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3.5 RTG-2-Zellen

Bei den Versuchen zu den Auswirkungen einer Schadstoffbelastung von RTG-2-Zellen
fiel auf, dass es sich bei den im Labor kultivierten RTG-2-Zellen um zwei unterschied-
liche Typen handelte. Wie eine Anfarbung der lebenden Zellen mit einem Acridinoran-
ge/Ethidiumbromidgemisch verdeutlichte, war die Anzahl der Lysosomen in einem Ty-
pus sehr stark erhoht (Abb. 3.5-1; 2). Diese massive Ansammlung war im anderen Zell-
typ nicht zu finden (Abb. 3.5-3; 4). Beide Typen dieses Zellstamms reagierten aller-
dings gleichformig auf die Belastung mit Clofibrat und die anderen getesteten Substan-
zen.

3.5.1 Cytotoxizitiatstests

Zur allgemeinen Bewertung der Toxizitdt verschiedener benutzter Substanzen wurden
Toxizititstests an RTG-2 Zellen durchgefiihrt.

3.5.1.1 Clofibrat

Clofibrat zeigte in den Cytotoxizitétstests hinsichtlich der Toxizitét ein von den anderen
durchgefiihrten Versuchen stark abweichendes Ergebnis. Dadurch wurde eine Ent-
deckung der beobachteten Phinomene erst ermoglicht. RTG-2 Zellen erwiesen sich in
Cytotoxizitdtstests zunéchst als weitaus unempfindlicher als in den anschliefenden Ver-
suchen. So konnten mittels der Trendfunktion von MS Excel® ECso—Werte ermittelt
werden, die nach 24 Stunden bei 2,6 mM und nach 48 Stunden Belastung bei 2,44 mM
lag (Tab. 3.5.1-1; Abb. 3.5.1-1; 2). Aus diesem Grund fanden die ersten Belastungstests
von Hepatocyten aus der Regenbogenforelle mit 2 mM statt. Dies fiihrte jedoch, wie
bereits beschrieben, zu einem sehr schnellen Absterben der Zellen. Auch in weiteren
Versuchen mit RTG-2-Zellen, die nicht in 96-Well Platten durchgefiihrt wurden, erwie-
sen sich Konzentrationen iiber 0,5 mM als toxisch.

Tabelle 3.5.1-1: Cytotoxizitétstests mit RTG-2-Zellen, die mit verschiedenen Konzentrationen
von Clofibrat liber einen Zeitraum von 24 und 48 Stunden belastet wurden. Dargestellt sind die
Neutralrotextinktionen im Vergleich zur Kontrolle, die als 100 % der moglichen Extinktion
angenommen wurden (Mittelwerte + Standardabweichung)

Konzentration Kontrolle 0,08 0,16 0,31 0,63 1,25 2,5 5
24 Stunden 100+£9,3 101,43 105,4 106,4 £ 109,1 64,0 £ 450+32 75+1,2
10,8 11,8 12,1 7,2 10,1

48 Stunden 100+4,3 108,2+5,3 105,0+ 912+33 96,2+25 655+37 376+50 55+23
5,1
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Abbildung 3.5-1 und 3.5-2: Unbelastete RTG-2-Zellen zeigen nach einer Anfarbung mit
einer 1:1 Mischung aus Acridinorange und Ethidiumbromid einen langgestreckten Zellleib
mit intensiv griin leuchtendem Zellkern. Auffallig sind in diesen Proben die Vielzahl kleiner
stark orangerot markierter Strukturen im Zellkorper, die als Lysosomen interpretiert werden
konnen.
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Abbildung 3.5-3 und 3.5-4: Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen RTG-2-Zellen (s.0.)
zeigen diese beiden Abbildungen nur eine schwache Auspriagung der orangerot leuchtenden
Lysosomen. Dadurch wird klar, dass sich im Laborbestand zwei verschiedene Populationen
von RTG-2-Zellen befanden.
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Abbildung 3.5.1-1: Extinktionsabnahme im Vergleich zur Kontrolle nach 24 Stunden Belas-
tung von RTG-2-Zellen mit Clofibrat. Der ECso-Wert lésst sich aus dieser Grafik auf rund 2,5

mM festlegen.

Prozent
(Kontrolle = 100%)

120
110
100
90 4
80
70 4
60
50

40 |
30 4
20 |
10 1

EC50
I

0,5 1 1,5 2

2,5 3 3,5 4 4,5 5 55

Konzentration (mM)

Abbildung 3.5.1-2: Extinktionsabnahme im Vergleich zur Kontrolle nach 48 Stunden Belas-
tung von RTG-2-Zellen mit Clofibrat. Der ECso-Wert lésst sich aus dieser Grafik auf rund 2,5

mM festlegen.
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3.5.1.2 Dehydroepiandrosteron (DHEA)

DHEA erwies sich im Cytotoxizitétstest als schiadlicher fiir die Fibrocyten als Clofibrat.
Mit der Trendfunktion von MS Excel® wurden EDso Werte ermittelt, die nach einer
Belastung iiber einen Zeitraum von 24 Stunden bei 445 uM und nach 48 Stunden bei
441 uM lagen. Grafisch ermittelte EDsy Werte lagen dagegen bei knapp 470 uM nach
24 Stunden und bei 480 uM nach 48 stiindiger Belastung (Tab.: 3.5.1-2; Abb.: 3.5.1-3;
4).

Tabelle 3.5.1-2: Cytotoxizititstests mit RTG-2-Zellen, die mit verschiedenen Konzentrationen
von DHEA {iber einen Zeitraum von 24 und 48 Stunden belastet wurden. Dargestellt sind die
Neutralrotextinktionen im Vergleich zur Kontrolle, die als 100 % der moglichen Extinktion
angenommen wurden. (Mittelwerte = Standardabweichung)

Konzentration 0 15,6 31,3 62,5 125 250 500 1000

24 Stunden 100+x7,6 90,7+43 966+23 91,1+33 904+40 484%71 31,7+39 147+05

48 Stunden 100+29 106,7+4,0 942+42 909+38 837+42 423+18 40412 14707
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Abbildung 3.5.1-3: Extinktionsabnahme im Vergleich zur Kontrolle nach 24 Stunden Belas-
tung von RTG-2-Zellen mit DHEA. Der ECso-Wert ldsst sich aus dieser Grafik auf rund 470 uM
festlegen.
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Abbildung 3.5.1-4: Extinktionsabnahme im Vergleich zur Kontrolle nach 48 Stunden Belas-
tung von RTG-2-Zellen mit DHEA. Der ECso-Wert lasst sich aus dieser Grafik auf rund 480 uM
festlegen.

3.5.2 Belastung von RTG-2-Zellen mit Clofibrat

Im Vergleich zu Hepatocyten aus der Regenbogenforelle reagierten RTG-2 Zellen weit-
aus sensibler, wenn diese nicht in 96-Well Platten kultiviert wurden. Bereits 0,5 mM
Clofibrat reichten aus, um in den Zellen innerhalb einer Stunde eine verstirkte Apopto-
serate zu erzeugen bzw. die Zellen innerhalb eines Tages abzutdten.

3.5.2.1 DNA-Farbung mit Acridinorange und Ethidiumbromid

Nach Farbung lebender Kontrollzellen mit Acridinorange und Ethidiumbromid war in
den langgestreckten Zellen ein griin fluoreszierender Kern erkennbar. Ferner zeigte sich
in mehreren Ansitzen, wie bereits erwdhnt, eine starke Anhdufung intensiv orange-rot
fluoreszierender lysosomaler Elemente (Abb. 3.5-1). Es ist bekannt, dass Acridinorange
in lebenden Zellen neben einer griinen Markierung der DNA auch Lysosomen als oran-
gerote Vesikel sichtbar macht. Hiufig konnten verschiedene Mitosestadien beobachtet
werden (Abb. 3.5-2).
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Abbildung 3.5.2-1 bis 6: Belastung von RTG-2-Zellen mit 0,5 mM Clofibrat fiir 3 Stunden.
1: Die Morphologie der RTG-2-Zellen ist verdndert. Zu einem groBeren Teil sind die Zell-

auslaufer verkiirzt, die Zellen nehmen rundlichere Formen an. Teilweise findet man Zellen,
deren Kerne sehr kompakt sind (Pfeilspitzen). Andererseits gibt es auch Zellen mit groBen
Kernen, die eine Kondensierung von Chromatin in der Peripherie des Zellkerns aufweisen
(Pfeil).

2: RTG-2-Zellen weisen nach einer Belastung mit 0,5 mM Clofibrat kompakte Kerne auf.
Die Zellmembranen sind zu diesem Zeitpunkt allerdings vollkommen intakt, wie das Fehlen
einer gelborangen Fluoreszenz von Zellkernen durch eingedrungenes Ethidiumbromid deut-
lich macht.

3: Ringformige Kondensierung von Chromatin im Zellkern (Pfeil) 14sst sich des ofteren in
RTG-2-Zellen erkennen. In einzelnen Zellen sind die Kerne in viele kleine Fragmente zer-
fallen (*). Auch pyknotische Kernen kdnnen in diesem Bild wieder gefunden werden (Pfeil-
spitze).

Fortsetzung siehe ndchste Seite >
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Bereits nach 3-stiindiger Exposition mit 0,5 mM Clofibrat war die lichtmikroskopische
Morphologie der RTG-2 Zellen verdndert. Die langgestreckten Zellausldufer der Zellen
verkiirzten sich teilweise (Abb. 3.5.2-1). Weiterhin traten aber auch Zellen auf, die wie
die Kontrollen langgestreckte Zellausldufer besa3en. Die Kerne wurden kompakter und
waren zum Teil pyknotisch (Abb. 3.5.2-1 bis 3). Auch eine ringférmige Kondensierung
von Chromatin konnte vereinzelt beobachtet werden (Abb. 3.5.2-1; 3). Im Gegensatz zu
clofibratbelasteten Hepatocyten trat bei RTG-2-Zellen nach Belastung das typische
Blebbing auf (Abb. 3.5.2-4). Eine zu beobachtende Besonderheit bei den belasteten Zel-
len war das gehdufte Auftreten von stark geschwollen erscheinenden Zellkernen mit
hohem Heterochromatinanteil (Abb. 3.5.2-5). Zellen mit zerstorter Zellmembran waren
ebenfalls auffindbar. Sie fielen durch die Anfarbung des Chromatins durch Ethidium-
bromid auf (Abb. 3.5.2-4; 6).

3.5.2.2 Aktivierung Caspase 3-artiger Enzyme

Die Inkubation der RTG-2 Zellen mit PhiPhiLux® fiihrte zu einem sehr deutlichen Er-
gebnis: Die Kontrollen erschienen zunéchst im Phasenkontrast als langgestreckte Zel-
len. Griine Fluoreszenz, ausgeldst durch die Spaltung des PhiPhiLux-Priparats, war
selten, aber nicht vollstindig fehlend (Abb. 3.5.2-7).

Bereits 1 Stunde nach Beginn der Belastung mit 0,5 mM Clofibrat dnderte sich dieses
Bild: Wihrend die im Phasenkontrast erkennbare langgestreckte Morphologie der RTG-
2-Zellen noch weitgehend erhalten war, wiesen deutlich mehr Zellen als in den Kontrol-
len eine iiber den gesamten Zellleib verteilte griine Fluoreszenz auf. Dies deutete darauf
hin, dass hier ein Caspase 3-artiges Enzym aktiv war, das das angebotene Substrat in
sein fluoreszierendes Produkt spaltete (Abb. 3.5.2-8).

Zwei Stunden nach Expositionsbeginn war die Morphologie der RTG-2 Zellen verin-
dert. Die Zellausldufer waren verkiirzt und die Anzahl der griin fluoreszierenden Zellen
nahm weiter zu (Abb. 3.5.2-9).

Drei Stunden Belastung mit 0,5 mM Clofibrat fiihrten zu einer deutlichen Abrundung
der RTG-2 Zellen. Griine Fluoreszenz fand sich nun konzentriert in diesen runden Ge-
bilden. Uberraschenderweise waren bei einigen Zellen die Kerne ebenfalls angefirbt.
Dies ist insofern ungewohnlich, als es sich bei der Caspase 3 um ein cytoplasmatisches
Protein handelt (Abb. 3.5.2-10).

& Fortsetzung Abbildung 3.5.2

4: Die Belastung der RTG-2-Zellen fiihrt zu Zellen, die intensives Blebbing aufweisen. Ei-
nige wenige Zellen besitzen bereits zerstorte Zellmembranen, was durch das Eindringen von
Ethidiumbromid und dem daraus resultierenden orangefarbenen Leuchten der Zellkerne
belegt wird.

5: Selten findet man unter den belasteten RTG-2-Zellen stark geschwollene Formen, bei
denen auch der Kern (+) sehr groB3 erscheint.

6: Zum Teil treten belastete RTG-2-Zellen auf, deren Zellmembran zerstort ist und die Ker-
ne von sehr unregelméBiger Form besitzen.
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Abbildung 3.5.2-7 bis 10: Behandlung von RTG-2-Zellen mit einem membranpermeablen

Caspase 3-Substrat.

7: Unbelastete RTG-2-Zellen zeigen im Phasenkontrast langgestreckte Zellkorper. Griine
Fluoreszenz, wie sie durch die Spaltung des angebotenen Substrats zustande kommt, tritt
selten auf. Dies zeigt aber, dass es auch in unbehandelten RTG-2-Zellen spontan zur Akti-
vierung von Caspase 3 kommt.

8: Eine einstiindige Belastung von RTG-2-Zellen mit 0,5 mM Clofibrat zeigt langgestreckte
Zellen im Phasenkontrast. Teilweise kdnnen komplett griin fluoreszierende Zellen beobach-
tet werden. Hier ist es zur Aktivierung der Caspase 3 gekommen, so dass das angebotene
Substrat gespalten werden konnte. Im Unterschied zur vereinzelt auftretenden Fluoreszenz
in den Kontrollen, die dort nur in abgerundeten Zellen auftritt, sind hier auch langgestreckte
Formen betroffen.

9: 2 Stunden Belastung mit 0,5 mM Clofibrat fithren in RTG-2-Zellen zu einer verstirkten
Abrundung der Zellen. Die Anzahl von fluoreszierenden Zellen ist gegeniiber den kiirzer
belasteten RTG-2-Zellen erhoht.

10: Nach einer dreistiindigen Belastung mit 0,5 mM Clofibrat ist die Morphologie der Zel-
len verdndert. Sie erscheinen nun stark abgerundet und weisen so auch eine Konzentrierung
der griinen Fluoreszenz in Kernnidhe auf. Manchmal scheint auch der Kern selbst angefarbt

Zu sein.
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3.6 Morphometrische Erfassung der ultrastruk-
turellen Verinderungen in Lebern von
Zebrabirblingen, die im Life-Cycle-Versuch
mit 100ng/l DHEA gehaltert wurden

Zebrabirblinge, die im Life-Cycle-Versuch mit 100 pg/l DHEA belastet wurden (Dis-
sertation Ute Bieberstein, Zoologisches Institut 1 der Universitdt Heidelberg, 2001),
zeigten bei der morphometrischen Analyse eine Zunahme der Organellen die am Li-
pidstoffwechsel beteiligt sind. Ferner nahm auch Lipd selbst als Energiereserve zu. Ob-
wohl diese Verdnderungen nur gering waren, zeigte die statistische Analyse dennoch
signifikante Unterschiede zu den Kontrollen, die mit 0,05 % DMSO belastet wurden.
Der Anteil von Mitochondrien, Peroxisomen und Lipidtropfen nahm zu (Abb. 3.6-1 bis
3).

Kerne
7%

Mitochondrien
10%

Peroxisomen
1%

Abbildung 3.6-1: Prozentualer Anteil der morphometrisch erfassten Organellen in Bezug auf
eine Gesamtfliche von 10 pm’ in Kontrollzebrabirblingen. Auf den Rest entfallen Strukturen,
die nicht erfasst wurden wie das gesamte Endomembransystem und Glykogenfelder
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Abbildung 3.6-2: Prozentualer Anteil der morphometrisch erfassten Organellen in Bezug auf
eine Gesamtfliche von 10 pm® in Zebrabarblingen, die iiber 6 Monate mit 0,05 % DMSO be-
lastet wurden. Der Anteil der Kerne an der Gesamtfliache ist deutlich gréBer als in den Kontrol-
len. Dagegen ist der Anteil von Mitochondrien und Peroxisomen verringert. Der Lipidanteil
bleibt nahezu unveréndert.
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Mitochondrien
8%
Peroxi-
somen
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Abbildung 3.6-3: Prozentualer Anteil der morphometrisch erfassten Organellen in Bezug auf
eine Gesamtfliche von 10 pm? in Zebrabirblingen, die iiber 6 Monate mit 100 pg/l DHEA be-
lastet wurden. Der Anteil der Kerne an der Gesamtflache ist gegeniiber den Kontrollen grofer,
bleibt aber hinter dem Umfang des DMSO-Ansatzes zuriick. Der Anteil der Mitochondrien ist
geringer als in den Kontrollen aber stirker ausgeprigt im Vergleich zu den Tieren die mit
DMSO belastet wurden. Genauso verhélt es sich mit den Peroxisomen. Besonders deutlich ist
die Zunahme von Lipid auf 3,3% des Gesamtanteils.




4 Diskussion

4.1 Clofibrat

Clofibrat ist ein Derivat der Clofibrinséure und gehort zur groBeren Gruppe der Fibrate.
Diese werden aufgrund ihrer Eigenschaft, in Ratten, Madusen und Kaninchen die Akti-
vitdt der Acyl-CoA-Oxidase und die Vermehrung der Anzahl der Peroxisomen in diesen
Tieren zu stimulieren, funktionell auch zur Gruppe der Peroxisomenproliferatoren ge-
zahlt.

Im Blut wird Clofibrat an Albumine gebunden transportiert (Miller und Spence, 1998).
Generell werden Fibrate im Kdrper von Sdugern iiber das hepatire Cytochrom P450
3A4 verstoffwechselt (Miller und Spence, 1998). Im Falle des Clofibrat wird dabei die
Esterbindung gespalten und Clofibrinséure entsteht als aktiver Metabolit.

Clofibrat fiihrt in Ratten auch noch zu einer Induktion von Cytochrom P450 4Al
(Lenart et al., 1998). Die Induktion dieses Enzyms verlduft wahrscheinlich iiber die
Bindung von Clofibrat an den Peroxisome Proliferator Activated Receptor (PPAR), die
eine erhdhte Transkription des CYP4A1-Gens zur Folge hat (Simpson, 1997).

Die Proliferation von Peroxisomen durch Fibrate konnte im Menschen nicht nachgewie-
sen werden (Passilly et al., 1996; Richert et al., 1996; Goll et al., 1999; Rodriguez et
al., 2000). Ahnlich wie bei Siugern scheint auch bei Fischen die Fihigkeit verschiede-
ner Stoffe, die Proliferation von Peroxisomen anzuregen, stark von der untersuchten
Tierart abzuhingen. Verschiedene Fischarten (Oncorhynchus mykiss, Dicentrachus
labrax) sind refraktir in Bezug auf Peroxisomenproliferation (Orner ef al., 1995; Pretti
et al., 1999). Zum Teil wurde aber fiir gleiche Fischarten (Oncorhynchus mykiss) oder
andere Arten eine Proliferation der Peroxisomen beobachtet (Yang et al., 1990; Scarano
et al., 1994). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte morphometrisch keine signifi-
kante Zunahme der Peroxisomen in clofibratbehandelten Hepatocyten nachgewiesen
werden. Insgesamt existieren nur wenige Arbeiten zur Peroxisomenproliferation in Fi-
schen.

Clofibrat wird seit den 60er Jahren eingesetzt, um die Konzentration von Triglyceriden
und Cholesterin im Blutplasma zu senken. Damit geht eine Senkung des Herzinfarkt-
risikos einher. Die Werbung zu Regelan® (unter diesem Namen wurde Clofibrat in
Deutschland verkauft) versprach ,,bestmoglichen Schutz vor einem Herzinfarkt”. Trotz
dieser guten Aussichten wurde das Mittel seit Ende der 70er Jahre nur noch selten ver-
schrieben. Dies lag nicht zuletzt daran, dass, laut International Programme on Chemical
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Safety (INCHEM, 1996), 1978 eine Studie im Namen der World Health Organization
(WHO) in Angriff genommen wurde, die kldren sollte ob das Herzinfarktrisiko durch
Clofibrat wirklich gesenkt werden kann. Im Verlauf dieser Untersuchung wurde ein
nicht signifikanter Anstieg der Todesfdlle aufgrund von Krebs bei den behandelten Pati-
enten beobachtet. Dadurch wurde das wissenschaftliche Interesse an Clofibrat neu ge-
weckt, und es wurden zahlreiche Untersuchungen hinsichtlich der Auslosung von Krebs
durch Clofibrat durchgefiihrt.

Clofibrat ist auch eines der ersten Medikamente, das in Oberflichengewéssern nachge-
wiesen wurde. So konnte es beispielsweise im Grundwasser des Berliner Umfelds ge-
funden werden (Halling-Sorensen et al., 1998) und auch in verschiedenen Trinkwasser-
proben konnte Clofibrinsdure nachgewiesen werden (Bernini et al., 1983), wobei die
maximale gefundene Konzentration bei 70 ng/1 lag.

Der Mechanismus der Krebsinduktion ist jedoch bis heute nicht eindeutig geklart. Ver-
schiedene Modelle werden zur Zeit diskutiert: Zum Einen vermutet man, dass es durch
die Peroxisomenproliferation zu einer Steigerung der Produktion reaktiver Sauerstoff-
molekiile kommt (Kim et al., 1998). Zum Anderen wird auch die Carcinogenese durch
Aktivierung des Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK)-Systems beschrieben
(Rokos und Ledwith, 1997).

Die meisten Ergebnisse beruhen auf Untersuchungen, die an Sdugerzellen oder Sauge-
tieren durchgefiihrt wurden (Kryvi et al., 1990; Ostlund Farrants et al., 1990), und die
meisten Untersuchungen beziehen sich auf das Phdnomen der Peroxisomenproliferation.
In niederen Vertebraten wurden nur wenige Studien unternommen (Ruyter et al., 1997,
Pedrajas et al., 1998; Ertl et al., 1999; Pretti et al., 1999; Sabourault et al., 1999). Die
Féhigkeit von Clofibrat, Apoptose auszuldsen, wurde nur in vitro in menschlichen
HepG2- und den von der Ratte stammenden AH-130-Zellen untersucht (Canuto et al.,
1997; Canuto et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von Clofibrat auf primére Hepa-
tocyten aus der Regenbogenforelle und die ebenfalls aus der Regenbogenforelle stam-
menden RTG-2-Zellen untersucht. Nachdem zunéchst ein Hauptaugenmerk auf eine
mogliche Peroxisomenproliferation gelegt wurde, legten die ersten Ergebnisse nahe,
diesen Prozess nicht weiter zu verfolgen und das gefundene Phinomen des Absterbens
der Zellen genauer zu untersuchen. Der Verdacht, dass es sich bei dieser Art des Zell-
tods um Apoptose handelt, sollte anhand weiterer Versuche mit einem bekannten che-
mischen Induktor der Apoptose (Staurosprin) sowie einer Bestrahlung mit ultraviolet-
tem Licht, verfolgt werden.

In der Tat weisen viele der Ergebnisse aus den Versuchen mit Clofibrat darauf hin, dass
es sich bei dem beobachteten Phanomen tatséchlich Apoptose handelt. Allerdings sind
auch einige Ergebnisse nicht in den Zusammenhang mit Apoptose zu bringen.
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4.2 Cytotoxtests mit Clofibrat an RTG-2-Zellen

Nach Abschluss der Arbeiten ist verwunderlich, dass in ersten Cytotoxizititstests mit
RTG-2-Zellen die EDsy von Clofibrat auf iiber 2 mM bestimmt wurde (Abb. 3.5.1-1; 2).
Wie sich zeigte, waren diese Konzentrationen fiir Hepatocyten aus der Regenbogenfo-
relle eindeutig zu hoch und flihrten rasch zum Tod der Zellen. Auch spiter durchge-
fithrte Arbeiten mit RTG-2-Zellen wiesen darauf hin, dass eine Konzentration von 2
mM auch fiir diesen Zelltyp toxisch waren. Alle benutzten Materialien wie Medium,
Mediumzusétze (Antibiotika, Puffer) und eingesetztes Clofibrat waren identisch. Der
einzige Unterschied ldsst sich im benutzten Zellkulturmaterial finden. 24-Well- und 96-
Well-Platten bestehen aus dem gleichen Material, so dass chemische Ursachen fiir die
Unterschiede nicht in Betracht kommen. Eine mogliche Erklarung liegt in den physika-
lischen Eigenschaften der Kulturplatten. 96-Well-Platten besitzen im Vergleich zu 24-
Well-Platten in Bezug auf die nutzbare Kulturfliche eine groflere Oberfldche, so dass
fiir die gemessenen Unterschiede in der Toxizitdt eine hohe Adsorptionsrate des stark
lipophilen Clofibrat verantwortlich sein konnte. Eine Vertiefung in einer 96-Well-Platte
besitzt eine Kulturfliche von 0,3 cm” (Nunc, Wiesbaden). Bei einem Arbeitsvolumen
von 300 pl ergibt sich daraus eine Gesamtoberfliche von 2,18 cm?®. Damit betrigt die
nutzbare Flache rund 15% an der Gesamtfldache. Im Gegensatz dazu betrigt die Kultur-
flaiche in einer 24-Well-Platte 1,9 cm’. Das Arbeitsvolumen betrug 2 ml, woraus sich
eine Gesamtfliche von 7,03 cm? errechnet. Der prozentuale Anteil der nutzbaren Fliche
liegt hier demnach bei rund 27%. Aus diesen Berechnungen wird ersichtlich, dass bei
einer Adsorption von Clofibrat aus dem Medium an das Plastikmaterial in einer 96-
Well-Platte wesentlich mehr Material verloren geht als in einer 24-Well-Platte.

4.3 Apoptose durch Clofibrat in priméren
Hepatocyten aus der Regenbogenforelle?

Primérhepatocyten aus der Regenbogenforelle erleiden bei einer Belastung mit 1 mM
Clofibrat extreme Schiadigungen (Abb. 3.2.1-3 bis 16). Die Zellen iiberleben eine Be-
lastung mit 1 mM Clofibrat nicht iiber einen ldngeren Zeitraum. Zu beachten ist dabei,
dass eine einmalige Gabe von Clofibrat ausreicht, um diese Effekte hervorzurufen. So-
mit sind die beobachteten Verdnderungen nicht reversibel. 0,5 mM Clofibrat fiihrten
dagegen zu weniger dramatischen Auswirkungen, die qualitativ auch eher an adaptive
Antworten auf Stress darstellen (Abb. 3.2.1-1; 2; Braunbeck, 1995).

Die Belastung mit 1 mM Clofibrat fiihrt zum einen zur Zunahme von p53 in den Hepa-
tocyten (Abb. 3.2.5-1), zur Aktivierung Caspase 3-artiger Enzyme (Abb. 3.2.3-1 bis 7)
und einer ringférmigen Kondensierung von Chromatin in der Zellperipherie (Abb.
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3.2.1-7, 11 und 12). Ferner kommt es zu einer kompletten Umgestaltung des Endo-
membransystems und zur Akkumulation von Lipid (Abb. 3.2.1-6). Eine dramatische
Verianderung erfahrt auch die Morphologie der Mitochondrien bis hin zur Zerstorung
der duBeren Mitochondrienmembran (Abb. 3.2.1-13 bis 22).

Die Kondensierung des Chromatins und die Aktivierung Caspase 3-artiger Enzyme stel-
len die deutlichsten Merkmale eines Absterbens durch Apoptose dar. Die Konden-
sierung der Erbsubstanz wurde als eines der wichtigsten Merkmale fiir Apoptose ange-
fiihrt, genauer gesagt wurde das Phinomen der Apoptose anhand dieses Effekts erstmals
beschrieben (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980).

Die anderen Phianomene weisen nicht zwangslaufig auf diese Art des Zelltods hin, und
Hepatocyten, die {iber einen Zeitraum von 3 Tagen mit 2 mM Clofibrat belastet wurden,
sind deutlich nekrotisch (Abb. 3.2.1-23 und 24). Im Organismus werden apoptotische
Zellen durch Makrophagen aufgenommen, so dass es nicht zu Entziindungserschei-
nungen kommt. Da in der Zellkultur jedoch dieses schonende ,,Entsorgen® apoptotischer
Zellen fehlt, verbleiben die Reste apoptotischer Zellen in den Kulturgefilen. Dies be-
zeichnet man als sekundére Nekrose (Cotter und Al Rubeai, 1995).

4.3.1 Die Rolle der Mitochondrien

Die ultrastrukturellen Befunde zur mitochondrialen Morphologie sind zunéchst nicht in
einen direkten Zusammenhang mit einer Apoptose zu bringen. Es ist bekannt, dass im
Verlauf der Apoptose die duere Mitochondrienmembran fiir Cytochrom ¢ durchldssig
wird, so dass dieses aus dem Intermembranraum ins Cytoplasma gelangt. Dieses Protein
dient als Schalter fiir die Apoptose. Verschiedene Modelle versuchen eine Erkldrung des
Freisetzungsmechanismus. Eines dieser Modelle geht von einer Offnung eines Mem-
brankanals, der sogenannten ,,Permeability Transition Pore* (PTP), aus (Kroemer ef al.,
1997; Green und Reed, 1998). Dieser besteht aus zwei Proteinkomplexen, jeweils einem
in der inneren, dem Adeninnucleotid Translokator (ANT), und einem in der dulleren
Mitochondrienmembran, dem spannungsabhéngigen Anionenkanal (Voltage-Dependent
Anion Channel, VDAC). Die Pore kann an den Stellen, an denen innere und &ullere
Membran zusammentreffen, gebildet werden (Bernardi ef al., 1994; Petit et al., 1996).
Durch die Offnung dieser Pore wird der H'-Gradient zerstdrt und die oxidative
Phosphorylierung wird entkoppelt (Green und Reed, 1998). Ferner kann Wasser in die
Matrix der Mitochondrien eindringen, wodurch die Matrix anschwillt und schlieBlich
die duBere Membran zerstdrt werden kann. Die Offnung dieser Pore kann durch Bel-2
verhindert werden (Zamzami et al., 1996) wihrend Bax die Offnung fordert (Xiang et
al., 1996; Zamzami et al., 1996). In einer Studie von Angermiiller et al. (1998) konnte
die Verdnderung der Mitochondrienmorphologie inklusive der Zerstdrung der dulleren
Mitochondrienmembran in galactosaminsensitiven Médusen nach Ausldésen der Apoptose
durch den Tumor-Nekrose-Faktor gezeigt werden. Die Zerstorung der dulleren Mito-
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chondrienmembran kann einige, aber nicht alle Arten auftretender Apoptose erkliren,
da sehr viele Untersuchungen zur Apoptose zeigen, dass die Mitochondrienmorphologie
nicht zwangslaufig zerstort sein muss (Eskes et al., 1998; Martinou et al., 2000). Es
miissen daher auch noch andere Mechanismen der Cytochrom c-Freisetzung existieren.
Bax und Bak, zwei proapoptotische Vertreter der Bcl-2-Familie, sind in der Lage, in
planen Lipidbilayern von sich aus Kanéle zu bilden (Antonsson ef al., 1997; Schlesinger
et al., 1997). Dies konnte ein Indiz fiir eine direkte Offnung von Kanélen in der duBeren
Mitochondrienmembran sein (Green und Reed, 1998). Jedoch ist der Durchmesser der
Kanile, die durch Bax oder Bak gebildet werden, nicht grofl genug, um den Austritt von
Cytochrom ¢ in das Cytosol zu erlauben (Shimizu et al., 1999). Bax bzw Bak sind je-
doch in der Lage mit VDAC zu interagieren. Shimizu et al. (1999) rekonstituierten
VDAC in Liposomen und nach Zugabe von Bax oder Bak konnte Cytochrom c die
Membran passieren.

Die in dieser Studie dokumentierten ultrastrukturellen Verdnderungen an den Mito-
chondrien weisen eindeutig auf eine Storung des inneren Milieus dieser Organellen hin
(Abb. 3.2.1-13 bis 22). Die scheinbare Teilung in zwei Organellen, die jedoch keine
Vollendung findet, betrifft vor allem die Organisation der mitochondrialen Matrix, aber
auch die Ausbildung der Cristae. Eine Zerstorung der duleren Mitochondrienmembran
konnte nachgewiesen werden. Diese tritt allerdings erst spit auf, das Chromatin im
Kern ist in den meisten Zellen dann schon kondensiert. Die Restrukturierung der Matrix
eines Teils des geschiddigten Mitochondriums in eine elektronenlichte Vakuole impli-
ziert einen Vorgang der Schwellung, da es scheinbar zur Aufnahme von Wasser und
geldsten Salzen kommt.

Cytosolisches Cytochrom ¢ bindet in Anwesenheit von ATP an den Apoptotic Protease
Activating Factor-1 (APAF-1) und die Procaspase 9. Dadurch wird das sogenannte A-
poptosom gebildet (Li et al., 1997), aus dem die aktive Caspase 9 entlassen wird. Diese
Caspase aktiviert darauthin andere Caspasen, darunter auch die Caspase 3.

Auch wenn in dieser Arbeit der eindeutige Nachweis einer Freisetzung von Cyto-
chromc in das Cytosol nicht gefiihrt werden kann, da die Ergebnisse aus den
Westernblots zwar tendenziell eine Verschiebung des Proteins von den Mitochondrien
zum Cytoplasma hin nahelegen, diese Ergebnisse aber nicht zwingend auf Cytochrom c
hindeuten, da das detektierte Protein viel groer war als das Cytochrom ¢ aus anderen
Tierarten, so ist doch bekannt, dass Clofibrat in vitro die Mitochondrien direkt beein-
flusst. Es hemmt die Aktivitdt der Palmitoyl-CoA-Hydrolase und fiihrt dadurch zu einer
Anreicherung von Acyl-CoA. Dies wiederum bewirkt die Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung und die Erhéhung der Permeabilitit der dufleren Mitochondrien-
membran (Dixon et al., 1990). Ferner wurde eine direkte Depolarisierung des mito-
chondrialen Membranpotentials in vitro beobachtet (Zhou und Wallace, 1999). Es konn-
te also auch in Hepatocyten aus der Regenbogenforelle zur Freisetzung von Cyto-
chrom ¢ kommen. Auch Qu ef al. (1999) beschrieben die Mitochondrien als ein prima-
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res Ziel von Clofibrat. Andererseits konnte in vitro in isolierten Mitochondrien von
hungernden Albinoratten eine Verringerung des Cytochrom c-Gehalts durch Clofibrat
nicht nachgewiesen werden (Rasheed ef al., 1980).

Ein besonders interessanter Aspekt, auch in Hinblick auf die Mitochondrien, wird durch
die nachgewiesene Stabilisierung von p53 deutlich (Abb. 3.2.5-1). p53 ist ein Transkrip-
tionsfaktor und eines der wichtigsten Proteine bei der Regulation von Apoptose und
Zellzyklus. Es ist hauptsdchlich im Kern einer Zelle zu finden und wird im Normalzu-
stand durch Bindung an MDM2 aus dem Kern exportiert (Gottifredi und Prives, 2001)
und zum Abbau markiert (Vousden und Woude, 2000). Im normalen physiologischen
Zustand der Zelle ist p5S3 daher meist nicht oder nur in sehr geringen Mengen nach-
weisbar. Die Expression von MDM?2 wird von aktivem p53 gefordert, wodurch es zu
einer negativen Feedbackschleife kommt (Vousden, 2000). Gerét die Zelle unter Stress,
zum Beispiel durch Schidden an der DNA, dann wird p53 aktiviert bzw. stabilisiert
(Oren, 1994; Ko und Prives, 1996; Levine, 1997; Devireddy und Jones, 1999; Andoh,
2000; Huang et al., 2000; Reaves et al., 2000). Dies geschieht teilweise durch Inhibie-
rung von MDM2 und kann auf verschiedene Arten realisiert werden. Zum Einen kann
p53 phosphoryliert werden, wodurch MDM?2 nicht mehr an dieses Protein binden kann
(Shieh et al., 1997). Zum Anderen erfolgt eine Bindung an ARF (alternate reading fra-
me), einem Protein, dessen genetische Information beim Menschen im p16™***-Locus
zu finden ist, an MDM2, wodurch eine Bindung von MDM2 an p53 ebenfalls verhindert
wird (Sherr und Weber, 2000). Nach der Stabilisierung und Aktivierung von p53 voll-
zieht dieses Molekiil seine Funktion als Transkriptionsfaktor. Die meisten der stark in-
duzierten Gene codieren Proteine, die mit dem Redoxstatus der Zelle in Zusammenhang
stehen. Sie werden teilweise auch durch oxidativen Stress induziert oder generieren von
sich aus reaktive Sauerstoffmolekiile (Polyak et al., 1997). Reaktive Sauerstoffmolekiile
sind ihrerseits wieder potente Induktoren der Apoptose (Kroemer et al., 1997). Polyak
et al. (1997) untersuchten darauthin auch den Cardiolipingehalt in der Mitochondrien-
membran. Cardiolipin ist besonders anfillig fiir zellulire Oxidation (Petit et al., 1995)
und schon kurz nach der Aktivierung nahm der Gehalt von Cardiolipin deutlich ab
(Polyak et al., 1997). Dies zeigt eine starke Schadigung der Mitochondrien. Als Ant-
wort auf eine p53-Aktivierung kommt es auch zu einer verstirkten Exprimierung von
Bax (Miyashita und Reed, 1995; MeBmer und Briine, 1997). Auf die besonderen Funk-
tionen von Bax wird weiter unten noch niher eingegangen.

Nach den erwéhnten direkten Auswirkungen von Clofibrat auf die Mitochondrien, die
in anderen Untersuchungen gezeigt wurden und die Effekte, die iiber eine Aktivierung
von p53 ausgelost werden, konnen die beobachteten Verdnderungen in der Mitochond-
rienmorphologie in einen direkten Bezug zur Apoptose gebracht werden.
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4.3.2 Das Endomembransystem

Im Zusammenhang mit Apoptose noch nie erwéhnt wurden die beobachteten Verdnde-
rungen des Endomembransystems. In dieser Form treten diese Verdnderungen beim
UV- oder Staurosporin-induzierten Zelltod nicht auf. Die Ausldufer von der dulleren
Kernmembran in das Cytosol wurde an tierischen Zellen in dieser Form bisher iiber-
haupt nicht beschrieben (Abb. 3.2.1-11). Ein dhnliches Phdnomen tritt unmittelbar vor
der Beendigung der Zellteilung in Wurzelhaubenzellen von Pflanzen auf (Prof. Dr. Dr.
E. Schnepf, personlich). Die komplette Umgestaltung des Endomembransystems in ein-
zelne das Cytoplasma durchziehende Zisternen (Abb. 3.2.1-7 und 10) wurde aber auch
dort noch nicht beschrieben. Die Bedeutung bzw. Funktion dieser Verdnderung bleibt
unklar. Das endoplasmatische Retikulum spielt als Calciumspeicher eine Rolle in der
Zellhomoostase, und die Freisetzung groBBer Mengen Calcium in das Cytosol wird eben-
falls als Induktor von Apoptose diskutiert (Jiang et al., 1994). Ein morphologischer Ef-
fekt, der bei der Apoptose beschrieben wird, ist oft die Dilatierung des endoplasmati-
schen Retikulums (Lin et al., 1999; Chang et al., 2000; Johnson et al., 2000). Es wire
denkbar, dass diese Zisternen dazu benutzt werden, cytoplasmatisches Material in klei-
nere Portionen zu verpacken und durch Verschmelzung der so gebildeten Vesikel mit
der Plasmamembran eine besondere Form des Blebbings zu bilden. In keiner der unter-
suchten Proben konnte jedoch eine Interaktion zwischen Zisternen des Endomembran-
systems und der Plasmamembran entdeckt werden.

Zusammen mit der Verdnderungen des Endomembransystems kommt es zu einer Ver-
mehrung der im Elektronenmikroskop dunkel gefirbten Lipidtropfen (Abb. 3.2.1-6).
Eine hohe Osmiophilie deutet auf einen hohen Phospholipidanteil in diesen Tropfen hin.
Hieraus entsteht ein neuer Ansatzpunkt fiir die Induktion der Apoptose. So konnten
Pennacchiotti et al. (1996) ebenfalls eine Zunahme von Phospholipiden in Lebern aus
mit Clofibrat behandelten Mausen nachweisen. In letzter Zeit wird verstirkt iiber die
Rolle von Phospholipiden als sekundédre Boten bei der Apoptose diskutiert (Zusammen-
fassung bei Kolesnick und Kronke, 1998).

4.3.3 Ergebnisse der biochemischen Versuche

Die Interpretation der biochemischen Ergebnisse ist zum Teil problematisch, da die be-
nutzten Materialien grundsitzlich auf Sadugersysteme abgestimmt sind und nicht
zwangsldufig vergleichbare Ergebnisse in Systemen liefern, die auf Fischen basieren.

Westernblots mit polyklonalen Antikérpern gegen humane Caspase 3 fiihrten in den
untersuchten Proben immer zu einer Anfarbung einer einzelnen Bande, die in den Kon-
trollen ebenfalls deutlich zu erkennen ist. Bei Proben aus Sdugetieren erkennen die An-
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tikdrper sowohl Procaspase 3 als auch die aktiven Untereinheiten der Protease. Das Mo-
lekulargewicht der Procaspase 3 liegt beim Mensch bei rund 32 kD (Fernandes-Alnemri
et al., 1994). Das nachgewiesene Protein bei der Regenbogenforelle ist wesentlich gro-
Ber als humane Caspase 3 und besitzt ein Gewicht von rund 54 kD (Abb. 3.2.4-1 bis3).
Dies entspricht eher der Caspase 8 des Zebrabarblings (Inohara und Nunez, 2000), das
zu 52% homolog zu humaner Caspase 3 ist (Altschul er al, 1997). Es wire daher
durchaus denkbar, dass es sich bei dem nachgewiesenen Protein nicht um die Caspase 3
der Regenbogenforelle handelt, sondern vielmehr eine Antigen-Antikdrperreaktion mit
der Proform der Caspase 8 darstellt. Zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht erkldrbar, in wie
fern Caspase 8 bei der Auslosung der Apoptose in Forellenhepatocyten nach Belastung
mit 1 mM Clofibrat beteiligt ist, jedoch lésst sich unter der Annahme, dass das detek-
tierte Protein statt Procaspase 3 die Proform der Caspase 8 darstellt, feststellen, dass
diese Caspase bei der Vermittlung der Apoptose durch Clofibrat nicht involviert ist, da
eine Spaltung auszubleiben scheint. Caspase 8 (FLICE/MACH) wird im Normalfall als
erste Caspase bei der FAS- bzw. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-induzierten Apoptose
aktiviert (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996). Diese aktive Form spaltet ihrerseits
wiederum die Procaspase 3 in ihre aktive Form (Fulda ef al., 1998). Ausgehend von den
Annahmen, dass es sich bei dem identifizierten Protein um die Procaspase 8 handelt und
dieser Protease im Fisch eine dhnliche bis identische Funktion zugeordnet werden kann
wie bei Sdugetieren ist es unwahrscheinlich, dass es im Verlauf der Apoptoseinduktion
zu einer Aktivierung der Caspase 8 kommt. Woraus sich der Schluss ziehen ldsst, dass
FAS- und TNF-Rezeptoren an der durch Clofibrat ausgelosten Form des Zelltods nicht
beteiligt sind.

Die Untersuchungen mit einem membranpermeablen Substrat der Caspase 3 im Verlauf
des clofibratinduzierten Zelltods zeigen allerdings, dass eine Aktivierung stattfindet, so
dass davon auszugehen ist, dass im Verlauf des Mechanismus, der letztlich zum Tode
der Zellen fiihrt, die nicht identifizierte Procaspase 3 oder ein in seiner Funktion homo-
loges Enzym aktiviert wird und damit die finalen Schritte zum Abtdten der Zellen ein-
leitet (Abb. 3.2.3-1 bis 7).

Der Einsatz eines membranpermeablen Inhibitors der Caspase 3 ist nicht in der Lage,
das Absterben der Zellen zu verhindern (Abb. 3.29-1 bis 15). Dies bedeutet, vor allen
Dingen im Vergleich zu Leberzellen, die mit Staurosporin und Inhibitor belastet wur-
den, bei denen die beobachteten Effekte, die durch Staurosporin hervorgerufen wurden,
verschwanden (Abb. 3.4.3-1 bis 3), dass Clofibrat einen alternativen bzw. anderen Weg
in der Vernichtung der Zellen gehen muss. Wenn das Abtoten der Hepatocyten durch
Clofibrat auf Apoptose beruht, wie kann dann diese stattfinden, wenn die Caspase 3 als
zentrale Caspase inhibiert wird? Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Bax und Bak
(ein weiterer proapoptotischer Vertreter der Bcl-2-Familie) in der Lage sind, einen a-
poptoseartigen Zelltod auszuldsen, auch wenn Caspasen inhibiert werden. So werden
die Hefen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe durch Bax ab-
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getotet, obwohl diese Hefen keine Bcl-2-artigen Proteine oder Caspasen besitzen (Zha
et al., 1996; Ink et al., 1997; Jurgensmeier et al., 1997). Diese Art des Abtdtens kann
durch die Zugabe von Bcl-2 verhindert werden (Abb.: 4.3-1; Green und Reed, 1998).
Ferner ist Bax in der Lage, selbst in Anwesenheit eines Caspaseinhibitors den Zelltod
auszuldsen. Dabei treten sowohl DNA-Kondensierung als auch Membranveridnderungen
auf (Xiang et al., 1996; McCarthy et al., 1997; Gross et al., 1998). Ein Nachweis fiir
eine Induktion oder das Vorhandensein von Bax konnte in dieser Arbeit allerdings nicht
gezeigt werden, da die benutzten polyklonalen Sduger-Antikorper kein Protein im
Westernblot detektierten. Auch der Apoptosis inducing factor (AIF) ist in der Lage,

trotz einer Hemmung von Caspasen einen an Apoptose erinnernden Zelltod auszuldsen .
APAF-1

Procaspase 9

Cytochrom ¢

Bcl-2 Procaspase 9
@) Cytochrom ¢ l

Apoptose

b

Abbildung 4.3-1: Die Interaktion zwischen pro- und antiapoptotischen Vertretern der Bcl-2-
Familie verhindert oder ermdglicht die Bindung von APAF-1. Wenn APAF-1 and das anti-
apoptotische Protein gebunden ist, tritt kein Cytochrom c aus den Mitochondrien aus (a). Inter-
agieren allerdings pro- und antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie, kdnnen Poren in der
duBeren Mitochondrienmembran gebildet werden und Cytochrom c tritt aus. Dieses bindet (in
Anwesenheit von ATP) an APAF-1. An das N-terminale Ende von APAF-1 kann daraufhin
auch die Procaspase 9 binden, die im weiteren Verlauf aktiviert wird und als aktive Caspase 9
den Komplex verlésst (b, nach Adams und Cory, 1998, verdndert).




Diskussion 143

Die Substrate der Caspasen sind vielfiltig und etliche morphologisch erkennbare Ver-
anderungen im Verlauf der Apoptose lassen sich auf die Spaltung von Proteinen durch
Caspasen zuriickfithren. Grundsitzlich konnen die Substrate der Caspasen in drei gro-
Bere Kategorien unterteilt werden (Rosen, 1996).

e Proteine, die eine Rolle in der Homoostase der Zelle spielen

e Strukturproteine

e Proteine mit unbekannter Funktion wie beispielsweise Huntingtin (Goldberg et

al., 1996) und die Preseniline, die eine Rolle bei Alzheimer spielen (Kim et al.,
1997, Loetscher et al., 1997)

Zur ersten Gruppe gehoren beispielsweise PARP (Kaufmann et al., 1993; Lazebnik et
al., 1994), die katalytische Untereinheit der DNA-abhdngigen Proteinkinase (DNA-
PKcs; (Casciola-Rosen et al., 1995; Casciola-Rosen ef al., 1996; Han et al., 1996; Song
et al., 1996), einige Komponenten des RNA-splicing-Komplexes (Casciola-Rosen et al.,
1994; Casciola-Rosen et al., 1996) und die Ribonuklearproteine C1 und C2
(Waterhouse et al., 1996). Durch die Spaltung solcher Proteine wird eine geregelte
DNA-Reparatur und ein korrektes Splicen von mRNA unmdglich, wodurch die Ten-
denz zum Absterben der Zellen steigt (Casciola-Rosen et al., 1996).
Weiterhin gehoren in diese erste Gruppe von Homdostase-relevanten Proteinen noch
zahlreiche Signaltransdutkionsmolekiile wie die Proteinkinase C6, D4-GDI als der
GDP-Dissoziationsinhibitor der Rho-Familie-GTPasen und die Sterolregulationsele-
ment-bindenden Proteine SREBP1 und SREBP2. Besondere Beachtung gilt dem D4-
GDI, da es durch seine Spaltung zu einer Aktivierung der Rho-Familie-GTPasen
kommt. Diese GTPasen veranlassen eine Neuordnung des Cytoskeletts und eine Akti-
vierung der Stressaktivierten Proteinkinasen (SAPK/JNK), die in Zusammenhang mit
Apoptose stehen (Zusammenfassung bei (Cryns und Yuan, 1998).
Zu den betroffenen Strukturproteinen gehoren B-Actin (Mashima et al., 1995; Kayalar
et al., 1996), die a-Untereinheit des actinbindenden Proteins Fodrin (Martin et al.,
1995; Cryns et al., 1996) und Gas2 (Brancolini et al., 1995). Die Spaltung von Actin
wird als Induktor der Apoptose diskutiert, da die Zerstérung der Actinfilamente durch
Polymerisationsinhibitoren wie Cytochalasin B und E zu Apoptose fiihrt (Kolber et al.,
1990). Durch die Beeinflussung dieser Strukturelemente kommt es zur Schrumpfung
und Abrundung der Zellen, was auch in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt wer-
den konnte. Auch die Lamine A, B und C sind Zielproteine von Caspasen, durch deren
Spaltung die Kernlamina aufgelost und die Kernfragmentierung eingeleitet wird
(Lazebnik et al., 1995; Orth et al., 1996; Weaver et al., 1996). Der Abbau der Kernla-
mina kann auch in clofibratbelasteten Zellen beobachtet werden, da es dort zu einer Ab-
16sung des Chromatins von der Kernhiille kommt und keinerlei Anzeichen einer Lamina
gefunden werden konnten (Abb. 3.2.1-8).
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Der Mechanismus, der dem durch Clofibrat induzierten Zelltod zugrunde liegt, kann
bisher nur hypothetisch dargestellt werden (Abb. 4.7-2), wobei es verschiedene alterna-
tive Moglichkeiten gibt. Als gesichert kann betrachtet werden, dass die Induktion der
Apoptose iiber die Mitochondrien verlduft.

Clofibrat dringt in die Zellen ein und wird durch das Cytochrom P450 3A4 durch die
Spaltung des Esters in seinen aktiven Metaboliten, die Clofibrinsdure, metabolisiert.
Clofibrinsdure wirkt direkt an den Mitochondrien und durch Hemmung der Palmitoyl-
CoA-Hydrolase und der daraus resultierenden Anreicherung von Acyl-CoA wird die
oxidative Phosphorylierung entkoppelt, woraus eine Erhohung der Permeabilitét der
duBeren Mitochondrienmembran resultiert. Auch eine direkte Depolarisierung der duf3e-
ren Mitochondriemembran ist denkbar. Die Depolarisierung der Membran konnte die
Offnung der Permeability Transition Pore (PTP) ausldsen, Wasser dringt ein, die Mito-
chondrienmatrix schwillt und Cytochrom c kann aus dem Intermembranraum der Mito-
chondrien austreten und so die Apoptose einleiten. Ein anderer Ansatz basiert auf den
Erkenntnissen aus einer Studie von (Qu et al., 1999). Sie konnten nachweisen, dass Clo-
fibrat in Leberzellen aus der Maus die Menge von 8-Hydroxy-2'-Deoxyguanosin (8-
OHAG) und die Respirationsrate in den Mitochondrien erhoht und die Aktivitit der A-
denosintriphosphatase (ATPase) verringert. Dies weist auf oxidativen Stress in den Mi-
tochondrien hin, der nicht unmittelbar auf den peroxisomenproliferierenden Effekt von
Clofibrat zuriickzufiihren ist. Wie bereits erwihnt, kann oxidativer Stress in Zellen zu
einer Schadigung der DNA fiihren. DNA-Schéden sind Stressfaktoren, die dazu fiihren,
dass es zu einer Stabilisierung von p53 kommt. Dies kann letztlich wieder zur Induktion
der Apoptose fiithren.

Im Vergleich zu apoptotischen Saugerzellen fehlen in den untersuchten Fischhepato-
cyten auch einige typische Merkmale. Hier ist vor allem das nur schwach ausgeprigte
Blebbing zu nennen. Dies tritt in RTG-2-Zellen auf. Im Unterschied zu priméren He-
patocyten proliferieren diese Zellen. In wie fern dieser Unterschied allerdings fiir das
Blebbing relevant ist bleibt ungeklért.

4.3.4 Vergleich mit RTG-2-Zellen

Nach den Ergebnissen aus den Cytotoxizitétstests wurde zunidchst 2 mM Clofibrat als
hochste Konzentration fiir die primdren Hepatocyten gewdihlt. Diese erwiesen sich je-
doch als zu hoch und die Leberzellen starben schnell ab. Spétere Untersuchungen mit
RTG-2-Zellen zeigten, dass auch bei diesem Zelltyp eine Konzentration von 2 mM Clo-
fibrat schnell zum Absterben der Zellen fiihrt. Aber auch eine Konzentration von 1 mM
Clofibrat erwies sich flir Untersuchungen mit RTG-2-Zellen als zu hoch. Daher wurde
fiir weitere Versuche als hochste Konzentration 0,5 mM gewihlt. Bereits nach 1 Stunde
konnten bereits Apoptosemerkmale identifiziert werden (Abb. 3.5.2-1 bis 10). RTG-2-
Zellen reagieren also empfindlicher auf Clofibrat als Hepatocyten. Zum einen lésst sich
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dieser Umstand mit der hoheren Kulturtemperatur erkléren, da Temperaturunterschiede
in der Zellkultur die Toxizitdt von Stoffen erh6hen kann (Babich und Borenfreund,
1987), doch kann dies den Unterschied nicht ausreichend erkldren. Der Temperaturun-
terschied ist nicht gro3 genug (14 °C bei Hepatocyten gegeniiber 20 °C bei RTG-2-
Zellen).

Es bestehen erhebliche Unterschiede zwischen RTG-2-Zellen und Hepatocyten. Zum
einen sind primire Leberzellen nicht in der Lage sich in Kultur zu vermehren wie die
permanente Zelllinie. Ferner sind die metabolischen Féhigkeiten der RTG-2-Zellen im
Vergleich zu Hepatocyten sehr begrenzt, da es sich dabei nicht um Zellen mit zentraler
Stoffwechselfunktion im Gesamtorganismus handelt, sondern um Fibroblasten, die ur-
spriinglich aus der Gonade der Regenbogenforelle stammen (Wolf und Quimby, 1962).
Goncalves et al. (1998) konnten zeigen, dass RTG-2-Zellen im Vergleich zu anderen
Zelllinien aus Fischen mehr Glucose verbrauchen und mehr Lactat produzieren. Dies
zeigt an, dass diese Zellen weniger Stoffwechselaktivitit aufweisen als Leberzellen aus
der Regenbogenforelle.

Es wire daher denkbar, dass RTG-2-Zellen auf eine Belastung mit Clofibrat in der Wei-
se zu reagieren wie dies bei Hepatocyten auftritt. Das Biotransformationsvermogen ist
in RTG-2-Zellen schwicher ausgebildet als bei den Leberzellen. Es wire denkbar, dass
RTG-2-Zellen nicht in der Lage sind, Clofibrat in nennenswertem Umfang zu me-
tabolisieren. Dadurch kidme es zu einer direkteren Wirkung von Clofibrat als dies in den
Hepatocyten der Fall ist, da es dort neben der beschriebenen direkten Wirkung an den
Mitochondrien auch noch zu einer Metabolisierung zu Clofibrinsdure kommt. Daher
steht in den RTG-2-Zellen mehr Clofibrat zur Verfiigung als dies in den Leberzellen der
Fall ist. Hypothetisch wére es daher moglich, dass Clofibrat selbst und nicht die Clo-
fibrinsdure als Ausloser des Zelltods in Betracht gezogen werden muss.

4.4 Belastung von Hepatocyten mit Staurosporin

Staurosporin wird in Untersuchungen sehr hdufig zur Induktion der Apoptose genutzt,
da es Proteinkinasen inhibiert, was diese Art des Zelltods auslost (Ferraris ef al., 1997;
Bredel et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden isolierte Hepatocyten aus der Regenbogenforelle mit
100 nM Staurosporin belastet. Bereits 2 Tage nach Beginn der Belastung zeigten sich in
der Ultrastruktur Anzeichen einer beginnenden Apopotose mit unregelméfigen Kernen
und erhohtem Chromatingehalt (Abb. 3.4.2-1 bis 5). Die Zellen selbst werden ebenfalls
kleiner. Nach 3 Tagen sind diese Merkmale nicht mehr so deutlich ausgeprégt, aber im
Cytosol finden sich etliche chromatinhaltige lysosomale Strukturen und auch deutlich
apoptotische Zellen konnen beobachtet werden (Abb. 3.4.2-6 bis 11). Ein wichtiger Un-
terschied zu den mit Clofibrat belasteten Zellen ist die Unterdriickung aller be-
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obachteten Verdnderungen, wenn die Hepatocyten in Kombination mit Staurosporin
und einem membrangéngigen Caspase 3-Inhibitor simultan belastet werden (Abb. 3.4.3-
1 bis 3). Dadurch wird belegt, dass es neben einem Caspase 3-vermittelten Absterben
der Zellen noch eine weitere Art des Absterbens von Hepatocyten durch Clofibrat geben
muss, die nicht speziell {iber die Caspase 3 vermittelt wird.

4.5 Belastung von Hepatocyten mit ultraviolet-
tem Licht

Die Belastung von Zellen mit ultraviolettem Licht fiihrt zu Photoprodukten (Basendi-
mere) und DNA-Proteinvernetzungen (Hagen, 1994). Ferner wird durch UV-Strahlung
auch die Expression von c-fos und c-jun induziert. Dies fiihrt zur Bildung des AP-1-
Transkriptionskomplexes, der an die AP-1-Promotersequenzen bindet und die Zielgene
zur Expression anregt (Abate et al., 1990; Devary et al., 1991). Sowohl FOS als auch
JUN besitzen Redox-sensitive Cysteinreste in ihrem DNA-bindenden Bereich, wodurch
unter Umsténden die Transkriptionsaktivitit reguliert werden kann (Abate et al., 1990).
Ein weiterer Effekt von UV-Strahlung in Zellen ist die Aktivierung von MAP-Kinasen
und JNK. JNK ist in der Lage c-jun zu phosphorylieren und damit zu aktivieren (Lo und
Cruz, 1995; Lo et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurden Hepatocyten aus der Regenbogenforelle fiir 10 Mi-
nuten einer UV-Strahlung im Wellenldngenbereich von 314 nm (UVB) ausgesetzt. Die
Verdnderungen in der Ultrastruktur setzen unmittelbar nach der Bestrahlung ein (Abb.
3.3.2-4 bis 6). Besonders auffillig sind die Fragmentierung des endoplasmatischen Re-
tikulums sowie das Anschwellen der Mitochondrien. Auch Blebs, die von den Zellen
abgeschniirt werden, konnten nachgewiesen werden. In wie fern diese allerdings auf
Apoptose zuriickzufithren sind, bleibt offen, da zumindest unmittelbar nach der Be-
strahlung noch kein kondensiertes Material im Zellkern auftritt. Auch bei der Onkose ist
eine leicht modifizierte Form des Blebbings gezeigt worden (Majno und Joris, 1995).
Die zu spiteren Zeitpunkten untersuchten lichtmikroskopischen Proben (ab 2h nach
Bestrahlung) wiesen immer wieder kleinere Zellfragmente auf, die wie die Farbung
zeigt, Chromatin beinhalteten (Abb. 3.3.1-1 bis 6). Hier ist eher von einem Blebbing
durch Apoptose auszugehen. Das Auftreten von Zellen mit Kernen, die extrem konden-
siertes Chromatin enthielten (4 Stunden nach der Bestrahlung, Abb. 3.3.2-11 und 12),
ldsst immer noch keinen zwingenden Riickschluss auf den zugrunde liegenden Mecha-
nismus zu, da diese Formen bei der Onkose ebenfalls auftreten kdnnen (Trump und Be-
rezesky, 1998). Fiir ein Absterben der Zellen durch Onkose spricht auch das massive
Auftreten von intrazelluldren Vakuolen, die mit elektronenlichtem Inhalt gefiillt sind.
Erst 6 Stunden nach Abschluss der Behandlung sind erste eindeutige Kennzeichen der
Apopotose in Form von Apoptosekorpern zu finden (Abb. 3.3.2-13). Diese Anzeichen
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treten jedoch nur selten auf. Im weiteren Verlauf zeigt ein grofler Teil der Zellen Zei-
chen einer Regeneration, was ebenfalls mehr in Richtung Tod durch Onkose hinweist,
da die Apoptose, wenn sie erst induziert wurde, ohne Zugriff von auflen nicht mehr ge-
stoppt wird (Abb. 3.3.2-18 und 19). Erst zu einem sehr spiten Zeitpunkt (ab 54 h nach
Bestrahlung) konnen kompakte Zellen mit stark deformierten Kernen in groBerer An-
zahl gefunden werden (Abb. 3.3.2-40 und 41).

Das dargestellte Bild beschreibt einen zweiphasigen Prozess. Zundchst kommt es durch
die UV-Strahlung zu einer direkten Schadigung der Zellen, die nicht auf apoptoseindu-
zierte Vorginge zurlickzufiihren sind. Zu einem spdteren Zeitpunkt iiberwiegen dann
Merkmale, die auf ein Absterben durch Apoptose hinweisen. Ein alternativer Erkla-
rungsansatz kann gegeben werden, wenn man in Betracht zieht, dass es neben der On-
kose und der Apoptose auch eine modifizierte Art der Apoptose gibt, die auch lysoso-
maler Zelltod genannt wird (Zakeri, 1998, Tab.: 4.5-1). Als Besonderheit im Gegensatz
zur klassischen Apoptose tritt zundchst beim lysosomalen Zelltod eine massive Ver-
mehrung lysosomaler Elemente in den Zellen auf wéhrend der Zellkern zunichst unver-
andert bleibt. Durch die Vermehrung der Lysosomen, die zu einem grofen Teil Au-
tophagosomen darstellen, wird der Hauptteil des Cytoplasmas abgebaut und die Zelle
schrumpft. Erst in einem spiten Stadium tritt dann die bekannte Kondensierung des
Chromatins auf. Zu dieser Art des Zelltods lassen sich ebenfalls einige Parallelen aus
den Versuchsergebnissen ziehen. Hierzu zdhlen vor allem das Auftreten groer Vakuo-
len, die auch Lysosomen darstellen kdnnen, und das verzogerte Kondensieren des
Chromatins.

Tabelle 4.5-1: Unterschiede zwischen Apoptose und lysosomalen Zelltod Arten des physio-
logischen Zelltods im Vergleich zur Onkose. Die gegebenen Beispiele betreffen Zellen, die
ohne speziellen Induktor absterben. Nach: Zakeri, 1998; verdndert

Art des Zelltods Apopotose Lysosomal Onkose
Aktiver oder physiologischer Zelltod
Synonyme Typ 1 Typ 2; Vakuolar
Beschreibung Schrumpfen des Zellkerns | Vermehrung der Lyso- Osmotisch bestimmte
und des Cytoplasmas, somen und anderer Vaku- | Schwellung und Zersto-
DNA-Leitern, TUNEL- olen, spate Kon- rung des Zellleibs
positiv, Zellfragmentie- densierung des Chro-
rung, Blebbing matins aber mdglicher-
weise TUNEL-positiv,
Zellfragmentierung
Auftreten Primar Zellen mit lympha- | Langerlebige Zellen Jede schwerer bescha-
tischer und blutbildender digte Zelle
Herkunft (kurzlebig)
Beispiele Lymphocyten und Thymo- | Insektenmuskel und Labi-
cyten aldriise, Brust-
driisenzellen beim Sauger
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Der p53-Gehalt nimmt wiahrend des Versuchsverlaufs ab, so dass eine Induktion von
Apoptose durch dieses Protein nahezu ausgeschlossen ist (Abb. 3.3.3-2). Dies steht in
krassem Widerspruch zu Studien mit Sdugetieren oder Siugerzellen. Dort ist eine UV-
Bestrahlung mit einer Zunahme des p53-Gehalts korreliert (Campbell et al., 1993; Hall
et al., 1993; Lu und Lane, 1993; Perry et al., 1993; Zhan et al., 1993). Westernblots mit
polyklonalen Antikorpern gegen die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) zeigen 12
Stunden nach der Belastung eine deutlich intensiver gefarbte Bande, die auf ein Spalt-
produkt hinweisen konnte, doch liegt auch hier wieder, wie bereits beim Westernblot
gegen Procaspase 3/Caspase 3 keine Ubereinstimmung der entdeckten Molekularge-
wichte mit dem PARP aus Sdugern vor (Auer ef al., 1989). In diesem Fall ist das detek-
tierte Molekiil zu klein, so dass auch die Ergebnisse aus diesen Versuchen keinen Auf-
schluss iiber einen eventuellen Ubergang von Onkose zu Apoptose geben kénnen.

Es wire denkbar, dass die Bestrahlung zu einer thermischen Schidigung der Hepato-
cyten gefiihrt hat. Die Zellen, die solche Schidden tliberstehen und Zeichen der Regenera-
tion zeigen, erhalten erst zu einem spéteren Zeitpunkt das Signal zur Apoptose, da eine
erfolgreiche Reparatur induzierter DNA-Schiden ausbleibt. Wie der programmierte
Zelltod ausgelost wird, wenn p53 in seinem Gehalt abnimmt, bleibt ungeklért. Es ist
allerdings bekannt, dass nicht jede Form der Apoptose iiber eine pS3-Aktivierung aus-
geldst wird.

4.6 Morphometrisch erfassbare Veranderungen
in der Leber von Danio rerio nach Langzeit-
belastung mit Dehydroepiandrosteron
(DHEA)

DHEA ist ein zentraler Metabolit wihrend der Synthese von Sexualhormonen (Zwain
und Yen, 1999). Es ist, wie Clofibrat auch, als Peroxisomenproliferator in Nagetieren
bekannt. Ein Mangel an endogenem DHEA resultiert hdufig in Krankheiten wie Fett-
sucht, Diabetes, Bluthochdruck, Immunschwichekrankheiten, Erkrankungen der Koro-
nargefiBe und Autoimmunkrankheiten (Zumoff et al., 1981; Nestler et al., 1988;
Schriock et al., 1988; Stahl et al., 1992; Casson et al., 1993; Labrie et al., 1998). Die
Umweltrelevanz von DHEA ist bislang umstritten, jedoch ist der zum Teil hohe Kon-
sum, vor allem in den Vereinigten Staaten von Amerika, als Alterungshemmer und in
Bezug auf andere die Lebensqualitit verbessernde Effekte Grund genug, diese Substanz
in ihrer Auswirkung auf andere Organismen zu untersuchen. DHEA wird als wahres
Wundermittel angepriesen und im Internet findet man zahllose Eintridge, die DHEA als
das Medikament schlechthin anpreisen. Interessanterweise findet man auf diesen Seiten
auch meist eine Moglichkeit, DHEA sofort kaduflich zu erwerben.
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Die Untersuchungen von Dr. Ute Bieberstein, die Zebrabarblinge im Life-Cycle-Ver-
such mit DHEA belastete, zeigen Hodenstrukturverdnderungen, Ovo-Testes in minn-
lichen Tieren und verstirkte Atresie in Weibchen (Bieberstein, 2000). Ménnliche Tiere,
die mit 100 pg/l DHEA belastet wurden, waren nicht zur Reproduktion befdhigt
(Bieberstein, 2000).

Eine quantitative Analyse der Ultrastruktur der Leber von makroskopisch ménnlichen
Zebrabarblingen, die mit 100 pg/l DHEA belastet wurden, ist im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse weisen auf eine Beeinflussung des
Lipidmetabolismus in den belasteten Tieren hin (Abb. 3.6-1 bis 3). Das verstarkte Auf-
treten von Mischgonaden in diesen Tieren weist auf die Induktion der Vitellogenin-
synthese hin. Vitellogenin stellt ein Phospholipoglycoprotein dar und wird in der Leber
als Antwort auf im Kreislauf zirkulierendes Estrogen produziert. Es gelangt {iber das
Blut zu den Ovarien. Dort wirde es iiber Pinocytose in die Oocyten aufgenommen und
in die Dotterproteine Phosphitin und Vitellin gespalten (Wahli et al., 1981; Tyler et al.,
1988; Specker und Sullivan, 1993; Buerano et al., 1995). Der Lipidanteil im Vitello-
genin von Teleosteern betrdagt zwischen 13 und 22 % (Redshaw und Follett, 1971; Hori
et al., 1979; Campbell und Idler, 1980; de Vlaming et al., 1980; Hara et al., 1980; Nor-
berg und Haux, 1985; Komatsu et al., 1996). Die beobachtete Zunahme des Peroxiso-
menanteils in den DHEA-belasteten Tieren gegeniiber den DMSO-Behandelten Fischen
lasst darauf schliessen, dass eine erhohte Metabolisierung ldngerkettiger Fettsduren
stattfindet und durch DHEA eine Anregung des Lipidpmetabolismus stattfindet. Die
ultrastrukturellen Untersuchungen an DHEA-belasteten Zebrabirblingen zeigten eine
Zunahme von Lipidtropfen im rauen endoplasmatischen Retikulum (RER) der Ver-
suchstiere (Bieberstein, 2000). Dieses Phinomen wird allgemein als Steatose bezeichnet
und tritt bei Sdugetieren hiufig auf. Es kann durch verschiedene Substanzen ausgelost
werden. Dazu gehoren Glucocorticoide, Acetaminophen, Methotrexat, L-Asapargin-
sdure, Antibiotika, Colchicin, Ethionin, Insektenrepellentien und Pestizide (Phillips et
al., 1987). In Zebrabarblingen konnte Steatose nach einer Belastung mit y-Hexachloro-
cyclohexan (Lindan) nachgewiesen werden (Braunbeck et al., 1990). Steatose verdeut-
licht zusammen mit dem erhohten Lipidmetabolismus zwei Faktoren, die bei der Vitel-
logenese eine Rolle spielen. Zum einen werden im RER Exportproteine gebildet und
damit auch das Vitellogenin selbst. Fiir dieses Protein muss Lipid bereitgestellt werden.
Die exzessive Bereitstellung von Fett im RER konnte eine Fehlsteuerung des Lipidim-
ports oder —exports in das RER oder aus diesem heraus darstellen. Ferner wird durch die
Induktion der Vitellogenese der Energiebedarf in den Hepatocyten durch die erhdhte
Proteinproduktion stark erhoht. Dieser Energiebedarf kann am besten mit Lipid gedeckt
werden, da dieser Energielieferant die beste Ausbeute an ATP in Bezug auf das Mole-
kulargewicht ermdglicht. Fiir eine Erhohung des Energiestoffwechsels spricht auch die
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Zunahme der Mitochondrien in DHEA-belasteten Tieren im Vergleich zu den DMSO-
Kontrollen.

4.7 Fazit

Diese Promotionsarbeit kann noch kein umfassendes Bild der Apoptose infolge Clo-
fibratexposition von Fischzellen liefern. Zu viele Faktoren konnten nicht ndher unter-
sucht werden. Die groften Probleme lagen bei den verwendeten Materialien: Selbst bei
scheinbar sehr konservativen Proteinen konnten etliche Antikorper gegen die homolo-
gen Sduger- oder Vogelproteine in der Regenbogenforelle nur bedingt eingesetzt wer-
den. Die Resultate kdnnen trotz eindeutiger Reaktionen nicht zu hundert Prozent kldren,
ob es sich bei den jeweils detektierten Proteinen tatsdchlich um homologe Formen der
Proteine handelt. Leider sind Antikorper speziell gegen die gewiinschten Fischproteine
nicht im Handel erhiltlich und eine Eigenproduktion derselben hitte den zeitlichen
Rahmen dieser Arbeit bei weitem liberschritten. Weiterhin ist iiber die untersuchten, an
der Apoptose beteiligten Proteine am Fisch selbst nur extrem wenig bekannt. So finden
sich in den groBen Proteindatenbanken zum Eintrag ,,caspase teleostei” nur 8 Eintrdge
(28. September 2001). Von diesen beschreiben 7 Caspasen aus Danio rerio, einem Mo-
dellversuchsfisch in der Molekularbiologie. 1 Eintrag beschreibt die Caspase 6 der Re-
genbogenforelle. Die Abfrage ,,PARP teleostei* fiihrt sogar nur zu einem einzelnen
Treffer (28. September 2001), der das aktive Zentrum von PARP in Oncorhynchus ma-
sou darstellt. Aus diesen Ergebnissen wird klar, dass kein allzu grof3es Interesse an den
Sequenzen von Proteinen besteht, die an der Apoptose in Fischen beteiligt sind. Auch
eine Suche nach Bax (,,Bax teleostei”) liefert nur einen Eintrag. Dabei handelt es sich
um das Bax von Danio rerio. Im Laufe dieser Dissertationsarbeit wurden auch Unter-
suchungen mit einem polyklonalen Antikorper gegen Bax aus der Maus durchgefiihrt,
da die Exprimierung von Bax durch p53 angeregt wird und somit die Zellphysiologie in
Richtung Tod gelenkt wird. Leider konnte keine Bindung des Antikdrpers an ein Fisch-
protein im Westernblot festgestellt werden. Dies ist erstaunlich, da es sich bei Bax um
ein sehr konservatives Protein handelt. Die Ubereinstimmung zwischen Bax aus Danio
rerio und Mus musculus betragt 71% (Altschul et al., 1997).

Im Falle des p53 ist die Lage nicht ganz so trostlos, da man sich in der Okotoxikologie
erhofft, dieses Protein als Biomarker etablieren zu konnen. Eine Stabilisierung und Ak-
tivierung von p53 kann als Anzeiger fiir eine Belastung mit DNA-schddigenden Sub-
stanzen dienen.

AbschlieBend konnen folgende Erkenntnisse festgehalten werden: Clofibrat fiihrt in
isolierten Hepatocyten aus der Regenbogenforelle zur Apoptose, die auf zwei verschie-
dene Arten ausgelost werden konnte. Zum einen iiber eine Stabilisierung von p53, das
zu Produktion von BAX und reaktiven Sauerstoffmolekiilen flihrt und so letztlich zur
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Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien fiihrt und dadurch die finalen
Schritte der Apoptosekaskade einleitet. Alternativ ist eine direkte Wirkung von Clo-
fibrat an Mitochondrien denkbar, so dass die Kaskade des Zelltods unmittelbar mit der
Freisetzung von Cytochrom ¢ beginnt. Vergleicht man die vorliegenden Ergebnisse aus
den verschiedenen Zelltod-induzierenden Experimenten (Clofibrat, Staurosporin und
UV-Licht), so werden einige Parallelen, aber auch viele Unterschiede deutlich. Allen
Versuchen gemein ist zum einen die sekunddre Nekrose, die dadurch entsteht, dass A-
poptosekdrper nicht von anderen Zellen aufgenommen werden. Zuriick bleiben Zell-
hiillen, die scheinbar nur noch aus Membranen bestehen. Eine weitere Gemeinsamkeit
ist das Auftreten der dunklen Lipidtropfen, die sehr oft eng mit Zisternen des Endo-
membransystems vergesellschaftet sind. Weiterhin ist die Schwellung der Mitochon-
drien in allen Untersuchungen zu finden. Dies stellt aber nicht zwingend ein Merkmal
von Apoptose dar, da das Anschwellen dieser Organellen oft auch eine unspezifische
Reaktion auf eine Storung der Zellhomoostase darstellt (Abb. 4.1.7-1; Braunbeck,
1995).

Auch die Auspragung der Kernform ist bei UV-, Staurosporin- und Clofibratbehandlung
zu finden. Die Verteilung des Chromatins ist jedoch nicht immer gleich. Eine extreme
Marginalisierung wie bei clofibratbelasteten Hepatocyten tritt bei Staurosporin und UV-
Licht seltener auf.

AbschlieBend lésst sich der in Abbildung 4.7-2 dargestellte hypothetische Verlauf des
durch Clofibrat induzierten Zelltods feststellen.
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Abbildung 4.7-1: Vergleich der morphologischen Unterschiede zwischen Apoptose und Onkose
(nach Trump und Berezesky, 1998, verdndert). Die schematisch dargestellten Verdnderungen
lassen sich bei Hepatocyten nach verschiedenen schidigenden Behandlungen im ultrastruktu-
rellen Bild erkennen. Speziell bei einer Behandlung mit UV-Licht muss davon ausgegangen
werden, dass es neben einem apoptotischen Absterben von Zellen auch zur Onkose, unter Um-
standen durch Temperaturerhohung wihrend der Bestrahlung, gekommen ist.
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Abbildung 4.1.7-2: Hypothetischer Verlauf des Zelltods in Hepatocyten aus der Regenbogen-
forelle nach Belastung mit Clofibrat. Auch wenn die Caspase 3 gehemmt wird, sterben die Zel-
len ab. Dies bedeutet, dass ein alternativer Weg des Abtotens der Zellen existieren muss. Ein
Ansatz dafiir ist die nachgewiesene Fahigkeit von Bax oder auch Bak, Zellen in Anwesenheit
eines Caspaseinhibitors abzutoten.

Generell reagierten Hepatocyten aus der Regenbogenforelle auf apoptoseinduzierende
Stimuli wie Sdugerzellen. Dies ist nicht verwunderlich, da es sich beim Phidnomen der
Apoptose um einen hoch konservierten Prozess handelt, der bei allen eukaryotischen
Organismen gleich ist. Er tritt schon bei Protozoen auf (Ameisen, 1998) und ist auch bei
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Pflanzen ein hiufig beobachtetes Phdnomen (Mittler, 1998). Unterschiede zwischen
Saugern und Fischen bestehen aber offensichtlich im zeitlichen Ablauf der Apoptose.
Wihrend bei Sdugern dieser Prozess schon nach ein paar Stunden maximale Raten er-
reicht, dauert es bei den Hepatocyten aus der Regenbogenforelle erheblich ldnger. Dies
lasst sich nicht alleine auf einen Temperaturunterschied zuriickfiihren, da dieser zwar
grof} ist (14 °C Inkubationstemperatur bei Hepatocyten aus der Regenbogenforelle ge-
geniiber 37 °C bei Sdugerzellkulturen), aber nicht so gravierend ist, um die zeitliche
Verzogerung von rund 48 Stunden bei Staurosporin bzw. 72 Stunden bei Clofibrat zu
erklaren. Weiterhin sind die effektiven Konzentrationen von Staurosporin in einem
weitaus hoheren Bereich angesiedelt als dies von Sdugerzellen bekannt ist. Die Kon-
zentration von Clofibrat bzw. Clofibrinséure ist schwerer zu beurteilen. Viele Studien
an Sdugern wurden mit hoheren Konzentrationen durchgefiihrt als Hepatocyten von
Fischen in Kultur auch nur fiir kurze Zeit iiberleben. Dagegen gibt es auch Studien, die
zeigen, dass auch Sdugerzellen nach einer Behandlung mit 1mM Clofibrat {iber Apop-
tose zugrunde gehen (Canuto et al., 1997; Canuto ef al., 1998).

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse stehen in Widerspruch zu den Be-
funden verschiedener anderer Studien. So wiesen (Donohue et al., 1993) eine Zunahme
der Acyl-CoA-Oxidase in Primédrhepatocyten aus minnlichen Regenbogenforellen nach
48-stiindiger Belastung mit 2,25 — 3 mM Clofibrinsdure nach, ohne cytotoxische Pha-
nomene zu beobachten. Furukawa et al. (1988) behandelten kultivierte Rattenhepato-
cyten mit 2 mM Natriumclofibrat fiir Untersuchungen zur Peroxisomenproliferation.
Keller et al. (1990) perfundierten Rattenlebern mit 15 mM Clofibrat fiir Untersu-
chungen zur Toxizitit, fanden allerdings bereits 20 min nach Beginn der Behandlung
die ersten Anzeichen einer Schadigung durch das Auftauchen von Lactatdehydrogenase
im aus der Leber austretenden Perfusionsmedium.

4.8 Ausblick

Die vorliegende Arbeit wirft viele Fragen hinsichtlich der Wirkung von Clofibrat auf
Fischzellen auf. Der Mangel an Untersuchungen zur Apoptose an Fischen und die Fo-
kussierung der Materialbereitstellung auf Sdugersysteme erschwert die Interpretation
der Ergebnisse.

Zur weiteren Vertiefung der auftretenden Abldufe in Zellen durch Belastung mit Clo-
fibrat, sind biochemische und molekularbiologische Untersuchungen angezeigt, die spe-
ziell auf primire Hepatocyten aus der Regenbogenforelle ausgelegt sind. Dazu muss
zuerst der Bedarf an passenden Materialien gedeckt werden. Die Identifizierung von
Proteinen und Genen, die in Fischen an der Apoptose beteiligt sind, und damit verbun-
den eine Entwicklung von Antikdrpern und cDNA-Sonden gegen die gefundenen Pro-
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teine und Gene konnen deutlichere biochemische Ergebnisse der Wirkung von Clofibrat
auf Hepatocyten aus der Regenbogenforelle liefern.
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Zusammenfassung

Clofibrat dient in der Medizin zur Senkung der Blutfettwerte und des Cholesterins im Blut. Wie ande-
re Fibrate hat es in Nagetieren die Fahigkeit, die Aktivitit und Anzahl der Peroxisomen zu erhéhen
und zdhlt daher zu den Peroxisomenproliferatoren. Ein geféhrliches Potential liegt in der Féhigkeit der
Fibrate in Nagetieren Krebs auszuldsen. Dies ldsst sich allerdings im Menschen und vielen anderen
Primaten nicht nachvollziehen. Hier bleibt auch eine Peroxisomenproliferation aus. Der Mechanismus
der Krebsentstehung durch Fibrate ist noch ungeklirt. Es existieren zwei verschiedene Hypothesen:
Zum einen wird diskutiert, dass durch eine Peroxisomenproliferation die Anzahl verfiigbarer aktiver
Sauerstoffradikale erhoht wird und diese zu Schidden an der DNA fithren. Zum anderen ist auch eine
Carcinogenese durch die Aktivierung des MAPK-Systems in der Diskussion. Bei Fischen wurden
bislang nur wenige Studien zur Peroxisomenproliferation oder zu allgemeinen Auswirkungen von
Peroxisomenproliferatoren unternommen und die erzielten Ergebnisse sind teilweise widerspriichlich.
Die vorliegende Arbeit sollte durch Untersuchungen der Wirkung von Clofibrat auf Hepatocyten aus
der Regenbogenforelle dazu beitragen, Informationen iiber die Wirkung dieses Peroxisomenprolifera-
tors auf niedere Wirbeltiere zu liefern und in den Kontext anderer Studien zu integrieren. Die gewéhl-
ten Konzentrationen losten allerdings einen raschen Tod der Zellen aus und die Art des Absterbens
erinnerte an die Abldufe, die beim programmierten Zelltod, der Apoptose, auftreten. Daher wurde eine
Fokussierung auf dieses beobachtete Phdnomen gelegt, da auch morphometrische Analysen anzeigten,
dass eine signifikante Proliferation von Peroxisomen durch Clofibrat nicht auftritt. Die Art des Zell-
tods wurde anhand morphologischer Verdnderungen lichtmikroskopisch durch DNA-Férbung und
elektronenmikroskopisch niher untersucht. Biochemische Versuche beinhalteten den Nachweis von
Caspase 3 und p53 sowie das Auftreten einer Verschiebung des Cytochrom c-Anteils aus den Mito-
chondrien in das Cytosol. Ferner wurde die Spaltung eines Caspase 3-Substrats durch clofibratbelaste-
te Hepatocyten untersucht. Weiterhin sollte ein Caspase 3-Inhibitor zeigen, ob sich die auftretenden
Veranderungen blockieren lassen. Zur Integration der Clofibratwirkung in das bestehende Bild des
Apoptoseverlaufs, wurden Hepatocyten der Regenbogenforelle mit UV-Licht bestrahlt oder mit Stau-
rosporin belastet. Die auftretenden Verdnderungen durch diese Behandlungen wurden mit denen von
Clofibrat verglichen.

Die Belastung von Hepatocyten der Regenbogenforelle mit 1 mM Clofibrat fiihrt zu einer Kondensie-
rung von Chromatin in der Peripherie des Zellkerns, zu stark deformierten bis zerstdrten Mitochond-
rien und das Endomembransystem erfahrt eine komplette Umgestaltung in einzelne Membranzister-
nen, die durch das Cytoplasma ziehen und annulierte Lamellen ausbilden. In diese Umgestaltung ist
auch die duBere Kernmembran mit einbezogen. Es kommt zu einer Stabilisierung von p53 und einer
Aktivierung Caspase 3-artiger Proteasen. Im weiteren Verlauf der Belastung sterben die Zellen ab.
Dieser Zelltod ldsst sich durch den Einsatz eines Caspase 3-Inhibitors nicht verhindern. Im Vergleich
zu anderen Induktoren der Apoptose treten gemeinsame Merkmale auf, es sind aber auch Unterschie-
de, vor allem in Bezug auf das Endomembransystem und die Mitochondrienmorphologie, vorhanden.
Die durch Staurosporin hervorgerufenen Effekte lassen sich mit einem Caspase 3-Inhibitor verhindern
und die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht fiihrt zu einem Absterben der Zellen durch eine Mi-
schung aus Onkose und Apoptose. Clofibrat fiihrt zu einem Absterben der Hepatocyten durch Apopto-
se. Da sich die gezeigte Art des Zelltods nicht mit einem Caspase 3-Inhibitor unterbinden lasst, miis-
sen weitere Mechanismen zur Abtdtung der Zellen existieren. Hierbei konnten proapoptotische Vertre-
ter der Bcl-2-Familie und der Apoptosis Inducing Factor (AIF) eine Rolle spielen, was im Rahmen
dieser Arbeit allerdings nicht {iberpriift werden konnte.



