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1. Einleftung: Bedeutung Fremdstoff-induzierbarer Proteine

1. Einleitung

Die Bedeutung Fremdstoff-induzierbarer Proteine

Organismen kénnen auf zelluldrem und subzellularem Niveau in verschiedenster Weise auf
die Exposition mit Umweltchemikalien reagieren. Da Tiere und Pflanzen nicht erst seit der
Industrialisierung durch den Menschen Schadstoffen ausgesetzt sind, mutten sich friihzei-
tig Systeme zum Schutz gegen ,natiirliche” Toxine entwickeln, um das Uberleben der Arten
zu gewahrleisten. Darauf deutet die universelle Verbreitung der verschiedenen Schutzsys-
teme auf allen Organisationsstufen hin.

Viele dieser Schutzsysteme sind induzierbar, d.h. sie basieren auf bestimmten Proteinen,
die normalerweise nicht oder konstitutiv nur in geringen Mengen gebildet und bei Exposition
mit einem Schadstoff verstarkt synthetisiert werden. Sie helfen der Zelle, die effektive
Schadstoffkonzentration zu verringern, férdern die Metabolisierung und nachfolgende
Exkretion oder sind in der Reparatur und Stabilisierung geschédigter Zellbestandteile invol-
viert (siehe Abb. 1.1). Ihre Induktionseigenschaft kann dazu benutzt werden, um eine Belas-
tung mit Schadstoffen nachzuweisen oder Xenobiotica anhand ihrer Induktionskapazitat zu
charakterisieren. Der Nachweis der Induktion basiert auf der Detektion der vermehrt gebil-
deten Proteine bzw. der fir die Proteinsynthese verantwortlichen mRNA. Hierzu kénnen
sowohl molekularbiologische (Nachweis Uber die Hybridisierung der mRNA mit einer
markierten cDNA), enzymatische (Messung der Zunahme der Enzymaktivitdt) als auch
immunologische Methoden (Nachweis des Proteins mit spezifischen Antikérpem in ELISA
oder Western Blot) eingesetzt werden (Stegeman et al., 1992).

Toxische Effekte = — — — _ _
AkthjerUng ik I

(+)

Induktion = _— — — = Metabolisierung
K@mpensation I
Erholung !
/
/N‘\Q

\1—"

Steigende Dosis

SISO(] BpUBNUIS

Keine oder konstitutive Expression -~ oe‘°
Abb. 1.1: Bedeutung der Induktion von Proteinen fiir die Kompensation von
Schadstoffen und die Entstehung toxischer Effekte.
Der Nachweis Xenobiotica-induzierter Proteine bedeutet nicht zwingend, daR toxische bzw.

irreversible Schadwirkungen fir Zelle, Organismus, Population oder Okosystem vorliegen
mussen. In gewissem MaRe kann durch die Induktion bestimmter Proteine eine Schadwir-
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1. Einleitung: Bedeutung Fremdstoff-induzierbarer Proteine

kung bis zur vélligen Erholung kompensiert werden. Ob bei entsprechender Induktion
toxische Effekte vorliegen, kann nur durch begleitende Toxizitatsuntersuchungen verifiziert
werden. Dafir kann der Nachweis Schadstoff-induzierter Proteine als Frilhwarnsignal
betrachtet werden, das auf potentiell mogliche toxische Folgen auf den verschiedenen
Ebenen biologischer Organisationsstufen hindeutet (Depledge & Fossi, 1994; Emst &
Peterson, 1994, Peakall, 1994; Peakall & Walker, 1994).

Als bedeutende Beispiele fur zellulare Schutzproteine, die durch die verschiedensten
Xenobiotica induziert werden, kénnen die folgenden vier Systeme genannt werden
(Stegeman et al., 1992):

1. Superoxiddismutase (SOD), Katalase (CAT), Peroxidase (POD), Glutathionreduktase
(GR): Diese Enzyme sind in der Beseitigung der in der Atmungskette entstehenden, fir die
Zelle aufgrund der Oxidation von Proteinen und Lipiden gefahrlichen Radikale involviert.
Bestimmte Umweltschadstoffe, insbesondere Luftschadstoffe wie SO,, Os, und NO, fiihren
zu einer erhdhten Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen und zu einer Induktion von
SOD, CAT, POD und GR. Die Belastung von Pflanzen durch luftgetragene Schadstoffe
konnte mit Hilfe dieser Enzyme nachgewiesen werden.

2. Metallothioneine kénnen eine Vielzahl von Schwermetallen binden. Bei erhdhtem
Schwermetalltiter wird ihre Bildung induziert und toxische Schwermetalle kénnen gebunden
werden.

3. Hitzeschockproteine: Sie werden insbesondere bei erhdhter Temperatur gebildet und
sind im Abbau von hitzegeschadigten Proteinen und bei der Stabilisierung und Faltung neu
synthetisierter Proteine (als Chaperonine) involviert. Sie sind aber nicht nur durch Hitze
sondern auch durch die verschiedensten Schadstoffe induzierbar und kénnen sowohl! in
Bakterien als auch in héheren Organismen und verschiedenen Zellinien nachgewiesen
werden.

4. Cytochrom P450: Hierbei handelt es sich, um eine Familie einer groRen Zahl von Isoen-
zymen, die sich durch ein charakteristisches Absorptionsmaximum im CO-Differenzspek-
trum bei 450 nm auszeichnen. Die P450-Cytochrome sind membransténdige Enzym'e und
insbesondere im endoplasmatischen Retikulum der Eukaryonten zu finden. lhre Verbreitung
erstreckt sich Uber das gesamte Tier- und Pflanzenreich und die Bakterien. Sie sind bei den
verschiedensten Metabolisierungsprozessen endogener und exogener Verbindungen betei-
ligt. Das wichtigste Isoenzym im Zusammenhang mit der Induktion durch Schadstoffe ist
das sogenannte CYP1A1. Es ist durch polyaromatische (chlorierte) Kohlenwasserstoffe
(PAHSs), um ein Vielfaches seiner konstitutiven Konzentration induzierbar und katalysiert die
Oxidierung von PAHs. Neben dem CYP1A1-Isoenzym ist auch fur Enzyme wie die
Glutathion-S-transferase (GST) und die UDP-Glucoronyltransferase (UGT) eine Induktion
durch PAHs uber den Ah-Rezeptor nachgewiesen. Beide Enzyme sind an der Konjugation
von Xenobiotica an niedermolekulare Substanzen, die zu einer verstarkten Exkretion flihrt,
beteiligt.

In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit soll die Induktion von CYP1A1 durch
polyaromatische Kohlenwasserstoffe beschrieben werden. Von besonderer Bedeutung ist
dabei die Induktion in den Zellen aguatischer Organismen. Die durch anthropogene
Aktivitdten in die Umwelt gelangten polyaromatischen Kohlenwasserstoffe (PAHs, z.B. aus
Verbrennung fossiler Brennstoffe und Olkontaminationen) und chlorierten Polyaromate wie
Dioxine, PCB u.a. (Hausbrand und Hausmiillverbrennung, |solationsmaterialien, Brand-
schutzmaterialien u.a.) kénnen - entweder durch die Einleitung in Abwassemn oder durch die
Auswaschung von luftgetragenen und bodengebundenen Partikeln - in Oberflachen- und
Grundwasser wiedergefunden werden. Sie zeichnen sich durch ihren hohen Lipophiliegrad,

=



1. Einleitung: Bedeutung Fremdstoff-induzierbarer Proteine

eine hohe Persistenz und eine toxische Wirkung aus. Aquatische Organismen wie Fische
sind aufgrund der Einleitung kontaminierter Abwéasser in ihren Lebensraum in besonderem
MaRe durch (chlorierte) PAHs betroffen (Marquardt & Schafer, 1994a; Neff, 1984; Safe,
1984).

Die Bedeutung der Metabolisierung, insbescndere die Oxidation dieser Schadstoffe durch
CYP1A1 liegt - wie in den Kapiteln 3 und 5 ausflhrlich erldutert - in der Entstehung von
Verbindungen mit einer gegentber der Ausgangsverbindung erhéhten Polaritdt. Durch die
nachfolgende Konjugation an verschiedene niedermolekulare Substanzen wird prinzipiell
die Elimination bzw. Exkretion dieser Substanzen aus dem Organismus erleichtert und die
Bioakkumulation verringert. Die Oxidation durch CYP1A1 flhrt aber nicht in jedem Fall zu
einer Eliminierung von Schadstoffen, sonder kann diese u.U. aktivieren, so daR - wie im
klassischen Beispiel des Benzo(a)pyrens - Metabolite entstehen, die von hoherer Toxizitat
als die Ausgangsverbindungen sind und z.B. an verschiedene Zellbestandteile wie die DNA
binden kénnen. Eine Charakterisierung der CYP1A1-Induktion eines Schadstoffes kann
daher wichtige Hinweise flr seinen Verbleib in der Umwelt und fir die Beurteilung seiner
Schadwirkung liefern (Lech & Vodicnik, 1984; Spacie & Hamelink, 1984).

In der vorliegenden Untersuchung solite die Induktion von CYP1A1 in einem in vitro System
- der Priméarkultur von Regenbogenforellen-Hepatozyten - charakterisiert werden. Neben
der Vermeidung von Tierversuchen und der Reduzierung des Tierverbrauches bieten
Zellkultursysteme den Vorteil einer besseren Kontrollierbarkeit der Ergebnisse. Der
Versuchsaufwand ist im Vergleich zu einem Tierversuch drastisch reduziert, so daR die
Aufstellung von Struktur-Wirkungsbeziehungen verschiedener Chemikalien, die bei
mehreren Konzentrationen gemessen werden missen, erleichtert ist.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Primarkultursystems aus Hepatozyten der
Regenbogenforelle zum Nachweis einer Fremdstoff-bedingten Induktion von CYP1A1. Der
Ergebnisteil dieser Arbeit (Kapitel 3-7) gliedert sich daher in 5 Abschnitte, die verschiedene
Aspekte und Probleme beim Einsatz von Primérkulturen und der Entwicklung von Methoden
zum Nachweis der Induktion von CYP1A1 beleuchten sollen:

- Kapitel 3 behandelt die Entwicklung eines monokionalen, fir CYP1A1 der Forelle spezifi-
schen Antikérpers, der neben der enzymatischen Detektion ein wichtiges’ Hilfsmittel fir den
Nachweis von CYP1A1 darstellt. .

- In Kapitel 4 wird die Physiologie von Kultivierten Forellenhepatozyten und die Expression
von Biotransformationsenzymen untersucht, um optimale Kulturbedingungen fur den Nach-
weis der CYP1A1-Induktion zu identifizieren.

- Kapitel 5 baut auf den in den vorausgegangen Kapiteln erarbeiteten Methoden auf und
setzt diese exemplarisch fur die Erstellung von Konzentrations-Wirkungskurven von vier
polyaromatischen Hydrokarbenen mit Hilfe enzymatischer und immonulogischer
MeRmethoden ein. Die Ergebnisse werden mit publizierten Daten zur Rezeptoraffinitat
verglichen.

- In Kapitel 6 werden Temperatur- und ph-Optimum der verschiedener (Biotransfromations-)
Enzyme sowie ihre K,- und Vm.-Werte untersucht. Die Charakterisierung durch diese
Parameter wird zum Vergleich zweier verschiedener Spezies - der Forelle (Oncorhynchus
mykiss) und des Karpfens (Cyprinus carpio) - bezliglich ihrer Enzymaktivititen in der Leber
und deren zeitlicher Verlauf in der Primarkultur herangezogen. Die Probleme, die sich
hieraus fir die Extrapolation von MeRergebnissen auf andere Spezies ergeben, sollen
erldutert werden.

- Im Kapitel 7 wird untersucht, ob Zellinien fur die in den vorangegangen Kapitel durchge-
fuhrten Untersuchungen eingesetzt werden kénnen, und ob ggf. auf die Isolierung von
Hepatozyten verzichtet werden kann.



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

Zusammensetzung nicht aufgefiihrter Puffer und Ldsungen siehe Anhang.

2.1. Tierhaltung

Fir die Praparation der monoklonalen Antikérper wurden BALB/c (Charles River) Mause
verwendet. Die Tiere wurden in der Fakultat fir Biowissenschaften, Institut fir
Zoologie/lImmunbiologie (Frau Dr. |. Behn) der Universitdt Leipzig gehalten und betreut.
Futter stand ihnen ad libitum zur Verfagung.

Die Haltung 200-300 g schwerer Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) erfolgte
sowohl in Heidelberg (Ruprecht-Karls-Universitat, Institut flr Zoologie, AG Dr. Thomas
Braunbeck) als auch im Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Sektion Chemi-
sche Okotoxikologie). Die Tiere stammten jeweils von Fischziichtern aus der Umgebung
(Juraquell, Wellheim bzw. Saxenstdr, Rétha) und wurden mit kommerziell erhaitlichem
Forellenfutter (Raiffaisen AG) oder Schwimmfutter der Firma Parthenwerk (Taucha) taglich
einmal gefiittert, so dal® das Futter innerhalb weniger Minuten aufgefressen wurde. Die
Halterung erfolgte entweder im Brunnenwasser oder im gefiltertem, entchlortem Brauch-
wasser unter standiger Begasung mit Druckluft im DurchfluBsystem bei einer FluRrate von
3-5 I/min. Pro 1000 | Becken wurden maximal 50 Forellen gehalten. Die Wassertemperatur
betrug zwischen 12°C (Winter) und 15°C (Sommer).

2.2. Mikrosomenpréparation

Die Praparation wurde nach einer von Dr. H. Honeck (Max-Delbriick-Centrum flur moleku-
lare Medizin, Enzymologie, Berlin) entwickelten Vorschrift durchgefhrt:

200-300 g schwere Regenbogenforellen wurden intraperitoneal mit einer Dosis von 25
mg/kg Korpergewicht BNF (7,5 mg/ml Dorschleberél) injiziert. 5 Tage spéter wurden die
Tiere mit einer Uberdosis des Betdubungsmittels Benzocain (4 g/l) getdtet. Die Bauchdecke
wurde mit einer Praparierschere so gedffnet, dak das Pericard und die Leber leicht zugang-
lich waren. Eine Kanule wurde in das Herz des Fisches eingefiihrt und mit NaCl Lésung
solange gespiilt bis die Leber volistdndig vom Blut entfarbt war. Danach wurde die Leber
prapariert, gewogen, mit eiskalter NaCl-Lésung (0,9 %) gewaschen und in kleine Stlcke
geschnitten. Alle folgenden Schritte fanden unter Eisklhlung statt.

Die Leberstickchen wurden mit einem Potter-Elvehjem Homogenisator bei 300 rpm homo-
genisiert. Hierzu wurden 4 ml Homogenisationspuffer pro g Lebergewicht verwendet.

Fur die Praparation der Mikrosomen wurde das Homogenat zuerst bei 10 000 g fir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und bei 20 000 g fur 20 min zentrifugiert. Der
Uberstand aus dieser Zentrifugation wurde in einer Ultrazentrifuge fiir 90 min bei 100 000 g
zentrifugiert. Das Pellet stellte die Mikrosomenfraktion dar und wurde in Mikrosomenpuffer
resuspendiert (0,5 ml Puffer/g eingesetzte Leber). Die Mikrosomen wurden portionsweise in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Reinigung des CYP1A1 (Cytochrom P450 1A1)
bei -80°C gelagert.

Auf diese Art und Weise wurden die Mikrosomen der Lebern von 58 Regenbogenforellen in
10 Aufarbeitungsansatzen prapariert. Bei jeder Aufarbeitung wurden Aliquots des Homo-
genats (10 000 g Uberstand) und der Mikrosomen in flissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80°C flir Referenzenzymmessungen gelagert.



2. Material und Methoden

2.3. Préparation von Mikrosomen aus Primédrzellkulturen

Ca. 1 x 10° Leberzellen wurden fir die Praparation der Mikrosomen verwendet. Hierzu
wurden die Zellen mit einem Zellschaber von den KulturgefaRen abgeldst, in 100 pl PBS
resuspendiert und fir 3 min bei 200 g zentrifugiert. Das Pellet wurde im Homogenisa-
tionspuffer aufgenommen und durch Ultraschall (2 mal 10 sec) homogenisiert. Nach einer
Zentrifugation bei 10 000 g fiir 10 min wurde der Uberstand fur 90 min bei 100 000 g zentri-
fugiert. Das Mikrosomenpellet wurde in Beschichtungspuffer (50 mM Na-hydrogencarbo-
nat, pH 9,5) aufgenommen und auf eine Konzentration von 10 pg/ml eingestellt.

2.4. Reinigung von CYP1A1

Die Reinigung wurde von Herrn Dr. H. Honeck am MDC (Max-Dellbriick-Centrum flir mole-
kulare Medizin, Enzymologie, Berlin) durchgefihrt.

Folgende Teilschritte wurden durchgefiihrt, um ein gereinigtes CYP1A1 zu erhalten:

1. Solubilisierung in 0,8 % Cholat

2. Hydrophobe Chromatographie an e-Aminooctyl-Sepharose 4B (hergestellt am MDC)

3. lonenaustauschchromatographie an DEAE-Toyopearl 650 M, Gradientenelution

4, Chromatographie an Hydroxylapatit (Schritt 3. und 4. wurden an einer FPLC-Apparatur
der Firma Pharmacia durchgefiihrt)

5. Detergensentfernung

Mikrosomen von BNF-induzierten Regenbogenforellen wurden in Cholat-haltigem Puffer
(0,8 % Cholat, 100 mM Kaliumphosphat pH 7,4, 20 % Glycerin, 1 mM EDTA, 0,1 mM DTE
und 0,25 mM PMSF) auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml Protein eingestellt. Nach
30 min Inkubation bei 4°C wurde diese Losung flr 60 min in einer Ultrazentrifuge bei 100
000 g zentrifugiert.

Der Uberstand enthielt das geléste Cytochrom P450 und wurde weiter mit einer o-
Aminooctyl-Sepharose 4B Saule gereinigt. Die Saule wurde mit 100 mM Kaliumphosphat
pH 7.4, 20 % Glycerin, 0,25 % KCI, 1 mM EDTA 0.1 mM DTE und 0,4 % Cholat eluiert. Die
P450-Lésung wurde auf die Konzentrationen des Equilibrierungspuffers eingestellt und die
Séaule mit 2-3 nmol P450/ml @-Aminooctyl-Sepharose 4B-Gel beladen. Nach einem Wasch-
schritt mit Equilibrierungspuffer wurde das P450 mit 0,3% Emulgen 911 (Kao Corporation,
Tokyo) in Equilibrierungspuffer eluiert. Die P450 enthaltenden Fraktionen wurden gesam-
melt und durch Zentrifugation Gber eine PM 30 Membran konzentriert.

Mit einer NAP-S&ule (Pharmacia) wurde das P450 auf 10 mM Tris/Essigséure pH 7,5, 20 %
Glycerin, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTE und 0,4 % Emuigen 911 umgepuffert. Die weitere
Reinigung wurde mit einer DEAE-Toyopearl 550 Saule auf einer FPLC Apparatur durchge-
fuhrt. Die S&aule (1 cm x 10 cm, 7 ml Gel) wurde mit 170 mi des Tris/Essigsdure Puffers
equilibriert und mit 60 nmol P450 beladen. Eluiert wurde mit einem Stufengradienten bei
einer Endkonzentration von 0,8 M Essigsdure. Die verschiedenen Stufen waren 4, 10, 40
und 100 % 0,8 M Essigséure. Die Fraktionen, die das CYP1A1 enthielten wurden gesam-
melt und durch PM 30-Zentrifugation konzentriert. Im nachsten Reinigungsschritt wurde
eine hydrophobe Hydroxylapatit Sdule benutzt. Saule und CYP1A1-Losung wurden auf
einen Puffer folgender Konzentration eingestelit: 10 mM Kaliumphosphat pH 7,2, 20 %
Glycerin, 0,3 % Emulgen 911, 0,1 % Cholat, 0,1 mM EDTA und 0,1 mM DTE. Nachdem die
Saule mit 40 nmol P450 beladen worden war, wurde sie mit einem linearen Gradienten
(Gesamtvolumen 100 mi, Endkonzentration 0,1 M Kaliumphosphat) eluiert. CYP1A1 enthal-
tende Fraktionen wurden identifiziert und gesammelt.
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In einem letzten Reinigungsschriti wurden die Detergentien entfernt, die fur die Herauslé-
sung des P450 aus den mikrosomalen Membranen notwendig waren. Hierzu wurde die
CYP1A1-Lésung aus dem vorhergehenden Reinigungsschritt konzentriert und dann 10fach
in Hydroxylapatit-Saulenpuffer verdinnt. Eine Hydroxylapatit-Saule wurde mit CYP1A1
beladen und dann mit 100-200 ml Emulgen- und Cholat-freiem Puffer gewaschen, wahrend
das Eluat auf 280 nm Absorption untersucht wurde. CYP14.1 wurde mit einem 0,4 molaren
Kaliumphosphatpuffer pH 7,2 (20 % Glycerin, 0,1 mM EDTA und 0,1 mM DTE eluiert.

2.5 Nachweis des CYP1A1 Isoenzyms

Die Fraktionen, die das CYP1A1 Isoenzyme enthielten wurden durch Kreuzreaktion mit
einem polykionalen Antikérper gegen Ratten CYP1A1 (durchgefiihrt von Dr. H. Honeck,
MDC Max-Delbriick-Centrum fir molekulare Medizin, Berlin) und durch N-terminale Protein-
sequenzierung (durchgefiihrt von Dr. Otto, ebenfalls MDC, Berlin) nachgewiesen.

2.6 Spektrophotometrische Nachweismethoden

Alle Enzymmessungen wurden bei 25°C durchgefiihrt. Die kinetischen Messungen sowie
die Bestimmung der Proteinkonzentration erfoigte in Mikrotiterplatten und mit einem SLT
Spectra Plattenphotometer. Wenn nicht anders angegeben wurden 3fach Bestimmungen
durchgeflhrt. Zur Bestimmung von optimalen Reaktionsbedingungen wurden die eingesetz-
ten Mengen der Substrate und anderen Bestandteile teilweise variiert.

Die dargesteliten Reaktionsschemata erheben keinen Anspruch auf Vollstédndigkeit bezig-
lich der an der Reaktion beteiligten Substrate und Coenzyme und dienen nur der lilustration
der MeRvorschriften.

2.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford, 1976)

Homogenat (10 000 g Uberstand) und Mikrosomen wurden 10-100fach mit Aqua dest.
verdiinnt. Je 10 pl der verdiinnten Proben wurden mit 250 ul Bradford-Reagenz (100 mg
Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml Ethanol, 100 ml 85 % Phosphorséure, ad 1 | Aqua
dest.) versetzt und nach 15 min die Absorption bei 595 nm bestimmt. Die Konzentrationen
wurden Uber eine Eichkurve mit BSA ermittelt.

2.6.2 Gesamt-Cytochrom P450-Gehalf (Omura & Sato, 1964)

P450 1A1 (gereinigt) | ! P450 im Homogenat
oD CO Differenzspektrum | . oD CO Differenzspektrum
-0,02 [ 0,025 -
i J 0,023
o [ 0021 {
012 ‘ 0,018 -
5 - 0,017 ]
o7 =" - 0,015 L, — : -
400 420 440 460 480 S00 400 420 440 460 480 500
Wellenldnge (nm) Wellenldnge (nm)

Abb. 2.1: Cytochrom P450-Differenzspekiren nach CO-Begasung. Die beiden
Graphiken sollen die Berechnungsmethode fiir die Peakhdhe (=h) bei 450 nm illu-
strieren (rechts: Homogenat aus 2 Tage alten Zellkulturen).
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75 ul Homogenat (10 000 g Uberstand) von Primérzellkulturen und Lebergewebe oder 1:10
verdiinnte Mikrosomenproben wurden mit der gleichen Menge von P450-Puffer (0,1 M
Kaliumphosphe: pH 7,5) vermischt und mit einer Spatelspitze von Na-dithionit (Na>S,0,)
versetzt. Die Probe wurde dann auf zwei 50 ul Klivetten aufgeteilt. Eine der Klvetten wurde
fur 20 sec mit Kohlenmonoxid begast, die andere diente als Referenzkuvette flir das Diffe-
renzspektrum. Das Differenzspektrum wurde mit einem Zweistrahlphotometer (Lambda 2S,
Perkin Elmer) aufgezeichnet. Die Konzentration ermittelte sich aus der Peak-Hohe bei 450
nm zur Basislinie bei 490 nm (siehe Abb. 2.1) und wurde mit dem molaren Extinktionsfaktor
91 cm™ mM™" von Omura & Sato bestimmt.

2.6.3 Glutathion-S-transferase GST (Habig et al., 1974)

COOH

o]
“"“‘tlz - CH,CH,CH
NH C-0O
cl E CH,~CH NH CH, COOH
GST
A NO, - NO. c-0
N Gathion e AN
Hlutathion - !
| i
2 -
X S CH, COOH
NO, NO,
1-Chilar-2 4-dinitrobenzol (Hlutathionkonjugal

(CDNB)

GST ist ein Enzym der Phase 2 der Biotransformation. Es katalysiert die Kopplung eines
aromatischen Molekils an Glutathion. Hierdurch wird eine Exkretion des konjugierten
Stoffes erleichtert. Nach Abspaltung von Glutamat und Glycin kénnen die Konjugate als
Mercaptursduren im Harn ausgeschieden werden.

Der Reaktionsansatz fur GST enthielt:

Phosphat Puffer pH 6,5 100 mM
1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (Serva) 0,9 mM

Glutathion, reduziert (Serva) 1 mM

Probe 10-100 pg Protein/mi

Die Reaktion wurde mit Glutathion gestartet und die Absorptionsénderung bei 340 nm
aufgezeichnet.

2.6.4 Glutamat-Pyruvat-Transaminase GPT (Mommsen et al., 1980)

Lactat + NAD

Pyruvat + NADH

Die GPT wurde als fur den Leberstoffwechsel bedeutendes Enzym gemessen. Sie ist am
Aminos&urestoffwechsel beteiligt, wo sie die Ubertragung einer Aminogruppe einer Reihe
von Aminosduren auf a-Ketoglutarat katalysiert. Das entstandenen Glutamat kann darauf-
hin oxidativ unter Entstehung von NH," abgebaut werden. Hier wurde es mit Hilfe der
Kopplung an die Lactatdehydrogenase (LDH) nachgewiesen.

Zusammensetzung des Reaktionspuffers:

Tris/HCI pH 7.5 50 mM
L-Alanin (Sigma) 200 mM
Pyridoxalphosphat (Sigma) 0,4 mM
w-Ketoglutarat (Sigma) 20 mM
LDH (Boehringer) 1 U/ml
NADH (Boehringer) 0,14 mM

o
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Probe ] 10-100 pg Protein/ml
Die Reaktion wurde mit a-Ketoglutarat gestartet und die Absorptionsanderung von NADH
bei 340 nm verfolgt.

2.6.5 Lactatdehydrogenase LDH (WeiRhaar et al., 1975)

Pyruvat + NADH Lactat + NAD

Die LDH-Freisetzung wurde routinemaRig als Zellvitalitdtsparameter eingesetzt.
Geschadigte Zellen geben in erhéhtem MaRe LDH in das umgebende Medium ab. Die
Aktivitét der LDH kann im Kulturiberstand nachgewiesen werden.

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

Tris/HCI pH 7 60 mM
Pyruvat (Serva) 1,1 mM
NADH 0,14 mM
Zellkulturmedium 50 ul

Die LDH-Aktivitat konnte durch Messung der NADH-Absorption bei 340 nm nachgewiesen
werden.

2.6.6 NADPH Cytochrom ¢ (P450)-Reductase NCR (Kennedy, C.J., 1994)
Cytochrom ¢ ox. + NADPH

——— = (ytochrom c red. + NADP

NCR Ubertragt Elektronen von NADPH auf Cytochrom P450. Die hier beschriebene
Methode benutzt Cytochrom c als Elektronenakzeptor. Mit NADH als Donor ist NCR teil der
Atmungskette. KCN im Reaktionsansatz soll nicht mikrosomale Aktivitaten unterdriicken.

Phosphat Puffer, pH 7,5 40 mM
EDTA 4,6 mM
KCN 0,5 mM
Cytochrom c, oxidiert (Sigma) 100 uM
NADPH (Serva) 40 uM
Probe 0,1-1 mg/ml

Die Reaktion wurde durch NADPH gestartet und die Absorptionsdnderung des reduzierten
Cytochrom c bei 550 nm aufgezeichnet.

2.6.7 Phosphoenoipyruvatcarboxykinase PEPCK (Petrescu et al., 1979)

PEPCK
PEP + dGDP + CO, —=——————— Onxalacetat + dGTP

MDH
Oxalacatat + NADH ———= Malat + NAD"
Die PEPCK wurde wie die Glutamat-Pyruvat-Transaminase als spezifisches Leberenzym
(Gluconeogenese) zur Uberprifung der Funktionalitat von Leberzellen in der Primakultur
untersucht. Der Nachweis gelingt mit Malatdehydrogenase (MDH) als Hilfsenzym Uber die
Umsetzung des entstehenden Oxalacetats.
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

Tris/HCI pH 7,5 50 mM
MnCl; 1 mM
Phosphoenolpyruvat (Serva) 1,5mM
NADH 0,12 mM
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NaHCO; 1,5mM

MDH (Boehringer) 2 U/mi
Desoxyguanosin-5"-diphosphat (Sigma) 15 mM

Probe 0,1-1 mg/ml Protein

Die Reaktion wurde mit Desoxyguanosin-5-diphoshat gestartet und die Absorptionsénde-
rung bei 340 nm verfolgt.

2.6.8 UDP-Glucuronyitransferase UGT (Castren & Qikan, 1983)

COOH OH COOH
] o
3 ——
OH OH
OH OH o
oH NO, OH
UDP-Glucoranylsinre p-Nitraphenl
NO,

Die UGT ist ein weiteres Phase 2 Enzym und Ubertragt einen aktivierten Glucuronyis&ure-
rest auf das Substrat. Wie GST und die Sulfotransferasen erhéht es dadurch die Polaritat
aromatischer Molekule und erleichtert damit deren Exkretion.

Inkubationsmedium:

3

Kaliumphosphat pH 7,5 05M
p-Nitrophenol (Sigma) 0,34 mM
EDTA-Na; 10 mM
UDP-Glucuronylséure (Sigma) 6,8 mM

10 pl einer Homogenat- oder Mikrosomenprobe wurden unverdinnt mit 50 pl Saccharose
(0,25 M) und 25 pl Inkubationsmedium versetzt, bei 25°C far 30 min inkubiert und dann
durch Zugabe von 125 pl eiskalter 3 %iger TCA gestoppt. Leerwerte wurden direkt auf Eis
pipettiert und sofort mit TCA abgestoppt. Alle Ansatze wurden fir 5 min bei 3000 g zentri-
fugiert. 180 pl des Uberstandes wurden mit 50 ul 5 N NaOH versetzt und die Absorp-
tionsanderung des p-Nitrophenols bei 415 nm gemessen.

2.7 Fluorimetrische Nachweismethoden

Alle fluorimetrischen Nachweismethoden wurden entweder in 2 ml Ansatzen mit einem
Fluoreszenzphotometer (LS50 B, Perkin Elmer) oder in speziellen Mikrotiterplatten (SLT) mit
einem Fluoreszenzplattenphotometer (SLT-Fluostar) durchgefihrt. Die kinetischen
Messungen wurden bei 25°C durchgefiuhrt. Wenn nicht anders angegeben wurden
Dreifach-Bestimmungen durchgefihrt. Zur Bestimmung von optimalen Reaktionsbedingun-
gen wurden die eingesetzten Mengen der Substrate und anderen Bestandteile teilweise
variiert.

Die dargestellten Reaktionsschemata erheben keinen Anspruch auf Volistandigkeit bezig-
lich der an der Reaktion beteiligten Substrate und dienen nur der lllustration der MeBvor-
schriften.

2.7.1 Bestimmung der DNA-Konzentration (Johnson-Wint & Hollis, 1982)

Die DNA Konzentration wurde mit Hilfe des an die DNA bindenden Farbstoff Hoechst
33253 (Sigma) bestimmt. Zellhomogenate (vor der 10 000 g Zentrifugation !!!) wurden mit
SSC-Puffer (8,8 gfl NaCl, 4,4 g/l Citronenséure pH 7,0) 1:20 verdunnt. Jeweils 50 pl der
Probe und 7 Standardiésungen (20, 10, 5 pg/ml usw. in SSC-Puffer) in Dreifach-Bestim-
mungen wurden in eine 96er Mikrotiterplatte pipettiert. 50 ul 0,02 % SDS in SSC-Puffer
wurden dazugegeben. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden 50 ul der Farb-
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stofflésung (1,0 pg/ml Hoechst 33253) dazugegeben und die Intensitat bei einer Excita-
tionswellenldange von 355 nm und einer Emissionswellenldnge von 460 nm gemessen.

2.7.2 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase EROD (Pluta, 1992a, b)

OE:OD/OQHS NATHH OUGD/OH
\N 0, \N

7-Ethoxyresorufin Resorufin

EROD wurde als die spezifische Enzymaktivitdt von CYP1A1 mit Hilfe der Umsetzung von
7-Ethoxyresorufin zum fluoreszierenden Resorufin gemessen.
Der Reaktionsansatz enthielt

Phosphat pH 7,8 0,1 M
KCI 0,15M
7-Ethoxyresorufin (Sigma) 50 nM
NADPH 50 uM
Probe 0,01-1 mg/ml Protein (Homogenat

oder Mikrosomen)
Die Reaktion wurde durch Mischung von Reaktionsansatz und Probe gestartet und die
Intensitét des Resorufins bei einer Excitationswellenldnge von 544 und einer Emission von
590 gemessen. Die Kalkulation der Enzymaktivitaten erfolgte mit Hilfe einer Resorufin-Eich-
kurve (Sigma).

2.7.3 7-Ethoxycoumann-O-deethylase ECOD (Pluta, 1992a)

NADPH
H,C,0 o o] 0, HO o 0

7-Ethoxycoumarin Umbelliferon

ECOD kann ebenfalls zum Nachweis von CYP1A1 gemessen werden.
Der Reaktionsansatz enthielt

Tris/HCIpH 7,8 04 M

7-Ethoxycoumarin (Sigma) 0,04 nM

NADPH 1,7 mM

Probe 0,3-3 mg/ml Protein (Homogenat

oder Mikrosomen)

Die Reaktion wurde durch NADPH gestartet, die Anséatze fir 60 min inkubiert und die Reak-
tion mit 20 pl 10 %iger TCA (Sigma), die zu 35 pl der Reaktionsiésung pipettiert wurden,
gestoppt. Leerwerte wurden in gleicher Weise durchgefihrt. Jedoch wurden die Anséatze
auf Eis pipettiert und unmittelbar danach die TCA dazugegeben. Proben und Leerwerte
wurden fir 5 min bei 3000 g zentrifugiert. 10 ul des Uberstandes wurden mit 300 l
Glycinpuffer (0,1 M, pH 10,4, Merck) versetzt und die Intensitat des Umbelliferons bei einer
Excitation von 375 nm und einer Emission von 455 nm gemessen. Die Aktivitdt wurde mit
Hilfe einer Umbelliferon (Sigma) Eichkurve ermittelt.

=10
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2.8 Bestimmung von pH- und Temperaturoptima, Vpax- und kn-Wert

Fur die Bestimmung von pH- und Temperaturoptima, Vma- und kr-Wert wurden die unter
2.8 aufgefiihrten Substratkonzentrationen sowie die pH-Werte der Puffer entsprechend
gesndert. Die Messung der Enzyme erfolgte jeweils im Leberhomogenat (10 000 g Uber-
stand) von Forellen und Karpfen. Die Homogenate wurden hergestelit wie fir die Mikroso-
menpréparation beschrieben. UDP-Glucoronyl-Transferase wurde nur in der Mikrosomen-
fraktion von Forellen gemessen. Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Reaktionsan-
satze sind im folgenden aufgefahrt:

Enzym Forelle Karpfen
GPT 0,20 mg/ml 0,17 mg/ml
PEP-CK 0,20 mg/ml 0,17 mg/mil
NCR 0,20 mg/ml 0,17 mg/mi
GST 0,020 mg/ml 0,017 mg/mi
ECOD 0,19 mg/mi 0,16 mg/ml
EROD 2,1 mg/mi 1,8 mg/ml
UGT 0,29 mg/ml (Mikrosomen) -

Die Berechnung von kyn- und Vga-Werten erfolgte mit dem Programm Enzfitter 1.05
(Elsevier Biosoft, Cambridge, UK)

2.9 Préparation monoklonaler Antikérper

Die Praparation monoklonaler Antikérper gegen Regenbogenforellen CYP1A1 wurde von
Frau Dr. I. Behn, Universitat Leipzig, Fakultat fur Biowissenschaften, Institut fir Immunbio-
logie/Zoologie durchgefiihrt. Eine ausfuhrliche Beschreibung der Methode kann bei (Behn &
Fiebig, 1984; Behn et al., 1984) nachgelesen werden.

100 bis 200 ug des Detergens-freien Antigens wurden in 200 ul PBS geldst und intraperito-
neal in BALB/c Mause injiziert. Vier solcher Injektionen pro Tier wurden innerhalb von 16
Wochen vorgenommen. Die letzte Injektion wurde 4 Tage vor der Fusionierung der Zellen
gegeben. Syngene Peritonealmakrophagen wurden unter Zuhilfenahme von 50 % Polyethy-
lenglycol (MG 4000) mit Myelomazellen in RPMI 1640 (Biochrom) fusioniert. Da die Myelo-
mazellen .einen Defekt im HGPTR (Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase)-Gen
besaRen, konnten fusionierte Zellen mit einem Medium, das Hypoxanthin, Aminopterin und
Thymidin (HAT-Selektion, nach Littlefield (1964)) enthielt, selektiert werden. Klone, die
einen Antikdrper gegen CYP1A1 produzierten, wurden mit einem ELISA mit CYP1A1 als
Antigen identifiziert.

Der Antikorper-Subtyp wurde mit dem Maus-Hybridoma-Subtyp-Kit von Boehringer
bestimmt.

Zur Untersuchung der Inhibition von EROD durch die Antikérper wurden diese zunachst mit
einer Protein G Saule (Mab trap kit, 17/11 2801, Pharmacia) gereinigt, um den EinfluR von
Proteinen aus dem Hybridoma-Kulturliberstand zu beseitigen. Mikrosomales Protein (4-400
pg/mi) aus Lebemn von induzierten und Kontrolitieren wurde mit dem, gleichen Volumen
einer gereinigten Antikdrperiésung (10-30 ug Protein/ml) versetzt und flir 30 min inkubiert.
Nach 30 min wurde die EROD-Aktivitat der Mikrosomen/Antikdrperldsung gemessen. Als
unspezifische Kontrolle diente ein Antikérper gegen B-Zell-Oberflichenproteine (zur
Verfiigung gestellt von Dr. |. Behn).

-11 -
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2.10 Kultur von Zellinien

Vier verschiedene Fischzellinien, ursprunglich aus der Regenbogenforelle und dem Karpfen
isoliert, wurden fir die Untersuchung der Biotransformationskapazitat und in Kokulturexpe-
rimenten eingesetzt.

Die R1 Zellinie wurde von Ahne (1985) aus der Leber der Regenbogenforelle isoliert und
Uber die Firma Biochrom bezogen.

RTG-2 aus der Gonade der Regenbogenforelle (Wolf & Quimby, 1962) und RTH-149 (1960
zum ersten Mal aus einem Leberhepatom der Regenbogenforelle iscliert und zuerst
beschrieben 1981 von Fryer et al. (1981)) waren bei ATCC (American Type Culture
Collection) erhaltlich.

EPC, eine Karpfenepithelzellinie, wurde von ECACC (European Collection of Animal Cell
Cultures, Herkunft: Am. Virol. Inst. Pasteur 1983; 134: 207) bezogen.

Alle Zellinien wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert. Die Arbeiten erfolgten unter
Sterilbedingungen an einer sterilen Werkbank. Die Subkultivierung erfolgte einmal
wochentlich in einer Verdinnung von 1:2. Als Zellkulturmedium wurde EMEM (Biochrom),
supplementiert mit 10 % fétalem Kalberserum, 680 uM Glutamin und 3,3 mg/ml Gentamy-
cin, verwendet. Die Inkubation erfolgte in 15 ml Medium in 75 cm? Flaschen bei 19°C.
Konfluente Zellkulturen wurden mit zweimal 10 ml sterilem und Ca*/Mg*'-freiem PBS
gewaschen. Nach Zugabe von 1,5 mi/Kulturflasche Trypsin-EDTA-Lésung (0,05 % Trypsin,
0,02 % EDTA in PBS ohne Ca®'/Mg®") wurden die Zellen 2-10 min - bis sie sich vom Boden
der Kulturflasche abgelést hatten - inkubiert. Die Trypsinaktivitdt wurde sodann durch 5 ml
Medium inaktiviert und die erhaltene Zellsuspension bei 200 g fir 3 min zentrifugiert.
Danach wurden die Zellen in 5 ml frischem Medium durch Mischen auf einem Vortex-
Schiittler resuspendiert und der Zelltiter in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die
folgenden Schritte hingen davon ab, ob die Zellen fir die routineméRige Subkultivierung
oder flr Kokulturexperimente eingesetzt werden sollten.

Fir die Subkultivierung wurden Zellen, die aus einer konfluenten Kulturflasche stammten in
insgesamt 30 ml Medium resuspendiert und in zwei Kulturflaschen a 15 ml Medium ausge-
sat.

Fur Kokulturexperimente wurden Zellen, die aus einer konfluenten Kulturflasche stammten,
in neun 20 cm? groRen Kulturschalen (Primaria, Falcon) ausgesét, so dal sich in jeder
Schale 5 ml Zellsuspension befanden. Die Inkubation erfolgte bei 15°C und 80 % relativer
Luftfeuchtigkeit. Nach einem Tag wurde das Medium durch eine Leberzellsuspension
ersetzt. In Kontrolischalen wurde das Medium durch Serum-freies EMEM ersetzt.

2.11 Isolierung und Kultur von Leberzellen

2.11.1 Primérkultur von Hepatozyten der Regenbogenforellen

Die Isolation und Kultur der Leberzellen wurde nach Beschreibungen von Braunbeck (1993)
und Sumpter & Jobling (1995) durchgefiihrt.

Eine 200-300 g schwere Regenbogenforelle wurde durch eine Uberdosis Benzocain (4 gfl)
getttet, mit 70 % Ethanol eingespriiht und auf eine Préparierschale in einer sterilen Werk-
bank gebettet. Die Forelle wurde ventral vom After in Richtung Kiemendeckel und seitlich
vorsichtig, ohne Verletzung innerer Organe mit einer Préparierschere aufgeschnitten, so
dal Leber und Perikard gut erreichbar waren. Nach dem Entfernen verschiedener Mesen-
terien und der Verschiebung des Pylorus wurde eine Fligelkanile (0,65 mm @) in die
Leberpfortader eingefiihrt und mit Hilfe einer kleinen Arterienklemme fixiert. Die Leber
wurde sodann mit Praperfusionslésung fur 20 min bei einer FluRrate von 4 mi/min zur
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Entfernung des Bluts gesplilt. Zur Vermeidung eines hydrostatischen Drucks wurde das
Herz aufgeschnitten. Nach 20 min war die Leber vollsténdig entférbt und die Perfusion
wurde mit Perfusionslésung (0,02 % Collagen) fur 10 min fortgesetzt. Die Leber wurde aus
der Kérperhéhle freiprapariert mit einer Arterienklemme in einem Stativ aufgehdngt und fir
weitere 20 min im Kreislauf mit Perfusionslésung (0,02 % Collagen) durchspdit.

Alle folgenden Schritte wurden unter Kithlung mit Eis durchgefihrt. Die Leber wurde nach
beendeter Perfusion in 10 ml Waschlésung gespult. Nach Entfernung der Galienblase
(ohne diese zu beschadigen) wurde die Leber in kleine Stiicke geschnitten und durch 250
pm Gaze mit Hilfe eines Glasstabs gedriickt. Die Gaze wurde jeweils mit 10 ml Waschlé-
sung nachgespult. Zur weiteren Vereinzelung der Leberzellen wurde die Suspension noch
Uber eine 105 um und eine 52 um Gaze gefiltert.

Die Zellsuspension wurde mit Waschlésung auf 60 ml erganzt und 3 mal bei 50 g flr 3 min
zentrifugiert und mit Waschlésung wieder resuspendiert. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die Zellen in 50 ml HMEM (Hanks buffered minimal essential medium, Biochrom
Berlin), supplementiert mit 2 mM Glutamin, 10 U/ml Penicillin und 10 yg/ml Steptomycin,
resuspendiert und bis zur Aussaat auf Eis gekihlt.

Der Zelltiter wurde bestimmt und die Suspension auf 1,6 x 10° Zellen/m! eingestellt. Pro 20
cm? Kulturschale (Primaria, Falcon) wurden 5 ml Zellsuspension ausgebracht und die
Schalen bei 15°C und 80 % relativer Luftfeuchte bis zu 8 Tage inkubiert. Ein kompletter
Austausch des Mediums erfolgte alle 24 h.

2.11.2 Primérkultur von Hepatozyten des Speisekarpfens (Cyprinus carpio)

Die Kultur von Karpfenhepatozyten wurde von Dr. R. Bohm, Universitat Karisruhe nach
Isolation der Hepatozyten durch in situ-Collagenase-Perfusion nach einer Vorschrift von
Segner et al. (1993) durchgefihrt.

2.12 Modifizierung der Kulturbedingungen von isolierten Forellenhepatocyten

Um den Einflu® auf die Vitalitdt und die Expression verschiedener Biotransformationsen-
zyme zu untersuchen, wurden verschiedene Modifikationen bei der Kultur der Leberzellen
vorgenommen.

2.12.1 Beschichtung der Kulturschalen mit Collagen Typ |

Eine 0,1 %ige Stammidsung von Collagen Typ | (Sigma) in 0,1 M Essigsaure wurde durch
vorsichtiges Rihren fur 3 h hergestellt. Diese Stammidsung wurde 10fach verdinnt und mit
Chioroform versetzt, so daR die Chloroformmenge maximal 10 % des Gesamtvolumens
entsprach. Die Chloroform/Collagen-L&sung wurde Uber Nacht ohne zu Rihren bei 4°C
aufbewahrt. Die obere Phase, welche das Collagen enthielt, wurde zu Beschichtung von 20
cm? Kulturschalen (Primaria, Falcon) eingesetzt. Die Menge betrug 6 ug/cm? Die Kultur-
schalen wurden fir einige Stunden bei 37°C mit der Collagenlésung inkubiert und dann in
einer sterilen Werkbank unter UV-Licht getrocknet. Vor dem Ausbringen einer Zellsuspen-
sion wurden die Schalen mit sterilem PBS (2 x 10 ml) gewaschen.

2.12.2 Zusatz von Hormonen und Kofaktoren zum Medium

In den Supplementierungsversuchen wurde das Kulturmedium mit folgenden Konzentratio-
- nen von Hormonen bzw. Kofaktoren u.a. versetzt: 10 nM Insulin, 10 nM Cortisol, 5 pg/mi
Transferrin, 100 uM 5-Aminolevulinsaure
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2. Material und Methoden

2.12.3 Kokuitur von Hepatocyten mit verschiedenen Fischzellinien

Drei verschiedene Fischzellinien wurden flr die Kokulturexperimente verwendet: R1, RTG-2
und RTH-149. Die Zellinien wurden ein oder zwei Tage vor der Isolierung der Leberzellen
ausgesat (siehe Abschnitt 2.10 Kultur von Zellinien). Vor dem Ausbringen der Leberzellen
wurde das alte Medium entfernt und durch die Leberzellsuspension bzw. in Kontrollexperi-
menten durch Serum-freies Medium ersetzt.

2.13 Préparation der Zellkulturhomogenate

Leberzellen und Zellinien wurden mit einem Schaber von den Kulturflaschen oder aus den
Kulturschalen herausgeidst und in 300 ul PBS/8 x 10° Zellen (das entspricht der Menge
Leberzellen pro 20 cm? Kulturschale) resuspendiert. Die Suspension wurde fir 3 min bei
200 g zentrifugiert und das Pellet in 300 pl Homogenisationspuffer resuspendiert. Die
Homogenisation der Proben erfolgte mit einem Ultraschallstab durch Impulse von 20 mal 1
sec unter Eiskiihlung. Nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff wurden die Proben bei -
80°C gelagert. Fir die Analyse von Enzymaktivitdten, Cytochrom P450- und Proteinkonzen-
tration wurden die Proben aufgetaut, bei 10 000 g fir 10 min zentrifugiert und Aktivitat und
Konzentration aus dem Uberstand bestimmt. Die DNA-Konzentration wurde im Homogenat
vor der 10 000 g Zentrifugation gemessen.

2.14 Induktion von CYP1A1 in Leberzellkulturen

Die Induktorsubstanzen (B-Naphtoflavon, Benzo(a)pyren, Benzanthracen oder
Methylcholanthren (Sigma, Aldrich) wurden in 1000facher Konzentration in DMSO gel6st
und zur Anwendung in der Zellkultur entsprechend 1:1000 mit Medium verdinnt.
Kontentrationsbereiche von 3-8000 nM wurden getestet. Die Hepatocyten wurden zunachst
in Medium ohne Induktor ausgesat. Nach 24 Stundem wurde das Medium gegen
Induktionsmedium bzw. Kontrolimedium (0,1 % DMSO) ausgetauscht. Die Zellen wurden
weitere 2 bzw. 4 Tage kultiviert und das Medium alle 24 h gegen frisches Induktionsmedium
ausgetauscht.

Alle Versuche zur Aufstellung von Konzentrations-Wirkungskurven fur die Induktion von
CYP1A1 in Leberzellen wurden in RTG-Kokulturen durchgefihrt. Zur Verbesserung der
Anheftung wurden die Leberzellen hier auerdem im Serum-haltigem Medium (10 % fétales
Kalberserum) ausgesét. Nach 24 Stunden wurde das Medium durch Serum-freies
Induktions- bzw. Kontrolimedium ausgetauscht. Die Kontrolimedien enthielten auch hier 0,1
% DMSO.

2.15 Berechnung von ECs, und maximaler induzierter Aktivitit (bzw. CYP1A1-Konzen-
tration)

ECso und maximaler Aktivitat wurden durch Approximation einer sigmoiden Kurve an die
MeRwerte berechnet. Der Kurvenverlauf wurde durch folgende Formel beschrieben:

a,
l+e[ G ] _
Die Berechnung erfolgte mit dem Programm SlideWrite Plus 6.00 (Advanced Graphics

Software, Carlsbad, USA), das die Konstanten a, - a3 iterativ bis zur bestméglichen
Anndherung an die MeRwerte bestimmte.

y=ao+
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Der maximale Induktionswert war dabei der Grenzwert von y bei x>w. Der ECse-Wert
konnte nicht einfach aus der halben maximalen Induktion ermittelt werden, da die 1(0)-Werte
in der Regel von 0 verschieden waren. Der ECs-Wert ergab sich daher aus der Konzentra-
tion beim y-Wert (I(Max) - I(0))/2. Zur Veranschaulichung sind ECs, , I((Max) und 1(0)) im
nachfolgenden Diagramm am Beispiel der Induktion von ECOD durch Methylcholanthren
(MC) in 2 Tage inkubierten Hepatocyten der Regenbogenforelle dargestelit:
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1 i | | RO, A P .
% I{Max)
B
= 75r
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™
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E 50
5
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2.16 Messung der Induktionskapazitat fir CYP1A1 von Umweltproben

Eluate einer Halde vom Abbau von Kupferschiefer-Mergel aus dem Mansfelder Raum bei
Halle wurden auf ihre Induktionskapazitat fir CYP1A1 in Leberzellkulturen geprift. Der
Kupferschiefer-Mergel enthielt einen hohen Anteil Bitumen natirlichen Ursprungs. Die
Elution von Deponieproben wurde von Dr. A. Paschke, Umweltforschungszentrum Leipzig-
Halle-GmbH, Sektion Chemische Okotoxikologie durchgefiihrt: Dazu wurden die Proben
zunachst mechanisch zerkleinert und dann je 100 g Feststoff mit 1000 ml destilliertem
Wasser 24 h in einem 2--Polyethylengefal® auf einem Schiuttler bei 3 Umdrehungen/min
bewegt. Die Feststoffe wurden vom Eluat durch Zentrifugation abgetrennt und das Eluat bei
4°C gelagert. Die Analyse polyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe wurde von Dr.
Popp, UFZ-Sektion Analytik mit Toluol-Extraktion durchgefiihrt.

Die Eluate, die auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt wurden, wurden 1:2 mit doppelt
konzentriertem HMEM Medium verdinnt. 24 h nach der Aussaat von Hepatocyten in RTG-
Kokulturen wurde das Medium durch Eluat/HMEM Medium ersetzt und alle 24 h erneuert.

2.17 Western Blotting und Polyacrylamidgelelektrophorese
Fur die elektrophoretische Trennung der Proben wurden diese zundchst im Verhaltnis 1:1

mit Probenpuffer versetzt und durch 3 min Kochen denaturiert. Die Auftrennung erfogte in
10 %igen Polyacrylamid/SDS Minigelen (8 x 10 cm) bei einem konstanten Strom von 16
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und 25 mA pro Gel innerhalb von 60 min. Zur Anfarbung der Proteinbanden wurden die
Gele fiir 30 min in Coomassie-Farbe-Lésung inkubiert und dann durch mehrmaliges Inku-
bieren in Entfarbelésung entfarbt.

Soliten die Proben auf Nitrocellulose geblottet werden, wurde keine Coomassie-Férbung
durchgeflhrt. Gel und Nitrocellulose wurden im Towbin-Puffer fiir 30 min equilibriert. Die
Gele wurden auf die Nitrocellulose aufgelegt und in einer NaR-Blotkammer mit 5 | Towbin-
Puffer bei einem konstanten Stromflu® von 1 A fir 5 h inkubiert, bis die Proteine quantitativ
auf die Nitrocellulose Gbertragen waren.

Die transferierten Proteine konnten durch eine Fast Green Farbung nachgewiesen werden.
Dazu wurde die Nitrocellulose in Fast-Green-Farbeldsung fur 5 min inkubiert und dann
mehrfach bis zum Sichtbarwerden der Banden mit Aqua dest. gewaschen. Die Lage der
Banden konnte dauerhaft mit Kugelschreiber auf der Nitrocellulose markiert werden. Eine
volistdndige Entfarbung wurde durch 5 min Inkubation in 0,2 N NaOH erreicht. Die NaOH
wurde durch Aqua dest. ausgewaschen und die Nitrocellulose anschliefend fir 1 h bei
Raumtemperatur in Blockiésung inkubiert. Nach dem Abblocken der unspezifischen
Bindungsstellen wurde 2 mal in Waschlésung und 2 mal in PBS fiir je 5-10 min gewaschen.
Die VerdUnnung des Antikérpers hing daven ab, ob Zellkulturiiberstande von Hybridomakul-
turen oder kommerzielle gereinigte Antikdrper verwendet wurden. Zellkulturiberstéande der
CYP1A1-Antikérper positiven Klone wurden 1:10 in Blocklésung verdinnt. Mouse Anti-Cod
CYP1A1 1gG Mab NP7 {1 mg/mi, Miljz Laboratories, Bergen, Norwegen) wurde nach der
beigefugten Vorschrift 1:500 in PBS bis 1:10 in PBS verdiinnt. Die Nitrocellulose wurde 1 h
mit dem spezifischen Antikérper inkubiert und dann 4 mal fir 5-10 min mit PBS gewaschen.
Der konjugierte Antikérper (Ziege-Anti-Maus, Dako, Hamburg) wurde 1:500 mit PBS
verdiinnt und far 1 h mit der Nitrocellulose inkubiert. Nach weiteren 4 PBS-Waschschritten
erfoigte die Inkubation in der Peroxidase-Farbe-Loésung. Spezifisch angefarbte Proteinban-
den wurden nach 5-30 min sichtbar. Die geférbte Nitrocellulose konnte in getrocknetem
Zustand aufbewahrt werden.

2.18 ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

Es wurden zwei verschiedene Verfahren fur den ELISA angewendet. Im direkten ELISA
wurden Mikrotiterplatien in entsprechender Konzentration mit dem Probenprotein inkubiert
und dann mit spezifischem und konjugierten Antikérper nachgewiesen. D.h. bei einer
Anfarbung war die Menge des in der Probe enthaltenen Antigens proportional zur Extink-
tion.

Im kompetitiven ELISA wurden die Proben zunachst mit dem spezifischen Antikdrper inku-
biert und dann auf eine mit gereinigtem Antigen vorbeschichtete Mikrotiterplatite gegeben.
D.h. je hoher der Gehalt der Probe an spezifischem Antikdrper war, desto weniger Antikdr-
per konnten an die mit Antigen vorbeschichteten Platten binden und desto geringer war die
Farbreaktion.

2.18.1 Direkter ELISA

Homogenat (10 000 g Uberstand) und Mikrosomen wurden mit Beschichtungspuffer (50 mi
Na-Hydrogencarbonat, pH 9,5) auf eine Konzentration von 10 pg/ml verdiinnt. Standard
Konzentrationen zwischen 5 und 60 pg/ml gereinigtes P4501A1 in Beschichtungspuffer
wurden vorbereitet. Pro Kavitat einer Mikrotiterplatte wurden 100 pl der Proben- und Stan-
dardlésungen (3fach Bestimmungen) pipettiert. Die Platten wurden bei 4°C bei ausreichen-
der Luftfeuchtigkeit tber Nacht inkubiert.

Nach 3maligem Waschen mit 200 pl 0,1 % Tween20 in PBS wurden die Platten fiir 1-2 hin
Blocklésung inkubiert (200 ul 1 % BSA in PBS pro Kavitat). Die Platten wurden nochmals 3
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mal mit Tween 20 in PBS gewaschen und dann fur 1-2 h in einer verdinnten Lésung des
spezifischen Antikérpers inkubiert (100 ul pro Kavitat). Zellkulturiiberstande aus Hybridoma-
zellkulturen wurden wie im Western Blot 1:10 mit PBS verdunnt. Der gereinigte Mouse-Anti-
Cod-CYP1A1-lgG-Mab NP7 (Miljz Laboratories, Bergen, Norwegen) wurde 1:500 bis 1:10
mit PBS verdinnt. Nach weiteren 3 Waschschritten wurde mit einer 1:500 in PBS verdiinn-
ten Losung des 2. Antikérpers fir 1-2 h inkubiert (100 pl pro Kavitat).

Bevor die Peroxidase des konjugierten Antikérpers nachgewiesen wurde, wurde nochmals
3 mal gewaschen und dann fur 30-60 min in der ABTS Lésung inkubiert. Die Konzentration
wurde Uber die Farbung des durch die Peroxidase-Aktivitat entstandenen ABTS-Abbaupro-
dukts bestimmt. Gemessen wurde in einem SLT Spectra Plattenphotometer bei einer
Wellenl&nge von 490 nm und einer Referenzwelleniange von 405 nM.

Der pH wurde mit Essigsaure auf 4,2 eingestellt. H.O, solite erst unmittelbar vor Reaktions-
beginn zugesetzt werden. Pro Kavitat wurden 100 ul ABTS-Lésung bendétigt.

Die Inkubation der Mikrotiterplatten mit der ABTS-Ldsung muf unbedingt im Dunkeln erfol-
gen, da sonst bereits eine Anfarbung nur durch die Reaktion von ABTS unter Lichteinwir-
kung erfolgt.

2.18.2 Kompetitiver ELISA

Im kompetitiven ELISA wurden die Mikrotiterplatten zunachst mit 100 ul pro Kavitat 0,1
pg/mi gereinigtem CYP1A1 beschichtet und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Mikrotiterplat-
ten wurden dann wie im direkten ELISA gewaschen und geblocki. Der spezifische
Antikérper aus dem Zellkulturiberstand der Hybridomakulturen wurde 1:10 mit PBS
verdunnt und mit einem gleich groRen Volumen einer Homogenat-, Mikrosomenprobe oder
einer Standard-CYP1A1-Konzentration versetzt (Gesamtvolumen 400 pl) und fur 1-2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Mischungen wurden dann auf die Mikrotiterplatten pipettiert
(100 pl pro Kavitat, 3fach Bestimmungen). Nach dem Waschen und einer Inkubation mit
100 ul des 1:500 verdinnten konjugierten Antikérpers wurden die Platten mit ABTS-
Lésung inkubiert (siehe Beschreibung direkter ELISA).

2.19 Statistik

Die Fehlerhaufigkeit bzw. Streuung der Mef3werte wurde durch Berechnung der Standard-
abweichung oder des Standardfehiers veranschaulicht. Die Standardabweichung wurde zur
Darstellung von Streuungen innerhalb eines Versuchs herangezogen. Wurden die Mittel-
werte aus den Mitielwerten mehrerer unabhéngiger Experimente (z.B. verschiedener
Zellisolationen) berechnet, so wurde die Genauigkeit der Messung durch den Standardfeh-
ler ausgedriickt (Sachs, 1992a). Standardabweichung s und Standardfehler s. berechneten

sich nach folgenden Formeln:
_ ny x* - () x)?
ol nn-1)

".( )

Sx .JE
mit x=MeRwerte und n=Anzahl der Stichproben. In Ausnahmeféllen wurde statt der
Standardabweichung bei Mittelwerten aus MeRwerten innerhalb eines Experimentes der
Standardfehler dargestelit. In diesem Fall waren die Standardabweichungen sehr hoch und
hatten daher eine Ubersichtliche Darstellung der MeRergebnisse in Diagrammen nicht
mdglich gemacht.
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Fur die Signifikanzanalyse wurde angenommen, daR die zugrunde liegenden MeRwerte
angendhert t-verteilt sind. Dann kénnen Unterschiede zwischen zwei unabhangigen Stich-
proben mit Hilfe des t-Tests berechnet werden (Kohler et al., 1992).

Als Vertrauensbereich wurde in der Regel a=5 % gewahit, d.h. bei Ablehnung der Hypo-
these pi=p, gehorten die Mittelwerte mit 95 %iger Wahrscheinlichkeit zwei verschiedenen
Grundgesamtheiten an. In Ausnahmeféllen wurde a=20 % gewahit. Die Hypothese pi=p.
wurde abgelehnt aufgrund des Vergleiches der t-Werte und zwar wenn tyersuch > frabeie. Di€
tabellierten t-Werte wurden den gebrauchlichen t-Tabellen fir den zweiseitigen Test
entnommen, z.B. aus Sachs (1992b). Die Berechnung der tyesuch-Werte erfolgte nach
folgender Formel:

2 I O LA
55 H, +n,

Vers

\/(n, -1)s; +(n, =Ds;.
8 = :

n, o+, -2
FG=n,+n, -2

Dabei sind FG die Freiheitsgerade und n,, n; die Stichprobenumfénge der zu verglei-
chenden Mittelwerte p4 und p, mit den dazugehérenden Standardabweichungen s, und s,
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3. Entwicklung eines monoklonalen Antikérpers zum Nachweis von CYP1AT

3. Entwicklung eines monoklonalen Antikérpers zum
Nachweis von CYP1A1 und zur Durchfiihrung von
Induktionsstudien in Primarzellkulturen von Hepatocyten
der Regenbogenforelie (Oncorhynchus mykiss)

3.1 Zusammenfassung

Regenbogenforellen wurden mit BNF (B-Naphtoflavon) injiziert, um die Neusynthese
von CYP1A1 (Cytochrom P4501A1) auszulésen. Das CYP1A1 Isoenzym wurde aus
der Mikrosomenfraktion der Leber von induzierten Fischen gereinigt und fir die |
Préparation eines monoklonalen Antikérpers in BALB/c Mausen verwendet. Die
Spezifitat des Antikdrpers fur CYP1A1 wurde durch Westemn Blot und ELISA
Uberpruft. Der Antikérper war in der Lage die Induktion von CYP1A1 in
Regenbogenforellen in vivo und Primérkulturen von Forellenhepatozyten in vitro zu
demonstrieren. Ein ELISA-Test fir den semiquantitativen Nachweis von CYP1A1
wurde entwickelt.

3.2 Einleitung

Wie die Saugetiere besitzen auch die Fische ein Cytochrom P450-System, das am Metabo-
lismus exogener und endogener Verbindungen (z.B. Steroide) beteiligt ist (Goks@yr &
Forlin, 1992; Kleinow et al., 1987; Stegeman, 1989; Stegeman et al., 1990). Der Metabolis-
mus Uber Cytochrom P450-Monooxygenasen ist dabei ein wichtiger Faktor, der Uber die
Aktivierung oder die Detoxifizierung von Medikamenten und organischen Fremdstoffen
entscheidet (Beresford, 1993; Goldstein & Faletto, 1993; Ingelman-Sundberg, 1980; Parke,
1987). Die Funktion und Regulation dieser Proteine hat EinfluR auf unterschiedliche
Empfindlichkeit und toxische Wirkweise von Chemikalien bei verschiedenen Spezies (Bend
& James, 1978; Braunbeck & Voelkl, 1991; Goks@yr et al., 1987; Kleinow et al., 1987;
Ueng et al, 1992) und kann die Bioakkumulation der entsprechenden Substanz
beeinflussen (de Bruijn et al., 1993; Lech & Bend, 1980; Sijm et al., 19933, b; Streit, 1992).

Exposition von Fischen mit polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAHs) und
halogenierten aromatischen Kohlenwasserstoffen (HAHs) fuhrt zu einer Induktion eines
bestimmten Isoenzyms, dem CYP1A1 (Andersson et al., 1985; Gooch et al., 1989; Haasch
et al., 1993b; Hermens et al., 1990; Leaver et al., 1988; Lemaire et al., 1992a; Lindstrém-
Seppé et al.,, 1994; van der Weiden et al., 1992, 1993a, b; Zhang et al., 1990). Planare
PAHs - oder solche, die eine planare Konfiguration einnehmen koénnen - binden an ein
intrazellulares  zytosolisches Protein, den sogenannten AhaRezeptor. Dieser
Ligandenkomplex wird an ein zweites Protein, das Arnt-Protein (Aryl Hydrocarbon Nuclear
Translocator), gekoppelt und in den Kern transportiert, wo es mit bestimmten DNA-
Elementen, welche als XRE (Xenobiotic Responsive Elements) bezeichnet werden,
interagiert. Eines dieser XRE-Elemente liegt in der Promotorregion des CYP1A1-Gens und
aktiviert dessen Transkription bei Bindung des Ah-Rezeptor-Liganden-Komplexes. In der
Folge kommt es zu einer Erhéhung der CYP1A1-Konzentration in der Zelle, die sich in
einem Anstieg der entsprechenden Enzymmenge und damit der Enzymaktivitdten
niederschlégt (Beresford, 1993; Bock, 1993; Poland & Knutson, 1982).
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Fir den Nachweis der Induktion der CYP1A1 Monooxygenase-Aktivitat existieren verschie-
den Methoden. Neben katalytischen MeRmethoden zum Nachweis der Aktivitdt, die die
oxidative Dealkylierunng von 7-Ethoxyresorufin oder 7-Ethoxycoumarin ausnutzen, werden
auch spezifische Antikérper fir die Detektion des CYP1A1-Proteins oder die Hybridisation
mit einer cDNA zum Nachweis einer angestiegenen CYP1A1-mRNA-Synthese verwendet.
Die Messung der Induktion von CYP1A1 allein durch seine katlytische Enzymaktivitdt kann
aber zu miRverstandlichen Ergebnissen fiihren, da der postmikrosomale Uberstand von
Regenbogenforellenleber eine Aktivitdts-inhibierende Substanz enthalt (Achazi et al., 1994).
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dal einige PCB-Kongenere die EROD-Aktivitat
inhibieren, auch wenn die Menge des CYP1A1 Proteins durch Sie erhoht wurde (Boon et
al., 1992; Goksegyr et al, 1991b; Gooch et al., 1989). Diese Tatsache und die
Empfindlichkeit katalytischer Nachweismethoden gegeniber den Aufbewahrungsbedin-
gungen der zu untersuchenden Proben hat verschiedene Forschergruppen dazu veranlait,
eine immunologisch-chemische Nachweismethode auf der Basis von Antikérpern zu
entwickeln (Goks@yr et al., 1988, 1991a, b; Myers et al., 1993; Park et al., 1986; Ronis et
al., 1992; Stegeman et al., 1987).

Die besonderen Eigenschaften des CYP1A1 - seine Induzierbarkeit als Folge einer Chemi-
kalienexposition - wurde flir den routinem&Rigen Einsatz als sensitiver, friher Indikator
(Biomarker) der PAH-Belastung von Fischen eingesetzt (Collier et al,, 1992; Fériin &
Celander, 1993; Forlin et al., 1992; Goks@yr, 1991; Goksayr & Férlin, 1992; Goks@yr &
Husoy, 1993; Goks@yr et al., 1988, 1991b; Haasch et al., 1993a; Otto et al., 1994; Pluta,
1992b; Ronis et al., 1992; Stegeman et al., 1986, 1987, 1988). Problematisch bei diesem
Ansatz ist aber, daR die CYP1A1-Menge und -Aktivitét nicht nur durch Kontamination von
Wasser und Nahrung durch Chemikalien beeinfluRt werden, sondern auch durch endogene
Faktoren wie Hormone oder exogene wie z.B. Temperatur kontrolliert werden (Elskus et al.,
1992; Kleinow et al., 1987; Lange, U. et al., 1994). Die Durchfiihrung von Expositionsexpe-
rimenten in Leberzellkulturen wiirde diese Faktoren vermindern und die Kontrollierbarkeit
der experimentellen Bedingungen verbessern.

Eine Vielzahl toxikologischer in vitro-Untersuchungen zu CYP1A1 ist bisher mit Hepatozyten
aus Saugern durchgefiihrt worden. Die Interaktion zwischen Zellen, Dosis- und Zeitabhan-
gigkeit sowie der EinfluR verschiedener Faktoren wurde untersucht (Blaauboer et al., 1994;
Chenery, 1987; Rogiers & Vercruysse, 1993; Scheepers et al., 1991). In den letzten Jahren
wurde auch fir Primarzellkulturen von Fischhepatozyten - insbesondere flr Hepatozyten
aus der Regenbogenforelle - die Induktion von CYP1A1 in vitro demonstriert (Devaux et al.,
1991; Masfaraud et al.,, 1992a, b; Miller et al., 1989; Vaillant et al., 19839). Eine von
Lindstrom-Seppa et al. (1993) durchgefihrte Untersuchung zeigt, daf Fischhepatozyten
zum Nachweis einer Kontamination von Flissen und Abwasserzuldufen mit PAHs - im
genannten Beispiel mit Abwassern von Papiermuhlen - eingesetzt werden kénnen.

Ziel der Untersuchungen in diesem Kapitel war es, eine immunochemische Nachweisme-
thode fir CYP1A1 der Forelle zu entwickeln. Gegentber der katalytischen EROD-Messung
béte dieser Ansatz den Vorteil, dak er

1. nicht sensibel gegen die Enzymaktivitat inhibierende Stoffe wére,

2. eine Messung bereits bei kleinen Proteinmengen méglich wére (in einem ELISA sind
weniger als 10 ug Protein pro Probe erforderlich !), und

3. unempfindlich gegentiber Lagerungsbedingungen (Einfrieren, Auftauen) wére.

Zu diesem Zweck wurde ein monoklonaler Antikérper gegen CYP1A1 aus der Regenbogen-
forelle prapariert. AuRerdem ist dies - nach meinem. gegenwartigen Kenntnisstand - die
erste Untersuchung, die die Verwendung von Priméarzellkulturen von Fischhepatozyten aus
nicht induzierten Tieren mit dem immunochemischen Nachweis von CYP1A1 kombiniert.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Préparation der Mikrosomenfraktion

Um eine ausreichende Menge Protein fur die Reinigung von CYP1A1 und der anschiieRen-
den Praparation des monoklonalen Antikérpers zu erhalten, wurden insgesamt 56 Regen-
bogenforellen mit 25 mg BNF/kg Kérpergewicht induziert. Die Lebern von je 4 bis 9 Tieren
in 9 verschiedenen Praparationen wurden gemeinsam aufgearbeitet. Dabei mulien
zundchst verschiedene Zentrifugationsschritte durchgefilhrt werden, um die mikrosomale
Fraktion zu erhalten, bevor mit der Solubilisierung und der Reinigung Uber verschiedene
Séaulensysteme begonnen werden konnte. Nach jedem Préparationsschritt wurden routine-
méaRig verschiedene biochemische Parameter gemessen, insbesondere die Enzymaktivité-
ten von Phase 1- und Phase 2-Biotransformationsenzymen.

Es zeigte sich, dal® die mit BNF injizierten Tiere eine signifikant erhéhte EROD-Aktivitat
aufwiesen. Wahrend die EROD-Aktivitdt in Homogenaten von Kontrolltieren bei 14
pmol/min/mg Protein lag, stieg sie in induzierten Tieren auf 240 bis 380 pmol/min/mg
Protein an. Die Aktivitaten in der Mikrosomenfraktion waren noch héher, angefangen bei 20
pmol/min/mg Protein in Kontrolitieren bis zu 2,92 nmol/min/mg Protein in BNF-induzierten
Forellen. Niedrigere Akiivitdten, jedoch eine stark erhdhte Aktivitdt in induzierten Tieren,
konnten fir ECOD gefunden werden. Flr die NADPH-Cytochrom c(P450)-Reduktase (NCR)
konnte weder eine eindeutige Zu- noch Abnahme der Enzymaktivitat festgestelit werden.
Die Ergebnisse aus den einzelnen Praparationen sind in der Tabelle 3.1 dargestellt. Sie
zeigen auffallig hohe Schwankungen zwischen den einzelnen Préparationen, cbwohl diese
bereits auf gemittelten Werten basieren, da jeweils bis zu 9 Lebern gemeinsam prapariert
wurden. Um die Schwankung zwischen einzelnen Tieren zu demonstrieren und um den
EinfluR der BNF-Injektion auf die Phase 2-Enzyme Glutathion-S-Transferase (GST) und
UDP-Glucoronosyltransferase (UGT) zu zeigen, wurden bei jeweils 3 Tieren die Lebern
getrennt aufgearbeitet. Wie aus den in Tab. 3.1 dargestellten Ergebnissen bereits zu erwar-
ten war, waren zwischen den einzelnen Individuen hohe Schwankungen zu beobachten, die
in einer hohen Standardabweichung resultierten. Die Schwankungen bei den beiden Phase
2-Enzymen fielen dabei etwas geringer aus. Aber auch hier konnte eine Zunahme der
Aktivitdt in BNF-injizierten Tieren festgestellt werden. Wahrend die UGT nur eine geringe
Zunahme zeigte, war die GST dagegen, um Uber das doppelte erhéht (siehe Abb. 3.1).
Bezuglich der Zellkompartimentierung zeigte sich eine eindeutige Lokalisation von NCR,
EROD, ECOD und UGT in der mikrosomalen Fraktion, wahrend die GST ihre maximalen
Aktivitdten sowohl im Cytosol als auch im Homogenat aufwies. Relativ hohe Aktivitdten im
Vergleich zur mikrosomalen Fraktion zeigte die ECOD im Homogenat und im 20 000 g
Pellet. In der Abb. 3.2 ist nur die Kompartimentierung in der Leber von BNF-injizierten Forel-
len dargestellt. Prinzipiell ahnliche Ergebnisse wurden aber auch mit Kontrolitieren
beobachtet, wobei im Durchschnitt niedrigere Enzymaktivitdten gemessen wurden. Wegen
der héheren Standardabweichungen als Folge der relativ geringen Aktivitdten und aufgrund
der &hnlichen Verteilung in den einzelnen Kompartimenten, wurden die Ergebnisse der
Kontrolltiere in der Abb. 3.2 nicht dargestellt.

3.3.2 Reinigung von CYP1A1

Eine Darstellung des CYP1A1-Isoenzyms war zum erstenmal nach der Chromatographie
Uber die DEAE-Toyopearl-S&ule maéglich (verschiedene Reinigungsschritte und deren
Abfolge siehe Kapitel 2). Die Messung der Extinktion des Sauleneffluents bei 420 nm ergab
mehrere Maxima im Chromatogramm. Eine stark erhéhte Absorption bei 420 nm wiesen die
Fraktionen 90 bis 115 auf (Abb. 3.3). Die Absorption bei 420 nm war auf das CYP1A1-Iso-
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Mikrosomenpréaparation

Zusammenfassung der MeRergebnisse

Préiparation A |Préparation B |Préiparation C  |Préparation D |Préparation E  |Priparation F |Préperation G |Péparation H Préparation | Kontrolle
Anzahl der Tiere 4 4 6 8 6 /) -] 9 -] 3
Kérpergewicht (g)] 274 +/- 16 261 +/- 14 255 +1- 23 269 #/- 22 263 +i- 34 265 +I- 26 261 +- 17 294 +/- 309 309 +/- 26 280 +- 14

Lebergewicht (g)] 3,95 +/-0,59 | 3,90 +/- 0,14 ] 345 +/- 0,76 333 +- 033 | 332 +/- 046 314 +- 039] 286 +/- 038 334 +- 301 301 #- 031 393 +- 060
LSI(%)] 145 +/-0,26 | 1,50 +- 0,11 | 1,34 +- 021| 1,24 +/- 0,14 | 1,26 +- 002| 1,19 +/- 0,13 1,09 +- 0,14| 1,13 +- 0,98 098 +/- 0,06 1,40 +/- 021
Protein Homogenat 35,12 +/- 269]28,64 +/- 3,76 | 37,61 +/- 3,15 | 27,51 +/- 295|207 +- 2252754 +/- 723 | 2717 +- 723 | 26,77 +I- 4,79
(mg/ml)  Mikrosomen| 28,76 +/- 11,101 20,49 +/- 0,95 |18,11 +/- 0811154 +/- 1,46 | 22,81 +/- 793 | 1254 +/- 510]|23,73 +/- 588 14,78 +/- 535 12,83 +- 535]19,74 +/- 323
EROD Homogenat 030 +- 001 038 +-0,02| 024 +- 000| 007 +- 023] 013 +- 006| 008 +- 0,01 0,07 +- 002 001 +- 0,01
(nmolimg/ml)  Mikrosomen| 0,42 +/-0,06 | 184 +- 03 | 292 +/- 0,09| 229 +-004 | 180 +- 009| 090 +- 000] 096 +- 057| 146 +/- 0,10 169 +- 023] 0,02 +- 0,01
ECOD Homogenat 90 +- 0 136 +- 25 83 +/- 14 91 +- 7 214 +I- 60 129 +/- 32 208 +/- 14 964 +/- 094
(pmolimg/ml)  Mikrosomen 90 +/- 140 140 +/- 4 224 +- 3 340 +/- 4 207 +/- 5 204 #/- 2 510 +/- 125 161 +/- 32 359 +/- 14 | 2953 +/- 2,58
NCR Homogenat 329 +- 023| 449 +-109| 621 +- 191 | 468 +- 076]1432 +/- 095| 468 +- 076 531 +- 106 304 +- 067
(nmolimg/ml)  Mikiosomen| 9,34 +/- 0,18 | 12,76 +/- 017 [1511 +/- 115]18,19 +/- 2,54 | 19,84 +/- 043 | 1,14 +-147| 526 +/- 5742219 +- 7,77 | 22,04 +/- 1,44 10,45 +/- 154

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der MeRergebnisse aus der Mikrosomen-
préparation. Alle MeRwerte sind Mittelwerte aus 3 Messungen +/- Standardab-
weichung. Der LSI=Lebersomatischer Index berechnete sich aus Leberfrischge-wicht x
100 /Frischgewicht der Foreile. Tiere aus den Préparationen A-l wurden mit 25 ma/kg

R-Naphtoflavon induziert. Kontrolltiere (rechte Spalte) wurden nicht induziert.
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3. Entwicklung eines monokionalen Antikorpers zum Nachweis von CYP1A1
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Abb. 3.1: Enzymaktivitdten verschiedener Phase 1- und Phase 2-Enzyme im
Homogenat der Leber aus Regenbogenforellen. Die dargesteliten Werte sind
Mittelwerte aus 3 Lebern + Standardabweichung. Enzymaktivitaten in BNF-behan-
delten Tieren wurden 5 Tage nach der Injektion gemessen.

enzym zurlckzufihren. Dies konnte durch Kreuzreaktivitdt mit einem polyklonalen Anti-
kérper gegen Ratten CYP1A1 und durch N-terminale Sequenzierung bestétigt werden. Die
N-Terminus konnte mit (M)-L-V-M-I-L-P-I--G-S-V- angegeben werden (bestimmt von Dr. C.
Otto, MDC, Berlin) und war damit identisch mit der von (Heilmann et al., 1988) fur die
Regenbogenforelle publizierten Aminosduresequenz.

Die Ausbeute der einzelnen Reinigungsschritte betrug nach der Entfernung der flr die
Solubilisierung notwendigen Detergenzien nur noch 15 % der zu Beginn eingesetzten
Menge an Cytochrom P450 (Tab. 3.2). Der spezifische Gehalt war dagegen mehr als
15fach erhéht. Beide Parameter - spezifischer Gehalt und prozentuale Ausbeute - wurden
Uber die Bestimmung des Gesamt-P450-Gehaltes mit CO-Differenzspektren ermittelt.

Die Elektrophorese des gereinigten Proteins zeigte nur eine einzige Bande nach Anféarbung
mit Coomassie Blue. Diese Bande lag zwischen den Banden der Molekulargewichtsmarker
von 45 000 und 67 000 Da (Abb. 3.4).

3.3.3 Préparation des monoklfonalen AntikGrpers

Nach der Injektion von gereinigtem Detergens-freiem CYP1A1 in M&use und der 16
Wochen spéter erfolgten Fusion von syngenen Peritonealmakrophagen mit Myeloma-Zellen
(ausfuhrliche Beschreibung siehe Kapitel 2) konnten zwei Hybridomaklone identifiziert
werden, die sowohl im ELISA als auch im Westemn Blot positiv mit gereinigtem CYP1A1 rea-
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3. Entwicklung eines monoklonalen Antiktrpers zum Nachweis von CYP1A1
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Abb. 3.2: Kompartimentierung verschiedener Phase 1- und Phase 2-Enzyme in
der Leber von BNF-injizierten Regenbogenforellen. Die Aktivitéten wurden 5 Tage
nach der Injektion bestimmt und reprasentieren Mittelwerte aus 3 Messungen +
Standardabweichung. H=Homogenat, 20=20 000 g Pellet, C=Cytosol und
M=Mikrosomenfraktion.

Reinigungsschritt Spezifischer P450-Gehalt | Ausbeute (Prozent des

(nmol/mg Protein) vorrausgegangenen
Schritts)

Leber Mikrosomen 1.01 -

Solubilisierung 8y 90-95

w-Amino-Octyl- 3.7 90

Sepharose 4B

DEAE-Toyopearl 5.8 50

Hydroxylapatit 16.95 80-70

Tabelle 3.2: Ausbeute und spezifischer Gehalt von Cytochrom P450 nach den
verschiedenen Reinigungsschritten. Die P450-Menge wurde spektrophotometrisch
iiber CO-Differenzspektren bestimmt (Durchfiinrung der MeBwerte und Ersteliung
der Tabelle von Dr. H. Honeck, MDC, Berlin)
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3. Entwicklung eines monoklonalen Antikérpers zum Nachweis von CYP1A1

Chromatographie von CYP1A1 mit DEAE
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Abb. 3.3: Chromatogramm der CYP1A1-Reinigung iiber DEAE-Toyopearl 550.
Fraktionen, die méglicherweise P450-Isoenzyme enthalten kénnten, wurden iiber
die Messung der Absorption bei 420 nm im Sauleneffluent identifiziert. Die
Gesamtproteinmenge wurde iiber die Extinktion bei 280 nm ermittelt. Die CYP1A1
enthaltenden Fraktionen wurden liber Western Blot mit Anti-Ratten-CYP1A1 und
N-terminale Sequenzierung identifiziert. Die Elution der Proteine von der Saule
erfolgte durch einen Stufengradient mit einer Endkonzentration von 0,8 M Essig-
sdure (=100 %). Jede Fraktion enthielt zwischen 1,6 und 1,9 mi. Auf die Saule
wurden insgesamt 61 nmol Cytochrom P450 aufgetragen (Chromatogramm {iber-
lassen von Dr. H. Honeck, MDC, Berlin).

< 87000
<{ 45000

< 24000

< 13000

Abb. 3.4: Polyacrylamidelektrophorese von Leberhomogenat und Mikrosomen-
fraktion aus BNF-injizieten Regenbogenforellen sowie daraus gereinigtem
CYP1A1. Spur 1-2: Homogenat, 5 und 10 pg; Spur 3-4: Mikrosomen, 2,5 und 5 pg;
Spur 5-6: gereinigtes CYP1A1, 0,25 und 0,5 pg; Spur 7: Molekulargewichtsmarker.
Anfarbung der Proteine mit Coomassie Blue.
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3. Entwicklung eines monoklonalen Antik6rpers zum Nachweis von CYP1A1

gierten. Der Subtyp der Antikérper konnte als IgG1 bestimmt werden. Die Antikdrper aus
beiden Klonen waren dariiber hinaus in der Lage eine einzige Proteinbande im Western
Blot von Mikrosomen aus BNF-induzierten Forellen zu erkennen. In Kontrolltieren konnte
keine Bande nachgewiesen werden (Abb. 3.5). Die beobachtete Bande war identisch mit
der Bande des gereinigten CYP1A1 im Proteingel und lag zwischen den Banden der Mole-
kulargewichtsmarker von 45 000 und 67 000 Dalton (Abb. 3.4 und 3.6). Darliber hinaus
zeigt die Abb. 3.2, dal® der Nachweis von CYP1A1 im Western Blot auch im Homogenat der
Leber moglich war. Die optimale Verdinnung flr die Zellkulturibersténde beider Hybrido-
maklone wurde durch Inkubation von 20 ug mikrosomalem Protein, das nach Gelelekiro-
phorese auf Nitrozellulose transferiert war, in verschiedenen Verdinnungen der Kultur-
Ubersténde beider Hybridomakione ausgetestet. Der Klon 1 zeigte bis zu einer Verdinnung
von 1:32, Klon 2 bis zu einer Verdinnung von 1:16 die gleiche Bandenanfarbung (Daten
nicht gezeigt). Fur alle weiteren Untersuchungen wurde, falls nicht anders angegeben, nur
noch der Klon 1 verwendet.

Eine spezifische Bindung der gewonnen Antikdrper an CYP1A1 konnte auch im ELISA
nachgewiesen werden. Hierzu wurden Mikrotiterplatten, die mit 10 pg/ml CYP1A1 beschich-
tet waren, mit den Kulturiiberstdnden der beiden CYP1A1-positiven Hybridomaklone inku-
biert. Als Vergleich wurde die Bindung eines kommerziell erhaltlichen monokionalen Anti-
kérpers gegen Kabeljau-CYP1A1 Uberpriift. Wie die Abb. 3.7 zeigt, bindet auch dieser Anti-
korper an gereinigtes CYP1A1 im ELISA. Bei dem kommerziellen erhaitlichen Antikérper
handelte es sich um ein gereinigtes und konzentriertes Préparat, das Ublicherweise in
Verdiinnungen im Bereich von 1:500 verwendet wird. FUr die-in dieser Arbeit verwendeten
Kulturiiberstande der Klone 1 und 2 konnte bis zu einer 10fachen Verdinnung die gleichen
Extinktionen nach ABTS-Inkubation beobachtet werden. Vergleicht man die optimalen
Verdinnungen der Klone 1 und 2 mit dem Kabeljau-Antikérper bei einer Verdinnung von
1:320 bis 1:640, so zeigte der Kabeljau-Antikérper eine verringerte Bindung, angezeigt
durch eine vierfach verringerte Extinktion nach ABTS-Inkubation (Abb. 3.7). Wurde der
Kabeljau-Antikérper bis zu einer Verdinnung von 1:10 fir den Nachweis von CYP1A1 in
Mikrosomen von BNF-injizierten Forellen eingesetzt, so konnte weder im Western Blot noch
im ELISA eine Bindung beobachtet werden.

Abb. 3.5: Western Blot mit Mikrosomen aus der Leber der Regenbogenforelle.
Spur 1 und 2: Kontrolitiere, 5 und 2,5 pg Protein; Spur 3 -6: BNF-injizierte Forel-
len, je 2,5 und 1,25 pg Protein im Wechsel. Western Blot von Spur 1-4 wurde mit
einer 1:10 Verdiinnung des Kulturiiberstandes von Klon 1, Spur 5-6 mit einer 1:10
Verdiinnung von Klon 2 durchgefiihrt.
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3. Entwicklung eines monoklonalen Antikérpers zum Nachweis von CYP1A1

67000 >

45000 »

24000 >

13000 >

Abb. 3.6.: Western Blot von Leberhomogenat und -mikrosomen BNF-injizierter
Regenbogenforellen. Spur 1-2: Homogenat, 1 und 0,5 pg Protein; Spur 3-4: Mikro-
somen, 0,5 und 0,25 pg Protein; Spur 5-6: gereinigtes CYP1A1, 0,05 und 0,025
Protein. Alle Spuren wurden mit dem Kulturiiberstand von Klon 1, 1:10 verdiinnt,
inkubiert.
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Abb. 3.7: Bindung der in dieser Arbeit hergesteliten Antikérper (Klon 1 und 2) und
eines monoklonalen Antikorpers (MAK) gegen Kabeljau (AntiCod MAK) an
CYP1A1 aus der Regenbogenforelle. Antikdrper der Klone 1 und 2 wurden direkt
als Kulturiiberstdnde oder 1:10 verdiinnt verwendet. AntiCod MAK war ein.
gereinigte Préparat mit einer Konzentration von 1,0 mg/ml. Die ELISA-Platten
wurden mit 10 pg/mi CYP1A1 beschichtet. Die Extinktion bei 405 nm wurde nach
45 min Inkubation mit ABTS gemessen (Durchgefiihrt von Frau Dr. |. Behn,
Universitét Leipzig).
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3. Entwicklung eines monoklonalen Antikérpers zum Nachweis von CYP1A1

Im Gegensatz zum Kabeljau-Antikérper - der wie bereits erwdhnt nur eine Bindung an
gereinigtes CYP1A1 zeigte - waren die gegen Forellen-CYP1A1 in dieser Arbeit hergestell-
ten Antikérper auch in der Lage CYP1A1 in Mikrosomen und Homogenat von induzierten
Forellen nachzuweisen. Geringe Mengen CYP1A1 konnten auch im Homogenat und in den
Mikrosomen von Kontrolltieren nachgewiesen werden (Abb. 3.8, dargestellt ist nur die
Bindung von Antikérpern aus dem Hybridomakion 1. Ein Nachweis von CYP1A1 in den
Mikrosomen von unbehandelten Tieren war mit dem Western Blot nicht méglich (Abb. 3.5).
Als zusatzlicher Test fur die Spezifitdt der verwendeten Antikérper gegen CYP1A1 wurden
sie auf ihre Inhibitionskapazitdt der EROD-Aktivitdt Uberpriift. Keiner der untersuchten Anti-
korper war in der Lage die EROD-AKkfivitédt in Mikrosomen der Forellenleber zu inaktivieren
bzw. zu verringem.

ELISA: Nachweis von CYP1A1 in der Leber von
Rebenbogenforelien

20+
18
16 ¢
14
12 ¢
10

ng CYP1A1/10 pg Protein

(=T S B -

Mikr. Kontr Hom. Kontr

Abb. 3.8.: Nachweis von CYP1A1 in Mikrosomen und Homogenat von Forellenle-
ber mit Antiképern aus dem Hybridoma Klon 1. Die ELISA-Platten wurden mit 10
pg/ml Protein beschichtet. Die quantitative Auswertung erfolgte lber eine Eich-
kurve mit CYP1A1. (n=3, Mittelwert + Standardabweichung)

3.3.4 Entwicklung eines ELISAs

Im vorigen Abschnitt wurde der Entwicklung eines ELISAS zur quantitativen Bestimmung
von CYP1A1 zum Teil bereits vorweggegriffen, in dem die hier erzielten Ergebnisse bei den
weiter oben beschriebenen Versuchen mit eingeflossen sind. Bei der ELISA-Evaluierung
wurden zwei verschiedene Beschichtungsverfahren auf ihre unterschiedliche Sensitivitat
und der EinfluR der Proteinmenge, mit der die ELISA-Platten beschichtet wurden, auf die
nachgewiesene CYP1A1-Menge untersucht.

Beide ELISA-Verfahren, direkter und kompetitiver ELISA, zeigten die gleiche Sensitivitats-
grenze. Beide ELISA-Typen konnten noch bis zu 6,25 ng CYP1A1/ml nachweisen (Abb.
3.9). In allen weiteren Versuchen wurde aber der direkte ELISA durchgefiihrt. Bei diesem
Verfahren wurde wesentlich weniger gereinigtes CYP1A1 bendtigt, da eine Vorbeschich-
tung der ELISA-Platten mit CYP1A1 entfiel.

Die Menge an mikrosomalem Protein, mit der die Platten beschichtet wurden, und die im
ELISA bestimmte CYP1A1-Menge zeigten keine lineare Korrelation (Abb. 3.10). Bei héhe-
ren Konzentrationen (10 pg/ml, was der Ublicherweise verwendeten Menge im ELISA
entspricht (Peters & Baumgarten, 1988)) konnte ein Séattigungseffekt beobachtet werden.
Aufgrund der fehlenden Linearitét wurde in den folgenden Versuchen darauf geachtet, dal
alle Platten immer mit genau 10 ug/ml Protein beschichtet wurden.
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3. Entwickiung eines monokionalen Antikérpers zum Nachweis von CYP1AT

Direkter ELISA:
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Abb. 3.9: ELISA-Eichkurven mit CYP1A1 und Antikérpern des Klon 1. Ergebnisse
sind Mittelwerte aus 3 Messungen + Standardabweichung.

ELISA: Mikrosomales Protein von
BNF-induzierten Regenbogenforellen
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ng CYPiA1/ml
>
T

1 1 1 1
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Abb. 3.10: Abhangigkeit der CYP1A1-Bestimmung von der Proteinkonzentration.
ELISA-Platten wurden mit verschiedenen Konzentrationen von mikrosomalem
Protein aus der Leber von induzierten Regenbogenforellen beschichtet. Die
CYP1A1-Menge wurde iiber eine Standardkurve ermittelt. Dargestellt sind Mittel-
werte aus 3 Messungen (Standardabweichung < 5 %).
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3. Entwicklung eines monoklonalen Antikérpers zum Nachweis von CYP1A1

3.3.5 Induktion von CYP1A1 in Primérkulturen von Regenbogenforellen-Hepatozyten

Die Exposition kultivierter Hepatozyten in 0,1 und 1 uM BNF flhrte zu einer signifikanten
Induktion von CYP1A1. Die Induktion konnte gleichermaen durch Messung der EROD-
Aktivitdt und durch die Bestimmung der CYP1A1-Proteinmenge im ELISA nachgewiesen
werden (Abb. 3.11). Die Induktionsantwort war noch héher, wenn die Zellen fir vier Tage
anstatt fir zwei Tage mit dem Induktor inkubiert wurden. Obwohl der immunochemische
Nachweis von CYP1A1 ahnliche Ergebnisse ergab wie die katalytische Methode, so konn-
ten doch Unterschiede zur kinetischen MeRBmethode beobachtet werden. Wahrend EROD
eine dreifache (fur 0,1 uM BNF bei zwei Tagen Inkubation) bis 13fache (fir 1 uM BNF bei 4
Tagen Inkubation) Erhéhung zeigte, ermreichte die im ELISA bestimmte CYP1A1-Menge
weniger als das doppelte (fir 0,1 pM BNF bei zwei Tagen Inkubation) und Uberstieg nicht
das vierfache der Kontrolle (bei 1 uM BNF und vier Tagen Inkubation).

EROD EROD |
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K] 2 3000
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Abb. 3.11: Induktion von CYP1A1 in Primérzellkulturen von Hepatozyten der
Regenbogenforelle. Die Hepatozyten wurden fiir zwei oder vier Tage in HMEM-
Medium mit 0,1 oder 1 M BNF inkubiert. Die Induktion wurde enzymatisch (iber
die EROD-Aktivitdt oder durch immunologische Quantifizierung des CYP1A1-
Proteins im ELISA bestimmt. Die dargesteliten Werte sind Mittelwerte aus 3
Messungen + Standardabweichung eines représentativen Experiments.
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3. Entwicklung eines monokionalen AntikSrpers zum Nachweis von CYP1A1

3.4 Diskussion

Das Ziel der Untersuchungen in diesem Kapitel war es, einen monoklonalen Antikoérper
gegen CYP1A1 aus der Leber der Regenbogenforelle zu entwickeln. Der Antikérper solite
eingesetzt werden, um die Induktion von CYP1A1 in Primarkulturen mittels immunochemi-
scher Methoden nachzuweisen. Obwohl verschieden Untersuchungen Antikérper zum
Nachweis von Fisch-CYP1A1 verwenden, haben nur einige wenige Arbeitsgruppen einen
polykionalen Antikdrper gegen Forellen CYP1A1 entwickelt (Myers et al., 1993; Ronis et al.,
.1992) und nach meinem Kenntnisstand ist bisher kein monoklonaler Antikérper gegen
Forellen CYP1A1 beschrieben. Da die Regenbogenforelle aber das meist verwendete
Teleosteer-Modell darstellt, ist es sehr wichtig einen monoklonalen Antikérper zur Untersu-
chung der CYP1A1-Induktion nutzen zu kénnen.

3.4.1 In vivo Beobachtungen dber Biotransformationsenzyme der Forellenieber

UGT und GST zeigten eine erhdhte Aktivitat in der Leber von BNF-induzierten Forellen. Der
Anstieg von UGT und GST in BNF-behandelten Forellen kann damit erklart werden, daf
auch diese Enzyme - oder zumindest einzelne Isoenzyme - unter der Kontrolle des Ah-
Rezeptors sind (Bock, 1993). Fur alle Enzyme, insbesondere aber fur die Phase 1-Enzyme
zeigten sich groRe Unterschiede zwischen den einzelnen Tieren und Praparationen. Offen-
sichtlich existierten groRe individuelle Unterschiede bezlglich der Induzierbarkeit der
Biotransformationsenzyme. Die hier gemachten Beobachtungen Uber relativ groRe indivi-
duelle Unterschiede bei den Enzymaktivitdten konnten auch in Kapitel 5 dieser Arbeit bei
der Erstellung von Primérzellkulturen aus der Leber verschiedener Individuen bestatigt
werden.

Die Kontrolle der einzelnen Zentrifugationsschritte bestéatigte die von (Statham et al., 1977)
vorgenommene Lokalisierung der verschiedenen Enzyme in den einzelnen Zellkomparti-
menten (Abb. 3.2). EROD, ECOD, NCR und UGT sind membranstdndige Enzyme des
endoplasmatischen Retikulums (Arinc, 1995; Burchell & Coughtrie, 1989; Koymanns et al.,
1993) und die hochsten Aktivitaten wurden daher in der Mikrosomenfraktion gemessen. Die
GST der Saduger ist ein zytosolisches Enzym und in der mikrosomalen Fraktion sind nur
geringe Aktivitdten nachgewiesen worden (Mannervik & Danielson, 1988). Auch fir die
Forelle wurden hier die héchsten Aktivitaten im Zytosol festgestellt. Die hohen Aktivitaten im
Homogenat sind darauf zurlickzufiihren, daR® es das Zytosol mit beinhaltet. Beim Vergleich
der EROD und ECOD-Aktivitat konnten Unterschiede in der Auspragung der Kompartimen-
tierung in der Zelle beobachtet werden: Die ECOD-Aktivitat im Homogenat und im 20 000 g
Pellet war relativ hoch gegendber der Mikrosomenfraktion. Fir EROD dagegen waren die
im Homogenat und im 20 000 g Pellet gemessenen Enzymaktivitdten relativ gering. Nach
(Statham et al., 1977) dirfte das 20 000 g Pellet die Mitochondrien und Peroxisomen
umfassen. Die Unterschiede zwischen ECOD und EROD kénnten demnach in einer etwas
unterschiedlichen Isoenzymspezifitat liegen, wobei ECOD mdéglicherweise verstérkt Isoen-
zyme nachweist, die in den Mitochondrien und/oder Peroxisomen lokalisiert sind. Diese
verschiedene Isoenzymspezifitdt konnte auch Ursache einer verdnderten Induktionsantwort,
wie sie mit ECOD gemessen wurde, sein und wird ausfilhrlicher im Kapitel 5 diskutiert.
Dariiber hinaus konnte beobachtet werden, daf der katalytische Nachweis von CYP1A1 mit
7-Ethoxycoumarin zu wesentlich geringeren Aktivitdten fihrte als mit 7-Ethoxyresorufin.
Neben der schon erwahnten Isoenzymspezifitat kdnnte hier aber auch eine unterschiedliche
Affinitdt der beiden Substrate an das aktive Zentrum von CYP1A1 die Ursache gewesen
sein.
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3.4.2 Charakterisierung des Antikérpers und seine Verwendung in Primérzellkulturen
Verschiedene Faktoren sprachen daflr, da® der entwickelte monokionale Antikérper spezi-
fisch fir CYP1A1 war:

1. Die Antikérper reagierten nur mit einer einzigen Proteinbande in Homogenaten und
Mikrosomen der Leber von induzierten Forellen, die nach Polyacrylamidgelelektrophorese
auf Nitrozellulose transferiert worden waren (Abb. 3.5 und 3.6). Die nachgewiesene Bande
im Western Blot war identisch mit der Bande des gereinigten CYP1A1 im Proteingel (Abb.
Abb. 3.4). Das Molekulargewicht der Bande lag zwischen 45 000 und 67 000, was mit dem
Molekulargewicht von Forellen-CYP1A1 (58 000) und vieler anderer P450-Isoenzyme (45
00-60 000) Gbereinstimmte (Goks@yr & Forlin, 1992).

2. Ein paralleler Anstieg der Enzymaktivitdt EROD und der CYP1A1-Proteinmenge, immu-
nologisch nachgewiesen mit ELISA und Western Blot, konnte nach Induktion mit BNF in
vivo (Injektion von BNF in Regenbogenforellen) und in vivo (Inkubation von Hepatozyten-
Primarkulturen mit BNF) beobachtet werden (Abb. 3.8 und 3.11). Da BNF als spezifischer
Induktor fur CYP1A1 und mit der katalytischen Aktivitit EROD beschrieben wurde
(Celander & Forlin, 1991; Haasch et al., 1993b; loannides & Parke, 1993; Masfaraud et al.,
1992a; Stegeman et al., 1986) und kein CYP1A1 oder nur geringe Mengen in Kontrolltieren
und -zellen nachgewiesen werden konnte, unterstiitzten diese Beobachtungen die Ansicht,
dal} der entwickelte Antikérper spezifisch fir CYP1A1 war. Die Tatsache, daR keiner der
Antikorper die EROD-AKktivitdt inhibierte, ist kein Gegenargument flr die Spezifitdt, da es
sehr wahrscheinlich ist, dal die untersuchten Antikdrper nicht an Epitope des aktiven
Zentrums binden konnten.

3. Durch die Antikérper wurde ein Protein erkannt, da® im Western Blot nur nach Induktion
. mit BNF - ein fur CYP1A1 spezifischer Induktor - nachzuweisen war (Abb. 3.6). Im ELISA
wurden durch den Antikérper in Kontrolitieren bzw. Kontrolizellen geringere Mengen
CYP1A1 als in BNF-induzierten Tieren oder BNF-inkubierten Zellen festgestelit (Abb. 3.8
und 3.11).

Die unterschiedlichen Beobachtungen, die mit ELISA und Western Blot gemacht wurden,
lassen sich unter Umsténden mit einer geringeren Sensitivitdt im Immunoblotting-Verfahren
erkldren: Wahrend sich mit Hilfe des ELISAs - wie auch durch Messung der EROD-Aktivitat
- auch in Kontrolltieren geringe CYP1A1-Mengen nachweisen lieBen, konnte im Westemn
Blot keine Anfarbung einer CYP1A1-Bande beobachtet werden (Tab. 3.1, Abb. 3.1, 3.5, 3.8
und 3.11).

Beim Vergleich der Antikérper der Klone 1 und 2 mit einem kommerziell erhéitlichen mono-
kionalen Antikérper gegen Kabeljau-CYP1A1 wies der Kabeljau-Antikdrper eine geringe
Bindungskapazitat an Forellen-CYP1A1 auf. Eine Bindung des Kabeljau-Antikérpers konnte
nur dann nachgewiesen werden, wenn ELISA-Platten mit 10 pg/ml gereinigtem CYP1A1
beschichtet wurden. Eine mit den Antikdrpem aus Kion 1 und 2 vergleichbare Bindung
konnte auch nur bei geringer Verdinnung (1:10) beobachtet werden, obwohl es sich bei
dem Kabeljau-Antikérper, um ein gereinigtes, konzentriertes Préparat handelte, daR
Ublicherweise in einer Verdiinnung im Bereich von 1:500 verwendet wird (Abb. 3.7). In
Western Blots oder bei Verwendung von mikrosomalem Protein, dal bis zu 1000fach
geringer als gereinigtes CYP1A1-Protein konzentriert war, konnte dagegen kein CYP1A1
nachgewiesen werden. Dies spricht fir eine relativ schwache Kreuzreaktivitdt des
monoklonalen Kabeljau-Antikdrpers und unterstreicht die Bedeutung, die die Entwicklung
eines Spezies-spezifischen Antikorpers fir Forellen-CYP1A1 hat.

Im weiteren wurde die Eignung der Antikorper fir eine Verwendung in einem quantitativen
ELISA tberpriift. Wegen der prinzipiell gleichen Sensitivitét des direkten und kompetitiven
ELISAs (Abb. 3.9) wurde bei allen nachfolgenden Untersuchungen nur der direkte ELISA
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verwendet, da aufgrund fehlender Vorbeschichtung wesentlich weniger gereinigtes
CYP1A1 benétigt wird.

Goks@yr (1991), der den monoklonalen Antikérper gegen Kabeljau-CYP1A1 entwickelte,
berichtete eine nicht lineare Beziehung im ELISA zwischen der Proteinmenge, mit der die
Platten beschichtet wurden, und der nachfolgend bestimmten CYP1A1-Menge. Flr den
monoklonalen Forellen-CYP1A1-Antikérper konnte ein &hnlicher Sattigungseffekt festge-
stellt werden (Abb. 3.10.). Daher war es notig, die Platten immer genau mit der gleichen
Menge Protein zu beschichten (10 pg/ml). Die Standardkurve im direkten ELISA zeigte
dagegen bei Verwendung einer CYP1A1-Menge bis 50 ng/ml eine lineare Abhé&ngigkeit
zwischen Proteinmenge und der Extinktion bei 405 nm nach ABTS-Inkubation (Abb. 3.9).
Der Séattigungseffekt konnte also nur beobachtet werden, wenn mikrosomales Protein an
Stelle von gereinigtem CYP1A1 verwendet wurde. Goks@yr bezeichnete daher seinen
ELISA-Test als semi-quantitativ, da die erzielbaren Ergebnisse eher relative als absolute
Werte darstellten.

Verschiedene Autoren haben bisher gezeigt, dal® Primarkulturen von Fischhepatozyten flr
den Nachweis einer Induktion von CYP1A1 durch BNF und andere polyaromatische
Kohlenwasserstoffe eingesetzt werden kénnen (Masfaraud et al., 1992a; Pesonen &
Andersson, 1991; Vaillant et al., 1989). Sie erhielten ein Maximum der EROD-Aktivitat nach
zwei Tagen Exposition, wenn eine einmalige Dosis von BNF verabreicht wurde. Nach dem
Austausch des Mediums gegen ein Induktor-freies Medium fiel die EROD-AKktivitat innerhalb
von 1-2 Tagen wieder ab. In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dal der beobachtete
Anstieg der EROD-Aktivitat von einer parallelen Zunahme der immunologisch im ELISA
bestimmten CYP1A1-Menge begleitet war (Abb. 3.11). Auch wenn die im ELISA
gemessene Zunahme der CYP1A1-Menge geringer war als die Zunahme der EROD-
Aktivitat, so kénnte der immunologische Nachweis in Zellkulturen dennoch Vorteile haben:
1. Fir die Messung ist nur eine geringe Menge Protein notwendig (weniger als 10 ug
mikrosomales Protein). 2. Der Nachweis der CYP1A1-Induktion ist auch dann méglich,
wenn die Induktoren - wie z.B. bestimmte PCB-Kongenere - gleichzeitig die enzymatische
Aktivitat von CYP1A1 inhibieren (Goksayr et al., 1991b).

Darlber hinaus konnte gezeigt werden, iaR die Induktionsantwort weiter gesteigert werden
konnte, wenn die Applikation des Induktors (ber einen verldngerten Zeitraum fortgesetzt
wurde (Abb. 3.11). Dies kénnte von Vorteil sein, wenn mit dem Testsystem geringe Konzen-
trationen von Induktioren z.B. in Gewasserproben nachgewiesen werden sollen, da die
Sensitivitat auf diese Weise gesteigert werden kénnte.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte trotz intensiver Literaturstudien nur eine Forschungsar-
beit aufgefunden werden, die die Verwendung von Antikdrpern in Primérkulturen von
Fischleberzellen demonstriert. Miller et al. (1993a, b) berichteten den Erhalt und die
Induktion von CYP1A1 bei Exposition der Zellen in Acetaminophen. Im Gegensatz zu den
hier dargestellten Ergebnissen war diés nur mdéglich, wenn die Leberzellen aus Forellen
isoliert wurden, die zuvor mit BNF behandelt wurden. Dieser Unterschied kénnte eine Folge
unterschiedlicher Basiskonzentrationen von CYP1A1 in den flr die Zellisolation verwende-
ten Tieren sein. w

Die Ergebnisse dieses Kapitels und aus dem Kapitel 5 zeigen, daR der Nachweis der
CYP1A1 Induktion in Leberzelikulturen der Regenbogenforelle sowohl mit immunologischen
als auch mit enzymatischen Methoden ein geeignetes Mittel zur Erstellung von quantitativen
Struktur-Wirkungsbeziehungen und zum Nachweis einer PAH-Belastung in Umweltproben
sein konnte. Im Vergleich zu Tierexperimenten kénnen Zellkulturuntersuchungen mit
wesentlich geringerem Aufwand durchgefiihrt werden. Darliber hinaus erlauben sie eine
bessere Kontrolle der experimentellen Bedingungen und flhren zu einer drastischen
Reduzierung der Anzahl der benétigten Versuchstiere.
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Anmerkung

Die Untersuchungen in diesem Kapitel wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. H. Honeck, MDC,
Berlin und Frau Dr. |. Behn, Universitét Leipzig durchgefiinrt. Herr Dr. H. Honeck fiihrte die Reinigung
von CYP1A1 aus den Mikrosomen der Forellenleber durch. Frau Dr. |. Behn praparierte den mono-
klonalen Antikérper. Die Praparation der Mikrosomenfraktion und aller damit verbunden Untersu-
chungen wurden von mir selbst als Gast an der Universitét Heidelberg bei Herrn Dr. T. Braunbeck mit
Unterstiitzung von Herm Dipl. Biol. C. Hauck durchgefiihrt. Alle begleitenden Untersuchungen zur
Spezifitdt der monoklonalen Antikdrper (Ausnahme Abb. 3.7) sowie die Primarzellkulturen der Hepa-
tozyten wurden von mir durchgefiihrt. Sofem bei den tabellarischen und graphischen Darstellungen
nicht von mir durchgefiihrte Untersuchungen zu Grunde lagen, ist dies im Begleittext vermerkt (i.e.
Tab. 3.1 und Abb. 3.3 und 3.7).
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4. Vitalitat und Biotransformationsenzyme von Hepatozyten
der Regenbogenforelle in Priméarkultur: EinfluB der
Kulturbedingungen

4.1 Zusammenfassung

Es wurden die Effekte verschiedener Kulturbedingungen und der EinfluR von Zell-Zell-
Interaktionen auf die Vitalitat, die Zellanheftung und die Aktivitdten von Biotransfor-
mationsenzymen in Priméarzellkulturen von Hepatozyten aus der Regenbogenforelle
untersucht. Ein rascher Abfall des Cytochrom P450-Gehaltes und ein Absinken der
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase-Aktivitat wahrend der ersten Tage der Primérkultur
konnte beobachtet werden. Im Unterschied dazu konnte ein Anstieg der Aktivitat des
Fremdstoff-metabolisierenden Cytochrom P450-Isoenzyms CYP1A1 - gemessen lber
dessen Enzymaktivitst EROD (7-Ethoxyresorufin-O-deethylase) - gezeigt werden.
EROD war in frisch isolierten Zellen nicht oder nur mit sehr geringer Aktivitdt nach-
weisbar, wahrend nach langerer Kulturdauer ber 100 pmol/min/mg Protein gemes-
sen werden konnten. Die Aussaat von Hepatozyten auf Collagen-beschichteten
Kulturschalen oder die Supplementierung des Mediums mit verschieden Hormonen
und Kofaktoren hatte einen geringen Effekt auf die Vitalitdt und die Ausbildung spezi-
fischer Funktionen. Die ausgepragtesten Effekte bewirkte die Kokultur von Leberzel-
len mit drei verschiedenen Zellinien aus der Regenbogenforelle, der R1-, der RTG-2-
und der RTH-148-Zelle. Insbesondere die RTG-Zellinie war in der Lage die Ablésung
der Leberzellen von den Kulturschalen zu reduzieren. Zudem steigerten sie in drei
Tage alten Primarkulturen die EROD-Aktivitdt um mehr als das dreifache. Auf der
Basis dieser Befunde wurde die Kokultur mit RTG-Zellen als Standardmethode fiir alle
weiteren Experimente eingeflhrt.

4.2 Einleitung

Die Primarkultur von Sdugerhepatozyten ist eine weit verbreitete, anerkannte Methode zur
Untersuchung des hepatischen Metabolismus und zur Studie toxischer Mechanismen sowie
der Biotransformation von Fremdstoffen (Blaauboer et al., 1994; Chenery, 1987; Rogiers &
Vercruysse, 1993; Scheepers et al., 1991). Der groRte Nachteil konventionell isolierter und
kultivierter Primérhepatozyten ist der rasche Abfall von wichtigen zelluldren Funktionen bei
der in vitro-Inkubation (Holme et al.; 1983; Paine et al., 1982; Skett, 1994; van't Klooster et
al.,, 1992). Insbesondere die Aktivitdten von Biotransformationsenzymen werden wéhrend
der Kultur substantiell verringert. Mit dem Ziel, Zellvitalitdt und -funktionalitat in der Primar-
kultur zu erhalten, wurden bisher im wesentlichen zwei Ansatze untersucht: Die selektive
Supplementierung der Zellkulturmedien mit verschiedenen Faktoren wie Hormonen (Castell
et al., 1983; Lindsay et al., 1991; Vind et al., 1992) oder der Versuch, Elemente einer natir-
lichen Mikroumgebung - wie im intakten Organ - in der Zellkultur zu etablieren.

In vivo ist die Saugerleber ein komplexes Organ verschiedener Zelltypen mit entsprechen-
der funktioneller Spezialisierung (Guguen-Guillouzo, 1986; Guguen-Guillouzo & Corlu,
1993). Im Gegensatz dazu sind die Hepatozyten in der Primarkultur von ihrer normalen,
durch Heterogenitat, Dreidimensionalitdt und der Regulation durch verschiedene hormo-
nelle Signale charakterisierten Umgebung isoliert. Verschiedene Ansétze sind gemacht
worden, um in vivo-&hnliche Charakteristika durch entsprechende Annéherung der Kultur-
bedingungen an die in vivo-Situation zu erreichen. Neben dem Wachstum auf verschiede-
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nen extrazelluldren Matrices (Bissel et al., 1987; Guguen-Guillouzo et al., 1982; Sawada et
al., 1987; van't Klooster et al., 1992) wurde die Kultur auf Mikrocarriern, permeablen
Membranen oder in dreidimensionalen Aggregations-Suspensionskulturen angewandt
(Guery et al., 1993; Li et al., 1993; Voss & Seibert, 1991, 1992). Die besten Resultate aber
wurden erzielt, wenn Hepatozyten zusammen mit einem zweiten Zelltyp kultiviert wurden
(Begue et al., 1984; Clément et al., 1984; Donatoc et al., 1991; Guguen-Guillouzo & Corlu,
1993; Guguen-Guillouzo & Goullouzo, 1983; Guguen-Guillouzo et al., 1983; Kuri-Harcuch &
Mendoza-Figueroa, 1989; Niemann et al., 1991; Rogiers & Vercruysse, 1993). Diese Kokul-
turexperimente waren von der Idee inspiriert, dal adulte Hepatozyten die Interaktion mit
verschiedenen Zelltypen bendtigen, um ihre spezifischen Funktionen zu erhalten. Zusatzli-
che Hinweise fir die Beteiligung von solchen spezifischen Zell-Zell-interaktionen wurden
von der Beobachtung geliefert, da® verschiedene Zelltypen auch in unterschiediichem
MaRe die Expression von Biotransformationsenzymen beeinflussen: So waren Zellinien, die
von nicht epithelialen Leberzellen (NEC, Liver Non Epithelial Cells) abstammten, wesentlich
effektiver in der Unterstitzung verschiedener hepatischer Funktionen als fibrozytische
Zellinien (Donato et al., 1990; Utesch & Oesch, 1992; Utesch et al., 1991).

Techniken fir die Primarkultur von Teleosteerhepatozyten sind erst im letzten Jahrzehnt
entwickelt worden (Blair et al., 1990; Hanninen et al., 1991; Klaunig, 1986; Mommsen et al.,
1994; Moon et al.,, 1985; Parker et al., 1981; Zahn & Braunbeck, 1993). In der Mehrzahl
dieser Systeme wurden Monolayer-Kulturen und chemisch definierte, Serum-freie Medien
eingesetzt, auch wenn einzelne Versuche unterncmmen wurden, den Einflu® auf die Vitali-
tat und Anheftung der Hepatozyten durch verschiedene Substrate, Aggregate und Medien-
zusatze zu untersuchen (Flouriot et al., 1993; Kocal et al., 1988; Lipsky et al., 1986). Nur
sehr wenige Studien stellen dagegen Datenmaterial Uber die Aktivitdten und Veranderun-
gen von Biotransformationsenzymen in der Primarkultur von Fischhepatozyten zur Verfi-
gung: Miller et al. (1993a, 1989) berichteten einen raschen Abfall von EROD (7-
Ethoxyresorufin-O-deethylase) wahrend der ersten 24 Stunden in der Kultur, unabhéngig
davon, ob die Hepatozyten aus normalen oder B-Naphtoflavon-induzierten Forellen
stammten. (Pesonen & Andersson, 1991; Vaillant et al., 1989) zeigten dagegen, daR die
EROD-Aktivitdt wahrend der ersten zwei bis drei Kulturtage anstieg, bis sie dann leicht
abfiel oder bis zu einer Kulturperiode von 5 Tagen stabil blieb. Prinzipiell ahnliche
Ergebnisse erzielten Masfaraud et al. (1992a), obwohl das Absinken von CYP1A1 - nach-
gewiesen mit ECOD (7-Ethoxycoumarin-O-deethylase) - nach 3 Kulturtagen etwas starker
ausfiel als bei den zuvorgenannten Autoren, die EROD fir den CYP1A1-Nachweis
einsetzten.

In diesem Kapitel werden Untersuchungen zur Zellvitalitat, Ausprégung spezifischer Funk-
tionen und zur Biotransformationskapazitdt und ihre Erhaltung in Leberzellen der
Regenbogenforelle unter verschiedenen Kulturbedingungen dargestellt. Ein besonderer
Schwerpunkt wird auf die Behandlung des Einflusses von Kokulturen von Hepatozyten mit
verschiedenen Zellinien gelegt.

4.3 Ergebnisse

Die folgenden Indikatoren fir Vitalitdt und spezifische Funktion der Leberzellen wurden
gemessen, um den Einflul der Kulturbedingungen auf die Primérkultur von Hepatozyten
der Regenbogenforelle abzuschétzen:

1. DNA- und Proteingehalt als Indikatoren der Zellanheftung: Da der DNA- und Proteinge-
halt der Homogenate der Leberzellkulturen mit der Anzahl der Zellen korreliert ist, sind
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diese ein direkter Nachweis fir die Anheftung bzw. die Ablésung der Zellen. Sich ablésende
Zellen fuhren zu einem reduzierten DNA- und Proteingehalt des aus dem Zell-Monoiayers
hergestellten Homogenats.

2. Ein Indikator, um die Vitalitit der Zellen zu beurteilen ist die Abgabe ven LDH
(Lactatdehydrogenase) in das Kulturmedium. Zellkulturiilbersténde von geschédigten Zellen
sind durch eine erhéhte LDH-Aktivitat charakterisiert.

3. PEP-CK (Phosphoenolpyruvatcarboxykinase), ein Schlisselenzym der Gluconeogenese,
reprasentiert ein flr die Leber charakteristisches Stoffwechselenzym und ist zudem ein
Vitalitatsmarker der Hepatozyten.

4. NCR (NADPH-Cytochrom ¢(P450)-Reduktase) vermittelt den Elekironentransport auf die
Cytochrom P450 Monooxygenase wahrend der Phase 1 der Biotransformation.

5. GST ist ein Phase 2-Biotransformationsenzym, welches fir die Konjugation von
Xenobiotica an Glutathion verantwortlich ist. ‘

8. Wie NCR und GST dienen die Messung des Gesamt-Cytochrom P450-Gehaltes und der
katalytische Nachweis von CYP1A1 mit EROD als Indikatoren einer der wichtigsten Leber-
funktionen, der Biotransformation der Phase 1.

4.3.1 Einflul der Zellaggregation auf die Ausbildung spezifischer Funktionen der
Leberzellen ¥

Waéhrend der zahlreichen Zellisolationen und anschlieBenden Inkubationen konnten bereits
nach 24 h Kulturdauer erste Aggregationen (Verschmelzen bzw. Zusammenwachsen
einzelner Zellen zu Gewebe-artigen Verbdnden) der Hepatozyten beobachtet werden (Abb.
4.1, rechtes Bild), die mit verlidngerter Kulturdauer immer weiter fortschritten, so daf® im
Lichtmikroskop nur noch schwer einzelne Zellen zu erkennen waren (Abb. 4.6, unteres
Bild). Bei einigen Isolationen dagegen konnte eine solche Aggregation nicht beobachtet
werden (Abb. 4.1, linkes Bild). Diese Isolationen wurden in der Regel nicht fir die Untersu-
chungen des Einflusses verschiedener Kulturbedingungen herangezogen. Bei genauerer
biochemischer Charakterisierung dieser nicht aggregierten Zellen im Vergleich zu normalen
Primarkulturen zeigten sie die fehlende Ausprdgung ganz spezifischer Funktionen.
Wahrend der Cytochrom P450-Gehalt und die Aktivitdten der Enzyme NCR und PEP-CK
sowohl bei den nicht aggregierten als auch bei den aggregierten Zellen in der gleichen
GroéRenordnung nachweisbar waren, konnte das Phase-2-Enzyme EROD Uberhaupt nur in
aggregierten Zellen nachgewiesen werden und dies sowohl nach 2 als auch nach 5 Tagen
‘Kulturdauer (Abb. 4.2).

4.3.2 Beschichtung der KulturgefaBe mit Collagen

Die Beschichtung der KulturgefaRe mit Collagen hatte einen geringen Einflu® auf die Ablo-
sung von Hepatozyten, wie anhand der héheren DNA-Gehalte pro Kulturgefa® ersichtlich
wurde. Allerdings konnte keine statistische Signifikanz bis zu einer Wahrscheinlichkeits-
grenze von 80 % (t-Test, «=20 %) erzielt werden (Tab. 1). Der beobachtete Unterschied war
nicht das Ergebnis einer anfanglichen Unterschiedes in der Anheftung der Hepatozyten, da
die Werte fir den DNA-Gehalt am Tag 2 bei 92,9+0,46 % fur Kontrolizellen und 93,9+8,05
% fir Hepatozyten auf Collagen-beschichteten KulturgefaRen lag. D.h., dat Collagen die
Ablésung der Zellen nach einer Kulturdauer von 8 Tagen reduzieren kdnnte.

Die Beobachtung des DNA-Verlusts wahrend einer verldngerten Kulturperiode wurden
durch das gleichzeitig meRbare Absinken der Proteinkonzentration des Homogenats besta-
tigt. Im Gegensatz zur DNA-Messung war beim Proteingehalt kein Unterschied zwischen
Kontroll- und Collagen-beschichteten GefdRken zu verzeichnen.
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4. Vitalitét und Biotransformationsenzyme von Forellenhepatozyten

Abb. 4.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen (VergroRerung 320 x) von 24 h kulti-
vierten Hepatozyten aus der Regenbogenforellen. Die linke Abbildung zeigt Zellen,
die wahrend der gesamten Kulturdauer nicht aggregierten, wahrend auf dem rech-
ten Bild erste Aggregationen zu erkennen sind.
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Abb. 4.2: Einflu@ der Aggregation der Hepatozyten auf die Ausbildung spezifischer
Funktionen in 2 und 5 Tage kultivierten Zellen (Mittelwerte aus 2 Isolation + Stan-
dardfehler).



4. Vitalitst und Biotransformationsenzyme von Forellenhepatozyten

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zur Zellablésung zeigte die Messung der LDH-
Aktivitat im Kulturmedium eine erhdhte Vitalitdt fur Kulturen auf Collagen-beschichteten
Kulturschalen noch nach 8 Tagen Kulturdauer an (Signifikanzniveau 80 %, Tab. 1). Auch
die PEP-CK unterschied sich in gleicher Weise zwischen der Kontroll- und der modifizierten
Kultur. Mit 77,0 % der Aktivitat frisch isolierter Zellen nach 8 Kulturtagen war die PEP-CK
Aktivitdt auch noch auf dem 95 % Niveau signifikant hoher in den Zellen auf einer
Collagenmatrix als in den Kontrolizellen, die nur 49,2 % der Aktivitat frisch isolierter Zellen
erreichten. Und schlieRlich wurde dieser zu beobachtende positive Einflu® der Collagen-
Matrix auch durch Messung der Aktivitdten der Biotransformationsenzyme bestétigt: Im
Vergleich zu Kontrolizellen waren sowohl das Phase 1-Enzym EROD - welches das Isoen-
zym CYP1A1 nachweist - als auch das Phase 2-Enzyme GST von auf Collagen-Matrix
kultivierten Zellen erhoht (Tab. 4.1).

Tag Kontrolle Collagen
DNA: 100 %=228 pg/ml

0 100.00 + 0.00

8 38.72 £ 4.15 50.19 + 6.69

Protein: 100 %=4.3 mg/ml
0 100.00 + 0.00

8 25.87 +3.07 24.31 £ 3.96
LDH (Zellkulturmedium): 100 %=87.0 pM/min
1 100.00 + 0.00 101.85 + 4.80
*8 101.28 +1222 75.7 £2.30

PEP-CK: 100 %=25.4 nmol/min/mg Protein
0 100.00 + 0.00
*h 8 49.23 + 5.40 77.02 + 6.06

EROD: 100 %= 150 pmol/min/mg Protein
0 0.82 + 0.83
*8 100.00 + 0.00 274 .4 + 149.00

GST: 100 % = 390 nmol/min/mg Protein
0 100.00 +£ 0.00
*» 8 65.22 + 8.34 101.1 £ 16.55

Tabelle 4.1: Einflu® der Collagenbeschichtung von Kulturgefien auf die Vitalitat
der Leberzellen und die Aktivitdt von spezifischen Leber- und Biotransformation-
senzymen. Alle Werte wurden als Prozent der frisch isolierten Hepatozyten bzw.
der Kontrolle vom Tag 1 angegeben (Mittelwerte aus 3 unabh&ngigen Zellisolatio-
nen + Standardfehler).

Student’s t-Test-Signifikanzniveau: * 80 %, ** 90 %, *** 95 %

4.3.3 Supplementierung des Kufturmediums

Das Basismedium, welches flr die Kultur der Forellenhepatozyten verwendet wurde, war
ein Serum-freies, chemisch definiertes Medium (HMEM=Hank s buffered minimum essential
medium), das aus Aminosduren, HEPES-Puffer, Salzen, Glucose und verschiedenen
Kofaktoren bestand. Basierend auf bereits publizierten Experimenten mit Rattenhepato-
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4. Vitalitat und Biotransformationsenzyme von Forellenhepatozyten

zyten, wurde der EinfluR einer Mischung aus folgenden Zusatzen untersucht: 100 UM o-
Aminolevulinsaure, 10 nM Insulin, 5 pg/ml Transferrin und 10 nM Cortisol.

Die Supplementierung des Kulturmedium blieb ohne Effekt auf die Anheftung bzw. AblG-
sung der Zellen, wie der Verlauf von DNA- und Proteingehalt zeigte (Tab. 4.2). Die redu-
zierte LDH-Abgabe (Signifikanzniveau 80 %) nach 2 und 8 Tagen Kulturdauer deutete
dagegen eine erhohte Vitalitdt der Zellen im supplementierten Medium an. Anders als bei
Hepatozyten, die auf Collagen-beschichteten KulturgeféRen herangezogen wurden, war die
PEP-CK-Aktivitdt unter den modifizierten Kulturbedingungen nicht erhéht. Fur die EROD
konnte sogar ein verringerter Anstieg der Aktivitat von frisch isolierten zu 8 Tage alten
Zellen beobachtet werden, wenn die Zellen im supplementierten Medium inkubiert wurden.
Allerdings basieren diese Messungen nur auf einer Zellisolation, weshalb in der Tabelle
auch keine Standardfehler angegeben wurden. Die GST zeigte &hnlich wie im Collagenex-
periment eine geringe Aktivitdtserhdhung nach 8 Tagen Inkubation unter modifizierten
Kulturbedingungen.

Tag Kontrolle Suppl. Medium
DNA: 100 %=204 pg/ml

0 100.00 + 0.00

8 43.20 £ 2,69 50.31 + 8.96

Protein: 100 %=4.9 mg/ml
0 100.00 + 0.00

8 19.26 +10.30 27.93 +4.16
LDH (Zellkuiturmedium): 100 %=32.0 pM/min
® 2 100.00 + 0.00 65.39 + 21.34
* 8 240.88 + 20.94 157.84 + 24 .58

PEP-CK: 100 %=17.7 nmol/min/mg Protein
0 100.00 + 0.00

8 123.57 + 90.46 114.83 + 76.92
EROD: 100 %= 607 pmol/min/mg Protein

0 16.46

8 100.00 25.15

GST: 100 % = 380 nmol/min/mg Protein
0 100.00 + 0.00
*8 132.32+:647 152.69 + 7.82

Tabelle 4.2: EinfluR eines supplementierten Mediums auf die Vitalitdt der
Leberzellen und die Aktivitdt von spezifischen Leber- und Biotransformationsen-
zymen. Das supplementierte Medium enthielt zusatzlich 100 pM o-Aminolevulin-
saure, 10 nM Insulin, 10 nM Cortisol und 5 pg/ml Transferrin. Alle Werte wurden
als Prozent der frisch isolierten Hepatozyten bzw. der Kontrolle vom Tag 1 ange-
geben (Mittelwerte aus 2 unabhdngigen Zellisolationen + Standardfehler;
Ausnahme EROD, nur in einer Zellisolation gemessen).
Student’s t-Test-Signifikanzniveau: * 80 %, ** 90 %, *** 95 %
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4. Vitalitst und Biotransformationsenzyme von Forellenhepatozyten

4.3.4 Kokulturen mit verschiedenen Zellinien

Da im Collagen-Beschichtungs-Experiment und bei der Verwendung eines supplementier-
ten Kulturmediums die einzigen signifikanten Unterschiede erst nach einer Kulturperiode
von 8 Tagen (ausgenommen LDH bei Mediumsupplementierung) becbachtet werden
konnten, wurden die Daten des 2. und 5. Kulturtages nicht in den Tabellen 4.1 und 4.2
dargestelit. Im Gegensatz hierzu waren in den Kokulturexperimenten auch schon nach
kirzerer Kulturdauer signifikante Unterschiede zu erkennen, so daR eine detailliertere
Darstellung gewahlt wurde (Abb. 4.3- 4.6).

Wie in den vorausgegangenen Experimenten wurde die Aktivitat als spezifische Aktivitdt/mg
Protein ausgedriickt und auf den Prozentsatz der Aktivitat in frisch isolierten Hepatozyten
umgerechnet. Zuséatzlich sollen hier noch die Gesamtaktivitdten pro KulturgefédR gezeigt
werden (Tab. 4.3; angegeben als Aktivitat/ml Homogenat. Man beachte, daR® das Volumen
des Homogenats, welches individuell von verschiedenen KulturgefdRBen hergestellt wurde,
wéhrend der gesamten Experimente immer gleich blieb.). Hierdurch sollte abgeschétzt
werden, wie groR der Anteil der Zellinien an der Gesamtproteinmenge und den
verschiedenen Enzymaktivitdten im Vergleich zu den Hepatozyten war. Sowohl die
Gesamtaktivtat verschiedener Enzyme pro Kulturgefd® als auch der Gesamtgehalt von
DNA und Protein waren in den Zellinien, die ohne Hepatozyten kultiviert wurden,
vergleichsweise gering (10 - 20 % der Hepatozytenwerte oder nicht nachweisbar) und/oder
blieben wahrend der gesamten Kulturdauer relativ stabil. Dies bedeutete, daB Aktivitaten
und Gehalte sowie deren Anderungen, die in nicht kokultivierten Zellinien auftraten, nicht far
Anderungen der Kokultur gegeniiber einer reinen Hepatozytenkultur verantwortlich sein
konnten. Diese Verdnderungen muBiten vielmehr die Folge einer gednderten Physiologie
der Hepatozyten und/oder von Zell-Zell-Interaktionen zwischen Hepatozyten und
permanenten Zellinien sein. Aus diesem Grunde wurden die Daten der Zellinien fur eine
bessere Ubersichtlichkeit in den Graphiken nicht dargestelit.

Kokultur mit R1-Zellen: Signifikante Anderungen traten bei DNA-Gehalt, LDH-Aktivitat im
Medium und EROD-Aktivitat auf. Der erh3hte DNA-Gehalt nach 6 und 8 Tagen zeigte eine
reduzierte Ablésung der Zellen vom Substrat. Auch wenn diese Daten durch die Protein-
messung bestatigt wurden, so konnte fir letziere jedoch keine statistische Signifikanz
nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit den DNA-Untersuchungen stand die LDH-
Aktivitat des Zellkulturmediums, die eine erhdhte Vitalitat der Zellen nach 8 Tagen in Kultur
nachwies (Abb. 4.3).

Fir die Biotransformationsenzyme und die PEP-CK konnten keine statistisch signifikanten
Differenzen gemessen werden, aufter, dalk die EROD Aktivitat in den R1-Kokulturen am 4.
und 8. Tag der Kultur verringert war. Beziiglich der zeitlichen Aktivititsdnderungen der
Enzyme konnte beobachtet werden, daB, wéhrend NCR und GST mehr oder weniger stabil
blieben, PEP-CK sehr schnell auf ca. 30 % der Aktivitat in frisch isolierten Hepatozyten fiel
und EROD von z.T. nicht nachweisbaren Aktivitdten auf 685 pmol/min/mg Protein am 8.
Kulturtag anstieg (Abb. 4.4). g

Kokultur mit RTH-149- und RTG-2-Zellen: Die Abiésung der Hepatozyten in den Kokulturen
war bei der Verwendung von beiden Zellinien reduziert, wie dies auch fir die R1-Kokulturen
beobachtet wurde. Dies zeigten der héhere Protein- und DNA-Gehalt am 6. Tag der Zellkul-
tur (Abb. 4.5). Fir diese Experimente wurden nur 2 Zellisolationen durchgefihrt. Hierin liegt
maoglicherweise die Ursache fur die relativ schwache statistische Signifikanz der MeRer-
gebnisse, die dartiber hinaus nur fur die RTG-Kokulturen nach 6 Tagen Kulturdauer erreicht
wurde. Die Zellablosung wurde in groRerem AusmaR durch die RTG- als durch die RTH-
Zellen reduziert. Um mdglichst viele Parameter gleichzeitig messen zu kénnen, muBte die
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4. Vitalitat und Biotransformationsenzyme von Forellenhepatozyten

Anzahl der Probennahmetage reduziert werden, da - im Gegensatz zum R1-Versuch - die
aus jeder Isolation erhaltenen Hepatozyten fir die Kokultur mit 2 verschiedenen Zellinien
(RTG und RTH) verwendet wurden.

Experiment 1: Hepatozyten und R1-Zellen

Hepatozyten R1-Zellen

2 Tage alte Zellen

Protein (mg/mil) 2.24 +0.19 0.41 + 0.06
PEP-CK (nmol/ml/min) 56.22 + 5.16 6.59 + 1.29
NCR (nmol/ml/min) 10.41 £1.13 3.94 £ 0.55
LDH (umol/ml/min) (Medium) 86.23 + 8.81 470 +1.21
GST (nmol/ml/min) 123.78 + 9.44 6.84 +2.16
EROD (pmol/mg/min) 58.18 + 19.06 nicht meBbar
DNA (ug/ml) 22333+2935 428311526
8 Tage alte Zellen

Protein (mg/ml) 1.551£0.15 0.52 + 0.09
PEP-CK (nmol/ml/min) 468 +1.95 5.04 +1.51
NCR (nmol/mi/min) 5.58 + 1.18 4.50 + 0.80
LDH (pmol/ml/min) 129.80 + 56.66 0.35+0.16
(Zellkulturmedium)

GST (nmol/ml/min) 60.43 + 16.73 6.96 + 1.49
EROD (pmol/mg/min) 1116.22 + 436.07 nicht meBbar
DNA (pg/ml) 85.50 + 12.70 14.33 + 3.21

Experiment 2: Hepatozyten und RTG/RTH-Zellen

Hepatozyten RTH-149-Zellen RTG-2-Zellen
3 Tage alte Zellen
Protein (mg/ml) 3.05 +0.02 0.56 + 0.13 0.62 +0.06
P450 (pmol/ml) 135.00 + 3.19 nicht meBbar nicht meBbar
PEP-CK (nmol/mi/min) 66.00 + 7.79 0.96 + 0.68 nicht meRbar
NCR (nmol/ml/min) 28.70 + 6.48 7.07 £0.27 9.03 +1.85
GST (nmol/ml/min) 1331.00 + 69.70 275.22 + 100.00 140.81 + 33.70
EROD (pmol/mg/min) 109.00 + 20.90 nicht meBbar nicht meRbar
DNA (pa/mi) 328.50 + 31.30 68.00+ 19.80 107.00 + 32.70
6 Tage alte Zellen
Protein mg/ml 255+0.20 0.32 £ 0.01 0.31 £ 0.01
P450 pmol/ml 154.00 + 40.40 nicht meBbar nicht meRbar
PEP-CK nmol/ml/min 2165+ 4.38 nicht meRbar nicht meRbar
NCR nmol/ml/min 28.70 + 6.48 7.20 + 0.28 7.60 + 0.00
GST nmol/ml/min 930.00 + 56.00 146.67 + 45.97 207.00 + 21.86
EROD pmol/mg/min nicht meRbar nicht meBbar nicht meRbar
DNA pg/ml 160.00 + 32.22 58.00 + 20.53 53.00 + 21.24

Tab. 4.3: Vergleich von Protein-, DNA-, Cytochrom P450-Gehalt und Enzymaktivi-
taten im Homogenat von Primérzellen und Zellinien (Angaben in ,pro ml Homo-
genat“). Dargestelite Werte sind Mittelwerte aus 3 (Experiment 1) bzw. 2
(Experiment 2) Isolationen + Standardfehler.
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Abb. 4.3: DNA-, Proteingehalt und LDH-Abgabe ins Zellkulturmedium in Primér-
zellkulturen von Hepatozyten der Regenbogenforelle mit R1-Zellen. Werte repra-
sentieren Mittelwerte aus 3 [solationen + Standardfehler. (Hep=reine Hepatozyten-
kultur, R1-Co=Hepatozytenkokultur mit R1-Zellen)

Student’s t-Test-Signifikanzniveau: * B0 %, ** 90 %, *™* 95 %
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Abb. 4.4: EROD, NCR, GST und PEP-CK-Aktivitdt in Primé&rzelikulturen von
Hepatozyten der Regenbogenforelle mit R1-Zellen. Werte représentieren Mittel-
werte aus 3 Isolationen + Standardfehler. (Hep=reine Hepatozytenkultur, R1-
Co=Hepatozytenkokultur mit R1-Zellen)

Student’s t-Test-Signifikanzniveau: * 80 %, ** 90 %, *** 95 %
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Abb. 4.5: DNA-, Proteingehait und PEP-CK-Aktivitdt im Homogenat von Primar-
zellkulturen von Hepatozyten der Regenbogenforelle mit RTH-149- und RTG-2-
Zellen. Werte reprasentieren Mittelwerte aus 2 Isolationen + Standardfehler.
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Abb. 4.6: EROD, NCR, GST und Cytochrom P450-Gehalt im Homogenat von
Primérzellkulturen von Hepatozyten der Regenbogenforelle mit RTH-149- und
RTG-2-Zellen. Werte reprasentieren Mittelwerte aus 2 Isolationen + Standardfeh-
ler. (Hep=reine Hepatozytenkultur, Co-RTG=Hepatozytenkokultur mit RTG-Zellen,

Co-RTH=Hepatozytenkokultur mit RTH-Zellen).

Student’s t-Test-Signifikanzniveau: * 80 %, ** 90 %, *** 95 %
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Keine Unterschiede zwischen reinen Hepatozytenkulturen und Kokulturen wurden fur PEP-
CK, NCR, GST und den zusétzlich gemessenen Gehalt von Cytochrom P450 beobachtet
(Abb. 4.5 und 4.6). Die auffélligsten Effekte im Vergleich zu den anderen Zellinien wurden
beziiglich der EROD-Aktivit4t in der RTG-Kokultur bemerkt. Die EROD-Aktivitat war am 3.
Tag der Kokultur mehr als dreifach héher als in der reinen Hepatozytenkultur (Abb. 4.6).
Danach fiel die EROD-Aktivitat auf ein nicht mehr nachweisbares Niveau zurlick und war
nur noch in den RTG-Kokulturen meRbar. Obwohl &hnliche Beobachtungen auch mit den
RTH-Zellen gemacht wurden, war der Effekt auf EROD geringer. EROD in RTH-Kokulturen
war nur, um das doppelte gegeniiber der reinen Hepatozytenkultur erhéht und war wie in
dieser am 6. Tag der Kultur nicht mehr nachweisbar.

Zeitlicher Verlauf von GST, NCR, PEP-CK und Cytochrom P450-Gehalt (Abb. 4.5 und 4 6):
Die GST-Aktivitat blieb relativ stabil wahrend der gesamten Kulturdauer. Dagegen zeigte
PEP-CK einen permanent fortschreitenden Aktivitatsveriust. Beide Ergebnisse wurden auch
in der Kokultur mit R1-Zellen beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten unterschiedliche
Beobachtungen fur die NCR-Aktivitat gemacht werden. Wahrend sie im R1-Experiment
mehr oder weniger stabil blieb, konnte im RTG/RTH-Experiment ein anfanglicher rascher
Abfall bemerkt werden. Interessanterweise war ein stetig abfallender Gehalt auch fir den
Cytochrom P450-Gesamtgehalt zu beobachten - im Gegensatz zum Cytochrom P450-
Isoenzym CYP1A1, wie dies aus der steigenden EROD Aktivitat abzuleiten war.

4.4 Diskussion

Die Untersuchungen in diesem Kapitel wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, Primarzellkulturen
von Hepatozyten aus der Regenbogenforelle biochemisch zu charakterisieren und abzu-
schatzen, in welchem AusmaR verschiedene Kulturbedingungen die Expression von
Biotransformationsenzymen und anderen spezifischen Leberfunktionen, die Vitalitat und die
Langlebigkeit der Hepatozyten beeinflussen. Da kultivierte Fischleberzelien als eine Alter-
native zur Toxizitdtstestung mit Fischen (Braunbeck, 1993; Lindstrém-Seppa et al., 1993;
Miller et al, 1993b; Zahn & Braunbeck, 1993) und wie S&ugerhepatozyten zur
Charakterisierung der Biotransformation von Chemikalien eingesetzt werden kénnten
(Chenery, 1987; Hansch & Zhang, 1993; Rogiers & Vercruysse, 1993; Scheepers et al.,
1991), ist es nétig - vor der Durchfiihrung von Toxizitatstests und Dosis-Wirkungs-Studien -
das Verhalten und die Physiologie der Leberzellen in” vitro genauer zu bestimmen. In
diesem Kapitel werden sowohl die Aktivitdt der Biotransformationsenzyme, die Vitalitét als
auch der EinfluR verschiedener Kulturbedingungen auf Fischleberzellen in Primarkulturen
untersucht. )

Zwischen den Absolutwerten der einzelnen Isolationen waren relativ groBe Schwankungen
zu beobachten. Der Trend, d.h. die relativen zeitlichen Anderungen und die Anderungen
durch die modifizierten Kulurbedingungen waren in allen Isolationen gleich. Daher wurden
Enzymaktivitdten sowie der Protein-, DNA- und Cytochrome P450-Gehalt als Prozent der in
frisch isolierten Hepatozyten (d.h. vom Tag 0) gemessenen Werte ausgedriickt. Allerdings
war dieses flir die EROD-Aktivitdt nicht mdglich, weil vielfach in den frisch isolierten Zellen
keine Aktivitdt nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grunde wurde die EROD-Aktivitéat
in Prozent der maximalen Aktivitdt angeben. Um aber dennoch den Vergleich mit Studien
anderer Autoren zu erméglichen, wurde in jeder Graphik der 100 %-Wert angegeben. Nicht
in allen Fallen konnten statistisch signifikanten Unterschiede erzielt werden. Dies bedeutet
fur zukinftige Untersuchungen, daR - speziell dann, wenn Toxizitdt und Biotransformation
untersucht werden - die Anzahl der wiederholten Ergebnisse erhdht werden mul (d.h. > 3).
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Drei verschieden Kulturbedingungen und ihr Einflug auf die Vitalitat und die Aktivitaten der
Biotransformationsenzyme wurden untersucht. Die unterschiedlichen Kulturbedingungen
orientierten sich dabei an Versuchen, die bereits mit S&ugerhepatozyten durchgefiihrt
wurden.

1. Beschichtung ven KulturgefaBen mit Collagen:

Der Einflug verschiedener extrazelluldrer Matrixproteine einschlieRlich Collagen wurde von
verschiedenen Autoren (Bissel et al., 1987; Guguen-Guillouzo & Corlu, 1983; Sawada et
al., 1987) in Saugerhepatozyten untersucht. Dabei konnten nur leichte Effekte auf die
Anheftung und Lebensdauer und keine Verhinderung von phénotypischen Anderungen
beobachtet werden. Einige wenige Studien berichten den EinfluR verschieden Anheftungs-
substrate auf die Vitalitdt und Morphologie von Regenbogenforellenhepatozyten: Lipsky et
al. (1986) verglich die Vitalitat der Hepatozyten, die auf Collagen kultiviert wurden mit
solchen, die auf einer kommerziell erhéltlichen extrazelluldren Matrix (ECM) inkubiert
wurden. Dabei flhrte nur die ECM zu einem leichten Anstieg der Vitalitét - nachgewiesen
mit einer Trypan Blau-Vitalitatsfarbung. Blair et al. (1990) stellten eine gesteigerte Anhef-
tungsrate fest, wenn die KulturgefaRe zuvor mit einem Extrakt aus der Haut der Regenbo-
genforelle beschichtet wurden. Keine der genannten Studien verwendete aber biochemi-
sche Parameter bei ihren Untersuchungen.

Die hier vorliegenden Untersuchungen zeigen, daB verschiedene Parameter positiv in
Zellen beeinfluRt waren, die auf Collagen beschichteten Platten kultiviert wurden: Die Colla-
genbeschichtung reduzierte die Ablosung der Zellen. Dies konnte durch einen héheren
DNA-Gehalt im Homogenat von 8 Tage alten Primarkulturen gezeigt werden. Zusétzlich
konnte eine erhdhte Vitalitat durch eine signifikant niedrigere LDH-Abgabe in das Medium
nach 8 Tagen Kulturdauer nachgewiesen werden. Ebenso waren das fir die Leber spezifi-
sche Enzym PEP-CK und die Biotransformationsenzyme EROD und GST in Zellen von
Collagen-beschichteten Gefalen erhdht. Weitere Untersuchungen sind hier nétig, um den
EinfluR der extrazelluidren Matrix auf die Auspragung spezifischer Funktionen zu beurteilen,
da widerspruchliche Ergebnisse berichtet worden sind. So konnten Toussaint & Nederbragt
(1995) keinen Effekt der ECM auf verschieden biochemische Parameter in Primérkulturen
von Rattenhepatozyten feststellen. Ein weiteres Problem ist die Verwendung wvon
extrazelluldren Matrices von nicht nahe verwandten Spezies. Im hier durchgefihrten
Experiment wurde Collagen verwendet , daR aus dem Kalb stammt. Kaneko et al. (1995)
beobachteten, daR verschiedene Fischzellinien sich besser anhefteten und wuchsen, wenn
Fischcollagen anstatt von Kalbscollagen verwendet wurde. Obwohl diese Untersuchungen
mit Zellinien - im Gegensatz zu den hier prasentierten Untersuchungen mit Primarkulturen -
durchgefuhrt wurden, so zeigten sie doch klar, daR der Typ und der Speziesursprung der
verwendeten ECM in Zellkulturen nicht irrelevant ist. In weiteren Untersuchungen sollten
daher extrazelluidre Matrixproteine verwendet werden, die aus der Regenbogenforelle oder
einer anderen Fischart isoliert wurden. Méglicherweise kénnen dann wesentlich gréRere
Effekte auf die Vitalitadt und die Ausbildung spezifischer Funktionen in den Priméarkulturen
beobachtet werden.

2. Supplementierung des Mediums mit verschiedenen Hormonen und Kofaktoren nament-
lich a-Aminolevulinsaure, Cortisol, Insulin und Transferrin:

a-Aminolevulinsdure ist eine Vorstufe der Cytochrome. Es konnte gezeigt werden, da der
Zusatz dieser Synthesevorstufe zum Medium den Cytochrom P450-Gehalt wéhrend der
ersten 24 Stunden in der Kultur von Rattenhepaozyten stabilisiert (Paine et al., 1982).
Wiéhrend Glucocorticoide dem Medium zugesetzt wurden, um die Induktionsantwort von
Cytochrom P450 zu steigern (Devaux et al., 1992), konnte far Insulin und Transferrin eine
Erhaltungsfunktion fir die Funktionalitdt und Lebensdauer von Hepatozyten in Serum-
freiem Kulturmedium gezeigt werden (Castell et al., 1983; Sawada et al., 1887).
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Der einzige Effekt, der in diesem Kapitel fiir die kultivierten Fischhepatozyten bei Verwen-
dung des supplementierten Kulturmediums beobachtet werden konnte, war eine reduzierte
LDH-Abgabe in das Medium, d. h. eine gesteigerte Vitalitdt und eine leicht erhéhte GST-
Aktivitat. Sowohl die Anheftung als auch die Abiésung von Zellen waren bei Verwendung
von Mediumzusatzen nicht verandert. EROD dagegen zeigte sogar eine verringerte Aktivitat
in 8 Tage alten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen. Die leicht gesteigerte Vitalitdt bei
Verwendung des mit Insulin, Cortisol, a-Aminolevulinsdure und Transferrin supplementier-
ten Mediums kdénnte die Ursache in einem reduzierten Abbau oder in einer Bereitstellung
von wichtigen Kofaktoren haben, die durch den Zusatz der entsprechenden Metabolite und
Signale erreicht wird. Auf der anderen Seite kénnten Hormone die Synthese von Phase 1-
Enzymen negativ regulieren. So zeigte CYP1A1 (nachgewiesen Uber die zugehdrige
Enzymaktivitdt EROD) eine verringerte Aktivitat bei Inkubation mit dem u.a. durch Hormone
angereichertem Medium.

3. Kokultur von Hepatozyten mit R1-, RTH-149- und RTG-2-Zellen:

Flr Sduger wurde berichtet, daR die Kokultur in der Lage ist, spezifische Leberfunktionen in
den kultivierten Hepatozyten zu unterstiitzen - abhangig vom Zelltyp bzw. der Zellinie, die in
der Kokultur eingesetzt wurde. Offensichtlich haben naher verwandte Zellen, d.h. Zellen,
die vom gleichen Organ stammen, eine gréRere Potenz, eine entsprechende fiir die Hepa-
tozyte zutragliche Mikroumgebung zu schaffen. Dies konnte von (Utesch & QOesch, 1992;
Utesch et al.,, 1991) gezeigt werden, die eine bessere Stabilisierung von verschiedenen
Phase 1- und Phase 2-Enzymen becbachteten, wenn nicht-parenchymale Rattenleberepi-
thelzellen (NEC) einer bestimmten Passage anstelle der etablieten C3H-Zellinie in der
Kokultur verwendet wurden.

Von Utesch et al. (1991) gemachte Beobachtungen, daR® verschieden Zelltypen einen
unterschiedlichen EinfluR auf die Hepatozyten ausibten, konnten durch die hier
vorgesteliten Untersuchungen mit R1-, RTH-148- und RTG-2-Zellen bei der Kokultur mit
Forellenhepatozyten bekraftigt werden. Die drei verschiedenen Zellinien zeichneten sich
durch eine unterschiedliche Fahigkeit aus, die Vitalitdt und die Ausprdgung spezifischer
Leberfunktionen in Primarkulturen zu unterstlitzen. In der R1-Kokultur zeigten hohere DNA-
Gehalte der Homogenate eine reduzierte Zellablésung bei verldngerter Kulturdauer an. In
Ubereinstimmung damit konnte eine erhéhte Vitalitit nach 8 Tagen in der Kokultur im
Vergleich zur reinen Hepatozytenkultur festgestellt werden - nachgewiesen durch eine
verringerte LDH-Aktivitat im Zellkulturmedium. Der einzige weitere Parameter, der in der
Kokultur geéndert war, war die EROD-Aktivitét, die signifikant verringerte Aktivitaten
aufwies (Abb. 4.3 und 4.4).

Neben der Verhinderung der Zellablésung zeigte die RTH-Zelle einen EinfluR auf die
EROD-Aktivitat, die in Kokulturen nach 3 Tagen Kulturdauer etwa doppelt so hoch war wie
in reinen Hepatozytenkulturen. Einen &hnlichen Einflul hatte die Kokultur mit RTG-Zellen.
Die RTG-Zellen verhinderten die Ablosung der Hepatozyten in viel groRerem AusmaR wie
die RTH-Zellen, so daR DNA- und Proteingehalt in den kuitivierten Zellen den der frisch
isolierten Zellen entsprachen (Abb. 4.5). Dies konnte auch durch die mikroskopische
Beobachtung der Zellkulturen bestétigt werden, die zeigten, dal die Hepatozyten in der
Kokultur Aggregate bildeten und fest an die RTG-Zellen angeheftet waren (Abb. 4.7). Der
beobachtete Anstieg der EROD-Aktivitdt konnte nicht auf einen selektiven Abbau
bestimmter Proteine zurlickgeflihrt werden, da der Proteingehalt in Kokulturen mehr oder
weniger stabil war bzw. in weit aus geringerem MaRe abfiel als ein Anstieg der EROD-
Aktivitat zu verzeichnen war. Daher miissen aktive Prozesse bei der Erhéhung der EROD-
Aktivitat beteiligt sein. Diese kénnte eine gesteigerte Transkription des CYP1A1-Gens oder
eine Stabilisierung von CYP1A1-mRNA bzw. -Protein als Ursache haben, die zu einer
intrazelluldren Akkumulation des Enzyms flhren kénnten. Eine Ursache fiir die Steigerung
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der EROD-Aktivitét konnten bestimmte Zelloberflachenproteine der RTG-Zellen aber auch
l6sliche Faktoren sein, die von den Hepatozyten erkannt werden und ihren
Differenzierungsgrad, d.h. die Expression bestimmter Gene, beeinflussen.

Die EROD-Aktivitat war in RTG-Kokulturen am Tag 3 mehr als dreimal so hoch wie in der
reinen Hepatozytenkultur. AuRerdem konnte sie auch noch nach 6 Kulturtagen
nachgewiesen werden, wahrend sie in RTH-Kokulturen und reinen Hepatozytenkulturen
nicht mehr meRbar war (Abb. 4.6). Diese Ergebnisse unterstitzen offenkundig die von
Utesch et al. (1991) gemachten Beobachtungen, dak der in der Kokultur von Hepatozyten
verwendete zweite Zelltyp von Bedeutung fUr die Fahigkeit zur Interaktion mit der
Hepatozyte ist. Im Gegensatz zu Utesch et al. (1991) konnte hier beobachtet werden, daR
die RTG-Zelle, die urspringlich aus der Gonade der Regenbogenforelle isoliert wurde, eine
héhere Effektivitdt bei der Unterstitzung spezifischer Funktionen und der Verhinderung der
Zellablésung hatte wie die beiden anderen Zellinien R1 und RTG-149. Die beiden
letztgenannten Zellinien stammen aus der Leber der Regenbogenforellen und man kénnte
daher annehmen, daR sie eher in der Lage sein kénnten mit den Primérhepatozyten zu
interagieren und diese zu beeinflussen.

S . : :

Abb. 4.7: Lichtmikroskopische Aufnahmen von RTG-2-Kokulturen mit Hepatozyten
aus der Regenbogenforelle (300 x). Oben: 24 h nach der Aussaat der Hepato-
zyten. Unter: 48 h nach der Aussaat der Hepatozyten. Die Fibrozyten-ahnlichen
Zellen stellen die RTG-Zellen dar, die von Hepatozyten (iberlagert werden.
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Die Experimente mit den verschiedenen Modifikationen der Kulturbedingungen demonstrier-
ten eindeutig, dal nahezu alle untersuchten Systeme - Beschichtung der Kulturgefaie mit
Collagen, Supplementierung des Mediums und Kokultur mit verschiedenen Zellinien -
zumindest einen geringen (Collagenbeschichtung, Mediumsupplementierung) - oder aber
deutlichen (RTG-Kokultur) Einflug auf die Vitalitat und Anheftung der Hepatozyten hatten.
Bezlglich der Biotransformationsenzymaktivitaten konnten die auffallendsten Effekte in der
RTG-Kokultur beobachtet werden. Auch wenn héhere EROD- und GST-Ativitdten in Zellen
von Collgen-beschichteten KulturgefdRen gefunden werden konnten, so konnte jedoch kein
der RTG-2 Zelle vergleichbarer Effekt - die dreifach erhohte EROD-Aktivitat nach 3 Tagen
Kulturdauer - beobachtet werden.

Die Bedeutung, die Zell-Zell-Interaktionen auf die Auspragung spezifischer Funktionen in
der Leberzelle hatten, wurde auch durch den EinfluR der Aggregatbildung auf die EROD-
Aktivitat verdeutlicht. Eine fehlende Aggregation fiihrte immer zu einem Ausfall der EROD-
Aktivitat, wadhrend die Ubrigen untersuchten Parameter (NCR, PEP-CK und Cytochrom
P450-Gehalt) in nicht aggregierten und aggregierten Priméarkulturen in der gleichen
GréRenordnung nachweisbar waren (Abb. 4.2). Es ist auffallig, daR sowohl hier als auch bei
den Untersuchungen mit Kokulturen, das am starksten betroffene Enzym das Cytochrom
P450-Isoenzym CYP1A1 war. Fur die Erhaltung bzw. die Ausbildung substantieller Mengen
dieses Isoenzyme spielen offensichtlich Zell-Zell-Interaktionen - sei es zwischen gleichen
Zellen oder zwischen verschiedenen Zelitypen - eine bedeutende Rolle.

Ein genereller Aspekt kann fir alle der durchgefiihrten Experimente formuliert werden: Der
zeitabhangige Anstieg der EROD-Aktivitat, der im Widerspruch zu allen Ergebnissen steht,
die mit Saugerhepatozyten gemacht wurden. Wahrend in reinen Saugerhepatozytenkultu-
ren ein rascher Verlust von CYP1A1 und seinen entsprechenden Enzymaktivitaten
beobachtet werden konnte, zeigen die hier dargesteliten Ergebnisse und die von
(Masfaraud et al., 1992a; Pesonen & Andersson, 1991; Vaillant et al., 1989) einen Anstieg
der EROD bzw. der ECOD Aktivitdt mit veriangerter Kulturdauer. Wéhrend die oben ange-
sprochenen Untersuchungen, welche alle Fischhepatozyten der Regenbogenforelle unter-
suchten, einen Abfall oder eine Stabilisierung von EROD bzw. ECOD nach 2 oder 3 Tagen
in Kultur zeigten, konnten hier zwei verschiedene Beobachtungen gemacht werden -
abhangig davon, welche Fische fir die Primarkultur benutzt wurde. Die Experimente zur
Collagenbeschichtung, Mediumsupplementierung und zur R1-Kokultur wurden jeweiis mit
Fischen aus einer Lieferung durchgefiihrt, wahrend die Experimente zur RTG- und RTH-
Kokulturen mit Fischen aus einer anderen Lieferung (9-12 Monate spéter) durchgefihrt
wurden. Die von der Firma SAXENSTOR erhaltenen Fische stammten nicht aus eigener
Zucht, sondemn wurden entsprechend von verschiedenen Zichtern bezogen und bis zum
Verkauf gehéltert. D.h. daR durchaus Fische aus verschieden Populationen, die unter
Umstanden unter verschiedenen Bedingungen aufgezogen wurden, verwendet worden sein
kénnten. Hiermit lieBen sich die Unterschiede im zeitlichen Verlauf der EROD erklaren: In
den ersten Experimenten wurde ein stetiger Anstieg der Aktivitét beobachtet. Im RTG/RTH-
Experiment dagegen konnte ein Anstieg nur bis zum dritten Tag beobachtet werden.
Danach sank die Aktivitat bis auf ein nicht meRbares Niveau ab. Unterschiede zwischen
dem R1- und dem RTG/RTH-Experiment konnten auch fir die NCR-Aktivitdt sowohl in
reinen Hepatozyten- als auch in Kokulturen beobachtet werden: Es zeigten sich stabile
Werte im R1- und ein Absinken im RTG/RTH-Experiment. Diese Unterschiede waren aber
offensichtlich ein Ergebnis, das hauptséchlich auf die geringen anfanglichen Aktivitaten in
den Hepatozyten, die fur den R1-Versuch isoliert wurden (3,2 nmol/min/mg Protein),
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zurackzufuihren war, wéhrend die anfanglichen Aktivitdten in frisch isolierten Hepatozyten
im RTG/RTH-Versuch 10fach héher lagen (32,8 nmol/min/mg Protein).

Gegensétzlich zur EROD-Aktivitét verhielt sich der Gesamtgehalt von Cytochrom P450: Der
Gehalt an P450 sank sehr rasch mit fortgesetzter Kulturdauer - ein Phanomen, das in
gleicher Weise auch fir S&dugerhepatozytenkulturen beobachtet wurde. Keine Effekte durch
die Kokultur von RTG- oder RTH-Zellen im Hinblick auf eine Stabilisierung von P450 konn-
ten aufgezeigt werden, cbwohl fir Primarkulturen von Saugerzellen Kokulturen offensicht-
lich den Verlust von P450 verhindern (Donato et al., 1990, 1991; Utesch et al., 1991). Der
Gesamtgehalt von Cytochrom P450, der alle Isoenzyme einschlieBlich CYP1A1 umfait,
mufR aber nicht notwendigerweise mit dem Gehalt eines spezifischen Isoenzymes wie dem
CYP1A1 korreliert sein. Die hier gezeigten Ergebnisse demonstrieren eindeutig den selekti-
ven Effekt auf das CYP1A1 Isoenzym.

Die Untersuchungen, die in diesem Kapitel dargestellt wurden, waren eine Pilotstudie Gber
den EinfluR verschiedener Kulturbedingungen auf die Vitalitdt und die Ausprégung spezifi-
scher Funktionen von Hepatozyten der Regenbogenforelle. Die Ergebnisse zeigen, daBi die
Zusammensetzung des Mediums, die extrazellulére Matrix und die Kokultur mit verschiede-
nen Zelltypen die Vitalitdt und die Anheftung von priméren Fischleberzellen steigern kann.
Von den untersuchten Kulturbedingungen konnten der auffallendste Effekt bei den Aktivita-
ten des Phase 1-Biotransformationsenzyme EROD bei Kokultur mit der RTG-Zellinie fest-
gestellt werden. Zukulnftige Experimente, die die verschieden Methoden zur Erhaltung von
Vitalitdt und spezifischen Funktionen kombinieren kénnten, kénnten zu einer weiteren
Optimierung der Kulturbedingungen flr Fischhepatozyten fiihren, die mehr den in vivo-
Eigenschaften angenahert sind. Dies wiirde die Aussagekraft bei der Verwendung in Toxizi-
tats- und Biotransformationsstudien ernéhen. Die Unterschiede zwischen den Kokulturen
mit den drei verschiedenen Zellinien und der EinfluR der Aggregatbildung auf die EROD-
Aktivitét deuten dabei an, daR eine der wichtigsten Komponenten fur die Erreichung eines
in vivo-dhnlichen biochemischen Zustandes die Etablierung von entsprechenden Zell-Zell
Interaktionen sein durfte.
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5. Induktion von CYP1A1 in Leberzellkulturen der
Regenbogenforelle:

Konzentrations-Wirkungsbeziehungen und Nachweis der Belastung einer
Umweltprobe mit polyaromatischen Kohlenwasserstoffen

5.1 Zusammenfassung

Konzentrations-Wirkungskurven fur die Induktion von CYP1A1 mit Methlycholanthren
(MC), Benzo(a)pyren (BAP), Benz(a)anthracen (BAT) und B-Naphtoflavon (BNF) im
Bereich von 3 bis 8000 nM wurden mit Kokulturen von Hepatocyten aus der Regen-
bogenforelle zusammen mit der RTG-Zellinie aufgestelit. Aus den Induktionsdaten
wurden ECse-Werte und relative maximale Induktionswerte berechnet. Fur die durch
Messung der EROD-Aktivitat ermittelten ECse-Werte konnte eine Ubereinstimmung mit
publizierten Ah-Rezeptoraffinitatsdaten beobachtet werden. Die unterschiedliche
Induktionskapazitdt der untersuchten PAHs (MC>BAP>BNF=BAT) wird als Folge
einer sterischen Interaktion zwischen Ah-Rezeptor/Amt (Kerntranslokator)/Substrat-
Komplex und dem CYP1A1-Promotor oder einer unterschiedlichen toxischen Wirkung
diskutiert.

5.2 Einleitung

Die toxische Wirkung von polyaromatischen (chlorierten) Kohlenwasserstoffen (PAHs) auf
Fische wird sowohl durch toxikokinetische als auch durch toxikodynamische Fakioren
bestimmt. Zu den toxikokinetischen Faktoren z&hlt man die Aufnahme von Stoffen Uber die
Kiemen, die Resorption aus der Nahrung und die Elimination der Substanzen aus dem
Koérper. Die toxikokinetischen Eigenschaften eines aromatischen Kohlenwasserstoffs sind
abhangig von seiner GréRe (Membrangangigkeit) und Lipophilitadt und beeinflussen seine
Bioakkumulation in Organen und Geweben (Streit, 1992). Die Bioakkumulation ist dabei
entscheidend fir die Ausbildung substantieller Konzentrationen fiir die Auslésung
toxikodynamischer Effekte. Die Toxikodynamik wird durch die Bindung von Stoffen an
Zellbestandteile (Proteine, DNA u.a.)), Hemmung von Enzymen, Beeinflussung der
Membranstruktur und -potential u.a. mit weitreichenden Folgen fur die physiologische
Funktionalitat von Zelle und Organ bis hin zu nekrotischen Erscheinungen bestimmt.

Die Biotransformation von PAHs durch CYP1A1 beeinflut sowohl deren Toxikokinetik als
auch deren Toxikodynamik. Die Oxidation durch die CYP1A1-Monooxygenase und die
nachfolgende Konjugation an niedermolekulare Substanzen erhéht die Polaritdt der
Substrate und flhrt zu einer gesteigerten Elimination. Die Reduzierung der Biotransforma-
tion durch geeignete Inhibitoren kann die Akkumulation der Substanzen im Fisch erhéhen
(de Bruijn et al., 1993; Sijm, 1992; Siim et al., 1993a, b). Im Gegensatz dazu steigert die
Induktion von CYP1A1 die Metabolisierung seiner Substrate (Férlin & Haux, 1985).

Die Metabolisierung durch CYP1A1 und andere P450-Monooxygenasen kann aber auch zu
einer Aktivierung, d.h. zur Entstehung von Substanzen mit einer erhdhten Toxizitat fihren
(Goldstein & Faletto, 1993; Ingelman-Sundberg, 1980; Parke, 1987).
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CYP1A1 wird in Fischen wie in Saugetieren konstitutiv in relativ kleinen Mengen syntheti-
siert, ist aber durch verschiedene aromatische Kohlenwasserstoffe, Dioxine, PCBs
(polychlorierte Biphenyle} und andere Stoffe induzierbar (Goks@yr & Férlin, 1992). Diese
Induzierbarkeit kann fiir zwei verschiedene Fragestellungen eingesetzt werden:

1. Zum Nachweis einer Belastung von Gew&ssern (Biomonitoring): Im aquatischen Bereich
ist die Induktion von CYP1A1 in der Leber haufig zum Nachweis einer Gewésserbelastung
mit verschiedenen aromatischen Fremdstoffen (siche Abschnitt 3.2) eingesetzt worden. Die
Messung der CYP1A1-Induktion als Indikator fiir eine Belastung bietet neben dem Verzicht
einer aufwendigen chemischen Analytk die Méglichkeit der summarischen
Berlicksichtigung der biologischen Wirkungskomponente und liefert daher Ergebnisse mit
einer groReren biologischen Relevanz als reine chemische Analysedaten. Der Einsatz von
Zelikulturen im Biomonitoring ist dabei bisher nur in einer einzigen Publikation beschrieben
(Lindstrém-Seppa et al., 1993).

2. Zur Charakterisierung des Risikopotentials von Chemikalien: Da die Metabolisierung
durch CYP1A1 sowohl die Toxizitét als auch die Bioakkumulation von PAHs beeinflussen
kann, kénnte die Kenntnis ihrer Induktionskapazitdt und ihres Metabolismuswichtige
Informationen fir die Einschatzung des Risikos eines Umweltschadstoffes und dessen
Verbleib in aquatischen Okosysteme liefern. Bei ausreichender Datenmenge kénnten auch
Vorhersagen zu experimentell noch nicht untersuchten Stoffen durch QSARs (Quantitative
structure activity relationships) unternommen werden. Die mit QSARs gewonnenen
Informationen kénnten direkt bei der Entwicklung neuer Chemikalien berlicksichtigt werden,
um die Produktion und den Eintrag von umweltschidlichen Stoffen zu vermeiden
(Schiurmann & Marsmann, 1991a, b).

Die Verwendung von Zellkulturen im Biomonitoring und bei der Charakterisierung der
Induktionseigenschaften einer Chemikalie bietet verschiedene Vorteile: |hr Einsatz im
Biomonitoring ermoglicht den Verzicht auf aufwendige Gewasserbefischungen und schlieft
zugleich Einflisse aus, die durch unterschiedliche Nahrungs-, Lebensgewohnheiten und
Wanderungsbewegungen einer Fischart hervorgerufen werden kénnen. Daneben reduziert
man durch den Einsatz von Leberzellkulturen fur die Charakterisierung von Chemikalien die
Anzahl der fir die Untersuchung bendétigten Tiere erheblich. Die Kosten und der
Zeitaufwand fur einen Versuch werden dadurch wesentlich verringert, da mit wenigen
Zellisolationen bereits eine Vielzahl von Konzentrationen und Substanzen untersucht
werden kénnen.

In diesem Kapitel sollen die Méglichkeiten von Primarzellkulturen aus Hepatocyten der
Regenbogenforelle, sowohl bei der Charakterisierung verschiedener PAHs als auch beim
Biomonitoring eingesetzt zu werden, evaluiert werden. Mit dieser Problemstellung wurde
bisher keine Untersuchung mit Primarkulturen von Fischen durchgefiihrt. Zur Untersuchung
der PAH-Wirkung wurden exemplarich fur nachfolgend beschriebene 4 verschiedene, fur
ihre Induktion von CYP1A1 aus der Literatur bekannte Substanzen Dosis- bzw.
Konzentrations-Wirkungskurven aufgestellt.

1. Methylcholanthren besitzt eine den Dioxinen vergleichbare hohe Induktionskapazitat
(Poland & Knutson, 1982) (da der Umgang mit Dioxinen spezielle Laboratorien und Sicher-
heitsbestimmungen erfordert, wurde diese Substanzklasse hier nicht untersucht).

2. B-Naphtoflavon, ein Naturstoff aus Kreuzblitlern mit antikanzerogener Wirkung, ist eine
der haufigsten eingesetzten Substanzen zum Nachweis der CYP1A1-Induktion (Andersson
et al., 1985; Celander & Forlin, 1991; Haasch et al., 1993b; Miller et al., 1989; Pesonen &
Andersson, 1991; Vaillant et al., 1989) und wurde in dieser Arbeit zur Gewinnung von
CYP1A1 fur die Herstellung eines monoklonalen Antikérpers eingesetzt.
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5. Induktion von CYP1A1

3. Benzo(a)pyren und Benz(a)anthracen sind ubiquitdre Umeltkontaminanten, die als
Rickstande bei der Verbrennung von organischem™ Material entstehen. Sie sind wie
Methylcholanthren als karzinogene und gentoxische Substanzen beschrieben, die durch
Metabolisierung Gber CYP1A1 aktiviert werden (Marquardt & Schéfer, 1994b).

AuRerdem wurden zur Demonstration des Nachweises einer Belastung mit organischen
Chemikalien Primarzellkulturen mit dem waRrigen Eluat von Haldenmaterial einer Abraum-
halde des Mansfelder Reviers inkubiert.

268

3-Methylcholanthren Benzo{alpyren

f-Nuphtoflaven Benzanthracen

Abb. 5.1: Strukturformeln der in diesem Kapitel eingesetzten CYP1A1-Induktoren.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Konzentrations-Wirkungskurven zur CYP1A1-Induktion

Zum Nachweis der unterschiedlichen Induktionskapazitét von verschiedenen fir CYP1A1
als Induktor wirkenden Substanzen wurden Hepatocyten aus der Regenbogenforelle in
Kokultur mit RTG-Zellen flr insgesamt 3 Tage kultiviert. Nach 24 Stunden, nachdem sich
die Zellen angeheftet hatten und erste Aggregationen zu beobachten waren, wurden die
CYP1A1-Induktoren in Konzentrationen von 3 bis 2000 bzw. 8000 nM zugesetzt. Nach 48 h
Inkubation wurde die Induktion von CYP1A1 durch Anstieg der reprasentativen
Enzymaktivititen EROD und ECOD oder durch direkten Nachweis des CYP1A1-Proteins
mit ELISA oder Western Blot im Homogenat Gberpriift.

Zunéchst wurden Hepatozyten bis zu einer Konzentration von 2 pM mit BAP, MC und BNF
inkubiert. Bei einem Western Blot mit den Homogenaten der Zellkulturen konnte CYP1A1
nur bei der héchsten applizierten Konzentration, 2 uM, nachgewiesen werden (Abb. 5.2).
Wahrend bei MC eine klare Bande des CYP1A1 im Western Blot zu beobachteh war,
konnte fir BNF keine Induktion mit dem Western Blot und fir BAP nur eine geringe Induk-
tion (sehr schwache Bande in Spur 5, Abb. 5.1) nachgewiesen werden. Da bei Konzentra-
tionen bis 2 uM nur eine geringe Induktion mit BAP und keine mit BNF im Western Blot zu
beobachten war, wurde in allen nachfolgenden Experimenten die Konzentration auf 8 uM
erhoht. Hohere Konzentrationen wurden aufgrund der schlechten Léslichkeit der Induktoren
nicht untersucht. Wegen der besseren Quantifizierbarkeit wurde in allen weiteren
Experimenten fir den immunologischen Nachweis die ELISA-Technik gewahit.
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5. Induktion von CYP1A1

Die sich aus den Ergebnissen des Western Blots ergebende Rangordnung der unterschied-
lichen Induktionskapazitdt MC>BAP>BNF konnte auch in den lbrigen Versuchen, bei
denen CYP1A1 Uber Enzymaktivitdt und ELISA nachgewiesen wurde, bestétigt werden.
Dabei wurden jeweils 6 verschiedene Konzentrationen (8000, 2000, 500, 125, 31, 3,9 nM
sowie eine Kontrolle) der CYP1A1-Induktoren MC, BAP, BAT und BNF untersucht. Diese
relativ geringe Anzahl von Konzentrationen pro Substanz wurde gewahlt, um mdglichst
viele Substanzen mit einer Zellisolation untersuchen zu kénnen, da sich zeigte, daR
zwischen verschiedenen Zellisolationen sehr groe Schwankungen bestanden und so eine
bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Substanzen gegeben war.

67000 »

45000 »

e

13000 »

Abb. 5.1: Nachweis der Induktion von CYP1A1 im Homogenat von Hepatozyten
der Regenbogenforellen durch Western Biot. Spur 1: 2 yM MC; Spur 2: 0,5 uM
MC; Spur 3: 125 nM MC; Spur 4: 61 nM MC; Spur 5-8: wie Spur 1-4 jedoch Zellen
mit BAP inkubiert. Pro Spur wurden 20 pug Protein aufgetragen. Die Zellen wurden
insgesamt 48 h mit MC (Methylcholanthren) oder BAP (Benzo(a)pyren) inkubiert.

Im Gegensatz zum Western Biot konnten dabei bereits fir die geringen Konzentrationen
von 31 und 125 nM mit allen 3 Mefmethoden (EROD, ECOD, CYP1A1-ELISA) eine
verstarkte Bildung von CYP1A1 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse aus 4
verschiedenen Zellisolationen wurden zundchst einzeln ausgewertet und sind in Abb. 5.3
und 5.4 dargestellt. Die Induktion von CYP1A1 zeigte ein typisches Dosis- bzw.
Konzentrations-Wirkungsverhéltnis (Peakall, 1994), so daR sich die Ergebnisse durch eine
sigmoide Kurve darstellen lieRen. Wahrend die Abweichungen vom sigmoiden
Kurvenverlauf fir EROD und ECOD relativ gering waren, war diese Darstellung flr den
CYP1A1-ELISA nur mit groRen Schwierigkeiten méglich. Die einzelnen Punkte lagen z.T.
weit neben der berechneten Kurve (Isolation 1, Abb. 5.3). Bei einigen Chemikalien und in
einigen Isolationen trat bei den hochsten Konzentrationen eine Abnahme von CYP1A1-
Gehalt und -Aktivitét auf. Da die Hemmung bei hohen Konzentrationen maglicherweise auf
einen toxischen Effekt der applizierten Substanzen zurlickzufilhren war, wurden diese
Werte nicht mit in die Kurvenberechnung einbezogen.
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Abb. 5.3: Induktion von EROD-, ECOD-Aktivitdt und immunologisch (ELISA)
bestimmter CYP1A1-Menge durch verschiedene Konzentrationen von BAP
(Benzo(a)pyren), MC (Methylcholanthren) und BAT (Benz(a)anthracen). Gezeigt
werden die Ergebnisse aus zwei verschiedenen Leberzellisolationen (Isolation 1
und 2) der Regenbogenforelle. Alle Messungen wurden mit Zellhomogenat (10000
g Uberstand) bzw. mit der Mikrosomenfraktion (ELISA) durchgefiihrt. Dargestelit

als Mittelwert + Standardfehler (n=3).
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Abb. 5.4: Induktion von EROD-, ECOD-Aktivitit und immunologisch (ELISA)
bestimmter CYP1A1-Menge durch verschiedene Konzentrationen von BAP
(Benzo(a)pyren), MC (Methylcholanthren) und BNF (pB-Naphtoflavon). Gezeigt
werden die Ergebnisse aus zwei verschiedenen Leberzellisolationen (Isolation 3
und 4) der Regenbogenforelle. Alle Messungen wurden mit Zellhomogenat (10000
g Uberstand) bzw. mit der Mikrosomenfraktion (ELISA) durchgefiihrt. Dargestelit

als Mittelwert + Standardfehler (n=3).
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5. Induktion von CYP1A1

5.3.2 Berechnung und Auswertung von maximal induzierbarer CYP1A1-Menge und ECso-
Werten

Zwischen den einzelnen lsolationen wurden sehr starke Unterschiede beobachtet. So lag
die maximale (berechnete) EROD-Aktivitét fiir Methylcholanthren im Bereich von 0,35 bis 2
nmol/min/mg Protein. Ahnliche Schwankungen ergaben sich auch fiir ECOD-Aktivitat und
CYP1A1 ELISA. Auch die Kurvenveridufe divergierten zum Teil sehr stark zwischen den
einzelnen Isolationen (Abb. 5.3 und 5.4). Dies war insbesondere beim immunologischen
Nachweis des CYP1A1 im ELISA zu beobachten. Einheitlich (Ausnahme CYP1A1-ELISA,
Isolation 4) verhielt sich dagegen die Rangfolge bezlglich der maximalen induzierbaren
Aktivitat. Mit MC wurden immer die héchsten Aktivitdten bzw. Mengen von EROD, ECOD
und in drei von vier Versuchen auch von CYP1A1-Protein erzielt. Der zweitstérkste Induktor
beziglich der maximalen Aktivitdten bzw. Proteinmenge war BAP. Die geringste Induktion
wurde mit BAT und BNF notiert.

Aufgrund der hohen Schwankungen zwischen einzelnen Isolierungen ware eine Mittel-
wertbildung und der Vergleich von Absolutwerten mit statistischer Sicherheit nicht moglich
gewesen. Ein dhnlicher Sachverhalt ergab sich fir die Emittlung von ECse-Werten: Wie
bereits schon aus den stark unterschiedlichen Kurvenveridufen in den Abb. 5.3 und 5.4
ersichtlich war, wurden hier sehr groRe Schwankungen zwischen einzelnen Isolationen und
den verschiedenan Nachweissystemen beobachtet. Da der Trend und die relativen Ande-
rungen bei den einzelnen Isolationen aber vergleichbar waren, wurden Relativwerte im
Gegensatz zu Absolutwerten flr die Auswertung herangezogen wurden. Dabei wurden fir
die Bestimmung der maximalen induzierbaren Aktivitat bzw. Proteinmenge und der Bestim-
mung von ECsp-Werlen (d.h. die Konzentration, bei der die Héalfte der maximalen induzier-
baren Aktivitat erreicht wurde) zwei unterschiedliche Verfahiren gewahit:

1. Berechnung der maximal induzierbaren Aktivitat und CYP1A1-Proteinmenge:

- Bestimmung der maximal induzierbaren Aktivitdt bzw. Proteinmenge fir jede Zellisolation
(mit Hilfe der Approximation an eine sigmoide Kurve, Werte in nmol/min/mg Protein bzw.
ng/10 ug Protein).

- Umrechnung in Prozent der maximal mit MC mit dieser Zellisolation erzielten Akfivitat bzw.
CYP1A1 Proteinmenge.

- Mittelwertbildung aus diesen Prozentwerten (Abb. 5.8).

2. Berechnung von ECsg-Werten:

- Wie unter 1. Bestimmung der maximal induzierbaren Aktivitdt bzw. Proteinmenge fiir jede
Zellisolation (mit Hilfe der Approximation an eine sigmoide Kurve, Werte in nmol/min/mg
Protein bzw. ng/10 ug Protein).

- Umrechnung in Prozent der maximalen Akfivitat bzw. CYP1A1 Proteinmenge. Im Gegen-
satz zur Methode unter 1. wurden die Prozentwerte nicht auf die maximal mit MC induzier-
bare Aktivitdt sondern auf die maximale (berechnete) Aktivitat der jeweiligen Substanz
bezogen.

- Mittelwertbildung fur jede Substanz. Es wurden die in Abb. 5.5 bis 5.7 abgebildeten
Kurven erhalten. Die Kurven wurden neu aus den Prozentwerten emrechnet (daher muf
die maximal induzierbare Aktivitat nicht unbedingt 100 % betragen!).

- Ermittlung der ECsp-Werte (siehe Kapitel 2).

Wie die Abbildungen 5.5 bis 5.7 zeigten, war eine Approximation durch eine sigmoide

Kurve nach der Bildung der Mittelwerte aus verschiedenen Isolationen méglich, wenn diese

auf der Basis von Prozentwerten berechnet wurden. Insbesondere fir ECOD und den

immunologischen Nachweis wurden aber dennoch relativ groRe Streuungen ermittelt.
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Abb. 5.5: EROD-Induktion in Leberzelikulturen von Regenbogenforellen. EROD
wurde nach 48 h Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von B-Naphtofla-
von (BNF), Benzo(a)pyren (BAP), Benz(a)anthracen (BAT) und Methylcholanthren
(MC) im Zellhomogenat bestimmt und als Prozent der maximal (berechneten)
induzierbaren Aktivitit dargestellt. Die MeBwerte reprisentieren Mittelwerte aus 2
(BNF, BAT) bzw. 4 (BAP, MC) Zellisolationen + Standardfehler. Zur naheren
Erléduterung der Berechnung siehe Ergebnisteil dieses Kapitels.
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Abb. 5.6: ECOD-Induktion in Leberzellkulturen von Regenbogenforellen. ECOD
wurde nach 48 h Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von p-Naphtofia-
von (BNF), Benzo(a)pyren (BAP), Benz(a)anthracen (BAT) und Methyicholanthren
(MC) im Zellhomogenat bestimmt und als Prozent der maximal (berechneten)
induzierbaren Aktivitit dargestellt. Die MeBwerte représentieren Mittelwerte aus 2
(BNF, BAT) bzw. 4 (BAP, MC) Zellisolationen + Standardfehler. Zur ndheren
Er&uterung der Berechnung siehe Ergebnisteil dieses Kapitels.
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Abb. 5.7: CYP1A1-induktion in Leberzellkulturen von Regenbogenforellen. Die
CYP1A1-Menge wurde durch einen ELISA nach 48 h Inkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen von [-Naphtoflavon (BNF), Benzo(a)pyren (BAP),
Benz(a)anthracen (BAT) und Methylcholanthren (MC) in der Mikrosomenfraktion
bestimmt und als Prozent der maximal (berechneten) induzierbaren Aktivitat
dargestellt. Die MeBwerte représentieren Mittelwerte aus 2 (BNF, BAT) bzw. 4
(BAP, MC) Zellisolationen + Standardfehler. Zur naheren Erlduierung der
Berechnung siehe Ergebnisteil dieses Kapitels.
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Abb. 5.8: Maximal induzierbare Aktivitadt bzw. Proteinmenge von EROD, ECOD
und CYP1A1 und ECss-Werte verschiedener Induktoren in Leberzellkulturen
von Regenbogenforellen. Die Zellkulturen wurden fiir 48 h mit verschiedenen
Konzentrationen von pB-Naphtoflavon (BNF), Benzo<a>pyren (BAP),
Benz(a)anthracen (BAT) und Methylcholanthren (MC) inkubiert. Die Messungen
wurden im Zellhomogenat durchgefiihrt und basierten auf 2 (BAT, BNF) bzw. 4
(MC, BAP) Zellisolationen. Die Signifikanzanalyse wurde mit dem t-Test, basie-
rend auf einem 95 %igen Vertrauensbereich durchgefiihrt.

* signifikant verschieden zum néchst niedrigeren Wert der jeweiligen Nachweismethode
** signifikant verschieden zum zweit niedrigeren Wert der jeweiligen Nachweismethode

*** signifikant verschieden zum niedrigsten Wert der jeweiligen Nachweismethode
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Abb. 5.9: LDH Sekretion in das Zellkulturmedium und GST-Hemmung bei
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen Benzo(a)pyren (BAP),
Methylcholanthren (MC), Benz(a)anthracen (BP) und p-Naphtoflavon (BNF) fiir
48 h. LDH wurde im Zellkulturmedium und GST im Zellhomogenat (10000 g
Uberstand) gemessen. Im Diagramm sind Mittelwerte, basierend auf 2 (BAT,
BNF) bzw. 4 (MC, BAP) Zellisolationen, dargestelit.

Mit allen Nachweissystemen wurden flr die einzelnen Substanzen sehr dhnliche Kurvenver-
laufe ermittelt. Eine Ausnahme hierven bildet nur die Induktion von ECOD durch BAT (Abb.
5.6). Diese Ubereinstimmung zwischen den einzelnen Nachweissystemen schlégt sich auch
bei der Auswertung der auf Prozent- und Mittelwertbasis berechneten maximal induzierba-
ren Aktivitaten und EC50-Werten nieder. Mit allen Nachweissystemen wurde MC als Induk-
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tor mit den hochsten induzierbaren Aktivitdten ermittelt. Als Induktor mit der zweithéchsten
Kapazitat wiesen alle Nachweissysteme BAP aus. Bezlglich BNF und BAT ergaben sich
Unterschiede zwischen EROD und ECOD/CYP1A1-Protein. Ein signifikanter Unterschied
auf Basis eines 95 %igen Vertrauensbereiches war jedoch nur mit Hilfe der EROD-Aktivitat
moglich, die BNF eine héhere maximale induktion als BAT zuordnete. Signifikante Unter-
schiede auf Basis eines 95 %igen Vertrauensbereiches (t-Test, Student-Verteilung) konnten
dartiber hinaus fur alle Nachweissysteme zwischen MC und BAP/BAT/BNF ermittelt
werden.

Eine Signifikanzanalyse war fur die ermittelten ECs,-Werte nicht méglich, da sie bereits auf
der Basis der gemittelten Kurven berechnet wurden. Doch auch hier zeigten sich sehr
dhnliche Ergebnisse zwischen den verschiedenen Nachweissystemen. Alle Systeme
wiesen BNF den geringsten ECso-Wert zu. In der weiteren Rangfolge wiesen der CYP1A1-
ELISA und die EROD-Aktivitat MC, BAP und BAT die nachst héheren ECsp-Werte zu, wobei
fur BAT relativ hohe Werte (=1500 bis 2300 nM) im Vergleich zu BNF (=80 bis 210 nM)
errechnet wurden. Eine Abweichung ergab sich bei der Berechnung der ECso-Werte mit
Hilfe der ECOD-Aktivitaten. Hier wurde im Vergleich zu EROD und CYP1A1-ELISA ein sehr
geringer ECso-Wert (328 nM) fur BAT ermittelt, so daR sich eine abweichende Rangfolge fir
die ECso-Werte ergab (Fir eine zusammenfassende Darstellung der ermittelten Rangfolgen
siehe auch Diskussionsabschnitt).

5.3.3 EinfluB auf die Zytotoxizitat und die GST-Aktivitat

Um zu Uberprifen, ob die unterschiedlichen maximalen CYP1A1-Mengen bei hohen
Konzentrationen der verschiedenen Induktoren (ab ca. 2 - 8 uM) nicht eine Folge der zyto-
toxischen Wirkung der Induktoren war, wurde in allen Zellkulturiiberstédnden die LDH-Aktivi-
tét gemessen. Geschadigte Zellen geben eine erhdhte Menge LDH ab, so da® man im
Zellkulturmedium eine gesteigerte LDH-Aktivitat messen kann (Begue et al., 1984; Miller et
al.,, 1993b). Bei der Applikation von verschiedenen Induktoren bis zu einer Konzentration
von 8 pM konnte mit Hilfe der LDH-Aklivitdt keine verringerte Vitalitdt bzw. erhohte
Zytotoxizitat festgestellt werden. Im Gegenteil wiesen alle Substanzen eine leicht (MC) bis
stark (BNF) verringerte LDH-Sekretion &':f (Abb. 5.9.).

Eine Hemmung der GST-Aktivitdt konnte mit zunehmenden Konzentrationen bei allen
Substanzen beobachtet werden (Abb. 5.9.). Die stark erhéhte Konzentration gegeniber der
Kontrolle (insb. bei BAP) ist mdglicherweise auf einen methodischen Fehler (z.B.
Verdinnungsfehler bei der Messung der Kontrolle) bei der Bestimmung der GST-Aktivitat
im Homogenat der Konirolizellen zurickzufuhren. Die beobachtete verringerte Aktivitat war
aber statistisch nicht signifikant.

Beide Messungen (LDH im Zellkulturmedium und GST im Homogenat 23) ergaben bei der
Mittelwertbildung aus den einzelnen Isolationen sehr groRe Standardabweichungen (&
LDH 19 %, GST 23 %), die zu Gunsten einer Ubersichtlichen Darstellung in der Graphik
nicht dargestellt wurden.

5.4 Diskussion

5.4.1 Charakterisierung polyaromatischer Hydrokarbone durch CYP1A1-Induktion

Die Charakterisierung von organischen Umweltchemikalien hinsichtlich ihrer Induktionska-
pazitat fur Cytochrom P4501A1 (CYP1A1) kann von groRer Bedeutung fiir die Abschatzung
ihres Risikopotentials und Verbleibs in der Umwelt sein. Wahrend fir Sauger in vivo- und in
vitro-Modelle fur die Induktion von CYP1A1 haufig angewendet wurden und fir die Untersu-
chung des Einflusses auf die Toxizitat und die Erstellung von Struktur-Wirkungsbeziehun-
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gen herangezogen wurden (Hansch & Zhang, 1993), sind insbesondere in vitro-Versuche
mit Leberzellkulturen von Fischen nur vereinzelt beschrieben worden. In der Regel wurde in
diesen Versuchen nur die Kapazitat der Leberzellen, auf bestimmte PAHs (BNF oder BAP)
mit der Induktion von CYP1A1 zu reagieren, dargestellt (Masfaraud et al., 1992a, b; Vaillant
et al., 1989). Keine Untersuchungen zur Aufstellung von Dosis-Wirkungs- oder Struktur-
Wirkungsbeziehungen sind bisher veréffentlicht worden. Daher wurden in diesem Kapitel
modellhaft Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fir vier verschiedene, als klassische
CYP1A1-Induktoren beschriebene polyaromatische Hydrokarbone (Methylcholanthren,
Benzo(a)pyren, Benz(a)anthracen und -Naphtoflavon) aufgestelit und die ECsp-Werte und
relativen maximalen induzierbaren Aktivitaten bzw. CYP1A1-Mengen berechnet.

ECs-Werte und maximale Induktion kénnen wichtige Hinweise fir das Verhalten einer
Chemikalie in aquatischen Okosystemen und ihr mégliches Risiko geben. Dabei sind die
Auswirkungen von hohen oder niedrigen ECs-Werten und schwacher oder starker Induk-
tionskapazitat jeweils genau umgekehrt, je nachdem ob die Metabolisierung durch CYP1A1
in eine Aktivierung oder in eine Deaktivierung der CYP1A1-Substrate mundet.

oRE CYPAY
§-TNGCATA-3

Abb. 5.10: Induktionsmechanismus von CYP1A1 (aus Bock (1993)). Ah =
Arylhydrokarbon, HSP = Hitzeschockprotein, Amt = Ah-Rezeptor-Kemn-Translo-
kator.

Ein niedriger ECso-Wert bedeutet dabei auf eine hohe Affinitdt des Ah-Rezeptors zur betref-
fenden Substanz. Auf die Bindung des Substrats an den Ah-Rezeptor folgt die Abspaltung
der hsp 90-Hitzeschockproteine vom Rezeptor und die Translokation in den Zellkern. Dieser
Schritt wird ebenfalls durch ein Protein vermittelt, dem sogenannten Amt-Protein (,Aryl
hydrocarbon nuclear translocator”). Der Arnt/Ah-Rezeptor/Substrat-Komplex bindet dann an
einen Promotor (auch als XRE=xenobiotic responsiv element bezeichnet), welcher die
Transkription des CYP1A1 reguliert.

Einer der wichtigsten Schritte bei der Regulation der CYP1A1-Transkription ist dabei die
Bindung des Induktors an den Ah-Rezeptor. Zur Substanzklasse mit der héchsten Affinitat
zum Ah-Rezeptor und den starksten Induktionsantworten gehéren die Dioxine. Dies flhrte
zur Postulierung der Bindungsstelle des Ah-Rezeptors fiir chlerierte Polyaromaten mit einer
Groke von 8,8 x 13,7 A, die mit hochster Affinitat Dioxine mit Chloratomen an den
Positionen 2, 3, 7 und 8 bindet. Als wichtige Strukturvoraussetzung fur die Bindung eines
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Molekdiils an den Ah-Rezeptor Planaritét bzw. die Ausbildung einer planaren Konformation
bei der Bindung angenommen (Poland & Knutson, 1982; Rannug et al., 1991).

Die Toxizitat der Dioxine bzw. der halogenierten polyaromatischen Kohlenwasserstoffe ist
direkt korreliert mit ihrer Bindungskapazitat fur den Ah-Rezeptor. Als zu Grunde liegender
Mechanismus wird dabei die zusatzliche Anschaltung der Transkription bestimmter Gene
durch den Rezeptor/Dioxin-Komplex vermutet (Poland & Knutson, 1982). Fur nicht chlo-
rierte PAHs kann die Toxizitat dagegen auch davon abhangen, ob die Metabolisierungspro-
dukte des CYP1A1 eine erhdhte (Aktivierung) oder geringere (Detoxifizierung) Toxizitét
aufweisen (Beresford, 1993; Goldstein & Faletto, 1993; Ingelman-Sundberg, 1980; Parke,
1987). Durch CYP1A1 aktivierte Chemikalien wéren problematisch, wenn sie geringe ECso-
Werte und eine hohe Induktion hervorrufen wiirden, weil dies zu einer raschen Zunahme
toxischer Metabolite fiihren kénnte. Fur Substanzen, die durch den Metabolismus Gber
CYP1A1 detoxifiziert werden, wéren diese Eigenschaften aber gerade von Vorteil, weil mit
einer hohen Metabolisierungsrate und einer verringerten Bioakkumulation gerechnet
werden mufRte.

Die in diesem Kapitel exemplarisch durchgefihrten Induktionsstudien mit BAP, BAT, BNF
und MC sollten zeigen, wie ein Primérkultursystem von Forellenhepatozyten eingesetzt
werden kann, um die CYP1A1-Induktionskapazitadt einer Substanz zu quantifizieren, um
daraus ggf. spater SchluRfolgerungen fir eine Risikobeurteilung abzuleiten.

Aus den in diesem Kapitel ermittelten Werten konnte beziglich der Induktion und der ECsp-
Werte folgende Rangordnung aufgestelit werden:

1. maximale Induktion: MC>BAP>BNF=BAT
(alle Nachweissysteme)

2. ECsp-Werte:
a) EROD: BAT>BAP>MC>BNF
b) CYP1A1 ELISA: BAT-BAP=MC>BNF
c) ECOD: BAP>BAT>MC>BNF

Die Ermittlung der Rangfoige fir die ECse-Werte und maximale CYP1A1-Induktion basierte
auf prozentualen Induktionswerten. Bei den absoluten Werten ergaben sich so hohe
Abweichungen, dal® eine Auswertung nicht méglich war. Durch die Umrechnung in
Prozentwerte dagegen war der Nachweis eines signifikanten Unterschiedes méglich (Abb.
5.8). Dabei konnten Unterschiede zwischen den verschiedenen Nachweissystemen festge-
stelit werden. Wahrend die Messung der EROD-Aktivitat und die Bestimmung von CYP1A1
durch ELISA fur BAT den héchsten ECse-Wert auswiesen, erhielt man durch Messung der
ECOD-Aktivitat fur BAP den héchsten ECs-Wert. Eine mégliche Ursache kénnte hier in der
unterschiedlichen Isoenzymspezifitdt von 7-Ethoxyresorufin (Substrat fur EROD) und 7-
Ethoxycoumarin (Substrat fur ECOD) liegen. Wie in Kapitel 3 bereits erwéhnt, wo die Loka-
lisation von ECOD im 20000 g Pellet demonstriert wurde, werden dur¢h ECOD méaglicher-
weise auch noch andere [soenzyme des Cytochroms P450 erfaft, so daR es zu
veranderten ECs-Werten kommen kénnte. Diese verschiedene Isoenzymspezifitit zeigen
auch die unterschiedlich induzierten Enzymaktivitdten, die mit EROD und ECOD bei der
Applikation wvon Phenobarbital, Methylcholanthren und verschiedenen chiorierten
Biphenylen bei Ratten gemessen wurden (Franklin et al., 1980; Kleinow et al., 1990).

Auch zwischen EROD und CYP1A1-ELISA konnten Unterschiede festgestellt werden.
Waéhrend mit EROD fur BAP ein wesentlich héherer ECs-Wert zugeordnet wurde als fur
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'MC, zeigten im CYP1A1 ELISA beide Substanzen einen nahezu gleichen ECs-Wert
(BAP=457 nM, MC=467 nM). Ob diese Werte tatsdchliche Unterschiede darstellen oder ob
dies durch die hohen Schwankungen im CYP1A1-ELISA hervorgerufen wurde, kann nur
durch Erhéhung des Stichprobenumfangs Uberprift werden. Die hier erhobenen Daten
basierten zum Teil nur auf zwei Zellisolationen. Die gezeigten Schwankungen zwischen den
einzelnen Zellisolationen verdeutlichen aber, dal far eine genauere Bestimmung eine
hohere Anzahl von Zellisolationen notwendig ist. Eine weitere Méglichkeit, die Genauigkeit
des ELISAs zu erhéhen, konnte u.U. mit einer Verldngerung der Inkubationsdauer erreicht
werden. Wie im Kapitel 3 gezeigt wurde, konnte nach 4 Tagen eine wesentlich stérkere
Induktion als nach 2 Tagen Inkubation erreicht werden.

Zwischen den maximalen Induktionsantworten und den ECsg-Werten konnte kein Zusam-
menhang beobachtet werden. Ein Zusammenhang zwischen beiden Parametern ist
aufgrund der Kenntnis des Induktionsmechanismus Uber die Bindung an den Ah-Rezeptor
auch nicht zu erwarten. Bei entsprechend hohen Konzentrationen sollten theoretisch alle
Ah-Rezeptor-Bindungsstelllen abgeséttigt sein und alle CYP1A1 Induktoren miRten die
gleiche maximale Induktion hervorrufen. Die Affinitdt an den Ah-Rezeptor entscheidet nur,
bei welcher Konzentration die Sattigung und damit die maximale Induktion erreicht wird.
Unterschiede kdnnten nur durch eine sterische Behinderung der mRNA-Polymerase, inhibi-
tion der katalytischen Aktivitdt von CYP1A1 oder durch toxische Wirkungen hervorgerufen
werden. Auf eine mogliche toxische Ursache fir die unterschiedlichen maximalen Induk-
tionsantworten deutete die in einigen Zellisolationen beobachtete Hemmung von EROD-,
ECOD-Aktivitat oder CYP1A1-Menge bei hohen Induktorkonzentrationen hin (Abb., Isolation
1: BAT bei 8 uM; Abb. 2, isolation 3: MC, BAP und BNF). Auf der anderen Seite konnte
aber mit Hilfe der Messung der LDH-Aktivitat im Zellkulturmedium kein toxischer EinfluR der
applizierten Substanzen nachgewiesen werden (Abb. 5.9). Hier sind aber noch weitere
Untersuchungen notwendig, wie z.B. die Uberpriifung genereller Stoffwechselleistungen
wie der Proteinsynthese, um den EinfluR toxischer Wirkungen als Ursache fiir die unter-
schiedlichen maximalen Induktionsantworten zu Gberprifen. Ein inhibierender EinfluR der
applizierten Induktoren auf die katalytische Aktivitdt von CYP1A1 kann auch ausgeschlos-
sen werden, da mit Hilfe des immunochemischen Nachweises von CYP1A1 im ELISA
ebenfalls verschiedene maximale Induktionskapazitdten von MC, BAP, BAT und BNF fest-
gestellt wurden.

Prinzipiell ware auch denkbar, daR die hier gemessenen unterschiedlichen ECse-Werte und
maximalen Induktionen fur BNF, MC, BAT und BAP das Ergebnis einer unterschiedlich
schnellen Aufnahme der Substanzen (ber die Zellmembran bzw. einer unterschiedlichen
Akkumulation mit der Folge verschiedener intrazellularer Konzentrationen sind. Die
Aufnahme von Stoffen Uber die Zellmembran wird durch ihre Lipohilie bedingt (sofem keine
sterischen Behinderungen auftreten), wobei Stoffe mit héherer Lipophilie die Zellmembran
schneller passieren konnen (Spacie & Hamelink, 1984). Neben der Geschwindigkeit der
Aufnahme Uber die Zellmembran kann die Lipophilie auch die zelluldre Bioakkumulation
beeinflussen. Betrachtet man die Hepatozyten und das umgebende Kulturmedium als ein
Zwei-Kompartimente-Sysstem, so wiirde ein Kompartiment durch die biologische Zelle, das
andere Kompartiment durch das umgebende Medium représentiert (Streit, 1992). Die
biologische Zelle (hier die Forellenleberzelle) besitzt im Gegensatz zum umgebenden
walkrigen Medium durch seine Lipidmembranen und Proteine eine Vielzahl von
hydrophoben Komponenten. Unabhéngig von der Geschwindigkeit der Aufnahme kann
man daher eine verstdrkte Bioakkumulation von lipophilen Substanzen in der Zelle

erwarten.
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Eine MaRzahl fiur die Lipophilie eines Stoffes ist der Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient.
Flr die hier untersuchten Substanzen wurden von Hansch & Zhang (1993) folgende
Octanol-Wasser-Verteilungs-Koeffizienten publiziert (dargestellt als log Kow = log P):

MC: 6,42

BAP: 5,97

BNF: 465 (berechnet)

BAT: nicht bestimmt
Quelle: Hansch & Zhang (1993)

Vergleicht man die log Kow-Werte von MC, BAP und BNF mit den hier ermittelten ECso-
Werten so kann man feststellen, dal® keine Korrelation zwischen der Rangfolge beider
GroBen besteht, so daR die Geschwindigkeit bei der Aufnahme in die Zelle fur die hier
untersuchten Substanzen nicht die Ursache fir die unterschiedlichen ECsc-Werte sein
kann.

Die Auspragung einer Sattigungskurve im L&slichkeitsbereich der Gberpriften Induktoren
deutet darauf hin, daR bereits genligend Moleklle zur Absattigung der Ah-Rezeptor-
Bindungsstellen in die Zelle gelangt sein missen, so daR auch eine unterschiedliche
intrazelluldre Akkumulation nicht die Ursache fir die unterschiedlichen ECso-Werte und
maximalen Induktionen sein kann.

Eine genaue Klarung der Frage, inwieweit kinetische Faktoren an der Ausbildung von ECse-
Werten und maximaler induktion beteiligt sind, kann aber nur durch zuséatzliche Messungen
- die im Rahmen dieser Untersuchung nicht durchgefiihrt werden konnten - wie die
Bestimmung von ECs-Werten nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit dem Induktor
und durch Messung der intrazelluldren Induktorkonzentration, erreicht werden.

Ein Vergleich mit bisher bei Sdugern und Saugerzellkulturen erzielten Struktur-Wirkungs-
Daten sollite lberpriifen, ob Ubereinstimmungen bzw. Unterschiede zwischen beiden
Systemen (Fisch- und Sauger-CYP1A1-Induktion) bestehen und ob durch die Charakterisie-
rung der Induktion von CYP1A1 in einem dieser beiden Systeme Spezies-lbergreifende
Aussagen zur Charakterisierung von PAHs gemacht werden kénnen. Ein direkter Vergleich
war aber nicht méglich, da Daten aus S&ugersystemen entweder aus sehr heterogenen
Quellen stammten oder weder ECsp-Werte noch relative Induktionswerte aufgestellt wurden.

Ah-Rezeptor-Affini- | ECsy (EROD) ECsp (CYP1A1- maximale Induktion
tat ELISA) (EROD)
Substanz nM nM % von MC
TCDD +4+++ - - -
MC ++++ 487 467 100
BAP +H+/++ 621 457 59
BAT ++ 1496 2302 31
BNF nicht bestimmt 205 76 50
1 2 2 2

" Rannug et al. (1991), auf der Basis experimenteller Daten
2 Primarzellkulturen von Hepatocyten aus der Regenbogenforelle (aus dieser Arbeit)

Tab. 5.1: Ah-Rezeptor Affinitdt im Zytosol von Rattenleber und ECss-
Werte/maximale Induktion in Leberzellkulturen von Regenbogenforellen.
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Dagegen stellen die von Rannug et al. (1991) publizierten Daten die umfangreichste Studie
auf diesem Gebiet dar. Sie analysieren die Strukturkomponenten fir die Bindung an den
Ah-Rezeptor mit Hilfe eines Computeralgorithmus, dem sogenannten CASE-Programm
(Computer Automated Structure Evaluation). Die verwendeten Daten basieren auf zwei
unterschiedlichen Methoden der Bestimmung der Ah-Rezeptor-Affinitat: Elektrofokussierung
(Gillner et al., 1985) und Saccharose-Gradienten-Technik (Okey et al., 1979). Dabei wurden
die Daten aus 13 verschiedenen Publikationen gesammelt und fiir die Bestimmung
sogenannter Biophoren (aktive Struktureinheiten) und Biophoben (inaktivierende Struk-
tureinheit) ausgewertet. Die Datensammlung umfaBt sowohl PAHSs, nitro-PAHs, Heterozy-
klen, Dioxine, Furane und Biphenyle. Auf die mit dem CASE-Programm berechneten Werte
soll hier nicht weiter eingegangen werden. Daflr wird die Affinitat einiger dort beschriebe-
nen Substanzen fir den Ah-Rezeptor mit den in dieser Arbeit ermittelten ECso-Werten und
maximal induzierbaren Aktivitéten verglichen (Tab. 5.1). Leider sind keine Daten fir B-
Naphtoflavon erhoben worden, so daR diese Substanz nicht mit in die Vergleiche einbezo-
gen werden kann. Als zusétzliche Vergleichsubstanz wurde noch TCDD aufgelistet. TCDD
wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, da die nétigen Sicherheitsanforderungen im Labor
nicht gegeben waren.

Die mit der Ah-Rezeptor-Affinitdt ermittelten Daten zeigten die gleiche Rangordnung fuir
MC, BAP und BAT wie die mit EROD ermittelten ECso-Werte. Da sich das P450-System
bezuglich seiner Induzierbarkeit durch PAH und der 1A1-Isoenzyme nicht grundsatzlich von
dem der Sadugetiere unterscheidet (Goksoyr & Foriin, 1992; Stegeman et al., 1990),
reprasentieren die hier gefundenen ECso-Werte fiir EROD offenbar die Affinitaten zum Ah-
Rezeptor. Zwar wurden die Ah-Rezeptor-Affinitdten im Zytosol gemessen, wéhrend die
EROD-Aktivitat im Homogenat von Zellen bestimmt wurden, die im intakten Zustand mit den
Induktoren inkubiert waren. Die applizierten Substanzen muRten also im Gegensatz zur Ah-
Rezeptor-Affinitdtsmessung erst die Zellmembran passieren, bever eine Bindung an den
Ah-Rezeptor erfolgen.konnte. Da aber - wie in den vorausgegangenen Erduterungen
diskutiert wurde - die Aufnahme der Substanzen und ihre Bioakkumulation nicht die
Ursache flir die unterschiedlichen ECs;-Werte sein dlrfte, kann offensichtlich die
Rangfolgen der EROD-ECso-Werte aus Forellenhepatozyten direkt mit der Rangfolge der
Ah-Rezeptor-Affinitaten im Leberzytosol von Ratten korreliert werden.

Von der Ah-Rezeptor-Affinitat etwas abweichende Daten wurden mit den MeRsystemen
ECOD und CYP1A1-ELISA ermittelt. Wie bereits weiter oben erldutert, sind diese aber
moglicherweise  auf die unterschiedliiche Isoenzymspezifitit und/oder hohe
MeRschwankungen bei geringer Anzahl von Zellisolationen zurlickzufihren, so daR fir den
Vergleich mit der Ah-Rezeptor-Affinitat nur die EROD-Daten herangezogen wurden.

Ein weiteres Enzym, fir das eine Regulation durch den Ah-Rezeptor zumindest fir
bestimmte Isoenzyme beschrieben wurde, ist die GST (Bock, 1993). Fir die GST konnte
mit steigender Induktorkonzentration eine verringerte Aktivitdt beobachtet werden (Abb.
5.9). Aufgrund der hohen Standardabweichungen war eine statistisch signifikante Aussage
aber nicht méglich. Fir die Hemmung der GST k&me sowohl eine toxische Ursache
(verringerte Proteinsyntheseleistung) als auch ein spezifischer Hemmechanismus in
Betracht. In der Literatur werden unterschiedliche Effekte durch PAHs auf die Aktivitat der
GST beschrieben (Stegeman et al., 1992). Je nach Spezies kdnnen gegenteilige Effekie
auftreten. Wahrend z.B. fir Aal und Barbe eine Hemmung berichtet wird (Lemaire et al.,
1992b; Lemaire-Gony & Lemaire, 1992), wurden bei anderen Spezies (Collier & Varanasi,
1991; James et al., 1988) keine signifikanten Anderungen beobachtet. Fir die
Regenbogenforelle (Andersson et al., 1985) konnte eine leichte Induktion der GST mit BAP
gezeigt werden. Mit BNF wurde in dieser Arbeit (Kapitel 3, Abb. 3.1) ebenfalls eine
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Induktion der GST im Homogenat der Leber von BNF-injizierten Fischen nachgewiesen.
Wie bereits erwéhnt, konnten diese in vivo-Beobachtungen mit den Priméarzellkulturen nicht
bestatigt werden. Eine Ursache kénnte moglicherweise ein geéndertes GST-Isoenzym-
muster in der Primarzellkultur sein. Da nur fiir ein Isoenzym die Regulation durch den Ah-
Rezeptor nachgewiesen ist (Bock, 1993), mit dem Substrat CDNB aber alle Isoenzyme
nachgewiesen werden (Stegeman et al., 1992), kénnte durch eine Verschiebung des
Expressionsmuster der GST-Isoenzyme der Nachweis der Induktion der Ah-Rezeptor-
kontrollierten GST lberlagert werden. Anderungen in der Expression verschiedener
Enzyme in Primérzellkulturen sind sehr haufig beschrieben und konnten auch in dieser
Arbeit beobachtet werden (siehe ausfiihrliche Erlduterungen im Kapitel 3).

Ob der Ruckgang der GST-Aktivitat eventuell auf eine toxische Wirkung der Induktoren
oder ihrer Metabolite zurlickzufiihren war, konnte mit Hilfe der hier durchgefthrten Untersu-
chungen nicht festgestellt werden. Hierzu wéren Messung z.B. zur Proteinsyntheseleistung
der Piméarzellen notwendig. AuRerdem miiRten weitere Toxizitdtsparameter wie MTT- oder
Kristallviolett-Test (Lenz et al., 1993) untersucht werden.

Induktion durch Deponieeluat
in Leberzellkulturen (Forelle)

2000

1600
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ECOD...CYP{A{

400

Kontr Eluat BNF BAF MC

B erco scop [ crpias

Abb. 5.11: Induktion von CYP1A1 durch wélrige Deponieeluate. Leberzellen
aus Regenbogenforellen wurden fiir 48 h mit den Eluaten und verschiedenen
Positivkontrollen (2 uM BNF, BAP und MC) inkubiert. Der Nachweis erfolgte
entweder lber die Enzymaktivititen von EROD und ECOD (Werte in
pmol/min/mg Protein) oder durch Detektion von CYP1A1 mit einem spezifi-
schen Antikérper im ELISA (Werte in ng/10 pg Protein). Die Signifikanzanalyse
wurde mit dem t-Test, basierend auf einem 95 %igen (*) oder 80 %igen (**)
Vertrauensbereich durchgefiihrt. Die Markierung indiziert einen statistisch
signifikanten Unterschied zur Kontrolle.

5.4.2 Induktion von CYP1A1 durch Deponieeluate -

AuBer den bisher diskutiertem Einsatz von Priméarzellkulturen der Regenbogenforellenleber
zur Aufstellung von Dosis bzw. Konzentrations-Wirkungskurven und zu Struktur-Wirkungs-
Uberlegungen, wurde die Maéglichkeit untersucht, dieses System (Induktion von Biotrans-
formationsenzymen) zum Nachweis der Belastung von Gewassemn mit aromatischen
Kohlenwasserstoffen zu nutzen. Gegeniiber analytischen Verfahren bietet diese Methode
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den Vorteil, daR eine Belastung chne genaue Kenntnis der Substanzen und als Summen-
parameter erfalt werden kann. Aufwendige chemische Analysen entfallen. Durch die
Induktion von CYP1A1 wére auBerdem ein Mel3system gegeben, mit dem sich direkt eine
biologische Wirkung aufzeigen lieRe. Die mit immer niedrigeren Nachweisgrenzen
arbeitende chemische Analytik kann aber die Frage nach der biologischen Relevanz einer
gemessenen Konzentration nicht beantworten.

Es zeigte sich, daR auch mit Umweltproben, die durch organische Schadstoffe belastet
waren, eine Induktion von CYP1A1 ausgeldst werden konnte. Untersucht wurden Eluate
einer Halde im Mansfelder Revier, flr die eine Belastung mit organischen Schadstoffen
bekannt war. Das Haldenmaterial enthielt hohe Quarz- und Calcitanteile, sowie etwas Gips
und bis zu 9 % Kohlenstoff und Bitumen (Auskunft Dr. A. Paschke, UFZ-Leipzig-Halle).

Die im Haldenmaterial nachgewiesenen polyaromatische Kohlenwasserstoffe waren natirli-
chen Ursprungs. Durch den Abbau von Kupferschiefermergel gelangten diese Kohlenwas-
serstoffe auf eine Abraumhalde. Durch die Verwendung des Abraummaterials als Bauma-
terial bestand die Gefahr der Mobilisierung der PAHs. Um die potentielle Mobilisierung der
organischen Schadstoffe aus dem Haldenmaterial zu Uberpriifen, wurden diese unter
maoglichst realistischen, den natlrlichen Bedingungen angendherten Verfahren extrahiert.
Die Extraktion der Proben erfolgte daher nicht mit Losungsmitteln, sondern mit destilliertem
Wasser. Ein wafriges Elutionsverfahren im neutralen bis sauren Bereich entspricht Bedin-
gungen, wie sie auch natlrlich vorkommen, z.B. durch Regen-, Sicker- oder Grundwasser.
Im Gegensatz dazu stellen die manchmal angewandten Extraktionsverfahren mit
Ldsungsmitteln (Brunstrom et al., 1995; Lindstrom-Seppa et al., 1993) kinstliche Bedingun-
gen dar, die zu einer Konzentrierung bestimmter Substanzen fiihren. Die durch Lésungsmit-
telextraktion gewonnenen Ergebnisse- kénnen zwar zum Nachweis von toxischen oder
CYP1A1-induzierenden Substanzen eingesetzt werden. Ob durch sie eine biologisch rele-
vante Wirkung erzeugt wird, kann aber nicht erfatt werden.

Die Eluate wurden ohne weitere Behandlung zu gleichen Teilen mit doppelt-konzentriertem
Medium versetzt und nach 24 h, nachdem sich alle Zellen angeheftet hatten, mit den Zellen
48 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurden auerdem je 2 umolare Konzentrationen von MC,
BAP und BNF untersucht. Die Untersuchungen wurden mit zwei verschiedenen Zellisolatio-
nen durchgefihrt, die in diesem Falle relativ geringe Abweichungen von einander zeigten,
so daR die Mittelwerte aus den Absolutwerten und nicht den Prozentwerten berechnet
wurden.

Die Abb. 5.11 zeigt, daR mit allen drei Nachweismethoden (enzymatisch mit EROD/ECOD
und durch ELISA) eine Induktion durch das Deponieeluat nachgewiesen werden konnte.
Flur EROD und ECOD lag die Induktionsantwort dabei im Bereich der mit 2 yM BAP und
BNF erzielten Werte. Abweicherid verhielt sich dabei die Induktionsantwort von CYP1A1,
wenn diese durch einen ELISA nachgewiesen wurde. Wahrend fur EROD und ECOD eine
erhohte Aktivitdt mit einer statistischen Sicherheit von 95 % (t-Test) beobachtet wurde,
konnte eine Erhéhung mit dem ELISA nur mit 80 %iger Sicherheit nachgewiesen werden.
Dariiber hinaus war die Induktionsantwort auch wesentlich geringer als die mit 2 uM BNF,
BAP oder MC ermittelten Werte.

Auch wenn offensichtlich mit dem CYP1A1-ELISA eine geringere Sensitivitdt gegeben war,
kann die Anwendung dieses MeRsystems dennoch aufgrund der bereits erwéhnten
Hemmung der EROD durch einige PAHs von Bedeutung sein. Beide Nachweissysteme in
Kombination (EROD/ECOD und CYP1A1-ELISA) wiirden sich demnach gut eignen, um
eine biologisch relevante Belastung mit PAHs nachzuweisen. Bei den vorliegenden Ergeb-
nissen bestéatigten die chemischen Analysen (siehe Abb. 5.12), daR die Induktion auf eine
Kontamination der Eluate mit PAHs zurlckzufiihren war. Die polyaromatischen Kohlenwas-
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5. Induktion von CYP1A1

serstoffe, unter lhnen auch das hier in der Konzentrations-Wirkungsbeziehung getestete
Benzo(a)pyren und Benz(a)anthracen konnten in Konzentrationen im Bereich von umge-
rechnet ca. 10 bis Gber 100 nM nachgewiesen werden (Tab. 5.2, .Analyse durchgefihrt von
Dr. Popp, UFZ Sektion Analytik), womit sie in dem Konzentrationsbereich lagen, der auch
durch die Konzentrations-Wirkungskurven von BAP, MC, BNF und BAT abgedeckt wurde.

Phenanthren 255 Anthracen 26

Fluoroanthen 69,1 Pyren 437
Benzo(a)anthracen 19,0 Chrysen 35,3
Benzo(b)fluoranthen 36,4 Benzo(k)fluoranthen 16,3
Benzo(a)pyren 28,0 Indeno(1,2,3)pyren 30,4

Tab. 5.2: Gehalte der polyaromatischen Hydrokarbone des auf Induktion von
CYP1A1 lberpriiften Deponieeluats in pg/l (Analyse durchgefiihrt von Dr. Popp,
UFZ-Sektion Analytik).

Die Ergebnisse aus diesem Kapitel haben gezeigt, da sich Primarkulturen von Fischleber-
zellen fUr die Aufstellung von Konzentrations-Wirkungskurven eignen. Die ermittelten ECso-
Werte stimmten mit Literaturdaten zur Ah-Rezeptoraffinitat Gberein. Neben der Charakteri-
sierung des Risikopotentials von Chemikalien mit Hiife ihrer CYP1A1-Induktionseigenschaf-
ten konnte auch die Belastung einer Umweltprobe mit organischen Substanzen durch
CYP1A1-Induktion nachgewiesen werden.
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6. Vergleich von Karpfen und Forelle

6. Charakterisierung und Vergleich von
Biotransformations- und charakteristischen Leberenzymen
bei Karpfen und Regenbogenforelle

6.1 Zusammenfassung

Die pH-Wert- und Temperatur-Optima, sowie die kinetischen Konstanten von einigen
Biotransformations- und Stoffwechselenzymen des Karpfens und der Forelle wurden
bestimmt. Relativ groRe Unterschiede konnten dabei fir die pH-Wert-Optima der
Phase 1-Biotransformationsenzyme NCR, EROD und ECOD beobachtet werden.
Unterschiede bezlglich der zeitabhangigen Expression konnten insbesondere flr die
Biotransfromationsenzymen GST (Glutathion-S-Transferase) und EROD (7-Ethoxyre-
sorufin-O-deethylase in Primarkulturen von Leberzellen aus Forellen und Karpfen
gefunden werden. Die méglichen Ursachen und Auswirkungen dieser Unterschiede
werden diskutiert und mit Messungen aus anderen Untersuchungen verglichen.

6.2 Einleitung

Die Oxidation und Konjugation von polyaromatischen (chiorierten) Hydrokarbonen durch
Biotransformationsenzyme hat entscheidenden Einflul auf deren Toxizitdt und Bioakkumu-
lation. Daher ist die kinetische Charakterisierung dieser Enzyme von grofer Bedeutung,
insbesondere dann, wenn die mit einer Spezies gewonnen Ergebnisse auf andere Arten
Ubertragen werden sollen bzw. wenn die Biotransformationskapazitdten verschiedener
Arten miteinander verglichen werden sollen.

Zwischen einzelnen Vertretern der verschiedenen Wirbeltierklassen bestehen zum Teil
groBe Unterschiede fir die spezifischen Aktivitaten der Biotransformationsenzyme (Gregus
et al., 1983). Innerhalb einer Wirbeltierklasse, so z.B. fiir die Fische, fehlt bisher ein umfas-
sender Vergleich verschiedener Arten und ihrer Biotransformationskapazitaten. Doch
deuten die bei einigen Spezies durchgefihrten Untersuchungen darauf hin, daR keine
groen Unterschiede bestehen und die Enzymaktivitaten sich in vergleichbaren GroRen-
ordnungsbereich bewegen (Goks@yr et al., 1987; Monod et al., 1988; Vindimian & Garric,
1989). Wahrend bezuglich der in vitro-Deaktivierung und Aktivierung von Organophospha-
ten groRe Speziesunterschiede bestehen (de Bruijn et al., 1993), konnten fiir die Metaboli-
sierung von Chioranilinen und -benzolen selbst bei nicht ndher verwandten Arten wie
Salmoniden und Poeciliiden in vitro sehr &hnliche Ergebnisse nachgewiesen werden (de
Wolf, 1992). Bei in vivo-Versuchen durfte dagegen in der Regel mit einer héheren Varianz
gerechnet werden, da hier neben der Metabolisierung noch weitere Faktoren wie Aufnahme
der Stoffe Uber Kieme und Darm, Verteilung im Korper und Exkretion die Toxizitdt und
Bioakkumulation beeinflussen.

Die Charakterisierung und der Vergleich von Enzymen aus verschiedenen Spezies ist von
Bedeutung, wenn die gewonnen Daten auf andere Spezies (ibertragen werden sollen. Sie
kénnen Hinweise geben, wo Versuche zusatzlich mit anderen Arten durchgefiihrt werden
missen. Die Charakterisierung der Enzyme beinhaltet zum einen die pH-Wert- und Tempe-
raturoptima, zum anderen kinetische Parameter. Letztere ergeben sich aus der Michaelis-
Menten-Gleichung (Suelter, 1985):
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y = Vow 5]
K, +15]

Dabei ist K, eine charakteristische Enzymkonstante. Kn, ist im Gegensatz zu Vma, unab-
hangig von der Enzymkonzentration. Sie stellt eine Bindungskonstante dar, wobei kleine
Kn-Werte eine hohe Affinitét des Substrates (d.h. bei relativ geringen Konzentrationen wird
bereits die halbe maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht) bedeuten. Vma und Kn
beeinflussen beide die Reaktionsgeschwindigkeit. |hre Bestimmung fir die Biotransforma-
tionsenzyme kann daher AufschluR Uber die mégliche Umsetzungskapazitat von Xenobio-
tica ergeben.

" In diesem Kapitel wurden die pH-Wert- und Temperaturoptima sowie die kinetischen Para-
meter K, und Vq.. Sowohl fir einige Biotransformationsenzyme als auch fir einige Stoff-
wechselenzyme bestimmt. Die unterschiedliche Entwicklung von Enzymaktivitdten in Leber-
zellkulturen von Karpfen und Forelle wurde gezeigt.

6.3 Ergebnisse

6.3.1 pH-Optima

Die pH-Optima zweier flr die Funktion der Leber wichtige Stoffwechselenzyme - PEP-CK
und GPT - zeigten ihre hochste Aktivitat im neutralen pH-Bereich (pH 7-7,5). Die Toleranz
flr saure pH-Werte war dabei etwas gréRer, wahrend mit zunehmender Alkalitét ein starkes
Absinken der Aktivitdt beobachtet werden konnte. Unterschiede zwischen Forelle und
Karpfen konnten nur dahingehend festgestellt werden, daR fur die PEP-CK des Karpfens
eine starker Aktivitatsabfall auch flr sinkende pH-Werte gemessen wurde (Abb. 6.1).

Fir GST lagen die hochsten Aktivitdten ebenfalls im neutralen Bereich (pH 7-8). Sowohl der
Karpfen als auch die Forelle zeigten einen relativ starken Abfall der Enzymaktivitdten mit
sinkendem oder steigendem pH-Wert (Abb. 6.2). Sehr auffallige Unterschiede zwischen
Karpfen und Forelle konnten dageger bei den Biotransformationsenzymen beobachtet
werden. Wahrend fir die Forelle die Aktivitdtsmaxima flir NCR, EROD und ECOD eindeutig
bei alkalischen pH-Werten zu finden waren (pH 8-9,5), konnte eine ausgepragte Praferenz
fur alkalische Bedingungen beim Karpfen nicht becbachtet werden (NCR und ECOD).
Vielmehr lag das Aktivitdtsmaximum im leicht sauren pH-Bereich (pH 6,5) (Abb. 6.2).

Ganz besonders ausgepragt waren die Unterschiede im pH-Optimum fir das Enzym
EROD. Sowohl die Forelle als auch der Karpfen wiesen eine ausgepragte Abhangigkeit
vom pH-Milieu auf. Karpfen-ERQOD hatte dabei eine maximale Aktivitat bei pH 6,5, Forellen-
EROD bei 8,5.

6.3.2 In vitro-Temperaturoptima

Beziiglich ihrer Temperaturabhangigkeit wurden nur 4 Enzyme untersucht. Die beiden fir
den Leberstoffwechsel bedeutenden Enzyme PEP-CK und GPT und als Vertreter der
Biotransformationsenzyme NCR und GST.

Fur die Stoffwechselenzyme zeigte die Forelle ein klares Optimum bei einer Temperatur
von 25°C. Fur den Karpfen lieR sich ein schwach ausgepragtes Optimum fur die PEP-CK
bei 30°C feststellen. Fir GPT wurde ein stetiger Anstieg der Enzymaktivitdt nachgewiesen;
innerhalb des gemessenen Temperaturbereichs konnte beim Karpfen kein Temperaturop-
timum nachgewiesen werden. Die Biotransformationsenzyme NCR und GST verhielten sich
dagegen bei Karpfen und Forelle annahernd gleich. Beide Enzyme hatten ein Temperatur-
optimum bei 25°C (Abb. 6.3).
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Abb. 6.1.: pH-Optimum von Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEP-CK) und
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT). Gemessen wurde im 10 000 g Uberstand
von Leberhomogenat unbehandelter Forellen und Karpfen.

Die van't Hoffsche Reaktionsgeschwindigkeit-Temperatur-Regel besagt, daR sich die bei
einer Temperaturerhéhung von 10°C die Reaktionsgeschwindigkeit verdoppelt bis vervier-
facht (Penzlin, 1989). Sofern das Temperaturoptimum nicht Gberschritten wurde, konnte fir
alle Enzyme die van't Hoffsche Regel bestatigt werden. Fir die GST muR hierzu eine
Extrapolation vorgenommen werden, da unterhalb des Temperaturoptimums von 20°C nur
ein weiterer MeRpunkt bei 15°C existiert. Fir die PEP-CK des Karpfens konnten zur Uber-
prufung der van’t Hoffschen Regel ebenfalls nur die Werte bei 25 und 30°C herangezogen
werden, da bei niedrigeren Temperaturen nur sehr geringe Enzymaktivititen meRbar
waren. Da aber bereits in diesem 5°C Intervall eine Zunahme von ca. 3 auf 8 nmol/min/mg
Protein erfolgt, so scheint auch hier ein Q4-Wert zwischen 2 und 4 méglich.

6.3.3 Abhéngigkeit der NCR von der KCN-Konzentration

KCN wurde dem Reaktionsansatz zur Unterdrickung nicht mikrosomaler NADPH
Cytochrom-c (P450)-Reduktase zugesetzt. Wie die Ergebnisse zeigten, hatte KCN aber
keinen hemmenden EinfluR auf die gemessene NCR Aktivitat. Im Gegenteil konnte eine
leicht erhdhte Aktivitat mit KCN festgestellt werden (Abb. 6.4).
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Abb. 6.2: pH-Optimum von NADPH-Cytochrom ¢ (P450)-Rekuktase (NCR),
Glutathion-S-Transferase (GST), 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) und 7-
Ethoxycoumarin-O-deethylase (ECOD). Gemessen wurde im 10 000 g Uberstand
von Leberhomogenat unbehandelter Forellen und Karpfen.

6.3.4 Abhéngigkeit von der Substratkonzentration

Beziiglich der Abhdngigkeit von der Substratkonzentration wurden die Enzyme GPT, NCR,
GST und UGT(UDP-Glucoronyltransferase, nur Mikrosomen von BNF-behandelte Forellen
gemessen, Abb. 6.7) untersucht. Fur alle Enzyme konnten typische, einer Michaelis-
Menten-Kinetik entsprechenden Sattigungskurven ermittelt werden. Eine Darstellung im
Lineweaver-Burk-Plot ergab eine lineare Abhéangigkeit (Abb. 6.5 fur Forelle und Abb. 6.5 fir
Karpfen). Die Transformation des Lineweaver-Burk-Plots wurde fir die Kalkulation des k-
und des V.-Wertes herangezogen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 6.1 zusammenge-
falkt dargestelit.

Die Charakterisierung der Enzyme GPT, NCR und GST mit Hilfe von k.- und Vy.-Werten
(Tab. 6.1) ergab dabei keine groen Unterschiede zwischen dem Karpfen und der Forelle.
Die gemessenen Werte lagen jeweils innerhalb einer Grékenordnung. Die groRte Differenz
wurde beziiglich der Affinitdt der GPT fur das Substrat a-Ketoglutarat beobachtet, bei der
der Karpfen einen kleineren k,-Wert zeigte.
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Abb. 6.3: Temperaturoptimum von Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEP-
CK), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), NADPH-Cytochrom ¢ (P450)-Reduk-
tase (NCR) und Glutathion-S-Transferase (GST). Gemessen wurde im 10 000 g
Uberstand von Leberhomogenat unbehandelter Forellen und Karpfen.
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Abb. 6.4: Abhéngigkeit der NCR-Aktivitdt von der KCN-Konzentration. Gemessen
wurde im 10 000 g Uberstand von Leberhomogenat unbehandelter Forellen und
Karpfen.
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Abb. 6. 5: Abhangigkeit der spezifischen Aktivitat von der Substratkonzentration
bei drei verschiedenen Enzymen aus der Forellenleber: Glutamat-Pyruvat-Trans-
aminase (GPT), NADPH-Cytochrom ¢ (P450) Reductase (NCR) und Glutathion-S-
Transferase (GST) wurden im Leberhomogenat gemessen.
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Abb. 6. 6: Abhangigkeit der spezifischen Aktivitat von der Sub-stratkonzentrgtion bei drei
verschiedenen Enzymen aus der Karpfenleber: Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT),
NADPH-Cytochrom ¢ (P450) Reductase (NCR) und Glutathion-S-Transferase (GST)

wurden im Leberhomogenat gemessen.
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Abb. 6.7: Abhéngigkeit der spezifischen Aktivitdt von der Substratkonzentration der
UDP-Glucoronosyltransferase in Mikrosomen aus der Leber von BNF-induzierten Forel-
len.
Forelle Karpfen
Protein Kn-Wert Vpa-Wert | Protein Km-Wert Vpa-Wert
Enzym  Substrat (mg/mi) (mM) (nmol/min/ | (mg/ml) (mM) (nmol/min/
mg Prot.) mg Prot.)
GPT Alanin 0,20 2 14 0,17 29 13
a-Ketogl. 0,20 9,7 15 0,17 1.1 22
NCR Cyt.c 0,20 0,59 12 0,17 0,13 41
NADPH 0,20 34 8.8 0,17 1.3 29
GST CDNB 0,020 1,2 510 0,017 25 800
GSH 0,020 21 340 0,017 0,69 411
UGT. p-NP 0,29 177 6.8
UDPG 0,29 0,21 7.0
™ Angabe in nM

Tab. 6.1: Vmax und km-Werte von Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT),
NADPH-Cytochrom ¢ (P450)-Reductase (NCR), Glutathion-S-Transferase (GST)
und UGT (UDP-Glucoronylttransferase). Die kinetischen Parameter wurden im
Leberhomogenat nicht induzierter Forellen und Karpfen fiir beide an der Reaktion
beteiligten Substrate bestimmt. Vmax und kp-Werte der UDPG-Transferase
konnten nur fiir Mikrosomen von BNF behandelten Forellen berechnet werden.
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6.3.5 Vergleich von Leberzellkulturen aus Karpfen und Forelle

Die Ergebnisse des Kapitels 4 haben gezeigt, dal insbesondere flr die Entwickiung der
CYP1A1-Aktivitat EROD grof’e Unterschiede zwischen Leberzellkulturen von Forelle und
Saugem zu beobachten sind. Durch Vergleich von Forellen- mit Karpfenprimarkulturen
sollte Gberpriift werden, ob derartige Unterschiede auch innerhalb einer Tiergruppe wie den
Fischen aufzufinden waren. Die Kultur der Karpfenhepatozyten erfolgte durch Dr. R. Béhm
an der Universitdt Karisruhe, wahrend alle Messungen von mir selbst am UFZ in Leipzig
durchgefuhrt wurden.

Es zeigte sich, daR die Anheftungsrate der Hepatozyten an das Substrat in beiden Kultur-
systemen gleich ausfiel, wenn der Proteingehalt der Homogenate als Grundlage genommen
wurde. Das Absinken des Proteingehaltes fiel bei verlangerter Kulturdauer fir die Karpfen-
hepatozyten etwas starker aus. Der DNA-Gehalt beider Kulturen deutete dagegen eine
bessere Anheftung der Karpfenhepatozyten an. Zunachst konnte fur den Karpfen sogar ein
leichter Anstieg der DNA-Menge beobachtet werden, was auf eine mogliche Proliferation

der Zellen hindeutete. Nach 5 Tagen Kulturdauer konnte aber auch hier ein Absinken des
DNA-Gehaltes beobachtet werden.
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Abb. 6.8: DNA- und Proteingehalt im Homogenat von Primérhepatozyten aus
Forelle und Karpfen. Dargestelite Werte sind Mittelwerte aus 3 (Forelle) bzw. 2
Isolationen (Karpfen).

Um Karpfen- und Forellenhepatozyten besser miteinander vergleichen zu kénnen wurden in
den Diagrammen anstatt relativer Werte (wie im Kapitel 4 und 5) die absoluten Enzymaktivi-
taten angegeben. Die hieraus resultierenden hohen Standardabweichungen erlauben aber
keine statistische Signifikanzanalyse und wurden in den Diagrammen daher nicht darge-
stellt. Fur den Protein- und DNA-Gehalt wurde eine prozentuale Darstellung gewéahlt, da
diese in groRem MaRe von der Dichte der anféanglich eingeséten Zelimenge abhangen. Da
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6. Vergleich von Karpfen und Forelle

abhangen. Da fir die Karpfenhepatozyten keine Proben von frisch isolieten Zellen
genommen wurden, muBten die Prozentwerte auf den ersten Probennahmetag bezogen

werden. -
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Abb. 6.9: Enzymaktivitdten von NCR, GST und EROD in Primérkulturen von
Hepatozyten aus dem Karpfen und der Forelle. Dargestelite Werte sind Mittelwerte
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GroRe Unterschiede zwischen der Kultur von Karpfen und Forellenhepatozyten bestanden
zum Teil fur die zeitabhangige Expression verschiedener Biotransformationsenzyme. NCR
konnte in Karpfen und Forellen mit einer Aktivitdt in der gleichen GréRenordnung gemessen
werden (2-9 nmol/min/mg Protein). Jedoch konnten Differenzen bei verlangerter Kultur-
dauer beobachtet werden. Wahrend in den Forellenpriméarkulturen die Aktivitdt der NCR
mehr oder weniger stabil blieb, so konnte fiir den Karpfen ein kontinuierlicher Anstieg
verzeichnet werden.

Fur die GST konnten ahnlich hohe Enzymaktivitdten in den ersten 4-5 Kulturtagen bei
Karpfen und Forelle beobachtet werden. Bei verldngerter Kulturdauer zeigte die Karpfen-
GST aber eine um ca. 6fach erhéhte Aktivitat, wahrend in Forellenhepatozyten ein leichtes
Absinken der Enzymakiivitdt beobachtet werden konnte.

Genau umgekehrte Verhaltnisse existierten dagegen fiir die Expression des Phase 1-Bio-
transformationsenyms EROD. Wie bereits im Kapitel 4 ausfiihrlich diskutiert, konnte in
Forellenhepatozyten ein kontinuierlicher Anstieg von wenigen pmol/min/mg Protein in frisch
isolierten Zellen bis zu Uber 100 pmol/min/mg Protein in 8 Tage kultivierten Zellen
verzeichnet werden. Die Aktivitdten der Karpfen EROD lag dagegen am ersten Kulturtag bei
ca. 50 pmol/min/mg Protein und sank mit fortschreitender Kulturdauer auf ein nicht mehr
nachweisbares Niveau ab.

6.4 Diskussion

Bei der Entwicklung und Anwendung von in vivo- und in vitro-Modellen stellt sich immer
wieder die Frage nach der Allgemeinguiltigkeit bzw. der Ubertragbarkeit der gewonnenen
Daten auf andere Spezies (innerhalb der gleichen Klasse oder auch zwischen verschiede-
nen Tierklassen). Dies gilt ganz besonders fur die Beurteilung der Schadwirkung von
Chemikalien, die durch die Aktivitdten des Menschen in die Umwelt gelangt sind. Da aus
praktischen Griinden immer nur einige wenige Tierarten einer Klasse z.B. der Fische fir die
notwendigen Untersuchungen in Frage kommen, ist es von groRer Bedeutung, die kriti-
schen Punkte aufzuzeigen, d.h. zu bestimmen, an welchen Stellen sehr starke Speziesun-
terschiede - begriindet durch unterschiedliche Lebensrdume und Anpassungen - auftreten
und welche Mechanismen mehr oder weniger gleich ausgepragt vorzufinden sind.

Im konkreten Fall der Untersuchung der Biotransformation kdénnten sich aus einem
Vergleich der Biotransformationsaktivitdten folgende Problemstellungen ergeben:

Da die Biotransformation wesentlichen Einflud auf den Verbleib, den Abbau und die
Schadwirkung eines potentiellen Umweltschadstoffes hat, kénnen die Biotransformations-
kapazititen (ausgedruckt durch die spezifischen Enzymaktivitdten und verschiedenen
Enzymcharakteristika) von groBer Bedeutung bei der Beurteilung des Risikopotentials
haben. Wirden einige wenige Spezies sehr hohe oder sehr geringe Biotransformationska-
pazitat zeigen, so konnte eine Betrachtung nur dieser Spezies zu falschen SchiuBfolgerun-
gen fiihren. Umgekehrt kann auch eine gesonderte Betrachtung einzelner Spezies sinnvoll
sein, wenn diese sich von generellen Befunden abheben. Da Biotransformation auch zu
einer Aktivierung, d.h. zu einer Erhdhung der Toxizitat filhren kann, ist eine besondere,
selektive Gefahrdung einzelner Spezies denkbar.

Ein Beispiel fir die extreme Spezies-Selektivitat fir toxische Chemikalien, die unter
Umstanden durch die Biotransformation vermittelt wurde, konnte beim Sandoz-Chemieun-
fall (1. November 1986) im Rhein bei Basel beobachtet werden. Das Austreten verschiede-
ner Organophosphatinsektizide fiihrte in einigen Bereichen zu einem kompletten Ausster-
ben der Aalpopulation. Fiir eines der in den Rhein gelangten Organophosphate, Dinitro-o-
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cresol, konnte neben histologischen Verdnderungen der Leberzellen auch eine Induktion
verschiedener Biotransformationsenzyme nachgewiesen werden. Dabei wurde diskutiert,
daB eine Ursache fir die selektive Toxizitat fir Aale moglicherweise in einer spezifischen
Induktion der Biotransformationsenzyme des Aals durch Dinitro-o-cresol und der daraus
resultierender Aktivierung eines oder mehrerer Organophosphate liegen kénnte (Braunbeck
& Voelkl, 1991).

Vor diesem Hintergrund wurden in diesem Kapitel daher verschiedene Enzyme aus der
Leber von Regenbogenforellen und Karpfen eingehender charakterisiert. Die Optima fir
Temperatur, pH-Wert und die Abhéngigkeit von der Substratkonzentration wurden unter-
sucht und kn- und Vma-Werte daraus abgeleitet. Dabei wurden sowohl verschiedene
Biotransformationsenzyme der Phase 1 und 2 als auch nicht unmittelbar an der Biotrans-
formation beteiligten Stoffwechselenzyme untersucht, um festzustellen ob die aufgefunde-
nen Unterschiede z.B. bezlglich der Temperatur bei allen Enzymen oder nur bei einer
bestimmten Enzymklasse wie den Biotransformationsenzymen aufzufinden waren. Die
beiden untersuchten Fischarten reichen natlrlich nicht aus, um eine umfassende Aussage
beziglich einer Verallgemeinerung zu geben. Auch wurden keine Daten Gber eine unter-
schiedliche Induktionsantwort erhoben. Jedoch sollen die durchgefiihrten Experimente
demonstrieren, welche Bedeutung eine Charakterisierung der Enzyme hat und ob bzw.
welche Unterschiede auftreten kénnen.

Zu diesem Zweck wurden zwei Fischarten gewahit, bei denen es sich, um Vertreter zweier
verschiedener Familien, der Salmoniden (Lachsartige) und der Cypriniden (Karpfenartige)
handelt. Regenbogenforelle (Oncorhynchuss mykiss) und Karpfen (Cyprinus carpio) unter-
scheiden sich beziglich ihres Lebensraumes, ihren Nahrungsgewohnheiten und ihrer
Anspriiche an Wassertemperatur und Sauerstoffgehalt. Im folgenden soll gezeigt werden,
welche Unterschiede auftreten, ob diese von Bedeutung flr die Beurteilung von Biotrans-
formationskapazitdten sein kénnten und inwieweit sie mit den unterschiedlichen Lebens-
gewohnheiten der beiden Fischarten in Verbindung gebracht werden kénnen.

Bei der pH-Wert-Abhangigkeit wurden die groRten Unterschiede zwischen Forelle und
Karpfen festgestelit. Die Biotransformationsenzyme EROD, ECOD und NCR zeigten in der
Forelle Optima im alkalischen Bereich, wéhrend diese Optima beim Karpfen weniger stark
ausgepragt waren (NCR) oder dhnlich hohe oder die hochsten Aktivitdten im sauren pH-
Bereich zeigten (ECOD und EROD). Ganz besonders stark fielen hierbei die Unterschiede
fur EROD zwischen dem Karpfen und der Forelle auf. Dies mu berlcksichtigt werden,
wenn z.B. die Enzymaktivitadten von Leberzellkulturen beider Spezies verglichen werden.
Werden beide Akfivitdten bei gleichem pH-Wert gemessen, so ist offensichtlich, daR sich
andere Verhalinisse ergeben missen, als wenn die pH-Optima des jeweiligen Spezies
zugrunde gelegt werden. Unbericksichtigt bleibt hierbei natirich auch, inwieweit die
gefundenen pH-Optima Uberhaupt den physiologischen Optima bzw. dem physiologischen
pH-Wert entsprechen.

Unter dem Blickwinkel, daR die Induktion der Biotransformationsenzyme zur Erkennung
einer Belastung mit organischen Schadstoffen oder in Struktur-Wirkungsanalysen einge-
setzt werden sollen, empfiehlt sich die Messung der einzelnen Enzyme im jeweiligen Opti-
mum. Will man jedoch die Kapazitat zur Metabolisierung durch die Leber von Karpfen und
Forelle vergleichen, so mlRte der physiologische pH-Wert zugrunde gelegt werden. Der
physiologische pH-Wert ist fir die Leberzellen der untersuchten Spezies nicht beschrieben.
Im allgemeinen diirfte dieser aber im neutralen Bereich liegen. Wie die Abb. 6.2 zeigt kann
sich hierbei jedoch schon bei geringfligigen Verschiebungen eine Umkehrung der Verhalt-
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nisse einstellen. Wahrend bei pH 7 die EROD Aktivitit der Karpfenleber deutlich hoher als
bei der Forelle lag, konnte ein gegenteiliges Verhaltnis bei pH 8 gefunden werden.

Die Unterschiede beziiglich der pH-Optima fiir EROD, ECOD und NCR kénnten eventuell
mit Unterschieden im Stoffwechsel der beiden Tiere begriindet werden. Im Gegensatz zur
* Forelle ist der Karpfen zu einem anaeroben Stoffwechsel (insbesondere wéahrend der
Wintermonate) fahig. Die Regeneration der Reduktionsédquivalente findet dann durch
Umsetzung des in der Glykolyse entstandenen Pyruvats in Lactat statt. Die Folge kdnnte
eine pH-Wert-Senkung sein und zu den beobachteten Unterschieden bei den pH-Optima
fuhren. Da aber keine Werte bezuglich der intrazelluléren pH-Werte fiir Karpfen und Forelle
vorliegen, und dartiber hinaus die Stoffwechselenzyme GPT und PEP-CK diese Unter-
schiede nicht zeigten, kénnten auch noch andere Ursachen fiir diese Unterschiede in
Betracht kommen. Je nach pH-Wert wiirde man also der Forelle oder dem Karpfen eine
héhere Kapazitdt zu Metabolisierung zuordnen (sofern sich keine Anderung durch die
Induktion von Cytochrom-P450 Enzymen ergibt.

Die Ergebnisse der Temperaturabhangigkeit flir die Enzyme PEP-CK, GPT, NCR und GST
spiegeln moglicherweise die groRere Temperatursensibilitat der Forelle wieder (Abb. 6.3).
Ubereinstimmend mit der relativ groBen Empfindlichkeit gegentiber hohen Temperaturen
zeigten alle untersuchten Enzyme der Forelle ein Temperaturoptimum bei 25 bzw. 20°C
(GST). Der Karpfen zeigte dagegen eine wesentlich geringer ausgepragte Temperatursen-
sibilitat. Wahrend fur die GPT innerhalb des MeRbereichs lberhaupt kein Optimum nach-
gewiesen werden konnte, hatte die PEP-CK ihr Optimum bei 30°C mit einer relativ hohen
Toleranz fur héhere Temperaturen. NCR und GST zeigten dagegen mit der Forelle
vergleichbare Temperaturcharakteristika.

Fur die Enzyme NCR, GST und GPT wurden auch kyn- und Vma-Wert bestimmt. Keine
grolRen Unterschiede konnten zwischen Forelle und Karpfen fir diese drei Enzyme und ihre
Affinitét zu den einzelnen Substraten beobachtet werden.

Die MeRBmethode flir das Enzym NCR kann je nach Modifikation sowohl fir die Messung
der NADH-Cytochrom c-Reduktase als auch der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase
eingesetzt werden. Die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase wird indirekt mit Hilfe von
Cytochrom c als Akzeptormolekll durchgefihrt. Die Kontamination mit Mitochondrien kann
dabei mit diesem Nachweis interferieren. Daher wird dem MeRansatz KCN zugefihrt, um
die nicht-mikrosomale Aktivitat zu blocken (Kennedy, C.J., 1994).

Die gefundenen spezifischen Aktivitdten fir NCR sind relativ hoch im Vergleich zu den
gemessenen P450-Enzymaktivitdten. Wahrend NCR spezifische Aktivitdten im Bereich von
10 nmol/min/mg Protein erreichten (Abb. 6.2), wurden fur die EROD-Aktitvitdt nur 21
pmol/min/mg Protein in Lebern von Kontrolltieren und bis zu 0,38 pmol/min/mg Protein in
Lebemn (Homogenat) induzierter Tiere gemessen (Tab. 1.1). Da beide Enzymaktivitaten
unmittelbar miteinander gekoppelt sind, indem NCR die Elektronen auf Cytochrom P450
Ubertragt, wo sie auf ein geeignetes Akzeptorsubstrat (bertragen werden, erscheint die
NCR-Aktivitdt hier Uberraschend hoch. Daher wurde die Hemmung der mitochondrialen
NCR durch KCN untersucht. Bei sehr niedrigen KCN Konzentrationen konnte eine etwas
geringere NCR-Aktivitat beobachtet werden. Ein hemmenden Effekt von KCN fiir die nicht-
mikrosomalen NCR Aktivitdten konnte demnach nicht festgestellt werden. Unter der
Voraussetzung, daR KCN die Aktivitat der NADPH-Cytochrom c-Reduktase tatsachlich
effektiv hemmt, miiRte das Fehlen einer nicht-mikrosomalen NCR angenommen werden.
Méglicherweise wird die mitochondriale NCR aber entgegen den Literaturangaben nicht
durch KCN gehemmt, so daR es zu den hohen Aktivititen der NCR kommt. Dieser
Annahme wiurde allerdings widersprechen, dal® der bevorzugte Elektronendonor fur die
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Cytochrom c-Reduktase NADH und nicht NADPH ist, so daf man davon ausgehen kénnte,
daf die gemessenen Werte tats&chlich der Cytochrom P450-Reduktase zuzuordnen sind.
Da Fische genauso wie Sauger ein komplexes Cytochrom P450-System mit einer Vielzahl
verschiedener Isoenzyme besitzen (Goks@yr & Forlin, 1992; Stegeman et al., 1990), lassen
sich die hohen NADPH-Cytochrom P450-Reduktase-Aktivitdten daher méglicherweise damit
erkléren, daR die Elektronen nicht nur auf das durch die EROD gemessene Iscenzym
CYP1A1, sondern auch auf eine Vielzahl anderer P450-Isoenzyme, die hier nicht erfalt
wurden, Ubertragen werden.

Die Abb. 6.2 bis 6.4 zeigen eine deutlich héhere NCR-Aktivitat fir die Forelle (=10
nmol/min/mg Protein) im Vergleich zum Karpfen (= 4 nmol/min/mg Protein). Hierbei muf®
aber berlcksichtigt werden, dal das fiir die Enzymcharakterisierung verwendete Leberho-
mogenat von jeweils nur einem Tier stammte. Wie aber bereits im Kapitel 3 dieser Arbeit
gezeigt wurde, sind die individuellen Schwankungen sehr hoch, so dal ein Vergleich abso-
luter Aktivitatswerte zwischen den beiden verwendeten Spezies hier nicht mdglich ist.
Hiervon unbertiihrt bleibt aber die Bestimmung von Temperatur-, pH-Optima und k.,-Wert.

Die Ergebnisse dieses Kapitels zeigen, daR eine Uberprifung der Biotransformationsen-
zyme auf Spezies-spezifische Besonderheiten keinesfalls trivial ist. Wahrend die meisten
der hier gemessenen Stoffwechsel- und Biotransformationsenzyme keine dramatischen
Unterschiede zwischen dem Karpfen und der Regenbogenforelle erkennen lieRen, konnte
insbesondere fiir die Phase 1- und CYP1A1-charakteristische Enzymaktivitdt EROD eine
gravierender Unterschied bezuglich des pH-Optimums festgestellt werden. Es bleibt aller-
dings noch zu kigren, ob die gemessenen Unterschiede auch tatséchlich physiologischen
Unterschieden entsprechen. Hier missen noch weitere Untersuchungen durchgefihrt
werden, wie z.B. die Messung der EROD-Aktivitdt in intakien Zellen (Donato et al., 1992;
Kennedy, S.W. et al., 1993) anstelle von Leberhomogenaten.

GroRRere Speziesunterschiede demonstrierten auch der Vergleich von Primarkulturen aus
der Leber von Forellen und Karpfen. Die Entwicklung des DNA-Gehaltes in der Primarkultur
des Karpfens (Anstieg um 50 % bis zum 5. Kulturtag) deutete daraufhin, daR die Karpfen-
hepatozyten moéglicherweise noch fiir einige Tage die Fahigkeit zur Proliferation besitzen
kénnten. .

Die zu beobachtenden Unterschiede in der zeitlichen Expression der verschiedenen
Enzymaktivitaten waren wesentlich gréRer als die Unterschiede im Homogenat der Leber.
Insbesondere fir die Biotransformationsenzyme EROD und GST konnten Differenzen
zwischen den Zellkulturen aus Karpfen und Forelle beobachtet werden. Wahrend die GST-
Aktivitdt mit fortgesetzter Kulturdauer in Forellenhepatozyten leicht abnimmt, konnte im
Karpfen eine starke Zunahme nach 7 Tagen Kulturdauer beobachtet werden (Abb. 6.9).
Die Befunde zur Entwicklung der EROD-Aktivitat zeigten fir den Karpfen ein &hnliche
Entwicklung wie in Saugersystemen, wo ein Absinken der CYP1A1-Aktivitdten mit Iangerer
Kulturdauer beobachtet werden konnte (Donato et al., 1990, 1991; Niemann et al., 1991).
Die Forelle und die in ihren Hepatozytenkulturen ansteigenden EROD-Aktivitdten scheint
demnach eher eine Sonderstellung einzunehmen und keine fir die Fische typischen
Verhdltnisse zu reprasentieren. Fir eine genauere Uberpriifung, inwieweit die bei der
Forelle oder dem Karpfen gefundenen Entwicklung der Biotransformationsenzyme typisch
fur die Fische oder die jeweilige Fischfamilie ist, mGRten aber noch weiter Spezies unter-
sucht werden.

Die verschiedenen Fischarten zeigen in der Tat Unterschiede in der in vivo-Expression ihrer
Biotransformationsenzyme. Insbesondere die EROD Aktivitat ist fur viele Fischarten unter-
sucht. Der Vergleich zwischen Untersuchungen verschiedener Autoren ist aber oft schwie-
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rig, da die Untersuchungen unter verschiedenen Bedingungen vorgenommen wurden.
Haufig wurden die Tiere aus dem Freiland entnommen, so daR eine Belastung mit Schad-
stoffen, die eine Induktion hervorrufen, nicht ausgeschlossen werden kann. AuRerdem
wirken sich die Temperaturaklimatisierung und die Jahreszeit der Messung auf die
Enzymaktivitaten aus (Lange, U. et al., 1994; Vindimian & Garric, 1989). In der Tabelle 6.2
wurden daher die Ergebnisse zweier Studien zusammengefaRt, bei der jeweils 3 bzw. 2
Fischarten miteinander verglichen wurden: Die von (Monod et al., 1988) untersuchten
Fische stammen aus relativ unbelasteten Regionen der Rhéne in Frankreich. Die Untersu-
chungen von (Goks@yr et al., 1987) basieren auf Laborexperimenten und wurden daher
zum Vergleich mit den Werten fir EROD in der Mikrosomenfraktion von Kontroliforellen aus
der hier vorliegenden Untersuchung herangezogen. Wie die Ergebnisse zeigen, bestehen
zwar Unterschiede zwischen den einzelnen Fischarten, jedoch befinden sich diese inner-
halb einer GréRenordnung. Die in dieser Untersuchung gemessene Werte fir die Regen-
bogenforelle lagen im gleichen Bereich wie die von (Gokszyr et al., 1987). Auch reagieren
alle der hier gezeigten und andere Fischarten auf die Induktion mit BNF oder die Belastung
mit bestimmten Umweltschadstoffen mit einer Erhdhung ihrer EROD Aktivitat (Goks@yr et
al., 1987; Monod et al., 1988; Vindimian & Garric, 1989) (siehe Kapitel 2 und 4).

EROD-Aktivitit in Fischen der Rhone:

Nase" Asche’ Plitze"
pmol/min/mg Protein 4 1+3(10) 76 + 42 (7) 7+3(9)

EROD Aktivitdt bei Dorsch und Forelle aus Laborexperimenten

s

Dorsch™ Forelle™ Forelle
pmol/min/mg Protein 84 + 8 (5) 19 £ 27 (5) 21 +8(3)

* (Monod et al., 1988)
™ (Goks@yr et al., 1987)

*** aus Messungen in dieser Arbeit

Tab. 6.2: EROD Aktivitdten in der Mikrosomenfraktion der Leber verschiedener
Fische. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung (Anzahl der Tiere) ange-
geben.

Unter diesem Aspekt scheint eine Extrapolation von mit einer Art gewonnenen Daten auf
die meisten anderen Fischspezies prinzipiell gerechtfertigi. Dennoch kénnen flr einige
Spezies aufgrund ihrer Lebensweise und besonderer physiologischer und biochemischer
Merkmale Abweichungen von den generellen Befunden auftreten. Auch missen in vitro-
Systeme und ihre Abweichungen zu in vivo-Systemen und zu den in vitro-Systemen ande-
rer Spezies genau charakierisiert werden, bevor Spezies-ubergreifende Aussagen gemacht
werden kénnen. Dies muB bei einer Risikoanalyse fur die Toxizitadt und Bioakkumulation von
Chemikalien anthropogener Herkunft in der Umwelt beriicksichtigt werden.
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7. Biotransformationsenzyme in Zellinien aus
Regenbogenforelle und Karpfen

7.1 Zusammenfassung

Drei verschiedene Zellinien aus der Regenbogenforelle (RTG, RTH und R1), fir die
z.T. sine Metabolisierung von Fremdstoffen oder eine Induktion von CYP1A1
beschrieben wurde, und eine Epithelzellinie aus dem Karpfen (EPC) wurden auf inren
Gehalt an Cytochrom P450 und die Aktivitdt mehrerer Biotransformations- und
charakteristischer Leberenzyme untersucht. Die erhaltenen Werte wurden mit den
Aktivitaten dieser Enzyme in 2 Tage alten Primérkulturen von Hepatocyten aus der
Regenbogenforelle verglichen. Cytochrom P450 und EROD konnten in keiner der
untersuchten Zellinien nachgewiesen werden. Dagegen waren das flr die Funktion
der P450 Enzyme essentielle Elektronentransferenzym NADPH-Cytochrom c(P450)-
Reduktase (NCR), das Konjugationsenzym Glutathion-S-Transferase (GST) und das
Stoffwechselenzym Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEP-CK) in fast allen der
untersuchten Zellinien vorhanden. Die Aktivitdten waren vergleichbar mit Enzymaktivi-
téten aus Primarhepatozyten. Auch nach Induktion mit B-Naphtoflavon (BNF) und
Benzo(a)pyren (BAP) konnte weder immunologisch noch enzymatisch CYP1A1 nach-
gewiesen werden. Auf die Aktivitdten von GST hatte die Inkubation von RTG- oder
RTH-Zellen mit BAP und BNF keinen signifikanten EinfluR®.

7.2 Einleitung

Fischzellinien wurden ursprunglich fir die Untersuchung von Fischviren und -krankheiten
entwickelt und eingesetzt (Hightower & Renfro, 1988; Lannan et al., 1984; Wolf & Mann,
1980). Die Arbeiten der Arbeitsgruppe v .n Babich & Borenfreund (1991) sowie die Diskus-
sion um den in Deutschland vorgeschriebenen Fischtest fir Abwasser und Chemika-
lienentwicklung riickte die mogliche Nutzung von Fischzellinien als Alternative zum Fisch-
test in den Mittelpunkt (Ahne, 1985; Rusche & Kohlpott, 1993). Verschiedene Zellinien,
darunter auch die R1- und die RTG-2-Zelle, wurden fir die Bestimmung von ECse-Werten in
Toxizitatsuntersuchungen mit den Endpunkten Kristallviolett, Neutralrot und MTT einge-
setzt. Generell korrelierten die in vitro-Daten mit den Jin vivo-Untersuchungen. (Lange, M. et
al., 1995; Lenz et al., 1993; Segner & Lenz, 1993).

Die Toxizitat vieler Stoffe wird durch ihre Metabolisierung beeinflut. Es stellt sich daher die
Frage, in welchem MaRe Zellinien diesen Metabolismus durchfuhren kénnen. Viele Zellinien
verfugen Gber keine oder nur geringe Mengen der Phase | Biotransformationsenzyme. Sie
erfordern daher den Zusatz von extermen metabolisierenden Systemen (Fry, 1982). Als
metabolisierende Systeme wurden dabei entweder Kokulturen von Hepatozyten und
Zellinien oder der Zusatz von S9-Mix zum Medium bzw. eine Pra-Inkubation mit S9-Mix
angewandt. Als Modellsubstanz fiir derartige Untersuchungen diente dabei haufig Cyclo-
phosphamid, ein Zytostatikum, da® bei der Bekdmpfung von Krebs eingesetzt wird.
Beispielsweise lieR sich eine Toxizitdt von Cyclophosphamid auf die etablierte 3T3-Sauger-
zellinie nur in der Kokultur mit Hepatozyten nachweisen (Voss & Seibert, 1991). Auch die
Primarzellen alleine wéaren in diesem Fall kein geeignetes Testsystem gewesen, da sie nicht
mehr teilungsfahig sind und Wirkungen, die nur bei proliferierenden Zellen auftreten, nicht
nachgewiesen werden koénnen. Eine &hnliche Funktion wie die Kokultur mit Hepatocyten
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kann der S9-Mix erfillen. Der S8-Mix kann aus homogenisierter und zentrifugierter Leber
(9000 g Uberstand) verschiedener Tiere gewonnen werden. Im S9-Mix befinden sich u.a.
die in der Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisierten Cytochrom P450-
Enzyme. Er wird routinemégig als Aktivierungssystem im Ames-Mutagenitétstest eingesetzt.
Johnson (1990) verglich den EinfluR von SS-Mix aus Forellen- und Rattenleber auf die
Aktivierung verschiedener Promutagene im Salmonella-Mutagenitdtstest. Wahrend hier
keine qualitativen Unterschiede festgestellt werden konnten, zeigte sich bei der Verwen-
dung in Zellkulturtests eine Speziesabhangigkeit dahingehend, daR mit dem Forellen-S¢-
Mix im Gegensatz zum Ratten-S9-Mix keine Toxizitat von Cyclophosphamid festgestelit
werden konnte (Hauck, 1993).

Gegenuber Primarkulturen bieten permanente Zellinien einen groRen Vorteil in der Hand-
habung sowie bei der Standardisierbarkeit und Reproduzierbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse. In Primarkulturen von Leberzellen muR, wie in den Kapiteln 4 und 5 ausfiihrlich
dargestellt wurde, mit relativ hohen physiclogischen Schwankungen gerechnet werden.
Daher mussen relativ viele Wiederholungsversuche (>>3) durchgeflhrt werden, wenn
statistisch signifikante Aussagen gemacht werden sollen. Die Isclation von Leberzellen stellt
zwar im Vergleich zu Tierversuchen immer noch einen geringeren Aufwand mit einer
drastisch reduzierten Anzahl der benétigten Tiere dar. Gegeniber den routinemaRig durch-
geftihrten Tests mit Zellinien stellt sie aber wesentlich héhere Anforderungen an Zeit-,
Geratebedarf und die Qualifikation des Personals, so daR der Einsatz flr Routineanwen-
dungen kaum maéglich ist.

In dieser Arbeit wurden 4 verschiedene in toxikologischen Untersuchungen z.T. haufig
eingesetzte Fischzellinien auf ihren Gehalt an Biotransformationsenzymen und deren
Induzierbarkeit untersucht und mit Primarkulturen aus der Leber der Regenbogenforelle
verglichen. Folgende Zellinien wurden verwendet:

1. Die R1-Zellinie wurde 1985 von Ahne aus der Leber der Regenbogenforelle isoliert und
seitdem mehrfach fur Toxizitdtsuntersuchungen eingesetzt (Ahne, 1985; Lenz et al., 1993;
Segner & Lenz, 1993; Zahn et al., 1993).

2. Die RTG-Zellinie wird zur Zeit fir den Einsatz als gesetzlich vorgeschriebener Toxizi-
tatstest - im Ersatz flr den Fischtest - in verschiedenen Laboratorien in Deutschland evalu-
iert (pers. Mitteilung H. Segner, UFZ Leipzig-Halle GmbH). Sie wurde von (Wolf & Quimby,
1962) aus der Gonade der Regenbogenforelle isoliert. Im Vergleich mit anderen Zellinien
aus poikilothermen und homd&othermen Vertebraten zeigte sie eine relativ hohe Fahigkeit
zur Metabolisierung von Benzo(a)pyren (Diamond & Clark, 1970).

3. In RTH-149 Zellen, aus einem Leberhepatom der Regenbogenforelle isoliert (Fryer et al.,
1981), konnte ein Ah-Rezeptor nachgewiesen werden (Lorenzen & Okey, 1990).

4. Die EPC ist die einzige fur den Karpfen erhaltliche Zellinie und wurde erstmals 1983
beschrieben (Am. Virol. Inst. Pasteur 1983; 134: 207).

7.3 Ergebnisse

In 3 verschiedenen Zellinien aus der Regenbogenforelle, die im Kapitel 4 hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Stabilisierung von Hepatozytenkulturen untersucht wurden, und einer
Zellinie aus dem Karpfen wurden der Gesamt-Cytochrom P450-Gehalt, und die Enzymak-
tivitaten von EROD, ECOD, NCR, GST und PEP-CK untersucht. Hierzu wurden die Zellen
bis zur Konfluenz kultiviert, dann homogenisiert und die Enzymaktivitdten im Zellkulturho-
mogenat (10 000 g Uberstand) gemessen. In Induktionsversuchen wurden fast konfiuente
Kulturen von RTG- und RTH-Zellen fiir 3 Tage mit verschiedenen Konzentrationen BNF und
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BAP inkubiert und der EinfluR auf die Expression von CYP1A1 im Zellkulturhomogenat und
in Mikrosomen mit verschiedenen Methoden untersucht.

7.3.1 Aktivitéten verschiedener Biotransformationsenzyme in Zellinien

Der Nachweis von Cytochrom P450, dem isoenzym CYP1A1 und den 1A1 Enzymaktivitaten
EROD und ECOD war in allen 4 untersuchten Fischzellinien im Gegensatz zu kultivierten
Leberzellen aus der Regenbogenforeile nicht méglich (Abb. 7.1).

Gehalt und Aktivitit von Phase |-
Enzymen in 2 Tage kultivierten

60 - Leberzellen
40 +
| 4l ‘|' ‘
0 l = |
;

EROD
ECOD
CYP1A1

Abb. 7.1: Gehalt und Aktivitdt von Phase I-Enzymen in 2 Tage kultivierten Leber-
zellen aus der Regenbogenforelle. Cytochrom P450 (Homogenat, n=7) wurde in
pmol/mg Protein, CYP1A1 (Mikrosomen, n=3) in ng/10 pg Protein und
EROD/ECOD (Homogenat, n=3/n=5) in pmol/min/mg Protein angegeben. n gibt
die Anzahl der Zellisolationen bzw. die Anzahl der Messungen (basierend auf einer
Isolation, bei CYP1A1) wieder (Mittelwerte + Standardabweichung).

Die Enzyme NCR (Elektronendonor fir die MFO-katalysierten Oxidationsreaktionen der
Phase 1) und das Phase lI-Konjugations=nzym GST lieRen sich dagegen in allen Systemen
(Zellinien und Primérzellen) nachweisen. Als Enzym mit besonderer Bedeutung fir den
Leberstoffwechsel wurde auerdem die PEP-CK untersucht. Mit Ausnahme der RTH-Zellen
war auch dieses Enzym sowohl in Zellinien wie in Primérzellen nachweisbar. Die gemesse-
nen Aktivitdten wiesen dabei im Homogenat von Leberzellen eine etwas héhere GST- und
PEP-CK-Aktivitét auf als die Zellinien. In der epithelialen Karpfen-Zellinie EPC konnten
dagegen héhere NCR-Aktivitaten als in 2 Tage kultivierten Primérzellen beobachten werden
(Abb. 7.2).

7.3.2 EinfluB von CYP1AT-induktoren auf die Aktivitdt von Biotransformationsenzymen in
RTG- und RTH-Zellen

Auch nach Applikation der CYP1A1-Induktoren BNF und BAP bis zu Konzentrationen von
500 uM in Kulturen von R1-, RTG-, RTH- und EPC-Zellen lieR sich das 1A1-Isoenzym in
keiner der Zellinien nachweisen. Der Nachweis von CYP1A1 wurde mit verschiedenen
Methoden durchgeflhrt:

- ELISA/Western Blot von Mikrosomen

- Messung der Enzyme ECOD und EROD sowohl im Homogenat als auch in den Mikroso-
men.

Auf die Aktivititen des Phase ll-Biotransformationsenzym GST hatte die Inkubation der
Zellen mit BAP und BNF keinen signifikanten EinfluR (Abb. 7.3).
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Abb. 7.2: Aktivitdten von GST (Glutathion-S-transferase), NCR (NADPH-
Cytochrom c(P450)-Reduktase) und PEP-CK (Phosphoenolpyruvatcarboxykinase)
in 2 Tage alten Priméarkulturen von Hepatocyten aus der Regenbogenforelle (Hep)
und 4 verschiedenen Zellinien aus der Regenbogenforelle (R1, RTG-2 und RTH-
149) und dem Karpfen (EPC). Die Enzymaktivitdten wurden im Zellhomogenat (10
000 g Uberstand) gemessen. Dargestelit sind Mittelwerte + Standardabweichung
(n=3).

nmol/min/mg Protein

GST in RTG-Zellen | GST in RTH-Zellen
280,00 orme oo e | 300,00
20000 £ 25000
x 3
[| & 20000
150,00 + [| &
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Abb. 7.3: GST-Aktivitdt nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen
von BNF (B-Naphtoflavon) und BAP (Benzo(a)pyren). Konfluente Zellen
wurden fiir 3 Tage inkubiert. MeBwerte sind Mittelwerte aus drei 75 cm?-Kultur-
flaschen + Standardabweichung (n=3).
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7.4 Diskussion

Die Untersuchung der Zellinien R1, RTG-2, RTH-149 und EPC sollte die Frage kl&ren, ob
sich diese Zellinien fur Fragestellungen bei der Untersuchung der Biotransformation von
Xenobiotica eignen. Aufgrund der leichteren Handhabung und einer besseren Standardisie-
rung wére die Verwendung von Zellinien im Vergleich zu Primédrzellen von Vorteil. Daher
wurden verschiedene Biotransformationsenzyme der Phase | und Il und ihre Aktivitédten mit
und ohne Induktion durch BAP und BNF untersucht.

Cytochrom P450, CYP1A1 und dessen Enzymaktivititten EROD und ECOD konnten in
keiner der untersuchten Zellinien nachgewiesen werden. Als Kontrolle wurden 2 Tage alte
Primarkulturen von Forellenleberzellen untersucht, in denen sich alle untersuchten Parame-
ter in substantiellen Mengen messen lieBen (Abb. 7.1). Auch nach Préparation der Mikro-
somenfraktion - in der die Cytochrom P450-Enzyme lokalisiert sind - aus den permanenten
Zellinien konnten sie nicht bestimmt werden. Da Cytochrom P450 und das Iscenzym 1A1
konstitutiv auch in vive oder in Priméarzellkulturen nur in relativ kleinen Mengen gebildet
werden, CYP1A1 aber durch PAHs induzierbar ist, wurden die Zellinien mit BNF und BAP
bis an die Grenze der Loslichkeit (500 pM) fur 3 Tage inkubiert. Auch nach BNF oder BAP
waren die untersuchten Phase | Enzyme nicht meRbar. Die fehlende Expression von Phase
1-Biofransformationsenzymen in R1- und RTG-2-Zellinien bestatigt auch die wvon
(Braunbeck et al., 1995) durchgefiihrte Untersuchung: Auch bei Konzentrationen von BAP
Uber 50 uM konnte nur eine sehr geringe Toxizitdt (max. 5-20 % verringerte Kristallviolett-
Farbung) in R1 und RTG-Zellen beobachtet werden. Cyclophosphamid zeigte nur bei
Zusatz von S9-Mix eine zytotoxische Wirkung auf R1-Zellen (Nachweis Uber Neutralrot-
Aufnahme).

Sowohl die enzymatischen Befunde als auch die Toxizitdtsuntersuchungen widersprechen
Berichten Uber die Metabolisierungskapazitat von RTG-Zellen (Diamond & Clark, 1970) und
der AHH (Arylhydrocarbonhydroxylase) -Induktion in RTH-Zellen (Lorenzen & Okey, 1990):
1. Die von Diamond und Clark publizierten Ergebnisse beziehen sich auf Ergebnisse mit
radioaktiv markiertem Benzo(a)pyren. Da diese Nachweismethode sehr sensitiv ist, kénnten
die in der RTG-Zellen vorhandenen Phase |-Enzyme mdglicherweise in so geringen
Mengen gebildet werden, daR sie mit spektrophotometrischen, immunologischen und
enzymatischen Methoden nicht nachweisbar sind. Auch wurde in der angesprochenen
Untersuchung nicht tberpriift (z.B. durch Inkubation der Metabolite mit Sulfatasen oder
Glucoronidasen, Identifizierung mit Referenzsubstanzen), ob es sich um Metabolite handelt,
die durch die Aktivitadt von CYP1A1 entstanden sein kénnten. Auch fir Aflatoxin - ein Myco-
toxin, daR durch Cytochrom P450 aktiviert wird - lieR sich eine geringfligige Metabolisierung
in RTG Zellen demonstrieren (Grasse & Segner, 1995). Untersuchungen mit zwei anderen
salmoniden Zellinien - CHSE-214 und AS-1 - zeigten, da® es sich zumindest bei diesen
Zellinien bei den Metaboliten um hydroxilierte Aflatoxine handelt, so daR eine Beteiligung
von Cytochrom P450 wahrscheinlich ist (Chen et al., 1985).

2. Von Lorenzen und Okey wurde die Induktion der AHH (Arylhydrocarbonhydroxylase, fiir
CYP1A1 spezifische Aktivitdt) in der RTH-Zelle nachgewiesen. Der Nachweis erfolgte aber
mit TCDD, daR die héchste Affinitdt zum Ah-Rezeptor hat. Mit Benzo(a)pyren wurde nur
eine sehr schwache EROD-Induktion gezeigt. Eine sigmoide Konzentrations-Wirkungskurve
konnte nicht aufgestellt werden. Die Induktion konnte nur mit sehr hohen unter toxikologi-
schem Aspekt irrelevanten Konzentrationen demonstriert werden. Dartber hinaus wurde die
Enzymaktivitat in intakten Zellen Uber einen Inkubationszeitraum von 1 h Stunde gemessen.
So wurde méglicherweise eine wesentlich héhere Sensitivitdt erreicht. Wenn man dazu
noch die sehr geringen Aktivitdten berticksichtigt (0,1 bis 0,6 pmol/min/mg Protein), so &Rt
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sich die nicht meRbare EROD-Aktivitat bzw. -Induktion in dem hier durchgefiihrten Versuch
erkidren.

Die Messung einiger anderer Enzyme, die ebenfalls am Fremdstoffmetabolismus beteiligt
sind (GST und NCR, siehe Kapitel 6) sowie eines spezifischen Leberenzyms (PEP-CK,
Kap. 6) zeigte, daR die nicht meBbaren Cytochrom P450-Enzyme nicht Folge einer allge-
mein verringert Vitalitdt bzw. physiologischen Leistungsfahigkeit sind. Vielmehr sind die
Phase I-Aktivitaten spezifisch verringert, wahrend andere Enzyme mit geringen Unterschie-
den sowohl in den Zellinien als auch in den Leberzellen nachweisbar sind (Abb. 7.2).
Erstaunlich ist dabei, daR die Aktivitdten dieser Enzyme nicht immer in den Leberzellen am
héchsten sind. Dies trifft zwar fir GST und PEP-CK, nicht aber fir die NCR zu. Dabei ist die
NCR-Aktivitat in der Epithelzellinie EPC héher als in der R1-Zelle oder in der RTH-Zelle,
obwohl diese aus der Forellenleber stammen und zumindest fir die RTH-Zelle die Induktion
von CYP1A1 demonstriert wurde. Da die NCR (NADPH-Cytochrom c(P450)-Reduktase) die
Elektronen fir die Oxidationsreaktion durch P450-Enzyme liefert, Uberraschen die hohen
Aktivitaten, zumal gleichzeitig keine P450-Enzyme nachweisbar waren. Wie schon im Kapi-
tel & diskutiert, kdnnte hier aber die durch KCN nicht effektiv gehemmte mitochondriale
NADH-Cytochrom c-Reduktase die Ursache sein. Die als Markerenzym flr den
Stoffwechsel der Leber gemessene PEP-CK konnte ebenfalls nicht in der Leberhepatom-
zelle RTH nachgewiesen werden. In der Epithelzelle EPC und in der aus der Gonade
isolierten RTG-Zellinie war diese dagegen in der gleichen GréRenordnung wie in der Leber-
zellkultur meRbar.

Die Aktivitdt des Phase [I-Konjugationsenzym GST war in den Zellinien in &hnlichen
GroRenordnung wie in den Leberzellkulturen mefibar. Da zumindest ein Isoenzym der GST
unter der Kontrolle des Ah-Rezeptors ist (Bock, 1983), wurde Uberprift, ob sich an Stelle
der Induktion von CYP1A1 Auswirkungen von PAHs mit Hilfe der GST messen lieBen. In
Leberzellkulturen war eine Induktion der GST durch die untersuchten PAHs nicht
nachweisbar. Als Ursache wurde die Uberlagerung der PAH-induzierbaren GST durch
andere Isoenzyme diskutiert (siehe Kap. 5). Da in den Zellinien aber méglicherweise andere
Isoenzymmuster als in den Priméarzellen etabliert sind, wurde Uberprift, ob sich nicht eine
Induktion der GST durch PAHs nachweisen lieR. Eine signifikante Anderung der GST
Aktivitdt konnte aber weder mit BNF in RTG-Zellen noch mit BAP in RTH-Zellen
nachgewiesen werden.

Die hier gemachten Untersuchungen zeigen, da®® - auch wenn vereinzelt Berichte existie-
ren, die auf eine gewisse Kapazitdt zum Fremdstoffmetabolismus hindeuten - die hier
verwendeten Zellinien nicht geeignet sind eine Induktion von CYP1A1 nachzuweisen. Dies
bedeutet, dal die untersuchten Zellinien nicht fir die Charakterisierung von Xenobiotica
und den Nachweis einer Belastung mit PAHs durch CYP1A1-Induktion eingesetzt werden
kénnen.

Da aber die Verwendung von Zellinien zur Untersuchung der Induktion von Biotransforma-
tionsenzymen von groRem Vorteil ware, kann die Untersuchung weiterer Zellinien helfen,
eine geeignete permanente Zellinie zu finden. In der Literatur sind einige weitere Zellinien
beschrieben, die in dieser Hinsicht vielversprechend sind, bisher aber nicht kommerziell
erhaltlich sind:

- Aus der Leber der Regenbogenforelle wurde von Lee et al. (1993) die RTL-W1-Zellinie
isoliert, in der im Gegensatz zu allen bisher aus der Leber der Regenbogenforelle isolierten
Zellinien EROD sowohl durch TCDD als auch durch BNF mit relativ hohen Aktivitaten
(TCDD: =130; BNF: =60 pmol/min/mg Protein) induziert werden konnte. Die gemessenen
Enzymaktivititen waren dabei den bei Primérzellkulturen gefundenen Werten schon
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wesentlich ndher (siehe Kap. 5: EROD bis =2000 pmol/min/mg Protein). BNF induzierte
EROD in Konzentrationen zwischen 10 und 1000 nmol, was dem in Kapitel 5 mit Primarzel-
len untersuchten Konzentrationsbereich entsprach. Auch konnte auRer fiir TCDD auch fir
BNF eine sigmoide Konzentrations-Wirkungskurve angenéhert werden.

- Hahn et al. (1993) isolierten eine Zellinie aus einem Hepatom von Poecilia reficulata
(PHLC-1). EROD war in &hnlich hohen Aktivitdten wie mit der RTL-W1 Zelle induzierbar.
Allerdings wurde nur TCDD untersucht, so daR nicht abgeschatzt werden kann, ob auch
andere Induktoren mit geringerer Affinitdt zum Ah-Rezeptor und niedrigeren maximalen
Induktionsantworten eine Induktion von EROD in der PHLC-1-Zellinie auslosen.

- Von Collodi et al. (1992) wird eine haploide Zellinie, die aus dem Zebrafischembryo
gewonnen wurde, beschrieben, in der nach Exposition mit TCDD CYP1A1 immunologisch
nachweisbar war.

Neben der Suche nach geeigneten Zellinien ist auch eine gezielte Konstruktion von
CYP1A1 positiven Zellen mit Hilfe molekulargenetischer Methoden méglich, wie dies fur
eine Human- und eine Hamsterzellinie beschrieben wurde (Crespi, 1993; Doehmer &
Oesch, 1991). Fur bestimmte Fragestellungen, die die Induktion von CYP1A1 isoliert vom
Gesamistoffwechsel der Zelle betrachten, kénnten auch diese Zellen geeignet sein.
Dariiber hinaus bieten sie die Méglichkeit, durch Kopplung an ein Reportergen auf wesent-
lich einfachere, genauere und sensitivere Art Auskunft Gber die Induktion eines Proteins,
dessen Synthese an die Bindung eines bestimmten Rezeptors an einen Promotor
gekoppelten ist, zu geben.

In der Zukunft besteht daher durchaus die Moglichkeit das eine Reihe von Fragestellungen,
die derzeit noch mit Primarzellen bearbeitet werden missen, auch zufriedenstellend mit
permanenten Zellinien untersucht werden kénnte und so ggf. eine Anwendung fir Routi-
neuntersuchungen maéglich wiirde.
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Zellulgre in vitro-Systeme koénnen in verschiedener Art und Weise beim Nachweis einer
Belastung von Umweltproben, bei der Aufkiarung von Wirkungsmechanismen, bei Toxizi-
tatsuntersuchungen und bei der Aufstellung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen eingesetzt
werden. Je nachdem, weiche Effekte von Fremdstoffen auf Zellen untersucht werden und
weliche spezifischen Mechanismen zur Entstehung dieser Effekte beitragen, kénnen
permanente oder primare Zellkulturen fur diese Untersuchungen verwendet werden.
Wahrend permanente Zellinien in der praktischen Durchflhrbarkeit und bei'der Etablierung
standardisierter, reproduzierbarer Versuschbedingungen einen groRen Vorteil bieten, fehlen
ihnen im Gegensatz zu geeigneten Primarkulturen haufig bestimmte biochemische Charak-
teristika, die Voraussetzung fir die Entstehung spezifischer (toxischer) Effekte sind. Auf der
anderen Seite zeichnen sich Primarkulturen aufgrund der individuellen Variation der Tiere,
aus denen die Zellen isoliert wurden, durch relative hohe Schwankungen physiologischer
und biochemischer Parameter aus.

In der vorliegenden Untersuchung wurde ein zelluldres System zum Nachweis der durch
Xenobiotica ausgelésten Induktion des Cytochrom P450-Isoenzyms 1A1 in Fischen entwik-
keit. Untersuchungen zur CYP1A1-Induktion in Fischzellen sind bisher nur vereinzelt durch-
gefiihrt worden. Insbesondere fehlen bislang eine umfangreiche biochemische Charakteri-
sierung sowie der Vergleich der induzierenden Wirkung verschiedener polyaromatischer
Kohlenwasserstoffe und die Aufstellung wvon Konzentrations-Wirkungskurven in
Priméarzelikulturen von Fischhepatozyten.

Die wichtigsten Ergebnisse aus dieser Arbeit solien hier kurz zusammengefallt werden:

- Zum Nachweis der CYP1A1-Induktion wurde ein immunologisches Nachweissystem
entwickelt, das zusatzlich zum enzymatischen Nachweis von CYP1A1 eingesetzt werden
kann (Kapitel 3). Hierzu wurde ein monoklionaler Antikérper gegen CYP1A1 aus der Regen-
bogenforelle hergestellt. Dieser ermdglichte den direkten Nachweis der Induktion der
CYP1A1-Proteinsynthese in B-Naphtoflaven-inkubierten Prim&rkulturen von Forellenhepato-
zyten. Sowohl durch enzymatischen Nachweis mit EROD (7-Ethoxyresorufin-O-deethylase)
als auch durch die immunochemische Detektion im ELISA und im Western Blot konnte eine
Induktion von CYP1A1 nachgewiesen werden. Ein Vorteil der immunochemischen Nach-
weismethoden kénnte insbesondere in der Untersuchung von Xenobiotica bestehen, die bei
gleichzeitiger Induktion von CYP1A1 dessen Enzymaktivitdt hemmen (z.B. bestimmte PCB-
Kongenere).

- Die Aussagekraft von Leberzellen in Primarkultur aus S&ugern ist haufig dadurch limitiert,
daR bereits in den ersten Stunden nach der Isolierung ein substantieller Verlust von
Cytochrom P450 und seinen Isoenzymen auftritt. Ein signifikanter Verlust des Gesamt-
Cytochrom P450-Gehalts - quantifiziert mit Hiife von CO-Differenzspektren - konnte auch in
Forellenhepatozyten festgestellt werden. Das PAH-induzierbare CYP1A1-Isoenzym zeigte
dagegen in Forellenhepatozyten eine mit fortgeschrittener Kulturdauer gesteigerte Aktivitat.
Durch Kokultur der Hepatozyten mit der RTG- oder der RTH-Zellinie konnte eine erhéhte
Aktivitat des CYP1A1-Isoenzyms gegeniber nicht kokultivierten Hepatozyten festgestellt
werden. Der Zusatz von Hormonen und Kofaktoren, die Beschichtung der Kulturgefale mit
Collagen aber vor allem die Kokultur mit verschiedenen Zellinien zeigten aulerdem eine
signifikant erhohte Vitalitdt und Zellanheftung gegeniiber reinen Hepatozytenkulturen
(Kapitel 4). Offenbar wird durch die Kokultur mit anderen Zellen, die Beschichtung mit
Collagen und der Zusatz verschiedener hormoneller Stimuli und Cofaktoren fir die Hepato-
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zyten eine Mikroumgebung geschaffen, die der in vivo-Situation der Leber néher ist und zu
einer Stabilisierung von Vitalitat und biochemischen Charakteristika fihrt.

- Aufbauend auf den Ergebnissen zur Optimierung der Kulturbedingungen wurden die im
Kapitel 5 dargesteliten Untersuchungen zur Induktion von CYP1A1 durch B-Naphtoflavon
(BNF), Benzo(a)pyren (BAP), Benzanthracen (BAT) und Methylcholanthren (MC) in Kokultu-
ren von Hepatozyten mit RTG-2 Zellen durchgefiihrt. Wie auch bereits im Kapitel 4 wurden
zwischen den einzelnen Zellisolierungen relativ groRe individuelle Schwankungen festge-
stellt. Die aus den Konzentrations-Wirkungskurven ermittelten ECsp-Werte fir BNF, BAP,
BAT und MC zeigten beziiglich der EROD-AKktivitat in ihrer Rangfolge eine Ubereinstim-
mung mit der Ah-Rezeptoraffinitdt im Zytosol der Rattenleber. Diese Ubereinstimmung
sowie der Vergleich mit Lipophilie-Daten deutete darauf hin, da® nicht nur die Aufnahme
der Stoffe Uber die Zellmembran und ihre Bioakkumulation in der Zelle bei der Induktion von
CYP1A1 eine untergeordnete Rolle spielte, sondern das offensichtlich die Rezeptoraffinitat
fir die Induktion von CYP1A1 wesentlich ist. Zugleich deutete die Ubereinstimmung
zwischen Ah-Rezeptor-Affinitdt und CYP1A1-Induktion an, daR bezlglich der hier unter-
suchten Substanzen keine prinzipiellen Unterschiede zwischen Saugern und Fischen
bestanden. Die unterschiedlichen maximalen Induktionsantworten wurden als Folgen einer
sterischen Behinderung der mRNA durch den Substrat-Rezeptor-DNA-Komplex diskutiert.
Neben der Moglichkeit der Aufstellung von Konzentrations-Wirkungskurven fir die
CYP1A1-Induktion in Forellenhepatozyten wurde auRerdem demonstriert, dal sich dieses
Primarzellkultursystem auch zum Nachweis der Belastung einer Umweltprobe mit Polyaro-
maten eignet.

- Die beiden Fischarten Forelle (Oncorhynchus mykiss) und Karpfen (Cyprinus carpio)
zeigten sowohl Gemeinsamkeiten als auch einige Unterschiede in einer Reihe von
enzymatischen ‘Kenndaten (Kapitel 6). Insbesondere Unterschiede zwischen den pH-
Optima der CYP1A1 Enzymaktivitdten ECOD und EROD konnten festgestellt werden. Beim
Vergleich von Primarkulturen mit Leberzellkulturen beider Spezies konnte eine
entgegengesetzte Entwicklung der CYP1A1-Enzymaktivitdten beobachtet werden. Diese
beobachteten Unterschiede muissen bei der Extrapolation der mit einer Spezies
gefundenen Ergebnisse berticksichtigt werden.

- Die Fischzellinien RTG-2, RTH-149 und R1 aus der Regenbogenforelle sowie die Karpfen-
Epithelzellinie EPC eigneten sich nicht zum Nachweis einer CYP1A1-Induktion (Kapitel 7).
Sowohl konstitutiv als auch nach Exposition in B-Naphtoflavon oder Benzo(a)pyren konnte
weder enzymatisch noch immunologisch CYP1A1 nachgewiesen werden.

Die Induktion von CYP1A1 ist ein wichtiger Parameter bei der Beurteilung der Schadwir-
kung verschiedener Xenobiotica, insbesondere polyaromatischer (chiorierter) Kohlenwas-
serstoffe. lhre Metabolisierung Uber das CYP1A1-Isoenzym kann sowohl EinfluR auf ihre
Toxizitdt (Aktivierung oder Detoxifizierung) als auch auf ihre Bioakkumulation (verstérkte
Metabolisierung und Exkretion nach CYP1A1-Induktion) haben. Die hier vorgesteliten
Untersuchungen haben gezeigt, dal sich Primérzellkulturen aus der Leber der Regenbo-
genforelle prinzipiell zur Charakterisierung der Induktionseigenschaften von PAHs und
anderen CYP1A1-Induktoren eignen. Bei Ausdehnung der durchgefiihrten Konzentrations-
Wirkungs-Untersuchungen auf weitere Substanzen ist die Aufstellung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen mdglich.

Die Ubereinstimmung zwischen S&uger- und Fischsystem bei Ah-Rezeptor-Affinitdt und
CYP1A1-Induktion deutet daraufhin, daR zumindest bezlglich der untersuchten Substan-
zen zwischen diesen Tierklassen keine prinzipiellen Unterschiede bei der CYP1A1 Induktion
bestehen. Die Charakterisierung der Induktionskapazitat von aromatischen Kohlenwasser-

~BT=



8. AbschluBbemerkungen

stoffen in einem der Systeme kénnte daher u.U. eine alilgemeine, Spezies- und Tierklassen-
ubergreifende Aussagekraft besitzen.

Es konnte gezeigt werden, da die Kultur von Forellenhepatozyten ein geeignetes System
zur Charakterisierung von Fremdstoffen darstellt. Diese Eigenschaft, aber auch weitere
Méoglichkeiten der Charakterisierung von Schadstoffen mit Forellenhepatozyten wie z.B. der
Induktion der Vitellogeninsynthese durch 6strogene Umweltchemikalien (Pelissero et al.,
1993) &ffnen ein breites Feld fiir zuktinftige Anwendungen in der aguatischen Toxikologie.
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Anhang

Verwendete Puffer und Lésungen

1. Homogenisationspuffer:
Tris/HCI pH 7,8
Saccharose ;
EDTA-Na; (Ethylendiamintetraacetat, Serva)
KCI
DTT (Dithiotreitol, Serva)
PMSF (Phenylmethylsulfonyichlorid, Serva)

2. Mikrosomenpuffer
Kaliumphosphat pH 7,4
Glycerin
EDTA-Na;

DTT

3. Praperfusionslosung (200 mi):
HEPES (Serva), pH 7,8
Na;HPO,

KCI
NaCl

4. Waschlosung (300 ml):
HEPES, pH 7,8
Na,HPO,

KCI
NaCl
CaCl,

5. Perfusionldsung (100 ml):
0,02 % Collagenase H (Boehringer) in Waschlosung

6. Probenpuffer:
Tris/HCI pH 6,8
SDS (Serva)
Mercaptoethanol (Serva)
Bromphenolblau (Serva)

7. Sammelgel:
Acrylamid (37,5 :1 Acrylamid:Bisacrylamid)
(40 %ige Stammidsung von Amresco/Biometra)
Tris/HCI pH 6,8
SDsS
TEMED (Serva)
APS (Sigma)

8. Trenngel:
Acrylamid (37,5 :1 Acrylamid:Bisacrylamid)
Tris/HCI pH 8,8
SDS
Glycerin
TEMED
APS

A1

Anhang: Puffer und Lésungen

50 mM
0,25M
2 mM
150 mM
1 mM
0,25 mM

50 mM
20 %

1 mM
0,11 mM

10 mM
0,5 mM
3mM
150 mM

10 mM
0,5 mM
3mM

130 mM
13 mM

65 mm

2%

10 mi/100 ml
Spatelspitze

3,75%

125 mM
01%
01%
0,1%

10 %
360 mM
0,1%
42 %
0,06 %
0,06%



9. Laufpuffer:
Glycin
Tris
sSDs

10. Towbin-Puffer:
Glycin
Tris
Methanol

11. Fast Green-Farbe-Losung:
0,1% Fast Green (Serva) in 1 %iger Essigsaure

12. Coomassie-Farbe-Losung:
Coomassie Blue R250 (Serva)
Methanol
Essigsaure

13. Coomassie-Entfdarbe-Losung:
Methanol
Essigsdure

14. Blocklosung (in PBS):
BSA (Serva)
Tween 20 (Sigma)
Na-Azid (Serva)

15. Waschldsung (Blotting):
0, 1 % Triton X (Sigma) in PBS

16. Peroxidase-Farbe-Puffer, Western Blot (in PBS):
Chloronaphtol  (Serva)
Ethanol
H;O: (30 %) (Merck)

17. PBS: -
NaCl
KCI
Na;HPO,
KH:PO4
pH 7,4

18. ABTS-Losung
ABTS (2,2'-Azino-di-[ethylbenzthiazolinsulfonat])
(Serva)
Na-Acetat
NEQHPO.';
H,O5 (30 %), frisch zusetzten
ph-Wert mit Essigséure auf 4,5 einstellen

A2

Anhang: Puffer und Lésungen

192 mM
50 mM
0,1%

193 mM
25 mM
20 %

2%
40 %
10 %

30 %
10 %

05%
0,05 %
0,02 %

0,034 %
10 %
70-80 pl/100 mi

0,8 %
0,02 %
0,144 %
0,024 %

100 mM

115 mM
50 mM
1 ui/ml






