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1. EINLEITUNG

Das Nierenzellkarzinom, ein maligner epithelialer Tumor des Nierenparenchyms, ist
mit einem Anteil von iiber 80% der hiufigste maligne Tumor der Niere und macht ca.
1-2% aller bosartigen Tumoren iiberhaupt aus (1). Epidemiologische Daten zur Situati-
on des Nierenzellkarzinoms in Deutschland liegen bis heute nur bruchstiickhaft vor.
Nach dem Saarlidndischen Tumorregister betrug die Inzidenz fiir das Nierenzellkarzi-
nom (ICD 189.0) 1987 fiir Ménner 12,6 und fiir Frauen 8,6/100.000; fiir die alten Bun-
deslénder war zu diesem Zeitpunkt mit etwa 8.000 Neuerkrankungen pro Jahr bei stei-
gender Tendenz zu rechnen (2). Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt im sieb-
ten Lebensjahrzehnt. Ménner befillt dieses Krebsleiden doppelt so hiufig wie Frauen.
Die Atiologie des Nierenzellkarzinomes ist nicht gesichert, diskutiert werden heute u.a.
hormonelle Einfliisse, Schwermetallbelastung (z.B. Cadmium, Blei), starker Tabakkon-
sum, vernarbende Prozesse der Niere sowie Virusinfektionen oder genetische Einfliisse
(3). Das Bemiihen um ein Verstindnis fiir die Atiologie hat zur Aufdeckung einer Viel-
zahl von Phianomenen gefiihrt, die auf verschiedenen Ebenen eine Rolle in der Kanze-
rogenese spielen. Vorginge auf Kernebene, immunologische Zusammenhénge, Zell-
Zell-Interaktionssysteme, biochemische Marker und molekularbiologische Ereignisse
werden erfasst, analysiert und quantifiziert in der Hoffnung, das maligne Potenzial des

Tumors oder seiner Metastasen besser beschreiben zu kénnen (Tabelle 1).

AbbD. 1: Auswahl aktueller Prognoseparameter des Nierenzellkarzinoms

e DNA-Gehalt (Ploidie, S-Fraktion)

e Proliferationsmarker (PCNA, KI-67, MIB-1 u.a.)

e Angiogenesefaktoren (VEGF, b-FGF, EGF, HGF, IL-1, IL-6, TNF-a, 'micro-
vessel density’ u.a.)

e Zelladhasion (CD44, E-Cadherin, N-CAM u.a.)

e Onkogene (MET, bcl-2, c-erb-2/-3/-4, c-myc, c-fos, ras u.a.)

e Tumorsuppressorgene (p53, NM23, RB, p16, p21 u.a.)

e Andere (Metalloproteinasen, Ferritin, Nephrokalzinin, Ganglioside,
Aminopeptidase, Chromogranin, Pankreastatin, Serotonin, oxidativer
Stress, uPAR, CK-2, CA-125 u.a.)




1.1. Aktueller Kenntnisstand iiber die Nephrotoxizitiit und
Nephrokanzerogenitit polychlorierter aliphatischer
Kohlenwasserstoffe und deren Einfluss in der Entstehung der

Nierentumoren

Einige chlorierte Alkene, wie z.B. Tri- und Tetrachlorethylen, Hexachlorbutadien und das
Alkin Dichloracetylen wirken toxisch auf die Nieren und es wurde beobachtet, dass sie
eine wichtige Rolle bei der signifikanten Zunahme der Inzidenz von Adenokarzinomen in
proximalen Nierentubuluszellen bei Ratten spielen. Die Induktion von Nierentumoren wird
durch mehrmalige Dosen ausgeldst, die gleichzeitig ausgeprigte, unspezifisch nephrotoxi-

sche Effekte verursachen (4-8).

C—C=C—Cl — , NH,
Dlcheten o 56 o S—CH—CH
'r___,—_' = ——> = coo’
H cl H cl
cl cl
_ §{1,2-Dichlorvinyl)-Glutathion &{1,2-Dichlorvinyl}-L-Cystein
DCVG DCVC
H cl
Trichlorethen
TRI
Abb. 2 Struktur, chemische Bezeichnung und verwendete Abkirzungen

der in der vorliegenden Arbeit vorkommenden polyhalogenierten
Alkene und ihrer S-Konjugate.

Trichlorethylen (TRI) und Tetrachlorethylen (TETRA) werden aufgrund ihrer Eigenschaf-
ten als Losungs- und Entfettungsmittel verwendet und deshalb industriell in groen Men-
gen hergestellt. Die oben genannten Substanzen, sowie Hexachlorbutadien (HCBD), wel-
ches bei deren Herstellung entsteht, sind stabile Verbindungen.

Sie sind verantwortlich fiir die Grundwasser- und Luftverschmutzung. Insbesondere die
Entdeckung der Nephrotoxizitit und Nephrokanzerogenitit im Tier hat fiir den Menschen

eine sehr grole Bedeutung, da er sehr stark der Exposition dieser polyhalogenierten Alke-



nen ausgesetzt ist. Dies hat in groBem MaBe zur Aufkldrung des fiir die Organspezifitit

wichtigen Bioaktivierungsweges beigetragen.

Die Erklirung des nephrokanzerogenen Effektes lasst sich nicht durch die Aktivierung von
TRI und TETRA iiber Cytochrom P-450 abhingige Monooxygenasen in der Leber finden
(9). Die elektrophilen Zwischenstufen (Oxirane, halogenierte Aldehyde und Siurechloride)

werden sehr schnell durch weitere Reaktionen deaktiviert:

Umlagerung des Oxirans zu Siurechloriden oder chlorierten Aldehyden;
nachfolgende Hydrolyse des Sdurechlorids zu der entsprechenden Carbonsiure;
Oxidation bzw. Reduktion des Aldehyds;

Wb

Reaktion mit Membranphospholipiden.

Die in der Leber gebildeten Metabolite spielen bei den extrahepatischen Effekten keine
Rolle, weil sie eine kurze Halbwertzeit in biologischen Systemen besitzen. Ein weiterer
Grund hierfiir ist, dass die Konzentration von Cytochrom P-450 in der Niere wesentlich
geringer als in der Leber ist.

Die Entdeckung, dass keine oxidative Verstoffwechselung des nephrotoxisch und nephro-
kanzerogen wirkenden Hexachlorbutadien (HCBD) stattfindet (10), widerspricht ebenso
der Bedeutung des oxidativen Metabolismus fiir die nierenspezifischen Effekte.

Der mehrstufige hepatorenale Bioaktivierungs- und Transportweg spielt die verantwortli-
che Rolle fiir die Organotropie der polyhalogenierten Haloalkene. Dieser Biomechanismus
wird durch die Konjugation der Ausgangsverbindungen mit Glutathion (GSH) in der Leber
ausgeldst.

Normalerweise fiihrt die GSH-Konjugation zu einer Entgiftung der Substanzen, die der
Leber zugefiihrten werden. In diesem Falle kommt es jedoch zu einer Toxifizierung der
Ausgangssubstanz.

Nun soll dieser Bioaktivierungsweg am Beispiel von Dichloracetylen (DCA) und TRI im
Folgenden erldutert werden; die Bioaktivierung von TETRA und HCBD verlduft dhnlich.

Die Verbindungen DCA und TRI werden katalysiert und dadurch entsteht das S-(1,2-
Dichlorvinyl)-Glutathion (DCVG). Die GSH S-Transferase ist an dieser Reaktion als En-
zym beteiligt.
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Das gebildete Glutathionkonjugat wird auf direktem Wege oder durch bilidre Ausschei-
dung und Reabsorption aus dem Diinndarm zur Niere transportiert (Abb. 3). Das in der
Leber gebildete DCVG wird auf dem hepatorenalen Transportweg durch die 7
Glutamyltranspeptidase und Dipeptidasen der Gallengangsepithelzellen teilweise zum S-
(1,2-Dichlorvinyl)-L-Cystein (DCVC) abgebaut (11). Das Erreichen der proximalen Tu-
buluszellen der Nieren durch DCVG und DCVC erfolgt sowohl von luminaler Seite nach
glomerulirer Filtration, als auch von basolateraler Seite mit peritubuldrem Blutkreislauf.

Gemeinsam ist beiden Fillen der Abbaumechanismus von DCVG: die 7
Glutamyltranspeptidase und Dipeptidasen, die in der proximalen Tubuluszellen sehr hohe

Aktivititen aufweisen (12) metabolisieren das Glutathionkonjugat (DCVG) zum Cystein-

konjugat.



Um die wichtige physiologische Aufgabe der Riickgewinnung glomerulidr filtrierter Ami-
noséuren und kleiner Peptiden zu erfiillen, verfiigen die proximalen Tubuluszellen iiber
sehr effiziente Transportsysteme fiir Aminoséuren und Aminoséurenderivate. Diese Trans-
portsysteme sind verantwortlich fiir die Konzentrierung von DCVC in den proximalen
Tubuluszellen. In diesem Abschnitt des Nephrons wird DCVC mit dem Urin als zum Teil
acetylierte Merkaptursiure ausgeschieden (Detoxifizierung, Abb. 4.).

Wegen der Substituentenstruktur ist DCVC auch ein Substrat fiir die 8-Lyase (13, 14). Die
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Abb. 4: Glutathionabhangige und oxidative metabolischeAktivierung von
Trichlorethen im Sauger.

B-Lyase ist in den Mitochondrien und im Zytosol der proximalen Tubuluszellen in hohen

Konzentrationen zu finden und ist ein pyridoxalphosphatabhingiges Enzym des Intermedi-

irstoffwechsels. Folgende Verbindungen werden von der -Lyasekatalysierten Spaltung



des DCVC produziert: Pyruvat, Ammoniak und ein reaktives Thiolat (Abb 4.). Die Um-
wandlung des Thiolats in Thiocarbonsiurechlorid erfolgt durch intramolekulare Umlage-
rung in das entsprechende Thioketen durch spontan ablaufende Chlorwasserstoffeliminati-
on (11, 15-17).

Thioketen und Thiokarbonsiurechlorid sind reaktive Spezies, die in der Lage sind, mit
Proteinen und Nukleinséuren zu reagieren und daher das Potential einer nephrotoxischen
und nephrokanzerogenen Wirkung besitzen.

Zum einen spielt die enzymatische Ausstattung der proximalen Tubulussegmente mit ho-
hen Aktivitdten von y-Glutamyltranspeptids und (B-Lyase eine grofe Rolle fiir die orga-
notrope Wirkung der halogenierten Alkene und zum anderen auch die Fihigkeit der pro-

ximalen Tubuluszellen, Aminosdurederivate zu konzentrieren.

1.2. Zytotoxische und gentoxische Wirkungen von
S-(1,2-dichlorvinyl)-L-Cystein (DCVC) in Nierenzellen

DCVC wirkt in den permanenten, sehr gut charakterisierten Schweinenierenzellinien LLC-
PK1 gentoxisch.

LLC-PK1 Zellen weisen in Kultur viele biochemische und morphologische Charakteristika
der proximalen Tubulusepithelzellen der Niere auf (18, 19).

Diese Zellen verfligen tiber 7—Glﬁtamy1transpeptidase und (-Lyase-Aktivititen (20).

Die beiden letztgenannten Punkte spiegeln den Grund fiir die Eignung als nahe stehendes
Zellkultursystem fiir die Untersuchung der gentoxischen und allgemein zytotoxischen
Wirkungsmechanismen von DCVC wider. Nach Exposition der LLC-PK1 Zellen gegen-
tiber DCVC wurde eine erhohte Rate an DNA-Reparatur nachgewiesen (21, 22).

Die Induktion von DNA-Reparatur wurde in einem sehr schmalen Konzentrationsbereich
beobachtet, weil schon geringfiigig hohere DCVC-Konzentrationen den gentoxischen Ef-
fekt durch die Induktion allgemeiner, unspezifischer Zytotoxitit und Zelltod tiberlagert
wurde.

Als regulatorischer Mechanismus der durch DCVC induzierten Zytotoxitit erweist sich die
Veridnderung der zelluldren Kalziumhomdostase. Die DCVC exponierten LLC-PK1 Zellen
weisen eine deutliche Beeintrichtigung der mitochondrialen Kalziumspeicherkapazitit auf.
Wenn den LLC-PK1 Zellen Cysteinkonjugat appliziert wird, werden darauf folgend erhéh-
te zytosolische Ca?"-Konzentrationen detektiert (23).



Die erhohte Kalzium-Konzentration hat als Folge die Aktivierung von Ca?'-abhingigen
Phospholipasen und Proteasen, die ihrerseits zu einer Beeintrichtigung der Zellmembran-
integritdt und Organisation des Zytoskeletts fiihrt (24).

Kalziumabhingige Prozesse, die fiir kanzerogene Substanzen ausschlaggebend sind, wer-

den im Folgenden beschrieben:

1. Die Aktivierung kalziumabhingiger Endonukleasen induziert erhShte DNA-
Doppelstrangbruchraten (25, 26), die zum einen direkt in die Abldufe der Ge-
nexpression eingreifen und zum anderen eine vermehrte Poly(ADP-Ribosyl)ierung
verursachen kénnen.

2. Die Poly(ADP-Ribosyl)ierung stellt eine posttranslationale Modifikation von nuk-
learen Proteinen dar (27). Diese Proteinmodifikation wird als primér epigenetischer
Mechanismus der Modulation der Genexpression angesehen. Der Griind dafiir ist
die induziert Modulation DNA-bindender und —nicht bindender Proteine und die
daraus resultierenden Veridnderung der DNA Konfirmation.

3. Kalzium spielt eine iibergeordnete Rolle durch die Aktivierung der Proteinkinase
(PK), der PKC und/oder cAMP-abhéngigen PK und durch die daraus folgende
Phosphorylierung regulatorischer DNA-bindender Proteine bei der Genexpression
(28, 29).

Hiermit wird deutlich, dass auler den direkten gentoxischen Effekten von DCVC auch
kalziumabhingige Mechanismen durch veréndertes Proliferations- und Differenzierungs-
verhalten der Tubuluszellen fiir die maligne Transformation verantwortlich gemacht wer-

den kénnen.

1.3. Wachstumsfaktoren

In der letzten Zeit wurden 20 verschiedene Peptide mit stimulierenden und inhibierenden
Effekten auf die Proliferation von epithelialen und mesenchymalen Zellen identifiziert.
Diese Wachstumsfaktoren wurden generell nach ihrer biologischen Aktivitit benannt, au-
Berdem wurde klar, dass Polypeptide wie EGF (epidermal growth factor), IGF-1 und IGF-2
(insulin-like growth factor), transforming growth factor (TGF o, TGF B), platteled derived



growth factor (PDGF), fibroblast und heparinbinding growth factor (aFGF, BDGF) multi-
fokale Stoffe sind. Zusitzlich zur Stimulation und Inhibierung der Proliferation von Zellen
und Aufrechterhaltung ihrer Lebensfihigkeit haben Wachstumsfaktoren auch eine signifi-
kante Rolle in der Embryogenese, Differenzierung, Chemotaxis, beim Fliissigkeitstransport
und in der Geweberegeneration. Von besonderem Interesse erscheint die Rolle dieser Fak-
toren bei der neoplastischen Transformation und verschiedenen Formen von zellprolifera-
tiven Krankheitsstadien. Die Genstruktur, cDNA-Struktur und die komplette Aminoséure-
sequenz der verschiedenen Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren sind zum gréfBten
Teil beschrieben.

Wachstumsfaktoren regulieren die Genexpression in ihrer Targetzellen. Zwei Klassen von
Genen wurden beschrieben: zum einen Gene, die generell Komponenten vom Wachstums-
faktoren sind, zum anderen Gene, die fiir eine charakteristische Zellinie sind spezifische
Stadien der Differenzierung verantwortlich sind. Der initiale Teil der Wachstumsfaktoren
bindet an einen speziellen Rezeptor, der in der duBeren Zellmembran lokalisiert ist. Die
Rezeptoren von EGF, TGFe, IGF-1 und PDGF sind tyrosinspezifische Proteinkinasen,
ebenso zeigt der FGF-Rezeptor tyrosinspezifische Kinaseaktivitit. Der IGF-2-Rezeptor
besitzt diese Kinaseaktivitit nicht, auch ist der Wirkungsmechanismus der Rezeptoren von
TGF f und FGF noch nicht aufgeklart.

Die Bindung der Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren induziert eine Freisetzung eines
intrazelluldren "second messenger’s“, der seinerseits ein Signal zum Nukleus weitergibt.
Die ,,second messengers® kénnen Phosphoproteine, Inositolphosphate, Diacylglycerol,

zyklische Nukleotide oder spezifische Ionen sein.

Schon kurze Zeit nach Bindung des Wachstumsfaktor-Rezeptorkomplexes konnten Ande-
rungen in der Genexpression gefunden werden.

Die Affinitit eines Wachstumfaktors hingt auch von der An- oder Abwesenheit anderer
Faktoren oder der Cytokinproduktion ab. Auch kann der Rezeptor fiir ein spezifisches Pep-
tid in seiner Verteilung oder Bindungsaffinitit einem zweiten Wachstumsfaktor zugéngig
sein. So stimuliert TGF B in vitro das Wachstum von Fibroblasten in Anwesenheit von
PDGF, aber inhibiert es in Anwesenheit von EGF. Die Aktivierung von PDGF-Rezeptoren

kann die Affinit4t von EGF-Rezeptoren fiir seine Liganden reduzieren.



1.3.1. Transforming Growth Factor 38 (TGF )

Der Wachstumsfaktor TGF f stellt ein regulatorisches Molekiil dar, das eine entscheidende
Rolle (direkt oder indirekt) bei der Tumorentstehung und Metastasierung spielt (30). Der
direkte, transzellulire Mechanismus wurde schon oben beschrieben. Die indirekte Wirkung
stellt sich als Folge von Anderungen im extrazelluliren Matrixraum oder in der Cyto-
kinproduktion dar.

Obwohl bestimmte Wachstumsfaktoren als systemische Wirkstoffe frei zirkulierend zu
finden sind, werden sie nur in spezifischen Geweben synthetisiert, wo sie durch autokrine

oder parakrine Mechanismen lokal wirken konnen.

Wihrend der Embryogenese wird das TGF 3 von allen Geweben synthetisiert. Beim Men-
schen wird es in groBen mengen in o-Granulozyten (31). Im Knochenmark und in anderen
intestinalen Geweben gebildet (32, 33), auch konnte TGFB in Myo-, Osteo-,
Chondroblasten und Zellen, die an der Hamatopoese beteiligt sind, nachgewiesen werden.
Zelltypen, deren spezielle Funktionen vom TGFp reguliert werden, sind Lymphozyten und
hormonbildende Zellen (Adrenocorticoidbildende Zellen und Pituitzellen).

Zur TGF B-Familie gehdren die TGF ($1-82-33-Isomere. Das Molekiil wird mit einer N-
Amino-Sequenz synthetisiert, die fiir jedes Isomer unterschiedlich ist und das TGF 8 in
einer latenten Phase ,,hilt“, so dass eine Interaktion zwischen dem Molekiil und dem Re-
zeptor unmdglich ist (34).

Erst nach Abspaltung dieses Glykopeptids vom N-aminoterminalen Ende des Proteins wird
dieses aktiviert.

Obwohl der pH-Wert und die Proteolyse das TGF B in vitro aktivieren konnen, ist der Me-
chanismus von TGF $ in Tumoren noch nicht bekannt (34, 35). TGF B stimuliert die
Zellproliferation, kann aber auch eine Inhibierung bewirken (36, 37). Es stimuliert das
Wachstum von einigen mesenchymalen Zelltypen, obwohl es bei normalen epithelialen

und den mesenchymalen Zellen inhibitorisch wirkt.

Es ist beobachtet worden, dass sich die Empfindlichkeit von Fibrosarkom-Tumorzellen
gegeniiber dem Wachstumssuppressions-Effekt gemi des metastatischen Potentials &n-

dert: TGF 8 inhibiert das Wachstum von normalen Zellen, aber bei malignen Zellen scheint



es das Wachstum zu férdern (38). Der Mechanismus, wodurch das TGF 8 seine antiprolife-

rative Wirkung entfaltet, bedarf noch intensiver Forschung.

Die zelluldren Prozesse, an denen TGF S beteiligt ist, sind die Proliferation, Differenzie-

rung, Adhésion und Migration.

Mechanismus

TGF f inhibiert die Zellproliferation, die von unterschiedlichen Mitogenen induziert wird.
Diese Tatsache und andere Beobachtungen haben zu der Vermutung gefiihrt, dass TGF 8
den proliferativen Effekt der mitogenen Substanzen verhindert, indem es distal von den
mitogenen Rezeptoren inhibitorisch wirkt und dadurch die Signale zur Proliferation blo-
ckiert (39, 40).

Experimente und Beobachtungen haben gezeigt, dass der inhibitorische Mechanismus von
TGF B in der G1-Phase des Zellzyklus stattfindet (41-45). Die TGF 3—Wirkung verhindert
die Retinoblastom-Phosphorylierung in der Sp#t-G1-Phase (45), die ihrerseits in der inak-
tiven Form den Ubergangssuppressor von der G1 zur S-Phase darstellt.

Retinoblastom (RB) ist ein Wachstumssupressorgen, dessen Mutation oder Deletion seiner
beiden Allele zur einen kanzerogenen Transformation fiihrt. Diese Transformation kann
reversibel sein, wie einige Fille gezeigt haben, wobei eine Reinduktion von normalem RB
in der Zelle beobachtet wurde (46, 47).

Schematische Darstellung der TGF B-Inhibition von der G1 zur S-Phase epithelialer Lun-

genzellen:
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TGF-B
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Inaktive G1 _____3» Ative Kinase

RB-Kinase
R'B > RpPhos
N G1 = S
Gi—>» S
Abb.5: Die spezifische G1-RB-Kinase wird in der mittleren G1-Phase aktiviert

Und dadurch RB phosphoryliert. Die phosphorylierte Form der RB fiihrt
Zum Ubergang von der G1-Phase zur S-Phase des Zyklus. Der
inhibitorische Effekt von TGF § wird aufgehoben.

Es wurde beobachtet, dass invasive Zellen eine erhthte Protease-Aktivitdt im Vergleich zu
normalen und wenig invasiven Zellen besitzen. Deswegen wird vermutet, dass die strenge
Regulation der proteolytischen Aktivitét bei agressiven Tumorzellen ausfillt (48).

Solche Faktoren wie das TGF B haben keine regulatorische Wirkung auf die limitierte Pro-
teolyse aufgrund einer defekten ,,Response®.

Die Expression von Kollagenasen in Tumoren wird bei normalen Fibroblasten durch
TGF g inhibiert.

TGF ( stimuliert zum einen in Fibrosarkom- und Adenokarzinomzellen die Protease-

nexpression, und zum anderen produziert das Fibrosarkom selbst erhhte Mengen an TGF

B (48).

1.3.2. Proliferating Cell Nuklear Antigen (PCNA)

PCNA wurde von Miyachi et al. Im Jahre 1978 als Antigen im Nukleus beschrieben. Ge-
maf ihrer Beobachtung fordert dieses Antigen die Zellproliferation bei Kontakt mit dem
Serum der Patienten, die an systemischen Lupus Erythematosus (SLE) leiden.

PCNA ist ein Molekiil von 36 kDA und in der Evolution weitgehend konserviert. Es agiert
als Kofaktor fiir die DNA-Polymerase 6 sowohl in der S-Phase als auch in der mit der
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DNA-Reparatur assoziierten DNA-Synthese. Der vielleicht wichtigste Punkt ist, dass das
PCNA-Molekiil eine sehr lange Proteinhalbwertzeit besitzt (im Vergleich zu Ki-67), d.h.
nach dem Austritt aus der M-Phase zeigen die Zellen noch nachweisbare Konzentrationen
an PCNA fiir ldngere Zeitperioden. Zusitzlich ist selbst in Zellen, die sich nicht im Zell-
zyklus befinden, PCNA in sehr kleinen Mengen zu finden, mit steigender Konzentrationen
beim Eintritt in den Zellzyklus; nur in Zellen mit lingeren Ruhephasen ist PCNA voll-
kommen verschwunden. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass wihrend PCNA zur DNA-
Synthese (wihrend der S-Phase) unbedingt erforderlich ist, Zellen PCNA produzieren
kénnen, sich aber nicht notwendigerweise im Zellzyklus befinden miissen. PCNA-
Expression kann durch Wachstumsfaktoren sowohl in vivo als auch in vitro induziert wer-
den. Dem scheint die merkwiirdige Beobachtung zugrunde zu liegen, dass die PCNA-
Expression in nicht im Zellzyklus befindlichen, an Tumore grenzenden Zellen induziert

werden kann.

PCNA gehért zu den Proteinen, die eine wichtige Rolle in biologischen Prozessen der Zell-
teilung und Zellproliferation spielen, wie schon oben beschrieben wurde. Das PCNA wur-
de nicht nur wegen seiner Rolle in der DNA-Synthese und Reparaturmechanismus er-
forscht, sondern wird auch als Zellproliferationsmarker und prognostischer Indikator in der
Pathologie angewendet.

Die Anwesenheit von PCNA in verschiedenen Geweben und Spezies, in Eukaryoten und
Prokaryoten (49-51) zeigt, wie wichtig dieses Antigen ist.

Die Tatsache, dass ein dhnliches PCNA-Gen zwischen Eukaryoten und einigen Viren exis-
tiert, zeigt, dass primordiale PCNA-Gene eine sehr wichtige Rolle bei der Teilung von

Planta und Animalia (52) vor einer Milliarde Jahren gespielt haben.

PCNA wiihrend des Zellzyklus

Um den Zeitpunkt der PCNA-Synthese wihrend des Zellzyklus zu finden, wurde der Ge-
halt an PCNA in synchronisierten Zellen mit monoklonalen und polyklonalen Antikdrpern
und mit der Methode der Immunfluoreszenz und der Flow-Cytometrie gemessen (53-56).
Alle Ergebnisse haben gezeigt, dass ein Maximum bei der S-Phase erreicht wurde, wie die
Anwesenheit von PCNA wihrend der DNA-Replikation und die Lokalisation von Thymi-

din im Nukleus der replizierten Zellen bewiesen hat (50).
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Weitere Versuche haben gezeigt, dass die PCNA-Konzentration wihrend der Spat-Gl-
Phase ansteigt, ihr Maximum wihrend der S-Phase erreicht (7-fachgrofer als bei ruhenden
Zellen) und wieder wihrend der Mitose und der G2-Phase absinkt (50, 53-55).

DNA Excision Reparatur

Die Tatsache, dass PCNA in den Nuklei von nicht in der S-Phase befindlichen Zellen, die
UV-bestrahlt wurden, detektiert werden kann, spricht dafiir, dass PCNA in der Excision-
Reparatur involviert ist (57, 58). Versuche, in denen die Proteinsynhese durch Cyclohexi-
mid und die DNA-Synthese durch Amphidicolin gehemmt wurden und die Zellen UV-
bestrahlt wurden, haben gezeigt, dass PCNA noch detektierbar war, obwohl alle Voraus-
setzungen fiir eine Neu-Synthese ausgeschlossen wurden. Das hat zu der Uberlegung ge-
fiihrt, dass nicht neu synthetisiertes PCNA aus einem schon existenten ,,Pool* im Nukleus
stammt und die Expression von PCNA der durch die UV-Bestrahlung bedingten DNA-
Reparatur-Synthese vorausgeht (58).

Desweiteren wurden fraktionierte Zellextrakte und UV-bestrahltes DNA-Plasmid unter-
sucht (59). Hier konnte nach intensiver Untersuchung und Inzisions- und der Polymerisati-
onsschritte gezeigt werden, dass PCNA mobilisiert wird, um die von den abgeschnittenen
Fragmenten verursachten Liicken zu reparieren. Natiirlich nehmen in diesem Exzisionspro-
zef} mehrere andere Proteine, wie Replikationsfaktor C (RF-C), DNA Polymerase 6 und €
w.s.w. teil.

Toschi und Bravo waren in der Lage zu zeigen, dass dieses PCNA, das in den Exzisions-
Reparaturmechanismus involviert ist, keine ,,enge Beziehung* zu den anderen Nukleus-
komponenten hat und dass es zum Teil der PCNA-Population angehért, die in mit organi-

schen Losungen fixierten Zellen nicht detektierbar ist.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Sowohl durch in-vitro als auch in vivo Versuche konnte gezeigt werden, dass Dichlorvi-
nylcystein, der Hauptmetabolit von TRI, in hohen Konzentrationen und nach kurzer Wir-
kungsdauer fiir die organspezifische Toxizitit und Kanzerogenitét in der Niere verantwort-

lich ist.

Da sich die Exposition am Arbeitsplatz in weitaus niedrigeren Konzentrationsbereichen
bewegt und der Mensch ein Arbeitsleben lang dieser Belastung ausgesetzt ist, steht nun im
Mittelpunkt dieser Dissertation die Frage, ob sich auch bei niedrigen Konzentrationen an
Dichlorvinylcystein iiber einen lingeren Zeitraum Verinderungen in Richtung Tumorent-

stehung feststellen lassen.

Vordergriindig soll durch die Untersuchung von bestimmten Wachstumsfaktoren, die
schon in der frithen Phase des Zellzyklus eine tragende Rolle spielen, nachgewiesen wer-
den, inwieweit die Behandlung mit Dichlorvinylcystein deren Wirkungsweise beeinflusst.
Zur Bestitigung eventuell auftretender Verdnderungen werden weiterhin andere physiolo-
gische und biochemische Parameter wie Bestimmung der Glucoseaufnahme oder der c-fos-

Expression untersucht.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Reagenzien

Dichlorvinylcystein wurde wie beschrieben synthetisiert (14, 60) und 99% rein durch ana-
lysierte HPLC bestimmt.
14C-o-Methylglucose (282 mCi/mmol) wurde von NEN Dupont Frankreich bezogen.

2.2. Zellkultur

Kultivierte LLC-PK1 Nierenzellen (American Type Culture Collection, passage 196-216)
besitzen viele morphologische und physiologische Charakteristika der Tubuluszelle in der
Niere.

Die LLC-PK1 Zellen (American Type Culture Collektion, passage 196-216) wurden in 75
cm2 Gewebekulturflaschen in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), ergénzt mit
20 mM Hepes, 10% FCS, 100 U Penicillin/ml, 10 mg Streptomycin/ml, 1,7 g NaHCO3/1
und 4,5 g Glukose/l gehalten. Fiir die Behandlung mit 5uM Dichlorvinylcystein (geldst in
PBS als 1 mM Stammlésung) fiir sieben Wochen den LLC-PK1 Zellen bei jeder Passage
die Chemikalie dem Medium zugegeben. Plasmamembranintegritit und Zelliiberlebensfs-
higkeit wurden durch Bestimmung der Laktatdahydrogenase-Abgabe in das Inkubations-
medium bestimmt. Nach sieben Wochen Exposition gegeniiber Dichlorvinylcystein wur-
den morphologisch verinderte einzelne Zellen fiir die Etablierung von Klonen selektiert.
Im Vergleich hierzu wurden ebenso von unbehandelten Kontroll-LLC-PK1 Zellen Klone

unter gleichen Bedingungen gewonnen.

2.3. Etablierung von Klonen

Fiir die Selektion von morphologisch verinderten einzelnen Zellen wurden 1000 Zel-
len/Petrischale (10 cm Durchmesser) ausgesit, und am nichsten Tag erfolgte eine Abtren-

nung einer vereinzelten Zelle von den anderen durch einen sterilen Glasring unter dem

Mikroskop. Nach Erreichen der Konfluenz im Glasring wurden die Klone trypsiniert und
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auf Six-Well-Platten (3 cm Durchmesser) ausgesit. Die Klone wurden fiir mindestens vier
Wochen in Dichlorvinylcystein-freiem DMEM-Medium gehalten, bevor sie fiir die unten

beschriebenen Versuche eingesetzt wurden.

2.4. Zellzahl-Bestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen auf Si-Well-Platten ausgesit.
Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen, trypsi-
niert und 200 pl der Zellsuspension in 9,8 ml Isotonldsung II (0,9 % isotonische NaCl-

Losung) pipettiert. Die Zellzahl wurde anschliefend am Counter bestimmt.

2.5. DNA-Bestimmung

Losungen: Extraktionspuffer:-62,5 mM Na,POj: 0,86 g/100 ml
-2,5 M NaCl: 14,61 g/100 ml
-pH auf 7,4 einstellen

Hoechst-Stammlgsung (H33258/Bisbenzamid):
-2,5 pg Bisbenzamid auf 1 ml H,O bidest

Zur Bestimmung der DNA wurden die Zellen ebenso wie bei der Zellzahl-Bestimmung auf
Six-Well-Platten ausgesit. Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen mit kaltem
1xPBS-Puffer gewaschen.

Pro Platte wurden 800 pl H20 bidest zugegeben und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 1500 ul Extraktionspuffer wurden die Six-Well-Platten flir weitere 1,5
Stunden bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde von jeder Platte nach gutem resuspendie-
ren der Losung 1150 pul abgenommen und in eine Einmalkuvette iiberfiihrt, mit 750 ul der
Hoechststammlsung versetzt und fiir zehn Minuten im Dunkeln gehalten. Die Messung
der DNA erfolgte am DNA-Fluorimeter (SFM 25 Kontron Instruments) bei 360 nm Ex-

tinktion und 450 nm Emission.
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2.6. Glukose-Transport

Cellular fos (c-fos) ist ein Kernprotein der grossen Familie der IEG (immediatly early ge-
nes), von denen tiber 100 bekannt sind und die Zellproliferation, Zellausdifferenzierung bis
Zelltod regulieren.

Die LLC-Pkl Zellen wurden in niedrigem Glukose-Medium gehalten, um eine mdglichst
hohe Anzahl von Glukose-Transportmolekiilen zu erreichen (Moran et al., 1983). Vor der
Glukose-Aufnahme wurden die Kontroll- und die Dichlorvinylcystein-behandelten LLC-
PK 1 in MEM

(minimal essential Medium) mit niedrigem Glukosegehalt (SmM Glukose anstelle von

25 mM), ergédnzt mit 10 5 FCS (Foetal Calf Serum), fiir 72 Stunden inkubiert.

Konfluente Monolayer, gewaschen in Six-Well-Platten, wurden dreimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und anschlieBend fiir zwei Minuten in 0,9 ml PBS (Phosphat gepufferte Saline)
bei 37°C vorgewidrmt. Nach Zugabe von 14C-o-Methylglukose mit einer Endkonzentration
von 0,2 puCi/ml wurde die Aufnahme von Glukose zeitabhingig bis 90 Minuten bei 37°C
ermoglicht (Amsler und Cook, 1982). Nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem TBS
wurden die Zellen in zwei ml 0,2 % (wt/vol) solubilisiert und die Aufnahme von 14C-o-
Methylglukose in einem Packard Liquid Scintillation Counter quantifiziert.

2.7. c-fos-Expression

Wildtyp-LLC-PK1 Zellen und die Dichlorvinylcystein-behandelten Klone wurden in 75
cm? Gewebekulturflaschen mit 10 ml DMEM (10% FCS) ausgesit. Nach Erreichen einer
70%igen Konfluenz wurde das Inkubationsmedium durch DMEM ersetzt, welches nur
0,2% FCS enthielt. Nach 24-stiindigem Serumentzug wurden die Zellen fiir 30, 60 und 90
Minuten mit DMEM, ergénzt mit 10% FCS, stimuliert und anschlieend durch Trypsinie-
rung geerntet.

Das Gesamt-Protein wurde auf einem 10%igem SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und
auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet.

Das FOS-Protein wurde mit Antikdrpern detektiert (1. Antikérper:Mouse Monoclonal c-
fos IgG, Dianova, Hamburg; 2. Antikérper: Goat Antimouse gekoppelt mit alkalischer
Phosphatase, Serva, Heidelberg) und mittels BCIP/NBT-Farbung (Sigma, Deisnhofen) zur
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laserdensitometrischen Bestimmung sichtbar gemacht (Molecular Dynamics, Sunnyvale,
USA).

2.8. Antikérpernachweis der Wachstumsfaktoren

2.8.1. Testsubstanzen und Losungen

Folgende Chemikalien wurden beim Versuch verwendet:
Primér-Antikorper:

e Monoklonal Anti-G-Actin (Sigma, Deisenhofen)

e Anti-PCNA Monoklonal (Medac, Hamburg)

e Anti TGF 3 3 (Ab-1) Monoklonal mouse IgG (Dianova, Hamburg)

Briicken-Antikorper:
e Rabbit Anti-Mouse Immunoglobuline (DAKO, Hamburg)
o APAAP Mouse Monoklonal (DAKO, Hamburg)

Tris-Puffer: 51
e Tris-Base 450¢g

e Tris-HCl 3425¢
e NaCl 4390 g

e Aquadest. Ad 5,01
e pH auf 7,5+0,1 einstellen
RPMI 1640 (1x) mit L-Glutamin und Na(COs), (PAA Laboratories GmbH,)

RPMI-Medium:
e RPMI 5 ml
* Aquq dest. 45 ml

e Inaktiviertes Rinderserum 5 ml

DAKO Neufuchsin Substratsystem (K698), mit 2 mM Levamisol versetzt und folgende
Reagenzien beinhaltet:
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e Flasche a: Trispuffer-Konzentrat 7 ml, pH 8,8
e Flasche b: gepuffertes Substrat-Konzentrat 5 ml, pH 8,2
¢ Flasche c: Neufuchsin in 2N HCl 5ml

e Flasche d: Aktivierungsagens in Aqua dest.

Glyceringelatine (DAKO, Hamburg), Himalaun (Merck, Darmstadt), Humanserum

(Transfusionsmedizin, Uniklinik Wiirzburg)

Die Priparate wurden gefirbt. Sémtliche Priparate (mit Ausnahme von Hémalaun und

Gluceringelatine) wurden im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

2.8.2. Geriite

e Lichtmikroskop (Olympus, CH2, Japan)
o Schiitteltisch (GLW, Wiirzburg)
e Vortexer Reamix 2789 (Assistent)

e 4-Kammer-Permanox-Objekttrager (Nunc, Wiesbaden)

2.9. Fiarbung
2.9.1. Prinzip

APAAP-(alkalische Phosphatase anti-alkalische Phosphatase) Methode:

Bei dieser Methode werden drei Reagenzien eingesetzt: Primérantikérper, Sekundéranti-
korper und der APAAP-Komplex, bestehend aus dem Enzym alkalische Phosphatase und
einem Antikorper gegen die alkalische Phosphatase. Der Primérantikdrper ist spezifisch
gegen das Antigen gerichtet. Der Sekundir- oder Briickenantikérper (link-antibody kann
sich sowohl an den Primérantik6rper als auch an den APAAP-Komplex binden da beide in

derselben Tierspezies hergestellt wurden.
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Der Briickenantikorper wird im Uberschul zugefiihrt. Dadurch bindet sich nur eine Hilfte
seines Fab-Fragmentes an den Primérantikorper, die andere Hilfte bleibt frei zur Bindung
an den Antikorper des APAAP-Komplexes. Das Enzym alkalische Phosphatase wird durch
eine Substrat-Chromogenreaktion sichtbar gemacht.

Durch die Verwendung unkonjugierter Antikdrper bei der APAAP-Methode wird eine
grofBere Empfindlichkeit als bei den direkten, indirekten Techniken und der PAP-Methode
(Immunhistochemische Methode mit Peroxidase als verwendetes Enzym) erzielt. Das
kommt besonders bei formalinfixiertem, mit Paraffin eingebettetem Gewebe zum Tragen,
wo eine starke Anfirbung erzielt wird, obwohl ein groBer Teil des Antigens durch Fixie-
rung und Gewebeaufbereitungsverfahren zerstért wird. Wegen dieses Antigenverlustes
wihrend der Fixierung sollten direkte und indirekte Techniken an

Gefrierschnitten durchgefiihrt werden, um gleich bleibend interpretierbare Ergebnisse zu
erhalten.

Die gréBere Flexibilitat der APAAP-Methode hinsichtlich der Probenaufbereitung kom-

pensiert deren gréBeren Zeitaufwand.

2.9.2. Vorgang

Die Primir-Antikérper wurden im folgenden Verhéltnis mit RPMI-Medium verdiinnt:
Anti-Aktin ~ 1:1000

Anti-PCNA  1:50

Anti-TGF 8 1:50

2 pl Anti-Aktin, 40 pl Anti-PCNA, 40 pl Anti-TGF 8 wurden mit jeweils 2000 ul RPMI-
Medium in drei beschrifteten TestrShrchen verdiinnt und mit dem Vortex gemischt. Die
Anti-Aktin-Antikérper dienten dem Nachweis der positiven und das einfache RPMI-

Medium der negativen Kontrolle.

Die Ansitze wurden in die 4-Kammern-Objekttriger pipettiert. Die Menge betrug je
250 pl.
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Die Priparate wurden 60 min lang auf dem Schiitteltisch unter feuchten Tiichern zum
Schutz vor Austrocknung inkubiert. Danach wurden die Pléttchen viermal mit Tris-Puffer
gespiilt.

Dann folgte die Verdiinnung der Briicken-Antikdrper in einem Verhiltnis von 1:25 mit
Humanserum/RPMI-Medium (1:8 Verhiltnis). Das heifit, dass 300 ul Briicken-Antikérper
mit 937,5 pul Humanserum und 7200 ul Humanserum/RPMI-Medium in einem Testrohr-
chen verdiinnt und gemischt wurden.

Diese Mischung wurde in die Objekttriger zu je 250 ul pipettiert. Die Inkubation erfolgte
fiir 30 min unter feuchten Tiichern. Dann wurden die Pléttchen viermal mit Tris-Puffer

gewaschen.

AnschlieBend wurden 175 pl des APAAP-Komplexes mit 8575 ul RPMI-Medium, das
einem Verhiltnis von 1:50 entspricht, in einem Testréhrchen verdiinnt und gemischt. Die
Mischung wurde in jede einzelne Vertiefung des Plittchens zu je 250 ul mittels Pipette
gegeben. Danach erfolgte die 30-miniitige Inkubation unter feuchten Tiichern und die
zehnmalige Abspiilung mit Tris-Puffer.

Reagenzienzubereitung des Neufuchsin Substratsystems:

Die Reagenzien sind unmittelbar vor Gebrauch anzusetzen.

Substrat:
o 8 Tropfen aus Flasche a (Tris-Puffer-Konzentrat) in ein Testréhrchen tropfen.
e Mit Aqua dest. Auf 8 ml auffiillen.

e 4 Tropfen aus Flasche b (Substrat-Konzentrat) hinzufiigen und vorsichtig mischen.

Chromogen:
e 4 Tropfen aus Flasche ¢ (Neunfuchsin-Chromogen) und 4 Tropfen aus Flasche d
(Aktivierungsagens) in ein leeres Testrohrchen tropfen. Vorsichtig mischen.

e 3 min stehenlassen.
Substrat-Chromogen-Reagenz:

e Das Substrat-Regenz in das Testréhrchen mit dem Chromogen pipettieren.

e Mischen.
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Das hierbei gewonnen Substratsystem wurde zu jeweils 250 pl in die Objekttrigerkammer
gegeben. Dann erfolgte eine Inkubation von 15 min unter gleichen Bedingungen wie oben
beschrieben und das viermalige Abspiilen mit Tris-Puffer.

Nun wurden in jede Kammer 250 pl Hamalaun fiir 30 sec zur Gegenfiirbung pipettiert. Das
Plittchen wurde im Anschluss im oben beschriebenen Behilter abgespiilt, bis die Farbe des

Tris-Puffers klar erschien.

Die Glyceringelatine wurde im heifien Bad verfliissigt und anschlieBend auf den Objekt-
triager, der von den Kammern getrennt wurde, gegeben. Im Anschluss wurde der Objekt-
trager mit einem Deckpléttchen abgedeckt und fiir 24 Stunden getrocknet. Der Objekttri-
ger wurde nach Datum, Verfirbung und Art der Zellen beschriftet. Die Priparate wurden

dann unter Aluminiumfolie zum Schutz vor Ausbleichung gelagert.

2.10. Mikroskopieren

Die Priparate wurden unter dem Lichtmikroskop mit einer Lichtintensitét von 8 und einer
10-fachen VergroBerung untersucht.

Zuerst wurde die negative und positive Kontrolle untersucht. Als erstes wurden die Pripa-
rate, die am besten gefirbt waren und bei denen die Zellen am besten gewaschen waren,
ausgewihlt. Insgesamt wurden acht Priparate pro Versuchstag vorbereitet und davon wur-
den vier ausgewertet.

Wenn festgestellt wurde, dass die Zuverlédssigkeit der Férbetechnikergebnisse anhand der
Farbe der Kontrollen gesichert war, wurde das Priparat fiir die weitere Untersuchung und
Auswertung ausgew#hlt. Die negative Kontrolle durfte nicht und die positive musste ge-
féirbt sein. Bei einigen Priparaten kam es vor, dass auch die negative Kontrolle geféirbt war
und als Ursache wurde festgestellt, dass Kontakt zwischen den ,,Kdstchen existierte. Na-
tiirlich wurden solche Priparate und andere, die aus anderen Griinden (z.B. kontaminierte
Antikdrper) ungeeignet waren, vom ganzen Prozess ausgeschlossen. Die Priparate, die die

Voraussetzungen erfiillten, wurden weiter mikroskopiert.
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Als erstes wurde das PCNA und dann das TGF $ untersucht. Jeweils 2000 Zellen wurden
ausgewertet, d.h. wieviel davon positiv (rot oder rosa) gefirbt und wieviel negativ (nicht
gefirbt, weil} oder lila) waren.

Es wurde bei den PCNA- und TGF f-,,Kistchen* beobachtet, aber auch bei der positiven
Kontrolle, dass am Rand der Kistchen die Zellen meistens bei hoherer Konfluenz (75%,
100%, 125%) stirker geférbt waren als die Zellen in der Mitte der Priparate. Dieses Phi-
nomen wurde physikalisch erklirt als das Ergebnis der Adhisionskrifte zwischen den
Winden am Rand und den Farbstoff-Molekiilen. Daraus folgend wurde die Konzentration

der Farbstoffmolekiile in diesem Bereich erhsht.

Damit solche Parameter nicht das Ergebnis der Auswertung beeinflussen, wurden immer

Zellen, die sich in der Mitte des Préiparates befanden, ausgewertet.

Die Zellen wurden immer unter der 20-fachen VergréBerung ausgewertet. Mit einem ma-
nuellen Zdhler wurden die negativen und die positiven Zellen registriert. Das Ergebnis von
den jeweils insgesamt 2000 Zellen und natiirlich auch alle Auffilligkeiten wurden im Pro-
tokollheft festgehalten. Daraufhin wurden die entsprechenden Préparate vom ganzen Pro-

zess ausgeschlossen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Zellzahlbestimmung in Wildtyp- und DCVC-Klonen

Der Vergleich der Zellzahl zwischen Wildtyp- und DCVC-Klonen zeigt, dass mit zuneh-
mender Konfluenz die Teilungsrate der Zellen ansteigt. Die Wildtyp-Klone teilen sich fast
doppelt so schnell wie die DCVC-Klone, wobei beide einer exponentiellen Wachstums-
kurve folgen (Abb. 6).

Zellzahlbestimmung in Wildtyp-undDCVC-Klonen
1000000
800000 -
E 600000 - B Wildtyp
3 EBDCVC
N 400000 -
200000 -
o B
1 2 3 4
Tage
Abb. 6: Zellzahlbestimmung in Wildtyp- und DCVC-Klonen;

Ausgangszellzahl: 60 000 Zellen

3.2. DNA-Gehalt in Wildtyp- und DCVC-Klonen

Die Messung des DNA-Gehaltes zeigt ebenso wie die Bestimmung der Zellzahl (3.7), dass
mit zunehmender Konfluenz sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den DCVC-behandelten
Klonen die Wachstumsrate ansteigt. Die Wildtypzellen teilen sich doppelt so schnell wie
die DCVC-behandelten Zellen, wobei auch hier sowohl die Wildtyp-Klone als auch die
DCVC-Klone einer exponentiellen Wachstumskurve folgen (Abb. 7)
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Messung des DNA-Gehaltes in Wildtyp-und DCVC
Klonen
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Abb. 7: Messung des DNA-Gehaltes in Wildtyp- und DCVC-Klonen;

Ausgangszellzahl: 60 000 Zellen

3.3. Aufnahme von a-Methylglukose

Durch Quantifizierung der zelluldren Aufnahme von 14C-a-Methylglukose zeigt sich, dass
der Natrium-abhéngige Glukosetransport zu fast 50 % in den DCVC-behandelten Klonen
gegeniiber den Kontrollzell-Klonen zu allen Inkubationszeiten reduziert ist. Die zeitabhén-
gige Aufnahme von Glukose nimmt vom Zeitpunkt 30 min bis hin zu 60 min sowohl bei
den Kontrollzell- und DCVC-behandelten Klonen zu, am stirksten vom Ubergang von 60
min auf 90 min (Abb. 8).
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Alpha-Methylaufnahme in die Zellen nach Zeit
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Abb. 8: Aufnahme von 14 C-o-Methylglukose in Wildtyp- und DCVC-Klonen
in Zeitabhéngigkeit.

3.4. Expression von c-fos

Die mit DCVC (5xM)- behandelten Klone weisen gegeniiber den Wildtyp-Klonen eine
verstirkte c-fos-Expression auf, vor allem zum Zeitpunkt 60 min. Hier liegen die in-
tergrierten Blotbanden fiir die DCVC-Klone fast doppelt so hoch vor wie fiir die Wildtyp-
Klone. Zu den Inkubationszeiten 30 und 90 min ist die Menge an fos-Protein in den
DCVC-Klonen gegeniiber den Kontroll-Klonen nur leicht erhdht. Auch nimmt der fos-
Gehalt im Gesamtprotein von Kontrollzell- und DCVC-Klonen von 30 auf 60 min zu, von
60 min auf 90 min bleibt der Proteingehalt bei den Kontrollzell-Klonen konstant, bei den
DCVC- behandelten Klonen nimmt er um ca. 40% ab (Abb. 9).
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Expression von c-fos in Wildtyp- und DCVC Klonen
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Abb. 9: Expression von c-fos in Wildtyp- und DCVC Klonen
In Zeitabhingigkeit.

3.5. Expression von TGF 8 in Wildtyp-Klonen

Im Vergleich zu den mit DCVC-behandelten Klonen zeigen die Wildtyp-Klone bei der
Expression von TGF f in Abhingigkeit der Konfluenz keine grolen Schwankungen.

Die Zahl der Wildtypzellen, die sich noch im Anfangsstadium des Wachstums befinden
(25 %-ige Konfluenz) und bei denen das TGF g lichtmikroskopisch detektierbar ist, betrégt
62,67 %.

Der Prozentsatz der ,,positiven Zellen ist fast identisch, 62,75% bei der néchsten Phase
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(50 %-ige Konfluenz). Das gleiche gilt flir die 75 %-ige Konfluenz. In dieser Phase betragt
die Zahl der Kontrollzellen, die nachweisbare Mengen von TGF 3 enthalten, 60,2 % (Abb.
10).

Konfluenz der mit Zellen bedeckten
Kulturschilchenoberfliche

100
S

¢35 50
(U5N

t§ 60 -

QO
T

.9 40 -

[]

55
E& 20 -

Q

0" T T T T

25% 50% 75% 100% 125%

Abb. 10: Expression von TGF B in Wildtyp-Klonen;
die Werte ergeben sich aus dem Mittelwert von 3 untersuchten
Klonen.

Bei den 2.000 Zellen, die in der Phase der 100 %-igen Konfluenz ausgewertet wurden, also
im Stadium des Wachstums, wo die Kulturschilchenoberfliche voll mit Wildtypenzellen
bedeckt war, haben sich davon 68,3 % als positiv gefirbt erwiesen.

Der Prozentsatz steigt an, aber nicht signifikant. Das beweist der Vergleich der Zahlen
zwischen den verschiedenen Stadien. Der Unterschied schwankt von 5,2 % bis zu 8 % (je-
weils verglichen mit der 25 %-igen und der 75 %-igen Konfluenz). Fast in der Mitte der
Differenz der anderen Stadien befindet sich die Zahl der TGF @ positiven Zellen, ndmlich
64,7 % dieses Mal nach einem Wachstum von weiteren zwei Tagen, was einer Konfluenz

von 125 % entspricht.

28



3.6. Expression von TGF g in DCVC-Klonen

Bei einer Konfluenz von 25% der mit DCVC behandelten Klone betrigt der Prozentsatz
der positiv gefirbten Zellen 92,5 %. Der Prozentsatz der Zellen. In denen das TGF g
exprimiert wurde, sinkt bei der 50 %-igen Konfluenz auf 79,5 %. Bei der Erhéhung der
Konfluenz auf 75 % steigt der Gehalt von TGF g geringfiigig auf 83,7 % an. Die Differenz
betrigt nur 4,2 %, was auf die absolute Zellzahl, die auf TGF S positiv ausgewertet wur-
den, umgerechnet 84 Zellen betrigt. Man kann sogar sagen, dass in diesem Stadium der

Konfluenz die Anzahl der Zellen, die das TGF @ noch exprimiert haben, konstant bleibt.

Eine weitere Erhdhung der Konfluenz auf 100 %, d.h. eine Auswertung der behandelten
Zellen nach sechs Tagen, hat eine Senkung der Zellzahl mit noch detektierbarem TGF (-
Gehalt auf 61,8 % als Ergebnis. Die Abnahme an TGF 8 verhilt sich umgekehrt proportio-
nal zur Konfluenz (Abb. 11).
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Abb. 11: Expression von TGF 8 in DCVC-Klonen;

Die Werte ergeben sich aus dem Mittelwert von
3 untersuchten Klonen
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Der Vergleich der Abnahme vom Stadium der 25 %-igen Konfluenz bis zum 50 %-igen
mit der von der 75 %-igen bis zur 100 %-igen Konfluenz zeigt, dass diese von ungeféhr
13% auf 22 % steigt. Die erhohte Abnahme zeigt sich sehr deutlich beim weitern Wachs-
tum der DCVC-behandelten Klone. Zwei Tage nach ihrer 100 %-igen Konfluenz exprimie-
ren nur 29,17 % der ausgewerteten Zellen noch detektierbare Mengen von TGF (. Hier

betrigt die Differenz zwischen den zwei letzten Stadien des Wachstums der Zellen 32%.

3.7. Expression von TGF g in Wildtyp- und DCVC-Klonen
In Vergleich der mit DCVC-behandelten Klonen und den Wildtyp-Klonen ergibt beziiglich

der Expression von TGF (8 in Abhingigkeit der Konfluenz deutliche Unterschiede
(Abb.12).

30



Konfluenz der mit Zellen bedeckten
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Abb. 12: Expression von TGF in Wildtyp-Klonen und DCVC-Klonen;
Die Werte ergeben sich aus dem Mittelwert von 3 untersuchten
Klonen.

Die 25 %-ige Konfluenz zeigt, dass die DCVC-behandelten Klone einen grofieren Gehalt
an TGF f als die Wildtyp-Klone haben. Die Differenz betrégt sogar 30 %.

Die Anzahl der Zellen, die auf TGF § eine positive Farbung ergeben, liegt fiir die Zellen
der DCVC-Klone auch im Stadium der 50 %-igen Konfluenz gegeniiber den Wildtyp-
Klonen erhéht vor. Hier hat die Differenz abgenommen, weil die Zahl der TGF (-
exprimierten Zellen der DCVC-Klone sinkt, aber die Zahl der Wildtypzellen konstant
bleibt, wie schon oben beschrieben wurde. 336 Zellen mehr wurden als ,,positiv* bezeich-
net in einer Summe von 2.000 Zellen, die ausgewertet wurden, d.h. 16,8 % Uberschuss fiir
die DCVC-behandelten Zellen.

Die Auswertung der 75 %-igen Konfluenz fiihrt zum ungefihr gleichen Ergebnis: die Dif-
ferenz betrigt 20,3 %.
In dieser Wachstumsphase kehrt sich das Bild um, und bei der 100 %-igen Konfluenz liegt

ein Uberschuss an TGF B-exprimierten Zellen
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zugunsten der Wildtyp-Klone vor. Die Differenz betrégt zwar nur 7 %, aber die Abnahme
ist steigend.

Bei der 125 %-igen Konfluenz ist die Differenz mit 35,5 % deutlich groler als im vorheri-
gen Stadium. Die Zahl der positiv gefirbten Zellen in DCVC-Klonen geht zuriick im Ver-
gleich mit der ziemlich konstanten Zahl der Kontroll-Klone. Bei héherer Konfluenz (100
%, 125 %) iiberwiegt die Zahl der TGF (8 exprimierten Zellen des Wildtyps.

Bei den ,kleineren* Konfluenzen (25, 50, 75 %) ist die Situation umgekehrt und die Zahl
der DCVC-behandelten Zellen der Klone iiberwiegt.

3.8. Expression von PCNA in Wildtyp-Klonen

Das Wachstum der Wildtyp-Klone beeinflusst den Gehalt an PCNA nur wenig. Zu diesem
Ergebnis fiihrt die Auswertung der Wildtyp-Klonzellen (Abb. 13).
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Abb. 13: Expression von PCNA in Wildtyp-Klonen; Die Werte ergeben sich aus
dem Mittelwert von 3 untersuchten Klonen.
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Bei der 25 %-igen Konfluenz wurden 1096 Zellen als ,,positiv-gefirbt* ausgewertet, d.h.
54,8 % der 2.000 Zellen enthielten detektierbare Mengen an PCNA.

Das weitere Zellwachstum und die entsprechende Auswertung zum gleichen Ergebnis. Der
Prozentsatz der Zellen der 50 %-igen Konfluenz, die PCNA exprimierten, betrug nun
57,2%. Die Differenz von 2,4 % entspricht einem Ergebnis, das man als identisch bezeich-

nen kann.

Bei der 75 %-igen Konfluenz steigt der Prozentsatz geringfiigig auf 59,3 % an. Die Diffe-
renz zwischen dem vorherigen und diesem Stadium ist wiederum nicht groB, aber man
stellt eine gering steigende Tendenz fest.

Diese Aussage ldsst sich bestitigen, wenn man das Wachstumstadium der 100 %-igen
Konfluenz betrachtet. Die Zahl der PCNA-exprimierten Zellen steigt weiter an und betrégt
hier 62,67 %. Die Erhéhung ist wiederum geringfiigig. Die Differenz zwischen den letzten
beiden Wachstumsphasen betréigt 3,37 % und insgesamt 7,87 % Zwischen diesem Stadium
und dem Anfangsstadium.

Wenn man die Phase der 125 %-igen Konfluenz auswertet, stellt man fast, dass die Expres-
sion von PCNA in den Kontroll-Klonen keine groBen Schwankungen aufweist, wobei die
Zellzahl auf 56,4 % absinkt (Abb. 13).

3.9. Expression von PCNA in DCVC-Klonen

Im Gegensatz zu den Wildtyp-Klonen zeigt die Auswertung der DCVC-Klone, dass keine
konstante Expression von TGF $ in Abhingigkeit von der Konfluenz, sondern eine An-
nahme zu verzeichnen ist (Abb. 14).
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Abb. 14: Expression von PCNA in DCVC-Klonen;
die Werte ergeben sich aus dem Mittelwert von
3 untersuchten Klonen

Die Auswertung der 35 %-igen Konfluenz zeigt eine erheblich groflere Zahl von PCNA-
exprimierten Zellen. Der Prozentsatz der ,,positiv-geférbten Zellen betragt 93,3 %.

Die Erhohung der Konfluenz auf 50 % hat die Senkung der Zahl der Zellen, die PCNA
exprimiert haben, zum Ergebnis. Der Prozentsatz betrégt 78,85 %.

Die Differenz ist deutlich und bei den néchsten Stadien ist sie sogar noch auffilliger. Ein
weiteres Wachstum der DCVC-Klonen fiir zusitzlich 1 Tag, damit eine 75 %-ige Kon-
fluenz gewihrleistet werden kann, zeigt eine weitere Abnahme der Zahl der PCNA-
exprimierten Zellen auf 69,5 %.

Aus der Beobachtung der Ergebnisse bei 25 %-iger und 75 %-iger Konfluenz 146t sich aus-
sagen, dass jede vierte Zelle im Préparat nicht mehr zur Expression des PCNA fihig ist.
Wenn die Kulturschélchenoberfliche komplett mit Zellen bedeckt ist, d.h. dass die Kon-
fluenz 100 % betrigt, wird fast nur von der Hilfte (55,6 %) der DCVC-Klone PCNA

exprimiert.
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Das Wachstum nach zwei Tagen fiihrt zu einem Prozentsatz von 48,12% positiv gefarbter
Zellen. Die 125 %-ige Konfluenz ist also keine Ausnahme dieser Tendenz und in dieser
Wachstumsphase ist nur jede Zelle als ,,positiv-gefirbt zu bezeichnen und dadurch als

PCNA-exprimierend zu bewerten.

3.10. Expression von PCNA in Wildtyp-und DCVC-Klonen

Bei der 25 %-igen Konfluenz ist der Unterschied zwischen den Wildtyp- und DCVC-
Klonen, die PCNA exprimiert haben, am deutlichsten. Die ausgewertete Anzahl der
DCVC-behandelten Zellen weist knapp doppelt so viele PCNA-positive Zellen auf, wie die
der Wildtypzellen (Abb. 15).

Konfluenz der mit Zellen bedeckten
Kulturschalchenoberfliche
e 100
[
©
]
98 80 1
E
Q. 60 .
$ 5 m Wildtyp
<39 @DCVC
g N 40 -
o
3
S 20 -
[ =4
[
N
g o
25% 50% 75% 100%  125%

Abb. 15: Expression von PCNA in Wildtyp- und DCVC (5uM)-Klonen;
Die Werte ergeben sich aus dem Mittelwert von je 3untersuchten
Klonen.
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Der Vergleich der ndchsten Wachstumsphase, d.h. der 50 %-igen Konfluenz zeigt wieder-
um eine Abweichung zwischen den beiden Klonen. Diese Diskrepanz ist niedriger als im
25 %-igen Stadium und betrégt hier 21,65 %.

Auch bei einer Konfluenz von 75 % zeigen die DCVC-Klone mehr positiv gefirbte Zellen
als die Wildtyp-Klone, doch ist der Unterschied noch geringer als bei einer Konfluenz von
50 %.

Die abnehmende Tendenz der Zahl der PCNA-exprimierenden Zellen fiihrt zu einem um-
gekehrten Bild, was das Stadium der 100 %-igen Konfluenz betrifft.

Die Uberzahl ist auf der Seite der Wildtyp-Klone. Die Differenz betrigt knapp 10 %. Die-
ser Prozentsatz entspricht dem, der sich aus dem Vergleich der 75 %-igen Konfluenz be-
rechnen lésst, aber zugunsten der DCVC-Klone, wie schon oben erwihnt.

Diese Differenz bleibt im nichsten Stadium (125 % Konfluenz) konstant, obwohl die Ex-

pression von TGFB in Wildtyp- und DCVC-Klonen abnimmt.
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4. DISKUSSION

Jedes Jahr treten annihernd 31.900 Fille von Nieren- und Harnwegskarzinomen auf, die in
iiber 11.900 Fiéllen zum Tode fiihren (61). Diese Tumore machen beinahe 3 % der malig-
nen Erkrankungen erwachsener Personen aus und verteilen sich im Verhéltnis 1,5:1,0 zwi-
schen Frauen und Ménnern. Die meisten Fille von Nierenzellkarzinomen werden im Alter
von 50 bis 70 Jahren beobachtet, obwohl auch schon Kinder mit 6 Monaten betroffen sein
konnen. Zwischen 1975 und 1995 wurde eine stetige und signifikante Zunahme der Inzi-
denz an Nierenzellkarzinomen beobachtet; diese betrug zwischen 2 bis 4 Prozent pro Jahr.
Daraus resultiert eine Steigerung von 43 % seit 1973 (62, 63). Nierenzellkarzinome werden
in diverse Subtypen unterschieden, wie hellzellige (75%), papilldre vom Typ I oder II
(15%), chromophile (5%) und onkozytéire (5%) Tumore. Diese Tumore werden tiber His-
tologie und klinisches Auftreten (64) differenziert und sie werden durch diverse genetische

Veridnderungen verursacht (62, 65).

Als ausldsende Faktoren wurden sowohl schiddigende Umwelteinfliisse als auch hormonel-
le, zelluldre, sowie genetische Dispositionen diskutiert. Das Rauchen wurde bereits in Stu-
dien als Risikofaktor fiir ein erhohtes Aufireten von Nierenzellkarzinomen bei erwachse-
nen Patienten beschrieben (66). Bei mehrjéhrigem Nikotinmissbrauch wurde bei beiden
Geschlechtern eine signifikante und dosisabhéngige Zunahme des Auftretens von Nieren-
zellkarzinomen beobachtet (67). Genauso ist Ubergewicht mit einem erhohten Risiko, an
einem Nierenkarzinom zu erkranken, verbunden. Dies gilt in hoherem MaBe fiir Frauen
(68). Auch Analgetikamissbrauch, der bekanntermaflen zu Nierenbeckenkarzinomen fith-
ren kann, wird mit einem erhshten Risiko fiir Nierenzellkarzinome in Verbindung ge-
bracht. Dabei werden vor allem dann Nierenzellkarzinome beobachtet, wenn Patienten
nach Gebrauch von phenacetinhaltigen Analgetika eine Nephropathie entwickelten (69,
70). Schédliche Umwelt- und Arbeitsbedingungen wurden ebenfalls mit der Entwicklung
von Nierenzellkarzinomen in Verbindung gebracht. Brauch et al. wiesen in diesem Zu-
sammenhang eine kausale Verbindung zwischen der andauernden Exposition mit hohen
Konzentrationen des industriellen Losungsmittels Trichlordthylen und einem erhohten

Auftreten von Nierenzellkarzinomen nach (71).

Trichlorethylen (TRI) und Tetrachlorethylen (TETRA) zdhlen zu der Gruppe der chlorier-

ten Kohlenwasserstoffe, die wegen ihrer ausgezeichneten Fettloslichkeit und ihrer Nicht-
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brennbarkeit in groBen Mengen als Lsungsmittel und in der Textilreinigung verwendet
werden. Dies betrifft u.a. die Farben- und Lackindustrie, insbesondere aber die Metallin-
dustrie, in der organische Losungsmittel zum Entfetten von Metallteilen eingesetzt werden.
TRI und TETRA besitzen in hohen Konzentrationen narkotische Wirkungen. Bei langer
Exposition treten Leber- und Nierenschiden auf. Beide chlorierten Ethylenderivate erzeu-
gen im Tierversuch Nierenschiden und Nierenzellkarzinome. Auch beim beruflich expo-
nierten Menschen sind Nierenzellkarzinome nach Einwirkung beider Losemittel beobach-
tet worden. Die Bioaktivierungsmechanismen, die zu Nierenschdden und Nierenkrebs fiih-
ren, sind identisch. In Fall / Kontroll-Studien ist die Exposition — soweit iiberhaupt hinrei-
chend quantifiziert — meist relativ niedrig gewesen. Andres bei den neuen Untersuchungen
mit hohen Inzidenzraten, wo exorbitant hohe Dosen iiber lange Zeitriume eingewirkt ha-
ben (9, 72, 73). Bei TRI bildet der Mensch — gemessen an der Ausscheidung der Endpro-
dukte im Harn — mehr 1,2-DCVC, die eigentliche Vorstufe der ultimalen elektrophilen
Intermediate als z.B. die Ratte (74). Dies kann als Hinweis auf eine hohere Empfindlich-
keit des Menschen gelten. Bei TRI kommt hinzu, dass sich diese Verbindung leicht zu
Dichloracetylen zersetzt. Kommt TRI mit erhitzen Metalloberfichen oder mit Alkali
(Spiilmittel) in Beriihrung, ist immer mit der Bildung von Dichloracetylen, das unter die-
sen Bedingungen stabil gehalten wird, zu rechnen. Dichloracetylen gehért zu den stirksten
bekannten kanzerogenen Stoffen. Wahrscheinlich ist Dichloracetylen bei vielen Fillen von

Nierenzellkarzinom nach TRI-Exposition mafigeblich beteiligt (75).

Die vorliegende Studie zeigt auf, wie die langfristige Exposition mit niedrigen und als
nicht toxisch geltenden Konzentrationen von DCVC zur morphologischen und biochemi-
schen Dedifferenzierung von LLC-PK1-Zellen fithren kann. Diese Verinderungen blieben
auch nach dem Absetzen der Dosis iiber 30 Passagen hinweg stabil. Neben dem Verlust
der morphologisch kubischen Zellform sowie einer reduzierten Zellzahl in der Zellkultur
spricht die verminderte Aufnahme von Glukose fiir ein zerstdrtes membranstindiges
Transportsystem und /oder fiir eine Schidigung in der Ausbildung von so genannten tight
junctions DCVC exponierten Klone. Dariiber hinaus zeigt die eingeschrinkte pH-
abhingige Ammoniakproduktion eine Beeintrichtigung des intramitochondrialen phos-
phat-abhingigen Glutaminase-Wegs an; dieses ist der wichtigste Weg in der Ammoniak-
Genese der LLC-PK1 Zellen und auch funktionell in der Niere bedeutungsvoll (76). Die
drei Eigenschaften, Polarisierung der Zellmembran, Glukose-Aufnahme und Ammoniak-
produktion sind wesentliche Merkmale fiir die physiologische Integritit der LLC-PK1
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Zellen und deren in vivo Korrelat, den proximalen Tubuluszellen der Niere. LLC-PK1 Zel-
len einer erhohten Konzentration an DCVC auszusetzen, bedeutet einen Verlust der
Membran-Polaritit und verursacht eine Dedifferenzierung der Zellen. Das prototypisch
dedifferenzierende TPA sowie eine Hypoxie verursachen einen vergleichbaren Effekt einer
verminderten Membranpolaritit sowie eines geschiddigten Glukosetransportes und einer
Ammoniakproduktion in den LLC-PK1 Zellen (77). Unter den posttranslationalen Modifi-
kationen der nukleédren Proteine spielt die Poly(ADP-Ribosyl)ierung in der Regulation
der Genexpression eine wichtige Rolle. Dabei zeigen sich hohe Aktivititen in schlecht
differenzierten und stark proliferierenden Geweben (27, 78-83). Dies wurde in der vorlie-
genden Arbeit durch Nachweis einer erhohten Poly(ADP-Ribose)-Transferase-Aktivitit in
den dedifferenzierten DCVC-induzierten Klonen bestitigt. Wahrend hohe Konzentrationen
von Poly(ADP-Ribosyl)-Konjugaten die DNA-Histon-Interaktionen durch Hinzufligen
negativer Ladungen zu denen Histonen abschwicht, erméglicht eine hohe Poly(ADP-
Ribosyl)ierungsaktivitit eine DNA-Bindung sowie eine Expression von Genen. Diese Be-
obachtung konnte sich in erhéhten Spiegeln von FOS-Proteinen widerspiegeln, obwohl die
gegenwirtigen Experimente keinen kausalen Zusammenhang zwischen einer erhShten Po-

ly(ADP-Ribosyl)ierung und der Induktion der c-Fos-Expression ergab.

Untersuchungen der intermedidren Filamente und der Zusammensetzung nukleédrer Matrix-
Proteine zeigen deutlich qualitative als auch quantitative Unterschiede zwischen den Wild-
typ LLC-PK1 Zellen und DCVC-behandelten Zellen.

Ahnliche Verinderungen in der Zusammensetzung der intermedidren Filamentproteine
wurden in den DCVC-behandelten Klonen gefunden. Studien zeigen auf, dass die Zusam-
mensetzung und Struktur der nukleiren Matrix und der intermedidren Filamentproteine
wichtige Parameter in der Regulation der Gen-Transkription sind; daher spielen sie in der
Zelldifferenzierung und malignen Transformation eine wichtige Rolle (84).

Vergleichende Analysen der Zusammensetzung nukleérer Matrix-Proteine in normalen und
malignen Geweben diverser Organe und Zelllinien (Kolon, Prostata und Brust) zeigten,
dass ein Teil der nukledren Matrixproteine nicht nur fiir den Zelltyp, sondern auch fiir den
Grad der Differenzierung spezifisch sind (85, 86). Diese Beobachtungen wurden kiirzlich
an menschlichen Tumoren bestitigt (87, 88). Dies ldsst den Schluss zu, dass die Verénde-
rungen an den LLC-K1-Klonen durch den Einfluss der nephrotoxischen und nephrokarzi-
nogen Schliisselmetabolite von Trichlorethylen und Dichloracetylen bei malignen Verén-

derungen im Bereich der Niere eine Rolle spielen.
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Karzinogene Verinderungen in Nieren wurden sowohl bei Ratten sowie bei Arbeitern, die
dauerhaft Trichlorethylen exponiert waren, beobachtet. (9, 84).

DCVC wird durch 5-Lyase zu dem hoch elektrophilen Thioketon gespalten, das mit Prote-
inen und DNA reagiert und dabei cytotoxische und genotoxische Auswirkungen zeigt (14,
25). Da die DCVC Konzentrationen des vorliegenden Versuches keinen Einfluss auf die
Integritit der Zellmembran und der Zellproliferation zeigten, d.h. nicht zytotoxisch wirk-
ten, konnte man spekulieren, dass gentoxische Ereignisse in die beobachtete morphologi-

sche und biochemische Dedifferenzierung der LLC-K1 Zellen eingebunden waren.

Die Progression einer Zelle durch den Zellzyklus wird durch Cyclin-abhéngige Kinasen
(cyclin dependent kinases, CDK) reguliert. Man geht davon aus, dass extrazelluldre Fakto-
ren, die Wachstum, Differenzierung, Uberleben und Apoptose beeinflussen, die Aktivitit
der CDKs iiber D-Cycline und /oder CDK-Inhibitoren steuern. Zu den Rezeptoren, deren
Signalwege auf diese Weise wirken, gehdren u.a. Tyrosinkinase-Rezeptoren, TGF-8-
Rezeptoren sowie Bestandteile der extrazellulire Matrix (89). TGF @ spielt beim Tumor-
wachstum eine entscheidende Rolle, da es sowohl als anti-proliferativer Faktor als auch als
Tumor-Promoter funktioniert. Ist das TGF B-Signal blockiert, fiihrt dies zu verstirktem
Zellwachstum als Vorraussetzung fiir Tumorbildung (39, 40). Hinzu kommt noch, dass
zahlreiche Komponenten des TGF 3-Weges Tumor-Suppressoren und im Krebsfall mutiert
sind (90). Auf dem Verstindnis des Signalweges der Wachstumsfaktoren und der Identifi-
kation verdnderter aktivierter Signalkomponenten basiert einer der viel versprechendsten
aktuellen Ansitze in der Krebs-Therapie (91).

PCNA gehort zu den Proteinen, die eine wichtige Rolle in biologischen Prozessen der Zell-
teilung und Zellproliferation spielen. Weitere Versuche haben gezeigt, dass die PCNA-
Konzentration wihrend der Spit-G1-Phase ansteigt, ihr Maximum wéhrend der S-Phase
erreicht (7-fachgroBer als bei ruhenden Zellen) und wieder wihrend der Mitose und der
G2-Phase absinkt (50, 53-55). Im Vergleich der DCVC-behandelten Klone und der Wil-
typ-Klone ergaben sich fiir TGF B in Abhingigkeit der Konfluenz deutliche Unterschiede
in unseren Versuchsansétzen. Die Auswertung der 25 %-igen Konfluenz zeigte, dass die
DCVC-behandelten Klone einen groferen Gehalt an TGF B als die Wildtyp Klone aufwie-
sen. Die Auswertung der 75 %-igen Konfluenz fiihrte zu einer Differenz von 20,3 %. In
dieser Wachstumsphase kehrte sich das Bild um, und bei der 100 %-igen Konfluenz lag
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ein Uberschuss an TGF B-exprimierten Zellen zugunsten der Wildtyp-Klone vor. Die U-
berzahl der PCNA-exprimierenden Zellen war auf der Seite der Wildtyp-Klone. Die Diffe-
renz betrug 10 %. Dieser Prozentsatz entsprach dem, der sich aus dem Vergleich der 75 %-
igen Konfluenz berechnen lies, aber zugunsten der DCVC-Klone. Diese Differenz blieb im
néchsten Stadium konstant, obwohl die Expression von TGF f in DCVC-Klonen abnahm.
Dichlorvinylcystein scheint unter Einflussnahme bestimmter Wachstumsfaktoren in der

frithen Phase der Zellzyklus hinsichtlich der Proliferation eine wichtige Rolle zu spielen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Dichlorvinylcystein (DCVC), als Schliisselmetabolit der nephrotoxischen und nephrokar-
zinogenen Chemikalien Trichlorethylen und Dichloracetylen, bewirkt eine hochpotente
zelluldre Toxizitdt bei LLC-PK1-Zellen. Diese Ereignisse werden in engem Zusammen-
hang mit der von S-(1,2-dichlorovenyl)-L-Cystein induzierten Freisetzung mitochondrialer
Ca+-Ionen und ihrer cytotoxischen Auswirkungen auf Nierenzellen gesehen. Kultivierte
LLC-PK1 Zellen besitzen viele morphologische und physiologische Charakteristika von
Tubuluszellen in der Niere. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Frage, ob eine
lang andauernde Exposition von LLC-PK1-Zellen mit niedrigen, als nicht toxisch gelten-
den Konzentrationen an DCVC zu stabilen Verinderungen in morphologischer und bio-
chemischer Hinsicht fithren kann. Nach sieben wochiger Inkubation mit DCVC wurden die
morphologisch veridnderten Zellen unter dem Mikroskop einzeln gewonnen und ohne
DCVC fiir weitere 4-8 Wochen kultiviert. Im Gegensatz zu der physiologischer weise ku-
bischen Form unbehandelter LLC-PK Zellen bildeten die DCVC behandelten Zellen eine
langliche spindelférmige Gestalt, mit einer Tendenz zu unregelméBigen Zellbegrenzungen
aus. Eine langfristige Behandlung von LLC-PK1 Zellen mit niedrigen, nicht zytotoxischen
Konzentrationen an Dichlorvinylcystein induzierte eine stabile morphologische Transfor-
mation und Entdifferenzierung. Die transformierten Klone wiesen eine erhéhte Poly(ADP-
Ribosyl)ierung auf. Dariiber hinaus waren die Glukoseaufnahme, die pH-abhingige Am-
moniak-Produktion, und die Formation zu Zellaggregaten als wichtige Eigenschaften der
origindren tubuldren Nierenzellen in den LLC-PK1 Klonen deutlich beeintrichtigt. Die
TGF B- und PCNA-Expression wurde zwischen den Wildtyp-Klonen und DCVC-Klonen
verglichen. Die Uberzahl der PCNA-exprimierenden Zellen war auf der Seite der Wildtyp-
Klone. Die Differenz betrug 10 %. Dieser Prozentsatz entspricht dem, der sich aus dem
Vergleich der 75 %-igen Konfluenz berechnen lésst, aber zugunsten der DCVC-Klone.
Diese Differenz bleibt im néchsten Stadium konstant, obwohl die Expression von TGF f in
DCVC-Klonen abnimmt.

In Verbindung mit einem Verlust an Membran-Polaritiit zeigten die Klone eine verénderte
Zusammensetzung ihrer nukledren Matrix- und intermediéren Filamentproteine. Dazu lésst
sich eine herunter regulierte Poly(ADP-ribosyl)ierung und eine erhohte Expression des C-
fos feststellen. Die Etablierung dedifferenzierter LLC-PK1 Zellen mit stabilen Charakte-

ristika nach der langzeitigen Exposition mit DCVC mag als hilfreiches in vivo Model die-
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nen, um biochemische Verinderungen im Zusammenhang mit der Fragestellung chroni-

scher Toxizitdt und Kanzerogenitit fiir die Niere zu analysieren.
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Bcl-2

BDGF

CA-125

CD44

c-erb-2

c-fos

CK-2

c-myc

DCA

DCVC

DCVG

DNA

DTT

E-Cadherin

EDTA

EGF

EGTA

FCS

FGF

B cell lymphoma/leukaemia gene 2
heparinbinding growth factor
tumorassoziiertes Oberfldchenantigen
Hermes-Antigen, Pgp-1

EGF rezeptor

cellular fos

Proteinkinase

Protooncogen

Dichloracetylén

(1,2-Dichlorvinyl)-L-Cystein

S- (1,2-Dichlorvinyl)-Glutathion
Desoxyribonukleinsdure

dithiothreitol

Zelladhdsionsmolekiil E(epitheliales)-Cadherin
ethylenediaminetetraacetic acid

epidermal growth factor

ethylene glycol bis(3-aminoethyl ether)-N,N'-tetraacetic acid
fetal calf serum

fibroblast growth factor

52



GSH Glutathion

HCBD Hexachlorbutadien

Hepes N-[hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethanesulfonic acid]
HGF hepatocyte growth factor

HPLC High Performance Liquid Chromatography

IGF insulin-like growth factor

IL Interleukin

KI-67 Proliferationsmarker

LLC-PK1 Schweinenierenzellinien

MES 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid
MET Onkogen
MIB-1 Proliferationsmarker

N-CAM cell adhesion molecule

NM23 Tumorsuppressorgen

plé Tumorsuppressorgen

p21 Tumorsuppressorgen

pS3 Tumorsuppressorgen

PBS phosphate-buffered saline
PCNA proliferating cell nuclear antigen
PKC Proteinkinase C
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SDS

TBS

TETRA

TGF

TNF-a

TPA

TRI

Tris

uPAR

VEGF

phenylmethylsulfonyl fluoride
Superfamilie zusammengefasste Proteine
Retinoblastom

sodium dodecyl sulfate

trisbuffered saline

Tetrachloerethylen

transforming growth factor
Tumornekrosefaktor- o
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
Trichlorethylen
tris[hydroxymethyl}aminomethane
urokinase-type plasminogen activator receptor

vascular endothelial growth factor
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