden nach Behandlung mit 150
J/m? keine Zunahme apoptotischer Kerne mehr zur verzeichnen war. Die letztgenannte
Dosis fuhrte zu massivem, akutem Zelltod (nicht dargestellt), wodurch wahrscheinlich
die Entwicklung von Apoptosen verhindert wurde. Phenobarbital, ein Tumorpromotor der
Rattenleber, kann das Auftreten von Apoptose in Rattenhepatozyten unterdriicken (17)
und wurde daher als Referenzverbindung eingesetzt. Die Zugabe von 2 mM
Phenobarbital 30 Minuten nach der UV-Bestrahlung hatte eine vollige Unterdriickung
der UV-bedingten Zunahme der Apoptose zur Folge (Abb. 1).

Fur weitere Experimente mit den PCB 28, 101 und 187 wurden Standardbedingungen

9



(einmalige UV-Bestrahlung mit 90 J/m?, Bestimmung apoptotischer Kerne 12 Stunden
danach) angewandt. Es wurde festgestellt, dal? Phenobarbital und die drei untersuchten
PCB die UV-bedingte Zunahme apoptotischer Kerne in konzentrationsabhangiger Weise
unterdriickten. Diese Wirkung erreichte 90%-Niveau (mindestens 90%ige
Unterdriickung der UV-bedingten Apoptose) bei Konzentrationen von 10'M
Phenobarbital, 10°M PCB 28, 10"M PCB 101 sowie10°M PCB 187. (Abb. 2 A-D), d.h.,
die Apoptosezahl wurde auf das Niveau der ,spontanen’ Apoptose ohne UV-Bestrahlung

zurtckgedrangt.
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Abbildung 2A-D. Wirkung von Phenobarbital, PCB 28, 101 oder 187 auf die Apoptose
in Rattenhepatozyten in Priméarkultur, 12 h nach Bestrahlung mit UV-Licht (90J/m?). Die
Verbindungen wurde 30 min nach der Bestrahlung zugegeben. Die Symbole und
Fehlerbalken stellen die arithmetischen Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhangigen Messreihen dar.

*signifikant abweichend von den Ergebnissen DMSO- bzw. Saline-behandelter
Kontrollen, die durch zwei Bander dargestellt sind (p<0,05). Das obere Band zeigt den
Standardabweichungs-Bereich der Apoptose in UV-behandelten, das untere Band in
unbestrahlten Kulturen.

Alle PCB sowie Phenobarbital fihrten auch zu einer konzentrationsabhangigen
Induktion der CYP2B1/2B2-katalysierten 7-Pentoxyresorufin-O-dealkylase (PROD)-
Aktvitat in Zellhomogenaten (Abb. 3 A-D).
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Abbildung 3 A-D. Wirkung von Phenobarbital, PCB 28, 101 oder 187 auf die 7-
Aktivitat (offene Kreise) bzw. die 7-
Pentoxyresorufin-O-delakylase (PROD)-Aktivitat (geschlossene Kreise) in Ratten-
hepatozyten nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen. 48 h nach Zugabe
der Induktoren wurden die Zellen geerntet und homogenisiert und die Enzymaktivitaten
bestimmt wie unter ,Material und Methoden‘ beschrieben. Die Daten stellen Mittelwerte
und Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchsreihen (drei verschiedene

Ethoxyresorufon-O-deethylase (EROD)-

Zellpraparationen) dar.
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Die maximale Wirksamkeit (h6chste erreichbare PROD-AKktivitat) lag fir Phenobarbital
und die PCB 101 und 187 im Bereich von 19 — 30 pmol/min x mg Protein, wahrend
Behandlung mit PCB 28 eine Aktivitat von héchstens 10 — 15 pmol/mn x mg Protein
induzierte. Fur Phenobarbital wurde eine komplette Induktionskurve fir die CYP1A-
katalysierte 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD)- Aktivitat erhalten, wahrend die
untersuchten PCB die EROD-AKktivitat nicht induzierten. Das Anpassen sigmoidaler
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen (nicht dargestellt) an die experimentellen Daten
mit Hilfe eines log-probit-Verfahrens ermdglichte die Berechnung von ECsy-Werten und
zugehdrigen 95%-Konfidenzintervallen (Tab. 1). Die induzierende Potenz der PCB als
PROD-Induktoren folgte der Rangordnung PCB 187>PCB 28>PCB 101.

Tabelle I. ECso-Werte der Induktion der PROD- bzw. EROD-AKktivitat in
Homogenaten aus Rattenhepatozyten in Priméarkultur nach Behandlung der
Zellen mit Phenobarbital, PCB #28, #101 bzw. # 187.

Induktor PROD-Induktion EROD-Induktion Hemmung (90%) der
ECso+ S.D. (M) ECso+ S.D. (M) UV-initilerten Apoptose
Phenobarbital | 2,4 x 10°+0,17 x 10° | 1,8 x 10°+ 1,2 x 10 10”7
PCB #28 3,3x10°+0,34 x 10° - 10°
PCB #101 5,7x10°+0,97 x 10° - 107
PCB #187 1,2x107+0,2 x 10" - 10°

7.5. Diskussion

Die tumorpromovierende Wirkung von PCB und verwandten Umweltschadstoffen stellt
einen wesentlichen Parameter bei der Risikobewertung dieser Chemikalien fur den
Menschen dar. Fur einige PCB ist ihre tumorpromovierende Eigenschaft aus
Tierexperimenten gesichert. Sie sind damit Mitglieder einer sehr vielgestaltigen und
standig im Zunehmen begriffenen Familie von Stoffen, die das klonale Wachstum von
als praneoplastisch eingestuften Zellen in verschiedenen (Ziel-)Organen steigern
konnen und damit das Risiko einer malignen Entartung erhohen (12). Uber die
molekularen Mechanismen, die dieser Wirkung zugrunde liegen, ist nur wenig bekannt.
Allerdings existieren diesbezlglich einige Hypothesen, darunter auch diejenige, wonach

die Unterdriickung der haufig in praneoplastischen Zellklonen erhéhten Apoptose ein
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wesentliches Element der tumorpromovierenden Wirkung sei (13).

Die Uberpriifung dieser Hypothese wird im Falle der PCB durch die Tatsache erschwert,
dass letztere in Verbindungen mit einem ,dioxinartigen‘ Muster von biochemischen du
toxischen Wirkungen und solche mit ,nicht-dioxinartigen* Wirkungen unterteilt werden
konnen. In vielen Fallen lassen sich jedoch beide Gruppen nicht scharf voneinander
abgrenzen, d.h., eine Reihe von Kongeneren weisen sowohl ,dioxinartige‘ als auch
,nicht-dioxinartige* Wirkungen auf. Mitunter konnen ,dioxinartige’ und ,nicht-dioxinartige*
Wirkmechanismen offenbar zum selben toxischen Endpunkt fihren. Die Einstufung von
non-ortho-substituierten PCB als ,dioxinartig* beruht vor allem auf ihrer agonistischen
Wirkung am Ah- oder Dioxin-Rezeptor (AhR). Diese hat eine Reihe charakteristischer
molekularer und zellularer Wirkungen, darunter auch die Induktion von CYP1A-
Isoenzymen, zur Folge (1,6). Die bisher diesbezuglich untersuchten ,dioxinartigen‘ PCB
erwiesen sich als tumorpromovierend in der Rattenleber und &ahneln darin dem
potentesten Agonisten aus der Familie der ,Dioxine‘, dem 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-
dioxin (TCDD; 10,24).

Auch unter den als ,nicht-dioxinartig® eingestuften PCB wurden einige als
tumorpromovierend in der Rattenleber erkannt (1,5,8,9). Mit einem anderen
promovierenden Fremdstoff, dem Phenobarbital, haben sie die induzierende Wirkung
auf eine Gruppe von Fremdstoff-metabolisierenden Enzymen einschliel3lich CYP
2B1/2B2 gemeinsam, den sog. ,Phenobarbital-Typ* der Enzyminduktion. Der
intrazellulare Signalweg, der zum ,Phenobarbital-Typ‘ der Induktion fihrt, bedient sich
offenbar des ,constitutively active receptor’ (CAR), der als Transkriptionsfaktor auf ein
distal gelegenes responsives Element in Phenobarbital-induzierbaren Genen, das
,phenobarbital-responsive enhancer module* wirkt (25).

In der vorliegenden Studie sollte die Frage eines mdoglichen Zusammenhanges
zwischen der Induktion von CYP1A- oder CYP2B1/2B2-Aktivitdtten und der
Unterdrickung der Apoptose als einem moglichen in vitro-Surrogat fur die
tumorpromovierende Wirkung dieser Verbindungsklasse geklart werden.

Es wurde festgestellt, dass Phenobarbital und die drei untersuchten ,nicht-dioxinartigen'
PCB # 28, 101 und 187 die durch UV-Bestrahlung in Rattenhepatozyten in Primarkultur
ausgeldste Apoptose vollstandig unterdriicken. Ein ahnliches Ergebnis war in einer
vorangegangenen Studie mit dem Leber-Tumorpromotor TCDD erzielt worden (17).

16



Demgegeniber hatten weder TCDD noch die in dieser Studie eingesetzten PCB eine
Hemmwirkung auf das Auftreten ,spontaner’ Apoptosen, was fir das Vorliegen zweier
unterschiedlicher Apoptosetypen, der ,spontanen‘ und der UV-induzierten Apoptose,
spricht. Die UV-induzierte Apoptose wird vermutlich durch einen DNA-Schaden und/oder
eine andere Form des UV-bedingten Zellstress ausgeldst. In einer vorangegangenen
Studie wurde gezeigt, dass UV-Bestrahlung von Hepatozyten zu einer Induktion von p53
fuhrt (26), die eine typische Reaktion auf DNA-Schaden darstellt. Interessanterweise
konnte der UV-induzierte Anstieg von p53 durch TCDD oder Phenobarbital nahezu
vollstandig unterdriickt werden. Der andere Apoptosetyp, hier als ,spontane’ Apoptose
bezeichnet, ist vermutlich in Hepatozyten in vitro haufiger als in der Leber und kdnnte
auf dem durch die Isolierung, das Ausplattieren und die Kultivierung der Zellen
bedingten Zellstress beruhen.

Die Analyse der PROD-AKktivitat als funktionellem Parameter fir CYP 2B1/2B2 zeigt,
dass alle untersuchten PCB relativ potente Induktoren dieser Enzyme sind. Im
Gegensatz dazu wurde die AhR-regulierte CYP1A-Aktivitat (EROD) lediglich durch
Phenobarbital, jedoch nicht durch die PCB beeinflusst.

In in vivo — Untersuchungen an Ratten (8) wurde die folgende Rangordnung der PROD-
induzierenden Potenz in der Leber (vermutlich durch toxikokinetische Einfliisse
modifiziert) gefunden: PCB 101 ~ PCB 187 > PCB 28. Diese weicht deutlich von der hier
gefundenen in vitro - Rangfolge ab, die PCB 187 als etwa zweifach potenter findet als
PCB 101. Der Vergleich der ECso-Werte der PROD-Induktion mit den 90%-Werten der
Apoptosehemmung ergab keinen Zusammenhang. Dieses Ergebnis ist in mehrfacher
Hinsicht von Bedeutung. Zum einen legt es nahe, dass die Messung der CYP 2B1/2B2-
Induktion als Parameter fur eine anti-apoptotische Wirksamkeit von PCB unzureichend
sein kann. Zum anderen deutet es darauf hin, dass die Signalwege, die zur Induktion
von CYP 2B1/2B2 fuhren nicht direkt an jene der Apoptosehemmung gekoppelt sind.
In der Literatur liegen kaum systematische Untersuchungen zu mdglichen
Zusammenhangen zwischen der Induktion von CYP-lsoenzymen und einer
tumorpromovierenden Wirkung in der Leber vor. Der AhR-Agonist TCDD wirkt
tumorpromovierend in der Leber weiblicher aber nicht mannlicher Sprague-Dawley-
Ratten obwohl in beiden Geschlechtern eine effiziente Induktion von CYP1A-

Isoenzymen bzw. —Aktivitdten nachgewiesen werden konnte (27). Andererseits gibt es
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Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der relativen tumopromovierenden
Potenz und der Induktion von CYP1A in der Leber weiblicher Ratten fur die Klasse der
2,3,7,8-substituierten PCDD (2,10). Es erscheint plausibel, dass bestimmte Klassen von
AhR-Agonisten in einem bestimmten experimentellen Modell wie z.B. weiblichen Ratten
gemal ihrer Affinitdt zum Rezeptor tumorpromovierend auf die Leber wirken. Fur die
divergente Familie der PCB und andere Tumorpromotoren der Rattenleber zeichnen
sich ebenfalls einige Zusammenhange zwischen der Induktion
fremdstoffmetabolisierender Enyzme und der promovierenden Wirkung ab (5,28). Diese
Zusammenhange sind allerdings unvollstandig und kodnnten auf der Existenz
verschiedener Mechanismen der Tumorpromotion durch ,Phenobarbital-artige’
Induktoren in der Leber beruhen (29). Alternativ kdnnte ein gemeinsamer
Initialmechanismus fur alle Stoffe dieser Gruppe existieren, der aber durch die
Induktoren selbst unterschiedlich moduliert wird. Zu den wichtigen Modulatoren zahlen
vor allem adaptive Prozesse, wie z.B. die adaptive Zunahme der Katalase-Aktivitat als
Antwort auf die vermehrte hepatische Peroxidbildung nach Phenobarbitalbehandlung
(18).

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse erstmalig, dass ,nicht-dioxinartige' PCB in
der Lage sind, die Apoptose in Rattenhepatozyten zu unterdriicken. Ferner, zeigen sie,
dass die durch UV-Licht initiierte, aber nicht die ,spontane* Apoptose gehemmt wird und
dass die Apoptosehemmung und die CYP-Induktion vom ,Phenobarbital-Typ’
unterschiedliche Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen aufweisen kdénnen. Weiter
Experimente mussen klaren, welche zellulare Wirkung entscheidend fir die
Apoptosehemmung durch ,nicht-dioxinartige’ PCB ist und in welchem Zusammenhang

sie mit der Tumorpromotion steht.
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8. voraussichtlicher Nutzen, insbesondere praktische Verwertbarkeit der
Ergebnisse und Erfahrungen

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dal an der Rattenleber tumorpromovierende ,nicht-
dioxinartige* PCBs ebenfalls die Apoptose in Rattenhepatozyten in Primarkultur hemmen
konnen. Damit besteht Anlal3 zu der Hoffnung, dal3 sich in Zukunft ein Grof3teil der an
der Rattenleber tumorpromovierenden Stoffe in einem in vitro-Test priufen laf3t. Dadurch
konnte es zu einer erheblichen Einsparung von Tierexperimenten und zu einer
deutlichen Kostensenkung bei der Prufung bzw. Entwicklung von Arzneimitteln und
Chemikalien kommen. Nach Informationen des Zuwendungsempfangers werden bereits
Entwicklungen entsprechender Testverfahren in kommerziellen Priflaboratorien
vorgenommen.

Ferner wurde gezeigt, dal3 es im Modell der Rattenhepatozyten in Sandwichkultur
moglich ist, die Apoptosehemmung durch PCBs zu simulieren. In diesem sehr gut

kontrollierbaren in vitro-Modell sind damit mechanistische Forschungen zur
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Apoptosehemmung, inshesondere mit Hinblick auf die Frage der Extrapolierbarkeit auf
den Menschen, maoglich.

Die Arbeiten wurden anlai3lich mehrerer nationaler und internationaler Tagungen
vorgestellt. Eine Originalpublikation ist in Vorbereitung. Ferner haben die Ergebnisse
mittelbar Einflul3 auf Beitrédge des Antragstellers zum internationalen risk assessment fur

Dioxine, PCBs und verwandte Umweltschadstoffe gehabt.

9. wéahrend der Durchfihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger
bekanntgewordene Fortschritte auf diesem Gebiet bei anderen Stellen
Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens sind keine Fortschritte bei anderen zur
Frage der Apoptosehemmung durch PCBs bekannt geworden. Demgegeniber besteht
eine intensive Forschungsaktivitat zur Frage der durch Phenobarbital und Induktoren
des Fremdstoffmetabolismus vom ,Phenobarbital-Typ* ausgeltsten Signalketten. Hierbei
hat die Gruppe um Negishi durch Identifizierung eines Phenobarbital-responsive
enhancer module (PBREM) in der 5'-flankierenden Region des phenobarbital-
induzierbaren CYP2B6-Gens und des dort aktivierenden Transkriptionsfaktors CAR
erhebliche Fortschritte gemacht (Honkakoski und Negishi, 2000). Insbesondere wurden
Hinweise darauf erhalten, daR’ Anderungen des Phosphoylierungsstatus von CAR seine
Translokation aus dem Cytoplasma in den Zellkern mdglich machen.
Ferner konnte die Gruppe um Guillouzo (Rennes) zeigen, dal’3 die Induktion vom
,Phenobarbital-Typ" in Zellkulturen vom Influx bzw. der Mobilisierung von Calcium-lonen
abhéngig ist und moglicherweise durch die Calcium-Calmodulin-abhéangige
Proteinkinase Il vermittelt wird (Marc et al., 2000).

10. Literatur, sonstige

Bayly A, Roberts R und Dive C (1994) Suppression of liver cell apoptosis in vitro
by the non-genotoxic hepatocarcinogen and peroxisome proliferator nafenopine.
J Cell Biol 125, 197-201

Bursch W, Lauer B, Timmermann-Trosiener |, Barthel G, Schuppler J und

22



Schulte-Hermann R (1984) Controlled death (apoptosis) of normal and putative
preneoplastic cells in rat liver following withdrawal of tumor promoters.
Carcinogenesis 5, 43-49

Honkakoski P, Negishi M (2000) Regulation of cytochrome P450 (CYP) genes by
nuclear receptors.
Biochem J 347, 321-337

Marc N, Galisteo M, Lagadic-Gossmann D, Fautrel A, Jonnard F, Guillouzo A,
und Corcos L (2000) Regulation of phenobarbital induction of the cytochrome
P450 2b9/10 genes in primary mouse hepatocytes.
Eur J Biochem 267, 963-970

Schulte-Hermann R, Timmermann-Trosiener |, Barthel G und Bursch (1990)
DNA synthesis, apoptosis and phenotypic exprssion as determinants of
growth of altered foci in rat liver during phenobarbital promotion.
Cancer Res 50, 5127-5134

Stinchcombe S, Buchmann A, Bock KW und Schwarz M (1995) Inhibition of
apoptosis during 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin-mediated tumor
promotion in rat liver
Carcinogenesis 16, 1271-1275

Worner W und Schrenk D (1996) Influence of liver tumor promoters on apoptosis in
rat hepatocytes induced by 2-acetylaminofluorene, ultrviolet light and
transforming growth factor 1.

Cancer Res 56, 1272-1276

11. erfolgte und geplante Veroffentlichung der Ergebnisse (einschlief3lich

Arbeiten mit thematischem Bezug)

Van Leeuwen FX, Feeley M, Schrenk D, Larsen JC, Farland W und
Younes M (2000) Dioxins: WHO' tolerable daily intake (TDI) revisited.
Chemosphere 40, 1095-1101

Van den Berg M, van Birgelen A, Birnbaum L, Brouwer B, Carrier G,

Conolly R, Dragan Y, Farland W, Feeley M, First P, Galli C, de Gerlache J,
Grieg J, Hayashi Y, Hayashi Y, Herrman J, Kogevinas M, Kurokawa Y, Larsen
JC, Liem D, Luijckx L, Matsumura F, McGregor D, Mocarelli P, Moore M, Moy G,
Newhook R, Ouane F, Peterson R, Poellinger L, Portier C, Rappe C, Rogan W,
Schrenk D, Shkolenok G, Sweeney M, Tohyama C, Tuomisto J, Ueda H, Waters
J, van de Wiel J, van Leeuwen FXR, Younes M und Zeilmaker M (2000) Revison
of the tolerable daily intake of dioxin by WHO

Food Add Contam 17, 223-240

23



Dragan YP und Schrenk D (2000) Animal studies addressing the carcinogenicity of
TCDD (or related compounds) with an emphasis on tumour promotion.
Food Addit Contamin 17, 289-302

Van den Berg M, Peterson RE und Schrenk D (2000) Human risk assessment and
TEFs.
Food Addit Contamin 17, 347-358

Bohnenberger S, Wagner B, Schmitz H-J und Schrenk D (2000) Inhibition of apoptosis
in rat hepatocytes treated with ,non-dioxin-like‘* polychlorinated biphenyls.
Carcinogenesis 22, 1601-1606

Abstracts

Wagner B, Bohnenberger S, Griin A, Zankl H und Schrenk D (2000)
Einfluss von ,nicht-dioxinartigen* polychlorierten Biphenylen auf die
CYP2B1/2-Aktivitat und die Apoptose in Hepatozyten der Ratte.
Naunyn-Schmiedeberg‘s Arch Pharmacol 361

Zeiger M, Schmitz H-J und Schrenk D (2000) CYP1A-induzierende Potenz
polychlorierter Biphenyle in der menschlichen
Hepatoblastom-Zelllinie HepG2.

Naunyn-Schmiedeberg‘s Arch Pharmacol 361

Zeiger M, Schmitz H-J und Schrenk D (2000) CYP1A-induzierende Potenz
polychlorierter Biphenyle in der menschlichen Hepatoblastom-Zelllinie HepG2.
Lebensmittelchem Ges, Regionaltagung Sudwest, Karlsruhe, April 2000

Zeiger M, Benz A, Schmitz H-J und Schrenk D (2000) Induction of CYP1A
Isozymes in the human hepatoblastoma cell line HepG2, the rat hepatoma cell
line H4IIE and rat primary hepatocytes by ,dioxin-like* polychlorinated biphenyls
(PCBs). Comparison of potencies.
Organohalogen Compounds 49

24



	Einleitung
	Die polychlorierten Biphenyle \(PCB\) zählen z
	7.3. Material und Methoden
	
	Chemikalien
	Hepatozytengewinnung und –kultur
	Induktion von Cytochrom P450-Isoenzymen
	Unterdrückung der Apoptose
	Statistische Auswertung


	7.4. Ergebnisse
	B
	C
	D
	A
	C
	�
	D
	Tabelle I. EC50-Werte der Induktion der PROD- bzw
	Induktor
	PROD-Induktion
	EROD-Induktion
	Hemmung (90%) der UV-initiierten Apoptose
	Phenobarbital
	2,4 x 10-5 ± 0,17 x 10-5
	1,8 x 10-5 ± 1,2 x 10-5
	10-7
	PCB #28
	3,3 x 10-6 ± 0,34 x 10-6
	-
	10-9
	PCB #101
	5,7 x 10-6 ± 0,97 x 10-6
	-
	10-7
	PCB #187
	1,2 x 10-7 ± 0,2  x 10-7
	-
	10-6
	7.5. Diskussion
	7.6. Literatur zu ‚7. Ergebnisse‘

