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Zusammenfassung

Viele Leberkarzinogene werden in den heute zur Verfiigung stehenden in
vitro-Tests zum Nachweis 1threr Genotoxizitit als potentielle Krebserreger
erkannt. Ausserdem wurde eine zunehmende Zahl nichtgenotoxischer Sub-
stanzen erkannt, die in chronischen Nagerstudien Lebertumoren erzeugen.
Verschiedene Lipidsenker gehoren zu dieser Klasse der nicht genotoxischen
Karzinogene. Nach subchronischer Gabe losen sie in der Leber des intakten
Tieres eine Reihe von charakteristischen zelluliren Veranderungen (z.B.
Induktion der replikativen DNS-Synthese, Peroxysomenproliferation, Leber-
vergrosserung) aus. Einige derartiger Veranderungen konnen auch durch
Exposition in vitro an priméiren Hepatozytenkulturen reproduziert werden.
Unsere vergleichenden Untersuchungen mit derartigen Substanzen haben
gezeigt, dass eine gute Korrelation zwischen den 1n vitro-Befunden einer
Induktion der replikativen DNS-Synthese an Hepatozytenkulturen und der
Potenz in vivo eine Lebervergrosserung hervorzurufen, besteht. In vivo-
Studien weisen zudem auf eine gute Korrelation zwischen Art und Ausmass

der Lebervergrosserung einerseits und der hepatokarzinogenen Potenz
andererseits hin.

Primare Hepatozytenkulturen bieten sich moglicherweise als niitzliches in
vitro-Testsystem zur ersten Abschiatzung und Charakterisierung eines
potentiellen hepatokarzinogenen Effektes neuer Substanzen an. Die aus
Untersuchungen an Zellkulturen gewonnenen Erkenntnisse konnten deshalb
in Zukunft dazu dienen, Substanzen mit karzinogenem Potential friihzeitig

zu erkennen und demnach zu einer Verringerung der Zahl von
Langzeitstudien beitragen.

Summary: Use of hepatocytes in primary cultures to predict potential
hepatocarcinogenicity of compounds - _ '

Short-term tests for genotoxic activity will detect a variety of potential
carcinogens. However, experience over the last few years has shown that
many chemical carcinogens are not detected in these tests. A large
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proportion of these non-mutagenic (non-genotoxié) carcinogens induce
tumors 1n the rodent liver after life-long feeding. ' -

One class of such carcinogens are the hypolipidemic drugs many of which
induce a characteristic hepatomegaly upon subchronic treatment. Typically
this liver enlargement is accompanied by increased mitotic activity and a
proliferation of the hepatic peroxisome compartment. Results also suggest a
correlation between the degree and the nature of the hepatomegalic response
to a compound, and its hepatocarcinogenic potency, but it remains unclear
whether the growth stimulation and/or the peroxisome proliferation is
correlated with the carcinogenicity. Both, the induction of peroxisomal
enzyme and of replicative DNA synthesis may be measured in primary
cultures of adult rat hepatocytes following in vitro exposition. Moreover, the
ability of the compounds tested to induce in vitro replicative DNA synthesis
in primary cultures of adult rat hepatocytes correlated well with the potency
of the hepatomegalic response induced 1n vivo in treated rodents.

Consequently, studies using such cultures might be useful to characterize
and possibly predict in vitro the hepatocarcinogenic potency of some new
compounds. The early recognition of the possible carcinogenic property of a

new substance might accordingly contribute to the reduction of a number of
life-long studies. - | -

Einleitung

Mit der ersten Beschreibung einer praktikablen enzymatischen Perfusions-
methode zur Gewinnung isolierter Leberepithelien aus der Rattenleber
durch Berry & Friend im Jahre 1969 (1) war der Weg fiir eine Kultivierung
dieser Zellen (Hepatozyten) in Nahrlosungen geebnet. Im Verlauf der Zeit
fand diese Methode eine immer breitere Anwendung in der Toxikologie,
beispielsweise zur Abklarung zyto- und genotoxischer Effekte einer Vielzahl
von korpereigenen und korperfremden Substanzen (2).

Im vorliegenden Beitrag sollen am Beispiel der Lipidsenker einige Wirkun-
gen von nicht-zytotoxischen und nicht-genotoxichen Verbindungen auf
kultivierte Hepatozyten beschrieben und im Hinblick auf ihre pathognosti-
sche Bedeutung diskutiert werden. An Nagetieren verursachen Substanzen
dieser Art nach subchronischer Gabe eine markante Lebervergrosserung
und nach Langzeitbehandlung ist haufig ein vermehrtes Auftreten von
Lebertumoren zu beobachten. '
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Zweistufenmodell der Leberkarzinogese

Ein weithin akzeptiertes Konzept der chemisch induzierten Tumorentste-
hung in der Leber, also der Hepatokarzinogenese, beschreibt diese als einen
mindestens zweistufigen Prozess (3). In einem ersten ”Initiation” genannten
Schritt kann eine karzinogene Substanz in der Regel nach metabolischer
Aktivierung kovalent mit der DNS der betroffenen Zellen reagieren. Falls es
der Zelle nicht gelingt, diese DNS-Verinderung schnell zu reparieren, befin-
det sie sich in einem "transformierten” Zustand, der auf einer irreversiblen
genotoxischen Veranderung der Erbsubstanz beruht. Ob sich nun eine
”initiierte” Zelle in Richtung Krebszelle entwickelt, hangt von weiteren
ausseren Einfliissen ab, deren Zusammenspiel die Auspragung der ur-
spriinglich gesetzten DNS-Veranderung begiinstigen muss. Der Zeitraum,
innerhalb dessen sich diese zusitzlichen Faktoren auswirken, wird als
”Promotionsphase” bezeichnet.

Irgendwann wihrend dieser Promotionsphase wird sich eine Tumorzelle
konstituieren, die sich der Kontrolle der vernetzten Regulierungsschaltkreise
entzieht, und, nun autonom wachsend, mit threr zahlreichen Nachkommen-
schaft die Funktionstiichtigkeit des Gewebes bedroht. Dieses ”Initiations-
Promotionsmodell” kann beziiglich genotoxisch, also initiierend wirkenden
Substanzen eine gewisse Plausibilitit beanspruchen. Demgegeniiber schei-

" nen nichtgenotoxische Verbindungen eher die Promotionsphase zu beein-
flussen bzw. zu beschleunigen; ihr Wirkungsmechanismus ist jedoch
weitgehend unverstanden. Einige abgrenzende Eigenschaften zwischen

tumorinitiierenden und tumorpromovierenden Substanzen sind in Tabelle 1
zusammengestellt.
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Tab.1 : Einige Merkmale von tumorinitiierenden und tumorpromovie- _
renden Substanzen (aus Ref. 4) |

REFINE

Initiator Promotor
Mutagenitat - | | + -
Zelltransformation in vitro - + -

Kovalente oder interkalierende
Bindung an DNS + -

Zytotoxizitit _ + -/+

Induktion von praneoplastischen
Lasionen | + -

Tumorbildung nur nach vorangegangener | |
Initiierung (Zwei-Stufen-Protokoll) - +

Wachstum des kritischen Organs . - +

Proliferation von praneoplastischen
Zellen - 7

Reversibilitat — | o+

Die Priifung chemischer Verbindungen auf ihre karzinogene Wirkung

Der Beweis fiir ein karzinogenes Potential einer Substanz wird normaler-
weise im Langzeit-Tierversuch erbracht. Diesem Test kommt heute bei der
toxikologischen Beurteilung einer chemischen Verbindung hohe Bedeutung
zu. Gewichtige Nachteile dieser aufwendigen Versuchsanordnung sind je-
doch nicht zu iibersehen. So vergehen zwischen der Planung und Bericht-
erstattung einer Langzeitstudie vier Jahre. Zudem lassen die in Langzeit-
studien erhobenen Befunde in der Regel kaum Riickschliisse auf die den
beobachteten Effekten zugrunde liegenden Wirkungsmechanismen zu. Ein
moglichst umfassendes Wissen iiber die der chemischen Karzinogenese
zugrunde liegenden Mechanismen ist aber wiinschenswert, nicht zuletzt im
Hinblick auf die Abschitzung einer moglichen krebsauslosenden Eigen-
schaft beim Menschen. Die Suche nach pradiktiv wie auch mechanistisch
aussagekraftigen in vitro-Kurzzeit-Tests ist deshalb verstiandlich.
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Zur Identifikation genotoxischer oder initiierender Karzinogene existiert
eine ganze Batterie von in vitro Testsystemen mit verschiedenen Endpunk-
ten (Mutagenitat in Bakterien und Siugerzellen, Chromosomenverinde-
rungen, DNS-Strangbriiche, DNS-Reparatur, Zelltransformation). Im
Gegensatz dazu bieten sich zur friihzeitigen Erkennung und Charakteri-

sierung nichtgenotoxischer, also z.B. promovierender Karzmogene kaum
validierte in vitro-Testsysteme an (siehe auch Tabelle 1).

Eine Analyse der im Rahmen des NCI/NTP Programms erarbeiteten
Tumordaten (5) weist aber klar auf die zahlenmassige Bedeutung nicht-

genotoxischer Karzinogene u.a. in der Leber hin: Von 222 untersuchten
Chemikalien verursachten 25% Tumoren in der Leber, wobei sich wiederum
die Hilfte dieser Leberkarzinogene als nicht genotoxisch erwies.

Die Nagerleber ist also offenbar hiufig das Zielorgan nicht-genotoxischer
Karzinogene, zu denen neben den bereits erwahnten Lipidsenkern verschie-
dene andere Stoffgruppen wie Barbiturate, Sexualsteroidhormone und
chlorierte Kohlenwasserstoffe gehdren. Im folgenden soll nun die Verwen-

dung kultivierter Hepatozyten zur Identifizierung und Charakterisierung

von Leberkarzinogenen diskutiert werden. Dabei bieten sich zwei realisti-
sche Moglichkeiten an:

1. Versuchsanordnungen zur Erfassung von Parametern, die auf eine

chemisch-induzierte Transformation der Testzellen in vitro hinweisen
und |

2. Versuchsanordnungen zur Erkennung und Quantifizierung zelluldrer
Veranderungen, die moglicherweise im Zusammenhang mit der _
hepatokarzinogenen Wirkung einer nicht-genotoxischen Substanz stehen.

Chemisch-induzierte in vitro-Transformation von Hepatozyten

Isolierte und kultivierte Hepatozyten behalten ihre Funktionstiichtigkeit nur
fiir einige Tage. Zudem vermehren sie sich in Kultur wie beim erwachsenen
Tier ausserst langsam. Diese Gegebenheiten stellen ein gewisses Hindernis
beim Nachweis chemisch induzierter in vitro-Transformationen in primiren
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Hepatozytenkulturen dar. Zur Verfiigung stehen anderseits sog. perma—
nente” Zellinien; das sind Zellstdimme, die iiber Jahre hinweg gehalten
werden konnen. Diese eignen sich jedoch nur bedingt fiir Transformations-
studien, weil sie hdufig metabolisch oder regulatorisch inkompetent sind.

Mit dem Ziel, die Wahrscheinlichkeit einer in vitro-Transformation zu
erhGhen, haben wir die Zusammensetzung des Nahrmediums unserer
priméren Hepatozytenkulturen verindert. So konnten durch Zugabe von
Dimethylsulfoxid zum Nahrmedium charakteristische Hepatozyten-
funktionen iiber mehrere Wochen stabilisiert werden (6).

In Primarkultur konnen gewisse Chemikalien das Verhalten von Zellen in
Richtung eines autonomen (d.h. von exogenen Wachstumsfaktoren unab-
hangigen) Wachstums veriindern. Mit dieser "Immortalisierung”, die als ein
fruhes Ereignis der in vitro-Transformation betrachtet wird, kann die Ex- -
pression eines Onkogens verbunden sein. Wir haben deshalb versucht, die
Wahrscheinlichkeit einer chemisch induzierten Transformation von kulti-
vierten Hepatozyten durch experimentelle Einfiihrung des myc-Onkogens
in isolierte Rattenhepatozyten zu erleichtern (7). Obwohl die Prisenz dieses
Gens die Wachstumselgenschaften der Zellen beeinflusste, waren Verinde-
rungen in Richtung einer Imrnortallslerung der Hepatozyten unter den von
uns getesteten Bedigungen nicht festzustellen. Somit steht uns fiir die in

vitro-Transformation von Hepatozyten vorderhand kein praktlkables Test-
system zur Verfiigung.

Die Erkennung friiher zellularer Veranderungen hepatokarzmogener
Peroxysomenproliferatoren in primaren Hepatozytenkulturen

Auf eine Kurzzeit-Behandlung mit verschiedenen Lipidsenkern reagiert die
Rattenleber mit einer markanten Gewichtszunahme (Hepatomegalie). Im
Elektronenmikroskop zeigen die Hepatozyten dieser vergrosserten Lebern

eine starke Zunahme der Zahl und Grosse der Peroxysomen, verbunden mit '

einer massigen Vermehrung der Membranelemente des glatten endoplas-
matischen Retikulums (Hypertrophie). Zusitzlich beobachtet man eine auf
Zellvermehrung hindeutende Induktion der replikativen DNS-Synthese
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(Hyperplasie) (8). Es hat sich eingebiirgert, die mit diesen hepatotrophen
Eigenschaften ausgestatteten Verblndungen als Peroxysomenprohferatoren
zu bezeichnen (Tabelle 2). |

Tab.2. Charakteristische Effekte von Peroxlsamenprollferataren
auf die Rattenleber

Reprodu21erbarke1t

Effekt 'Nachweismethode | in Hepatozyten-
. . - kulturen
Hypertrophie
- Peroxysomenproliferation Ultramorphologie | +
Induktion peroxysomaler +
Enzymaktivitaten |
Proliferation des Ultramorphologie +
glatten Endoplasmatlschen |
Retikulums Induktion spezifischer +
- Enzyme (z.B. Cytochrom
P-452)
Hyperplasie Induktion der replika-
| tiven DNS-Synthese (RDS) +
Generelle Stimulierung der |
Hepatotrophie RNS-Synthese - . +
Stimulierung der | a
Protein-Synthese -+

Im Langzeitversuch erweisen sich Peroxysomenproliferatoren trotz geringer
oder fehlender Genotoxizitat oft als potente Leberkarzinogene (9).

Stehen nun die von Substanzen dieser Art ausgelosten friihen zelluliren Ver-
anderungen in einem kausalen Zusammenhang mit ihrer sich erst nach
Langzeitbehandlung manifestierenden Hepatokarzinogenitit? Diese Frage ist
bis heute nicht schliissig zu beantworten. Allerdings kann hier auf die viel-
fach belegte Tatsache hingewiesen werden, dass sich prikanzerogene
Lasionen und maligne Tumoren hiufig durch eine stark beschleunigte Zell-
teilung (Hyperplasie bzw. invasives Wachstum, Metastasierung) auszeich-
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nen. Und diese Fahigkeit zur Stimulierung der Zellteillung kommt offen-
sichtlich auch Lipidsenkern und anderen Peroxysomenproliferatoren zu (10).

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, konnen einige charakteristische Effekte, die
Peroxysomenproliferatoren in Hepatozyten nach in vivo Behandlung aus-
losen, 1n primaren Hepatozytenkulturen reproduziert werden.

Im Rahmen derartiger Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit dem
experimentellen Lipidsenker Nafenopin ergab sich zunachst, dass die Proli-
feration der Peroxisomen (gemessen als peroxisomale B-Oxidation) und die
Stimulierung der replikativen DNS-Synthese in vitro nicht eng korreliert
sind. Die beiden Parameter verhalten sich beziiglich des Zeitablaufs sowie
der Wirkung spezifischer Inhibitoren weitgehend unabhingig (11, 12). Wenn
wir die Wirkung verschiedener Peroxysomenproliferatoren auf diese zwei
Modellparameter in vitro vergleichen (12, 13), konnen wir nur eine massige
Korrelation beobachten (Tabelle 3).

‘Tab.3. Die Wirkunqg verschiedener Peroxysomenproliferatoren auf
die regl kative DNS-Synthese und die peraxysomale B— Oxldatlﬂn in
primaren Hepatozytenkulturen

Kleinste wirksame Dosis

N (ug/ml)
Substanz Hepatomegalie Replikative Peroxysomale
| (in vivo) DNS-Synthese B3-0Oxidation
Nafenopin +++ 1 1
Tiqdenol ++ 10 | 0.1
Tibric Acid ++ . 10 | 0.1
Procetofen ++ 10 _ 1
Gemfibrozil + . > 100 0.1
MEHP <) " 100 1
Clofibrate + 50 0.1

1) Daten aus verschiedenen_publizierten in vivo Studien.
2) Monoethylhexylphthalat.
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Dabei scheint die Stimulierung der replikativen DNS-Synthese in vitro mit
dem Ausmass der in vivo beobachteten Hepatomegalie besser zu korrelieren
als der induktive Effekt auf die peroxisomale 3-Oxidation (Tabelle 3). Diese
gute Korrelation 1st vor allem im Zusammenhang mit der bereits erwiahnten
generell beschleunigten Zellteilung in Tumorgewebe von Interesse. Die Sti-
mulierung der DNS-Synthese durch Peroxysomenproliferatoren in primiren
Hepatozytenkulturen kionnte sich durchaus als geeigneter Indikator leber-
krebserzeugender Potenz dieser Substanzen erweisen.

Schlussfolgerungen

Die Resultate zahlreicher in vivo-Versuche zeigen insgesamt, dass Zellver-
mehrung ein prognostisches Indiz fiir die tumorauslosende Potenz eines
Stoffes sein kann (14). In unseren eigenen Studien haben wir die Stimulie-
rung der replikativen DNS-Synthese in kultivierten Hepatozyten als relevan-
ten Testparameter erkannt. Eine in vivo oder in vitro als Peroxysomen-
proliferator identifizierte Verbindung, die in diesem Kultursystem eine
ausgeprigte Stimulierung der DNS-Synthese bewirkt, wird im Langzeit-
versuch mit einiger Wahrscheinlichkeit Lebertumoren induzieren.

Natiirlich fehlt diesem artifiziellen in vitro-Testsystem die Komplexitit des
Gesamtorganismus. So konnen Ergebnisse nur fiir Substanzen relevant sein
die auch in vivo direkt auf Leberzellen einwirken. Zudem haben wir unsere
Versuche zunachst mit verschiedenen, strukturell verwandten Peroxysomen-
proliferatoren durchgefiihrt. Es bleibt abzuwarten, ob dhnliche Aussagen,
moglicherweise auch unter Einbezug zusitzlicher Parameter, auch fiir
andere Substanzklassen moglich sind. Ebenfalls von Interesse ware in Bezug
auf die bekannten Speziesunterschiede die Verwendung kultivierter Leber-
zellen aus anderen Spezies einschliesslich des Menschen. Entsprechende
Untersuchungen werden von uns zur Zeit durchgefiihrt.

b/

Wir sind von der Bedeutung weiterer Forschungsarbeiten in dieser Richtung
iberzeugt, liegen doch die Vorteile relevanter in vitro-Testsysteme klar auf
der Hand. Neue Substanzen oder Substanzklassen kdnnen bereits in einem
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frihen Stadium threr kommerziellen Entwicklung rationell getestet werden,
denn sowohl die Zahl der Versuchstiere wie auch die benotigten Substanz-
mengen sind im Vergleich zu in vivo-Studien sehr klein. Von Bedeutung vor
allem fir die Forschung scheint auch ein weiterer Aspekt: Zellkulturen sind,
gerade wegen ihrer gegeniiber dem Gesamtorganismus geringeren Kom-
plexitat, in mancher Beziehung auch ideale experimentelle Systeme fiir
Untersuchungen des Mechanismus der chemischen Karzinogenese.
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